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1  Uvod

IgE protilatky jsou unikatni imunoglobuliny zodpoveédné za vyvolani alergické reakce.
Jejich existence je znama jiz pres dvacet let. Mechanismy puUsobeni zahrnuji
pocatecni antigenni stimulaci imunokompetentnich B lymfocytl specifickym
antigenem. Je to proces, ktery u lymfocytli vyvoldva tvorbu specifickych protilatek
raznych trid. IgE protildtky se prostifednictvim svého Fc fragmentu ¢dstec¢né vazou na
povrch mastocytl a bazofilinich leukocyt(l. Pfi dalsi stimulaci specifickymi alergeny
se navazané IgE molekuly vazi prostrednictvim svého Fab fragmentu na alergeny.
Tato kombinace pfiméje mastocyty a bazofilni leukocyty k vypusténi vazoaktivnich
aminl do krve a okolni tkané. Tyto latky vyvolavaji stazeni hladkého svalstva a
nakonec vedou k alergickym staviim, jako jsou otoky a zarudnuti kize, kopfivka,
dermatitida, ryma, sennd ryma, astma a anafylakticky Sok.

Stanoveni IgE ma velky pfinos v diagnostickém posouzeni pacientld s prokdazanym
nebo domnélym alergickym onemocnénim. V normalnich prfipadech souviseji
hodnoty IgE s vékem, pficemz obvyklé hodnoty jsou nejvyssi ve véku okolo 10 az 14
let. U kojencli a déti s atopickou alergii v rodinné anamnéze hrozi vyssi riziko
rozvinuti onemocnéni a predstavuji skupiny obyvatel, ktera by méla byt sledovana.
Studie ukazaly, Ze stavy jako astma, ryma, ekzém, kopfrivka, dermatitida a nékteré
parazitické infekce, vedou ke zvySené hladiné IgE. U pacient(i se sennou rymou a
atopickym ekzémem maze byt hladina tfikrdt az desetkrat vyssi nez u normalnich
pacientd.

Cirkulujici hladiny alergen-specifického IgE je moziné urcit pomoci specifickych
alergeni pfipojenych na pevnou fazi testu. Postup znamy jako test RAST
(radioallergosorbent test) vyuziva protilatku oznacenou radioaktivnim izotopem.

2  Princip testu

Radioimunoanalyza specifickych IgE protilatek se provadi nasledujicim postupem.
Alergenovy disk se tfi hodiny inkubuje se vzorkem (sérum pacienta) obsahujicim
predpokladané alergen-specifické IgE. Disk se omyje a 16 az 24 hodin se inkubuje s
protildtkou proti IgE oznacenou radioaktivnim izotopem (1125). Nasleduje dalsi
omyti disku. V pevné fazi zastdva navdzany jéd 125 v mnoZstvi Umérném mnoZzstvi
alergen-specifického IgE ve vzorku pacienta. Koncentrace alergen-specifického Igk je
pfimo Umérna namérenému poctu impulst za minutu.

3 Omezeni, bezpecnostni opatreni a vSeobecné pokyny

e Pouze pro pouziti in vitro! NepoZivejte ani nepolykejte! Je nutné dodrZovat
mistni predpisy tykajici se bezpeCnosti prace, zakaz jidla, piti a koureni
v laboratofi.

e Upozornéni: Material potencialné nebezpecny pro Zivotni prostredi.
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e VSechny komponenty pouZité pfi pripravé reagencii na zakladé lidského séra byly
testovany schvdlenou metodou na pfitomnost protilatky na lidsky
T-lymfotropicky virus typu lll / lymfadenopatii spojenou s virem (HTLV Il / LAV) i
na povrchovy antigen hepatitidy B (HBsAg) s negativnim vysledkem (nebyly
opakované reaktivni).

e Vzhledem k tomu, Ze Zddna metoda testovani nemuze se stoprocentni jistotou
vyloucit pritomnost HTLV Ill / LAV, HBsAg nebo jinych infekcnich latek, mélo by
se s materidlem na bazi lidského séra zachazet podle instrukci o biologické
bezpecnosti 2. stupné tak, jak se doporucuje u potencidlné infekéniho lidského
séra nebo krve.

o Neékteré reagencie obsahuji toxickou slozku azid sodny. Vyvarujte se kontaktu
s kazi.

e Upozornéni: Obsahuje azid sodny, ktery mlze reagovat s médénym potrubim a
vytvaret potencidlné explozivni azidy kov(. Pfi likvidaci procistéte velkym
mnozstvim vody, abyste zabranili vzniku azidu.

