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90 FOOD IgG SCREENING ELISA KIT

Pre  semikvantitativne  stanovenie  protilatok  proti
potravinovym alergénom v ludskom sére.

FIG - 90 ; 3x96 testov v suprave

MEDITERRANEAN PANEL

Doporucené pouzitie

Food 1gG Screening ELISA je test uréeny pre meranie
relativneho mnozstva Specifickych protilatok IgG v lTudskom
sére proti 90 potravinam. Ziskané hodnoty musia byt vZdy
v korel&cii s klinickym obrazom, nakolko zvySenie urcitej
protilatky Specifickej pre potraviny sam o sebe nemusi
nutne znamenat ochorenie. Tato suprava neposkytuje
informacie o alergiach spojenych s IgE.

Téma potravinovej intolerancie a Uulohy potravin a
potravinarskych pridavnych latkach ako pri€innych faktorov
pri chorobnej precitlivenosti na potraviny vyvolavaju
niekolko rokov znaény zaujem. BezZné potraviny zahffiaju
kravské mlieko, vajcia, pSenicu, kukuricu, Cokoladu,
orechy, soju, a koérovce. Asi 0,5% deti mdéze mat
precitlivelé reakcie na kravské mlieko. Vyskumné Studie
naznacuju, ze u deti s preukazanou precitlivenostou na
potraviny, je pravdepodobnost, Ze u dalSich surodencov sa
zvySuje precitlivenost na potraviny az o 50%. Vacsina
potravin, ktoré patria do jednej skupiny méze mat spolo¢né
alergénne vlastnosti, a niekedy aj potraviny z dvoch
roznych skupin mézu vykazovat kros-reaktivne alergické
reakcie. Ak chcete znizit niektoré potravinové intoleran¢né
reakcie, mézu sa odporucat’ varené jedla, pretoze varené
jedlo méze byt menej alergogénne ako surové potraviny.

Vacsina beznych alergickych priznakov na potraviny
suvisia s gastrointestinalnymi problémami a mézu zahffat
nevolnost, hna¢ku a bolesti brucha. Medzi klinické prejavy
potravinovej intolerancie patria aj klasické alergické
symptémy, ako je anafylaxia, alergicka nadcha, atopicka
dermatitida a Zihlavka. Uloha potravinovej neznasanlivosti
u stavov, ako je migréna a alergicky unavovy syndréom je
sporna. Je ddblezité si uvedomit, ze priznaky intolerancie
potravin, najma gastrointestinalne symptémy, mézu byt
napodobriované radom dalSich stavov.

PRINCIP STANOVENIA

Tato suprava je zalozenda na ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay) mikro platni¢kovej technolégii.
Detekuje mnozstvo Specifickych 1gG u pacientov.
Konkrétne alergény su samostatne naviazané do
mikrotitraénych jamiek. Alergény sa nechaju reagovat so
Specifickymi protilatkami pritomnymi v sére pacienta.
Nadbytok sérovych proteinov sa odstrani v premyvacom
kroku. Enzymom znacena protilatka sa necha zreagovat na
komplex alergén-protilatka. Sfarbenie je vytvorené
pridanim substratu, ktory reaguje s enzymom. Po ukon&eni
reakcie, sa nasledne zmeria hodnota absorbancie pri
vinovej dizke 450 nm. Hodnota absorbancie je priamo
umerna  (kubicky polynédmu linearity) koncentracii
Specifickych protilatok 1gG pre konkrétny alergén.

OBSAH SUPRAVY

1. 90 Foods Coated Microwells
........................ 3 platnicky x 96 jamiek/ platfiicka

2. Serum Diluent (Zelend) obsahuje nosny protein
rozpusteny v Tris buffry

3. Foods IgG Calibrator obsahuje ludské sérum pre
vytvorenie Standardnej krivky

4. Foods IgG Positive Control obsahuje fudské sérum
pre overenie validity reagencii

5. Wash Buffer (koncentrat) obsahuje tween
rozpusteny vo fosfatovom buffry

6. Foods IgG-HRP Conjugate obsahuje kozie anti-
human 1gG konjugované s chrenovou peroxidazou
a nosny protein rozpusteny v i Tris buffry

