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Total IgE ELISA

1 Informace o vyrobku

IMMUNOLAB Total IgE je ELISA souprava pro detekci a kvantifikaci celkovych IgE
protilatek v lidském séru nebo plazmé. K dostani jsou i dalsi varianty testu urcené
pro jiné télni tekutiny a lze si je vyzadat uTechnického servisu spoleénosti
IMMUNOLAB. Pouze pro diagnostické pouZiti in-vitro.

Sérologicky ndlez je moino interpretovat pouze v kontextu s vysledky ostatnich
laboratornich test(l a s klinickym obrazem pacienta.

2 Uvod

IgE protilatky jsou unikatni imunoglobuliny zodpovédné za vyvolani alergické reakce.
Jejich existence je znama jiz pres dvacet let. Mechanismy plsobeni zahrnuji
pocatecni antigenni stimulaci imunokompetentnich B lymfocytl specifickym
antigenem. Je to proces, ktery u lymfocyt vyvolava tvorbu specifickych protilatek
rGznych tfid. IgE protilatky se prostfednictvim svého Fc fragmentu ¢astecné vdzou na
povrch mastocytl a bazofilinich leukocytl. Pfi dalsi stimulaci specifickymi alergeny
se navazané Igt molekuly vazi prostfednictvim 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 stavlim, jako jsou otoky a zarudnuti kliZze, kopfivka,
dermatitida, ryma, senna ryma, astma a anafylakticky Sok.

Stanoveni Ig ma velky pfinos v diagnostickém posouzeni pacientll s prokdzanym
nebo domnélym alergickym onemocnénim. V normalnich pripadech souviseji
hodnoty IgE s vékem, pricemz obvyklé hodnoty jsou nejvyssi ve véku okolo 10 az 14
let. U kojencll 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, koprivka, dermatitida a nékteré
parazitické infekce, vedou ke zvySené hladiné IgE. U pacient(i se sennou rymou a
atopickym ekzémem muze byt hladina tfikrdt az desetkrat vyssi nez u normalnich
pacientQ..

3  Princip testu

Souprava IMMUNOLAB Total IgE je zaloZena na principu ELISA. Mysi monoklonalni
protilatka proti lidskému IgE je navazana na povrchu mikrotitracnich jamek.
Neredény vzorek pacienta nebo pfipravené standardy se pipetuji do jamek
mikrotitracni desticky spole¢né s konjugatem s obsahem protilatek proti lidskému
IgE. Na jedné strané vznikd vazba mezi lidskou IgE protildtkou a imobilizovanou
protildatkou vijamce mikrotitraéni desticky, na druhé strané mezi lidskou IgE
protilatkou a protilatkou v konjugatu. Po 30 minutach inkubace pfri laboratorni
teploté je desticka promyta zfedénym promyvacim roztokem, ¢imZ se odstrani
nenavazany material. Nasledné je pipetovan substrat (TMB) a inkubuje se 15 minut,

10.07.2014 3/12 verze 3



Total IgE ELISA

¢imZ se vjamkach vytvofi modré zbarveni. Vyvoj zabarveni se ukonci pfidanim
zastavovaciho roztoku, po némi se barva zméni zmodré ve Zlutou. Vysledné
zbarveni se zméfi spektrofotometricky pfi vinové délce 450 nm. Koncentrace IgE
protilatek je pfimo Umérna intenzité zbarveni.

4  Omezeni, bezpecnostni opatreni a vSeobecné pokyny

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

e \Sechna séra, plazmy a pufry byly testovany vSeobecné uznavanymi metodami
na HBsAg a protilatky proti HIV a HCV a jsou negativni. Presto je nutné
respektovat preventivni opatreni, napr. pouzivat latexové rukavice.

e Rozlity vzorek a reagencie je treba setfit za pouziti dezinfekéniho roztoku
(napf. 5% chlornanu sodného) a nalezité znesSkodnit.

e Pred provadénim testu je nutné nechat vSechny reagencie vytemperovat na
laboratorni teplotu (+18 °C az +25 °C).

e Pred pipetovanim by se vSechny reagencie mély dikladné promichat Setrnym
naklanénim nebo kyvanim lahvicky. Vyhnéte se dynamickému trepani, které
vede k tvorbé pény.

e Je dllezité pipetovat reagencie ve stejnych intervalech, aby ve vSech jamkach
mikrotitracni desticky byly zajistény stejné podminky testu.

e Pri davkovani reagencii z lahvicek se ujistéte, Zze nedoslo ke kontaminaci uzavéru.

