Névod k pouziti

40 Foods IgG Screen ELISA Kit
souprava na stanoveni IgG protilatek
proti 40 druhtim potravin
Kat. ¢islo GD15

Souprava je ufena pouze pro in-vitro diagnostiku
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Pouziti

Souprava je uréena pro rychlé stanoveni hladiny protilatek 19G
v lidském krevnim séru nebo plazmé proti antigenim potravy pfi
diagnostice nesnaSenlivosti pacienty na rGzné druhy potravin.
Vysledky testu se vzdy musi uvést do souvislosti s vysledky
klinického vySetfeni pacienta, protoze ani zvySena hladina
protilatek IgG proti potravinovym alergenim se nemusi projevit
jako symptom. Vysledky tohoto testu nepodavaji zadné informace
o pfipadné alergii vyvolané IgE. Komponenty této soupravy jsou
uréeny pouze pro pouziti k vyzkumu.

Uvod

Mnoho pacienti vykazuje chronické reakce na uréité potravinové
antigeny. Na rozdil od okamzitého efektu alergie zprostfedkované
IgE, se pfiznaky reakce citlivosti na potraviny zprostfedkované 1gG
mohou objevit az po nékolika dnech.

Pacientovy problémy maze zmenSit odstranéni téch potravin, které
zpUlsobuji problémy, z jeho jidelnicku. S precitlivélosti na potraviny
mohou byt spojeny nésledujici syndromy: obecna otupélost,
nadvéha, dermatitida, artritida, chronicka Gnava a stfevni potize.

Princip testu

Souprava vyuziva mikrotitracni desticku s 96 jamkami. Na jejich
povrchu jsou naneseny extrakty ze 40 rdznych potravin, nékteré
jednotlivé, jiné ve smési. Do jednotlivych jamek je pfidan vzorek
krevniho séra (zfedény v pomeéru 1 : 100) a inkubuje se 30 minut.
Na antigeny v jamkach se navazi protilatky specifické pro danou
potravinu pokud jsou v testovaném séru pfitomny.

Po promyti desticky se navazané protilatky detekuji pomoci
konjugétu (krélici anti-lidské 1gG konjugované s peroxidazou). Po
30 minutové inkubaci se nenavazany konjugat odstrani promytim a
pridd 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
pfi vinové délce 450 nm a 620 nm.

Materialy dodavané v souprav &

* Mikrotitra €ni desti ¢ka: 12 stripd po 8 jamkach s pfedem
nanesenymi antigeny raznych potravin; stripy jsou seskupeny
po tfech a oznaceny ¢&islicemi 1, 2 a 3

« Reagens 1: Redici roztok vzorku, 4 x 2,5 ml, barva modra,
pripraven k okamzitému pouZiti.

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

e Reagens 3: Konjugat (roztok HRP-anti-IgG);
barva ¢ervend; pfipraven k okamzitému pouziti.

« Reagens 4: TMB substrat; 12 ml, pfipraven k okamzitému
pouZziti.

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

« Standardy IgG protilatek: 0 a 25 U/ml; 1 ml od kazdého;
pfipraveny k okamzitému pouziti.

¢ Pozitivni kontrolni vzorek: 1 ml, pfipraven k okamzitému
pouZziti.

« Navod k pouziti

12 mi;

DalSi vybaveni pot Febné pro provedeni testu

100ul pipeta; multikanalova pipeta; ELISA reader s filtrem 450 nm,
zafizeni na promyvéani mikrotitracnich desti¢ek, destilovana nebo
deionizovana voda, bézné laboratorni vybaveni.

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

. Kalibrator 25U/ml a pozitivni kontrolni vzorek jsou vyrobeny
ze zifedéného neinfekéniho lidského krevniho séra. Je nutno
dodrzovat standardni laboratorni bezpeénostni opatteni.

. PFi praci s vyrobky na bazi lidského séra musi laboranti mit
rukavice a ochranny pracovni odév.

. Stop-roztok obsahuje 0,25moléarni kyselinu sirovou (Ziravina).

