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CELIACSTRIP
ů ěSouprava pro detekci haplotyp  spojených s onemocn ním celiakií.

POUZE PRO ODBORNÉ POUŽITÍ
Ř Ě Ř ĚP ED POUŽITÍM TESTU SI POZORN  P EČT TE TENTO PRACOVNÍ NÁVOD.

ÚVOD

URČENÉ POUŽITÍ
ů řTest CeliacStrip je určen ke kvalitativní detekci hlavních haplotyp  HLA spojených s celiakií prost ednictvím

metody reverzního blottingu a pomáhá tak stanovit diagnózu této nemoci.

ř řTest detekuje p ítomnost nebo nep ítomnost alel, které kódují HLA-DQ2 a HLA-DQ8, HLA-DQ2.5, HLA-DQ8,
ň ě ě ěHLA-DQ2.2 a HLA-DQ7.5 a umož ují odhadnout riziko onemocn ní celiakií na základ  kombinace zjišt ných

alel.

Haplotyp  HLA-DQ Alely HLA-DQA1 Alely HLA-DQB1 Alely HLA-DRB1

DQ2.5 (cis) 05* 02‡ 03

DQ2.5 (trans)

DQ7.5 
(DQA1*05)

05* 0301 11/12

DQ2.2 02 02‡ 07

DQ8 03† 0302 04

*Zahrnuje alely 05:01 a 05:05. †Zahrnuje alely 03:01 y 03:02. ‡Zahrnuje alely 02:01 y 02:02.

ř ě ěPodle p íruček Špan lské společnosti pro celiakii se k diagnostikování tohoto onemocn ní genetickými testy
ě ř ů ů ěstanoví riziko určené na základ  p ítomnosti r zných haplotyp  následovn :

Velmi vysoké riziko

ě(DQ2.5 se dv ma kopiemi DQB1*02)

DQ2.5 (cis)+ DQ2.5 (cis)

DQ2.5 + DQ2.2

Vysoké riziko

(DQ2.5 s jednou kopií DQB1*02) 

(homozygot DQ8)

DQ2.5 (cis) + X

DQ2.5 (trans) = DQ7.5+ DQ2.2

DQ8+DQ8

X≠DQ2.5, DQ2.2

řSt ední riziko

(DQ8 a/nebo DQB1*02)

DQ8+X

DQ2.2+Y

X≠DQ8, DQ2.5
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Y≠DQ7.5

Nízké riziko

(DQA1*05)

DQ7.5+X

DQA1*05 + X

X≠DQ2.2, DQ8, DQ2.5
ěPoznámka: v klasifikaci mohou existovat mírné zm ny v závislosti na zkoumané populaci.

Poznámka: tímto testem nelze potvrdit všechny kombinace.

ě ňKrom  alel HLA-DQA1 a HLA-DQB1 umož uje test detekovat alely DRB1* (DR3, DR4, DR7, DR11 a
ě ř ěDR12). Tyto alely se používají ke zv tšení rozlišení a specificity genotypizace a snazší určení genotypu v p ípad

ůsložitých haplotyp .
ů ř ůTento  test  je  pouze  nástroj  na pomoc odborník m p i  diagnostikování  udané patologie.  Je  d ležité

ů ř ě ěř ězd raznit, že v p ípad  celiakie má HLA typizace vysokou negativní prediktivní hodnotu (tém  100 %), nicmén
ějejí  pozitivní  prediktivní  hodnota je  nízká.  Nepoužívejte  ho proto k  diagnostice  celiakie  samostatn ,  protože

ř ěp ibližn  35–40 % celkové populace má heterodimery DQ2.5 a DQ8, ale pouze cca 1 % má celiakii.  Ke
řkonečné  diagnostice  je  t eba  brát  v  úvahu  další  parametry,  jako  projevující  se  symptomy,  výsledky  dalších

analytických zkoušek a anamnézu pacienta.

ůTest probíhá za použití vzork  DNA. Tuto DNA lze extrahovat z krve (s EDTA nebo citrátem), ze slin nebo z
ětkán .

ě ř ěTest  je  kvalitativní  a  neprovádí  se  automatizovan ,  p estože  lze  jeho výsledky  interpretovat  vizuáln  nebo
řprost ednictvím skeneru.

ěTento test je určen výhradn  k in vitro diagnostice.
ř řUrčeno pouze pro odborníky. Není určeno k samovyšet ení. Test nenahrazuje léka skou péči.

VŠEOBECNE INFORMACE

ě ě ůCeliakie je chronické zán tlivé onemocn ní trávícího traktu zp sobené nesnášenlivostí potravin obsahujících
lepek a asociované proteiny, které se nacházejí v pšenici, ječmeni, žitu.

Nejvíce se vyskytuje v Kavkazské populaci s prevalencí 1:100 až 1:500 v  ěEvrop  a Severní Americe.
ěCitlivost na lepek je geneticky podmín ná. Je hereditární povahy manifestovaná se zvyšující se prevalencí v

ěrodin  (10-15%) a z 80 % u homozygotních dvojčat. Bylo prokázáno, že na této genetické predispozici se podílí
ůsérie gen  lokalizovaných na hlavním histokompatibilitním systému (MHC)i. V  ě řpodstat  se p edpokládá, že tento

komplex se podílí  na genetické citlivosti  k  ěceliakii ze 40 % a pravd podobnost dalšího izolovaného genu je
minimální.

ůHlavní histokompatibilní systém se skládá ze sad gen , mnohé z nich jsou polymorfní, jejichž produkty jsou
exprimovány v  ě ě řširoké oblasti bun k a jsou zodpov dné za „adaptivní“ imunitní systém. Tyto geny jsou p ítomné
ve všech obratlovcích. Lidské geny jsou známé jako HLA (Human Leukocyte Antigen) systém. Proteiny kódované
ět mito geny se nazývají ‘HLA molekuly’ nebo ‘HLA antigeny’.

