Navod k pouziti

93 Foods IgG Screen ELISA Kit

souprava na stanoveni IgG protilatek
proti 93 druhtim potravin
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Souprava je urdéena pouze pro in-vitro diagnostiku
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Pouziti

Souprava ur¢ena ke stanovovani intolerance potravin, predstavuje
rychlou vySetfovaci metodu ELISA pro zjiSténi pfitomnosti a vySe
hladiny 1gG protilatek proti rdznym potravinovym antigendm
v lidském krevnim séru. Vysledky testu se vzdy musi uvést do
souvislosti s vysledky klinického vySetfeni pacienta, protoze ani
zvySenda hladina protilatek 1gG proti potravinovym alergendim se
nemusi pdsobit negativni symptomy. Vysledky tohoto testu
nedavaji Zadné informace o alergii vyvolané IgE. Komponenty této
soupravy jsou uréeny pouze pro pouziti k vyzkumu.

Uvod

Néktefi lidé vykazuji chronické reakce na urcité potravinové
antigeny. Na rozdil od okamzitého efektu alergie zprostfedkované
IgE, se reakce citlivosti na potraviny zprostfedkovana IgG muze
objevovat i po nékolika dnech.

S precitlivélosti na uréité druhy potravin mohou byt spojeny
néasledujici syndromy: celkova otupélost, pfibirani na véaze,
dermatitida, artritida, chronicka Unava a stfevni potize. Pacienttv
stav muze velmi zlepsit cilené odstranéni alergizujicich potravin
z jeho jidelnicku.

Princip testu

Souprava vyuziva mikrotitraéni desticku s 96 jamkami. Na jejich
povrchu jsou naneseny extrakty antigend z 93 druhd potravin. Do
jamek se pfida vzorek krevniho séra (zfedény v poméru 1 : 401) a
inkubuje se dobu 30 minut. Na antigeny v jamkach se navazi
protilatky specifické pro danou potravinu pfitomné v testovaném
vzorku.

Po promyti desticky se specificky navazané protilatky deteku;ji
pomoci specifického konjugatu (kréli¢iho anti-lidské 1gG a
peroxidazy). Po 30-minutové inkubaci je nenavazany konjugat
odstranén promytim. Pfidd se TMB substrat. V jamkach, ve
kterych jsou pfitomny protilatky specifické pro danou potravinu, se
objevi modré zabarveni, které se po pfidani stop-roztoku zméni na
Zluté. Intenzita zabarveni Zlutého roztoku se pak méfi ELISA
readerem s pouzitim filtrd o OD 450 nm a 620 nm.

Materialy dodavané v souprav &

« Mikrotitra €ni desti ¢ka: 96 jamek s vytazky 93 antigend
riznych potravin; rozlozeni jamek je na strané 2.

* Reagens 1: Roztok na fedéni vzorku, obsah 10 ml, (barva
modra), pfipraven k okamzitému pouZziti.

¢ Reagens 2: Koncentrovany promyvaci roztok; pfed pouzitim
naredte na 1200 ml.

¢ Reagens 3: Enzymaticky konjugat (roztok HRP-anti-hlgG);
12 ml; barva €ervena; pfipraven k okamzitému pouziti.

¢ Reagens 4. Enzymaticky substrat TMB; 12 ml, pfipraven k
okamZitému pouziti.

« Reagens 5: Stop-roztok, 12 ml, pfipraven k okamzitému
pouZziti.

e Kalibra éni vzorky protilatek: 0 a 25 U/ml; 0,3ml od
kazdého; pfipraveny k okamzitému pouziti.

« Pozitivni kontrolni vzorek: 0,3 ml, pfipraven k okamzitému
pouZziti.

¢ Inkuba €éni sa€ek a navod k pouziti

DalSi vybaveni pot Febné pro provedeni testu

pipety 10pl, 100pl a 1000ul; multikanélova pipeta; ELISA reader
s filtrem 450 nm, zafizeni na promyvani mikrotitracnich desti¢ek,
destilovana nebo deionizovana voda, bézné laboratorni vybaveni.

