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EIA Histamine
IM2562

ENZYME IMMUNOASSAY FOR THE IN VITRO
DETERMINATION OF HISTAMINE IN BIOLOGICAL
SAMPLES

For in vitro diagnostic use.

PRINCIPLE

The enzyme immunoassay of histamine is a competition assay. Histamine Substrate buffer
of the samples, controls or calibrators is chemically modified into acylated

histamine during a first step. Acylated histamine is incubated in monoclonal

antibody coated wells in presence of alkaline phosphatase acylated

histamine conjugate. After incubation, the wells are rinsed in order to remove

non-bound components. The bound enzymatic activity is then measured

after the addition of a chromogenic substrate.

WARNING AND PRECAUTIONS
General remarks:
. Do not mix the reagents from kits of different lots.

*  The vials with calibrators and controls should be opened as shortly as
possible to avoid excessive evaporation.

» A standard curve must be established with each assay.
. It is recommended to perform the assay in duplicate.
«  Bring all reagents to room temperature before pipeting.

»  Contact of substrate tablet with skin may adversely affect the product.
Handle tablets with forceps.

*  Gloves must be worn to avoid contamination by extraneous histamine,
e. g. from perspiration.

. Histamine adsorbs on glass, use only plastic pipets, tubes etc.
Sodium azide

Some reagents contain sodium azide as a preservative. Sodium azide can
react with lead, copper or brass to form explosive metal azides. Sodium azide
disposal must be in accordance with appropriate local regulations.

Materials of human origin Conjugate diluent

All blood samples should be handled as if capable of transmitting hepatitis or
AIDS and waste should be discarded according to the country rules.

GHS HAZARD CLASSIFICATION

Wash Solution (20x) DANGER

&

H360 May damage fertility or the
unborn child.
P201 Obtain special instructions
before use. )
P280 Wear protective gloves, Conjugate
protective clothing and
eye/face protection.
P308+P313 IF exposed or concerned:
Get medical advice/attention.
Boric Acid 0.1 - 0.3%
Sodium Borate Decahydrate
0.1-0.3%
Stop Solution (NaOH) DANGER
H314 Causes severe skin burns
and eye damage.
P280 Wear protective gloves, DMSO

protective clothing and
eye/face protection.

P301+P330+P331 IF SWALLOWED: rinse
mouth. Do NOT induce
vomiting.
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P303+P361+P353 IF ON SKIN (or hair): Rinse
skin with water.

P305+P351+P338 IF IN EYES: Rinse cautiously
with water for several
minutes. Remove contact
lenses, if present and easy
to do. Continue rinsing.

P310 Immediately call a
POISON CENTER or
doctor/physician.
Sodium Hydroxide 3 - 6%
DANGER
H316 Causes mild skin irritation.
H318 Causes serious eye damage.
H373 May cause damage to

organs through prolonged or
repeated exposure.

P280 Wear protective gloves,
protective clothing and
eye/face protection.

P305+P351+P338 IF IN EYES: Rinse cautiously
with water for several
minutes. Remove contact
lenses, if present and easy
to do. Continue rinsing.

P310 Immediately call a
POISON CENTER or
doctor/physician.

P314 Get medical advice/attention
if you feel unwell.

P332+P313 If skin irritation occurs: Get

medical advice/attention.
Diethanolamine 7 - 10%

DANGER

H360 May damage fertility or the
unborn child.

P201 Obtain special instructions
before use.

P280 Wear protective gloves,

protective clothing and
eye/face protection.

P308+P313 IF exposed or concerned:
Get medical advice/attention.
Boric Acid 0.1 - 0.5%

DANGER

H360 May damage fertility or the
unborn child.

P201 Obtain special instructions
before use.

P280 Wear protective gloves,

protective clothing and
eye/face protection.

P308+P313 IF exposed or concerned:
Get medical advice/attention.
Boric Acid 0.5 - 1%

WARNING
H227 Combustible Liquid
H315 Causes skin irritation.



H319 Causes serious eye irritation.

H335 May cause respiratory
irritation.

P261 Avoid breathing vapours.

P280 Wear protective gloves,
protective clothing and
eye/face protection.

P304+P340 IF INHALED: Remove
person to fresh air and
keep at rest in a position
comfortable for breathing.

P312 Call a POISON CENTER or
doctor/physician if you feel
unwell.

P337+P313 If eye irritation persists: Get
medical advice/attention.

P403+P233 Store in a well-ventilated
place. Keep container tightly
closed.

Dimethyl Sulfoxide > 95%
Acylation Buffer DANGER

H360 May damage fertility or the
unborn child.

P201 Obtain special instructions
before use.

P280 Wear protective gloves,
protective clothing and
eye/face protection.

P308+P313 IF exposed or concerned:

Get medical advice/attention.
Boric Acid 1 - 5%

Safety Data Sheet is available at beckmancoulter.com/techdocs
SPECIMEN COLLECTION, PROCESSING,
STORAGE AND DILUTION

Plasma

» collect blood into a chilled tube containing EDTA only and chill
immediately on ice

«  centrifuge 10 minutes at 900 g at 4°C within 20 minutes of sample
collection

«  aspirate the upper 2/3 of plasma
+  plasma may be diluted in PBS
Urine

*  Collect urine specimen in plastic container. Either freeze sample or
add bacteriostatic agent.

» dilute samples 1:25 in PBS
Histamine release in whole blood
Do not vortex cell suspension.

Blood sampling: collect 1-2 mL of blood into heparine tubes only, do not use
EDTA. Keep samples at 18-25°C for a maximum of 24 hours if the assay
cannot be done immediately.

Total histamine after cell lysis: Add 50 pL of undiluted blood to 950 pL of
distilled water (dilution 1:20). Freeze and thaw twice.

Cell challenge:

« challenge with histamine release agent: dilute whole blood 1:7 in
histamine release buffer (e. g. 500 pL of whole blood + 3 mL of buffer),
add 50 pL of the different dilutions of releasing agent to the wells of a
plate, then add 100 pL of the 1:7 dilution of whole blood. Incubate plate
covered with lid, for 30 minutes at 37°C (all volumes may be doubled
if cells are challenged in tubes).

* spontaneous histamine release: add 50 pL of histamine release
buffer to wells of a plate, then add 100 pL of the 1:7 dilution of whole
blood. Incubate plate covered with lid, for 30 minutes at 37°C.
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* recovery of released histamine: centrifuge 5 minutes at 900 g at 4°C
and keep the plate on crushed ice after centrifugation, carefully collect
100 pL of supernatant fluid without disturbing cell pellet.

Liquid samples
Collect samples in plastic tubes.
Solid samples

Extract histamine with 10 uL per mg of tissue of 0.2N HCIO,, homogenize
by sonication or crush and centrifuge at 10 000 g for 5 minutes at < 4°C.
Collect supernatant and clarify by filtration if necessary. Neutralize (pH 6-8)
supernatant fluid by addition of an equal volume of 1M of potassium borate.
Centrifuge at 10 000 g, 1 minute at <4°C. Collect supernatant fluid in plastic
tubes.

Sample storage

Except for cell challenge whole blood, store all type of sample at <-18°C in
plastic tubes if the assay cannot be done immediately.

MATERIALS PROVIDED

Before opening, all reagents of the kit are stable until the expiry date indicated
on the kit labels, if stored at 2-8°C.

Expiry dates printed on vial labels apply to the long-term storage of
components by the manufacturer only, prior to assembly of the kit. Do not
take into account.

Anti-histamine antibody-coated plate: 12 x 8 wells (ready-to-use)
Unused strips have to be stored at 2-8°C in the self-lock bag provided.
Histamine-alkaline phosphatase conjugate: two vials (lyophilised)

The vial contains histamine-alkaline phosphatase conjugate lyophilized in
presence of bovine serum albumine. Reconstitute the conjugate with the
volume of conjugate diluent stated on the vial label and pour the content
of both vials with reconstituted conjugate into Vial for conjugate. After
reconstitution the conjugate is stable one week at 2-8°C or at < -18°C until
the expiration date of the kit.

Diluent: one 25 mL vial (ready to use)

The diluent is used to reconstitute the conjugate. The diluent is stable at
2-8°C until expiration date of the kit.

Calibrators: six 1 mL vials (ready-to-use)

The vials contain from 0 to approximately 100 nM of non-acylated histamine,
in buffer with bovine serum albumine and sodium azide (<0.1%). After
opening, store the vial one week at 2-8°C or at < -18°C until the expiration
date of the kit. Calibrators are verified to an internal reference standard.

Control sample: one 1 mL vial (ready-to-use)

The vial contains non-acylated histamine, in buffer with bovine serum
albumine and sodium azide (<0.1%). The expected values are in the
concentration range indicated on the vial label. After opening, store the vial
one week at 2-8°C or at < -18°C until the expiration date of the kit.

Acylation reagent: one vial (powder)

The content of the vial must be dissolved just before use in the volume of
DMSO stated on the label. The dissolved reagent is stable at < -18°C until
the expiration date of the kit. Avoid repeated freezing and thawing.

Acylation buffer: one 5 mL vial (ready-to-use)
After opening, store the vial at 2-8°C until the expiration date of the kit.
Histamine release buffer: one vial (lyophilized)

The buffer contains bovine serum albumine. Reconstitute with 25 mL of
distilled water. After opening, store the vial at < -18°C until the expiration
date of the kit.

DMSO: one 3 mL vial (ready-to-use)
Let the solvent equilibrate at 18-25°C until completely melted.
Wash solution (20x): one 50 mL vial

Concentrated solution has to be diluted before use. Stability after dilution:
one month at 2-8°C or at < -18°C until the expiration date of the kit.

Substrate buffer: one 30 mL vial (ready-to-use)
The substrate buffer is a diethanolamine-HCI solution.
Substrate: two tablets

The substrate paranitrophenyl phosphate working solution is prepared at
least 30 minutes before use, by dissolving one tablet in 15 mL of substrate
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buffer. The solution is stable 24 hours at 2-8°C or stored at < -18°C until the
expiration date of the kit.

Stop solution: one 6 mL vial (ready-to-use)

This solution is a 1N NaOH solution. The solution is stable at 2-8°C until the
expiration date of the kit.

Vial for conjugate: one vial
Empty vial for fusion of reconstituted conjugates.

MATERIALS REQUIRED, BUT NOT PROVIDED

In addition to standard laboratory equipment, the following items are required:
For the immunoassay:
*  plastic tubes (3 or 5 mL)
*  precision micropipets (20-200, 200-1,000 pL)
*  repeating micropipets (25, 200 pL)
«  "vortex" type mixer
*  microtiter plate shaker
*  microtiter plate washer (optional)
*  microtiter plate reader (405-414 nm)
For histamine release:
»  spherical or conical wells microtiter plates (or plastic tubes)
»  37°C water bath
»  refrigerated centrifuge for plates (or tubes)
For solid sample processing:
»  Perchloric acid (HCIO,).
. Potassium borate (K;B,07).

PROCEDURE
Preparation of reagents
. Let the reagents come to room temperature.
. Reconstitute the histamine release buffer with 25 mL of distilled water.

« Dissolve just before use acylation reagent with the volume of DMSO
stated on the label. If several vials are needed, pool after dissolution.

*  Reconstitute the conjugates with the volume of diluent stated on the
vial labels. Wait 20 minutes before mixing. Then pour the content of
both vials with reconstituted conjugate into Vial for conjugate.

. Pour the content of the wash solution concentrated vial into 950 mL of
distilled water and homogenize.

*  Prepare the substrate in dissolving one tablet in 15 mL of substrate
buffer at least 30 minutes before use.

Preparation of samples: acylation

The assay procedure includes an acylation step for samples, calibrators or
controls. The acylated samples are quite stable and may be stored 3 days at
2-8°C.

Procedure
Acylation step | Inmunological | Enzymatic step Reading
step
To clean plastic To antibody Wash 3 times | Add 50 uL of stop
tubes, add 25pL | coated wells add| with 350 pL of solution.
of acylation |50 uL of acylated| diluted wash
buffer, 100 uyL | sample, control solution.**
of calibrator, or calibrator Add 200 pL
control or and 200 pL of substrate.
sample, 25 pL of | of conjugate. Incubate 30
acylation solution | Incubate 2 hours minutes at
and vortex at 2-8°C with 18-25°C with
immediately. shaking (350 shaking (350
rpm).* rpm)* in the dark.

Read absorbance
at 405-414 nm.

* Alternatively incubate 18 hours without shaking at 2-8°C. Then, enzymatic

step needs to be reduced to 20 minutes.
** Plate washing: This step is essential to obtain the expected kit
performance. After washing, wells must not dry prior to the addition of the

next reagent.
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Using a microtiter plate washer

Select a three cycle plate washing program that meets the following cycle
criteria:

. Fluid in wells must be completely aspirated
*  Wells must be filled to the rim with the wash solution

*  Wash solution must be injected rapidly (typically one second to fill one
well)

»  After the three cycles, wash solution must be completely aspirated
Manual procedure
Repeat at least three cycles as follows:

*  Turn plate upside-down and shake vigorously over the sink

. Fill wells with wash solution, the solution may run over the rim of the
wells

*  Turn plate upside-down and shake vigorously over the sink, and firmly
tap the inverted microtiter plate onto a clean absorbent paper

RESULTS

Results are obtained from the standard curve by interpolation. The curve
serves for the determination of histamine concentration in samples measured
at the same time as the calibrators.

Standard curve

The results in the quality control department were calculated using spline
curve fit with B/T or B/B, on the logit vertical axis and analyte concentration
of the calibrators on the log horizontal axis (nM).

Other data reduction methods may give slightly different results.

Calibrators Histamine (nM) [ Absorbance B/B, (%)
0 0 1.523 100
1 0.90 1.428 93.2
2 2.60 1.269 81.8
3 8.20 0.969 60.1
4 24.0 0.623 35.2
5 83.0 0.328 13.9

(Example of standard curve, do not use for calculation.)
Samples

. Plasma concentrations correspond to values read off the standard
curve.

*  Values obtained for released histamine must be multiplied by 10.5.
*  Values obtained for total histamine must be multiplied by 20.
»  Other samples results must be corrected for the proper dilution factor.

EXPECTED VALUES

We recommend each laboratory to establish its own reference values. The
following values obtained from healthy subjects are indicative only.

*+ Plasma: <10 nM (1 ng/mL)

*  Whole blood: 200-2,000 nM (20-200 ng/mL)

»  Positive cell challenge: >10% of total histamine

*  Spontaneous histamine release: < 5% of total histamine
*  Urine: 10-35 pg/g of creatinin

QUALITY CONTROL

Good laboratory practices imply that control samples be used regularly to
ensure the quality of the results obtained. These samples must be processed
exactly the same way as the assay samples, and it is recommended to
analyze their results using appropriate statistical methods.

In case of packaging deterioration or if data obtained show some performance
alteration, please contact your local distributor or use the following e-mail
address: imunochem@beckman.com

PERFORMANCE CHARACTERISTICS
(For more details, see the data sheet “APPENDIX”)

Representative data are provided for illustration only. Performance obtained
in individual laboratories may vary.
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Sensitivity

Analytical sensitivity: 0.52 nM
Specificity

The immunoassay is specific of histamine.
Precision

Intra-assay

EDTA plasma samples were assayed 25 times in the same series. The

coefficients of variation were found below or equal to 11.0%.
Inter-assay

EDTA plasma samples were assayed in duplicate in 10 different series.
Coefficients of variation were found below or equal to 13.6%.

Accuracy
Dilution test

High-concentration EDTA plasma samples were serially diluted with the zero
calibrator. The recovery percentages obtained were between 95.1% and
119%.

Recovery test

Low-concentration EDTA plasma samples were spiked with know quantities
of histamine. The recovery percentages obtained were between 92.2% and
119%.
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Measurement range (from analytical sensitivity to highest calibrator):
0.52 to approximately 100 nM.

LIMITATIONS

The non-respect of the instructions in this package insert may affect results
significantly. Results should be interpreted in the light of the total clinical
presentation of the patient, including clinical history, data from additional tests
and other appropriate information.

Interference
Do not use hemolyzed, lipemic or icteric samples.

Pregnant women blood contains high levels of diamine oxydase and cannot
be used.

Material containing amine other than histamine at a concentration in excess
of 10 mM interferes with the acylation of histamine.

Phenol inhibits histamine release.
Histamine may be a component of allergen such as hymenopteran venom.
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EIA Histamine
IM2562

ENZYMO IMMUNO ESSAI POUR LE DOSAGE IN
VITRO DE L'HISTAMINE DANS LES ECHANTILLONS
BIOLOGIQUES

Pour un usage diagnostique in vitro.

PRINCIPE

Le dosage immunoenzymatique de [I'histamine est un dosage par
compétition. L'histamine des échantillons, contréles ou calibrateurs est
initialement chimiquement modifiée en histamine acylée. L'histamine acylée
est ensuite incubée dans des puits recouverts d'anticorps monoclonal,
en présence d'histamine acylée conjuguée a de la phosphatase alcaline.
Apres incubation, les puits sont lavés pour éliminer les composants non
liés. L'activité enzymatique liée est mesurée par addition d'un substrat
chromogene. Les valeurs inconnues sont déterminées par interpolation a
I'aide de la courbe standard.

AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS
Précautions générales
* Ne pas mélanger des réactifs de lots différents.

» Les flacons de calibrateurs et de contrdles doivent étre ouverts des
temps aussi courts que possible afin d’éviter une évaporation trop

importante.

+  Effectuer simultanément la courbe standard et le dosage des
échantillons.

* |l est recommandé de réaliser les dosages en double.

. Equilibrer les réactifs a la température du laboratoire avant utilisation.

. Manipuler le substrat avec des pinces, le contact avec la peau peut
altérer ce réactif.

. Le port de gants est recommandé pour éviter une contamination par
de I'histamine exogéne produite par transpiration.

. L'histamine s'adsorbe sur le verre, utiliser exclusivement du matériel
en plastique : pipettes, tubes etc.

L’azoture de sodium

Certains réactifs contiennent de l'azoture de sodium comme agent de
conservation. L'azoture de sodium peut réagir avec le plomb, le cuivre
ou le laiton pour former des azides métalliques explosifs. L'élimination de
I'azoture de sodium doit se faire conformément aux réglementations locales
en vigueur.

Les produits d’origine humaine

Tous les échantillons de sang doivent étre manipulés comme étant
susceptibles de contenir les virus de I'hépatite ou du SIDA et les déchets
doivent éliminés selon les réglementations nationales en vigueur.

CLASSIFICATION DES RISQUES SGH

Wash Solution (20x) DANGER

H360 Peut nuire a la fertilité ou au
foetus.

P201 Se procurer les instructions
avant utilisation.

P280 Porter des gants de
protection, des vétements de
protection et un équipement
de protection des yeux/du
visage.

P308+P313 EN CAS d’exposition

prouvée ou suspectée :
demander un avis
médical/consulter un
médecin.

Acide borique 0,1 - 0,3 %
Borate de sodium
décahydraté 0,1 - 0,3

%
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Stop Solution (NaOH)

Substrate buffer

Conjugate diluent
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DANGER

H314

P280

P301+P330+P331

P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

DANGER
H316
H318

H373

P280

P305+P351+P338

P310

P314

P332+P313

DANGER

Provoque de graves brdlures
de la peau et de graves
Iésions des yeux.

Porter des gants de
protection, des vétements de
protection et un équipement
de protection des yeux/du
visage.

EN CAS D’INGESTION :
rincer la bouche. Ne PAS
faire vomir.

EN CAS DE CONTACT
AVEC LA PEAU (ou les
cheveux) : rincer la peau a
I'eau.

EN CAS DE CONTACT
AVEC LES YEUX : rincer
avec précaution a l'eau
pendant plusieurs minutes.
Enlever les lentilles de
contact si la victime en
porte et si elles peuvent
étre facilement enlevées.
Continuer a rincer.

EN CAS d’exposition :
appeler un CENTRE
ANTIPOISON ou un
médecin.

Hydroxyde de sodium 3 - 6
%

Provoque une légére
irritation cutanée.

Provoque de graves lésions
des yeux.

Risque d’effets graves
pour les organes a la suite
d’expositions répétées ou
d’une exposition prolongée.
Porter des gants de
protection, des vétements de
protection et un équipement
de protection des yeux/du
visage.

EN CAS DE CONTACT
AVEC LES YEUX : rincer
avec précaution a I'eau
pendant plusieurs minutes.
Enlever les lentilles de
contact si la victime en
porte et si elles peuvent
étre facilement enlevées.
Continuer a rincer.

EN CAS d’exposition :
appeler un CENTRE
ANTIPOISON ou un
médecin.

Demander un avis
médical/Consulter un
médecin en cas de malaise.
En cas d'irritation cutanée :
demander un avis
médical/consulter un
médecin.

Diéthanolamine 7 - 10 %



Conjugate

DMSO

Acylation Buffer
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&

H360
P201

P280

P308+P313

DANGER

&

H360
P201

P280

P308+P313

ATTENTION

D

H227
H315

H319
H335
P261

P280

P304+P340

P312

P337+P313
P403+P233

DANGER

Peut nuire a la fertilité ou au
foetus.

Se procurer les instructions
avant utilisation.

Porter des gants de
protection, des vétements de
protection et un équipement
de protection des yeux/du
visage.

EN CAS d’exposition
prouvée ou suspectée :
demander un avis
médical/consulter un
médecin.

Acide borique 0,1 -0,5 %

Peut nuire a la fertilité ou au
foetus.

Se procurer les instructions
avant utilisation.

Porter des gants de
protection, des vétements de
protection et un équipement
de protection des yeux/du
visage.

EN CAS d’exposition
prouvée ou suspectée :
demander un avis
médical/consulter un
médecin.

Acide borique 0,5 -1 %

Liquide combustible
Provoque une irritation
cutanée.

Provoque une sévere
irritation des yeux.
Peut irriter les voies
respiratoires.

Eviter de respirer les
vapeurs.

Porter des gants de
protection, des vétements de
protection et un équipement
de protection des yeux/du
visage.

EN CAS D’INHALATION :
transporter la personne a
I'extérieur et la maintenir au
repos dans une position ou
elle peut confortablement
respirer.

Appeler un CENTRE
ANTIPOISON ou un médecin
en cas de malaise.

Si lirritation des yeux
persiste : demander un
avis médical/consulter un
médecin.

Stocker dans un endroit bien
ventilé. Maintenir le récipient
fermé de maniére étanche.
Diméthyle sulfoxyde > 95 %

H360 Peut nuire a la fertilité ou au
foetus.

P201 Se procurer les instructions
avant utilisation.

P280 Porter des gants de

protection, des vétements de
protection et un équipement
de protection des yeux/du
visage.

EN CAS d’exposition
prouvée ou suspectée :
demander un avis
médical/consulter un
médecin.

Acide borique 1-5 %

P308+P313

La fiche technique santé-sécurité est disponible a I'adresse
beckmancoulter.com/techdocs

PRELEVEMENT, PREPARATION,
CONSERVATION ET DILUTION DES
ECHANTILLONS

Plasma

» recueillir le sang dans des tubes contenant de 'EDTA exclusivement
et refroidir immédiatement dans la glace.

*  séparer le plasma des cellules par centrifugation 10 minutes a 900 g,
a 4 °C dans les 20 minutes qui suivent le prélevement

. prélever les 2/3 supérieurs du plasma
* les échantillons plasmatiques peuvent étre dilués en PBS
Urine

. Recueillir l'urine dans un flacon en plastique sur un agent
bactériostatique, ou congeler I'échantillon.

+  diluer l'urine au 1/25 en PBS
Histamino-libération dans le sang total
Ne jamais vortexer les suspensions cellulaires.

Prélevement sanguin : recueillr 1 & 2 mL de sang total sur héparine
exclusivement. Ne pas utiliser d'EDTA. Si I'histamino-libération ne peut étre
faite immédiatement, conserver le tube a 18-25 °C pendant 24 heures au
maximum.

Histamine totale, lyse cellulaire : prélever 50 pL de sang total et diluer au
1/20 par 950 pL d'eau distillée. Congeler et décongeler 2 fois le tube.

Stimulation cellulaire :

* agent histamino-libérateur : préparer une série de tubes ou puits
contenant 50 pL de I'agent histamino libérateur a tester a différentes
concentrations et ajouter a chaque tube ou puits 100 pL de sang total
dilué au 1/7 en tampon d'histamino-libération (ex. 500 pL de sang total
+ 3 mL de tampon). Incuber les tubes ou la plaque avec un couvercle
30 minutes a 37 °C.

* histamino-libération spontanée : distribuer 100 pL de sang dilué au
1/7 en tampon d'histamino-libération dans un tube ou puits contenant
50uL de tampon d'histamino-libération. Incuber le tube ou la plaque
avec un couvercle 30 minutes a 37 °C. Les volumes peuvent étre
doublés si les stimulations cellulaires sont réalisées en tube.

* Récupération de I'histamine libérée : centrifuger a <4 °C pendant 5
minutes a 900 g, puis placer la plaque sur de la glace pilée. Prélever
100 uL de surnageant en prenant soin de ne pas pipeter le culot de
cellules.

Autres échantillons liquides
Recueillir les échantillons dans des tubes en plastique.
Echantillons solides

Extraire I'histamine a raison de 10 L de HCIO, 0,2N par milligramme de tissu,
broyer ou soniquer puis centrifuger a 10 000 g pendant 5 minutes a <4 °C.
Recueillir le surnageant et filtrer si nécessaire, puis neutraliser a pH 6-8 en

7 of 46



ajoutant le méme volume de borate de potassium 1 M. Centrifuger a 10000
g, 1 minute a <4 °C, recueillir le surnageant dans un tube plastique.

Conservation des échantillons

Conserver tout type d'échantillon a I'exception des stimulations cellulaires,
dans des tubes en plastique a < -18 °C si le dosage n'est pas réalisé
immédiatement.

MATERIEL FOURNI

Tous les réactifs de la trousse conservés non ouverts a 2-8 °C sont stables
jusqu'a la date de péremption mentionnée sur I'étiquette de la trousse.

Dates d'expiration imprimées sur les étiquettes des flacons, concernent
uniquement le stockage a long terme des réactifs par le fabricant, avant
I'assemblage de la trousse. Ne pas en tenir compte.

Plaque de microtitration : 12 x 8 puits revétus d'anticorps anti-histamine
(préts a I'emploi)

Conserver a 2-8 °C les puits non utilisés dans le sachet a glissiére fourni.
Conjugué histamine-phosphatase alcaline : 2 flacons (lyophilisé)

Le flacon contient un conjugué lyophilisé de phosphatase histamine-alcaline
en présence d’albumine sérique d’origine bovine. Reconstituer le conjugué
a l'aide du volume de diluant conjugué indiqué sur I'étiquette du flacon et
verser le contenu des deux flacons de conjugué reconstitué dans le flacon de
conjugué. Apres reconstitution, le conjugué est stable pendant une semaine
a2-8 °C ou a < -18 °C jusqu’a la date d’expiration du kit.

