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ELISA celkovy imunoglobulin E
Kvantitativni test na stanoveni celkového mnoZstvi IgE
Kéd vyrobku GD09

96 testll
Reagenty této soupravy jsou uréeny pouze pro in vitro diagnostiku.
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1.Pouziti

ELISA souprava je uréena k citlivému stanoveni celkového mnozstvi
IgE v lidském krevni séru. Je uréena pro diagnostiku atopie u déti i
dospélych. Komponenty této soupravy jsou uréeny pouze pro
diagnostiku in vitro.

2. Uvod.

Imunoglobulin  E m& molekularni strukturu podobnou struktufe
imunoglobind  ostatnich tfid se dvémi specifickymi vazebnymi
receptory antigenu pfipojenymi ke konstantni ¢asti Fc-fragmentu. IgE
v séru nemé Zadné znamé biologické vazby a jeho efekt se projevuje
jen pokud je navazan na basofily a mastocyty. Mediatory uvolnéné
z téchto bunék odpovidaji za ¢asnou hypersenzitivni reakci.

Mechanismy regulujici syntézu IgE se lisi od téch, které syntetizuji
imunoglobiny ostatnich tfid. U normalnich jedincu jsou jejich hladiny
v séru nizké. Tyto hladiny béhem détstvi stoupaji, az mezi 15 a 20
rokem dosahnou urovné dospélého. ProtoZe hladiny IgE jsou obvykle
nizké, specifickd odpovéd IgE na alergen ¢asto zpUsobi signifikantni
vzestup hladiny IgE v organismu.

Tato souprava je kalibrovdna podle “Second International IgE
Reference Serum: 75/502 (IU/ml)". ZvySena celkova hladina IgE
ukazuje na atopickou predispozici, ale neposkytuje Zadnou indikaci
agentu, ktery ji vyvolal. ZvySené hladiny IgE se vyskytuji u pacientd s
parazitickym onemocnénim, tropickou eosinofilii a béhem reakci na
urcité drogy.

Mérfeni celkové hladiny IgE je nejefektivnéjSi u diagnostiky atopie u
malych déti. U dospélych se mezi jedinci s atopii a zdravou populaci
objevuje pfesah. U zdravé populace se objevuji hodnoty do 120 IU/ml.
VétSina pacientl s atopickym onemocnénim ma hladinu nad 120
IU/ml. Mezi pohlavimi neni zadny rozdil normalnich koncentraci IgE.

3. Princip testu

Predfedéné vzorky krevniho séra jsou inkubovany s monoklonalnim
anti-lidskymi IgE imobilizovanymi na sténach jamek mikrotitracni
desticky. Po vymyti nenavazanych komponentl séra, se do jamek
pfida konjugat monoklonalni mysi anti lidské IgE a peroxidazy, ktery
se bé&hem druhé inkubace navaze na jiz navazany IgE. Prebytek
konjugatu se odstrani promytim a do jamek se pfida roztok TMB
(3,3',5,5'-tetramethylbenzidin) s enzymatickym substrdtem. Po
inkubaci se pfidanim stop-roztoku reakce zastavi za vzniku
pFislusného zabarveni. Optické hustoty standardd, kontrolnich vzorkd
a testovanych vzorkl se méfi na ELISA readeru pfi 450 nm. Opticka
hustota zabarveni je pfimo tmérné koncentraci IgE ve vzorku.

4. Materidly dodavané v sad é

*Mikrotitra €ni desti €ka: 12 lomitelnych strip po 8 jamkéach,
potazenych monoklonalnim anti-Igg, s rameckem, zabalenych
v plastovém sacku s vysousedlem.

*Reagens 1: Redici roztok vzork @: 10mM; proteinovy pufr; pH 7,2; s
antimikrobialni latkou; obsah 50 ml, (barva modrd), pfipraven k
okamzitému pouZziti.

*Reagens 2: Promyvaci pufr: 150mM; Tris pufr s detergentem; pH
7,2; obsah 75 ml; 15x koncentrovany.

*Reagens 3: Konjugéat: konjugat mysi anti-lidsky IgE s kfenovou
peroxiddzou ve stabilizujicim roztoku s antimikrobialni latkou;
obsah 12 ml, (barva ervend), pfipraven k okamzitému poufZiti.