Skladovani a bezpe €nostni opat feni
. Soupravu skladujte pfi teploté 2 - 8°C. NepouZzivejte
soupravu po uplynuti data exspirace.

. kalibrator 25U/ml a pozitivni kontrolni vzorek jsou
vyrobeny ze zfedéného neinfekéniho lidského krevniho
séra. Je vSak nutno dodrzovat bezpecnostni postupy
bézné v klinické laboratofi.

. Pfi manipulaci se sérem pacienta nebo s vyrobky
vyrobenymi z krevniho séra pouzivejte vzdy pracovni
rukavice a ochranny odév

. Stop roztok obsahuje 0,25molarni kyselinu sirovou
(pozor Ziravina)

Vzorky

Vzorky krevni plazmy nebo séra by mély byt dlouhodobé
skladovany pfi teplot¢ —-20C. Opakované zmrazovani
a rozmrazovani muze ovlivnit vysledky testu.

Metoda
Pfed zahajenim prace ponechejte vSechny materialy dosahnout
pokojové teploty.

Sérum nebo plasma odebrané pacientovi musi byt pred pouzitim
v testu zfedeny v poméru 1:401. Pfidejte pfesné 25 pl séra do
ampule s roztokem pro fedéni vzorkl (Reagens 1) a vSe peclivé
promichejte. Tak vznikne roztok v poméru 1 : 401.

Je velmi dllezité davkovat predfedéné vzorky i standardy do
jamek bez jakékoli prodlevy. Pomalé davkovani nebo prestavky
v postupu davkovani mohou zpUlsobit zkresleni vysledkl testu.

Standardy
Davkujte po 100 pl kazdého standardu do jamek podle
néasledujiciho schématu:

Cislo jamky Standard
Al 0 U/ml
B1 25,0 U/ml

Pozitivni kontrolni vzorek
Davkujte 100pl pozitivni kontroly do jamky C1.

Sérum odebrané pacientovi
Davkujte po 100ul pfedfedéného vzorku séra do jamek D1 az H12.

Mikrotitraéni desti¢ku inkubujte pfi pokojové teploté po dobu
30 minut . BEhem vSech inkubaci se vyhybejte vystaveni desticky
slune¢nimu svétlu nebo pfimému plsobeni zdroje tepla.

Rozfedte promyvaci pufr (Reagens 2) na obsah 1 200 ml.

Po inkubaci odsajte obsah jamek, a kazdou z nich peclivé tfikrat
promyjte alespori 350 pl promyvaciho pufru. Peclivé promyti je
klicem k dobrym vysledkdm testu.

Osuste  povrch  mikrotitracni  desticky savym  papirem.
Nenechavejte jamky vyschnout. Okamzit €& pfidejte konjugat.

Do kazdé jamky davkujte 100 pl konjugatu (Reagens 3). Tento
reagens je oznacen cervené. Nepouzivejte pro davkovani
konjugétu a substratu stejnych Spicek.

Mikrotitraéni desticku inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 30
minut . Pak odsajte obsah jamek a kazdou z nich peclivé étyrikrat
promyjte alespon 350 pl promyvaciho pufru.

Osuste  povrch  mikrotitracni  desticky savym  papirem.
Nenechavejte jamky vyschnout. Okamzit & pfidejte substrat.



Pomoci multikanalové pipety s Cistymi Spickami pfidejte do kazdé
jamky 100 pl TMB substratu (Reagens 4).

Mikrotitraéni desti¢ku inkubujte po dobu 10 minut a pak do kazdé
jamky pridejte 100 pl stop-roztoku (Reagens 5) . Abyste zajistili, ze
reakéni doby budou pro vSechny jamky stejné, méli byste
stop-roztok davkovat do jamek ve stejném poradi v jakém jste do
nich davkovali TBM substrat.

Do deseti minut zméfte intenzitu zabarveni ELISA readerem
s filtrem 450 nm (aternativné 450 a 620 nm, dualni vinova délka).
Zluté zabarveni je stabilni aZ jednu hodinu, pokud je desti¢ka
uloZena v temnu.