Diluant : un flacon de 25 mL (prét a I'emploi)

Le diluant est utilisé pour reconstituer le conjugué. Aprés ouverture,
conserver le flacon a 2-8 °C jusqu'a la date d'expiration de la trousse.

Calibrateurs : 6 flacons de 1 mL (préts a I'emploi)

Les flacons de calibrateur contiennent entre 0 a environ100 nM d'histamine
non-acylée, en solution en présence d’albumine sérique bovine et d'azide de
sodium (<0,1 %). Aprés ouverture, conserver les flacons une semaine a 2-8
°C ou aliquotés a < -18 °C jusqu'a la date d'expiration de la trousse. Les
calibrateurs sont validés sur un standard interne de référence.

Sérum de contréle : 1 flacon de 1 mL (prét a 'emploi)

Le flacon de contréle contient de I'histamine non-acylée, en solution en
présence d’albumine sérique bovine et d'azide de sodium (<0,1 %). Les
valeurs attendues sont indiquées sur I'étiquette du flacon. Aprés ouverture,
conserver le flacon une semaine a 2-8 °C ou aliquoté a < -18 °C jusqu'a la
date d'expiration de la trousse.

Réactif d’acylation : un flacon (poudre)

Le contenu du flacon doit étre dissout juste avant utilisation du volume
de DMSO indiqué sur I'etiquette. Le reactif dissout est stable a < -18 °C
jusqu'a la date de péremption figurant sur le kit. Eviter les cycles de
congélation/décongélation répétés.

Tampon d'acylation : 1 flacon de 5 mL (prét a I'emploi)

Aprés ouverture, conserver les flacons a 2-8 °C jusqu'a la date d'expiration
de la trousse.

Tampon d'histamino-libération : 1 flacon (lyophilisé)

Le tampon contient de la sérum albumine bovine. Reconstituter le contenu
du flacon par 25 mL d'eau distillée. Aprés ouverture, conserver les flacons a
2-8 °C jusqu'a la date d'expiration de la trousse.

DMSO : 1 flacon de 3 mL (prét a I'emploi)
Laisser le DMSO s'équilibrer a 18-25 °C jusqu'a fusion compléte.
Solution de lavage (20x) : un flacon de 50 mL

Diluer 50 mL de la solution de lavage concentrée (20 X) avec 950 mL d'eau
distillée. La dilution est stable un mois a 2-8 °C ou a < -18 °C jusqu'a la date
d'expiration de la trousse.

Tampon substrat : 1 flacon de 30 mL (prét a I'emploi)
Ce tampon contient de la diethanolamine.
Substrat : 2 tablettes

La solution de substrat (para-nitro phényl phosphate) se prépare au moins 30
minutes avant utilisation en dissolvant une tablette dans 15 mL de tampon. La
solution est stable 24 heures a 2-8 °C ou a <-18 °C jusqu'a la date d'expiration
de la trousse.

Solution d'arrét : 1 flacon de 6 mL (préte a I'emploi)

Ce tampon contient de la soude 1N. Aprés ouverture, conserver le flacon a
2-8 °C jusqu'a la date d'expiration de la trousse.

Flacon de conjugué : un flacon
Vider le flacon destiné a la fusion des conjugués reconstitués.

MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNI

En plus de I'équipement de laboratoire usuel, il est nécessaire d'utiliser le
matériel suivant :

Pour I'immunoessai :
«  tubes plastique (3 ou 5 mL)
*  micropipettes de précision (20-200, 200-1 000 pL)
*  micropipettes a répétition (25, 200 L)
*  agitateur de type "vortex"
«  agitateur de microplaque
*  laveur de microplaque (optionnel)
* lecteur de microplaque (405-414 nm)
Pour I'histamino-libération:

. plaques de microtitration a puits a fond rond ou conique (ou tubes en
plastique)

+  étuve a 37 °C ou bain marie

«  centrifugeuse réfrigératée pour plaques (ou tubes)
Pour les dosages d'échantillons solides:

»  Acide perchlorique (HCIO,).

. Borate de potassium (K,B,O7).

PROCEDURE

Préparation des réactifs
. Equilibrer les réactifs a température ambiante.
* Reconstituer le tampon d'histamino-libération avec 25 mL d'eau
distillée.

+ Dissoudre juste avant utilisation du réactif d’acylation dans le
volume de DMSO indiqué sur I'étiquette. Si plusieurs flacons sont
nécessaires, grouper aprés dissolution.

* Reconstituer les conjugués a I'aide du volume de diluant indiqué sur
les étiquettes des flacons. Attendre 20 minutes avant de mélanger.
Puis verser le contenu des deux flacons de conjugué reconstitué dans
le flacon de conjugué.

«  Diluer le contenu du flacon de solution de lavage concentrée dans
950mL d'eau distillée et homogénéiser.

. Dissoudre une tablette de substrat dans 15 mL de tampon substrat au
minimum 30 minutes avant utilisation.

Préparation des échantillons : acylation

Le protocole du dosage comprend une étape d'acylation des échantillons,
calibrateurs et controles. L'histamine acylée est trés stable et les échantillons
acylés peuvent étre conservés 3 jours a 2-8 °C.

Procédure

Acylation Etape Lecture

immunologique

Etape
enzymatique

Laver trois fois
avec 350 pL
la solution de

Dans un tube
propre, ajouter
25 uL de tampon

Déposer dans
les puits 50 pL
de calibrateur,

Ajouter 50 pL de
solution d'arrét.

immédiatement.

rpm).

d'acylation 100 contréle ou lavage diluée.**

uL de calibrateur,| d'échantillon Ajouter 200 pL
contréle ou |acylé puis 200puL| de substrat.

échantillon 25uL | de conjugué. Incuber 30
de solution Incuber 2 heures | minutes a 18-25
d'acylation a 2-8 °C avec |[°C sous agitation
et vortexer agitation* (350 (350 rpm)* a

I'obscurité.

Lire I'absorbance
a 405-414 nm.

* Laisser incuber 18 heures sans secouer a 2—8 °C. La phase enzymatique
doit ensuite étre réduite a 20 minutes.
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** lavage des plaques : cette étape est essentielle pour obtenir les
performances attendues. Aprés le lavage, les puits ne doivent pas sécher
avant l'ajout du réactif suivant.

Avec un laveur automatique
Sélectionner un cycle de trois lavages qui réponde aux critéres suivants:
*  Le liquide doit étre completement aspiré dans les puits.
. Les puits doivent étre remplis jusqu'au bord avec la solution de lavage.

* La solution de lavage doit étre injectée rapidement (par exemple 1
seconde par puits)

+ alafin des 3 cycles, la solution de lavage doit étre completement
aspirée.

Lavage manuel
Répéter au moins 3 fois le cycle suivant :
* Renverser vigoureusement la plaque au-dessus de I'évier

*  Remplir les puits jusqu'au bord avec la solution de lavage (les puits
peuvent déborder)

* Renverser vigoureusement la plaque au-dessus de l'évier et la
derniére fois, tapoter fermement la plaque renversée sur du papier
absorbant.

RESULTATS

Les résultats sont déduits de la courbe standard par interpolation. La courbe
sert a déterminer les taux d'histamine des échantillons dosés en méme temps
que les calibrateurs.

Courbe standard

Les résultats obtenus par le service chargé du contréle de la qualité ont été
calculés en utilisant un ajustement de courbe spline avec B/T ou B/B, sur 'axe
vertical logit et la concentration en substance a analyser des calibrateurs sur
I'axe horizontal logarithmique (nM).

L'utilisation d’'un autre mode de calcul peut conduire a des résultats
Iégérement différents.

Calibrateurs Histamine (nM) | Absorbance B/B, (%)
0 0 1,523 100
1 0,90 1,428 93,2
2 2,60 1,269 81,8
3 8,20 0,969 60,1
4 24,0 0,623 35,2
5 83,0 0,328 13,9

(Exemple de courbe standard, ne pas utiliser pour les calculs).
Echantillons
»  Concentrations plasmatiques : lecture directe sur la courbe.
*  Histamino libération, corriger d'un facteur de dilution 10,5.
*  Histamine totale, corriger d'un facteur de dilution 20.
*  Autres échantillons, corriger du facteur de dilution utilisé.

VALEURS ATTENDUES

Il est conseillé a chaque laboratoire d'établir ses propres valeurs de
références. Les valeurs suivantes, déterminées chez des sujets présumés
sains, sont données a titre indicatif.

*+  Plasma: <10 nM (1 ng/mL)

»  Sang total : 200-2 000 nM (20-200 ng/mL)
. Histamino-libération positive : > 10 % I'histamine totale correspondant
<5 %

*  Histamino-libération spontannée : de l'histamine totale

correspondant
*  Urine : 10-35 pg/g de créatinine

PI-IM2562-PRINT-05

CONTROLE DE QUALITE

Les bonnes pratiques de laboratoire impliquent que des échantillons de
contr6le soient utilisés dans chaque série de dosage pour s’assurer de
la qualité des résultats obtenus. Ces échantillons devront étre traités de
la méme fagon que les prélévements a doser et il est recommandé d’en
analyser les résultats a I'aide de méthodes statistiques appropriées.

En cas de détérioration de I'emballage ou si les résultats obtenus montrent
une perte de performance du produit, veuillez contacter notre service Support
Technique. E-mail : imunochem@beckman.com

PERFORMANCES DU DOSAGE
(Voir Ia feuille “APPENDIX” pour plus de détails)

Les données représentatives ne sont fournies qu'a titre d'illustration.
performances obtenues dans les laboratoires individuels peuvent varier.

Les

Sensibilité

Sensibilité analytique : 0,52 nM
Spécificité

Le dosage est spécifique de I'histamine.
Précision

Intra-essai

Des échantillons plasma EDTA ont été dosés 25 fois dans une méme série.
Les coefficients de variation obtenus sont inférieurs ou égaux a 11,0 %.

Inter-essais

Des échantillons plasma EDTA ont été dosés dans 10 séries différentes en
doublet. Les coefficients de variation obtenus sont inférieurs ou égaux a 13,6
%.

Exactitude
Epreuve de dilutions

Des échantillons plasma EDTA de concentration élevée ont été dilués
dans le calibrateur zéro de la trousse. Les pourcentages de recouvrement
s’échelonnent entre 95,1 et 119 %.

Epreuve de surcharge

Des quantités connues d'histamine ont été ajoutées a des échantillons
plasma EDTA de faible concentration. Les pourcentages de recouvrement
s’échelonnent entre 92,2 % et 119 %.

Plage de mesure (de la sensibilité analytique au calibrateur le plus élevé) :
0,52 a approximativement 100 nM.

LIMITES

Le non-respect des recommandations indiquées dans cette notice peut avoir
un impact significatif sur les résultats. Les résultats doivent étre interprétés a
la lumiére du dossier clinique complet du patient, incluant I'historique clinique
et les données des tests additionnels et toute autre information appropriée.

Interférences
Ne pas utiliser de spécimens hémolysés, icteriques ou lipémiques.

Le sang des femmes enceintes contient d'importantes quantités de diamine
oxydase et ne doit pas étre dosé.

Des échantillons contenant des amines autres que ['histamine a une
concentration supérieure a 10 mM interféerent avec I'acylation de I'histamine.

Le phénol inhibe la libération d’histamines.

L'histamine peut étre un composant de certains allergénes comme le venin
d'hyménoptére.
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EIA Histamine
IM2562

IMMUNOENZYMOMETRISCHER ASSAY FUR DIE
QUANTITATIVE IN VITRO BESTIMMUNG VON HISTAMIN
IN BIOLOGISCHEN PROBEN

In-vitro-Diagnostikum.

PRINZIP

Der Enzymimmunoassay fir die Histaminbestimmung ist ein kompetitiver
Assay. Im ersten Schritt wird Histamin von Proben, Kontrollen oder
Kalibrators mittels einer chemischen Reaktion in azyliertes Histamin
umgewandelt. Im zweiten Schritt wird das azylierte Histamin zusammen
mit einem Histamin-Alkalische Phosphatase-Konjugat in mit monoklonalen
Antikérpern beschichteten Kavitaten inkubiert. Nach der Inkubation werden
die Kavitdten gewaschen um ungebundene Komponenten zu entfernen.
Die gebundene enzymatische Aktivitat wird dann durch die Zugabe eines
chromogenen Substrats gemessen.

WARNUNGEN UND VORSICHTSMASSNAHMEN

Allgemeinhinweise:

* Reagenzien aus Kits von verschiedenen Produktionsserien sollten
nicht miteinander vermischt werden.

« Die Kalibrator- und Kontrollflaschchen sollten so kurz wie mdglich
geoffnet werden, um eine ibermafige Verdunstung zu vernmeiden.

»  Eine Standardkurve ist fir jeden Assay notwendig.
*  Der Assay sollte in Doppelbestimmung durchgefihrt werden.
» Die Reagenzien sollten Raumtemperatur haben vor dem Pipettieren.

* Der Kontakt der Substrat-Tablette mit Haut kann das Produkt
beschadigen, benutzen Sie Pinzetten.

»  Das Tragen von Handschuhe wird empfohlen, um eine Kontamination
mit exogenem Histamin (z. B; Schweil}) zu vermeiden.

. Histamin adsorbiert an Glas, verwenden Sie nur Plastikmaterial:
Pipetten, Rohrchen usw.

Natriumazid

Einige Reagenzien enthalten Natriumazid als Konservierungsmittel.
Natriumazid kann mit Blei, Kupfer oder Messing reagieren und dabei
explosive Metallazide bilden. Natriumazid muss entsprechend den 6rtlichen
behordlichen Vorschriften entsorgt werden.

Bestandteile menschlichen Ursprungs

Mit allen Blutproben ist so vorzugehen, als ob eine tatsachliche
Ansteckungsgefahr mit Hepatitis oder AIDS bestiinde und Abfélle
entsprechend den jeweiligen Landerbestimmungen entsorgt werden.

GHS-GEFAHRSTOFFKLASSIFIZIERUNG
GEFAHR

&

H360

Wash Solution (20x)

Kann die Fruchtbarkeit
beeintrachtigen oder
das Kind im Mutterleib
schadigen.

P201 Vor dem Gebrauch
besondere Anweisungen
einholen.
Schutzhandschuhe,
Schutzkleidung und
Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.

BEI Exposition oder falls
betroffen: Arztlichen Rat
einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

Borsaure 0,1 - 0,3 %

P280

P308+P313

di-Natriumtetraborat-Decahydrat

0,1-0,3%

Stop Solution (NaOH) GEFAHR
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Substrate buffer

Conjugate diluent
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H314

P280

P301+P330+P331

P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

z
&

H316
H318

H373

P280

P305+P351+P338

P310
P314

P332+P313

GEFAHR

H360

P201

Verursacht schwere
Veratzungen der Haut und
schwere Augenschaden.
Schutzhandschuhe,
Schutzkleidung und
Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.

BElI VERSCHLUCKEN:
Mund ausspulen. KEIN
Erbrechen herbeifiihren.
BEI BERUHRUNG MIT
DER HAUT (oder dem
Haar): Haut mit Wasser
abwaschen.

BEI KONTAKT MIT DEN
AUGEN: Einige Minuten lang
behutsam mit Wasser
spllen. Vorhandene
Kontaktlinsen nach
Maoglichkeit entfernen.
Weiter spilen.

Sofort
GIFTNOTRUFZENTRALE
oder Arzt anrufen.
Natriumhydroxid 3 - 6 %

Verursacht leichte
Hautreizungen.

Verursacht schwere
Augenschaden.

Kann die Organe
schadigen bei langerer oder
wiederholter Exposition.
Schutzhandschuhe,
Schutzkleidung und
Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.

BEI KONTAKT MIT DEN
AUGEN: Einige Minuten lang
behutsam mit Wasser
spulen. Vorhandene
Kontaktlinsen nach
Méglichkeit entfernen.
Weiter spilen.

Sofort
GIFTNOTRUFZENTRALE
oder Arzt anrufen.

Bei Unwohlsein arztlichen
Rat einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

Bei Hautreizung: Arztlichen
Rat einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

Diethanolamin 7 - 10 %

Kann die Fruchtbarkeit
beeintrachtigen oder
das Kind im Mutterleib
schadigen.

Vor dem Gebrauch
besondere Anweisungen
einholen.



Conjugate

DMSO

Acylation Buffer

PI-IM2562-PRINT-05

P280

P308+P313

GEFAHR

%

H360

P201

P280

P308+P313

ACHTUNG

D

H227
H315
H319

H335
P261

P280
P304+P340

P312

P337+P313

P403+P233

GEFAHR

H360

P201

P280

Schutzhandschuhe,
Schutzkleidung und
Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.

BEI Exposition oder falls
betroffen: Arztlichen Rat
einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

Borsaure 0,1 - 0,5 %

Kann die Fruchtbarkeit
beeintrachtigen oder
das Kind im Mutterleib
schadigen.

Vor dem Gebrauch
besondere Anweisungen
einholen.
Schutzhandschuhe,
Schutzkleidung und
Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.

BEI Exposition oder falls
betroffen: Arztlichen Rat
einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

Borsaure 0,5 -1 %

Brennbare Flussigkeit.
Verursacht Hautreizungen.
Verursacht schwere
Augenreizung.

Kann die Atemwege reizen.
Einatmen von Dampf
vermeiden.
Schutzhandschuhe,
Schutzkleidung und
Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.

BEI EINATMEN: Die Person
an die frische Luft bringen
und fiir ungehinderte Atmung
sorgen.

Bei Unwohlsein

GIFTINFORMATIONSZENTRUM

oder Arzt anrufen.

Bei anhaltender
Augenreizung: Arztlichen
Rat einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

Behalter dicht verschlossen
an einem gut beliifteten Ort
aufbewahren.
Dimethylsulfoxid > 95 %

Kann die Fruchtbarkeit
beeintrachtigen oder
das Kind im Mutterleib
schadigen.

Vor dem Gebrauch
besondere Anweisungen
einholen.
Schutzhandschuhe,
Schutzkleidung und
Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.

P308+P313 BEI Exposition oder falls

betroffen: Arztlichen Rat
einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

Borsaure 1 -5 %

Das Sicherheitsdatenblatt ist auf beckmancoulter.com/techdocs
verfligbar.

PROBENENTNAHME, -BEHANDLUNG,
-LAGERUNG UND -VERDUNNUNG

Plasma

. Das Blut in kalten Réhrchen, die nur EDTA enthalten, sammeln und
sofort in Eis stellen

»  zentrifugation 10 min bei 900g, 4 °C innerhalb von 20 min nach
Probenentnahme

«  Die oberen 2/3 des Plasmas absaugen
. Plasma Proben kénnen in PBS verdiinnt werden

*  Urin in PlastikgefaBen sammeln, versetzt mit Bakteriostatika, oder
direkt einfrieren.

. Urinproben vor Austestung 1:25 in PBS verdiinnen
Histaminfreisetzung in Vollblut
Die Zellsuspensionen durfen nicht gevortext werden;

Blutentnahme: nehmen Sie 1 bis 2 mL totales Blut ab, das nur Heparin enthalt
(nicht EDTA!). Wenn Histaminfreisetzung verschoben werden muss, sollte
das Roéhrchen bei 18-25 °C maximal 24 Stunden gelagert werden.

Totales Histamin nach Zellyse: 50 pL totales Blut abnehmen und mit 950 pL
destilliertem Wasser 1:20 verdiinnen. Das Réhrchen zweimal auftauen und
einfrieren.

Stimulation der Zellen:

*  Histaminfreisetzung: Das Vollblut 1:7 mit
Histamin-Freisetzungpuffer verdiinnen (z.B. 500 pL Vollblut + 3
mL Puffer). Geben Sie 50 pL verschiedener Verdinnungen des
Histaminfreisetzungsstimulators in die Rohrchen oder Kavitaten,
dann 100 pL des 1:7 verdiinnten Blutes. Die Platte zudecken und 30
Minuten bei 37 °C inkubieren (fir Stimulation in R6hrchen kénnen die
Volumen verdoppelt werden.)

+ Spontane Histaminfreisetzung: 50 pL Histamin-Freisetzungpuffer
in die Kavitaten einer Platte geben, dann 100 pL des 1:7 verdinnten
Blutes zugeben. Die Platte zudecken und 30 Minuten bei 37 °C
inkubieren.

Gewinnung des freigesetzten Histamins: 5 Minuten mit 900g bei 4
°C zentrifugieren und sofort in Eis stellen. Nehmen Sie vorsichtig 100
UL des Uberstandes ab, ohne das Pellet zu stéren

Fliissige Proben
Sammeln Sie die Proben in Plastikrohrchen
Gewebeproben

Das Histamin mit 10 pL 0.2N HCIO, pro mg Gewebe extrahieren. Das
Gewebe mit Ultraschall oder einem Gewebehomogenisator homogenisieren
und bei 10000g bei 4 °C zentrifugieren. Den Uberstand sammeln und,
wenn notwendig, durch Filtration aufreinigen. Den Uberstand durch Zugabe
des gleichen Volumens 1M Kaliumumborat neutralisieren (pH 6-8) und
fiir 1 Minute bei 10000 g und 4 °C zentrifugieren. Den Uberstand in
Plastikrohrchen sammeln.

Lagerung der Proben

Bei Verzdégerung des Immunoassays, sollten die Proben bei < -18 °C
in Plastikrohrchen gelagert werden, ausgenommen die Proben aus der
Zell-stimulation.

MITGELIEFERTE MATERIALIEN

Die Reagenzien im ungedffneten Kit sind, bei Lagerung von 2-8 °C,
verwendbar bis zum Verfallsdatum.

Auf die Flaschchen gedruckte Verfallsdaten betreffen nur die
Langzeitlagerung beim Hersteller, vor der Zusammensetzung des Kits. Bitte
nicht beachten.
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Platten mit anti-Histamin Antikorpern beschichtet: 12 x 8 Kavitidten

(gebrauchsfertig)
°C in

Ungenutzte Streifen koénnen bei 2-8 der

selbstverschlieRenden Tute gelagert werden.

mitgelieferten

Histamin-Alkalische Phosphatase-Konjugat: 2 Flaschchen (lyophilisiert)

Das Flaschchen enthalt Histamin-Alkali-Phosphatase-Konjugat, das in der
Gegenwart von Rinderserumalbumin lyophilisiert wurde. Rekonstituieren
Sie das Konjugat mit dem auf dem Etikett des Flaschchens angegebenen
Volumen des Verdlnnungsmittels und schitten Sie anschlieRend den Inhalt
beider Flaschchen mit dem rekonstituierten Konjugat in das Flaschchen
fur Konjugat. Nach der Rekonstitution bleibt das Konjugat eine Woche bei
2-8 °C oder bei < —18 °C bis zum im Kit angegebenen Verfalldatum stabil.

Verdiinner: eine Flasche 25 mL (gebrauchsfertig)

Der Verdlinner wird fir die Rekonstitution des Konjugats benutzt; Stabilitat
nach Offnung bei 2-8 °C bis zum Verfallsdatum.

Kalibrators: sechs Flaschen je 1mL (gebrauchsfertig)

Die Kalibrators enthalten Histamin-Konzentrationen von 0 bis ungefahr
100nM nicht-azyliertem Histamin, gelost in Puffer mit Bovinem Serum
Albumin und Natriumazid (<0,1 %). Nach der Offnung kénnen die Flaschen
eine Woche bei 2-8 °C gelagert werden oder bei < -18 °C bis zum
Verfallsdatum. Die Kalibratoren wurden alle verifiziert an einem internen
Referenzstandard.

Kontrollprobe: ein 1 mL Flaschchen (gebrauchsfertig)

Die Flasche enthalt nicht-azyliertes Histamin in Puffer mit Bovinem Serum
Albumin und Natriumazid (<0,1 %). Die erwarteten Werte liegen im
Konzentrationsbereich, der auf der Flasche angegeben ist.  Stabilitat
nach Offnung der Flasche: eine Woche bei 2-8 °C, bei < -18 °C bis zum
Verfallsdatum.

Acylierungsreagenz: ein Flaschchen (Pulver)

Der Inhalt des Flaschchens muss unmittelbar vor dem Gebrauch in dem auf
dem Etikett angegebenen DMSO-Volumen aufgeldst werden. Das aufgeldste
Reagenz ist bei Temperaturen <-18 °C bis zum Verfallsdatum des Kits stabil.
Wiederholtes Einfrieren und Auftauen vermeiden.

Azylierungspuffer: eine Flasche, 5 mL (gebrauchsfertig)

Nach der Offnung sollte die Flasche bei 2-8 °C gelagert werden, bis zum
Verfallsdatum.

Puffer fiir Histaminfreisetzung (lyophilisiert)

Der Puffer enthalt Bovines Serum Albumin. Rekonstituieren Sie mit 25mL
destilliertem Wasser. Nach der Offnung sollte die Flasche bei < -18 °C
gelagert werden, bis zum Verfallsdatum.

DMSO: eine Flasche, 3 mL (gebrauchsfertig)
Bei 18-25 °C vollstandig schmelzen lassen.
Waschlosung (20x): eine Flasche 50 mL

Die konzentrierte LOsung muss vor Gebrauch verdlinnt werden. Stabilitat
nach Verdinnung: eine Woche bei 2-8 °C , bei < -18 °C bis zum
Verfallsdatum.

Substrat-Puffer: eine Flasche 30 mL (gebrauchsfertig)
Der Subtrat-Puffer ist eine Diethanolamin-HCI-Ldsung.
Substrat: zwei Tabletten

Die para-Nitrophenylphosphat-Substratldsung muss mindestens 30 Minuten
vor Gebrauch angesetzt werden. Verdinnen Sie eine Tablette in 15 mL
Substratpuffer. Die Losung ist bei 2-8 °C 24 Stunden stabil oder kann bei <
-18 °C bis zum Verfallsdatum gelagert werden.

Stoplosung: eine Flasche, 6 mL (gebrauchsfertig)

Die Stop-L6sung ist eine 1N NaOH-L6sung. Stabilitat: bei 2-8 °C haltbar bis
zum Verfallsdatum.

Flaschchen fiir Konjugat: ein Flaschchen
Entleeren Sie das Flaschchen flr eine Fusion der rekonstituierten Konjugate.

ERFORDERLICHE, JEDOCH NICHT
MITGELIEFERTE MATERIALIEN

Zusatzlich zu der Standardlaborausstattung,
Materialien bendtigt:

werden die folgenden

Fiir den Enzymimmunoassay:
»  Plastikrohrchen (3 oder 5 mL)
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*  Prazisionspipetten (20-200 pL, 200-1 000 pL)
*  halbautomatische Pipetten (25 pL, 200 pL)
*  Vortex-Mixer

»  Schdttler fir Mikrotiterplatten

*  Waschsystem fiir Mikrotiterplatten (optional)

*  Lesegerat fur Mikrotiterplatten (405-414 nm)

Fur Histaminfreisetzung:

. Mikrotiterplatten mit

Plastikréhrchen)
» 37 °C Inkubator oder Wasserbad
»  Kuhlzentrifuge fir Mikrotiterplatten (oder Réhrchen)

Fir Gewebeproben:
*  Perchlorsdure (HCIO,).
. Kaliumborat (K,B405).

