EUROArray laktozova intolerance — primy test

# Paralelni detekce polymorfisml spojenych s primarni
intoleranci laktézy, 13910 C/T a 22018 G/A v jednom testu

& Primé pouZziti krve stabilizované v EDTA: nevyZaduje se

samostatna izolace DNA

& Nejvyssi spolehlivost vysledki diky velkému mnozstvi

zahrnutych kontrol

Technicka data

Substrat:
Postup testu:

jednoretézcové DNA proby, délka: 15 aZ 50 nukleotidl
izolace DNA/PCR (cca. 60 min) / hybridizace (60 min) / plné automatizované vyhodnoceni

celkovy pracovni ¢as cca. 2 min/vzorek véetné extrakce DNA pomoci pfimé metody (se 40 vzorky na béh)

Reagencie: pfipraveny k pouZziti

5, 10 nebo 20 sklicek, kaZzdé obsahuje 5 testovacich poli nebo 8 sklicek obsahujicich 3 testovaci pole

Kontroly: negativni kontrola DNA a dal3i integrované kontroly
CE IVD: kompletni postup véetné izolace DNA je validovan
Format soupravy:

Objednaci ¢islo: MN 5351 - 0505-V, - 1005-V, - 2005-V, - 0803-V

Klinicka vyznamnost

Souprava “EUROArray laktézova intolerance - prfimy test” poskytuje
molekularné-genetické stanoveni dvou polymorfisml nejcastéji spojenych
s primarni intoleranci laktézy - 13910 C/T a 22018 G/A, které jsou lokalizovany
v promotorové oblasti genu laktazy (LCT). Primarni intolerance laktozy je
zaloZena na geneticky podminéném nedostatku zaZivaciho enzymu laktazy
ve stfevé, ktery je zodpovédny za Stépeni disacharidu laktézy na cukerné
monomery glukézu a galaktézu. NerozStépena lakt6za je fermentovana
v tenkém a tlustém stfevé, coZ vede ke vzniku fermentacnich produktd, které
zplsobuji zazivaci poruchy a typické symptomy nesnasenlivosti lakt6zy. Patii
mezi né bolest bficha, nevolnost, meteorismus a prijem. Sekundarni projevy
nemoci mohou zahrnovat nedostatky Zivin (napfiklad nedostatek vitamin()
a v disledku toho nespecifické pfiznaky jako je (inava, chronicka tinava a de-
prese. Pfiblizné 20 % Evropand a téméF 100 % bézné populace ve velké Casti
Asie a na jihu Afriky trpi primarni intoleranci lakt6zy. Existuji vS8ak mutace,
které vedou ke kontinualné zvySené tvorbé laktazy a nasledné k toleranci lak-
tozy (persistence laktazy). Na zakladé soucasnych védomosti vykazuji homo-

Diagnosticka aplikace

zygotni nositelé 13910 C/C a 22018 G/G pfiznaky intolerance lakt6zy, zatim-
co heterozygotni nositelé 13910 C/T- a 22018 G/A vykazuji pouze symptomy
v situacich stresu nebo intestinalni infekci. Homozygotni nositelé 13910 T/T
a 22018 A/A produkuji zvySené mnoZstvi laktaz a nevykazuji Zadné priznaky.
Vzhledem k tomu, Ze existuje nejen geneticky podminéna forma (primarni)
intolerance laktézy (vykazujici méné nez 50 % aktivity laktazy), ale také
sekundarni laktézova intolerance, ktera mtZe byt obvykle pfekonana béhem
nékolika mésicd, je dalezité, aby byla definovana pfesna pficina onemocnéni.
Vedle systémid molekularné genetickych testdl jsou provadény nepiimé
metody sérologické detekce, jako je H2 dechovy test, test protilatek IgE
nebo 1gG nebo testy krevniho cukru. Ty vSak nedokaZzi rozliSit mezi primarni
a sekundarni formou intolerance laktézy kvdli jejich nizké specifité a extrémné
nizké citlivosti. V dlsledku toho je geneticka diagnostika vyzadovéna pro ob-
jasnéni laktézové intolerance jako spolehliva a pfesna diagnostika, spolecné
s hodnocenim klinickych pfiznaka.