4 Slozeni soupravy

Skladovani a stabilita
Soucasti soupravy uchovavejte pfi teploté +2°C az +8 °C. VSechny reagencie
spotrebujte do data spotreby uvedeném na etiketé.

4.1 Reagencie

Tracer 1x5,2ml
Promyvaci roztok (50x konc.) 4 x10 ml
Tracer

5,2 ml kozi IgE konjugovanou s jddem 125 v proteinovém pufru, konzervovany 0,05%
azidem sodnym

Promyvaci roztok
50krat koncentrovany roztok PBS s detergenty.

4.2 Referencni komponenty
Nejsou soucasti této soupravy, je nutné je objednat samostatné.

Referencni disky
Ampule obsahuijici 40 diskd v konzerva¢nim roztoku.

Referencni sérum A, B, C, D
Séra pfipravena pro sestaveni kalibracnich dat.
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e Referencni sérum A: 0,55 ml lidského séra s vysokym obsahem specifickych IgE
proti referenénimu alergenu (timothy).

e Referencni sérum B, C a D: 0,55 ml jednotlivych fedéni Referencniho séra A
doplnénd do celkového objemu konskym sérem neobsahujicim specifické IgE
protilatky.

4.3 Alergenni disky
Nejsou soucasti této soupravy, je nutné je objednat samostatné.

Kazdé baleni obsahuje 25 disk(l s navdzanymi specifickymi antigeny v konzervaénim
roztoku. Nabizené disky zahrnuji specifické alergeny z nasledujicich skupin obvyklych
alergen(: travy, plevele, epitélie, plisné, potraviny, prach, roztoci, chemické latky a
léky.

5 Material potfebny k provedeni testu

5.1 Pristrojové vybaveni

Spravné provedeni RAST testu na stanoveni specifickych IgE protilatek vyzaduje
pouziti gamma pocitadla.

5.2 Komponenty pro provedeni testu

Vsechny komponenty potfebné k provedeni testu jsou popsany v tabulce (Tabulka
1).

Tabulka 1 Komponenty k provedeni testu

Komponenty k provedeni testu Baleni Objem
Tracer 1 ampule 5,2 ml
Reagencie — .
Promyvaci roztok (konc.) 4 lahvicky 4 x10 ml
Referenéni Referencni disky 1 ampule 40 diskd
komponenty Referencni séra 4 ampule 4 x 0,55 ml

Alergenni disky Disky se specifickym antigenem 25 disk( v baleni
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5.3

Dalsi potfebné vybaveni k provedeni testu

Stojan na testovaci zkumavky

Jedno a vicekanalové pipety rliznych objemt

Spi¢ky pro jednorazové poufiti

Trepacka Vortex

Gamma pocitadlo

Odmérny valec, objem 1000 ml

Polystyrenové testovaci zkumavky, 12 mm x 75 mm

Plastova fdlie

Aspirator

Pinzeta
Vodni lazen, 37 °C

6

Odbér a skladovani vzorku

Jako vzorek k vysetfeni muizZe byt pouzito lidské sérum. Chylézni, hemolytické
nebo bakteridalné kontaminované vzorky mohou zp(sobit faleSné pozitivni nebo
falesSné negativni vysledky.

Netraumatickym napichnutim Zily sterilni injekéni stfikackou nebo vakuovou
zkumavkou provedte flebotomii. Pokud pouzivate injekéni strikacku, odstrarite
jehlu a opatrné prelijte krev do zkumavky. Nechte krev srazet alespon po dobu
20 az 30 minut, dokud se nezaCne srazenina vtahovat. Pred centrifugaci
odbérnou zkumavku jemné uzavrete dfevénym aplikatorem.