VERFAHREN

Praparation der Reagenzien

runden oder

konischen Kavitaten

(oder

*+ Lassen Sie die Reagenzien vor Testbeginn Raumtemperatur

annehmen.

»  Rekonstitution des Histaminfreisetzungpuffers mit 25 mL destiliertem

Wasser.

* Acylierungsreagenz unmittelbar vor dem Gebrauch
Bezlglich des erforderlichen Volumens die Angaben auf

auflésen.

in DMSO

dem Etikett beachten. Wenn mehrere Flaschchen benétigt werden,
diese nach dem Auflésen sammeln.

*  Rekonstituieren Sie die Konjugate mit dem auf den Etiketten der
Flaschchen angegebenen Volumen des Verdiinnungsmittels. Warten
Sie 20 Minuten, bevor Sie mischen. Schitten Sie anschlielend den
Inhalt beider Flaschchen mit dem rekonstituierten Konjugat in das
Flaschchen fur Konjugat.

* Den Inhalt der konzentrierten Waschlésung-Flasche in 950 mL
destiliertem Wasser verdinnen und mischen.

. Um das Substrat vorzubereiten, verdiinnen Sie eine Substrattablette
in 15 mL Substratpuffer mindestens 30 Minuten vor Gebrauch.

Vorbereitung der Proben: Azylierung

Die Testdurchfihrung enthalt einen Schritt fir Azylierung der Proben,

Kalibrators oder Kontrollen.

Azyliertes Histamin ist stabil.

Proben kénnen 3 Tage bei 2-8 °C gelagert werden.

Die azylierten

Testablauf
Azylierungs | Immunologischer | Enzymatischer Messung
-Schritt Schritt Schritt
In saubere In mit Dreimal 50 uL Stoplésung
Plastikréhrchen, Antikérpern- mit 350pL zugeben.
geben Sie: 25 yL| beschichtete verdunnter
Azylierungspuffer| Kavitdten geben | Waschlésung
100 pL Sie: 50 pL waschen.**
Kalibrator, Kalibrator, 200puL Substrat

Proben oder
Kontrollen 25 L
Azylierungsreagens
sofort vortexen.

Proben oder
Kontrollen und
200 pL Konjugat
Fir 2 Stunden
bei 2-8 °C
schitteln (350
rpm).*

zugeben. Fir
30 Minuten
bei 18-25 °C
im Dunkeln
schitteln (350
rpm).*

Absorption bei
405-414 nm lesen.

* Alternativ kénnen Sie bei 2-8 °C 18 Stunden ohne Schiitteln inkubieren.
Anschlieend muss die enzymatische Stufe auf 20 Minuten reduziert werden.
** Waschen der Platte: Dieser Schritt ist wichtig um die beste Leistung des
Kits zu erhalten. Nach dem Waschen dirfen die Kavitaten vor der Zugabe
des nachsten Reagens nicht austrocknen.

Mit einem Mikrotiterlatten Waschsystem

Waschen Sie die Mikrotiterplatte 3 x mit einem Mikrotiterplatten Waschgerat,
das folgende Kriterien erfullt:

» Die Flussigkeit in den Kavitaten muss vollstdndig abgesaugt werden.
» Die Kavitaten missen mit Waschlosung vollstandig geftillt werden.
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*  Waschlésung muss schnell injektiert werden (eine Sekunde pro
Kavitat, z.B.).

* Nach dem dritten Waschen muss die Waschlésung vollstandig
abgesaugt werden.

Manueller Ablauf:
Den folgenden Zyklus mindestens dreimal wiederholen:
« Die Platte energisch Uber der Splle umdrehen

» Die Kavitaten vollstandig mit Waschlosung fiillen (Kavitdten kénnen
Uberlaufen)

« Die Platte energisch Uber der Spile umdrehen. Nach dem letzten
Waschen, klopfen Sie energisch die umgedrehte Platte tiber der Spiile
ab.

ERGEBNISSE

Die Ergebnisse konnen durch Interpolation aus der Standardkurve, die im
gleichen Ansatz bestimmt wurde, abgelesen werden.

Standardkurve

Die Ergebnisse wurden in der Abteilung fir Qualitatskontrolle anhand einer
Spline-Kurvenanpassung mit B/T oder B/B, auf der vertikalen Logit-Achse
und der Analytkonzentration der Kalibratoren auf der logarithmischen
horizontalen Achse (nM) berechnet.

Andere Datenreduktions-Methoden kénnen zu leicht abweichenden

Ergebnissen fuhren.

Kalibratoren Histamin (nM) Absorption B/B, (%)
0 0 1,523 100
1 0,90 1,428 93,2
2 2,60 1,269 81,8
3 8,20 0,969 60,1
4 24,0 0,623 35,2
5 83,0 0,328 13,9

(Beispiel einer Standardkurve, nicht zur Berechnung benutzen)
Proben
*  Plasma Konzentrationen sind auf der Kurve direkt abgelesen.

. Konzentrationswerte fir das freigesetzte Histamin mussen mit 10,5
multipliziert werden.

. Konzentrationswerte fiir das totale Histamin missen mit 20
multipliziert werden.

*  Andere Proben miissen, wenn notwendig, mit dem Verdiinnungsfaktor
korrigiert werden.

ERWARTETE WERTE

Jedes Labor sollte jedoch seinen eigenen Normalbereich in Gruppen von
gesunden Testpersonen festlegen. Die hier angegebenen Werte dienen nur
als Richtlinie.

*  Plasma: <10 nM (1 ng/mL)

»  Vollblut: 200-2 000 nM (20-200 ng/mL)

* Histaminfreisetzung, positiv: >10 % des totalen Histaminwerts

*  Spontane Histaminfreisetzung: <5 % des totalen Histaminwerts
*  Urin: 10-35 pg/g von Kreatinin.

QUALITATSKONTROLLE

Zur Einhaltung der guten Laborpraxis (GLP) sollten regelmaRig
Kontrollproben benutzt werden, um die Qualitat der Ergebnisse zu sichern.
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Diese Proben missen in genau derselben Weise wie die Patientenproben
getestet werden, und die Analyse der Ergebnisse sollte mit angebrachten
statistischen Methoden stattfinden.

Im Falle von Verpackungsschaden oder einer Leistungbeeintrachtigung des
Produkts, kontaktieren Sie bitte lhren lokalen Vertreiber oder benutzen Sie
die folgende e-mail: imunochem@beckman.com

SPEZIFISCHE LEISTUNGSMERKMALE
(Fiir mehr Details, siehe die Beilage “APPENDIX”).

Reprasentative Daten dienen nur der Veranschaulichung. Die in einzelnen
Labors erzielten Leistungen kdénnen anders ausfallen.

Empfindlichkeit

Analytische Sensitivitat: 0,52 nM

Spezifitat

Dieser Immunoassay ist spezifisch fir Histamin.
Prazision

Intra-Assay

EDTA-Plasma Proben aus derselben Serie wurden 25 mal getestet. Der

Variationskoeffizient war jeweils weniger oder gleich 11,0 %.
Inter-assay

EDTA-Plasma Proben wurden in Doppelbestimmung in 10 verschiedenen
Serien getestet. Der Variationskoeffizient war jeweils weniger oder gleich
13,6 %.

Genauigkeit
Verdiinnungstest

Hoch konzentrierte EDTA-Plasma Proben wurden mit Nullkalibrator verdiinnt.
Die erhaltene Wiederfindung befindet sich zwischen 95,1 % und 119 %.

Wiederfindungstest

Schwach konzentriete EDTA-Plasma Proben wurden mit definierten
Mengen Histamin vermischt. Die erhaltene Wiederfindung befindet sich
zwischen 92,2 % und 119 %.

MeRbereich (von der analytischen Sensitivitat bis zum hochsten Kalibrator):
0,52 — ungefahr 100 nM.

EINSCHRANKUNGEN

Die Nichtbeachtung der Anweisungen in dieser Packungsbeilage kann die
Ergebnisse signifikant beeinflussen. Die erhaltenen Ergebnisse sind vor
dem Hintergrund der gesamten klinischen Situation des Patienten unter
Beruicksichtigung seiner klinischen Vorgeschichte, den Ergebnissen anderer
Testergebnisse sowie weiteren vorliegenden Informationen zu interpretieren.

Interferenzen

Es durfen keine hamolytischen,
verwendet werden.

ikterischen oder lipamischen Proben

Das Serum schwangerer Frauen enthdlt hohe Konzentrationen

Diaminoxydase und kann deshalb nicht benutzt werden.

Materialien, die mehr als 10mM von einem anderen Amin als Histamin
enthalten, kénnen die Histaminazylierung beeinflussen.

Phenol hemmt die Freisetzung von Histamin.

Histamin kann eine Komponente einiger Allergene sein, wie dem Gift der
Hymenopteren.
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EIA Histamine
IM2562

KIT IMMUNOENZIMATICO PER LA DETERMINAZIONE IN
VITRO DELL'ISTAMINA IN CAMPIONI BIOLOGICI
Per uso diagnostico in vitro.

PRINCIPIO

Il dosaggio dellistamina &€ un metodo immunoenzimati co competitivo.
L'istamina contenuta in calibratori, campioni e controlli & viene acilata
con un primo passaggio chimico. L'istamina acilata viene poi incubata in
pozzetti sensibilizzati con anticorpo monoclonale insieme ad istamina acilata
coniugata con fosfatasi alcalina. Al termine dell'incubazione, i pozzetti
vengono lavati per eliminare i componenti non legati. L’attivita enzimatica
legata & misurata con 'aggiunta di un substrato cromogeno cromogeno. La
concentrazione di istamina nei campioni viene ricavata per interpolazione
dalla curva standard.

AVVERTENZE E PRECAUZIONI
Considerazioni generali:
. Non utilizzare reattivi di lotti diversi.

*  Aprire i flaconi dei calibratori e controlli nel pit breve tempo possible
per evitarne I'eccessiva evaporazione.

. Inserire la curva standard in ogni esperimento.
«  Eseguire il dosaggio in duplicato.
«  Prima dell'uso lasciare equilibrare i reattivi a temperatura ambiente.

*  Manipolare il substrato con pinzette; il contatto con I'epidermide puo
alterare il reattivo.

« Si raccomanda di indossare guanti per evitare qualsiasi
contaminazione con l'istamina esogena prodotta dalla sudorazione.

. Listamina si adsorbe sul vetro, usare esclusivamente materiale in
plastica: pipette, provette, etc.

Sodio azide

Alcuni reagenti contengono sodio azide come conservante. |l sodio azide
puo reagire con piombo, rame o ottone per formare azidi metallici esplosivi.
Il sodio azide deve essere smaltito in conformita alle norme di legge locali
applicabili.

Materiale di origine umana

Manipolare tutti i campioni di sangue come potenziali fonti di infezioni. (Ad
es. epatite o AIDS). | rifiuti devono essere smaltiti secondo le disposizioni
legislative e la regolamentazione vigente in ciascun Paese.

CLASSIFICAZIONE DEI PERICOLI GHS

Wash Solution (20x) PERICOLO
H360 Puo nuocere alla fertilita o al
feto.
P201 Procurarsi istruzioni
specifiche prima dell'uso.
P280 Indossare guanti/indumenti
protettivi e proteggere gli
occhi/il viso.
P308+P313 IN CASO di esposizione
o di possibile esposizione,
consultare un medico.
Acido borico 0,1 - 0,3%
Decaidrato borato di sodio
0,1-0,3%
Stop Solution (NaOH) PERICOLO
H314 Provoca gravi ustioni

cutanee e gravi lesioni
oculari.

PI-IM2562-PRINT-05

Substrate buffer

Conjugate diluent

Conjugate
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P280
P301+P330+P331

P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

=
&

H316
H318
H373

P280

P305+P351+P338

P310

P314

P332+P313

PERICOLO

H360
P201

P280

P308+P313

PERICOLO

H360

Indossare guanti/indumenti
protettivi e proteggere gli
occhilil viso.

IN CASO DI INGESTIONE:
sciacquare la bocca. NON
provocare il vomito.

IN CASO DI CONTATTO
CON LA PELLE (o

con i capelli): lavare
abbondantemente con
acqua.

IN CASO DI CONTATTO
CON GLI OCCHI: sciacquare
accuratamente per parecchi
minuti. Togliere le eventuali
lenti a contatto se &
agevole farlo. Continuare a
sciacquare.

Contattare immediatamente
un CENTRO ANTIVELENI o
un medico.

Idrossido di sodio 3 - 6%

Provoca leggera irritazione
cutanea.

Provoca gravi lesioni oculari.
Puo provocare danni agli
organi in caso di esposizione
prolungata o ripetuta.
Indossare guanti/indumenti
protettivi e proteggere gli
occhi/il viso.

IN CASO DI CONTATTO
CON GLI OCCHI: sciacquare
accuratamente per parecchi
minuti. Togliere le eventuali
lenti a contatto se &
agevole farlo. Continuare a
sciacquare.

Contattare immediatamente
un CENTRO ANTIVELENI o
un medico.

In caso di malessere,
consultare un medico.

In caso di irritazione della
pelle: consultare un medico.
Dietanolamina 7 - 10%

Pud nuocere alla fertilita o al
feto.

Procurarsi istruzioni
specifiche prima dell'uso.
Indossare guanti/indumenti
protettivi e proteggere gli
occhi/il viso.

IN CASO di esposizione

o di possibile esposizione,
consultare un medico.
Acido borico 0,1 - 0,5%

Puo nuocere alla fertilita o al
feto.



P201 Procurarsi istruzioni

specifiche prima dell'uso.

P280 Indossare guanti/indumenti
protettivi e proteggere gli
occhifil viso.

P308+P313 IN CASO di esposizione
o di possibile esposizione,
consultare un medico.
Acido borico 0,5 - 1%

DMSO ATTENZIONE

H227 Liquido combustibile.

H315 Provoca irritazione cutanea.

H319 Provoca grave irritazione
oculare.

H335 Pud irritare le vie respiratorie.

P261 Evitare di respirare i vapori.

P280 Indossare guanti/indumenti
protettivi e proteggere gli
occhilil viso.

P304+P340 IN CASO DI INALAZIONE:
trasportare l'infortunato
all’aria aperta e mantenerlo
a riposo in posizione che
favorisca la respirazione.

P312 Contattare un CENTRO
ANTIVELENI/un medico in
caso di malessere.

P337+P313 Se Tirritazione degli occhi
persiste, consultare un
medico.

P403+P233 Tenere il recipiente ben
chiuso e in luogo ben
ventilato.

Dimetilsolfossido > 95%
Acylation Buffer PERICOLO

H360 Puo nuocere alla fertilita o al
feto.

P201 Procurarsi istruzioni
specifiche prima dell'uso.

P280 Indossare guanti/indumenti
protettivi e proteggere gli
occhi/il viso.

P308+P313 IN CASO di esposizione

o di possibile esposizione,
consultare un medico.
Acido borico 1 - 5%

La scheda tecnica sulla sicurezza & disponibile all'indirizzo
beckmancoulter.com/techdocs

RACCOLTA, ANALISI, CONSERVAZIONE E
DILUIZIONE DEL CAMPIONE
Plasma

* raccogliere il sangue in provette fredde con EDTA come
anticoagulante e porre immediatamente in bagno di acqua e ghiaccio.
Non usare provette con altri anticoagulanti

« separare il plasma dalla parte corpuscolata per centrifugazione 10
minuti a 900 g a 4 °C, entro 20 minuti dalla raccolta del campione

»  trasferire i 2/3 superiori di plasma
* il plasma puo essere diluito con PBS

*  Raccogliere le urine in contenitori di plastica. Congelare i campioni o
aggiungere un agente batteriostatico.

* diluire i campioni 1:25 con PBS
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Liberazione di istamina da sangue intero
Non agitare su vortex il campione.

Raccolta del campione: raccogliere 1-2 mL di sangue intero in provette
contenenti eparina come anticoagulante. Non usare provette con EDTA.
Dosare immediatamente il campione o conservare a 18-25 °C fino ad un
massimo di 24 ore.

Istamina totale dopo lisi cellulare: Aggiungere 50 pL di sangue intero a 950
pL di acqua distillata (diluizione 1:20). Congelare e scongelare 2 volte.

Stimolo delle cellule:

« per stimolare le cellule con l'agente per la liberazione
dell’istamina, diluire il sangue intero 1:7 con tampone per la
liberazione dell'istamina (ad es. 500 pL di sangue intero + 3 mL di
tampone). Nei pozzetti di una micropiastra pipettare 50 uL di diluizioni
diverse di agente per la liberazione dell'istamina e aggiungere 100 pL
of di sangue diluito 1:7. Coprire la micropiastra e incubare 30 minuti a
37 °C (tutti i volumi possono essere raddoppiati se le cellule vengono
stimolate in provetta).

» liberazione spontanea di istamina: nella provetta o nel pozzetto
di una micropiastra pipettare 50 yL di tampone per la liberazione
dellistamina e aggiungere 100 pL di sangue diluito 1:7. Coprire
la provetta o la micropiastra e incubare 30 minuti a 37 °C. Tutti i
volumi possono essere raddoppiati se le cellule vengono stimolate in
provette.

* recupero dell’istamina liberata: centrifugare, a 4 °C o a temperature
inferiori, 5 minuti a 900 g, porre la micropiastra in ghiaccio dopo la
centrifugazione e raccogliere 100 pL di surnatante senza risospendere
il precipitato.

Campioni liquidi
Raccogliere i campioni in provette di plastica.
Campioni solidi.

Estrarre I'istamina con 10 yL HCIO, 0.2N per mg di tessuto, omogeneizzare
con sonicatore o potter e centrifugare a 10.000 g per 5 minuti a 4 °C 0 a
temperature inferiori. Raccogliere il surnatante e chiarificare, se necessario,
per filtrazione. Neutralizzare (pH 6-8) il surnatante aggiungendo pari volume
di borato di potassio 1 M. Centrifugare a 10.000 g, 1 minuto a 4 °C o a
temperature inferiori. Raccogliere il surnatante in provette di plastica.

Conservazione dei campioni.

Tranne i campioni di sangue intero per valutare la risposta allo stimolo, se
non ¢ possibile eseguire il dosaggio immediatamente, conservare tutti gli altri
campioni a -18 °C o a temperature inferiori in provette di plastica.

MATERIALI FORNITI

| reattivi, prima dell'apertura, sono stabili a 2-8 °C fino alla data di scadenza
riportata sul kit.

Le date di scadenza riportate sulle etichette di ciascun flacone si riferiscono
alla conservazione dei reattivi stabilita in produzione, prima del loro
inserimento nel kit.

Micropiastra: 12 x 8 pozzetti sensibilizzati con anticorpo anti-istamina
(pronta per I'uso)

Le strisce non utilizzate devono essere conservate a una temperatura
compresa tra 2 e 8 °C nel sacchetto con chiusura automatica in dotazione.

Coniugato istamina-fosfatasi alcalina: Due flaconi (liofilizzato)

La fiala contiene il coniugato di fosfatasi alcalina dell'istamina liofilizzato in
presenza di albumina sierica bovina. Ricostituire il coniugato con il volume di
diluente del coniugato riportato sull’etichetta della fiala e versare il contenuto
di entrambe le fiale con il coniugato ricostituito nella fiala per coniugato. In
seguito alla ricostituzione, il coniugato resta stabile per una settimana a una
temperatura compresa tra 2 e 8 °C 0 a una temperatura di < -18 °C fino alla
data di scadenza del kit.

Diluente: Un flacone 25 mL (pronto per I'uso)

Il diluente viene usato per ricostituire il coniugato. Dopo I'apertura, il
contenuto del flacone ¢ stabile a 2-8 °C fino alla data di scadenza del kit.

Calibratori: Sei flaconi 1 mL (pronti per 'uso)

| flaconi contengono istamina non acilata a concentrazioni comprese tra 0 e
circa 100 nM in tampone con BSA e sodio azide (<0,1%). Dopo I'apertura, gli
calibratori sono stabili fino a una settimana a 2-8 °C, o, suddivisi in aliquote, a
-18 °C o a temperature inferiori fino alla data di scadenza del kit. Gli calibratori
sono calibrati contro uno standard interno di riferimento.
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Siero di controllo: Un flacone 1 mL (pronto per I'uso)

Il flacone contiene istamina non acilata in tampone con BSA e sodio azide
(<0,1%). L’intervallo dei valori attesi € riportato sull’etichetta del flacone.
Dopo l'apertura, il contenuto del flacone ¢ stabile fino a una settimana a 2-8
°C, o, suddiviso in aliquote, a -18 °C o a temperature inferiori fino alla data di
scadenza del kit.

Reagente di acilazione: una fiala (polvere)

Il contenuto della fiala deve essere dissolto subito prima di essere utilizzato
nel volume di DMSO riportato sull’etichetta. Il reagente dissolto & stabile a
una temperatura di < -18 °C fino alla data di scadenza del kit. Evitare di
congelare e scongelare ripetutamente.

Tampone di acilazione: Un flacone 5 mL (pronto per I'uso)

Dopo l'apertura, il tampone & stabile a 2-8 °C fino alla data di scadenza del
kit.

Tampone per la liberazione dell’istamina: Un flacone (liofilizzato)

Ricostituire il contenuto del flacone con 25 mL di acqua distillata. Dopo
I'apertura, il tampone ¢ stabile a 2-8 °C fino alla data di scadenza del kit.

DMSO: Un flacone (3 mL) (pronto per I'uso)
Lasciare equilibrare a 18-25 °C fino a scioglimento completo del solvente.
Soluzione di lavaggio (20x): Un flacone 50 mL

Diluire 50 mL di soluzione di lavaggio concentrata (20x) con 950 mL di acqua
distillata. La soluzione diluita & stabile fino a un mese a 2-8 °C,0a-18 °C o
a temperature inferiori fino alla data di scadenza del kit.

Tampone per il substrato: Un flacone 30 mL (pronto per 'uso)
Il tampone contiene dietanolamina.
Substrato: Due pastiglie

La soluzione del substrato (paranitrofenilfosfato) deve essere preparata
almeno 30 minuti prima dell’'uso. Dissolvere ciascuna pastiglia con 15 mL
di tampone. La soluzione & stabile fino a 24 ore a 2-8 °C, o, suddivisa in
aliquote, a -18 °C o a temperature inferiori fino alla data di scadenza del kit.

Soluzione di stop: Un flacone 6 mL (pronto per 'uso)

La soluzione contiene NaOH 1N. Dopo I'apertura, la soluzione ¢ stabile a 2-8
°C fino alla data di scadenza del kit.

Fiala per coniugato: una fiala
Fiala vuota per la fusione dei coniugati ricostituiti.

MATERIALI NECESSARI MA NON FORNITI

Oltre alla normale attrezzatura da laboratorio, & richiesto il materiale
seguente:

Per il dosaggio immunoenzimatico:
*  provette in plastica (3 0 5 mL)
*  micropipette di precisione (20-200, 200-1.000 pL)
. micropipette a ripetizione (25, 200 uL)
»  agitatore tipo “vortex”
*  agitatore per micropiastre
» lavatore di micropiastre (opzionale)
* lettore di micropiastre (405-414 nm)
Per la liberazione dellistamina:
*  micropiastre a fondo sferico o conico (o provette in plastica)
* termostato o bagno termostatato a 37 °C
«  centrifuga refrigerata per micropiastre (o provette)
Per il trattamento di campioni solidi:
»  Acido perclorico (HCIO,).
. Borato di potassio (K,B,05).

PROCEDURA
Preparazione dei reattivi
. Portare i reattivi a temperatura ambiente.

* Ricostituire il tampone per la liberazione dell’istamina con 25 mL di
acqua distillata.
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* Dissolvere subito prima di utilizzare il reagente di acilazione nel
volume di DMSO riportato sull’etichetta. Se sono necessarie piu fiale,
raggrupparle dopo la dissoluzione.

* Ricostituire i coniugati con il volume di diluente riportato sulle etichette
delle fiale. Attendere 20 minuti prima di miscelare. In seguito, versare
il contenuto di entrambe le fiale con il coniugato ricostituito nella fiala

per coniugato.

«  Diluire il contenuto del flacone di soluzione di lavaggio concentrata con
950 mL di acqua distillata e omogeneizzare.

. Dissolvere ciascuna pastiglia di substrato con 15 mL di tampone del
substrato 30 minuti minimo prima dell’'uso.

Preparazione dei campioni: acilazione

I metodo del dosaggio prevede l'acilazione di campioni, calibratori e

controllo. | campioni acilati sono abbastanza stabili e possono essere
consevati fino a 3 giorni a 2-8 °C.
Procedura
Fase di Fase Fase enzimatica Lettura
acilazione immunologica
In provette di Aggiungere in | Lavare tre volte | Aggiungere 50uL
polipropilene successione ai | con 350 pL la di soluzione di
pipettare 25 pozzetti: 50 pL soluzione di stop.
uL di tampone | di calibratore, [lavaggio diluita.**
di acilazione, controllo o Aggiungere
100pL di campioni acilati 200puL di
calibratore, 200 pL di substrato.
controllo o coniugato Incubare 30
campioni 25uL | incubare 2 ore | minuti a 18-25
di soluzione a 2-8 °Cin °C in agitazione
di acilazione | agitazione* (350 | (350 rpm)* al
Agitare rpm). buio.
immediatamente
su vortex.
leggere
I'assorbanza a
405-414 nm.

* In alternativa, incubare 18 ore senza agitare a una temperatura compresa
tra 2 e 8 °C. In seguito, ridurre la fase enzimatica a 20 minuti.

** Lavaggio delle micropiastre: questa fase & essenziale per ottenere
prestazioni ottimali. Dopo il lavaggio, i pozzetti non devono asciugarsi prima
dell’ aggiunta del reattivo successivo.

Con un lavatore di micropiastre automatico
Selezionare un ciclo di tre lavaggi che rispondono ai criteri seguenti:

. Il liquido deve essere aspirato completamente dai pozzetti
. | pozzetti devono essere riempiti fino al bordo con la soluzione di
lavaggio

* La soluzione di lavaggio deve essere iniettata rapidamente (ad
esempio 1 secondo per ogni pozzetto

» Alla fine dei tre cicli, la soluzione di lavaggio deve essere aspirata
completamente.

Lavaggio manuale
Ripetere minimo tre volte il ciclo seguente

* Rovesciare il contenuto dei pozzetti capovolgendo energicamente la
micropiastra sul lavandino.

. Riempire i pozzetti fino al bordo con la soluzione di lavaggio (i pozzetti
possono traboccare)

* Rovesciare il contenuto dei pozzetti capovolgendo energicamente
la micropiastra sul lavandino e, I'ultima volta, picchiettare piu volte il
fondo della micropiastra capovolta su carta assorbente.

RISULTATI

Le concentrazioni di istamina in campioni e controlli vengono calcolate per
interpolazione sulla curva standard. Campioni e controlli devono essere
dosati insieme agli calibratori.