*Reagens 4: TMB Substrat vodny roztok TMB a peroxidu vodiku;
obsah 12 ml; pfipraven k okamZitému pouZiti.

*Reagens 5: Stop-roztok 0,25M kyselina sirovd; obsah 12 ml,
pfipraven k okamzZitému pouziti.

eStandardy: 10mM; lidské sérum s obsahem IgE, 0, 50, 150, 375,
1250, 1 ml; pfipraveny k okamzitému pouZiti.

«Pozitivni kontrolni vzorek: lidské sérum IgE; 1 ml; pfipraven k
okamzitému pouZziti.

*N&vod k pouziti

5. Dalsi pot feby nutné k provedeni testu

« zkumavky na roztoky

« kalibrovany odmérny vélec pro pfipravu promyvaciho roztoku

« automatické pipety a jednorazové Spicky pro davkovani 20 pl, 100 pl
alml

« promyvacka mikrotitranich desti¢ek nebo vicekanalova pipeta

* deiniozovana voda

* savy papir

* ELISA reader s filtrem o OD 450 nm, pfipadné s referen¢nim filtrem
620 nm

6. Upozorn éni

6.1 Bezpe €nost

1. VSechny reagenty této soupravy jsou pouze pro diagnostické
pouziti in vitro.

2. Tento test smi provadét pouze zkuSeny laboratorni personal.
Je nutné striktné dodrzovat pracovni protokol testu.

3. VeSkery materidl lidského puvodu pouzity pro pfipravu
standard( a kontrolnich vzorkd, které jsou soucasti této
soupravy byl otestovdn na obsah protilatek proti HIV,
HbsAg a HCV, a byl shledan negativni. Zadna testovaci
metoda v3ak nemudZe poskytnout Uplnou jistotu, ze v
materialu neni pfitomen infekéni agens. Proto by se mélo s
veskerymi reagenty obsahujicimi materiél lidského pGvodu
zachazet jako s materidly potencialné infek¢énimi.
Pracovnici musi mit pfi praci se sérem pacienta, nebo s
produkty ze séra vyrobenymi, rukavice a ochranny odév.

4. Reagenty této sady obsahuji antimikrobialni latky a roztok
substratu obsahuje TMB. Zabrante jejich kontaktu s
pokozkou a oc¢ima. Pokud ke kontaktu dojde, omyvejte
postizené misto velkym mnozZstvim vody.

5. Stop-roztok obsahuje 0,25 M kyselinu sirovou. Zabrarite jeho
kontaktu s pokozkou nebo vniknuti do o¢i. Pokud ke
kontaktu dojde, omyvejte postizené misto velkym
mnoZzstvim vody.

6. Jakékoli kapalina, kterd pfijde do kontaktu s potencialné
infekénim materialem, musi byt zlikvidovana v kontejneru
s dezinfekénim  prostfedkem.  Likvidace musi byt
provedena v souladu s mistni legislativou.

6.2 Technické poznamky

1. Stripy a roztoky se nesméji pouzivat pokud jsou jejich obaly
porusSené anebo pokud prosakuji.

2. Pfed pouzitim nechejte vSechny reagenty i mikrotitrani
desti¢ku zahrat na pokojovou teplotu. Zabezpecte, aby byl
plastovy sacek obsahujici nepouZité stripy dobfe uzavien,
a aby vném bylo vioZzeno vysouSedlo. Skladujte je pfi
teploté 2 — 8 °C.

3. Pfi kazdém testu pouzijte i pozitivni kontrolni vzorek, abyste
mohli monitorovat stabilitu reagentd a spravné provedeni
testu.

4. Pfesné dodrzujte uvedené doby a teploty inkubace.

5. Zajistéte, aby nedoslo ke kfizové kontaminaci mezi jamkami.
V8echny pipety a dalSi zafizeni pouzité pro enzymaticky
konjugéat ukladejte zcela oddélené od reagentu substratu.

6. Pfi davkovani konjugatu nebo TMB substratu pipetou by mélo
byt nabrano takové mnozstvi reagentu, aby nebylo nutno
SpiCku pipety opakované nofit do ampule s reagentem.
Nepouzity reagens nikdy nevkladejte zpét do plvodnich
nadob.