Vyvarujte se mozného vzdjemného smichani reagencii. Obsah lahvicek je ¢asto
citlivy vici oxidaci, proto se musi otevirat pouze na omezenou dobu.

e Aby nedoslo k prenosu nebo kfizové kontaminaci, je nutné pouZivat Cisté
jednordzové Spicky na pipety.
e \Sechny reagencie se musi spotfebovat do data jejich exspirace.

e V souladu se spravnou laboratorni praxi (SLP) a normou ISO 9001 by mély byt
veskeré pouzivané laboratorni pristroje pravidelné kontrolovany z hlediska jejich
presnosti a spolehlivosti. To se tyka predevsim mikrotitracnich pipet,
promyvacich a odecitacich zatizeni (ELISA Reader).

e Je nutné zabranit kontaktu nékterych reagencii, predevsSim Zastavovaciho
roztoku a Substratu, skdzi, o¢ima a sliznicemi, nebot muizZe dojit k jejich
podrazdéni nebo poleptani a hrozi zde riziko intoxikace.

10.07.2014 4/12 verze 3



Total IgE ELISA

5 Slozeni soupravy

Mikrotitra¢ni desticka potazend mysi monoklonalni protilatkou 1 x 12 stripU
Kalibrator (Standard) O IU/ml 1x1ml
Kalibrator (Standard) 5 IU/ml 1 x 200 pl
Kalibrator (Standard) 25 IU/ml 1 x 200 pl
Kalibrator (Standard) 100 IU/ml 1 x 200 pl
Kalibrator (Standard) 250 IU/ml 1 x 200 pl
Kalibrator (Standard) 100 IU/ml 1 x 200 pl
Konjugat 1x22ml
Substratovy roztok (TMB) 1x12 ml
Zastavovaci roztok 1x12ml
Promyvaci roztok (10krat koncentrovany roztok) 1 x 60 ml
Plastové folie 2 ks
Plastovy sacek 1 ks
Pracovni navod 1 ks

Skladovani a stabilita (viz data exspirace na Stitku krabicky)

Soucdsti soupravy uchovavejte pfi teploté +2 °C az +8 °C. VSechny reagencie a vzorky
musi byt pfed pouzitim vytemperovany na laboratorni teplotu (+18 °C az +25 °C). Po
pouziti je nutné desticku opét zabalit, uzavéry lahvi¢ek tésné uzavrit a soupravu
uchovavat pfi teploté +2 °C az +8 °C. Po otevreni je moZno soupravu pouzivat tfi
mésice.

Mikrotitracni desticka

12 stripll, kazidy s 8 odlamovacimi jamkami potazenymi mysi monoklonalni
protilatkou proti lidskému IgE. Pfipravené k pouziti.

Kalibrator (Standard) 0 IlU/ml

1 ml, lidské sérum redéné PBS, kalibrovdno podle 2. Mezinarodniho Standardu
75/502. Roztok obsahuje 0,1 % azidu sodného. Roztok v pracovnim redéni.

Kalibrator (Standard) 5 IU/ml

200 pl, lidské sérum rfedéné PBS, kalibrovano podle 2. Mezindrodniho Standardu
75/502. Roztok obsahuje 0,1 % azidu sodného. Roztok v pracovnim fedéni.

10.07.2014 5/12 verze 3



Total IgE ELISA

Kalibrator (Standard) 25 IU/ml

200 pl, lidské sérum fedéné PBS, kalibrovano podle 2. Mezinarodniho Standardu
75/502. Roztok obsahuje 0,1 % azidu sodného. Roztok v pracovnim redéni.

Kalibrator (Standard) 100 IU/ml

200 pl, lidské sérum fedéné PBS, kalibrovano podle 2. Mezinarodniho Standardu
75/502. Roztok obsahuje 0,1 % azidu sodného. Roztok v pracovnim redéni.

Kalibrator (Standard) 250 1U/ml

200 pl, lidské sérum redéné PBS, kalibrovano podle 2. Mezinarodniho Standardu
75/502. Roztok obsahuje 0,1 % azidu sodného. Roztok v pracovnim fedéni.

Kalibrator (Standard) 1000 IU/ml

200 pl, lidské sérum redéné PBS, kalibrovano podle 2. Mezinarodniho Standardu
75/502. Roztok obsahuje 0,1 % azidu sodného. Roztok v pracovnim fedéni.