Curva standard

| risultati registrati dal reparto responsabile del controllo di qualita sono stati
calcolati utilizzando I'adattamento della curva con metodo spline con B/T
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o B/B, sull'asse verticale logit e la concentrazione di analiti dei calibratori
sull’asse orizzontale logaritmico (nM).

Altri metodi di interpolazione dati possono dare risultati leggermente
differenti.

Calibratori Istamina (nM) Assorbanza B/B, (%)
0 0 1,523 100
1 0,90 1,428 93,2
2 2,60 1,269 81,8
3 8,20 0,969 60,1
4 24,0 0,623 35,2
5 83,0 0,328 13,9

(Esempio di curva standard. Non usare per calcolare il valore dei propri
campioni).

Campioni
* Le concentrazioni dei campioni di plasma ai valori letti sulla curva
standard.
* | valori ottenuti per I'istamina liberata devono essere moltiplicati per il

fattore di diluizione 10,5.

. | valori ottenuti per l'istamina totale devono essere moltiplicati per il
fattore di diluizione 20.

. | valori degli altri campioni devono essere moltiplicati per il rispettivo
fattore di diluizione.

VALORI ATTESI

Ogni laboratorio deve stabilire i propri limiti di riferimento. Si prega di
considerare solo come guida i valori sotto riportati, ottenuti da soggetti
caratterizzati clinicamente.

*+  Plasma: <10 nM (1 ng/mL)

»  Sangue intero: 200-2.000 nM (20-200 ng/mL)

+  Stimolo della liberazione di istamina: > 10% dell'istamina totale
* Liberazione spontanea di istamina: < 5% dell'istamina totale

*  Urine: 10-35 pg/g di creatinina

CONTROLLO DI QUALITA

Si consiglia ad ogni laboratorio di dosare regolarmente sieri di controllo per
verificare la qualita dei risultati ottenuti. Questi campioni devono essere
manipolati esattamente come i campioni in esame; i risultati devono essere
analizzati con metodi statistici appropriati.

In caso il kit fosse danneggiato o i dati ottenuti mostrino un alterazione della
performance, si prega di contattare il distributore locale o di scrivere al indizzo
e-mail seguente: imunochem@beckman.com

CARATTERISTICHE DELLE PRESTAZIONI
(Ulteriori dati sono riportati in “APPENDIX”)

Vengono forniti dati rappresentativi a mero scopo illustrativo.
possono variare da laboratorio a laboratorio.

| risultati
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Sensibilita

Sensibilita analitica: 0,52 nM
Specificita

Il dosaggio € specifico per Iistamina.
Precisione

Intra-saggio

EDTA plasma campioni sono stati analizzati 25 volte in uno stesso
esperimento. E’ stato trovato un coefficiente di variazione del 11,0% o
inferiore.

Inter-saggio

EDTA plasma campioni sono stati analizzati in duplicato in 10 esperimenti
differenti. E’ stato trovato un coefficiente di variazione del 13,6% o inferiore.

Accuratezza
Test di diluizione

EDTA plasma campioni ad alta concentrazione di istamina sono stati diluiti
con lo calibratore zero del kit. Il recupero € risultato essere compreso tra
95,1% e 119%.

Test di recupero

Ad EDTA plasma campioni a bassa concentrazione di istamina sono state
aggiunte quantita note di istamina. Il recupero ¢ risultato essere compreso
tra 92,2% e 119%.

Campo di misura (& compreso tra la concentrazione della sensibilita
analitica alla concentrazione del calibratore piu elevato):

0,52 a circa 100 nM.

LIMITAZIONI

Rispettare accuratamente le istruzioni d'uso per evitare risultati aberranti. |
risultati ottenuti con questo dosaggio devono essere interpretati alla luce del
quadro clinico, insieme ai dati clinici e ad altri dati di laboratorio o strumentali.

Sostanze interferenti
Non usare campioni emolizzati, itterici o lipemici.

Non & possibile utilizzare campioni di donne in gravidanza perché
contengono elevati livelli di diamino ossidasi.

In campioni con livelli superiori a 10 mM di altre amine si hanno interferenze
con l'acilazione dell'istamina.

Il fenolo inibisce il rilascio di istamina.

Listamina pud essere un componente di allergeni come il veleno di insetti
imenotteri.
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EIA Histamine
IM2562

ENZYMOINMUNOENSAYO PARA LA DETERMINACION IN
VITRO DE LA HISTAMINA EN MUESTRAS BIOLOGICAS
Para uso diagnostico in vitro.

PRINCIPIO

El enzimoinmunoensayo de la histamina es un analisis competitivo.
La histamina de las muestras, controles o calibradores es modificada
quimicamente en histamina acilada, en el primer paso. La histamina
acilada es incubada en pocillos recubiertos de anticuerpos monoclonales,
en presencia de un trazador histamina acilado conjugado con fosfatasa
alcalina. Después de la incubacién, los pocillos son lavados para eliminar
los compuestos no enlazados. La actividad enzymatica enlazada se mide
después de la adicién de un sustrato cromégeno. Los valores desconocidos
se determinan por interpolacién con la ayuda de la curva estandar.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
Precauciones generales
*  No mezclar los reactivos de lotes diferentes.

* Los viales de los calibradores y controles deben ser abiertos durante
el menor tiempo posible, para asi evitar evaporaciones excesivas.

. Incluir una curva estandar en cada ensayo.
»  Se recomienda realizar el ensayo por duplicado.

«  Permitir que los reactivos alcancen la temperatura ambiente antes de
SU USO.

*  Coger el sustrato con pinzas. El contacto con la piel puede alterar
este reactivo.

*  Serecomienda llevar guantes con el fin de evitar toda contaminacion
de la histamina exdgena.

* La histamina de absorve sobre el vidrio, utilizar exclusivamente
material de plastico: pipetas, tubos etc.

Azida sédica

Algunos reactivos contienen azida sodica como conservante. La azida
sodica puede reaccionar con el plomo, cobre o latén para formar azidas
metalicas explosivas. La eliminacién de la azida sédica debe efectuarse de
acuerdo con las normativas locales adecuadas.

Material de origen humano

Todas las muestras de sangre deben manejarse como si fueran capaces de
transmitir enfermedades hepatitis o SIDA. Los desperdicios deben eliminarse
segun los reglamentos nacionales actuales.

CLASJFICACI()N DE MATERIAL PELIGROSO
SEGUN EL SGA

Substrate buffer

Wash Solution (20x) PELIGRO
H360 Puede perjudicar a la . .
fertilidad o dafar al feto. Conjugate diluent
P201 Procurarse las instrucciones
antes del uso.
P280 Use guantes, ropa y equipo
de proteccion para los ojos y
la cara.
P308+P313 EN CASO DE exposicion
confirmada o supuesta:
consultar a un médico.
Acido bérico 0,1 - 0,3 %
Sodio tetraborato
decahidrato 0,1 - 0,3 %
Stop Solution (NaOH) PELIGRO
‘$ Conjugate
H314 Provoca graves quemaduras
en la piel y lesiones oculares.
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P280
P301+P330+P331
P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

PELIGRO

H316
H318

H373
P280

P305+P351+P338

P310

P314

P332+P313

PELIGRO

H360
P201

P280

P308+P313

PELIGRO

Use guantes, ropa y equipo
de proteccién para los ojos y
la cara.

EN CASO DE INGESTION:
Enjuagar la boca. NO
provocar el vomito.

EN CASO DE CONTACTO
CON LA PIEL (o el pelo):
Enjuagar la piel con agua.
EN CASO DE CONTACTO
CON LOS OJOS: enjuagar
con agua cuidadosamente
durante varios minutos.
Quitar las lentes de contacto
cuando estén presentes y
pueda hacerse con facilidad.
Proseguir con el lavado.
Llamar inmediatamente

a un CENTRO DE
TOXICOLOGIA o0 a un
médico.

Hidroxido de sodio 3 - 6 %

Provoca irritacion cutanea
leve.

Provoca lesiones oculares
graves.

Puede provocar dafios en los
érganos tras exposiciones
prolongadas o repetidas.
Use guantes, ropa y equipo
de proteccién para los ojos y
la cara.

EN CASO DE CONTACTO
CON LOS OJOS: enjuagar
con agua cuidadosamente
durante varios minutos.
Quitar las lentes de contacto
cuando estén presentes y
pueda hacerse con facilidad.
Proseguir con el lavado.
Llamar inmediatamente

a un CENTRO DE
TOXICOLOGIA o a un
médico.

Consultar a un médico si la
persona se encuentra mal.
En caso de irritacion
cutanea: consultar a un
médico.

Dietanolamina 7 - 10 %

Puede perjudicar a la
fertilidad o dafar al feto.
Procurarse las instrucciones
antes del uso.

Use guantes, ropa y equipo
de proteccién para los ojos y
la cara.

EN CASO DE exposicion
confirmada o supuesta:
consultar a un médico.

Acido bérico 0,1 -0,5 %



&

H360 Puede perjudicar a la
fertilidad o dafar al feto.

P201 Procurarse las instrucciones
antes del uso.

P280 Use guantes, ropa y equipo
de proteccién para los ojos y
la cara.

P308+P313 EN CASO DE exposiciéon
confirmada o supuesta:
consultar a un médico.
Acido borico 0,5-1 %

DMSO ATENCION

H227 Liquido combustible

H315 Provoca irritaciéon cutanea.

H319 Provoca irritaciéon ocular
grave.

H335 Puede irritar las vias
respiratorias.

P261 Evite respirar vapores.

P280 Use guantes, ropa y equipo
de proteccién para los ojos y
la cara.

P304+P340 EN CASO DE INHALACION:
transporte a la persona al
aire libre y manténgala en
reposo en una posicion que
le facilite la respiracién.

P312 Llamar a un CENTRO DE
TOXICOLOGIA/médico si la
persona se encuentra mal.

P337+P313 Si lairritacion ocular persiste:
consultar a un médico.

P403+P233 Almacenar en un lugar
bien ventilado. Mantener el
recipiente herméticamente
cerrado.

Dimetilsulféxido > 95 %
Acylation Buffer PELIGRO

H360 Puede perjudicar a la
fertilidad o dafar al feto.

P201 Procurarse las instrucciones
antes del uso.

P280 Use guantes, ropa y equipo
de proteccioén para los ojos y
la cara.

P308+P313 EN CASO DE exposicion

confirmada o supuesta:
consultar a un médico.

Acido bérico 1-5 %

La ficha de datos de seguridad esta disponible en
beckmancoulter.com/techdocs

RECOLECCION, PROCESAMIENTO,
CONSERVACION Y DILUCION DE LAS
MUESTRAS

Plasma

*  recoger la sangre en los tubos que contienen exclusivamente EDTA y
enfriar inmediatamente en el hielo

*  separar el plasma de las células por centrifugacion 10 minutos a 900g,
a 4 °C en los 20 minutos que siguen a la extraccion

*  extraer los 2/3 de la parte superior del plasma
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. las muestras plasmaticas pueden ser diluidas en PBS
Orina

* Recoger la orina en un frasco de plastico sobre un agente
bacterio-estatico, o congelar la muestra.

e diluir la orina al 1/25 en PBS
Liberacion de Histamina en sangre total
No centrifugar jamas las suspensiones celulares.

Toma de sangre: recoger de 1 a 2 mL de sangre total exclusivamente
sobre heparina. No utilizar EDTA. Si la liberaciéon de histamina no puede
ser hecha inmediatamente, conservar el tubo a 18-25 °C durante 24 horas
como maximo.

Histamina total después de lisis celular: afiadir a 50 ml de sangre y diluir con
950 pL de agua destilada (dilucion 1:20) Congelar y descongelar 2 veces el
tubo.

Estimulacién celular:

* agente estimulador para la liberaciéon de histamina: Preparar en
los pocillos de una placa, 50 mL de agente estimulador a diferentes
diluciones y afiadir 100 mL de sangre total diluida al 1/7 en el tampén
de liberacion de histamina (por exemplo: 500 pL de sangre total +
3mL de tampén). Incubar la placa, recubierta de plastico durante 30
minutos a 37 °C.

» liberacién espontanea de histamina: distribuir 100 yL de sangre
diluida al 1/7 en tampoén de liberacién de histamina en tubos o
pocillos de una placa que contiene 50 pyL de tampdn de liberacion
de histamina. Incubar los tubos o la placa cubiertos durante 30
minutos a 37 °C. Todos los volumenes se duplicaran si se efectia la
estimulacion en tubos.

* recuperacion de la histamina liberada: centrifugar a <4 °C durante
5 minutos a 900 g, luego desplazar la placa encima del hielo triturado.
Con cuidado tomar 100 ml del sobrenadante sin tocar las células
precipitadas.

Otras muestras liquidas
Recoger las muestras en los tubos de plastico.
Muestras solidas

Extraer la histamina en razén de 10 pyL de HCIO, 0,2N por mg de tejido,
homogeneizar 6 triturar y centrifugar a 10 000 g durante 5 minutos a <4 °C.
Recoger el sobrenadante Yy filtrar si es necesario, después neutralizar a pH
6-8 adjuntando el mismo volumen de borato de potasio 1 M. Centrifugar a
10000 g, 1 minuto a <4 °C, recoger el sobrenadante en un tubo de plastico.

Conservacion de las muestras

Conservar todo tipo de muestra excepto las estimulaciones celulares, en los
tubos de plastico a < -18 °C si el analisis no es realizado inmediatamente.

MATERIALES SUMINISTRADOS

Todos los reactivos del equipo conservados sin abrir a 2-8 °C son estables,
hasta la fecha de caducidad mencionada sobre la etiqueta del equipo.

Las fechas de caducidad impresas sobre las etiquetas de los frascos,
aplicables unicamente para periodos largos de almacenaje de reactivos por
el fabricante, antes del ensamblaje. No tener en cuenta.

Placas de microtitulacion: 12 x 8 pocillos recubiertos de anticuerpos
anti-histamina (listo para su uso)

Conservar a entre 2 y 8 °C las tiras no utilizadas en el envoltorio
proporcionado.

Conjugado histamina-fosfatasa alcalina: 2 frascos (liofilizado)

El vial contiene conjugado liofilizado de fosfatasa alcalina-histamina en
presencia de albumina sérica bovina. Reconstituir el conjugado con el
volumen de diluyente de conjugado indicado en la etiqueta del vial y verter
el contenido de ambos viales con conjugado reconstituido en el vial para
conjugado. Tras la reconstitucion, el conjugado es estable una semana a
entre 2y 8 °C 0 a < -18 °C hasta la fecha de caducidad del kit.

Diluyente: un frasco de 25 mL (listo para su uso)

El diluyente es utilizado para reconstituir el conjugado . Después de su
abertura, conservar los frascos a 2-8 °C hasta la fecha de caducidad del
equipo.

Calibradores: 6 frascos de 1 mL (listo para su uso)

Los frascos de calibrador contienen entre 0 y aproximadamente 100 nM de
histamina no-acilada, en solucion en presencia de albumina sérica bovina y
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azida sodica (<0,1 %). Después de su abertura, conservar el frasco a 2-8 °C
hasta la fecha de caducidad del equipo. Los calibradores estan verificados
a través de un estandar de referencia interno.

Muestra control testigo: un frasco de 1 mL (listo para su uso)

El frasco de control contiene histamina no-acilada, en solucién en presencia
de albumina sérica bovina y azida sédica (<0,1 %). Los valores esperados
se indican sobre la etiqueta del frasco. Después de su abertura, conservar
los frascos a 2-8 °C hasta la fecha de caducidad del equipo.

Reactivo de acilacion: un vial (polvo)

El contenido del vial debe disolverse en el volumen de DMSO indicado en
la etiqueta justo antes de usarlo. El reactivo disuelto es estable a <-18 °C
hasta la fecha de caducidad del kit. Evite congelarlo y descongelarlo varias
veces.

Tampoén de acilacion: 1 frasco de 5 mL (listo para su uso)

Después de su abertura, conservar el frasco a 2-8 °C hasta la fecha de
caducidad del equipo.

Tampoén de liberacion de histamina: 1 frasco (liofilizado)

Reconstituir el contenido del frasco con 25 mL de agua destilada. Después
de su abertura, conservar el frasco a 2-8 °C hasta la fecha de caducidad del
equipo.

DMSO: 1 frasco de 3 mL (listo para su uso)
Dejar el DMSO equilibrarse a 18-25 °C hasta disolucién completa.
Soluciéon de lavado (20x): un frasco de 50 mL

Diluir 50 mL de la solucién de lavado concentrada (20 X) con 950 mL de agua
destilada. La diluciéon es estable un mes a 2-8 °C o a <-18 °C hasta la fecha
de caducidad del equipo.

Tampon de sustrato: 1 frasco de 30 mL (listo para su uso)
Este tampdn contiene dietanolamina.
Sustrato: 2 pastillas

La solucién de substrato (para-nitro fenil fosfato) se prepara por lo menos 30
minutos antes de utilizarla. Por eso se disuelve una pastilla con 15 mL de
tampon. La solucién esta estable 24 horas a 2-8 °C 0 a < -18 °C hasta la
fecha de caducidad del equipo.

Solucion de parada: 1 frasco de 6 mL (listo para su uso)

Este tampoén contiene hidroxido de sodio 1N. Depués de su abertura,
conservar el frasco a 2-8 °C hasta la fecha de caducidad del equipo.

Vial para conjugado: un vial
Vial vacio para la fusién de los conjugados reconstituidos.

MATERIALES NECESARIOS, NO
SUMINISTRADOS CON EL KIT
Ademas del equipo normal de laboratorio se requiere lo siguiente:
Para el inmunoensayo:

*  tubos de plastico (3 0 5 mL)

*  micropipetas de precision (20-200, 200-1000 L)

*  micropipetas a repeticion (25, 200 L)

«  agitador de tipo "vortex"

»  agitador de microplaca

* lavador de microplaca (opcién)

. lector de microplaca (405-414 nm)
para la liberacion de la histamina:

« placas de microtitulacion de fondo coénico 6 redondo (o tubos de
plastico)

+ estufa a 37 °C 6 bafio maria

«  centrifuga refrigerada para placas (o tubos)
Para los analisis de muestras sdlidas:

+  Acido perclérico (HCIO,).

. Borato de potasio (K,B,07).
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PROCEDIMIENTO
Preparacion de los reactivos
»  Eaquilibrar los reactivos a la temperatura ambiente.

. Reconstituir el tampoén de liberacion de la histamina con 25 mL de
agua destilada.

» Disuelva el reactivo de acilacion en el volumen de DMSO indicado
en la etiqueta justo antes de usarlo. Si se requieren varios viales,
agrupelos después de la disolucion.

*  Reconstituir los conjugados con el volumen de diluyente indicado en
las etiquetas de los viales. Esperar 20 minutos antes de mezclar. A
continuacion, verter el contenido de ambos viales con el conjugado
reconstituido en un vial para conjugado.

. Diluir el contenido del frasco de solucién de lavado concentrada con
950 mL de agua destilada y homogenizar.

»  Disolver una pastilla de sustrato en 15 mL de tampdén de sustrato por
lo menos 30 minutos antes de utilizarlo.

Preparacion de las muestras: acilacion

El protocolo del analisis comprende una etapa de acilacion de las muestras,
calibradores y controles. La histamina acilada es muy estable, y las muestras
aciladas pueden ser conservadas 3 dias a 2-8 °C.

Procedimiento

Acilacién Reacion Reacion Lectura
inmunologica enzymatica
En un tubo Distribuir en los | Lavar tres veces Adadir 50 pL
propio, adjuntar | pocillos 50 pL con 350 pL de solucion de
25 L de tampoén| de calibrador, la solucién de parada.
de acilacion 100 |control o muestra| lavado diluida.**
WL de calibrador, | acilada 200 yL [Afadir 200 pL de
control o muestra| de conjugado |[sustrato. Incubar
25 pL de solucion| incubar 2 horas | 30 minutos a
de acilaciéon a 2-8 °C con 18-25 °C en
y mesclar agitacion* (350 | agitacion (350
inmédiatamente. rpm). rpm)* en la
oscuridad.
Leer la
absorbancia a
405-414 nm.

* Asimismo, incubar 18 horas sin agitar a entre 2 y 8 °C. A continuacion, se
debe reducir el paso enzimatico a 20 minutos.

** lavado de las placas: este etapa es esencial para obtener las marcas
esperadas. Después del lavado, los pocillos no deben secarse antes de
afadir el reactivo siguiente.

Con lavador automatico
Elegir un ciclo de tres lavados que responde a los criterios siguientes:
*  Elliquido debe ser completamente absorbido de los pocillos
*  Los pocillos deben ser llenados enteramente con la solucion de lavado

*  La solucion de lavado debe ser inyectada con rapidez (por ejemplo 1
segundo por pocillo)

» Alfinal de los 3 ciclos, la solucién de lavado debe ser completamente
aspirada.

Lavado manual
Repetir al menos tres veces el ciclo siguiente:
*  Volcar con vigor la placa encima de la pila
. llenar enteramente los pocillos (los pocillos pueden rebosar)

*  Volcar con vigor la placa encima de la pila y la ultima vez, dar
golpecitos en la placa volcada en papel absorbente

RESULTADOS

Los resultados se deducen de la curva estandar por interpolacién. La curva
sirve para determinar las tasas de histamina de las muestras analizadas al
mismo tiempo que los calibradores.

Curva estandar

Los resultados del departamento de control de calidad se calcularon
usando el ajuste de curva spline con B/T o B/B, en el eje logit vertical y la
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concentracion de analito de los calibradores en el eje logaritmico horizontal
(nM).

Otros métodos de reduccion de datos pueden dar resultados ligeramente
diferentes.

Calibradores Histamina (nM) [ Absorbancia B/B, (%)
0 0 1,523 100
1 0,90 1,428 93,2
2 2,60 1,269 81,8
3 8,20 0,969 60,1
4 24,0 0,623 35,2
5 83,0 0,328 13,9

(Ejemplo de curva estandar, no utilizar para realizar los calculos)
Muestras
*  Concentraciones plasmaticas: lectura directa sobre la curva.
*  Liberacion de histamina, multiplicar por el factor de dilucién 10,5.
»  Histamina total, multiplicar por el factor de dilucion 20.
*  Otras muestras, multiplicar por el factor de dilucién utilizado.

VALORES ESPERADOS

Se aconseja a cada laboratorio establecer sus propios valores de referencia.
Los valores siguientes, determinados sobre sujetos presuntamente sanos,
son dados a titulo indicativo:

*  Plasma: <10 nM (1 ng/mL)
*  Sangre total: 200-2000 nM (20-200 ng/mL)

* Liberacién de histamina positiva: >10 % la histamina total

correspondiente

* Liberacién de histamina espontanea: <5 % de histamina total

correspondiente

*  Orina: 10-35 pg/g de creatinina.

CONTROL DE CALIDAD

Las practicas correctas de laboratorio implican que los controles sean
utilizados en cada serie de andlisis para asegurar la calidad de los resultados
obtenidos. Estos controles deben ser tratados de la misma forma que las
muestras a analizar y se recomienda analizar los resultados con la ayuda
de métodos estadisticos adecuados.

En caso de detectar un deterioro en el embasado del producto 6 que
los resultados expresen una alteracion en las caracteristicas del mismo,
contactar con el Distribuidor local ¢ notificar a la direccion de e-mail:
imunochem@beckman.com

CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO
(Ver la hoja “APPENDIX” para mas detalles)

Se facilitan datos representativos solo a modo de ejemplo. El rendimiento
obtenido en los distintos laboratorios puede variar.
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Sensibilidad

Sensibilidad analitica: 0,52 nM
Especificidad

El equipo es especifico de la histamina.
Precisién

Intra- ensayo

Las muestras plasmaticas con EDTA han sido analizadas 25 veces en una
misma serie. Los coeficientes de variacion obtenidos son inferiores o iguales
a 11,0 %.

Inter-analisis

Las muestras plasmaticas con EDTA han sido analizadas en 10 series
diferentes por duplicado. Los coeficientes de variacion obtenidos son
inferiores o iguales a 13,6 %.

Precision
Prueba de dilucion

Las muestras plasmaticas con EDTA de concentracion elevada han sido
diluidas con el calibradore Cero. Los porcentajes de recuperacion varian
entre 95,1 % y 119 %.

Prueba de recuperacion

Cantidades conocidas de histamina han sido afiadidas a plasmas EDTA
humanos. Los porcentajes de recuperacion varian entre 92,2 % y 119 %.

Rango de medida (a partir de la sensibilidad analitica del calibrador mas
alto):

0,52 a approximadamente 100 nM.

LIMITACIONES

El no respetar las instrucciones de uso puede afectar significativamente
a los resultados. Los resultados deben ser interpretados con la luz de la
presentacion clinica total del paciente, incluyendo su historia clinica, los
datos de pruebas adicionales y las otras informaciones apropiadas.

Interferencias
No utilice muestras hemolizadas, ictéricas o lipémicas.

La sangre de las mujeres embarazadas contienen importantes cantidades
de diamina oxidasa y no debe ser analizada.

Las muestras que contienen aminas diferentes a la histamina con una
concentracion superior a 10 mM interfieren con la acilacion de la histamina.

El fenol inhibe la libracién de histamina.

La histamina puede ser un componente de ciertos alergenos como el veneno
de himenoptero
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ElA-histamin
IM2562

ENZYM-IMMUNANALYSE TIL IN VITRO-BESTEMMELSE
AF HISTAMIN | BIOLOGISKE PRGVER
Til in vitro diagnostisk brug.

PRINCIP

Enzymimmunanalysen af histamin er en konkurrentanalyse. Histamin fra
preverne, kontrollerne eller kalibratorerne modificeres kemisk til acyleret
histamin i lgbet af farste trin. Acyleret histamin inkuberes i monoklonale
antistofovertrukne bregnde i neerveer af alkalisk phosphatase-acyleret
histaminkonjugat. Efter inkubation skylles brandene for at fjerne ikke-bundne
komponenter. Den bundne enzymatiske aktivitet males derefter efter
tilseetning af et kromogent substrat.

ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER
Generelle bemarkninger:
» Reagenser fra kit fra forskellige lot ma ikke blandes.

»  Flaskerne med kalibratorer og controller bgr vaere abne sa kort tid som
muligt for at undga overdreven fordampning.

»  Der skal fastseettes en standardkurve for hver analyse.
» Det anbefales at udfgre assayen som dobbeltbestemmelse.
*  Alle reagenser skal have rumtemperatur far pipettering.

*  Huvis substrattabletten har kontakt med hud kan det have en negativ
indvirkning pa produktet. Handter tabletter med tang.

* Handsker skal beeres for at undga kontaminering med fremmed
histamin, f.eks. fra sved.

. Histamin adsorberer pa glas, brug kun plastpipetter, praverer osv.
Natriumazid

Visse reagenser indeholder natriumazid som konserveringsmiddel.
Natriumazid kan reagere med bly, kobber eller messing og danne eksplosive
metalazider. Bortskaffelse af natriumazid skal ske i overensstemmelse med
geeldende lokal lovgivning.