Ihned po centrifugaci presunte odseparované sérum do zkumavky a pevné ji
uzavrete. Skladujte pfi teploté +2 °C az +8 °C nebo v pfipadé, Ze rozbor nebude
provadén ve stejny den, zmrazte. Vzorky by se nemély opakované zmrazovat a
rozmrazovat.

Stejné jako u vSech vzork(, které mohou obsahovat patogeny, dbejte na to, aby
nedoslo ke kontaktu s otevienymi ranami.

K udrzeni integrity vzorku nejsou potfeba zadna aditiva nebo konzervanty.
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7 Ptiprava pracovnich roztokt

Promyvaci roztok

Do odmérného valce (objem min. 1000 ml) pfidejte 10 ml koncentrovaného
promyvaciho roztoku. Doplrite destilovanou vodou do celkového objemu 500 ml.

Pfelijte obsah valce do Iahve na uskladnéni. Mnozstvi vystaci pro 30 zkumavek.

Pro kazdy rozbor je nutné pfipravit Cerstvy promyvaci roztok. Promyvaci roztok je pfi
pokojové teploté stabilni po dobu 48 hodin.

8 Pracovni postup

VSechny reagencie a vzorky musi byt pred pouzitim vytemperovany na laboratorni
teplotu a pred pouzitim je jemné promychejte.

PFi kazdém testu by méla byt sestrojena kalibracni krivka.

1. Pripravte si zkumavky a nasledné je oznacte:

e Zkumavka Cislo 1 slouzi pro stanoveni celkového souctu.

e Zkumavky cislo 2 az 8 jsou referencni (duplikaty referencnich sér A, B, C, D) pro
kalibraci dat, zkumavka Cislo 9 je kontrola.

e Ostatni zkumavky slouzi pro stanoveni alergenu, ktery ma byt u pacienta
testovan.

Poznamka:

Vsechny disky by se pfed vloZzenim do zkumavky mély osusit na filtraénim papire,
aby se odstranil prebyte¢ny pufr v kterém jsou skladovany. Se vsemi disky
manipulujte pouZzitim pinzety.

2. Pinzetou vlozte referencni disk na dno kazdé referencni zkumavky (zkumavka 2
az9).

3. Disk se specifickym alergenem vloite na dno zkumavky pro stanoveni
specifického alergenu u pacienta. Disk nepridavejte do zkumavky urcené ke
stanoveni celkového souctu.

4. Pipetujte 50ul referenéniho séra A az D primo na referencni disky v pfislusnych
zkumavkdch (2 az 8).

5. Pipetujete 50ul kontrolniho vzorku nebo vzorku pacienta prfimo na disky
v prislusnych zkumavkach.

6. Zkumavky prekryjte plastovou fdlii a nechce je pri pokojové teploté (+20 °C az
+25 °C) inkubovat po dobu 3 hodin.

7. Pipetujte 2 ml Cerstvé pripraveného promyvaciho roztoku do kazdé zkumavky
kromé zkumavky s celkovym souétem. Nechte 10 minut stat. DUkladné odsajte
promyvaci roztok. Cistici proceduru opakujte je$té dvakrat, celkem tedy t¥ikrat.
Po poslednim odsati nechte zkumavky na minutu stat. Pro odstranéni zbytkd
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promyvaciho roztoku znovu odsavejte. Na kazdy rozbor je nutné pfipravit
Cerstvy promyvaci roztok. Pracovni promyvaci roztok je pfi pokojové teploté
stabilni po dobu 48 hodin.

8. Pipetujte 50ul Traceru 1125 pfimo na disk v kazdé zkumavce. Tracer nepridavejte
do zkumavky pro celkovy soucet. Zkumavky prekryjte plastovou foélii, abyste
zabranili vypafovani, a nechte pri pokojové teploté (20 °C az +25 °C) pusobit pres
noc (20 hodin) nebo pfi teploté 37 °C po dobu 2 hodin.