ě ě ř ě ůVe v tšin  zkoumané populace je  p ibližn  88 % celiak  nositeli  heterodimeru  HLA-DQ2.5 kódovaného
alelami DQA1*05 a DQB1*02 v poloze cis (stejný chromozóm) nebo v poloze trans (jiný chromozóm). 6 %

ůceliak  exprimuje heterodimer HLA-DQ8 (bez HLA-DQ2.5) kódovaný alelami DQA1*03 a DQB1*0302. Ostatní
ů ěkombinace  spojované  s  celiakií  (5,6  %  pacient )  odpovídají  „polovin “  genotypu  HLA-DQ2.5,  zejména

DQB1*02 ve vazebné nerovnováze s  DQA1*02 (HLA-DQ2.2 ů,  4  % pacient ).  Druhá polovina HLA-DQ2.5,
ř ř ůDQA1*05 bez DQB1*02 se s celiakií spojuje jen z ídka (v 1,6 % p ípad ). Tento genotyp je obvykle pozorován

jako HLA-DQ7.5 (DQA1*05 a DQB1*0301) (Tye-Din J. et al).

ě ěKrom  toho, že má jedinec jednu z t chto specifických alel, závisí riziko rozvoje celiakie také na genové dávce.
ě ěNositelé HLA-DQ2.5 mají v tší riziko, že se u nich celiakie rozvine, když mají dv  kopie alely HLA-DQB1*02,

ětedy ti s dv ma haplotypy DQ2.5 nebo jedním haplotypem DQ2.5 + jedním haplotypem DQ2.2 (Murray J. et
řal). Následující rizikovou kategorii tvo í jedinci s HLA-DQ2.5 s jednou kopií HLA-DQB1*02, tj. pouze ti s jedním

řhaplotypem HLA-DQ2.5 nebo s HLA-DQ2.5 kódovaným v poloze trans. P i existenci pouze HLA-DQ8 nebo HLA-
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ěDQ2.2  je  riziko  menší.  Pro  HLA-DQ8 byl  rovn ž  navržen  efekt  genové  dávky,  aby  homozygoty  pro  tento
ř řheterodimer  p ešly  do  kategorií  s  vyšším  rizikem  (Martínez-Ojinaga  E  et  al).  P ítomnost  HLA-DQ7.5  (nebo
řDQA1*05) tvo í kategorii s nejnižším genetickým rizikem.

POPULACE, PRO NIŽ JE TEST URČEN

ů řVýrobek  je  určen  pro  použití  se  vzorky  pacient ,  u  nichž  probíhá  diagnostika  celiakie,  a  jejich  p ímých
ř ůrodinných p íslušník .

ř ůJak již bylo uvedeno, p ítomnost antigen  HLA-DQ2 nebo HLA-DQ8 není pro rozvinutí celiakie dostatečná.
ě ů ůVe skutečnosti je nositeli t chto heterodimer  25–30 % celkové populace ve srovnání s více než 95 % celiak .

ř ě ěJejich p ítomnost však značn  zvyšuje možnost onemocn ní celiakií (50 až 100krát).
řHLA genotypizaci doporučujeme provést v následujících p ípadech:

• ř ěVyloučení možnosti celiakie: pokud má jedinec p íznaky, jež by mohly toto onemocn ní indikovat, ale
ů řbiopsie a sérologie nejsou pr kazné, lze použít HLA typizaci jako další aspekt k posouzení. P estože test

ů ůnení „specifický“,  protože 35–40 % jedinc  bez celiakie jsou nositeli  heterodimer  HLA-DQ2.5/HLA-
ů ě řDQ8, m že pomoci vyloučit celiakii u t ch, kte í je nemají.

• ř ů řVyšet ení možných pacient  s celiakií, kte í se již stravují bez lepku.
• ř ř ů ů ň ř ůVyšet ení  rodinných p íslušník  celiak :  umož uje  seznámit  se  s  tím,  u  jakých rodinných p íslušník ,

ů ězejména sourozenc , existuje riziko, že se u nich celiakie rozvine, a u kterých nikoli. Následn  tak lze:
◦ ů ě ř ř- d kladn ji sledovat ty jedince, kte í mají markery HLA, a být na pozoru p ed možnými symptomy

ň ů ěindikujícími celiakii, což umož uje snížit poškození zp sobené opožd nou diagnostikou,
◦ ě ř ů ř-  vyloučit  pravidelné  opakování  sérologických  analýz  u  t ch  rodinných  p íslušník ,  kte í  nemají

markery HLA.

ĚVÝSKYT ONEMOCN NÍ V POPULACI
ě ě ř ěCeliakie je jedním nejčast jších onemocn ní v kavkazské populaci, s prevalencí p ibližn  1 % (v závislosti na

analyzované populaci).

Ů ĚZD VODN NÍ
ř ůTest CeliacStrip je založený na technice reverzního blottingu a jeho provedení se skládá ze t í krok :

a) extrakce DNA b) PCR amplifikace c) hybridizace. 

a) DNA extrakce  :
Reagencie nejsou součástí soupravy.
Viz oddíl „Vzorky“. 

b) PCR amplifikace ů ů: současná amplifikace fragment  genu ß-globinu a exon  2 HLA-DQA1, HLA-DQB1 a
HLA-DRB1 v  ř ěprvním kroku. Jsou amplifikovány následující skupiny alel uvnit  výše zmín ných HLA:

 
• HLA-DQA1: DQA1*01, DQA1*02, DQA1*03, DQA1*04, DQA1*05 and DQA1*06. 
• HLA-DQB1:DQB1 * 02, DQB1*03, DQB1*04 
• HLA-DRB1: DRB1*03, DRB1*04, DRB1*07, DRB1*08, DRB1*11, DRB1*12, DRB1*13, DRB1*14. 

ř ěP esto, že všechny uvedené alely se amplifikují PCR, nejsou jednotliv  detekovány pomocí stripu.

c) Hybridizace a specifická vazba:

K  ů ů ěpr kazu fragment  PCR-amplifikované DNA se  využívá  série  prób,  které  jsou kovalentn  vázané  na
nylonovou membránu. 

Každá membrána má následující próby: 

• ů ě11 prób pro detekci r zných skupin alel, dv  z nich ((DQA1*05 a DQB1*02) jsou v duplikátu na dvou
ělokacích na membrán .

• řpróba pro ß-globinový fragment, používaná jako vnit ní kontrola PCR, 
• ů ěkontrolní linie pr b hu reakce. 
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ě ě řNavíc  se  na  membrán  nachází  dv  značky  –  černá  a  červená  pro  monitorování  pozice  stripu  p i
ůinterpretaci výsledk .