Materialer af human oprindelse

Samtlige blodprgver skal handteres, som om de var i stand til at overfgre
hepatitis eller AIDS, og affald skal bortskaffes i overensstemmelse med de i
brugslandet geeldende regler.

GHS FAREKLASSIFIKATION

Substrate buffer

Conjugate diluent

Wash Solution (20x) FARE

H360 Kan skade
forplantningsevnen eller
det ufgdte barn.

P201 Indhent seerlige anvisninger
for brug.

P280 Baer beskyttelseshandsker,
beskyttelsestgj og
gjen-/ansigtsbeskyttelse.

P308+P313 VED eksponering eller
mistanke om eksponering:
Seg leegehjeelp.

Borsyre 0,1 - 0,3% Conjugate
Natriumboratdecahydrat 0,1
-0,3%

Stop Solution (NaOH) FARE

H314 Forarsager sveere
forbraendinger af huden
og gjenskader.

P280 Baer beskyttelseshandsker,
beskyttelsestgj og
gjen-/ansigtsbeskyttelse.
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P301+P330+P331
P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

H316
H318
H373

P280

P305+P351+P338

P310

P314
P332+P313

FARE

%

H360

P201

P280

P308+P313

FARE

&

H360

P201

P280

| TILFELDE AF
INDTAGELSE: Skyl munden.
Fremkald IKKE opkastning.
VED KONTAKT MED
HUDEN (eller haret): Skyl
under koldt vand.

VED KONTAKT MED
JINENE: Skyl forsigtigt med
vand i flere minutter. Fjern
eventuelle kontaktlinser, hvis
dette kan gores let. Fortsaet
skylning.

Ring straks til en
GIFTINFORMATION eller en
leege.

Natriumhydroxid 3 - 6%

Forarsager mild hudirritation.
Forarsager alvorlig
gjenskade.

Kan forarsage organskader
ved laengerevarende eller
gentagen eksponering.

Beaer beskyttelseshandsker,
beskyttelsestgj og
gjen-/ansigtsbeskyttelse.
VED KONTAKT MED
JJINENE: Skyl forsigtigt med
vand i flere minutter. Fjern
eventuelle kontaktlinser, hvis
dette kan geres let. Fortsaet
skylning.

Ring straks til en
GIFTINFORMATION eller en
leege.

Sag leegehjeelp ved ubehag.
Ved hudirritation: Sgg
lzegehjeelp.

Diethanolamin 7 - 10%

Kan skade
forplantningsevnen eller
det ufedte barn.

Indhent seerlige anvisninger
for brug.

Baer beskyttelseshandsker,
beskyttelsestgj og
gjen-/ansigtsbeskyttelse.
VED eksponering eller
mistanke om eksponering:
Sag leegehjeelp.

Borsyre 0,1 - 0,5%

Kan skade
forplantningsevnen eller
det ufedte barn.

Indhent saerlige anvisninger
for brug.

Baer beskyttelseshandsker,
beskyttelsestgj og
gjen-/ansigtsbeskyttelse.



P308+P313 VED eksponering eller
mistanke om eksponering:
Sag leegehjeelp.

Borsyre 0,5 - 1%

DMSO ADVARSEL

H227 Braendbar vaeske.

H315 Forarsager hudirritation.

H319 Forarsager alvorlig
gjenirritation.

H335 Kan forarsage irritation af
luftvejene.

P261 Undga indanding af damp.

P280 Baer beskyttelseshandsker,
beskyttelsestgj og
gjen-/ansigtsbeskyttelse.

P304+P340 VED INDANDING: Flyt
personen til et sted med
frisk luft og serg for,
at vedkommende hviler
i en stilling, som letter
vejrtraekningen.

P312 | tilfaelde af ubehag ring til en
GIFTINFORMATION eller en
leege.

P337+P313 Ved vedvarende
gjenirritation: Seg
leegehjeelp.

P403+P233 Opbevares pa et godt
ventileret sted. Hold
beholderen taet lukket.
Dimethylsulfoxid > 95%

Acylation Buffer FARE

H360 Kan skade
forplantningsevnen eller
det ufgdte barn.

P201 Indhent szerlige anvisninger
for brug.

P280 Baer beskyttelseshandsker,
beskyttelsestgj og
gjen-/ansigtsbeskyttelse.

P308+P313 VED eksponering eller

mistanke om eksponering:
Sag leegehjeelp.
Borsyre 1 - 5%

Sikkerhedsdatablad er tilgeengelig pa
beckmancoulter.com/techdocs

INDSAMLING, BEHANDLING, OPBEVARING
OG FORTYNDING AF PROVER
Plasma

» opsaml blod i et kglet praverer, der kun indeholder EDTA, og afkel
straks pa is

»  centrifuger 10 minutter ved 900 g ved 4 °C inden for 20 minutter efter
pravetagning

«  aspirer de gverste 2/3-dele af plasma
+  plasma kan blive fortyndet i PBS

e Saml urinprgve i plastbeholder.
bakteriostatisk middel.

«  fortynd prover 1:25 i PBS
Histaminfrigivelse i fuldblod

Nedfrys praven, eller tilsaet et

Vortex ikke cellesuspension.
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Blodprgveudtagning: opsaml 1-2 mL blod, kun i heparin-prgvergr, brug ikke
EDTA. Opbevar prgver ved 18-25 °C i hgjst 24 timer, hvis analysen ikke kan
udfgres med det samme.

Total histamin efter cellelysering: Tilsaet 50 pL ufortyndet blod til 950 pL
destilleret vand (fortynding 1:20). Frys og te op to gange.

Celleeksponering:

+ eksponering med histaminslipmiddel: fortynd fuldblod 1:7
histaminfrigivelsesbuffer (f.eks. 500 pL fuldblod + 3 mL buffer), tilsaet
50 L af de forskellige fortyndinger af slipmidler til brendene pa en
plade, og tilseet derefter 100 pL af 1:7 fortyndet fuldblod. Inkuber
pladen, der er daekket med lag, i 30 minutter ved 37 °C (alle meengder
kan fordobles, hvis celler udszettes for eksponering i preverer).

« spontan histaminfrigivelse: tilseet 50 pL histaminfriggrelsesbuffer til
pladens brgnde, og tilsaet derefter 100 pL af 1:7-fortyndet fuldblod.
Inkuberingspladen deekkes med lag i 30 minutter ved 37 °C.

+ genvinding af frigivet histamin: centrifuger 5 minutter ved 900 g ved
4 °C og hold pladen pa knust is efter centrifugering, opsaml forsigtigt
100 pL supernatantveeske uden at forstyrre cellepelleten.

Vaskeprover
Indsaml praver i plastpraverer.
Faste prover

Ekstraher histamin med 10 pL pr. mg veev af 0,2N HCIO,4, homogeniseres
ved sonikering eller knus og centrifuger ved 10 000 g i 5 minutter ved <4 °C.
Opsaml supernatanten og klarger ved filtrering, hvis det er ngdvendigt.
Neutraliser (pH 6-8) supernatantvaeske ved tilseetning af en tilsvarende
maengde 1 M kaliumborat. Centrifuger ved 10 000 g, 1 minut ved < 4 °C.
Opsaml supernatantveeske i plastpravergr.

Proveopbevaring

Bortset fra fuldblodscelleeksponering, skal alle typer prever opbevares ved
< -18 °C i plastprgvergr, hvis analysen ikke kan udfgres med det samme.

LEVEREDE MATERIALER

Fer abningen er alle reagenser i kittet stabile, indtil den angivne udlgbsdato
pa kittets labels, hvis det opbevares ved 2-8 °C.

De udlgbsdatoer, som er trykt pA meerkaterne pa haetteglassene, gaelder
kun for langtidsopbevaring af komponenter hos producenten forud for
sammensaetning af kittet. Ma ikke tages i betragtning.

Anti-histamin antistofbelagt plade: 12 x 8 brende (klar til brug)

Ubrugte strimler skal opbevares ved 2-8 °C i den medfalgende, selvlasende
pose.

Histamin-alkalisk fosfatase-konjugat: to haetteglas (lyofiliseret)

Haetteglasset indeholder histamin-alkalisk phosphatase-konjugat lyofiliseret
i neerveerelse af bovint serumalbumin. Genfortynd konjugatet med det
volumen konjugatfortyndingsmiddel, der er angivet pa heetteglassets
label, og haeld indholdet af begge haetteglas med genfortyndet konjugat i
konjugatheetteglasset. Efter genfortynding er konjugatet stabilt i en uge ved
2-8 °C eller ved opbevaring ved < -18 °C indtil kittets udlgbsdato.

Fortyndingsmiddel: et 25 mL haetteglas (klar til brug)

Fortyndingsmidlet bruges til at genfortynde konjugatet. Fortyndingsmidlet er
stabilt ved 2-8 °C indtil kittets udlgbsdato.

Kalibratorer: seks 1 mL hatteglas (klar til brug)

Haetteglasset indeholder fra O til ca. 100 nM ikke-acyleret histamin i buffer
med bovint serumalbumin og natriumazid (< 0,1%). Efter abning, opbevar
haetteglasset i en uge ved 2-8 °C eller ved < -18 °C indtil kittets udlgbsdato.
Kalibratorer verificeres til en intern referencestandard.

Kontrolprgve: ét 1 mL hatteglas (klar til brug)

Heetteglasset indeholder ikke-acyleret histamin i buffer med bovint
serumalbumin og natriumazid (< 0,1%). De forventede veerdier er indenfor
det koncentrationsomrade, der er angivet pa heetteglassets label. Efter
abning, opbevar haetteglasset i en uge ved 2-8 °C eller ved < -18 °C indtil
kittets udlgbsdato.

Acyleringsreagens: et haetteglas (pulver)

Haetteglassets indhold skal oplgses lige inden brug i den maengden af DMSO,
der er angivet pa labelet. Den oplgste reagens er stabil ved < -18 °C indtil
kittets udlgbsdato. Undga gentagne nedfrysninger og opteninger.

Acyleringsbuffer: et 5 mL haetteglas (klar til brug)
Efter abning, opbevar haetteglasset ved 2-8 °C indtil kittets udlgbsdato.

23 of 46



Histaminfrigivelsesbuffer: et haetteglas (lyofiliseret)

Bufferen indeholder bovint serumalbumin. Genfortynd med 25 mL destilleret
vand. Efter abning, opbevar haetteglasset ved < -18 °C indtil kittets
udlgbsdato.

DMSO: Et 3 mL haetteglas (klar til brug)
Lad oplgsningsmidlet sekvilibrere ved 18-25 °C, indtil det er smeltet helt.
Vaskeopl@sning (20x): ét 50 mL haetteglas

Koncentrerede oplgsninger skal fortyndes for brug. Stabilitet efter fortynding:
en maned ved 2-8 °C eller ved < -18 °C indtil kittets udlgbsdato.

Substratbuffer: et 30 mL hatteglas (klar til brug)
Substratbufferen er en diethanolamin-HCl-oplasning.
Substrat: to tabletter

Substratbearbejdningsoplgsningen af paranitrofenylfosfat fremstilles mindst
30 minutter fgr brug ved at oplgse en tablet i 15 mL substratbuffer.
Oplgsningen er stabil i 24 timer ved 2-8 °C eller ved opbevaring ved <-18 °C
indtil kittets udlgbsdato.

Stopoplesning: et 6 mL haetteglas (klar til brug)

Denne oplgsning er en 1N NaOH-opl@sning. Oplgsningen er stabil ved 2-8 °C
indtil kittets udlgbsdato.

Konjugathaetteglas: Et haetteglas
Tomt heetteglas til fusion af genfortyndede konjugater.

PAKRZAEVEDE MATERIALER, SOM IKKE
MEDFQOLGER

Ud over almindeligt laboratorieudstyr skal falgende bruges:
Til immunanalysen:
«  plastprgvergr (3 eller 5 mL)
»  preecisionsmikropipetter (20-200, 200-1000 uL)
*  repeterende mikropipetter (25, 200 pL)
*  Mixer af vortex-typen.
*  mikrotiter-pladeryster
*  vaskemaskine til mikrotiterplader (tilvalg)
*  mikrotiterpladeleeser (405-414 nm)
Til histaminfrigivelse:
«  sfeeriske eller koniske brgnde mikrotiterplader (eller plastpravergr)
« 37 °C vandbad
*  kelecentrifuge til plader (eller prgverar)
Til prevebehandling af faste stoffer:
*  Perchlorsyre (HCIOy).
. Kaliumborat (K,B407).

PROCEDURE
Klargering af reagenser
» Lad reagenserne na stuetemperatur.
*  Genfortynd histaminfrigarelsesbufferen med 25 mL destilleret vand.

* Oples lige for brug acyleringsreagensen med den msengde DMSO,
som er angivet pa labelet. Hvis der er behov for flere haetteglas, skal
du samle efter oplgsningsprocessen.

*  Genfortynd konjugaterne med maengden af fortyndingsmiddel angivet
pa haetteglassets labels. Vent 20 minutter fgr blanding. Hezeld derefter
indholdet af begge heetteglas med genfortyndet konjugat over i
konjugatheetteglasset.

* Indholdet af det vaskevaeske-koncentrerede haetteglas hzeldes over i
950 mL destilleret vand og homogeniseres.

. Forbered substratet ved at oplgse en tablet i 15 mL substratbuffer
mindst 30 minutter fgr brug.

Fremstilling af prover: acylering

Analyseproceduren inkluderer et acyleringstrin til prgver, kalibratorer eller
kontroller. De acylerede prgver er ret stabile og kan opbevares 3 dage ved
2-8 °C.
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Procedure
Acyleringstrin | Immunologisk | Enzymatiske Laesning
trin trin
Til rengering af Til Vask 3 gange Tilfgj 50 pL
plastpravergr |antistofovertruknd med 350 pL stopoplgsning.
tilseettes 25 pL | brende tilsaettes i fortyndet
acyleringsbuffer, | 50 pL acyleret |vaskeopl@sning.*
100 pL kalibrator,| preve, kontrol Tilfgj 200 pL
kontrol eller |eller kalibrator og substrat.
prave, 25 uL | 200 pL konjugat. Inkuberes i
acyleringsoplgsnipg Inkuberes i 30 minutter
og vortex 2 timer ved ved 18-25 °C
umiddelbart 2-8 °C med med omrystning
derefter. omrystning (350 omdr/min)*
(350 omdr/min).* i marke.
Aflees
absorbansen ved
405-414 nm.

* Alternativt inkuberes 18 timer uden omrystning ved 2-8 °C. Derefter skal
det enzymatiske trin reduceres til 20 minutter.

** Renggring af plader: Dette trin er essentielt for at opna kittets forventede
ydelsesniveau. Efter vask ma brgndene ikke tarre for tilsaetningen af den
naeste reagens.

Brug af mikrotiterpladevasker

Veelg et pladevaskeprogram med tre cykler,
cykluskriterier:

der opfylder felgende

*  Veeske i brgnde skal veere fuldsteendigt aspireret
*  Brgnde skal fyldes til kanten med vaskeopl@sningen

»  Vaskeoplgsningen skal injiceres hurtigt (typisk et sekund til at fylde en
brgnd)

»  Efter de tre cykler skal vaskeoplgsningen veere fuldstaendig aspireret
Manuel procedure
Gentag mindst tre cyklusser som fglger:

*  Vend pladen pa hovedet og ryst kraftigt over vasken

. Fyld brende med vaskeveeske, oplgsningen kan lgbe over kanten af
brgndene

*  Vend pladen pa hovedet og ryst kraftigt over vasken, og bank med lette
slag den omvendte mikrotiterplade ned pa rent, absorberende papir

RESULTATER

Resultaterne opnas ved interpolation ud fra en standardkurve. Kurven
anvendes til bestemmelse af histaminkoncentrationer i prever, der males
samtidig med kalibratorerne.

Standardkurve

Resultaterne i kvalitetskontrolafdelingen blev beregnet ved hjaelp af
spline kurvetilpasning med B/T eller B/B, pa den logit vertikale akse og
analytkoncentration for kalibratorerne pa den logaritmiske horisontale akse
(nM).

Andre datareduktionsmetoder kan give lidt anderledes resultater.

Kalibratorer Histamin (nM) Absorbans B/B, (%)
0 0 1,523 100
1 0,90 1,428 93,2
2 2,60 1,269 81,8
3 8,20 0,969 60,1
4 24,0 0,623 35,2
5 83,0 0,328 13,9

(Eksempel pa standardkurve, ma ikke anvendes til beregning).

Prover
*  Plasmakoncentrationer svarer til veerdier aflaest af standardkurven.
*  Veerdier opnaet for frigivet histamin skal ganges med 10,5.

»  Veerdier opnaet for den totale meengde frigivet histamin skal ganges
med 20.

»  Andre proveresultater skal korrigeres for den rette fortyndingsfaktor.
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FORVENTEDE VARDIER

Vi anbefaler hvert laboratorium at etablere sine egne referenceveaerdier.
Falgende veerdier opnaet fra raske individer er kun vejledende.

*« Plasma: <10 nM (1 ng/mL)

*  Fuldblod: 200-2000 nM (20-200 ng/mL)

»  Positiv celleeksponering: > 10% af den totale histamin
»  Spontan histaminfrigivelse: < 5% af den totale histamin
e Urin: 10-35 pg/g kreatinin

KVALITETSKONTROL

God laboratoriepraksis indebzerer regelmaessig anvendelse af kontrolpraver
for at sikre kvaliteten af de opnaede resultater. Disse praver skal behandles
pa ngjagtig samme made som analyseprgverne, og det anbefales, at
analysere resultaterne ved hjaelp af passende statistiske metoder.

Hvis emballagen ikke er intakt, eller hvis de opnadede data viser tegn pa
en &ndring i ydeevnen, kontaktes den lokale distributer, eller brug falgende
e-mailadresse: imunochem@beckman.com

PRASTATIONSKARAKTERISTIKA

(Der henvises til dataarket i "TILLAGET” for yderligere oplysninger)

Repreesentative data er udelukkende til illustrationsmaessige formal.
Praestationsresultater kan variere afhaengig af de individuelle laboratorier.

Folsomhed

Analytisk sensitivitet: 0,52 nM
Specificitet

Immunanalysen er specifik for histamin.
Praecision

Inden for samme analyse

EDTA-plasmaprgverne blev analyseret 25 gange i den samme serie.
Variationskoefficienterne fandtes at veere under eller lig med 11,0%.

PI-IM2562-PRINT-05

Mellem analyser

EDTA-plasmaprgverne blev analyseret i duplikat i 10 forskellige serier.
Variationskoefficienterne fandtes at vaere under eller lig med 13,6%.

Ngjagtighed
Fortyndingstest

EDTA plasmaprgver med hgje koncentrationer blev seriefortyndet med
nulkalibrator. De opnaede genfindingsprocenter 1& mellem 95,1% og 119%.

Genfindingstest

Lav koncentrations-EDTA-plasmaprgver blev tilsat kendte maengder
histamin. De opndede genfindingsprocenter I& mellem 92,2% og 119%.

Maleinterval (fra analytisk sensitivitet til den hgjeste kalibrator):
0,52 to cirka 100 nM.

BEGRZANSNINGER

Manglende overholdelse af vejledningerne i denne indleegsseddel kan
pavirke resultaterne vaesentligt. Resultaterne skal fortolkes under
hensyntagen til det samlede kliniske billede af patienten, herunder klinisk
historie, data fra yderligere test og andre relevante oplysninger.

Interferens
Brug ikke heemolyserede, ikteriske eller lipsemiske praver.

Gravide kvinders blod indeholder hgje niveauer af diamineoxidase og kan
ikke bruges.

Materiale, der indeholder anden amin end histamin i en koncentration pa over
10 mM, forstyrrer acyleringen af histamin.

Phenol ha&emmer histaminfrigivelse.
Histamin kan vaere en allergenkomponent, f.eks. hymenopteragift.
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EIA Histamine
IM2562

ENZYMO-ANOZOE=ETAZH I'lA TON IN VITRO
MOZOTIKO MPOZAIOPIZMO THZ IZTAMINHZ ZE
BIOAOTIKA AEITMATA

MNa diayvwoTiKA XpAoN in vitro.

APXH THZ AIAAIKAZIAZ

H evfupo-avoooeétaon Tng 10Tapivng eival €gétaon avraywviopol. H
IoTapivn Twv OEIyUATWY, Twv OelyuaTwy €Aéyxou 1 Twv BabuovounTtég
METATPETTETAI XNUIKA O aKUAIWPEVN IoTOodiv ¢ éva TTpWTo OTAdIO TNG
Sladikaoiag. H akuAiwpévn ioTapivn emwdadeTal o€ "rnyadakia” emMoTpwuéva
ME HOVOKAWVIKG avTiowpa uttd TNV TTapoucia culelypaTog OKUAIWPEVNG
10TaPivNG Kal aAKOAIKAG wogatdong. Metd Tnv emmwaacn, emAévovtal Ta
TTNYQdAKIA TTPOKEINEVOU VO apaIpeBoUV Ta PN BECHEUPEVA CUCTATIKA. TN
ouvéxela PeTpdral n dsopeupévn evQUUATIK OpaoTnEIOTNTA, PETA OTTO TNV
TTPOCONKN £VOG XPWHOYOVOU UTTOGTPWHATOG.

NMPOEIAOINOIHZH KAI MPOOYAAZEIX
Fevikég TTapaATNPAOEIG:
¢ Mnv avakaTeUeTe avTidpaocTAPIa aTTO SIAPOPETIKEG TTAPTIOEG.

*  Ta @iaAidia Twv opwyv BaBuovounaong Kal Twv 0pwyv EAEYXOU TTPETTEI VO
avoiyovTal 660 10 duvaTov AIyOTEPO, TTPOG ATTOPUYNV ECATHICEWG TOU
TTEPIEXOMEVOU.

. Kdavete TOUTOXpPOVO TNV TIPOTUTIN KAPTTUAN KOl TOV  TTOOOTIKO

TTPOGOIOPITUS TWV OEIYUATWV.

* 2ag OucTAVETaI
TTPoCdIoPIoUO.

va TIpayupatotroleite 000  @OpéG  Tov  KABE

* ApnoTe Ta avTidpacTrpla va @TACOoUV O€ I00PPOTTia OE Bepuokpaaia
dwpariou TTPIV aTT TN XPNOoN.

e H ema@r TnG TOUTTAETAG UTTOOTPWHATOG HPE TO OEpua MTTOPED va
ETTNPEACEI DUOHPEVWIG TO TIPOIOV. XEIPIOTEITE TIG TAPTIAETEG HE AaRidEG.

. MpéTel va @opdTe YAVTIA yia va atro@UyeTe TN OAUVON aTré EWTEPIKNA
I0TAMiVA, TT. X. aT6 ToV I0pWTA.

*  HoTtapivn mpoopo@drtal aTo yuaAi, XpnoIuoTroIoTe JéVo TTAACTIKEG
TTTETEG, CWANVApPIa KTA.
Alidio Tou Narpiou
Opiopéva avTIdpaaTrApIa TTEPIEXOUV agidIo TOU VaTPiou wg ouvTnpenTikd. To
agidio Tou varpiou ptropei va avmidpdoel pe HOAURBO, XaAKO ) opeiXaAko
yla va oXnUatioel eKPNKTIKA PETAAAIKG agidla. H améppiyn Tou adidiou

TOU VOTPiOU TTPETTEI VO TTPAYMOTOTIOIEITAI GUM@WVA PE TOUG QAVTIOTOIXOUG
TOTTIKOUG KaVOVIOUOUG.

YAIKO avBpwTivng TTpoéAeucng

OAa T1a deiypara aiyatog TPETTEN va Ta XEIPICEOTE WG IKAVA va JETOSWOOUV
nmatinda | AIDS. Anpioupynuévo aTTOpPIPPa va ekkaBaploBei cUpQwva Je
10X0W KAVOVIOUO.

TAZINOMHZH ENIKINAYNOTHTAZ KATA GHS

Wash Solution (20x) KINAYNOZX

H360 Mtropei va BAdyer T
yoviuéTnta A 10 €UBpPUO.

P201 E@odiaoTeite pe TIG €1BIKEG
odnyieg TpIv atré Tn xpAon.

P280 Na @opdre TTPOCTATEUTIKA
yavTia, TTPOOTATEUTIKA
evOUpaTa Kal péoa aTOMIKAG
TTPOCTACIAG YIa TO PATIOTO
TTPOCWTTO.

P308+P313 Ye TepiTTwon ékBeang N

mBavéTnTag €kBeong:
OUMPBOUAEUBEITE/ETTIOKEPOEITE
ylarpo.

Bopikd o&u 0,1 - 0,3%
Aekaévudpo Bopikd vaTpio
0,1-0,3%

PI-IM2562-PRINT-05

Stop Solution (NaOH)

Substrate buffer

Conjugate diluent

26 of 46

KINAYNOZ

H314
P280
P301+P330+P331
P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

KINAYNOZX

&

H316
H318

H373

P280

P305+P351+P338

P310
P314

P332+P313

KINAYNOZX

MpokaAei coBapd depuaTIKG
eykalpaTa Kal o@OaApIKEG
BAGBeG.

Na @opdre TTPOCTATEUTIKA
yavTia, TTPOOTATEUTIKA
evdUpaTa Kal HEOA ATOUIKAG
TTPOCTACIAG YIa TO PATIOTO
TTPOOWTTO.

>E MEPINTQXZH
KATAMNOZHZX: EemrAUveTe

10 oTOpa. MHN trpokaAéoeTe
EUETO.

YE NEPINTQXH ENA®HZ
ME TO AEPMA () pe Ta
MaAAIG): EeTTAUVTE TNV
€MOEPUIdQ YE VEPOD.

YE NEPINTQXH ENADHZ
ME TA MATIA: gemrAUveTe
TTIPOOEKTIKA PE VEPO

YO OPKETA AeTTTA. Edv
UTTAPXOUV POKOI ETTAPAG,
agaIpéoTE TOUG, EQOCOV
eival eUKoAo. ZuvexioTe va
EeTTAEveTE.

KaAéaTe apéowg 1o KENTPO
AHAHTHPIAZEQN 1 évav
yIaTPO.

Y&po&eidio vaTtpiou 3 - 6%

MpokaAei ATTIO £PEBICPG TOU
8épparog.

MpokaAei coBapr) oeBAApIKN
BAGBN.

Mrtropei va TTpoKaAEoEl
BAGBeg oTa dpyava ucTEPa
aTmmd TTOPATETOMEVN A
emmavelAnuuévn €kBeon.

Na @opdre TTPOCTATEUTIKA
YyavTia, TTPOOTATEUTIKA
evdUuaTa Kal JECA ATOUIKAG
TTPOCTAGIAG YIa TO HATIO/TO
TPOCWTTO.

>E NEPINTQXH ENA®HX
ME TA MATIA: gemrAUveTe
TIPOOEKTIKA pE vePS

yla opKeTa AeTiTd. Edv
UTTAPYOUV (POKOI ETTAPAG,
aQaIpéOTE TOUG, EQOTOV
gival eUKoAo. ZuveyioTe va
CeTTAéveTE.