7. Substrate Solution A obsahuje tetramethylbenzidine
(TMB) rozpusteny v buffry kyseliny citrénove;j
........................................ 2x12ml

8. Substrate Solution B zloZenie peroxid vodika v buffry
kyseliny citronovej
........................................ 2x12ml

9. Stopping Solution (H2SOy
Obsahuje 0,5M kysleinu sirovu
........................................ 1x20 ml

Poznamka: Tato testovacia sUprava je uceleny systém,
preto nekombinujte €inidla inych dodavatelov alebo &asti
suprav odliSnych Sarzi s touto supravou. Nepouzivajte
komponenty po datume exspiracie.

MATERIALY POTREBNE, ALE NEDODANE

1. Nadoby na pripravu wash roztoku, substratu a riedenie
vzoriek séra a potravinovych kalibratorov 1gG.

Presné davkovacie pipety

Parafilm

Destilovana alebo deionizovana voda (D.I.)

PIne automaticky alebo poloautomaticky reader s filtrom
450 nm, ktory je schopny merat 2,0 absorpcnej
jednotky

TRVANLIVOST A SKLADOVANIE

Suprava sa skladuje pri teplote 2-8 ° C do uvedeného
datumu exspiracie. Nezmrazujte supravu ani jej
komponenty. Doba pouzZitelnosti je 18 mesiacov za
vhodnych skladovacich podmienok. Nepouzivajte supravu
po uvedenom datume exspiracie.

ODBER VZORKY

Testovanie sa robi vo vzorkach séra. Test vyzaduje
priblizne 0,1 ml séra. Vzorka sa odobera v sulade so
Standardnymi postupmi, a je stabilna 8 hodin pri izbovej
teplote. Sérum mozno skladovat' pri teplote 2-8 ° C az po
dobu dvoch dni, alebo méze byt zmrazené na -20 ° C az
po dobu jedného roka.

PRIPRAVA REAGENCIi A SKLADOVANIE

Wash Buffer

Pridajte 30 ml Wash Bufru do destilovanej alebo D.l. vody
a dopinte na kone¢ny objem 2000ml. Oznaéte ju ako
pracovny Wash Buffer a skladujte pri teplote 2-8 ° C.
Pracovny premyvaci pufer je stabilny 6 mesiacov pri teplote
2-8°C.

Poznamka: V niektorych pripadoch sa pri skladovani v
koncentrate Wash Bufru (3: 200), pri teplote 2-8 ° C mbzu
tvorit krystéliky. Je dblezité, aby sa pred zardbanim
koncentratu uplne rozpustili. To mozno dosiahnut’ zahriatim
koncentratu na 37 ° C vo vodnom kupeli za ob&asného
mieSania.
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Substrate Solution

ZmieSajte roztok substratu A a B v rovnakom pomere 30
minut pred pouzitim. Napriklad zmieSajte po 5 ml z
kazdého z roztokov A aj B pre kazdu platni¢ku, ktora ma
byt pouzita.

Poznamka: Nezamienajte kryty z tychto roztokov.
V pripade, Ze roztok substratu vyzera pred pouzitim modro
sfarbeny, mal by byt odstraneny. Zmes roztoku substratu je
pri izbovej teplote stabilna po dobu 60 minut.

PRACOVNY POSTUP
1. Uvedte pred pouzitim vSetky c&inidla zo supravy na
izbovu teplotu (20-28 ° C).

2. PRIPRAVA PRE JEDNU KALIBRACNU KRIVKU:
Oznacdte Styri 12 x 75 mm sklené skiumavky ako 50,
100, 200 a 400 U/ml. Napipetujte 150 pl sérového
rozpustadla do tychto Styroch skimaviek. Pridajte 150
ul Food IgG kalibratora do skumavky oznacenej ako
400 U/ml. PremiesSajte a preneste 150 pl do skumavky
oznacenej 200 U/ml. Premie$ajte a preneste 150 pl do
skumavky oznacenej 100 U/ml. Opéat premieSajte
a preneste 150 ul do skumavky oznacenej 50 U/ml. V
tomto momente by ste mali mat po 150 i
v skimavkach 100, 200 a 400 U/ml, a 300 ul
v skiimavke 50 U/ml. To bude kalibra¢na krivka pouzita
v teste. Preneste 100 pl z kazdej z tychto skumaviek na
mikrotitracné dosti¢ky, podla rozpisu.