ůVizualizace fragment  hybridizovaných k  ůr zným próbám je pomocí konjugátu streptavidinperoxidázy,
řkterá se naváže na biotinový marker  na amplifikovaných fragmentech DNA. Po p idání substrátu peroxidázy

(TMB) se objeví modrý precipitát na hybridizovaných lokacích. 
Výsledkem testu je vzorec linií, které je možno interpretovat pomocí kontrolního stripu.

ě řPróby HLA alel jsou rozd leny na stripu do čty  skupin:

OBSAH SOUPRAVY:

CELIACSTRIP 16-test-kit 48-test-kit

Membrány 16 48
8-pozic rámeček 2 --

PCR Reagent ěPCR sm s 0,8 ml 1,2 ml x 2
Primery 0,1 ml 0,275 ml
Taq 0,030 0,07
Denaturace 1 ml 1 ml
Hybridizační pufr 60 ml 125 ml
Promývací pufr 1 100 ml 250 ml
Konjugát 60 ml 125 ml
Promývací pufr 2 130 ml 350 ml
Substrát 30 ml 65 ml
Návod 1 1
Interpretační tabulka 1 1

ů1) Informace o složení reagencií jsou uvedeny v bezpečnostním listu výrobku. O jeho výtisk m žete požádat na 
e-mailové adrese msds@operon.es

ř ě ř2) Pozor:  v p ípad  používání automatických temperovaných t epaček destiček typu Profiblot  nebo Dynablot
ěHeat zaručuje obsah soupravy maximáln  4 celková použití.

3) Tyto pokyny k použití platí pro jakoukoli obchodní značku produktu: 3.152.XX.YY.000
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STRIPS

REAG PRIMERREAG    PCR 

REAG PCR MIX

REAG TAQ

SOLN DN

BUF HYB

  BUF WASH 1

CONJ    HRP

  BUF WASH 2

 SUBS    TMB

PL

BGB

Developing control

DQA1*05
DQB1*02

DR3

DQA1*05
DQB1*0301

DR11

DQA1*02
DQB1*02

DR7

DQA1*03
DQB1*0302

DR4

DR12

DQ7.5

DQ2.2

DQ8

DQ2.5 

DQ2.5

Control line

Control line



MATERIÁL, KTERÝ NENÍ SOUČÁSTÍ SOUPRAVY:
řPro použití soupravy je pot eba následující materiál:

1. Mikrozkumavky pro PCR.
2. ř ěMikropipety a p íslušné špičky (sterilní nebo UV, ideáln  s filtrem).
3. Kleštičky a tužka.
4. Hodiny. 
5. ěTeplom r. 

ŘVYBAVENÍ POT EBNÉ PRO VÝVOJ STRIPU.
1. řTemperovaná t epačka (Termoshaker) pro destičky

Souprava byla validována s  řnásledujícími p ístroji: PST-60HL (Biosan S.L), Profiblot T30 a T48 (Tecan)
Autoblot 3000H (medTec), TENDIGO (Fujirebio).

2. Termocykler
Byly  s  ě řúsp chem otestovány  následující  p ístroje:  PTC-100 (MJResearch),  MJ Mini  Gradient  Thermal
Cycler  (BioRad),  Mastercycler  Personal  (Eppendorf),  S10000 Thermal  Cycler  (BioRad),  G-Storm GS1
(Gene Technologies).

ě3. Skener BLOTrix S1 nebo BLOTrix R2 (BioSciTec, voliteln

ĚUPOZORN NÍ
1. Pouze pro in vitro použití. 
2. ř ě řP esn  následujte  pracovní  postup.  Modifikace  p edepsaných  ůkrok  a teplot  ů ěm že významn  ovlivnit

výsledek
3. Výrobek je založen na technikách molekulární  biologie,  a proto je nutné dodržovat  veškerá nezbytná

ř ě ů ěopat ení k zabrán ní kontaminace reagencií a/nebo degradace vzork  nukleových kyselin. B hem celého
ř ě ř ě ěprocesu je tudíž t eba používat rukavice, m nit je podle pot eby a pečliv  udržovat čistotu pracovišt .

Všechen  materiál  musí  být  bez  kontaminace  DNA-sou.  Doporučuje  se  použití  špiček  s filtrem  pro
ě řzamezení  kontaminace  aerosolem.  Ujist te  se,  že  byla  provedena  všechna  obvyklá  opat ení  pro

amplifikaci. Používejte autoklávovaný materiál pro hybridizaci a vyvolání
4. ů ůKonjugát  obsahuje  materiál  živočišného  p vodu  (kasein).  Veškeré  materiály  živočišného  p vodu  jsou

řkomerční a mají p íslušný certifikát výrobce prokazující, že nejsou infekční.
5. Součásti soupravy skladujte podle návodu
6. ě ř řPokud jste  nevyužili  všechny reaktivní  stripy,  zajist te  ádné uzav ení  sáčku.  Stripy  by  mohla poškodit

řvysoká vlhkost prost edí.
7. Nemíchejte komponenty soupravy z  ůr zných šarží
8. Nepoužívejte reagencie po datu exspirace
9. Stripy jsou pro jedno použití
10. Dodané žlábky jsou pro jedno použití
11. Každý žlábek je pouze pro jeden strip.
12. ř ě ěV p ípad  poškození vn jší krabice, kdy nebyly poškozeny komponenty, je možné soupravu dál používat.
13. ř ěV p ípad  poškození nebo porušení primárního obalu test zlikvidujte.
14. ř ůJednotlivé komponenty je t eba likvidovat podle místních zákon .
15. ů řSe  vzorky  pacient  je  t eba  vždy  nakládat  jako  s  ě řpotenciáln  infekčním.  Je  t eba  dodržet  standardy

řochrany prost edí a bezpečnosti práce.
16. S  ř řpoužitým stripem je t eba zacházet  jako se vzorkem. Je t eba pracovat  s odpovídající  opatrností  a

nakládat s ním jako s nebezpečným biologickým materiálem.
17. ů ůDenaturační roztok obsahuje <2 % NaOH a m že podráždit oči i k ži (H314a P280, P305, P351, P338,

P310). 
18. ě ř ě ůNelikvidujte vn jší obal soupravy, dokud jste zcela nespot ebovali obsah. Vn jší obal obsahuje d ležité

informace o CE značení a šarži složek.
19. ř ř Jakoukoli závažnou nehodu související s výrobkem nahlaste výrobci a p íslušnému ú adu členského státu,

ěu n hož je uživatel a/nebo pacient veden.
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SKLADOVÁNÍ
řVšechny reagencie skladujte p i 2-8 ºC. V  ě ě ř ěn kterých roztocích se b hem skladování p i nízké teplot  mohou

řobjevit  precipitáty  (hybridizační  pufr,  promývací  pufr  1  a  2,  konjugát).  P i  temperování  reagencií  dojde
k  ě ě ř řop tovnému rozpušt ní  – na pokojovou teplotu (konjugát) nebo p edeh ívání na 42 °C (hybridizační pufr,
promývací pufr 1 a 2).