KaAéoTe apéowg 10 KENTPO
AHAHTHPIAZEQN R évav
ylarpo.
>upBouleuBeiTe/ETTIOKEPOEiTE
ylatpd edv aicBavOeite
adiabeaia.

Edv mapatnpnOei
€PEBIOCPOG TOU BEPUOTOG:
oupBouAeuBEiTe/eTTIOKEPOEITE
ylaTpo.

AiaiBavolapivn 7 - 10%



Conjugate

DMSO

Acylation Buffer
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H360
P201

P280

P308+P313

KINAYNOX

H360
P201

P280
P308+P313

MNPOZOXH

D

H227
H315

H319

H335

P261

P280
P304+P340
P312

P337+P313

P403+P233

KINAYNOX

&

Mrropei va BAawer Tn
yoviuétnTta A 10 €UBpUo.
E@odiaoTeite ye TIG €10IKEG
0odnyieg TTpIv atrd Tn XxpAon.
Na @opdre TTPOCTATEUTIKA
YyavTid, TTPOOTATEUTIKA
evdUpOTa Kal HECA ATOUIKAG
TTPOCTAGIAG IO TO HATIOTO
TPOCWTTO.

>e TepiTTwaon €kBeong A
mOavéTnTag €kBeong:
oupBouAeuBEiTe/ETTIOKEPOEITE
ylaTpo.

Bopiké o&u 0,1 - 0,5%

Mrropei va BAdwer Tn
yoviuoTnTa ) 10 €uRpuo.
E@odiaoTeite pe TIG €IBIKEG
odnyieg TpIv atd Tn Xprion.
Na @opdre TTPOCTATEUTIKA
yavTia, TTPOOTATEUTIKA
evdUpaTa Kal HEOA ATOPIKAG
TTPOCTACIAG YIa TO PATIO/TO
TTPOOWTTO.

e TrepiTTTwon €kBeong n
mBeavéTnTag €kBeong:
oupBouAeuBeiTe/eTTIOKEPOEITE
ylartpo.

Bopik6 080 0,5 - 1%

Kauoipo uypd.

MpokaAei epeBioud TOU
OépuaTog.

MpokaAei coBapd oPBaAApIKO
ePEBIOUO.

Mrropei va TTpokaAéoel
€PEBIOCPO TNG AVATTIVEUCTIKAG
0d0U.

ATTOQEUYETE VA OVOTTVEETE
arpoug.

Na @opdTe TTPOCTATEUTIKA
YGVvTIQ, TTPOOTATEUTIKG
evOUpOTa Kal HECA ATOUIKAG
TTPOCTACIAG YIO TO YATIO/TO
TTPOCWTTO.

YE NEPINTQZH
EIZNMNOHZ: Metagépete

TO GTOpO OTOV KaBapd aépa
KOl APAOTE TO VO {EKOUPAOTEI
o€ oTAOoN TToU JIEUKOAUVEI
TNV avarvor).

KaAéote 10 KENTPO
AHAHTHPIAZEQN R éva
ylatpo edv aioBaveite
adlabeoia.

Edv dev utroxwpei o
0POAAUIKOG EPEBIOHOG:
oupBouAeuBEiTe/ETTIOKEPOEITE
yIaTPo.

ATmoBnkeveTal o€ KOAG
agpifdpevo xwpo. O
TTEPIEKTNG dlaTnpEiTal
EPMUNTIKA KAEIOTOG.
AipeBuAocoul@otidio > 95%

H360 Mrropei va BAdwer Tn
yoviuétnTta A 10 €upuo.

P201 E@odiaoTeite pe TIG €10IKEG
0dnyieg TTpIv aTTo TN XxpAon.
P280 Na @opdre TTPOCTATEUTIKA

YyavTida, TTPOOTATEUTIKA
evOUuOTa Kal HECA ATOUIKAG
TTPOCTAGIAG YIa TO HATIO/TO
TPOCWTTO.

e TepimTwon ékBeong N
mlavéTnTag €kBeong:
oupBouAguBeiTe/eTTIOKEPOEITE
ylatpo.

Bopiké 08U 1 - 5%

P308+P313

To deAtio dedopévwv aopaAeiag diaTiBetal oTn dietBuvon
beckmancoulter.com/techdocs

ZYAAOIH, ENMEZEPTAZIA, ®DYAA=H KAI
APAIQZH TQN AEIrMATQN
MAdopa

*  OUMAEETE TO aipa o€ TTaywpévo owAnvdapio Tou Trepiéxel povo EDTA
KQI TOTTOBETHOTE AUEOWG OTOV TTAYO

*  @uyokevipnote yia 10 Aetrtd ag 900 g aTtoug 4 °C péoa og 20 Aetrta
atré TN cUAAoyr) Tou BeiypaTog

* armoyUoTe Ta avwTepa 2/3 Tou TTAAOPATOG
*  TO TMAGOUQ uTTOpPEi va apaiwBei oe PBS

*  OUMAEETE Beiypa oUpwv ae TTAAOTIKG Soxeio. Katawugre To Seiypa
TIPOCBE0TE BAKTNPIOCTATIKO TTAPAYOVTA.

*  apaiwoTe Ta deiypata o€ avaloyia 1:25 oe PBS
AtreAeuBépwon 10Tapivng o€ oAIKO aipa
Mnv avakiviioETe TO KUTTAPIKG EvalWPnua aTo vortex.

AcsiygatoAnyia aipatog: cuAAégTe 1-2 mL aipaTog o€ cwAnvapia TTou éxouv
poévo nmrapivn, pn xpnoigotroinoete EDTA. AlatnpAoTe Ta deiypata oToug
18-25 °C yia 24 wpeg 10 TTOAU, av n e¢éTaon O€ PTTOPEi va yivel auéow.

OAIKA 1oTapivn peté amméd KuTTapikh Auon : MpocBéoTte 50 Pl un apaiwpévou
aiparog oe 950 pL ameoTaypévou vepolu (apaiwon oe avahoyia 1:20).
Karawgte kai amowlgte dUo QopEg.

KutTapikA diéyepon:

+  digyeipeTe pe Tapdyovra OaTEAEUBEpWONG TNG IOTAMIVNG:
apaiwoTe TO OAKG aiya o€ avaloyia 1:7 oe Tapdyovra
atreAeuBépwang TnG 1IoTapivng (m.X. apaiwoTte 500 PL oAikd aipa + 3
mL puBpiaTikol), TpocBéaTe 50 YL amd T SlaPopPETIKG apaiwpéva
SiaAupdra TTapdyovra atmeAeubépwaong ata "rnyaddkia” Tng TTAGKAG,
émeita mpooBéate 100 uL Tou apaiwpévou oe avaAoyia 1:7 oAikoU
aipatog. ETTwaoTe TNV TAGKA, KOAUPPEVN PE TO KATTAKI, YIa 30 AeTTTG
oaTtoug 37 °C (6Aol o1 6ykol putropouv va diTAaciacTolv av Ta KUTTopa
dieyepBoUv péoa ae wAnvapia).

*  auBépuntn ammeAeuBépwon 10Tapivng: mpooBéote 50 L
puBuIoTIKOU atreAeuBépwaong IoTapivng oTa "nyaddkia” piag TAGKag,
émeima mpooBéaTte 100 YL Tou apaiwuévou ae avaloyia 1:7 oAikou
aipatog. ETTwaoTe TNV TAAKA, KOAUPPEVN PE TO KATTAKI, YIa 30 AeTTTG
atoug 37 °C.

*  avAKTNON TNG OTTEAEUBEPWHEVNG ICTAMIVIG:  PUYOKEVTPNOTE
yia 5 Aemtd o 900 g ortoug 4 °C kal SlaTNPAOTE TNV TTAAKA
o¢ OpuppaTioyévo TTAYO META OTTO Tn QUYOKEVTPNON, OUAAECTE
TpooekTIKG 100 pL TOu uTTEPKEiIMEVOU UYPOU Xwpig va SIoTapageTe
TNV KUTTAPIKA o¢aipa.

Yypa deiypata
JUMEETE Ta OeiypaTa o€ TTAAOTIKG owAnvapia.
IrEped deiypara

EkyuAiote tnv 1otapivn pe 10 pb avd mg 1oto0 amé 0.2 N HCIO,,
OUOYEVOTIOINOTE PE KATEPYODIA JE UTTEPNYXOUG i TUVOAIWN KOl PUYOKEVTPHOTE
oe 10 000 g yia 5 Aemrtd o€ Beppokpacia xaunAoTepn Twv 4 °C. ZuAAECTE
TNV UTTEPKEIMEVN @Aon Kal dINBRoTe pe QIATPApPIoUA av gival aTmapaitnTo.
E¢oudetepwoTe (pH 6-8) To uttepkeipevo uypd pe TTPOaOrKn icou Gykou
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Bopikou Kahiou 1M. ®uyokevtprioTe og 10 000 g yia1 AeTrTé, o€ Beppokpaaia
XOUNASTEPN TwV 4 °C. ZUAAESTE TO UTTEPKEIPEVO UYPO O€ TTAAOTIKG CwAnvdapia.

Atrolnkeuon delypdTwv

EkT6¢ amd 10 OAIKO aqipa TTOU TTPOOPICETal YIa KUTTOPIKA OIEyepon,
amodnkeUoTe OAa Ta €idn delyUATWY O€ BepUOoKpaaia xaunAoTepn Twyv -18 °C
o€ TTAAOTIKA owAnvdpia, av n e¢étaon 8¢ PTTOPEi va yivel auéowg.

NMAPEXOMENA YAIKA

Mpiv T0 dvolyua, 6Aa Ta avTiIdpacTrpla ival oTaBepd YEPI TV NUEPOUNVIa
MENG TToU avaypdeeTal OTIG €TIKETEG Tou kit, &Tav ammoBnkevovtalr o€
Bepuokpacia 2-8 °C.

O1 nuepopnvieg ARENG TToU avaypaPovTal OTIG ETIKETEG TWV PIAAIBiwY apopolv
ATTOKAEIOTIKG OTN HAKPOTIPSBECUN ATTOBAKEUCN TWV AVTIOPACTNPIWY AT TOV
KOTOOKEUAOTH, TTPIV atd Tn ouvappoAoynon tou kit. Na pn Aappdvovtal
utTéyn.

MikpoTTAdKa ETMICTPWUEVN HE AVTIOWHA KATA TnG IoTapivng: 12 x 8
mwnyaddkia (£Toiun TPog xpAon)

O1 axpnoiyotroinTeg Taivieg TPETEl va @UAdooovTal otoug 2—8 °C oTtnv
TTAPEXOMEVN AUTOROQAANIOPEVN TOAKOUAQ.

ZUdeuypa IOTAUIVNG-aAKOAIKAG @WOo@ATAonG: 2 @IaAidia (A\Uo@IANUUEVO)

To @IaAidlo  TTEPIEXEl  OUQeUyMA  IOTOUIVNG-OAKOAIKAG  Quo@aTdong
Auo@IAoTToinuévo UTTd TNV TTapouacia AeukwaTivng opou Bociag TTpoéAeuong.
AvaouoToTe TO OUJeuyha HPE TOV OYKO OpaIWTIKOU OUZeUypaTOG TTOU
avaypa@eTal aTnVv €TIKETA TOU @IaAIdiou kal eyXUOTE TO TTEPIEXOPEVO KAl TWV
dU0 @ioAIdiwv pe To avaouaTaBév oUleuypa péoa aTo giaAidio yia oUleuypa.
Metd Tnv avaoldoTaon, To oUgeuypa TTapapével oTaBepd yia Pia eRdoudda
aTtoug 2-8 °C 1 oToug < —18 °C péxp!l TNV nuepounvia ANgnG Tou KIT.

ApaiwTik6 péco: éva @laAidio Twv 25 mL (€Toigo TTpog Xprion)

To apaiwTiKd PETO XPNOIUOTIOIEITAI yIa TNV avacUaTacn Tou oulevyuaTtog. To
apalwTiké péao eival atabepd aToug 2-8 °C péxpl TNV nuepounvia ARgng Tou
kit.

BaBpovountég: 6 @iaAidia Tou 1 mL (£Toipa TTpog xprion)

Ta BaBuovountég @iaiidia tepiExouv ammé 0 péxpl katd tpoogyyion 100
nM un akuNiwpévng 10Tapivng, o€ PUBUICTIKO TTOU TTEPIEXEI QAUTTOUMIVN
Bodivou opou kai agidio Tou Natpiou (<0,1%). Metd 10 Avolyua, Ta @IaAidia
Slatnpouvtal oTtoug 2-8 °C yia pia efOoudda A ae Beppokpaaia xapunAoTepn
Twv -18 °C péxpl TNV nuepopnvia Angng tou kit. O1 BaBuovounTég €xouv
emReRaIwOEi Pe OIKS Pag TTPOTUTTIO AVAPOPAS.

Aciypa eAéyyou: 1 @iaAidio Tou 1 mL (étoigo TTpog Xprion)

To @IaAidIo TTEPIEXEI PN OKUANIWPEVN I0TAUIVN, GE PUBUIOTIKO TTOU TTEPIEXEI
aApTtroupivn Bodivou opou kai agidio Tou Narpiou (<0,1%). Or avapevopeveg
TINEG KupaivovTal PETAEU TwV OUYKEVIPWOEWV TIOU avaypd@ovial oTnv
eTIKETA TOU @IoAIdiou. MeTd 1o Avolyda, To @IOAidIo diaTnpeital oToug 2-8
°C yia pia eBdopdda i o€ Bepuokpacia xaunAdtepn Twv -18 °C péxpr TNV
nuepounvia AAgng Tou Kkit.

AvTiSpacTipio akuAiwong: éva @laAidio (okovn)

To Trepiexopevo Tou @iaAidiou TTpETTEl va SlaAuBei akpIBwg TTpIv aTd Tn
xpron otov 6yko DMSO Tou avaypdgetal otnv €TIKETA.  To dlaAupévo
avTidpaoTApIo TTapauével oTaBepd oToug < —18 °C péxpl TNV nuepounvia
AAENG Tou KIT. ATTO@UYETE TNV £TTavaAapBavopevn Katdwuén kal atmowuen.

PuBuioTiké akuAiwong: 1 @iaAidio Twv 5 mL (£1oigo TTpog xprion)

MeTé 10 Gvorypa, atroBnkeUoTe To QiaAidio aToug 2-8 °C péxpl TNV NUEPOUNVia
AAENG Tou Kit.

PuBuioTiké ameAeuBépwaong TnG 1I0Tapivng: 1 @iaAidio (Auo@iAnuuévo)

To pubuIoTIKG TTEPIEXEl aAuTTOUUiIVN BodIvou opou. H avacuaoTaon yiveTal pe
25 mL amreoTtaypévou vepoUl. MeTd To Gvolypa, atroBnkeloTe TO QIAAIDIO O€
Bepuokpacia xaunAdtepn Twv -18 °C péxpl TNV nuepopnvia ARENG Tou kit.

DMSO: 1 @iaAidio Twv 3 mL (étoiyo Tpog Xprion)

AopnoTe auTtd 1o dIaAUTIKO va @TACEl O€ Ic0ppoTTia oToug 18-25 °C péxpr va
NWOEl EVIEAWG.

AigAupa TAUONG (20x): éva @iaAidio Twv 50 mL

To ouuTTUKVWHEVO BldAupa TTPETTEl va apaiwBei TTpiv atmd Tn XpARon.
2100€pOTNTA PETA TNV apaiwon: évag uAvag otoug 2-8 °C 1 o€ Beppokpaaia
XapnNAOTEPN TwV -18 °C péxpl TNV nuepounvia Angng Tou kit.
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PuBuioTiké utrooTpwpaTtog: éva @iaAidio Twv 30 mL (£Toipo Tpog xpron)
To puBuIoTIKG uTTOOTPWHATOG gival éva didAupa diaiBavoiapivng-HCI.
YmwooTpwpa: 300 TaPTTAETEG

To O1IGAUPa €pyaciag UTTOOTPWHATOG GWOCPOPIKOU TTOPA-VITPO-PAIVUAIOU
TpoeToIpadeTal TouhdxioTov 30 AeTTTd TTpIv atré Tn Xpron, e Tn didAucn piag
TapTTAETaG o€ 15 mL puBpioTIKOU uTTooTpWHaToG. To didAupa ival oToBepd
yla 24 wpeg aToug 2-8 °C 1 amobnkeleTal o€ BepPoKpacia xaunAdTepn Twv
-18 °C péxp! Tnv nuepopunvia ARgng Tou kit.

AidAupa TTavong: éva @iaAidio Twv 6 mL (£Toipo TTpog Xprion)

AuT6 10 diIdAupa givar éva didAupa NaOH 1N. To didAupa gival oTaBepd oToug
2-8 °C péxp! TNV nuepopnvia ARgng Tou kit.

®DiaAidio yia oueuypa: éva @lalidio
AdeIdaTe TO QIOAIBIO YIa GUVTNEN TWV OVACUOTABEVTWY GULEUYUATWY.

AMNAITOYMENA YAIKA MNMOY AEN NMAPEXONTAI

O atraItoupevog epyaoTnPIakos £E0TTAICNGG, ETTITTAEOV TOU ouvhBoug, gival o
egng:
MNa Tnv avoooegéTaon:
*  TTAAOTIKG cwAnvapia (3 4 5 mL)
*  MIKPOTTITTETEG aKpIBEiag (20-200, 200-1.000 pL)
*  ETMAVAANTITIKEG PIKPOTTITTETEG (25, 200 pL)
*  pi€ep TUTTOU Vortex
*  shaker pIkpoTTAGKag
*  TTAUVTAPIO PIKPOTTAGKAG (TTPOCIPETIKO)
*  avayvwoTNG PIKPOTTAGKAG (405-414 nm)
Ma TNV ameAeuBépwaon TnG I0TaYivNG:

*  MIKPOTTAGKEG HE "TNyaddkia" o@aIpIKoU I KwVIKOU oxAuatog (n
TAQOTIKG CwANVApIa)

. udatoAoutpo 37 °C

*  WuypEVn CUOKEUN QUYOKEVTPNONG YIa TTAAKES (1) cwAnvdapia)
MNa Tnv emegepyacia oTEPEWV OEIYPATWV:

*  YmepxAwpikd ogu (HCIO,).

. Bopikd Kdhio (K,B40-).

AIAAIKAZIA

MpogToiyacia avridpacTnpiwv

«  A@noTe Ta avTIdpacTAplia va BAcoUV o€ Ic0pPOTTia o€ Beppokpaaia
dwuaTiou

. H avaouoTaon Tou puBpIoTIkoU atreAeuBEPWwOngG TG I0Tapivng yivetal
ue 25 mL amregTaypévou vepou.

*  AIoAUOTE aKPIBWG TTPIV OTTO TN XPAON TOU avTIdPAOTNPioU aKUAiwoNng
ue Tov 6yko DMSO T1rou avaypd@etal oTnyv €TIkETa. Edv ammairolvTal
TEPIOOOTEPA aTTO éva @IaAidia, TTpofeiTe o€ deCapevoTToinan PETA TN
didAuon.

*  AvoouoTioTe Ta ouZeUyPaTa JE TOV OYKO OpalwTIKOU TTOU avaypdg@eTal
OTIG ETIKETEG TWV QIOAIDiwY. Mepipévere 20 AeTITA TIPIV TNV QVAMEIEN.
2Tn ouvéxela, eyxUoTE TO TTEPIEXOPEVO Kal Twv OUO QIaAIBiwY pPE TO
avaouoTaBév ouleuypa péoa oTo @IaAidio yia oUleuypua.

* TlpocBéoTe TO TTEPIEXOPEVO TOU @IONIDIOU HPE TO OUMTTUKVWHEVO
d1GAupa TTAUoNG o€ 950 mL atreoTaypévou vePoU Kal OJOYEVOTTOIROTE.

. MpoetoiydoTe 10 UTTOOTPpWUG BlaAlovTtag pia TauTTAéTa o 15 mL
PUBUICTIKOU UTTOOTPWHATOG TOUAGYIaTOV 30 AETTTA TTPIV TN XPAON.

MpoeToipacia SelyudTwy: akuAiwon

H diadikacia g¢étaong TepidapBavel éva oTddio akuAiwong yia Ta deiypara,
Ta BaBuovounTtég i Ta deiyparta eAéyxou. Ta akuMiwpéva deiypata eival
ApKETA 0TaBEPA Kal uTropouv va diatnpnBouyv yia 3 pépeg atoug 2-8 °C.
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Aladikacia

BARpa Avoooloyikd EvQupartikd Avdyvwon
akUuAiwong BApa BRpa
¢ Kabapd Z1a emoTtpwpéva| MAOvTe 3 opég | MpooBéoTe 50Ul
TTAQOTIKG HE avTiowpa pe 10 350 pL SiaAUpaTog
owAnvdpia, TTNyoadAaKkia apaliwpévo OTAPATAPOTOG.
TpooBéoTe 25l | TpooBéoTe 50uL SiGAupa
puBuIOTIKOU aKUAIWPEVOU TAUONG.**
akuAiwong, S¢eiypaTog, MpooBéaTe
100 pL d¢eiypaTog 200 pL
BaBpovountég, eAéyxou 1 UTTOOTPWHATOG.
deiypatog BaBpovountég | emwdaoTe yia 30
eAéyxou n ka1 200 yL AETIT@ OTOUG
deiyparog, 25uL |  oulelypaTtog 18-25 °C e
SloAUpaTog emwdoTe yia 2 | avadeuon (350
akuAiwong kai | wpeg aToug 2-8 rpm)* oTo
QAvVOKIVAOTE °C e avadeuaon OKOTAO!I.
auéowg OTO (350 rpm).*
vortex.
AlaBdote TNV
amoppdenon
0T0U¢ 405-414 nm.

* EVOAAOGKTIKG, ETTWACTE yIa 18 WPEG, XWPIG va avakivioeTe, oToug 2-8 °C.
3TN OUVEXEIQ, TO EVCUUIKO Bripa TTPETTEl va pelwBei oTa 20 AeTTTd.

** TIAOoN piIKpoTTAdkag: AuTo To BAPA gival aTrapaitnTo yia va eTITEUXOEI N
avapevopevn ammoédoon Tou kit. Metd tn TTAUON, Ta TTYaddKIa Sev TTPETTEI va
OTEYVWOOUV TIPIV TNV TTIPOCORAKN TOU ETTOPEVOU avTIOPAaTNPIoU.

XPNOIYOTIOIWVTAG £VA TTAUVTHPIO PIKPOTTAGKOG
EmA&CTE éva TTpOypappa TTAUONG HIKPOTTAGKAG TPIWV KUKAWV TTOU Vo
KOAUTTTEl T akoAouBa KpIThpIa:

*  To uyp6 oTa TyadaKia TTPETTEl VO aTTOXUBET EVTEAWG

*  Ta Tnyaddakia TTPETTEl VO YEMIoOUV PEXPI TO XEihog pe 1o didAupa
TAUONG

+ To didAupa TAUCONG TpéTTel va gyXubBei ypriyopa (XapakTnpioTIKOG
XPOVOG gival 1 SEUTEPOAETTTO yIa va Yepioel éva TTNyadAKi)

*  Metd amd Toug TpEIG KUKAOUG, TO SIGAUPA TTAUGNG TTPETTEN VA OTTOXUBET
EVTEAWG

XelpwvakTIkr diadikacia
EtmravaAdBete TouAdyioTov Tpeig KUKAOUG wG €ENAG:
. [upioTe avaTmoda TN MIKPOTTAGKA KAl AvaKIVACTE e dUvaun TTavw atmo
TO vepoxUTn
. [epioTe TO TINYAdAKIA HEXPI ETTAVW PE TO BIGAUPA TTAUONG, To SiIdAupa
uTTopEi va exuAioel atré Ta TTnyaddxia
+  TupioTe avammoda Tn HIKPOTTAGKA KAl AVOKIVAOTE PE SUVAUN TTaVW OTTo

TO vepoxUTn, Kal oTABePA KTUTTAOTE EAA@PA TNV QVATIOdO YUPICHEVN
MIKPOTTAGKQ ETTAVW O€ éva KaBapd aTToppoPnTIKG XaPTi

AMNOTEAEZMATA

Ta atmoteAéopata Twv BelypdTwy UTToAoyidovtal pe TTOPEUPOA  oTnv
TPOTUTTN KAUTTUAN. H KOUTTUAN XPNOIUOTIOIEITAI VIO TOV TTPOCBIOPITHO TWV
OUYKEVTPWOEWV 10TOMIVNG OEIYMATWY TTOU HETPWVTAl TOUTOXPOVA HE TO
BaBuovountng.

MpoTutrn KauTUAn

Ta atmroTeAéouaTa GTO THAUA TTOIOTIKOU EAEYXOU UTTOAOYIOTNKAV UYE TN XPron
NG KAUTUANG TTpocapuoyng povréAou «spline», pe Tov Aoyo B/T i B/B,
oTov KaBeTo Gova logit kal TN ouykévTpwaon TNG avaAuduevng oudiag Twv
BaBuovounTtwy oTov opIovTio AoyaplBuiké agova (nM).

AMeg péBodOI avaywyng Twv Oedopévwv PTTOPEl va dWOoUV EAAPPWG
O1aPOPETIKA OTTOTEAECUATA.

BaBpovountég loTapivn (nM) | Amroppépnon B/B, (%)
0 0 1,523 100
1 0,90 1,428 93,2
2 2,60 1,269 81,8
3 8,20 0,969 60,1
4 24,0 0,623 35,2
5 83,0 0,328 13,9

(Moapdaderypa TPATUTING KAUTTUANG, VA N XPnoIdoTToinBei o€ uttoAoyiopoug)
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AgiypaTta

*  O1 ouyKeEVTPWOEIG TTAAOUOTOG QVTIOTOIXOUV O€ TINEG TTou diaBadovTal
oTnV TTPATUTIN KOPTTUAN.

*  O1TigéG TTOU TTPOKUTITOUV YIa TNV aTTEAEUBEPWEVN I0TaUIVN TTPETTEI VA
TroAaTTAaCIaoTOUV pe 10 10.5.

* O migég TOU TIPOKUTITOUV yIa TNV OAIKF I0Tapivn TIPETTEl va
TToAaTTAOGIa0TOUV pE TO 20.

* 10 omoTteAéopata GAAwv SelyudTwy TTPETTEl va 010pBwBolv pe Tov
KOaTAAANAO TTapdyovTa apaiwong.