7. Mezi inkubacnimi kroky nenechavejte mikrotitracni jamky
vyschnout.

8. Pfesné dodrZujte popsany promyvaci postup. Nedostatecné
promyti maze silné ovlivnit ziskané vysledky.

9. Béhem inkubacnich krokl zabrarite osviceni desti¢ky pfimym
slune¢nim svétlem nebo jejimu vystaveni zdroji tepla.

10. Barevné uzavéry nasadte zpét na spravné ampule.
Zabranite tim kfizové kontaminaci.

11. Je dulezité davkovat do jamek vSechny vzorky pacienta
i vS8echny kontrolni vzorky bez prodlevy. Proto se pred
zapocCetim prace ujistéte, Ze vSechny reagenty jsou
pfipraveny k okamzitému pouZziti.

7. Trvanlivost a skladovaci podminky

Soupravu skladujte pfi teploté 2 — 8 °C. Po otevieni jsou roztoky
stabilni po dobu tfi mésich (nebo do konce exspira¢ni doby, pokud je
tato kratSi). NepouZivejte soupravy s proSlou IhGtou exspirace.
Zadnou &ast soupravy nezmrazujte. Zfedény promyvaci roztok
uloZeny v uzaviené lahvi pfi teploté 2 - 8 T ma trvanlivost 3 m ésice.

1/2 rev. 07/01MS



LABOSERYV s.r.o. —navod k soupravé ELISA - Genesis_GD09 Total IgE CZ

8. Odbér a skladovani vzork G

Pfi dlouhodobém pouzivani a skladovani by vzorky séra mély byt
uloZeny pfi teploté -20 C. Po rozmrazeni se vzorky musi p fed testem
dobfe promichat. Opakované zmrazovani a rozmrazovani muze
ovlivnit vysledky testu. Nepfiznivy vliv na vysledky mGze mit i pfidani
konzervacnich latek. Nemély by se pouZzivat vzorky mikrobialné
kontaminované, tepelné oSetfené nebo vzorky obsahujici pevné
Céastice. Vyhnéte se pouZivani silné hemolyzovanych nebo
lipemickych vzorku.

9. PFiprava reagent
Rozfedte pufr (Reagens 2) destilovanou vodou v poméru 1: 14,
abyste ziskali dostate¢né mnozZstvi pufru pro provedeni celého testu.

10. Postup testu
Vyberte pocet prouzkl potiebny pro test.

1. Déavkujte 100 pl standardd a pozitivniho kontrolniho vzorku.
Davkujte 20 ul vzorku pro ur¢eného ktestovani a 80 ul fediciho
roztoku vzorku do kazdé jamky se vzorkem (vznikne roztok 1:5).
Desti¢ku protfepejte, aby se obsah jamek promichal.

2. Inkubujte desti¢ku pfi pokojové teploté po dobu 60 minut. Béhem
inkubace zabrarite pfimému osviceni slune¢nim svétlem nebo
vystaveni pfimému zdroji tepla.

3. Po inkubaci desticku tfikrat je promyjte v automatické promyvacce
mikrotitracnich desti¢ek nebo ru¢nim promytim (viz nize). Peclivé
promyti je klicem k dobrym vysledkam. Pred dalSim krokem osuste
povrch jamek savym papirem. Nenechavejte jamky vyschnout.

Postup pro ruéni promyvani:

Jamky vyprazdnéte tak, Ze desti¢ku obrétite. Pomoci multikanélové
pipety nebo promyvaci lahve jamky napliite promyvacim pufrem. Opét
jamky vyprazdnéte obracenim destiCky a osuSte je savym papirem.
Tento proces opakuijte jeSté dvakrat.

4. Do kazdé jamky davkujte 100 pl konjugéatu (Reagens 3). Inkubujte
desti¢ku pfi pokojové teploté po dobu 30 minut .

5. Po inkubaci desti¢ku peclivé ctyfikrat promyjte promyvacim pufrem.
Osuste povrch desticky savym papirem, abyste odstranili posledni
kapky promyvaci kapaliny.