ěDatum exspirace je vytišt no na nálepce.
ř ůExspirace a podmínky skladování otev ených reagencií  jsou shodné s exspirací  a podmínkami p vodních

reagencií.

VZORKY 
ůZákladním materiálem pro stanovení je DNA o známé koncentraci. Tato DNA m že být extrahována z krve

nebo z  ě ětkán  a m la by mít dostatečnou kvalitu pro PCR amplifikaci (R 260/280> 1,5).
ě ě ůNa CeliacStripu byly úsp šn  testovány vzorky DNA, získané r znými extrakčními postupy. Extrakční postupy

byly:
a) Extrakce  DNA  z čerstvé  nebo  zmražené  krve  na  silikagelu  (QIAamp  DNA  Blood  Kit  en  Qiacube,

Qiagen). 
b) Rychlá extrakce DNA z čerstvé nebo zmražené krve precipitací solí (vysolování)
c) Extrakce z kapky krve na FTA filtračním papíru za použití soupravy Whatman (2 mm kruh)
d) Extrakce z  μkapky krve na FTA filtračním papíru za použití soupravy Chelex 100 resin (8 mm kruh, 25 l

Chelexu, PCR s  μ5 l)
e) Vzorky  slin  odebrané a extrahované soupravou Norgen Biotek "Saliva  DNA collection,  isolation and

purification kit". 

ř řVzorky DNA uchovávejte p i 2-8 °C pro použití ihned nebo p i -20 °C pro delší dobu skladování.

INTERFERUJÍCÍ LÁTKY

ů řByl vyhodnocen možný efekt interference hlavních inhibitor  reakce PCR, které mohou být p ítomné v krvi,
ěkonkrétn  hemoglobinu, EDTA, lidských IgG, laktoferinu a acycloviru. Bylo prokázáno, že výsledky testu nejsou

ě ř řovlivn ny p i provedení reakce za p ítomnosti až 45 ug/PCR lidských IgG, 100 ng/PCR laktoferinu a 10 000 uM
ě ř řacycloviru. Tato množství značn  p evyšují maximální množství, které by mohlo být p ítomno v krvi.

ř ěV p ípad  EDTA je možná genotypizace až do koncentrace 0,7 mM, i když je patrné snížení intenzity
ř ěznačení  od  0,4  mM (obvykle  používaná  koncentrace  EDTA  jako  antikoagulantu  je  0,35  mM).  V  p ípad

hemoglobinu je možná genotypizace až do koncentrace 7,5 mg/ml v reakci, i když je patrné snížení intenzity
značení od 0,2 mg/ml.

ěNezávisle na t chto výsledcích se možné interferenční látky, jež by mohly mít vliv na reakci amplifikace,
ě ě ů ťeliminují b hem procesu extrakce DNA. Existují dostatečné v decké d kazy na to, že po standardní extrakci (a  již

ř ř ůprecipitací solí nebo za použití prysky ic s oxidem k emičitým či magnetických částic) nez stávají zbytkové látky,
ř ějež by mohly ovlivnit reakci PCR. Provedený test tedy odráží výsledky, které lze očekávat v p ípad  nesprávné

extrakce DNA.

ř ů ř ěP ítomnost inhibitor  v konečné DNA se detekuje nep ítomností amplifikace kontrolního genu b hem PCR.

CELIACSTRIP – PRACOVNÍ POSTUP
1. ř ěPolymerázová et zová reakce (PCR)

řP íprava PCR: 
ů ř ř ěD ležité: p ed otev ením víček reagencie krátce centrifugujte. To zajistí, že celý obsah bude na dn  zkumavky.

• ř ř ůP ipravte pot ebný počet PCR zkumavek podle počtu vzork  DNA na amplifikaci.
• ř ůDo každé  PCR zkumavky  p idejte:  39 µl  PCR premixu  + 5 µl  primer  + 1  µl  Taq  + 5  µl  DNA

(50 ng/µl). 
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ř ě ř ě řDob e promíchejte.Pokud je to možné, udržujte b hem p ípravy reagencie a sm si p i 2-8 ºC. Pokud
ů ů ř ě ě ř ěbude amplifikováno více r zných vzork  DNA, p ipravte b žnou sm s tak, aby bylo možné p idat 45 µl sm si +

ř5 µl DNA (50 ng/µl). P íklady:

Počet PCR PCR premix Primery Taq
1 39 µl 5 µl 1 µl

3 136,5 µl 17,5 µl 3,5 µl

5 214,5 µl 27,5 µl 5,5 µl

8 351 µl 45 µl 9 µl

ě ě ř*Sm s obsahující všechny PCR komponenty by m la být vždy p ipravena s ohledem na 

ěkompenzaci ztráty b hem pipetování.

ů ě ř řDle požadavk  správné laboratorní praxe by m l uživatel za adit také negativní kontrolu (nap . vodu
nebo TE pufr) aby vyloučil kontaminaci a je-li požadováno i pozitivní kontrolu (není součástí soupravy)

Amplifikace:     
ě ř řM jte na z eteli pot ebu vhodné koncentrace DNA pro správný výsledek.

ě ř řUmíst te zkumavky do termocykleru (pokud je t eba, p idejte kapku Nujol  mineral oil  do každé PCR
reakce) a amplifikujte podle následujícího programu:

96 ºC, 5 min  
ů30 cykl : 96 ºC, 1 min                 

 55 ºC, 1 min                               
72 ºC, 1 min 

72 ºC, 5 min
4 °C

→ ř ř  Schéma p ípravy PCR viz p íloha dokumentu

Verifikace PCR     
ů ěř μVýsledek m že být ov en na 2.5 % agarózovém gelu: Aplikujte 5 l z každé PCR do jamky na gelu.