Skumavka jamka
50 U/ml 1B
100 U/ml 1C
200 U/ml 1D
400 U/ml 1E

3. pridajte 300 pl sérového diluentu do jamky 1A pre
jamku blanku a 100 pl pozitivnej kontroly do jamky 1F.

4. pridajte 10 ml sérového diluentu do 0,1ml pacientskej
vzorky a premiesajte.

Poznamka: Nariedte Food IgG kalibratory podfa kroku
3. Food IgG pozitivna kontrola sa neriedi.

5. Pridajte 100 pl nariedeného pacientskeho séra do
vSetkych zvySnych jamiek. Vo vSetkych jamkach by
malo byt 100 pl tekutiny.

6. Zakrite platnicky parafimom alebo plastovou féliou
a inkubujte 60+2 minut pri izbovej teplote (20-28°C).

7. Po 60 minutovej inkubacii premyte v8etky jamky trikrat
300 pl pracovného premyvacieho pufra ruéne, alebo
automatizovanou premyvackou. Jamky by mali byt
uplne naplnené pracovnym premyvacim pufrom . po
premyvacom kroku jamky odsajte.

8. Pridajte 100 ul Foods IgG-HRP konjugatu do vsetkych
jamiek. Platni¢ku inkubujte 3012 minuty pri izbovej
teplote (20-28°C).

9. Premyte platni¢ku 3x ako v kroku 8.
10. Pridajte 100 pl pracovného roztoku substratu do

vSetkych jamiek. Zakryte platnicku a inkubujte 10+2
minut pri izbovej teplote (20-28°C).

11. Pridajte 50 ul stop roztoku do vSetkych jamiek modré
sfarbenie v jamkach sa zmeni na Zlté.

12. Nastavte reader na 450nm a odCitajte absorbancie
v jamkach.

ODPORUCANIE KU PRACOVNEMU POSTUPU
1. Optimélny priebeh zarudite presnym dodrzanim
pracovného postupu. Neskracujte, ani nepredlZujte

premyvacie Casy nakolko to méze zvySit hodnotu
signalu pozadia.

2. S vynimkou nahrady pacientskeho séra v jamke blanku
sérovym diluentom, ostatné uvedené pracovné kroky
musia byt striktne dodrzané.

3. Pouzite poszitivnu kontrolu na sledovanie stability
reagencii a spravnost pracovného postupu.

4. Standardnu krivku vytvorte z Food IgG kalibratorov.

VYPOCET VYSLEDKOV

Aby sa odstranil vplyv rozdielneho premyvania,
rozdielov v pombéckach, ainé, hodnoty vzoriek su
Standardizované podla nasledujuceho
cubicpolynomialneho vzorca:

Y = AX® + BX*+ CX + DY

Poznamka: X predstavuje Standard pre aktivitu (U / ml)
sérovej vzorky alebo pozitivnej kontroly.

Y je absorbancia vzorky séra alebo pozitivnej kontroly.
KONTROLA KVALITY

Pre platnost musi test spifiat nasledujlice Q.C. $pecifikacie
pre O.D. (Opticka denzita) pri 450 nm.

O.D. BLANK <0.2

O.D. 50 CAL > 1.2 x OD BLANK
O.D. 100 CAL >1.2 x OD 50 CAL
0O.D. 200 CAL >1.2 x OD 100 CAL
O.D. 400 CAL > 1.2 x OD 200 CAL
Koncentracia pozitivnych > 100 U/ml
INTERPRETACIA VYSLEDKOV

Absorbancie po extrapolaci ako U/ml by mali byt
interpretované pre kazdy alergén, alebo extrakt.
Rozdefovaci Standard pre negativne vysledky je odvodeny
od testov sér s normalou hodnotou. Vo vacsine pripadov,
vysledky s hodnotami v rozsahu <50U/ml su negativne, ale
niekedy pre niektoré individualne bezné séra mozu byt
slabo pozitivne.