Vypo éet vysledk G

Namérené hodnoty optické hustoty vyneste do grafu ve vztahu ke
koncentracim. Vynesené body spojte pfimkou. Z této ¢ary muzete
vyc¢ist koncentraci protilatek 1gG pro kazdy uvedeny typ potraviny.

Interpretace vysledk G
Vysledky tohoto testu se musi interpretovat v souvislostech
s dalSimi  klinickymi  informacemi  zjiSsténymi o kazdém
z testovanych pacientll. ZvySena hladina 1gG neindikuje zadny
specificky chorobny proces. Nasledujici tabulka je jen pomucka
pro vasi lep§i orientaci:

odpovéd tfida rozpéti (U/ml*)
normalni <8
hraniéni a+) 8-125
stfedné silna reakce (2+) 12.5-25.0
pozitivni (3+) >25.0

*pracovni jednotky

Tato rozpéti jsou zaloZena na omezeném vyzkumu firmy ‘Genesis
Diagnostics’ a uzivatelé by si méli stanovit sva vlastni rozpéti.

Zabezpe €eni jakosti
Pozitivni kontrolni vzorek by mél vykazovat hodnoty vy$Si nez
25 U/ml.

Shrnuti metodiky

« Predfedte sérum v ampuli fediciho roztoku v poméru 1:401.
¢ Davkujte 100pl standardll a predfedénych vzorkd.

¢ Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 30 minut .

*  Trkrat promyjte jamky.

« Davkujte 100 pl konjugéatu do vSech jamek (Reagens 3).

« Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 30 minut .

«  Ctyiikrat promyjte jamky.

« Davkujte 100 pl TMB-substratu do vSech jamek (Reagens 4).
« Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 10 minut .

« Davkujte 100 pl stop-roztoku do vSech jamek (Reagens 5).
¢ Do 10 minut zméfte optickou hustotu pfi 450 nm.
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RozloZeni antigen 0 na desti éce - 93 Food IgG

Jamka  Antigen potraviny Jamka Antigen potraviny

Al kalibra¢ni jamka 0.0 A7 salat

B1 kalibra¢ni jamka 25.0 B7 cibule

C1 Pozitivni kontrolni Cc7 hrach

D1 je€men D7 paprika

El pohanka E7 brambor

F1 kukufrice F7 séjové boby

Gl tvrda pSenice G7 fazolové lusky

H1 proso H7 slunec¢nice

A2 oves A8 rajce

B2 ryze B8 jablko

Cc2 Zito c8 merunka

D2 pSenice D8 banéan

E2 kravské mléko E8 ¢erny rybiz

F2 vajecny bilek F8 hroznové vino

G2 vajecny Zloutek G8 grapefruit

H2 ovEi mléko H8 Kiwi

A3 kozi mléko A9 citron

B3 hovézi B9 meloun

C3 kufeci Cc9 olivy

D3 jehnéci D9 pomerané

E3 veprové E9 broskev

F3 krata F9 hruska

G3 zvéfina G9 ananas

H3 treska H9 Svestka

A4 krab Al10 jahoda

B4 sled B10 mandle

C4 makrela C10 ofech para

D4 slavka jedla D10 orech kesu

E4 platyz E10 kokos

F4 garnat F10 ofech liskovy

G4 losos G10 arasidy

H4 morsky jazyk H10 ofech vlaSsky

A5 pstruh All chilli

B5 turidk B11 Cesnek

C5 baklazan Cl1 zazvor

D5 avokado D11 mata

E5 Cervena fepa E11 muskat

F5 brokolice F11 pepf

G5 zeli G1l1 sezam

H5 mrkev H11 vanilka

A6 kvétak A12 rohovnik

B6 ¢ekanka B12 kakaovy bob

C6 celer C12 kava

D6 okurka D12 ofech kola

E6 bilé fazole E12 hfibovité houby

F6 fazol Sarlatovy F12 semeno fepky

G6 pérek G12 ¢aj

H6 cocka H12 kvasnice
pivni/pekarské
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