ř ě ěElektroforéza probíhá p i 100 V 80 min a odečt te pod UV sv tlem.  
ůVelikosti produkt  amplifikace jsou následující:

ß-globin: 268 bp.
DQA1: 225 bp.
DQB1: 269 bp.
DR3/DR11/DR12/DR13/DR14: 270 bp. 
DR4: 259 bp. 
DR7: 261 bp. 

Je možné, že na agarózovém gelu nerozlišíte jednotlivé proužky v  ů ěd sledku podobné velikosti,  nicmén
ě ě ňobecn  by se m ly objevit alespo  2 proužky, horní s vyšší intenzitou než nižší.

ď ď řPo ukončení amplifikace prove te bu  ihned vyvíjení stripu nebo vzorky uchovejte po dobu 24 hod. p i 2-8
ř°C nebo pro delší dobu zmražené p i -20°C.

2. Vývoj stripu 
ř řProces hybridizace a vyvíjení stripu je t eba provést prot epáním za kontrolované teploty (42 ºC).

ůSouprava  byla  testována  na  r zných  platformách;  testovány  byly  výše  specifikované,  ale  nejsou
ě řpožadovány exklusivn  pro použití  soupravy, je t eba pouze dodržet pracovní protokol.  Souprava pracuje

ě ě ů ěsprávn  na jakékoliv platform , d ležité je zajišt ní požadované teploty.
Následující tabulka shrnuje nezbytné kroky:
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Teplota Objem Čas

Krok 1 Denaturační Pokojová teplota 12,5 µl PCR + 12,5 µl DN 10 minut

Krok 2 Hybridizační 42 ºC 2 ml Hybridizační pufr 30 minut

Krok 3 Promývací 1 42 ºC 2 ml promývací pufr 1 10 minut

Krok 4 Promývací 1 42 ºC 2 ml promývací pufr 1 10 minut

Krok 5 Konjugát 42 ºC 2 ml de konjugátu 30 minut

Krok 6 Promývací 2 42 ºC 2 ml promývací pufr 2 5 minut

Krok 7 Promývací 2 42 ºC 2 ml promývací pufr 2 5 minut

Krok 8 Promývací 2 42 ºC 2 ml promývací pufr 2 5 minut

Krok 9 Vývoj 42 ºC 1 ml de substrátu 5-10 minut

Krok 10 Promývací  H2O 42 ºC 2 ml de vody 2 minuty

Krok 11 Promývací  H2O 42 ºC 2 ml de vody 2 minut

Krok 12 Promývací  H2O 42 ºC 2 ml de vody 2 minut

řNa vyžádání poskytne Operon pracovní postup pro konkrétní p ístroj (TENDIGO, Profiblot nebo Autoblot
ř ě ě ř3000H),  p ípadn  pro  manuální  provád ní  analýzy  (PST-60HL  manuální  t epačka)  nebo  na:

https://operon  dx  .  com  /es/products-protocols/  
(CZ: postup na konci pracovního návodu)

V denaturačním kroku 12,5 µl denaturačního pufru + 12,5 µl PCR  s ře edí ve žlábcích.

→ ř Viz p íloha.Vývoj stripu

3. ůOdečítání strip . 

ů ě ě ěOdečítání stripu m že být provád no vizuáln  pomocí výsledkové tabulky v souprav  (viz. Pracovní postup)
nebo automaticky pomocí skeneru BLOTrix R2 nebo BLOTrix S1 (BioSciTec).

ůK vizuální interpretaci strip :

• ěVyjm te stripy z hybridizačního podnosu, položte je na vodorovnou plochu a nechte uschnout v temnu.

• ůStrip nalepte na papír (chcete-li stripy uchovat v dokonalém stavu, zakryjte je pr hlednou lepenkou) a
ěpomocí šablony kontrolního stripu interpretujte výsledky. Za tím účelem umíst te šablonu tak, aby byly

ěvyrovnány černé a červené linie na stripu a na šablon , a identifikujte proužky podle jejich polohy na
stripu.

Na požádání dodá  OPERON, S.A. uživateli návod pro automatické odečítání stripu pomocí skeneru (DO-
ř ě ů09053004 "Instructions of use BLOTRix R2_S1"), p ípadn  se m žete informovat  na následující adrese:

h�ps://operon  dx  .  com  /es/products-protocols/  

ů ěř ěPozor: Výsledky odečítání strip  pomocí skeneru musí být vždy ov eny vizuáln ; velice slabé linie by nemusely
řbýt detekovány p ístrojem.
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VÝSLEDKY
ř ě ůP ítomnost n kterých haplotyp  spojených s  ř ůceliakií je určena p ítomností skupin proužk , které detekují
řalely, tvo ící jednotlivé haplotypy. Proto:

➢ ř řVe  všech  p ípadech,  kdy  byla  ke  vzorku  p idána  lidská  DNA,  se  musí  objevit  proužek  odpovídající
kontrole lidského ß-globinu (BGB).

➢ Vzorek bude mít   DQ2.5:  

 U cis (stejný chromozóm), když se objeví proužky odpovídající alelám DQA1*05 a DQB1*02, obvykle
doprovázené alelou DRB1*03 (DR3).

ř řChybí-li DR3, lze zaručit existenci genotypu DQ2.5, ale její p ítomnost p i detekci alel DQA1*05 a
ř ěDQB1*02 p ináší v tší specificitu..

 U trans, když se objeví proužky odpovídající alelám DQA1*05 + DQB1*0301 (DQ7.5) a DQA1*02
+ DQB1*02 (DQ2.2), obvykle doprovázené alelami DRB1*11 (DR11) a/nebo DRB1*12 (DR12) a
DRB1*07 (DR7).

ř řChybí-li DR11, DR12 a/nebo DR7, lze zaručit existenci genotypu DQ2.5, ale jejich p ítomnost p i
ř ědetekci alel DQA1 a DQB1 p ináší v tší specificitu.

➢ Vzorek bude mít DQ7.5,   když se objeví proužky odpovídající alelám DQA1*05, DQB1*0301 a DRB1*11
(DR11) nebo DRB1*12 (DR12).

Vzorek bude mít DQ7.5, když se objeví proužky odpovídající alelám DQA1*05, DQB1*0301 a DRB1*11
(DR11) nebo DRB1*12 (DR12).

ř ř řZa p ítomnosti DR11/DR12 je potvrzena p ítomnost DQ7.5, ale pokud p ítomna není, výsledný genotyp
ř ěje t eba potvrdit metodou s v tším rozlišením.