HDONOTY INTERPRETATACIA
<50 U/ml Negativne 0
50 - 100 U/ml mierne alergicka +1
100 - 200 U/ml stredne alergicka +2
> 200 U/ml vysoko alergicka +3
OBMEDZENIA

Tato testovacia suprava obsahuje mnoho druhov
potravinovych alergénov. Pozitivne aj negativne vysledky
mozno spajat len s alergénmi naviazanymi v jamkach
a neznamena to, Zze pacienti su alebo nie su alergicky na
dalSie alergény.

CHARAKTERIASTIKA

Rozsah linearity

Rozsah Standardnej krivky tohto kitu je 0 ~ 400 U/ml.
Vzorky s vySSou koncentraciou IgG sa riedia a znovu
testuju pre stanovenie presného obsahu IgG.

Citlivost’
Citlivost tohto kitu je menej ako 50 U/ml.
Specifickost’

Hemoglobin, triglyceridy, IgE, IgM, IgA nemaju na zaklade
vysledkov skusok vykonanych na tomto kite Zziadny vplyv.



Reprodukovatelnost’

Intra-lot CV (N = 40): 11%; inter-lot CV (N = 44): 15%.
Vysledky klinickych stadii

Klinické Studie ukazuju, ze bezni ludia mézu mat tiez urcité
na potraviny Specifické IgG protilatky, a preto, klinicku
diagnézu nie je mozné vydat na zaklade jedného testu.
Vysledky testov musia byt vzdy v suavislosti s klinickym
obrazom pacienta.

UPOZORNENIA A BEZPECNOSTNE OPATRENIA
1. Suprava je uréena na diagnostické pouzitie in vitro.

2. Dobsledné dodrzanie pracovného postupu zabezpecuje
optimalny priebeh. Neskracujte ani nepredlZzujte uvedené
doby inkubacie pretoze to méze mat za nasledok
nespravny testovaci vysledok.
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velkym objemom vody, aby sa zabranilo tvorbe azidov.
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4. Zastavovaci roztok obsahuje 1IN H,SO4. Toto je silna
kyselina a je potrebné s fiou zaobchadzat opatrne. M6ze
sposobit’ poleptanie a je potrebné narabat v rukaviciach.
Pouzite ochranné prostriedky o¢i a vhodny ochranny odev.
Pri zasiahnuti okamzite oplachnite velkym mnozZstvom
vody.

5. zakladom kalibratorov a kontrol je fudské sérum. Pouzité
ludské séra boli testované, nereaktivne HBsAg, anti-HIV
1/2 a anti-HCV pomocou FDA licencovanych cinidiel.
PretoZe neexistuje testovacia metéda, ktora by poskytla
uplnu istotu, ze HIV, virus hepatitidy B, alebo iné infekéné
agensy chybaju, tieto ¢inidla by sa malo povazovat za

potencialne infekéné
MAPA ROZLOZENIA ALERGENOV NA MIKROPLATNICKE
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |blank jablko brokolica mangold treska cesnak ladovy $alat [horc¢iéné zmojhruska ryza Jtekvica pstruh
B |Kal 1 articoky maslo syr (cottage) |kava hrozno plele, citron ovos é|erng raz kalmar tuniak
konkordia korenie
. . ‘ . . Fazula .
C |JKal.2 Spargla kapusta syr ((deny) Joriesky kola |grep SoSovica oliva strakata losos jahoda morka
D |Kal. 3 avokado Trstinovy cicer kukurica ze!eny biela fazufa |cibufa ananas sardinka |fazura struk  |Cierny orech
cukor hrasok
E |Kal. 4 banan melon kurca kra.VSKE zelem_a homar pomarané slivka garnat sem[er_wko psenica
kantalup mlieko korenie sIneénice
ozit. Y, 3 & & Y 3
F P Fe‘ozmny mrkva cokolada uhorka mlorska slad petrzlen bravéové ryba SOLE sladky Pekar§ke
kontrola acmen Stuka maso zemiak kvasnice
G |mandle hovédzina karfiol Skorica \{a]ce ", med majoran broskyna zemiak S’ja cierny ¢aj P“me.
bielko/Zltok kvasnice
H Jamericky syr Jrepa zeler musle baklazan jahfacina huby arasidy kralik $penat paradajka ljogurt
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