Kalibrator (Standard) 25 IU/ml

200 pl, lidské sérum redéné PBS, kalibrovano podle 2. Mezinarodniho Standardu
75/502. Roztok obsahuje 0,1 % azidu sodného. Roztok v pracovnim fedéni.

Konjugat
22 ml, roztok obsahujici kozi imunoglobulin proti lidskému IgE znaceny kfenovou
peroxidazou. Roztok v pracovnim redéni.

Substrat (TMB)

15 ml, Jednoslozkovy substratovy roztok TMB (tetramethylbenzidin). Roztok
v pracovnim redéni.

Zastavovaci roztok
15 ml, 0,5 M roztok kyseliny sirové. Roztok v pracovnim redéni.

Promyvaci roztok

60 ml, 10krat koncentrovany roztok PBS a Tween 20. Pracovni koncentrace: redte
koncentrovany Promyvaci roztok v poméru 1+9 deionizovanou vodou. Pokud dojde
pfi skladovani v chladu k vysrazeni krystald, koncentrat zahrejte na 37°C po dobu
15 minut.

Plastové félie
2 kusy na prekryti mikrotitracnich stripll béhem inkubace.
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Plastovy sacek

Opakované uzaviratelny obal pro skladovadni nepouZitych stripd mikrotitraéni
desticky v suchu.

Pracovni navod

6 Dalsi potrebné vybaveni k provedeni testu

Jedno a vicekanalové pipety pro presné davkovani objemu 5 pl, 100 pl a 500 pl
Spi¢ky pro jednorazové poufiti

Fotometr pro mikrotitracni destic¢ky (450 nm)

Promyvaci zarizeni

Zkumavky pro fedéni vzork(

Deionizovana voda

7 Odbér a skladovani vzorka

Jako vzorek k vySetieni mlze byt pouZito lidské sérum nebo plazma (EDTA, heparin).
Chylézni, hemolytické nebo bakteridlné kontaminované vzorky mohou zpUsobit
falesné pozitivni nebo falesné negativni vysledky. Sérum se po vysrazeni
a centrifugaci oddéli od krve, ktera byla sterilné odebrana ze zily.

Vzorky séra ¢i plazmy se mohou uchovavat pfi +4 °C az +8 °C maximalné 48 hodin.
Pri delSim skladovani zmrazte na -20 °C. Vzorky by se nemély opakované zmrazovat
a rozmrazovat.

K vlastnimu testovani se pouzivaji neredéné vzorky.

8 Pracovni postup

Pro spolehlivé provedeni testu se doporucuje postupovat dlsledné podle protokolu.
Za veSkeré zmény a modifikace odpovida uzivatel.

VSechny reagencie a vzorky musi byt pred pouzitim vytemperovany na laboratorni
teplotu, ale nemély by se této teploté vystavovat po dobu delsi, nez je nezbytné
nutné.

Standardy a vzorky by mély byt testovany v duplikatech.
PFi kazdém testu by méla byt sestrojena kalibracni krivka.

NepouZijete-li celou desti¢ku, zbylé stripy vratte zpét do obalu, hermeticky uzavrete
a skladujte pti +4 °C az +8 °C. DUsledné chrarite pred vlhkosti!
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8.1 Pfiprava pracovnich roztoki

Promyvaci roztok

Pfed pouzitim se naredi v poméru 1+9 deionizovanou vodou. Pokud dojde pfi
skladovani v chladu k vysrazeni krystal(i, koncentrat se zahieje na 37 °C po dobu
15 minut.

8.2 Provedeni testu

1. Pripravte si adekvatni mnozstvi jamek mikrotitra¢ni desticky pro standardy
vzorky a pro Blank. Standardy a vzorky davkujte v duplikatech.

e Nechte jednu jamku prazdnou pro Blank.

e Pipetujte spolec¢né 10 pl Standardd v pracovnim fedéni + 200 pl konjugatu.

e Pipetujte do jamek spolecné 10ul kazdého znefedénych vzork(i +
200 pl konjugatu.
Desticku prekryjte prilozenou fdlii a inkubujte 30 minut pfi laboratorni teploté.

Odsajte obsah jamek mikrotitracni desticky a pridejte 300 pl zfedéného
promyvaciho roztoku do kazdé jamky. Tento postup se opakuje celkem trikrat.
Na zavér vyklepejte zbytky roztoku do savého materialu.