ř ě řV každém p ípad  lze zaručit p ítomnost alely DQA1*05.

➢ Vzorek bude mít DQ2.2,   když se objeví proužky odpovídající alelám DQA1*02  a DQB1*02, obvykle
doprovázené alelou DRB1*07 (DR7).

ř řChybí-li  DR7, lze zaručit  existenci  genotypu DQ2.2, ale  její  p ítomnost  p i  detekci  alel  DQA1*02 a
ř ěDQB1*02 p ináší v tší specificitu.

➢ Vzorek bude mít  DQ8  , když se objeví proužky odpovídající alelám DQA1*03, DQB1*0302 a DRB1*04.

Jelikož próba B1*0302 není 100% specifická, chybí-li proužek DRB1*04 (DR4), nelze zaručit specificitu
genotypu A1*03/B1*0302.

ř ř ě řZa p ítomnosti DRB1*04 je potvrzena p ítomnost DQ8, ale bez n j je t eba výsledný genotyp potvrdit
ěmetodou s v tším rozlišením.

➢ ř ř ř ůVe všech p edchozích p ípadech lze detekovat  i  jiné proužky,  pokud nep edstavují  žádný z genotyp
popsaných v tomto oddíle.

➢ ě ůVzorek, který nemá n který z haplotyp    ůspojených s celiakií, m že vykazovat:

 pouze proužek ß-globinu (BGB) nebo

 ě ů řproužek ß-globinu (BGB) a n který z proužk  odpovídajících alelám, které tvo í haplotypy detekované
ř ůpomocí této soupravy, ale za nep ítomnosti jiných proužk  (nekompletní haplotypy).
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ůNásledující obrázky ilustrují možné kombinace haplotyp  spojené s celiakií, které by mohly být detekovány
pomocí CeliacStripu.

ř ř ě(*)  V  nep ítomnosti  DRB1*11/DRB1*12  nelze  zaručit  p ítomnost  DQ7.5  genotyp  by  m l  být  potvrzen
metodou s vyšším rozlišením.

ř ř ě(**) V nep ítomnosti DRB1*04 nelze zaručit p ítomnost DQ8 genotyp by m l být potvrzen metodou s vyšším
rozlišením.

Pozorované linie Výsledek

Strip 1 DQA1*05 - DQB1*02 - DRB1*03 DQ2.5 (cis)

Strip 2 DQA1*05 - DQB1*02 

Strip 3
DQA1*05 - DQB1*0301 - DRB1*11

DQA1*02 - DQB1*02 - DRB1*07
DQ2.5 (trans)

Strip 4
DQA1*05 - DQB1*0301 - DRB1*12

DQA1*02 - DQB1*02 - DRB1*07

Strip 5
DQA1*05 - DQB1*0301 - DRB1*11

DQA1*02 - DQB1*02 

Strip 6
DQA1*05 - DQB1*0301 - DRB1*12

DQA1*02 - DQB1*02

Strip 7
DQA1*05 – DQB1*0301

DQA1*02 - DQB1*02 - DRB1*07

Strip 8 DQA1*05 - DQB1*0301

1 1 / 1 8

BGB

Cont rol de revelado

DQA1*05
DQB1*02

DR3

DQA1*05
DQB1*0301

DR11

DQA1*02
DQB1*02

DR7

DQA1*03
DQB1*0302

DR4

DR12
DQ7.5

DQ2.2

DQ8

DQ2.5 

D
Q

2
.5

Línea cont rol

L ínea cont rol

DQ2.5 
(cis ) 

1 2
DQ2.5 
(trans ) 

3 4 5 7 8 9 10 11 12 13

DQ2.2 DQ7.5

14

DQ8

15

Neg

6 16 17



Pozorované linie Výsledek

DQA1*02 - DQB1*02 

Strip 9 DQA1*05 - DQB1*0301 - DRB1*11 DQ7.5

Strip 10 DQA1*05 - DQB1*0301 - DRB1*12

Strip 11 DQA1*05 - DQB1*0301 
Posible DQ7.5 (*)

DQA1*05 guaranteed

Strip 12 DQA1*05 DQA1*05

Strip 13 DQA1*02 - DQB1*02 - DRB1*07 DQ2.2

Strip 14 DQA1*02 - DQB1*02

Strip 15 DQA1*03 - DQB1*0302 - DRB1*04 DQ8 (**)

Strip 16 BGB Negativo

ř ě ř(*)  V  nep ítomnosti  DRB1*11/DRB1*12  je  pravd podobnost  DQ7.5  nižší  než  85  %.  Je  t eba  potvrdit
řprost ednictvím genotypizace jinou metodou.

ř ě ř ř(**) V nep ítomnosti DRB1*04 je pravd podobnost DQ8 nižší než 80 %. Je t eba potvrdit prost ednictvím
genotypizace jinou metodou.

V  ř ěp ípad , genotypu s haplotypem pouze na jednom chromozomu jsou možné následující výsledky (reálné
vzorky):

• Ů ř řD LEŽITÉ: jsou-li  p ítomny pouze proužky tvo ící DQ2.5 (cis) nebo DQ8 nebo DQ2.2 nebo DQ7.5,
neurčuje to homozygotnost; touto soupravou se neamplifikují a nedetekují veškeré možné alely HLA-DQA/HLA-

ě ěDQB, proto nelze vyloučit,  že jedinec je nositelem n které z nich (ke konkretizaci  je nutná analýza s v tším
rozlišením, než jaké se získá touto soupravou).

KONTROLA KVALITY
řLinie  kontroly  kvality  vývoje  stripu  se  vždy  objeví  nad  horní  černou  linií.  Její  nep ítomnost  ukazuje  na

problémy v kroku hybridizace / vývoj barvy.
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Proužek  odpovídající  negativní  kontrole  bude  vykazovat  pouze  kontrolní  linii  vývoje  stripu.  Amplifikační
kontrolní linie – kontrola spojená s  ůdetekcí ß-globinu (BGB) se musí objevit u všech hodnocených vzork . Jeho

řnep ítomnost indikuje problémy s  řkrokem amplifikace (nep ítomnost DNA, nebo její nízká koncentrace, viz. PCR
otázky). 