9. Trikradt promyijte, postupujte jako v bodé 7.

10. Pred vlozenim do gamma pocitadla kazdou zkumavku zvenku otrete a
promychejte pouzitim vortexu.

9 Vypocet hodnot

1. Spocitejte prlimérné hodnoty referencnich vzorku (referencni séra A, B, C, D).

2. Spocitejte hodnotu doplnkového referencniho bodu E. Hodnotu ziskate
vydélenim priimérné hodnoty referen¢niho séra D dvéma.

3. Spocitejte hodnoty kontrol a vzork( pacientll na vSech discich nasledujicim
zplsobem.

Porovnejte hodnoty vSech kontrol a vzork( pacient s hodnotami referencnich sér A,

B, C a D a vypocitanym referenénim bodem E. Hodnoceni vysledk( interpretujte

pomoci tabulky (Tabulka 2).

Tabulka 2 Hodnoceni vysledk

Specifické IgE protilatky

Trida Hodnota vzorku Koncentrace
4 >A velmi vysoka
3 BazA vysoka
2 CazB stfedni
1 DazC nizka
1/0 EazD velmi nizka
0 <E nedetekovatelna

Alternativné je mozné provést semikvantitativni hodnoceni pfipsanim hodnot 17,5,
3,5,0,7,0,35a 0,1 U/ml, vtomto poradi, k referencnim sériim A, B, C, D a E. Zaneste
hodnoty vs. koncentrace referencnich bodd do log-log grafu. Pfimo z grafu ziskate
hodnoty kontrol a pacientd. Hodnoty pod 0,1 U/ml jsou nezjistitelné. Hodnoty se
zvysuji s rostouci koncentraci alergen-specifického IgE.
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10 Kontrola jakosti

Spravnd laboratorni praxe vyzaduje, aby byla zkontrolovana kvalita vzork(, a
zhodnotil se tak vysledek testu. VSechen pouzity material by se mél opakované
testovat, aby se stanovily stfedni hodnoty a pfijatelné rozmeazi.

11 Ocekavané vysledky

Uréovani hladiny alergen-specifickych IgE je semikvantitativni méreni. Podobné
odpovédi mezi riznymi typy alergenovych diski nutné neznamenaji podobné
koncentrace specifického Igé nebo podobné klinické projevy. Proto nejsou
oCekavané hladiny pro koncentrace alergen-specifického IgE zcela pouzitelné.
Obecné lze fici, Zze ¢im je hodnoceny vzorek spadd do vyssi tfidy, tim vétsi je
koncentrace alergen-specifického IgE pro kterykoli alergenovy disk.

Obvykle probéhne nékolik stanoveni v ¢asovém sledu, ¢imz se sleduje 1é¢ba nebo
imunitni odpovéd pacienta béhem rdznych rocénich obdobi. Timto by mél byt
zajiStén spolehlivy systém kontroly se zndamymi pozitivnimi a negativnimi
kontrolami, tak aby se tak zajistila kontinuita ohlasenych hodnot nebo jejich
klasifikace.

12 Limity testu

1. Spolehlivé a reprodukovatelné vysledky se ziskaji, pokud je test presné a peclivé
podle nadvodu, ktery je soucasti testu a pfi dodrzeni spravnych laboratornich
postupd.

2. Klinickd diagnéza by neméla byt uréena pouze na zdkladé poznatkl jednoho
testu, ale méla by brat v potaz vSechny klinické a laboratorni udaje.

3. Urceni cirkulujicich hladin alergen-specifického IgE je semikvantitativni rozbor.
Nemad absolutni normu a je uréen jednotkami hodnot nebo klasifikaci do tfid.

4. Podobné odpovédi mezi rlznymi typy alergenovych diski nebo klasifikaci tfid
nutné nemusi odpovidat klinickym ptiznakim.

5. Pokud jsou celkové hodnoty IgE velmi vysoké (> 500 U/ml), méla by se nizka
odpovéd alergen-specifického IgE interpretovat s opatrnosti.
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Poznamky

Souprava je distribuovana spole¢nosti TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.
V pripadé dotaz( nas kontaktujte.

Tel: +420 541 248 311

Email: info@testlinecd.cz
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