ANAMENOMENEZ TIMEZ

Mporteivoupe 10 KGBE EpyacTripIo va KABIEPWOEI TIG DIKEG TOU TIHEG AVAPOPAG.
O1 TIgég TToU akoAouBouv TTpoékuwav atrd uyif ATopa Kal €ivalr amAwg
EVOEIKTIKEG.

e TIAdopa: <10 nM (1 ng/mL)

*  OAké aipa: 200-2.000 nM (20-200 ng/mL)

*  Qemikn KUTTApPIKA BI€yepan: >10% TnG OAIKAG IGTaUIVNG

*  AuBopunTtn amreAeuBépwoaon 1oTapivng: <5% Tng oAIKAG IoTapivng
*  Oupa: 10-35 pg/g kpeaTivivng

MOIOTIKOZ EAEIMXOZ

H ocwoTh epyaocTnplakn TTPOKTIKA TTPOUTTOBETEI TNV TOKTIKA XPron SelyuaTwy
eAéyxou, TTpokeiyévou va Olac@aAifeTal n TToIOTNTA TWV ATTOTEAETUATWY.
H emegepyacia Twv SElYPUATWY QUTWY TTPETTEN vV YiveTal pe Tov id1o TpdTTo
ME TOV OTTOiO YiveTal N emegepyacnia Twv AyvwoTwy OelyudTwy. ETmimmAéoy,
ouoTveTal n avdAuon Twv amoTeAeOPdTWY Toug va yivetalr pe mn BonRdeia
TWV KAaTAAANAWY OTATIOTIKWY PEBOOWV.

e TePITTTwon €mdeivwong OUOKeuaoiag r €dv Ta aTroTeEAéopaATA TTOU
TTPOEKUYAV £XOUV TPOTTOTTOINCN aTrddo0NnG, TTOPAKAAW EAATE O€ ETTAQN
pE Tov TOTTIKO Blavopéa oag rj XPNOIMOTIOINOTE TNV akdAoubn dielBuvon
nAexTpovikoU Taxudpopeiou: imunochem@beckman.com

XAPAKTHPIZTIKA AMNOAOZHZ
(BAémre T ocAida “APPENDIX” yia mepiogoTepeS ASTTTOUEPEIES)

Ta avTITTPOCWTTEUTIKG dedopéva TTapEXovTal JOVO we TTaPAdEyUa.
H amdédoaon 1rou emiTuyxAveTal o€ KABE EpYACTAPIO UTTOPEI va DIAQEPEL

Evaiobnoia

Evaiobnoia: 0,52 nM

E&e1dikeuon

n avoooegETaon eival eEEIBIKEUPEVN YIA TNV IOTAMIVA
AkpiBeia

EvT16g Tng SoKIunAg

Acgiyyata TTAdopa EDTA efetdotnkav 25 @opég otnv idla oeipd. Ol
OUVTEAEOTEG ATTOKAIONG TTOU TTPOEKUYAY ATAV PIKPOTEPOI 1) iool pE 11,0%.

EkT16G Tng SoKIUAg

Aciypata mAdopa EDTA e§etdotnkav d0o @opég To KaBéva oe 10
SI0QOpETIKEG O€IpéG.  O1 OUVTEAEOTEG ATTOKAIONG TTOU TTPOEKUYAV TV
HIKpOTEPOI 1 io0I pE 13,6%.

AkpiBeia

Aokiuf apaiwong

Aciyparta mAdoua EDTA pe uwnAf ouykévipwaon apaiwdnkav dladoxIkd o€
pndeviké BaBuovounTrg. Ta TTOCOOTA AvVAKTNONG KupaivovTav petagl 95,1%
Kol 119%.

AoKIPf avdkTnong

M'vwoTég moodTNTEG IoTaUivNG TTpooTéBnkav o€ TAdopa EDTA deiypata
XOUNAAG ouykévTpwong. Ta TTO000TA avAKTNONG KupaivovTav petagu 92,2%
ka1 119%.

EUpog pérpnong
BaBuovounTA):
0.52 péxpr katd mpoaogyyion 100 nM.

NEPIOPIZMOI

H i mpnon Twv odnyiwv TIoU TIEPIEXOVTAl OTO £VIUTIO WTTOPEi va
eTTNPEedoel onuavTikG Ta amoteAéopara.  Ta atmoteAéopara TPETTEl va
epunveuBolv AauBdavovtag uttéwn Tn OUVOAIKA KAIVIKF Trapouadiacn Tng

(a6 avaAuTikp euaioBnoia €wg Tov  UWnAOTEPO
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aoBevolg oupTrepIAapBavopévwy TNG KAIVIKAG I0Topiag, Twv dedopévwy amméd  H @aivoAn avaoTéAAel TNV aTtodéaPEUC IGTAMIVAG.

OUHTIANPWHATIKEG EEETAOEIS Kal GAMwY KATAANAWY TTANPOGOPIGY. H 1oTapivn ptmopei va gival cuoTatiké aAAepyloydvou OTIwg 10 dnAnTAPIO

MapeuBoAn UMEVOTITEPWV.
ATtroQUyeTe TN Xprion Bapid aigdAuon, IKTEPIKA i AiITtaipiké OgiyuaTa.

To aipa eyKUwV YuvaIKwV TTEPIEXEI UWNAA eTTiITTESO 0EEIBAONG Blapivng Kal Bev

MTTOpPEI VO XPNOIJOoTIoINBEi.

YAIKO TTOoU TTEPIEXEI AAAEG OMIVEG EKTOG OTTO TNV ICTOUIVI OE CUYKEVTPWOEIG
Trou uttepPaivouv Ta 10 mM TrapepBAAAETal OTNV AKUAIWGON TNG IOTAWIVNG.
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EIA Histamine
IM2562

IN VITRO ENZYMOIMUNOANALYTICKE STANOVENI
HISTAMINU V BIOLOGICKYCH VZORCICH
Pro diagnostické ucely in vitro.

PRINCIP

Enzymoimunoanalytické stanoveni histaminu je zalozeno na kompetitivni
metodé. Histamin v kalibratorech, kontrolnich a neznamych vzorcich je
nejprve chemicky modifikovan na acylovany histamin. Acylovany histamin
se inkubuje v jamkach potazenych monoklonalni protilatkou za pfitomnosti
konjugatu alkalické fosfatdzy s acylovanym histaminem. Po inkubaci se
jamky promyiji, aby se odstranily nenavazané slozky. MnozZstvi vazaného
enzymatického konjugatu je umérné enzymatické aktivitt a méfi se po
pfidavku chromogenniho substratu.

VAROVANIi A BEZPECNOSTNi OPATRENI

Obecné poznamky:
*  Nemichejte substance ze souprav rdznych Sarzi.

»  Lahvicky s kalibratory a kontrolnimi vzorky by mély byt oteviené co
nejkratsi dobu, aby nedoS$lo k neZzadoucimu odpareni roztoku.

*  Pro kazdou novou sérii analyz je nutné provést novou kalibraci.
*  Doporucuje se provadét stanoveni v duplikatech.
*  Nechte reagencie pfed pipetaci vytemperovat na laboratorni teplotu.

* Na stanoveni mdze mit nepfiznivy vliv, pokud dojde ke kontaktu
pokozky s tabletami se substratem. Pfi manipulaci s tabletami
pouzivejte klesté.

*  Aby nedoslo ke kontaminaci vzorkd histaminem zvnéjsku (napfiklad
potem), je nutno pouzivat rukavice.

. Histamin se adsorbuje na sklo; proto pouZivejte pouze plastové pipety
a zkumavky.

Azid sodny

Néktera cinidla obsahuji konzervaéni latku azid sodny. Azid sodny mize
reagovat s olovem, médi nebo mosazi za vzniku vybusnych azidd kovd.
Likvidace azidu sodného musi byt provadéna podle pfislusnych mistnich
predpisu.

Material lidského ptivodu

Se vSemi krevnimi vzorky musi byt manipulovano jako s potencialné
infekénimi (hepatitis, nebo AIDS). VesSkery vznikly odpad je tfeba likvidovat
podle platnych predpisu.

KLASIFIKACE NEBEZPECi PODLE GHS

Wash Solution (20x) NEBEZPECI

H360 Muze poskodit reprodukéni
schopnost nebo plod v téle
matky.

P201 Pfed pouzitim si obstarejte
specialni instrukce.

P280 Pouzivejte ochranné
rukavice, ochranny odév
a ochranné bryle/obli¢ejovy
Stit.

P308+P313 PRI expozici nebo podezfeni
na ni: Vyhledejte 1ékafskou
pomoc/oSetreni.

Kyselina boritd 0,1 - 0,3 %
Boritan sodny, dekahydrat
0,1-0,3%
Stop Solution (NaOH) NEBEZPECI
H314 ZpUsobuje tézké poleptani

klize a poskozeni o¢i.
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Substrate buffer

Conjugate diluent
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P280

P301+P330+P331
P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

PECI’
&

H316
H318

H373

P280

P305+P351+P338

P310

P314

P332+P313

NEBEZPECI

H360

P201

P280

P308+P313

Pouzivejte ochranné
rukavice, ochranny odév

a ochranné bryle/obli¢ejovy
Stit.

PRI POZITI: Vyplachnéte
Usta. NEVYVOLAVEJTE
zvraceni.

PRI STYKU S KUZi (nebo
s vlasy): Oplachnéte kazi
vodou.

PRI ZASAZENI OCI: Né&kolik
minut opatrné vyplachujte
vodou. Vyjméte kontaktni
Cocky, pokud jsou nasazeny
a pokud je Ize vyjmout
snadno. Pokracdujte ve
vyplachovani.

OkamzZité volejte
TOXIKOLOGICKE
INFORMACNI STREDISKO
nebo Iékare.

Hydroxid sodny 3 - 6 %

ZpUsobuje mirné podrazdéni
kaze.

Zpusobuje vazné poskozeni
oci.

Muze zplsobit poskozeni
organu pfi prodlouzené nebo
opakované expozici.
Pouzivejte ochranné
rukavice, ochranny odév

a ochranné bryle/obli¢ejovy
Stit.

PRI ZASAZENI OCI: N&kolik
minut opatrné vyplachujte
vodou. Vyjméte kontaktni
Cocky, pokud jsou nasazeny
a pokud je Ize vyjmout
snadno. Pokracujte ve
vyplachovani.

Okamzité volejte
TOXIKOLOGICKE
INFORMACNI STREDISKO
nebo lékare.

Necitite-li se dobre,
vyhledejte IékaFskou
pomoc/oSetreni.

Pfi podrazdéni kize:
Vyhledejte Iékafskou
pomoc/oSetreni.
Diethanolamin 7 - 10 %

MuUze poskodit reprodukéni
schopnost nebo plod v téle
matky.

Pred pouzitim si obstarejte
specialni instrukce.
Pouzivejte ochranné
rukavice, ochranny odév

a ochranné bryle/obli¢ejovy
Stit.

PRI expozici nebo podezieni
na ni: Vyhledejte Iékafskou
pomoc/oSetreni.



Conjugate

DMSO

Acylation Buffer

PI-IM2562-

NEBEZPECI

&

H360
P201

P280

P308+P313

VAROVANI

D

H227
H315
H319

H335

P261
P280

P304+P340
P312

P337+P313

P403+P233

NEBEZPECI

&

H360

P201

P280

P308+P313

Kyselina borita 0,1 - 0,5 %

Muze poskodit reprodukéni
schopnost nebo plod v téle
matky.

Pfed pouzitim si obstarejte
specialni instrukce.
Pouzivejte ochranné
rukavice, ochranny odév

a ochranné bryle/obli¢ejovy
Stit.

PRI expozici nebo podezfeni
na ni: Vyhledejte Iékafskou
pomoc/oSetreni.

Kyselina boritd 0,5 - 1 %

Hoflava kapalina.

Drazdi kazi.

Zpusobuje vazné podrazdéni
o€i.

MUze zpUsobit podrazdéni
dychacich cest.

Zamezte vdechovani par.
Pouzivejte ochranné
rukavice, ochranny odév

a ochranné bryle/obli¢ejovy
Stit.

PRI VDECHNUTI: Prepravte
osobu na Cerstvy vzduch

a ponechte ji v klidu v poloze
usnadfiujici dychani.
Necitite-li se dobre,

volejte TOXIKOLOGICKE
INFORMACNI STREDISKO
nebo lékare.

Pretrvava-li podrazdéni

oCi: Vyhledejte IékaFskou
pomoc/oSetreni.

Skladujte na dobfe vétraném
misté. Uchovavejte obal
tésné uzavreny.
Dimethylsulfoxid > 95 %

Miize poskodit reprodukéni
schopnost nebo plod v téle
matky.

Pfed pouZitim si obstarejte
specialni instrukce.
Pouzivejte ochranné
rukavice, ochranny odév

a ochranné bryle/obli¢ejovy
Stit.

PRI expozici nebo podezieni
na ni: Vyhledejte Iékafskou
pomoc/oSetieni.

Kyselina borita 1 - 5 %

Bezpecnostni list je k dispozici na internetové adrese

beckmancoulter.com/techdocs.
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ODBER, ZPRACOVANI, SKLADOVANI A
REDENI VZORKU
Plazma

* odebirejte vzorky krve do vychlazenych zkumavek obsahujicich EDTA
a zchladte okamzité na ledu

»  centrifugujte 10 minut pfi 900 g a 4 °C, a to do 20 minut od odebrani
vzorku

*  odsajte horni 2/3 objemu plazmy
*  vzorky plazmy mohou byt fedény PBS

+  Sbirejte mo¢ do plastové nadoby. Vzorky bud zamrazte nebo pfidejte
bakteriostatické ¢inidlo.

*  fedte vzorky PBS v poméru 1:25
Uvolnéni histaminu z pIné krve
Bunéc&nou suspensi nemichejte na Vortexu.

Odbér krve: Odeberte 1-2 ml krve do zkumavky, ktera obsahuje heparin
(nepouzivejte EDTA). Pokud nelze stanoveni uvolnéni histaminu provést
okamzité, uchovavejte vzorky pfi 18-25 °C, a to maximalné 24 hodin.

Stanoveni celkového histaminu po lyzi bunék: Pfidejte 50 pl nezfedéné krve
k 950 pl destilované vody (fedéni 1:20). Dvakrat rozmrazte a zamrazte.

Stimulace bunék

+ stimulace pomoci ¢inidla uvolfujiciho histamin: Plnou krev
nafedte v poméru 1:7 tlumivym roztokem pro uvolnéni histaminu
(napf. 500 pl krve + 3 ml tlumivého roztoku). Do jamek v mikrotitraéni
desti¢ce dejte po 50 pl uvolfujiciho €inidla v rizném Fedéni a pfidejte
100 pl pIné krve ziedéné 1:7. Mikrotitracni destiCku pfikrytou vickem
inkubujte 30 minut pfi 37 °C (pokud se stimula¢ni test provadi ve
zkumavkach, je mozné objemy zdvojnasobit).

*  spontanni uvolnéni histaminu: Do jamek v mikrotitrani desti¢ce
dejte po 50 pl tlumivého roztoku pro uvolnéni histaminu a pfidejte
100ul pIné krve zfedéné 1:7. Mikrotitraéni desti€ku pfikrytou vickem
inkubujte 30 minut pfi 37 °C.

* lzolace uvolnéného histaminu: Po dobu 5 minut odstfedujte
desti¢ku (nebo zkumavky) pfi 900 g a pfi 4 °C, po centrifugaci desti¢ku
(nebo zkumavky) uchovavejte na drceném ledu a opatrné odeberte
100 pl supernatantu tak, aby nedo$lo k poruseni pelety usazenych
bunék.

Tekuté vzorky
Vzorky se odebiraji do plastovych zkumavek.
Pevné vzorky

Histamin extrahujte 0,2N roztokem HCIO, v mnozstvi 10 pl na 1 mg tkané,
homogenizujte ultrazvukem nebo buriky rozbijte a centrifugujte 5 minut pfi
10000 g a pfi teploté <4 °C. Odeberte supernatant a v pfipadé potfeby
precistéte filtraci. Neutralizujte supernatant (na pH 6-8) pfidavkem stejného
objemu 1M boritanu draselného. Centrifugujte 1 minutu pfi 10 000 g a <4
°C. Supernatant se odebere do plastové zkumavky.

Skladovani vzorku

Pokud stanoveni nemuize byt provedeno ihned, vSechny typy vzorkl, s
vyjimkou vzorkl pIné krve pro stanoveni bunééné stimulace, se skladuji v
plastovych zkumavkach pfi < -18 °C .

POSKYTNUTE MATERIALY

VSechny reagencie v soupravé jsou stabilni do data exspirace, uvedeného
na Stitku krabice, jestlize nebyly otevieny a jsou skladovany pfi 2-8°C.

Data exspiraci uvedena na Stitcich jednotlivych sloZek se vztahuji pouze k
dlouhodobému skladovani u vyrobce pfed kompletaci souprav. Neberte na
né tedy, prosim, ohled.

Desticka s jamkami potazenymi monoklonalni
histaminu: 12 x 8 jamek (pfipraveny k pouziti)

protilatkou proti

Nepouzité prouzky mohou byt skladovany v uzaviratelném sacku (je souéasti
soupravy) pfi 2-8 °C.

Konjugat histaminu s alkalickou fosfatazou: 2 lahvicky (lyofilizat)

Lahvi¢ka obsahuje konjugat histaminu s alkalickou fosfatazou, lyofolizovany
s hovézim sérovym albuminem. Obsah lahvi¢ky se rozpusti v diluentu pro
konjugat, potfebny objem je uveden na Stitku lahvicky. Rozpustény konjugat
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je mozno skladovat jeden tyden pfi 2-8 °C, nebo zmrazeny pfi < -18 °C do
data exspirace soupravy.

Diluent: 1 lahvicka 25 ml (pfipravena k pouziti)

Diluent se pouziva pro rekonstituci konjugatu. Diluent je mozno skladovat pfi
2-8 °C do data exspirace soupravy.

Kalibratory: 6 lahvi¢ek po 1 ml (pfipraveny k pouziti)

Lahvi€ky obsahuji neacylovany histamin, o koncentracich od 0 do pfiblizné
100 nM, v tlumivém roztoku, obsahujicim hovézi sérovy albumin a azid sodny
(<0,1 %). Pfesné koncentrace jsou uvedeny na Stitcich lahvi¢ek. Po otevieni
skladujte lahvi¢ky jeden tyden pfi 2-8 °C nebo zmrazené pfi < -18 °C do data
exspirace soupravy. Hodnoty kalibrator(i byly nastaveny pomoci vnitfniho
referenéniho materialu.

Kontrolni vzorek: 1 lahvicka (1 ml); pfipravena k pouziti.

Lahvicka obsahuje neacylovany histamin v tlumivém roztoku s hovézim
sérovym albuminem a azidem sodnym (<0,1 %). Presna koncentrace je
uvedena na Stitku lahvicky. Po otevreni skladujte lahvi€ku jeden tyden pfi
2-8 °C nebo zmrazenou pfi < -18 °C do data exspirace soupravy.

Acylaéni reagencie: jedna lahvicka (prasek)

Obsah lahvi€ky musi byt rozpustén pfimo pfed pouzitim pomoci objemu
DMSO uvedeného na &titku. Rozpusténa reagencie je stabilni pfi teploté
< -18 °C az do data exspirace soupravy. Nezmrazujte a nerozmrazujte
opakované.

Acylaéni tlumivy roztok: 1 lahvic¢ka 5 ml (pfipraven k pouziti)
Po otevreni skladujte lahvi€ku pfi 2-8 °C do data exspirace soupravy.
Tlumivy roztok pro uvolnéni histaminu: 1 lahvicka (lyofilizovany)

Tlumivy roztok obsahuje hovézi sérovy albumin. Rozpustte v 25 ml
destilované vody. Po otevfeni skladujte lahvicku pfi < -18 °C do data
exspirace soupravy.

DMSO: 1 lahvicka 3 ml (pfipraven k pouziti)
Vyckejte az se DMSO vytemperuje 18-25 °C a zcela se rozpusti.
Promyvaci roztok 20x: 1 lahvicka 50 mi

Koncentrovany roztok musi byt pfed pouzitim zfedén. Stabilita po nafedéni:
Jeden mésic pfi 2-8 °C nebo zmrazeny pfi < -18 °C do data exspirace
soupravy

Tlumivy roztok pro pripravu substratu: 1 lahvicka 30 ml (pfipraven k
pouziti)

Tlumivy roztok pro pfipravu substratu je roztok diethanolaminu-HCI.
Substrat: 2 tablety

Pracovni roztok substratu, tj para-nitrofenylfosfatu, se pfipravi nejméné 30
minut pfed pouzitim. Jedna tableta se rozpusti v 15 ml tlumivého roztoku pro
pfipravu substratu. Roztok je mozno skladovat pfi 2-8 °C po dobu 24 hodin,
nebo zmrazeny pfi < -18 °C do data exspirace soupravy.

Stop roztok: 1 lahvi¢ka 6 ml (pfipravena k pouziti)

Jedna se o 1N roztok NaOH. Roztok je pfi 2-8 °C stabilni do data exspirace
soupravy.

Lahvic¢ka na konjugat: jedna lahvicka
Prazdna lahvicka pro spojeni rekonstituovanych konjugata.

VYZADOVANE, ALE NEPOSKYTNUTE
MATERIALY

Kromé obvyklého laboratorniho zafizeni je pro analyzu potfebné nasledujici
vybaveni:

Pro enzymoimunoanalytické stanoveni:

*  plastové zkumavky (3 nebo 5 ml)

*  presné mikropipety (20-200 ul, 200-1 000 pl)

»  poloautomatické pipety (25 pl, 200 pl)

»  vibraéni michadlo

» tfepacka mikrotitracnich desticek

«  promyvacka mikrotitracnich destiek (volitelné)

+  fotometr pro mikrotitraéni desti¢ky (filtr 405-414 nm)
Pro uvolfiovani histaminu:

*  mikrotitracni desti€ky s kulovitymi nebo kénickymi jamkami (nebo
plastové zkumavky)
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»  vodni lazen 37 °C

»  chlazena centrifuga pro pouziti s destiCkami (nebo zkumavkami)
Pro zpracovani pevnych vzorku:

*  Kyselina chlorista (HCIO,).

. Boritan draselny (K;B,0-).

POSTUP

Priprava reagencii

*  Vytemperujte vS8echny reagencie na laboratorni teplotu.

*  Tlumivy roztok pro uvolnéni histaminu rozpustte v 25 ml destilované
vody.

* Acylaéni reagencii rozpustte pfimo pfed pouZitim pomoci objemu
DMSO uvedeného na Stitku. Pokud potfebuje vice lahvicek, slijte je
po rozpusténi do jednoho roztoku.

* Rozpustte konjugaty v diluentu pro konjugat, potfebny objem je
uveden na Stitcich lahvicek. Po pfidani vody nechejte volné rozpoustét
20 minut a potom lehce promichejte. Poté slejte obsah obou lahvi¢ek

do Lahvi¢ky pro konjugat.

«  Prilijte obsah lahvicky s koncentratem promyvaciho roztoku do 950 ml
destilované vody a promichejte.

»  Substrat pfipravte rozpusténim jedné tablety v 15 ml tlumivého roztoku

pro pfipravu substratu.

pouzitim.

Priprava vzorki: acylace

Roztok pfipravujte nejméné 30 minut pfed

Postup stanoveni zahrnuje acylaci vzorkU, kalibratord a kontrolnich vzorku.
Acylované vzorky jsou pomérné stabilni a mohou byt skladovany 3 dny pfi

2-8 °C.
Postup
Acylaéni krok | Imunologicky Enzymaticky Odecet
krok krok absorbance
Do distych Do jamek 3x promyjte PFidejte 50 pl stop
plastovych potazenych 350ul zfedéného roztoku.
zkumavek protilatkou promyvaciho
pipetujte: 25ul | pipetujte 50 pl roztoku.**
acyla¢niho acylovaného PFidejte 200ul
tlumivého kalibratoru, substratu.
roztoku, 100ul | kontrolniho nebo| Inkubujte 30
kalibratoru, neznamého minut pfi 18-25
kontrolniho nebo| vzorku a 200 °C za stalého
neznamého ul konjugatu, trepani (350
vzorku 25 pl inkubujte 2 kmitd/min)* a
acylaéniho hodiny pfi 2-8 ve tmé.
¢Cinidla. °C za stalého
Okamzité tfepani (350
zamichejte kmitQ/min).*
na vibraénim
michadle.
Odectéte
absorbanci pfi
405-414 nm.

* Alternativné inkubujte 18 hodin bez tfepani pfi 2-8 °C. Enzymaticky krok
musi byt poté zredukovan na 20 minut.
** Promyvani desticky: Zplsob provedeni tohoto kroku je rozhodujici pro
ziskani ocekavanych vysledkd. V dobé& mezi promytim a pfidanim dalSi

reagencie nesmi jamky vyschnout.

Pouziti automatické promyvacky:

Vyberte program se tfemi promyvacimi cykly a s témito parametry:

«  Tekutina musi byt z jamek dokonale odsata.

* Jamky musi byt naplnény promyvacim roztokem az po okraj.

. Promyvaci roztok musi byt vstfikovan rychle (pro naplnéni jamky
pfiblizné sekunda)

*  Promyvaci roztok musi byt po tfetim cyklu odsat GpIné.

Ruéni promyvani

Opakujte 3x nasledujici kroky:

*  Otocte mikrotitraéni desti¢ku nad vylevkou dnem vzhiru a silné s ni

zatfeste.
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*  Naplrite jamky promyvacim roztokem po okraj, roztok mlze pretékat
pres okraj jamek.

*  Otocte mikrotitraéni desticku nad vylevkou dnem vzh(ru a silné s ni
zatteste, pak destickou oto¢enou dnem vzh(ru silné poklepejte o Cisty
savy papir.

VYSLEDKY

Vysledky jsou ziskany prolozenim z kalibraéni kfivky. Kfivka slouzi k uréeni
koncentrace histaminu pouze ve vzorcich méfenych soucasné s kalibratory.

Kalibracni krivka

Vysledky v oddéleni kontroly kvality jsou vypocteny za pouziti kfivky spline
s parametrem B/T nebo B/B, na svislé ose logit a koncentraci analytu
kalibrator(i na vodorovné logaritmické ose (nM).

Jiné metody zpracovani mohou davat mirné rozdilné vysledky.

Kalibratory Histamin (nM) Absorbance B/B, (%)
0 0 1,523 100
1 0,90 1,428 93,2
2 2,60 1,269 81,8
3 8,20 0,969 60,1
4 24,0 0,623 35,2
5 83,0 0,328 13,9

(Priklad kalibraéni kfivky, nepouzivejte pro vyhodnoceni).
Vzorky

* Koncentrace v plazmé odpovidaji
kalibraéni kfivky.

koncentracim odectenym z

*  Hodnoty ziskané pro uvolnény histamin musi byt vynasobeny 10,5x.
*  Hodnoty ziskané pro celkovy histamin musi byt vynasobeny 20x.

* Vysledky stanoveni v jinych vzorcich musi
odpovidajicim fedicim faktorem.

OCEKAVANE HODNOTY

Kazda laboratof by si méla stanovit vlastni rozmezi referen¢nich hodnot.
Nasledujici hodnoty zjisténé u zdravych jedincd maji pouze orientaéni
charakter.