ů ě ě ě ěKaždý vzorek m že vykazovat maximáln  dv  DQA1 alely, dv  DQB1 alely a dv  DRB1 alely. (jednu na
řkaždém  chromozomu).  Konečný  výsledek  je  t eba  verifikovat  s ohledem  na  tato  pravidla.  Mezi  všemi

analyzovanými vzorky se pouze jediný jevil jako sporný (ze 184 tj. 0,54%), nemožný analyzovat pomoci soupravy.
Viz následující obrázek:

Tento  vzorek  vykazoval  pozitivitu  ¨DQA1*05  -  DQB1*02  -   DRB1*03  (haplotyp  DQ2  cis)  a  jiný
DQA1*02 - DQB1*02 - DRB1*07 (jeden z  ůhaplotyp  DQ2 trans). Z  řtoho by vyplývala p ítomnost DQB1*02

ťalely na obou chromozómech ačkoliv se objevuje také DQB1*03:02 próba. Nebo  není možné, aby se vyskytly
ě řsoučasn  t i alely DQB1*, jeden z  ůgenotyp  není správný. V  ř ětomto p ípad  není souprava schopná identifikovat,

která z  ě řalel je skutečn  p ítomná ve vzorku.

SENZITIVITA A SPECIFICITA NÁLEZU /  VLASTNOSTI / EXTERNÍ A INTERNÍ HODNOCENÍ

Používání této soupravy je omezené na odborníka., školeného v metodách molekulární biologie.
 ů ůSouprava byla hodnocena pomocí vzork  získaných od pacient  s  ůceliakií a člen  jejich rodiny. Dalším

ůpoužitým  materiálem  byly  vzorky  DNA  dvou  panel  International  Histocompatibility  Working  Group  (‘SP
Reference Panel’ and ‘Consanguineous Reference Panel’). Byly získány následující výsledky:

1. ůSP  Reference  Panel:  49  DNA  vzork  bylo  analyzováno  (32  z nich  s kompletní  informací
ě ř ůDQA1/DQB1/DRB1) ve 100 % shod  p i identifikaci haplotyp  spojených s celiakií (DQ2 cis, DQ2 trans

and DQ8) vzhledem k informacím získaným  IHWG. 
2. ůConsanguineous Reference Panel’: 49 DNA vzork  bylo analyzováno (43 z nich s kompletní informací

ř ůDQA1/DQB1/DRB1) se shodou 100% p i identifikaci haplotyp  spojených s celiakií  (DQ2 cis,  DQ2
trans and DQ8) vzhledem k informacím získaným IHWG. 

3. ů ů ů ůVzorky pacient  a člen  jejich rodiny: 80 DNA vzork , z toho 98,9 % správných výsledk  V  ř ě1 p ípad
z 80 (1,2 %) souprava detekovala dva možné haplotypy bez možnosti dourčení správného výsledku.

MOŽNÉ PROBLÉMY
1. Na stripu se neobjeví žádný proužek, ani kontrolní.
• Konjugát nebo substrát nebyl vytemperován na správnou teplotu.
• řNebyl p idán konjugát nebo substrát nebo byl v  řp íliš nízké koncentraci.

2. Objeví se pouze kontrolní proužek
• ě ě ěřPCR amplifikace neprob hla správn  (ov te na  agarózovém gelu).
• ř řNebyl p idán vzorek nebo byl p íliš nízké koncentrace pro hybridizaci.
• Nesprávná hybridizace nebo teplota promývacího pufru 1 (vyšší než v návodu).
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• Nesprávná teplota hybridizace (vyšší než v návodu).

3. Na stripu je silné barevné pozadí
• ěPromývací  krok nebyl  proveden účinn  (špatné načasování,  malý  objem promývacího pufru,  studený

pufr).

4. Nehomogenní zbarvení stripu
• ř řNeadekvátní t epání (zkontrolujte program thermoshakeru – t epačky).
• ř ř ěStripy nebyly dob e pono eny b hem inkubace.

5. Neočekávané výsledky
• Neadekvátní inkubace nebo teplota reagencií.
• ěřKontaminace PCR (ov te pomocí negativní kontroly.
• ů ě ř ě řKontaminace žlábk  b hem p enášení reagencií b hem p idávání hybridizačního pufru.

ěVýkonnost testu byla vyhodnocena zm nou teploty hybridizačního - vývojového kroku mezi 39 a 45 °C. Byly
získány následující výsledky:

• ů ěOptimální teplota pro pr b h testu je 42°C.
• řPod touto teplotou próba DRB1*12 vykazuje malou tendenci zk ížené reakce s  řDRB1*14 (p i 41°C velice

slabá s klesající teplotou se zvyšuje).
• ů ř ěNad teplotou 42°C se snižuje intenzita proužk  a senzitivita testu. P i 43°C je zm na intenzity velice malá,

ř řmírná je i p i 44°C, ale p i 45°C je již signifikantní.
ěTudíž doporučená teplota hybridizace, která by m la být udržována a kontrolována je 42°C.

SCHOPNOST DETEKCE A ANALYTICKÁ SPECIFICITA
ř ěProst ednictvím  n kolika  šarží  bylo  vyhodnoceno  minimální  množství  čisté  DNA,  které  lze  se  sadou

ě ě ě ůCeliacStrip adekvátn  genotypizovat. Na základ  zjišt ných výsledk  bylo stanoveno, že minimální množství DNA
v PCR, s nímž je možné získat dokonale čitelné výsledky, je 5 ng. U nižších množství jsou proužky velmi slabé a v
ě ř ěn kterých p ípadech obtížn  viditelné.