6. Pomoci multikanalové pipety do vSech jamek davkujte 100 pl TMB
substratu (Reagens 4) . Inkubuijte desticku po dobu 10 minut .

7. Do kazdé jamky pfidejte 100 pl Stop-roztoku (Reagens 5). Aby byly
dodrzeny stejné doby reakce, mél by byt stop-roztok davkovan do
jamek ve stejném sledu jako do nich byl davkovan TMB substrat.

8. Do 10 minut odectéte optickou hustotu (OD) kazdé jamky readerem
s filtrem 450 nm. Jako referencni filtr Ize pouzit 620 nm.

Kontrola kvality
Data kontroly kvality soupravy pro pfislusnou vyrobni Sarzi, jsou
uvedena na certifikatu, ktery je pfilozen k soupravé.

Ugelem zaFazeni pozitivniho kontroly do stanoveni je sledovani, zda
nedoslo k vaznému selhani reagenta.

Kazda jamka, ktera je podle spektrofotometru pozitivni, ale nema
viditeIné zabarveni, by se méla z rubu vycistit, a méla by byt znovu
zméfena. Pokud by byly zjistény hodnoty nizsi nez nula, mély by byt
zkontrolovany pouZzité vinové délky, reader by mél byt znovu nastaven
na zékladni hodnoty a méreni by se mélo zopakovat.

12. Interpretace vysledk

Pomoci soufadného systému vyneste do grafu hodnoty optické
hustoty kazdého ze standardu ve vztahu k jejich koncentraci. Z této
kfivky zjistéte hodnoty neznamych vzorkG. U vzork( majicich
naméfené hodnoty vysSi nez 1250 IU/ml, by mél byt test zopakovan
pFi pouziti vysSiho fedéni vzorkd.

Referencni rozsah

Nasledujici rozpéti IgE jsou uvedena pouze jako zakladni voditko.
Laboratof by si méla urcit sv(j vlastni referen¢ni rozsah, protoze
vysledky mohou byt ovlivnény geografickymi faktory.

Veék (IU 75/502)
Novorozenec >6
Do 3 mésict >14
Do 1 roku >37
Do 5 let >67
Do 10 let >81
Starsi 15 let >107

U pacientd s hodnotami IgE pod vySe uvedenymi Grovnémi je
pravdépodobnost atopického onemocnéni nizka. Vysledky je nutno
posuzovat v souladu s dalSimi klinickymi informacemi o pacientovi.

13. Limitace procedury

1. Vysledky toho testu by se mély interpretovat v souladu
s klinickym nélezem a se zaznamy pacienta.

2. Imunitni odpoveéd IgE je kratkodoba. Pacienti, ktefi v posledni
dobé nebyli vystaveni atopické expozici mohou vykazovat
nizké hladiny IgE.

3. Vysledky tohoto testu nejsou diagnostickym dikazem
pFitomnosti nebo absence atopického onemocnéni.

14. Charakteristiky
Inter-assay CV

IgE 1U/ml CV%

Vzorek A 497 3.0

Vzorek B 614 3.1

Vzorek C 2013 4.7

Intra-assay CV

typicky <12%

Linearita

Sériova fedéni séra vykazuji linearni odpovéd.
Redéni zméreny IgE Opraveny IgE
nefedény 784 784
11 387 774
1:2 191 764
1:4 98 784

Shrnuti postupu

Dévkujte standardy, pozitivni kontrolu ~ po 100 pl.

Dévkujte 20 pl kazdého testovaného vzorku .

Dévkujte 80 pl fediciho roztoku do jamek se vzorkem (Reagens 1).
Inkubace pfi pokojové teploté 60 minut .

Promyti 3x.

Do kazdé jamky davkujte 100 pl konjugatu (Reagens 3).
Inkubace pfi pokojové teploté 30 minut .

Promyti 4x.

Do kazdé jamky pfidejte 100 pl TMB substratu (Reagens 4).
Inkubace pfi pokojové teploté 10 minut.

Do kazdé jamky pfidejte 100 pl stop-roztoku (Reagens 5).
Méreni filtr 450 nm  nebo 450 / 620 nm (dvoji vinova délka).
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