Vzorky

Vzorky séra nebo plasmy se mohou dlouhodobé pouzivat pokud
jsou skladovany pfi teplot¢ -20 °C. Opakované zmrazovani a
rozmrazovani maze ovlivnit vysledky testu.

Metodika
Pred zahajenim prace nechejte vSechny materidly dosahnout
pokojovou teplotu.

Soupravou je uréena k testovani vzorkd jednoho az Ctyf pacientd.

Vzorky séra nebo plasmy se musi pred testem zfedit v poméru
1:100. Pridejte 25 pl séra do jedné z ampuli s roztokem pro
fedéni vzorkl (Reagens 1).

Je velmi dulezité davkovat vzorky a standardy do jamek bez
jakékoli prodlevy. Pomalé davkovani nebo prestavky pfi davkovani
mohou zplsobit zkresleni vysledkd testu. Pro davkovani
predfedéného vzorku doporuéujeme pouzit multikanalovou pipetu.

Stripy s jamkami

Mikrotitraéni desticka se sklada z jednotlivych stripl oznacenych
¢isly 1, 2, 3. Stripy je nutno pouZivat ve spravném poradi tzn. zleva
doprava 1 - 2 - 3. Pro kazdého pacienta je urcena jedna sada
stripd. Seznam nanesenych antigent nebo jejich smési najdete
déle v ndvodu. NepouZzité stripy ulozte zpét do plastového sacku
s vysouSedlem a mohou byt pouzity pozdéji.

Standardy
Davkujte 100l kazdého standardu do jamek stripu 1.

Jamka Standard U/ml
A 0
B 25

Pozitivni kontrolni vzorek
Davkujte 100ul pozitivni kontroly do C jamky stripu 1.

Testované vzorky

Davkujte 100ul pfedfedéného vzorku do zbylych jamek:
Strip 1: jamky D, E, F, G, H

Strip 2: jamky A, B,C,D,E, F, G, H

Strip 3: jamky A,B,C,D,E, F, G, H

Stripy vloZzené v ramecku inkubujte 30 minut pfi pokojové teploté.
Béhem vSech inkubaci se vyhnéte pfimému vystaveni desticky
sluneénimu svétlu nebo pfimému pasobeni zdroje tepla.

Rozfedte promyvaci pufr (Reagens 2) na obsah 1 200 ml.
Po inkubaci odsajte obsah jamek a kazdou z nich peglivé tfikrat
promyjte 350 pl promyvaciho pufru. Peclivé promyti je klicem k

dobrym vysledkdm testu.

Osuste  povrch  mikrotitraéni  desticky
Nenechavejte jamky vyschnout. Okamzit

savym  papirem.
é pridejte konjugat.

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



Mikrotitracni desti¢ku inkubujte v inkubaénim sacku pfi pokojové Pro kazdého pacienta pouZijte sadu strip( 1-2-3. NiZe uvedena
teploté¢ 30 minut. Pak odsajte obsah jamek a kaZdou znich  tabulka ukazuje umisténi jednotlivych antigend.
peclivé ctyrikrat promyjte 350 pl promyvaciho pufru.

