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Pracovni postup RISA — plnéna deska

cglvo jf LOT REF g

In vitro diagnostikum +2 az +8°C Viz. obal

Viz. obal

Popis:

Alergie je nepfimérena reakce imunitniho systému organizmu na Ilatky, se kterymi se béziné
setkdvdme v naSem prostiedi. Je zplisobena nespravnou aktivaci protildatek ze skupiny
imunoglobulinu E (IgE) vlivem daného alergenu. Spektrum projevl alergickych reakci je velmi
Siroké, od bandalni rymy az po anafylakticky Sok, ktery maze koncit i smrti.

U ¢lovéka bylo rozliseno pét tfid imunoglobulint. Rozdil je zakotven ve sloZeni tézkych (H) fetézcu,
které se oznacuji pismeny fecké abecedy:y, a, W, ,&; lehké (L) retézce jsou u viech tfid stejné, a to
dva typy (k, A).Imunoglobulin E (IgE) ma molekulovou hmotnost 188 000; obsahuje 14% sacharida.
Po svém vzniku je velmi rychle a velmi pevné vyvazan na povrchu mastocytl. Proto jeho
koncentrace v séru je nepatrnd. Pfi kontaktu s antigenem (alergenem) dochazi k degranulaci
mastocytll a bazofil(i a ndsledné uvolnéni vasoaktivnich amin( (histamin, serotonin).

Fyziologickd uloha IgE spociva pravdépodobné v ochrané slizni¢nich povrchl, tim Ze uvoliuje v
misté ataky medidtory a efektory , které navodi zanétlivou reakci. Infekéni agens, které prolomi
IgA obranu se dostane do styku s IgE na povrchu mastocytl, coZ spusti jejich degranulaci a
uvolnéni vasodilatacnich a chemotaktickych faktor(.

Fyziologickd koncentrace: 0 - 200 kU/I (méni se s vékem)

Hladina IgE v séru postupné vzrista béhem prvniho roku Zivota a nasledné pokracuje v pomalém
tempu do té doby, nez dosdhne hladiny IgE dospélého ¢lovéka (3). Nejbéznéjsi pri¢iny nardstajicich
hodnot IgE v séru jsou atopicka onemocnéni a parazitické infekce. Pokud se atopicti jedinci, majici
protilatky IgE na specificky alergen, znovu setkaji s timto specifickym alergenem, mdze to u nich
vyvolat Sirokou Skalu symptom(. Symptomy pfimo souvisi s degranulaci mastocytll a mohou
zpUsobit slzeni oci, kychani, kopfivku a otoky. Vaznost symptomd muzZe v nékterych pripadech
zpUsobit smrt. ldentifikace specifického alergenu umoini pacientovi vyvarovat se styku
s alergenem a zahdjit vhodnou Iécbu.

Ucel poutiti:
Produkt je urcen ke stanoveni pfitomnosti specifického IgE ve vzorku.

Doporucené skladovani vyrobku:
Doporucena teplota skladovani je od +2°C do +8°C.
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Souprava obsahuje:
- Mikrotitracni desticku osazenou alergenovymi disky v jamkach naplnénych stabilizac¢nim
roztokem, umisténi alergent v jednotlivych jamkach odpovida pfiloZzené objednavce
- Navod k pouziti
- Objedndavku

K provedeni testu je dale potfeba (souprava neobsahuje):
Allercoat 6 Conjugate pack, Doverton Ltd., (katalogové Cislo 22000)
Allercoat 6 Reference Set, Doverton Ltd., (katalogové cislo 22001)

Princip testu:

Testované sérum je inkubovdno v jamce s papirovym diskem na jehoZ povrchu jsou navazany
alergeny. Pokud analyzované sérum obsahuje IgE protilatky proti témto specifickym alergentm,
tyto protilatky se pak vazi specificky na alergenovy disk. Disk je nasledné v jamce po této inkubaci
promyt a zbaven zbytku séra. Béhem dalsi inkubace dojde k vazbé antiséra proti lidskému IgE
znaceného alkalickou fosfatdzou na promyty disk. Ndsleduje dalSi promyti. Pfidanim substratu
vznikd Zluté zabarveni vznikajici enzymatickou cinnosti alkalické fosfatazy a PNPP. Ndasleduje
pridani stop roztoku, intenzita Zlutého zabarveni odpovida mnoiZstvi specifického IgE ve vzorku.
Méreni se provadi spektrofotometricky pfi 405nm

Varovani a doporuceni:

Diagnostikum pro in vitro pouZiti

Skladovaci roztok obsahuje stopové mnozstvi azidu sodného

Stop roztok obsahuje NaOH, MSDS lIze poskytnou na vyzadani

S komponentami lidského plvodu je nutno zachdzet jako s potencidlné infekénim
materidlem, tento materidl byl negativni na pfitomnost antigenu HbSAg (HBV), protilatek
proti HCV, HIV 1,2.

PwnNnpeE

Doporuceny biologicky material:

Pro analyzy je doporuéeno pouzZivat sérum, alternativné plasmu. Nerfedéné vzorky mohou byt
skladovany v +2°az +8°C maximalné jeden tyden, pokud jsou uloZeny tak, aby nedochazelo
k vypafovani ¢i kontaminaci. Pro dlouhodobé skladovani je doporuéeno vzorky zamrazit. Vyhnéte
se opakovanému zamrazovani a rozmrazovani. Skladovani pfi pokojové teploté je moiné
maximalné po dobu 8 hodin.