Souprava “EUROArray laktézova intolerance - pfimy test” umoZziuje rychlé a jednoduché stanoveni dvou polymorfism(i 13910 C/T a 22018 G/Av regulacni oblasti
genu LCT v jediném testu. Pfimou metodou lze pouZit krevni vzorky bez nutnosti izolace DNA, cozZ Setfi ¢as a naklady.
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Princip testu

Tato testovaci souprava poskytuje molekularné genetické in vitro stanoveni
Vzorek krve DNA extrakt

dvou polymorfism@ 13910 C/T (rs4988235) a 22018 G/A (rs182549) v regu- nebo vzorek

lacni oblasti genu LCT. Krev s EDTA (pfi piimé metodé) nebo izolovana genom-

ova DNA od pacienta jsou pouzity jako vzorek materialu. V pfimé metodé se —_— _\
pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR) pfipravi genomova DNA zfedénim PFimy postup
krve extrakénimi roztoky, které jsou soucasti testovaci soupravy. V prvnim (extrakéni roztok 1 a 2)

<=

reakénim kroku se nékolik oblasti genu LCT amplifikuje pomoci PCR z ex-

traktu nebo alternativné z DNA vzorku pacienta. PCR produkty jsou znaceny PCR

fluorescenénim barvivem pfi vyrobé. V druhém reakénim kroku se produkty (Polymerazova Fetézova reakce)

analyzuji za pouZziti DNA microarraye, ktera obsahuje alela-specifické imobi-

- <@l

lizované sondy ve formé malych kulatych bodd, které jsou komplementarni SN
k amplifikované DNA. Specificka vazba (hybridizace) fluorescen¢niho PCR u
produktu na odpovidajici bod microarraye je detekovana pomoci EUROArray

skeneru (EUROIMMUN). Vechny bodové signaly jsou automaticky vyhodno- Hybridizace na DNA mikrocipech S

covany softwarem EUROArrayScan a genotyp je odvozen ze signalll genero-
vanych alela-specifickymi sondami.

Plné automatizované vyhodnoceni -

Vykonnost testu

Pro pfimé pouziti krve s EDTA se vzorek nejprve inkubuje s extrakénim roztokem 1 po dobu jedné minuty a poté se pfida extrakéni roztok 2. Pro PCR se ¢ast
extraktu nebo alternativné purifikovany vzorek DNA smisi s hotovymi reakénimi Cinidly PCR. Po probé&hnuti PCR se produkty reakce inkubuji (hybridizuji) pomoci
techniky TITERPLANE na EUROArray sklickach obsahujicich Cipy. Skenovani a vyhdnoceni se provadi pomoci skeneru EUROArray (skener, véetné softwaru EURO-
ArrayScan). To poskytuje plné automatizované vyhodnoceni analyz EUROArray a podrobnou dokumentaci vysledkd.

Citlivost a specificita

Citlivost a specificita testovaciho systému byly stanoveny pomoci pfedem charakterizovanych vzork molekularné genetickymi metodami.

Referencni vzorky ‘ Referencni metoda Citlivost vzhledem k referencni metodé | Specificita vzhledem k referenéni metodé

85 EDTA krevnich vzork{t
od darcd krve, Némecko

Molekularné geneticka 100 % 100 %

Robustnost

U 203 analyzovanych vzorki! od darcd krve bylo stanoveni Gispésné ve vsech pfipadech (100 %).

Prevalence

Pfi vySetfovani 152 ndhodné vybranych vzorkl od darcl krve byly stanoveny néasledujici genotypy:

Genotyp Prevalence Genotyp Prevalence
T/T (homozygotni T) 31,60 % A/A (homozygotni A) 32,20 %

13910 C/T: C/T (heterozygot) 48,00 % 22018 G/A: C/A (heterozygot) 48,00 %
C/C (homozygotni C) 20,40 % G/G (homozygotni G) 19,70 %

* Analyzy byly provedeny jak s krvi stabilizovanou EDTA (piimym postupem), tak i s DNA vzorky izolovanymi z krevnich vzork( s EDTA za pouZiti soupravy “QIAamp® DSP DNA Blood Mini Kit” (QIAGEN) dle instrukct
vyrobce.
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