Strip1
Osuste povrch mikrotitradni  desticky ~savym  papirem. Al standard 1gG protilatek 0.0 U/ml
Nenechavejte jamky vyschnout. OkamZit & pfidejte substrét. B1 standard IgG protilatek 25.0 U/mi
C1 pozitivni kontrolni vzorek protilatek
. . o T 4z D1 kukuice
Pomoci multikandlové pipety pfidejte do kazdé jamky 100 yl TMB E1 oves
substratu (Reagens 4). F1 ryze
G L . . _ Gl zito
Mikrotitracni destiCku inkubujte po dobu 10 minut a pak do kazde H1 pgenice
jamky pridejte 100 pl stop-roztoku (Reagens 5). Abyste zajistili, ze
reakéni doby budou pro vSechny jamky stejné, méli byste Strip 2
stop-roztok davkovat do jamek ve stejném poradi v jakém jste do A2 kravské mléko
nich davkovali TBM substrat. B2 vajeny bilek
c2 vaje&ny Zloutek
Do deseti minut zméfte intenzitu zabarveni ELISA readerem D2 snts bilych ryb (treska obecna + treska skvrnita tyala
s filtrem 450 nm (aternativné 450 a 620 nm, duélini vinova délka). E2 snés korydi (krab + humr + garnat)
Zluté zabarveni je stabilni az jednu hodinu, pokud je destitka F2 mrkev
uloZena v temnu. G2 smés lusenin (bilé fazole + tmavé fazole + séja + hraSek)
H2 smes brukvi (zeli + brokolice + kitak)
Vypo éet vysledk G )
Namétené hodnoty optické hustoty vyneste do grafu ve vztahu ke~ SUfiPp3
koncentracim. Vynesené body spojte pfimkou. Z této &ary mazete A3 brambor
vyc¢ist koncentraci protilatek 19G pro kazdy uvedeny typ potraviny. B3 jablko + hruska ) ) .
C3 smés bobulovin (malina + jahoda + ostruzina)
Interpretace vysledk @ D3 smes citrudi (pomerad + citron + grapefruit)
E3 sn&s suchych ploil (mandle + keSu + liskovyfech + arasid)

Vysledky tohoto testu se musi interpretovat v souvislostech F3 kvasnice (pekaké + pivovarské)
s dalSimi  klinickymi  informacemi  zjiSténymi o kazdém G3 Kife + kifita

z testovanych pacientd. Nésledujici tabulka je jen pomucka pro H3 veffové maso
vasi lepsi orientaci:

Diilezita poznamka:

odpovéd tfida rozpéti (U/ml*) Drive nez zénete davkovat vzorky ujise se, Ze stripy jsou v ramu sestaveny
normalni <8 spravr. Zkosené kongstripii musi byt na horni strarramu

hraniéni a+) 8-125

stfedné silna reakce (2+) 12.5-25.0 /

pozitivni (3+) >25.0 |

*pracovni jednotky
Tato rozpéti jsou zaloZzena na omezeném vyzkumu firmy ‘Genesis 0 U/ml standard - A
Diagnostics’ a uzivatelé by si méli stanovit sva vlastni rozpéti.

| 25 U/ml standard - B

)

Zabezpe €eni jakosti B
Egzdt;vm kontrolni vzorek by mél vykazovat hodnoty vySSi nez Pozitivni kontrola - C
ml. C
Shrnuti metodiky
e Zfedte sérum v ampuli s fedicim roztokem v poméru 1:100. \
* Sefadte si stripy 1, 2 a 3 podle testovanych pacientd. —
« Do spravnych jamek davkujte standardy a zfedéné vzorky
(aoopl). Vyrobce: Genesis Diagnostics Ltd.
e Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 30 minut . Eden Research Park, Henry Crabb Road, Littleport,
«  Trkrat promyijte jamky. Cambridgeshire,CB6 1SE, United Kingdom
Do kazdé jamky davkujte 100 pl konjugatu (Reagens 3). Tel 01353862220 Fax 01353 863330

* Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 30 minut . o

«  Ctyfikrat promyijte jamky. Distributor: LﬁBg)SER\;éE.réol.z 08

e Do kazdé jamky davkujte 100 pl TMB Substratu (Reagens 4). Tgl' (:53,\161243 i13 Fax: rsnd?l 243 114
* Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 10 minut . e-rﬁail Iaboserv@laboéerv .

¢ Do kazdé jamky davkujte 100 pl stop-roztoku (Reagens 5). http://www.laboserv.cz -

« Do 10 minut zméfte optickou hustotu pfi 450 nm.
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Rozmist éni antigen @ na stripu - 40 Food IgG
Mikrotitracni desti¢ka obsahuje 12 stripl po 8 jamkéach, které jsou
oznaceny nasledujicim zptsobem:

4 stripy jsou oznaceny ¢islem 1
4 stripy jsou oznaceny &islem 2
4 stripy jsou oznaceny ¢islem 3