Priprava roztoku a vzorku
Vzorky i reagencie pred pouzitim vytemperovat na pokojovou teplotu (,,room temperature” déle
jen ,,RT“). Pfed zpracovanim vzorky homogenizovat (vortex)!

Priprava promyvaciho roztoku:

10 ml koncentrovaného promyvaciho roztoku doplnit do 500 ml deionizovanou H,0. Takto
pfipraveny roztok vystaci na promyti jedné desticky. Pfi skladovani koncentrovaného roztoku
vchladu muZe dojit kvykrystalizovani soli, vytemperovanim se vsak krystaly rozpusti a
koncentrovany zasobni roztok Ize pouzit k ptipravé promyvaciho roztoku.
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Priprava substratového roztoku:

1 tabletu PNPP (20 mg) rozpustit v 13,5 ml substratového pufru cca 15 minut pred pouzitim. Pfi
rozpousténi tablet je vhodné roztok branit pfed svétlem! Takto pripraveny roztok je uréeny pro
okamzitou spotfebu a nesmi se skladovat pro opakované pouziti!

Priprava desky:

A Riziko prfemisténi alergenovych diskid (vypadnuti z pfisluSnych jamek, premisténi do jiné
jamky) pti neopatrném odstraniovani kryci folie! Pfi odstranénim je nutné desku vytemperovat na
RT a intenzivné 3x poklepat o pevnou podlozku, aby se vSechny disky premistily na dna
jednotlivych jamek. Po odstranéni kryci folie je nutné desku 1x promyt promyvacim pufrem!

Vlastni postup zpracovani:

Inkubace se vzorkem:

Pipetovat 50ul kalibratord, pozitivnich, negativnich kontrolrol a nefedénych vzork(i do jamek podle
pipetovaciho protokolu. Jamka pro blank zlstava prazdna. Inkubovat 60 minut pfi 37°C s tfepanim
(doporucen pfistroj Shaker Termostat, PST-60HL, BIOSAN, 400 RPM).

Promyti:
Automatickd promyvacka je nezbytna pro promyti. Promyt vSechny jamky 4x 350 ul fedéného
promyvaciho pufru, “soak time” 40 sec. Jehly promyvacky musi byt nastaveny tak, aby nedoslo k
poskozeni alergenovych disk(l. Pozor: Nedostatecné promyti (napt. méné nez 4 cykly, redukované
mnozstvi promyvaciho pufru nebo zkrdcend doba “soakovdani”) muze zplsobit falesny narlst O.D
hodnot.

Inkubace s konjugatem:
Pipetovat 50ul enzymového konjugatu (alkalickou fosfatazou znacené anti-lidské IgE) do vsech

jamek s vyjimkou blanku. Inkubovat 60 minut p¥i 37°C s tfrepanim (400 RPM, PST-60HL, BIOSAN).

Promyti:

Promyt desku 8x s 350 ul pufru se stejnym “soak timem” jako pfi prvnim promyti.

Inkubace se substratem:
Pipetovat 100 ul substratového roztoku do vSech jamek. Inkubovat 15 minut pf¥i 37°C s tfepanim
(400 RPM, PST-60HL, BIOSAN) nebo 30 min bez tfepani pfi 37°C (chranit pred slune¢nim svétlem).

Zastaveni reakce:
Pipetovat 100 ul stop roztoku do vSech jamek ve stejném poradi a stejnou rychlosti jako u
substratového roztoku.

Méreni:
Fotometrické méfreni barevné intensity provadét pti 405 nm a referencni vinové délce 620-650 nm
ihned po zastaveni reakce (nejdéle do 30 minut). Pfed mérenim je tfeba desku protrepat..

Poznamky pro zpracovani:
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1. Referencni disky po vyjmuti z kazet vlozit se do pfislusnych jamek podle rozpisu. Je tfeba dbat
na spravné zasunuti diski na dno.

2. Laboratof by v ramci kontroly kvality méla do kazdé analyzy zahrnout negativni kontrolu
(komeréni kontrolni sérum), laboratof by méla zdroven pouzit s kazdou analyzou i pozitivni
kontrolu.

3. Diagnostika Iéku: U alergen(, které jsou vazany pres HSA se hodnoceni provadi vypoctem
poméru, ktery je uveden nize. Je zapotiebi, aby hodnota O.D. disku s alergenem byla 2x vyssi
neZ hodnota absorbance disku se samotnym HSA. Hodnoceni u téchto alergenl se pak
provadi takto:

O.D.séra (disk s alergenem)
A=
O.D. séra (disk s HSA)

Je-li A vétsinez 2, je vysledek pozitivni, je-li mensi nez 2 je negativni.

vyhodnotit!

Koncentrace standardli jsou voleny tak, aby jednotlivé standardy urcovaly hranici mezi
jednotlivymi tfidami RAST.

U/ ml <0,35 0,35-0,7 | 0,7-3,5 3,5-17,5 | 17,5-50 50-100 >100
RAST 0 1 2 3 4 5 6
negativni | hrani¢ni slabé pozitivni silné velmi velmi
pozitivni pozitivni silné silné
pozitivni | pozitivni

ENZYM
ALLERGO
SORBENS
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