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R 1S A — pracovni postup

Priprava roztoku a vzorku

Vzorky se vytemperuji na pokojovou teplotu (dale RT)
Pted aplikaci vzorkl je nezbytné vzorky homogenizovat!
Reagencie je tieba pied zahdjenim praci také vytemperovat na RT

Piiprava promyvaciho roztoku:

10 ml koncentrovaného promyvaciho roztoku se doplni do 500 ml bidestilovanou vodou.
Takto ptipraveny roztok vystaci na promyti jedné desticky. Pii skladovani koncentrovaného
roztoku v chladu miize dojit k vykrystalizovani soli, vytemperovanim se vSak krystaly
rozpusti a koncentrovany zasobni roztok lze pouzit k pfipraveé promyvaciho roztoku.

Substratovy roztok:

1 tableta PNPP (20 mg) se rozpusti ve 13,5 ml substratového pufru cca 15 minut ptred
pouzitim. Pfi rozpousténi tablet je vhodné roztok branit pied svétlem! Roztok se neda
skladovat pro dalsi pouziti!

Pracovni postup
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Pted testovanim je vhodné pfipravit testovaci schéma ve formatu mikrotitra¢ni desticky,
kde bude u kazdé jamky vyznaceno ¢islo vzorku a znacka alergenu (disku). Pro alergeny,
které jsou vazany pies HSA, je nezbytné nasazovat kontrolni ,,blankové* vzorky s HSA.
Referencni a testovaci disky se po vyjmuti z kazet osusi o filtracni papir a vlozi se do
prislusnych jamek podle rozpisu. Je tfeba dbat na spravné zasunuti diskti na dno. Do
blankovych jamek se disky nevkladaji zadné. Blank a standardy se pfipravuji dvojmo. Do
jednotlivych jamek desticky se aplikuje po 50 ul standard, kontrol nebo vzorka. Standardy
ani séra se netedi!

Desticky se zakryji vickem a inkubuji se 2 hod pii RT za mirného tfepani na orbitalni
ttepacce nebo 1 hod pii 37 st.C. Pokud neni k dispozici permanentni tfepani, je nutno
desticky protfepat manualné alespon jednou po aplikaci vzorkd a standard a pak jesté
jednou az dvakrat béhem inkubace.

Desticky se promyji 4 x 300 ul promyvaciho roztoku. Je tfeba zajistit, aby roztok
v jamkach zustal vzdy alespon 40 sec a pred poslednim odsatim nechat roztok v jamkéach
5 min.

Do vSech jamek vyjma blanku se ptida po 50 pl enzym konjugéatu.

Desticky se zakryji a inkubuji jako v bod¢ 3.

Desticky se promyji 6 x 300 ul promyvaciho roztoku jako v bodé¢ 4.

Do vSech jamek véetné blanku se ptida po 200 ul substratového roztoku.

Desticky se zakryji a inkubuji se na orbitalni tfepacce pii RT. (Dobu inkubace je mozné
empiricky upravit tak, aby hodnota O.D. u nejvyssi standardy neptekrocila hodnotu
2.000.)

Kinetické méteni: reakce se nezastavuje a méti se 60 minut po piidani substratu.

Endpoint méfeni: po 30 minutach se do vSech jamek piida 100 pl stop roztoku.

Meéfeni na destickovém fotometru pii vinové délce 405 nm a 630 nm referencni vlnové
délce. (V pripadé vyskytu srazeniny ve STOP roztoku tento roztok centifugujte a
normalné pouzijte).
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Hodnoceni

Od pramérnych hodnot O.D. standard , kontrol a vzorki se odeCte primérnd hodnota
BLANKU. Z takto ziskanych hodnot se sestroji kalibra¢ni kfivka, kterda ma sigmoidni
charakter. Z ni se pak odectou hodnoty specifického IgE.

U alergenil, které jsou vazany pfes HSA je nutné od absorbance disku s alergenem odecist
hodnotu O.D. disku s HSA (nutno provadét pro kazdy vzorek zvlast). Je zapotiebi, aby
hodnota O.D. disku s alergenem byla 2x vy$si nez hodnota absorbance disku se samotnym
HSA. Hodnoceni u téchto alergent se pak provadi takto:

0O.D.séra + disk s alergenem
A =

0O.D. séra + disk s HSA
Je-1i A vétsi nez 2, je vysledek pozitivni, je-1i mensi nez 2 je negativni.

Koncentrace standard jsou voleny tak, aby jednotlivé standardy urCovaly hranici mezi
jednotlivymi tfidami RAST.

IU / 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 | pozitivni | pozitivni silné velmi velmi
pozitivni silné silné
pozitivni | pozitivni
Schéma testu
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | BLANK | BLANK 1 9 17 125 33 41 49 57 65 73
B 0,35 0,35 2 10 18 |26 34 42 50 58 66 74
C 0,7 0,7 3 11 19 |27 35 43 51 59 67 75
D 3,5 3,5 4 12 20 |28 36 44 52 60 68 76
E 17,5 17,5 5 13 21 |29 37 45 53 61 69 77
F 50 50 6 14 22130 38 46 54 62 70 78
G 100 100 7 15 23 |31 39 47 55 63 71 79
H NC PC 8 16 24 |32 40 48 56 64 72 80