4. Davkujte do kazdé jamky 100 pl Substratu. Tentokrat se pipetuje také do jamky
pro Blank.

5. Desticku prekryjte prilozenou fdlii a inkubujte 15 minut pfi laboratorni teploté
v temnu (napft. v zasuvce).

6. Reakce Substratu se ukonci pridanim 100 ul Zastavovaciho roztoku do kazdé
jamky. Davkujte jej také do jamky pro Blank.

7. Po dukladném promichdni a setfeni dna desticky odectéte absorbancii pfi
450 nm (podle uvazeni pouzijte referencéni vinovou délku 620 nm). Vytvorené
zbarveni je stabilni nejméné 60 minut.
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9 Hodnoceni vysledku

Primérna hodnota absorbanci je pocitdna az po odecteni hodnoty Blanku.
Absorbance jednotlivych duplikatld u standardd a vzork( by se neméla lisit vice jak
10 %.

Tabulka 1 Orientacni hodnoty absorbanci standardl a kontrol pired a po odecteni
Blanku

Absorbance pfed Absorbance po Primérna hodnota

odectem Blanku  odectu Blanku Absorbance

Blank 0,015

Standard 0 IU/ml 0,030 0,036 0,015 0,021 0,018
Standard 5 IU/ml 0,070 0,054 0,055 0,039 0,047
Standard 25 IU/ml 0,162 0,148 0,147 0,133 0,140
Standard 100 IU/ml 0,646 0,604 0,631 0,589 0,610
Standard 250 IU/ml 0,974 1,014 0,959 0,999 0,979
Standard 1000 IU/ml 2,007 1,867 1,992 1,852 1,922

Poznamka

Vyse uvedena tabulka (Tabulka 1) popisuje pouze priklad, ktery byl dosazen pfri
urcité teploté a podminkach prostredi. Popsané udaje tedy nepredstavuji referencni
hodnoty, kterych je moziné dosdhnout stejnym zplsobem v jinych laboratofich.

Koncentrace protilatek ve Standardech, které jsou obsazeny v soupravé Total IgE
ELISA, jsou definovany a vyjadreny v mezinarodnich jednotkach (IU/ml). Tim je
umoznéno presné a reprodukovatelné kvantitativni vyhodnoceni. Zaroven jsou pak
mozné i nasledné kontroly daného pacienta. Hodnoty koncentraci Standard(
v téchto jednotkach jsou uvedeny na stitcich prislusnych lahvicek.

Sestrojte kalibracéni kfivku tak, Ze na osu X vynesete koncentrace Standardt v IU/ml
a na osu Y odpovidajici absorbance. Propojenim jednotlivych bod( vytvorte
kalibrac¢ni krivku. Hladinu protilatek ve vzorcich (IU/ml) stanovte odeétenim téchto
hodnot z kalibracni kfivky. Také je mozné vyuzit automatické pocitacové programy
pro vyhodnoceni.

V kazdém testovani sestavte vidy novou kalibracni kfivku.
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9.1 Interpretace vysledki

Normalni hladina celkovych IgE protilatek je zavisla na véku jedince. Hladiny
protilatek jsou popsany v tabulce (Tabulka 2).

Tabulka 2 Pfehled normalnich hladin celkovych IgE protilatek v zavislosti na véku

Vek Normalni hladina protilatek

(1U/ml)
novorozenci <1,2
1 az 6 mésicu <72
7 az 12 mésicl <12,7
laz5let <60
6az9let < 155
10az 15 let <199
Dospély jedinci (Sedd zéna) <100 (60 az 100)
10 Charakteristika soupravy
Tabulka 3 Charakteristika soupravy
Total IgE ELISA
Intra-assay 51%
Inter-assay 4,1 %
Inter-lot 1,3az5,9%
Analyticka citlivost 0,8 IU/ml
Vytéznost 87 az97 %
Linearita 9537126 %

nebyla pozorovana zkfizena reaktivita

Zkrizena reaktivita . .
s imunoglobulinem IgG

nebyly zjistény interference bilirubinu az do

Interference koncentrace 0,3 mg/ml, hemoglobinu aZ do
8,0 mg/ml a triglyceridi aZz do 5,0 mg/ml

Klinicka specificita 100 %

Klinicka senzitivita 100 %
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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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