Analýzou „in silico“ byla teoreticky odhadnuta senzitivita detekce jednotlivých alel (počet detekovaných alel
oproti celkovému počtu alel každé skupiny, revize z r. 2019). Výsledky jsou zobrazeny níže:

% detekovaných alel % detekovaných alel

DQA1*02 100 DRB1*03 95,1-97,6

DQA1*03 95,5-100 DRB1*04 95,8

DQA1*05 98-100 DRB1*07 95,4-100

DQB1*02 96,7-98,6 DRB1*11 96,2-99,2

DQB1*0301 97-100 DRB1*12 89,5

DQB1*0302 97,3-100

Ne všechny próby používané k identifikaci jednotlivých skupin alel jsou 100% specifické; test je založen na
ůvazebné nerovnováze systému HLA k dosažení jisté detekce haplotyp  spojených s celiakií. Analýzou „in silico“

(revize z r. 2019) byla prokázána 100% specificita u prób pro DQA1*05/03/03 a DQB1*02 a více než 99% v
ř ě ě ř ěp ípad  DRB1*03/04/07/11/12, nicmén  kolem 85 % v p ípad  DQB1*0302 a DQB1*0301. Proto výsledky

ě ř ětestu nepoužívejte k identifikaci jednotlivých alel, zvlášt  v p ípad  DQB1*0301 a DQB1*0302.
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ů ůByly zkontrolovány výsledky HLA genotypizace u 509 vzork  (IHWG). Z 509 genotyp  jich 318 obsahovalo
alely, které by mohly být spojené s rizikem celiakie. Z nich:

➢ ě ě66 jich bylo  DQ2.5 pozitivních v  cis;  všechny tyto byly  také DR3 pozitivní.  T chto  66 bylo správn
identifikováno testem CeliacStrip (senzitivita detekce haplotypu > 99,9 %).

ěVšechny vzorky m ly stejný rizikový haplotyp: A*0501+B*0201+DR3.
➢ 8 jich bylo DQ2.5 pozitivních v trans; všechny tyto byly také DR7 a DRB11/DR12 pozitivní.

ě ěT chto 8 bylo správn  identifikováno testem CeliacStrip (senzitivita detekce haplotypu > 99,9 %).

ě ůZjišt né haplotypy odpovídaly následujícím vzork m:

◦ ů ě- 6 vzork  m lo A*0201+B*0201+DR7/A*0501+B*0301+DR11.

◦ ě- 1 vzorek m l A*0201+B*0202+DR7/A*0505+B*0301+DR11.

◦ ě- 1 vzorek m l A*0201+B*0201+DR7/A*0501+B*0301+DR12.

➢ ů52 vzork  bylo DQ2.2 pozitivních, z nichž 50 jich bylo DR7 pozitivních a 2 negativní.

ě ěT chto 52 bylo správn  identifikováno testem CeliacStrip (senzitivita detekce haplotypu > 99,9 %).

ů ěZ 52 vzork  jich 13 m lo B1*0202 a zbytek B1*0201.

➢ ů ě ě73 vzork  bylo DQ7.5 pozitivní, z čehož 15 nem lo DR11/DR12 (8 jich m lo DR13, 1 DR16 a 6 DR14).

ě ů ěT chto 73 vzork  bylo správn  identifikováno jako DQA1*05 (senzitivita detekce alely > 99,9 %). Z nich
ř ěbylo 58 ádn  identifikováno testem CeliacStrip jako DQ7.5 (senzitivita detekce haplotypu = 79,5 %),

ěostatních 15 vyžadovalo pro potvrzení genotypizaci s v tším rozlišením.

ě ě2 z 15, které nem ly DR11/DR12, m ly alely A1*0503 (místo A1*0501 nebo A1*0505).Pokud by tyto
nebyly považovány za DQ7.5 (protože nejde o A1*0501 nebo A1*0505), šlo by o 71 DQ7.5 pozitivních

ů ěvzork ,  z  nichž  13 nem lo DR11/DR11,  a  senzitivita  detekce haplotypu testem CeliacStrip  by  činila
81,7%.

➢ ů93 vzork  bylo DQ8 pozitivních, z čehož 92 bylo DR4 pozitivních a 1 negativní.

ě92 jich bylo správn  identifikováno testem CeliacStrip (senzitivita  detekce haplotypu = 98,9 %)  a  1
ě ů ěvyžadoval k potvrzení genotypizaci s v tším rozlišením. Ze všech vzork  m l 1 A1*0302, pouze v 17 byla

ězjišt na A1*03 a ve zbytku A1*0301.

HOOK EFFECT 
ěByl posuzován vliv koncentrace DNA (až 1,500 ng) na výsledky CeliacStrip souprav. Nebyl zjišt n vliv na

řintenzitu zbarvení a nebyly zaznamenány zk ížené reakce.  Neprojevuje se HOOK EFEKT

INTRA-ASSAY PRECISION
ě         Byla posuzována spolehlivost stanovení CeliacStrip mezi jednotlivými sériemi analýz. Bylo použito p ti replik

ř ů ř ů ět í DNA vzork  na t echÍ r zných šaržích. Analýzy byly provád ny jednou osobou a výsledky byly identické ve
ř řvšech p ípadech. To p edstavuje vysokou spolehlivost mezi sériemi analýz.

PŘESNOST MEZI DNY
Vzorky DNA byly analyzovány v  řdubletech t emi šaržemi v  ě5 po sob  následujících dnech. Analýza byla
ě řprovád na  jednou  osobou  a  získané  výsledky  byly  identické  ve  všech  p ípadech.,  což  dokazuje  vysokou

spolehlivost analýzy mezi dny.
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Ř ŘP ESNOST MEZI OPERÁTORY / MEZILABORATORNÍ P ESNOST
řT i  lidé  analyzovali  3  vzorky  DNA  v dubletech  pomocí  CeliacStrip  soupravy  téže  šarže.  Analýza  byla
ěprovád na  ve  stejný  den;  získané  výsledky  byly  identické,  což  dokazuje  vysokou  spolehlivost  v rámci

zastupitelnosti personálu

ŘP ESNOST MEZI ŠARŽEMI:
řT i  vzorky  DNA  byly  analyzovány  v  ůtripletech  r znými  šaržemi  CeliacStrip  soupravy.  Analýza  byla

ěprovád na stejnou  osobou  v jeden  den  a  byly  získány  identické  výsledky,  nezávislé  na  šarži,  což  dokazuje
vysokou spolehlivost provedení nezávisle na šarži.

Ě ŘZM NY OPROTI P EDCHOZÍ VERZI TOHOTO DOKUMENTU 
ěNebyly  provedeny  žádné  zm ny,  které  by  ovlivnily  provozní  parametry  výrobku.  Struktura  obecných
ů ě ůinformací uvedených na začátku pokyn  byla vylepšena rozd lením jednotlivých bod  tak, aby byly v souladu s

ř ů ěpožadavky na ízení IVDR. Interpretace výsledk  je uvedena do souladu s nejnov jšími publikovanými pokyny pro
ědiagnostickou genetiku. Viz vysv tlení uvedené v návodu k použití výrobku. Dokument 
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ŘP ÍLOHA

řDiagram p ípravy PCR.

Vývoj stripu 
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