*  Plazma: <10 nM (1 ng/ml)
*  PIna krev: 200-2 000 nM (20-200 ng/ml)
»  Stimulace bunék, pokud je pozitivni: >10 % celkového histaminu

byt vynasobeny

»  Spontanni uvolnéni histaminu: <5 % celkového histaminu
*  Mo¢: 10-35 pg/g kreatininu

KONTROLA KVALITY

Spravna laboratorni praxe predpoklada, Zze se kontrolni vzorek pouziva v
kazdé kalibraci, aby se zajistila kontrola kvality ziskanych vysledkd. Kontrolni
vzorky musi byt zpracovany stejnym zpusobem jako neznamé vzorky a k
vyhodnoceni vysledk se maji pouzit vhodné statistické metody.

V pfipadé zavazného poSkozeni obalu, nebo jestlize ziskané vysledky
nejsou ve shodé s analytickymi parametry stanoveni, kontaktujte prosim
nase odborné pracovniky. E-mail: imunochem@beckman.com
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FUNKCNi CHARAKTERISTIKY
(Podrobnosti jsou uvedeny v priloze "APPENDIX")

Vzorova data slouzi pouze k ilustrativnim ucelim. Vysledky ziskané v
jednotlivych laboratofich se mohou lisit.

Mez detekce

Analyticka citlivost: 0,52 nM
Specifita

Stanoveni je specifické pro histamin.
Presnost

Intra-assay

Vzorky EDTA plasmy byly analyzovany 25x v jednom stanoveni. Nalezené
hodnoty varia¢nich koeficientdl nepfesahly 11,0 %.

Inter-assay

Vzorky EDTA plasmy byly stanoveny v duplikatech v 10 rliznych stanovenich.
Nalezené hodnoty variaénich koeficientl nepresahly 13,6 %.

Spravnost
Test fedéni

Vzorky EDTA plasma s vysokou koncentraci byly postupné fedény nulovym
kalibratorem a analyzovany. Naméfené hodnoty ,recovery” se pohybovaly v
rozmezi 95,1 % az 119 %.

Test ,,recovery“

Ke vzorkim EDTA plasmy s nizkou hladinou histaminu byla pfidana znama
mnozstvi histaminu. Naméfené hodnoty ,recovery” se pohybovaly v rozmezi
92,2 % az 119 %.

Rozsah stanoveni (od analytické citlivosti do nejvyssiho kalibratoru):
0,52 do pfiblizné 100 nM.

OMEZENI

Nedodrzeni instrukci uvedenych v tomto navodu mlze vést k nespravnym
vysledkim.  Vysledky stanoveni by mély byt interpretovany ve svétle
celkového klinického obrazu pacienta v€etné anamnézy, udaju z dalSich
testd a jinych vhodnych informaci.

Interferujici latky
Nepouzivejte hemolyzované, ikterické ani lipemické vzorky.

Stanoveni uvolnéni histaminu nelze provést ve vzorcich krve od téhotnych
Zen, protoze takové vzorky obsahuji vysoké hladiny diaminoxidazy.

Materialy obsahujici aminy v koncentraci pfesahujici 10 mM interferuji s
acylaci histaminu.

Fenol inhibuje uvolfiovani histaminu.

Histamin mdze byt obsazen v alergenech jako takovych, jako napf. v jedu
blanokfidlého hmyzu.
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EIA Histamine
IM2562

HABOP OnA AUMMYHO®EPMEHTHOIO IN VITRO
ONPEQENEHUA TMCTAMMUHA B BUOJNTIOIM’MYECKUX
OBPA3LAX

Ona guarHocTukm in vitro.

NMPUHUUN PABOTDI

NmmMyHodbepmeHTHOe onpeaeneHne ructaMmHa OTHOCUTCS K KOHKYPEHTHbIM
BMAAM aHanusa. Ha nepBovi cTaguv rucTtamuH, copepXaluics B
KanubpoBOYHbIX, KOHTPOMbHBLIX W aHanManMpyemblx obpasuax, noasepraioT
XMMUYEeCKon Moamdmrkaumm — auunmposarmnio. OBbpasubl ¢ aUunMnMpoBaHHbIM
TMCTaMWHOM  MHKYOMPYIOT B MyHKax, MOKPbITbIX MOHOKMOHamMbHLIMM
aHTUTENamMu, B MPUCYTCTBMM KOHbBblOrata auunupoBaHHbIA TUCTaMUH -
LenoyHas pocdatasa. Mocne nHKybaumm nyHKM NPOMbIBAOT A1 yAaneHus
HeCBA3aHHbIX KOMMOHEHTOB W [006aBnsioT XPOMOreHHbI cybcTpaTr Ans
onpegeneHns cBa3aHHON (pepMeHTaTUBHON akTUBHOCTH.

NPEAYNPEXAEHUA U MEPbDI
NMPEAOCTOPOXHOCTHU

O6wue 3ameyaHus:
*  He cmelwunBaTb peareHTbl M3 HAGOPOB pPasHbIX CEPUIA.

+  ®nakoHbl C KanuMbpaTopamMu W KOHTPOMNSMWU CrefyeT OTKpbIBaTb
HenocpeacTBeHHO nepeA  MCMonb3oBaHWeM, BO  u3bexaHue
YpPe3MepHOro UCMapeHUst.

*  AHanus KanubpoBOYHLIX M McCriedyeMbix NMPo6 J0MKeH NPoBOANTLCS
OAHOBPEMEHHO.

*  AHxanus pekomeHayeTcs NpoBoAnTL B Aybnmkarax.

« Tepea wucrnonb3oBaHWeM [OBECTU KOMHaTHOM

Temneparypsbl.

peareHTbl A0

« [Ona wmaHunynsuuin c Tabnetkamu cybcTpata pekomeHayeTcs
MCMONb30BaTb MUHLET, T.K. KOHTaKT C KOXEW PyK MOXeT HeraTuMBHO
cKasaTbCs Ha KayecTBe peareHTa.

° [Mpu npoBeaeHUn aHann3a pekoMeHAYyeTCA UCMONb30BaTh PE3NHOBbLIE
nep4yarTKku, 4YTOObI npenoTepaTuUTb NoNnagaHne B peareHTbl 3K30reHHoro
rMctaMmuHa, Hanpumep, ¢ NOTOM.

+ Tak Kkak ructamuH apcopbupyetcs CTEKNoM,  pekoMeHayeTcst
MCMOMb30BaTb MIacTMaccoBble MPOGUPKM, NUMNETKU U Jpyroe
obopynoBaHue.

A3np HaTpus

HekoTopble peareHTbl B KayecTBe KOHCEpBaHTa coAaepaT asui HaTpus.
A3ung HaTtpusi cnocobeH pearmpoBaTb CO CBUHLOM, Medblo UMW NaTyHbio C
obpa3oBaHWeM B3pbIBYaTbIX a3ngoB MeTanna. YTunusauuio asvuaa Hatpus
cregyeT NpoBOAUTb B COOTBETCTBUMM C COOTBETCTBYHOLUMMU MECTHLIMU
HopMamu.

MaTtepuan 4yenoBe4YecKkoro NPOUCXOXAEHUA

Bce o006pasubl KpoBu crnegyer obpawaTtbCa Kak € NoTeHuuanbHO
MHMEKLUMOHHBIM MaTepuanom, Morylmm cogepxatb Bupycel CMAL u
renatuTa. YTunusauusi OTXO4OB [JOIKHA OCYLLIECTBNATLCS B COOTBETCTBUM
C 3aKOHOAaTeNbCTBOM.

KNACCU®UKALINA ONMACHOCTEWU NO
CUCTEME CIrcC

Wash Solution (20x) OMNACHO!
H360 MoxeT npuBecTtn
K HapyLleHunio
pPEnpoAYKTUBHON OYHKLUM
UNn HaHecTW Bped pebeHKy
B yTpobe matepu.
P201 Mepen ncnonb3oBaHnem

nony4vnTb cneuuarnbHble
WHCTPYKUUN.
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Stop Solution (NaOH)

Substrate buffer
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P280

P308+P313

OMNACHO!

H314

P280

P301+P330+P331
P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

OMNMACHO!

&b

H316

H318

H373

P280

P305+P351+P338

P310

P314

P332+P313

HapeBatb 3alUMTHbIE
nepyaTku, 3aluTHY
opexay, cpeacTea 3almThl
opraHoB 3peHus / nuua.
MPW Bo3penicTeumn

WNN NOJ03PEHUN Ha
BO3gencTBume: obpatntbesa
32 MELAMLUMHCKOW NMOMOLLbIO.
Bopras kucnota 0,1 - 0,3%
HaTtpusi 6opart, gekarngpat
0,1-0,3%

BbI3blBaeT cepbe3Hble OXOru
KOXW 1 NOBPEXAEeHUs Maa.
HapeBaTtb 3aluTHbIe
nepyaTku, 3aLiMTHYO
ofexay, cpeacTsa 3aLmTbl
OopraHoB 3peHus / nuua.
NPW NPOIMATbIBAHUW:
nponornockate pot, HE
BbI3bIBaTb PBOTY.

NPV NONAOAHUN HA
KOXY (unu Bonocol):
NPOMbITb KOXY BOZOMN.
NP NMONAJAHAN B
[TA3A: ocTopoxHO
npombiBaTb BOAOW
HEeCKonbKo MUHYT. CHATb
KOHTaKTHbIE NWH3bI, ecrun
OHW €CTb M 3TO Nerko
cgenatb. [Mpogomkutb
npombIBaHue.
HemepaneHHo obpatutecs B
TOKCWKONOTMYECKNIA
LIEHTP vnu k Bpayy.
KaycTnyeckas coga 3 - 6%

BbI3biBaeT HeaHauMTENbHOE
pasgpaxeHue KOXu.
Bbi3biBaeT cepbesHble
NOBPEXAEHUS [Ma3.

MoxeT HaHOCUTb

Bpen opraHam B
pesynsrarte AnuTenbHOro
U MHOTOKPaTHOro
BO3AENCTBUS.

HapesaTtb 3awuTHbIE
nepyaTku, 3aluTHYO
odexnay, CpeacTsa 3aluThbl
OopraHoB 3peHus / nuua.
NnPW NONAOAHNN B
[TIABA: ocTopoXHO
npombIBaTb BOAOW
HECKONbKO MUHYT. CHSTb
KOHTaKTHbIe NMUH3bI, ecnu
OHW €CTb M 3TO Nerko
coenatb. [MpogomxuTb
npoMbIBaHUeE.
HemenneHHo obpatutbes B
TOKCWKONOTNYECKNA
LIEHTP vnu k Bpayy.

B cnyyae nnoxoro
camo4yBCTBMSA 06paTnTbCS K
Bpauy.

Mpwy paspgpaxeHnn Koxu:
obpatutbes K Bpauy.



Conjugate diluent

Conjugate

DMSO
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OMACHO!

H360
P201
P280

P308+P313

OMACHO!

H360
P201
P280

P308+P313

OCTOPOXHO!

H227
H315

H319
H335
P261

P280

P304+P340

P312

P337+P313

OunataHonamuH 7 - 10%

MoxeT npusecTn

K HapyLleHuo
PenpoayKTUBHON OYHKLUN
U HaHecTu Bpea pebeHky
B yTpobe maTtepu.

lMepen ncnonb3oBaHneM
nony4nTb crneumanbHbie
MNHCTPYKLIMN.

HapeBatb 3alUMTHbIE
nepyaTku, 3aLuTHY
odexnay, CpeAcTsa 3aluThbl
OopraHoB 3peHus / nuua.
MPW Bo3pgenicTBumn

WNN NOJ03pEHUN Ha
Bo3gencTBume: obpatntbesa
3a MeAMLMHCKOW NMOMOLLbHO.
Bophas kucnota 0,1 - 0,5%

MoxeT npusecTn

K HapyLleHuo
pPenpoayKTUBHON OYHKLUN
W HaHecTn Bpea pebeHky
B yTpobe maTtepu.

Mepen ncnonb3oBaHnem
nony4unTb crneumarnbHbie
MNHCTPYKLMN.

HapeBatb 3alUMTHbIE
nepyaTku, 3aluTHY
ogexnay, CpeAcTsa 3aluThbl
opraHoB 3peHus / nuua.
MPW Bo3pgericTBumn

WU NOJ03pEHUN Ha
BO3gencTBume: obpatutbes
3a MeAMLMHCKOW NMOMOLLbHO.
BopHas kucnota 0,5 - 1%

[optoyas xugkocTb
Bbi3biBaeT pasgpaxeHune
KOXMW.

Bbi3biBaeT cepbesHoe
pasgpaxeHue rnas.

MoxeT BbI3blBaTb
pasgpaxeHue abixaTenbHbIX
nyTen.

M3beratb BAbIXaHWS NapoB.
HapeBaTtb 3aWuTHbIE
nepyaTku, 3aluTHY
oaexnay, CpeacTsa 3aluThbl
opraHoB 3peHust / nuua.
MPU BObIXAHUW: BbiHECTU
nocTpaaBLUEro Ha CBEXMUN
BO3AyX M obecneynTb emy
NOSHbINA NOKOW B yAOOGHOM
Ons AbIXaHWS NONOXEHUN.
Ob6patutbcs B
TOKCUKONOTNYECKNA
LIEHTP/k Bpauy B cnyyae
Ny0XOro CamouvyBCTBUSI.
Ecnun pasgpaxenue rmas
npogormkaeTcs: 0bpaTnTbCst
K Bpauy.

Acylation Buffer

P403+P233 XpaHuTb B XOPOLLO
BEHTUNMPYEMOM MeCTe.
[epxaTb KOHTeHep NOTHO
3aKPbITbIM.

Oumetnn cynbdokeung >
95%

OMACHO!

H360 MoxeT npusectu

K HapyLleHuo
pPenpoayKTUBHON OYHKLMMN
MnNn HaHecTn Bped pebeHky
B yTpobe matepu.

Mepen ncnonb3oBaHnemM
nonyynTb cneumanbHble
MNHCTPYKUMN.

Hapesatb 3aWuTHbIE
nepyaTku, 3aLuUTHYIO
oaexnay, CpeacTsa 3aluThbl
opraHoB 3peHust / nuua.
MPW BospgencTeumn

WY NOAO3PEHNN Ha
BO3AeNCTBMNE: 0bpaTUThHEA
33 MEAMLIMHCKOW NMOMOLLIbIO.
BopHas kucnota 1 - 5%

P201

P280

P308+P313

MacnopT 6e3onacHOCTU AOCTYMNEH Ha cante
beckmancoulter.com/techdocs

CBOP, OBPABOTKA, XPAHEHUE U
PA3BEAEHUE OBPA3LIOB

Mnasma

cobpaTtb KpoBb B OxNaxaeHHble npobupku ¢ SOTA u HemeaneHHO
NMOMECTUTb WX Ha nepn. Henb3s wucnonb3oBaTb Apyrue Buabl
aHTWKOArymnsiHTOB.

He nosgHee, yem yepes 20 MuHYT nocre otbopa, LeHTpudyrnposaTb
npo6bbl B TedeHne 10 muHyT npu 900 g n 4°C

cobpatb cBepxy 2/3 o6bema oTAenMBLUENCA NNa3mbl

Mnasmy MoxHO pa3sBoanTb docaTtHbiM bydepom

CobGpaTb MOYy B MnacTMaccoBbiii KOHTenHep. B obpasubl Moun
006aBUTb BaKTEPMOCTATUHECKUIA areHT WM 3amMopo3nTb WX [0
npoBeaeHust aHanuaa.

Mepen aHanu3om pasBecTu Movy docdaTtHbiM Bydepom B 25 pas

BbicBOOpXAeHWEe TMCTaMUHA U3 LiefIbHOW KPpOBU

He nepemelunBaTh KpoOBb Ha BUXPEBOM CMeCUTENE.

Bsstne npo6 kpoeu: cobpatb 1-2 MM KPOBM B NPOGMPKM, cogepalune

renapuH. He ncnonb3oBaTb Apyrve BuObl aHTUKOArynsiHTOB, B YaCTHOCTH,
OATA. Ecnu aHanu3 He Gyaet npoBOAMTLCS HEMeANEeHHO, 06pasLbl KPOBM
MOXHO XpaHuTb npu 18-25°C He Gonee 24 yacos.

Jlnsnc knetok Ans onpepenexusi obuwero ructammya: K 50 Mkn uenbHow

KpoBu fobasuntb 950 MKN AUCTUNNMpOBaHHOM BoAbl (pa3BeneHune B 20 pas).
O6pasLbl ABaXAbl 3aMOPO3UTb U OTTasATb.

[MpoBokauusi KNETOK:
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MNpoBokauus KNeToK areHTom, CTUMYTUPYIOLLUM
BbICBOGOXAEHME rucTammuHa:  PasBecT o6pasupl LenbHoW
kpoBu B 7 pasa O6ydepom [Ons BbICBOOOXAEHUA rUcCTaMuHa

(Hanpumep, cmewatb 500 Mkn uenbHoW kpoBu + 3 Mn Gydepa).
B nyHku MukponnaHweTa BHecTM no 50 MK pacTBOPOB areHToB,
CTUMYNUPYIOLLMX BbICBOOOXAEHNE rMcTaMmuHa, U 4o6aBUTb K HAM MO
100 mkn obpasLoB LenbHOM KpoBK, pasBefdeHHon B 7 pa3a. HakpbiTb
NNaHLEeT KPbILLKOA U MHKyOmpoBaTb B TedeHne 30 MuHyT npu 37°C.
Ecnn npoBokauuio Knetok NpoBoAaAT B npobupkax, Bce obbeMmbl
peareHTOB MOXHO YBENUUWTb B 2 pasa.

[nsi cNOHTaHHOWN CeKpeLMun rMcTamMuHa B JTYHKU MUKpOMaHLieTa
BHecTM no 50 mkn Oydepa Ans BbICBOGOXAEHUS rMCTaMUHA U
no6aeutb no 100 Mkn obpasLoB LENbLHON KPOBU, pa3BedeHHON B 7



pa3a. HakpbiTb NnaHLWeT KpbILWKOW U UHKyOMpoBaTb B TeveHue 30
MuUHYT npu 37°C.

« OTbop npo6 nocne BbICBOGOXAEHUS rMcTaMmmuHa:
LeHTpudyrmposaTtb npodbl B TedeHne 5 muHyT npu 900 g mn 4°C,
3aTeM NoCTaBMTb NNAHLLET Ha U3MENbYEHHbIV NEA U 13 KaXA0N NYHKN
akkypaTHo otobpatb no 100 mMkn cynepHaTaHTOB, He 3aTparvBasi
KMEeToYHOro ocagka

Xuagkue obpasubl
Cobpatb 06pasLpl B nnacTtmMaccoBble Npooupku.
O6pasubl NNOTHbLIX TKaHen

[ns akcTpakumm rmctamuHa gobasutb no 10 mkn 0,2N HCIO, Ha kaxapbln
MUNUrpaMM  TKaHW, TOMOreHM3NpoBaTb CMECb YMbTPa3BykKOM WM B
romoreHusatope u ueHTpudyrnpoatb nNpobbl B TeuyeHne 5 muHyT npu 10
000 g n Temnepatype < 4°C. CobpaTb CyrnepHaTaHT 1 Npu HeobXoAnMOCTH
OCBETNUTL €ro (PUNLTPOBaAHUEM. HevitpanusoBatb cynepHataHT (pH
6-8) pobaBneHnem paBHoro obvbema 1M pactBopa 6GopaTta kanus.
LleHTpudpyrmposate npu 10 000 g B TedeHne 1 MUHYTbI Npy TemnepaType
<4°C. Cobpatb cynepHaTaHT B NNiacTMaccoBble MPOOMpPKM.

XpaHeHue o6pasuoB

Ecnu aHanu3 He GyaeT nNpoBOAUTBCS HEMEeANeHHO, Bce Tunbl 0bpasuos,
Kpome npo6 LienbHOM KPoBW AN MPOBOKaLMM CEKPeLnn MMCTaMuHa, MOXHO
XpaHUTb B NNIacTMaccoBbIx npobupkax npu temneparype < -18°C.

NMPEAOCTABNAEMbBIE MATEPUATDbI

Bce KOMMOHEHTLI HEBCKPLITOro HaGopa cTabusbHbI Npun 2-8°C A0 OKOHYaHUS
cpoka rogHocTu Habopa, ykasaHHOro Ha ero 3TUKETKE.

Cpokn rogHOCTH, YyKa3aHHble Ha 3TUKeTKax (rakoHOB C peareHTamu,
OTHOCSITCS TONBKO K UX XPaHEHUIO B MPOU3BOACTBEHHbIX YCIIOBUSIX BMOTb 40
MOMeHTa KoMmnnekTauum Habopa v He pacrnpoCTPaHSIOTCS Hamomny4YeHHYo
3aKa34MKOM MPOAYKLMIO.

MnaHLwWeT ¢ MOHOKNIOHANbHbLIMU @aHTUTENaMM K TMCTaMuHy: 12 x 8 nyHokK
(roToB K MCNOMb30BaHWIO)

Heucnonb3oBaHHbIE CTPUMbI MOXHO XpaHuUTb nNpu 2-8°C B npunaraeMom
3aKpbiBaloLLEMCS NakeTe.

KoHblorat  ructaMuH-lienoyHas
(nModmnusoBaHHbIV Npenapar)

¢dochartasza: 2  dnakoHa

®nakoH COoOepXUT KOHbKraT rMcTammHa C  LWenoyHow docdaTason,
NMOMUNN30BaHHBI B  MPUCYTCTBMM  anbbymuHa Oblubeii  CbIBOPOTKMU.
BocctaHoBuTE KOHbBlOraT, Mcnonb3yst obbem OuMoeHTa KOHbioraTa,
yKasaHHbIi Ha 3TuKeTke pnakoHa, W nepenewTe coaepXxuMoe o6oux
PNakoHOB C BOCCTAHOBIIEHHbIM KOHBLIOraToB BO (PflakoH Ansl KOHbiorata.
Mocne BocCTaHOBNEHNS KOHBbIOraT CTabuneH B TeYeHe OOHOW HeAenu npu
2—-8°C unu npu < —18°C g0 okoHYaHuMs cpoka rogHocTy Habopa.

PacTBopuTenb: 1 onakoH, 25 mn (roToB K MCMOMNb30BaHMIO)

PactBopuTenb npegHasHayeH NS pacTBOPEHUs  NMOUITM30BAHHOTO
npenapata KoHbtorata. PactBopuTenb MOXHO XxpaHuTb npu 2-8°C ao
OKOHYaHWs cpoka rogHocTu Habopa

Kann6poBo4iHble nNpobbi:
MCMONb30BaHWUI0)

6 dnakoHoB no 1 wmn (roToBbl K

KanubpoBouHble npobbl copepxaT HeauunMpOBaHHbIN  MMCTaMWH B
AnanasoHe koHueHTpauun ot 0 go npubnuantensHo 100 HM B Bydepe ¢
6bI4bMM CbIBOPOTOYHBIM anbOymnHOM 1 a3ugoM Hatpus (<0,1%). TouHble
KOHLEHTPaLMN yKasaHbl Ha 3TUKeTKax (prakoHoB. BckpbiTbie dnakoHbl ¢
KanuépoBOYHbIMK NPoBGaMM MOXHO XpaHuTb nNpu 2-8°C B TeyeHne Headenw,
mnn npu < -18°C OO OKOHYaHMS cpoKka rogHOCTU Habopa.  3HayeHus
KanmbpoBo4HbIX NPO6 BbINKY NOMyYeHb! C MOMOLLbIO BHYTPEHHErO CTaHaapTa.

KoHTponbHas cbiBopoTka: 1 donakoH, 1 mn (rotoBa K MCMOMb30BaHWUIO)

KoHTponbHasi npoba cogepXXuT U3BECTHOE KONMMYECTBO HeauunMpoBaHHOIO
rmctamuHa B Gydepe ¢ Obl4bUM CbIBOPOTOYHBIM anbOyMWHOM M asnaom
HaTpus (<0,1%). Oxxnaaembin AManas3oH KOHLEHTPaLUuin ykasaH Ha 3TUKETKe
dnakoHa. BckpbITblli onakoH ¢ KOHTPOMbHOM NPOGOW MOXHO XPaHWUTL MpU
2-8°C B TeyeHue Hegenu, unu npu < -18°C 0o OKOHYaHMSA CpoKa rogHoCTU
Habopa.

Aumnupyowmim peareHT: oguH nakoH (MopoLLOoK)

Copepxumoe rakoHa cnegyeT pacTBOPUTb HEMNOCPEACTBEHHO nepen
MCMONb30BaHNEM B YKka3aHHOM Ha aTukeTke obbeme [IMCO. PacTBopeHHbIi
peareHT ctabuneH npu < —18°C [0 OKOHYaHMA CpoKa xpaHeHus Habopa.
M3beraiite MHOrOKpaTHOro 3aMOPaXXMBaHUS 1 pa3MOpPaKMBaHWSI.
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Bydep ana aumnupoBanus: 1 donakoH, 5 Mn (roToB K UCMOMb30BaHWIO)

BcekpbiThii chnakoH ¢ 6ydpepoM MOXHO XpaHuTb npu 2-8°C OO OKOHYaHUS
Ccpoka rogHocTn Habopa.

Bydbep ans BbicBoGoXAeHUA ructamuna: 1 onakoH (nModunmaoBaHHbI
npenapar)

Bydep coaoepxut ObluMii  CbIBOPOTOYHbLIN  anbOyMuH. PactBopuTtb
coaepxumoe cnakoHa B 25 mn gucTunnupoBaHHon BoAbl. [oAroToBNEHHbIN
K paboTe Bydhep MOXHO xpaHuTb Npu < -18°C 40 OKOHYaHWUS CpoKa rogHOCTU
Habopa.

OMCO: 1 donakoH, 3 Mn (roToB K UCMOSb30BaHMIO)

Mepep ncnonb3oBaHMEM JOBECTU coaepkumoe crakoHa o 18-25°C, 4ytobbl
OMCO nonHOCTbIO NPEBPATUNCS B XUAKOCTb.

MpombiBoYHbIN pacTBOp (20x): 1 donakoH, 50 mn

KoHLEHTpMpoBaHHbIA ~ pacTBop  AomkeH OblTb  pasBegeH  nepep
MCMNONb30BaHMEM AUCTUNNMPOBAHHOW BoAoOW. [loaroToBneHHbIn k paboTe
NPOMbIBOYHbIV PacTBOP MOXHO XpaHWUTb npu 2-8°C B TeyeHne mecsua, unm
npu < -18°C g0 OKOHYaHMsA cpoka rogHocTu Habopa.

Cy6cTpaTHbiv 6ydep: 1 donakoH, 30 Mn (roTOB K MCMONb30BAHMIO)
B coctaB cybcTtpatHoro 6ydepa BxogsaT auataHonamuH u HCI.
Cy6cTpat: 2 Tabnetku

CybeTpatHbii - pacTBOp  napaHuTpodeHundocdgara [omkeH  ObiTb
NpUroToBneH He MeHee, Yem 3a 30 MUHYT A0 Mcrnonb3oBaHusi. [ns atoro
ogHy Tabnetky cybcTtpata HyxHO pacTtBoputb B 15 mMn cybcrpatHoro
6ydepa. MoaroToBneHHbIN k paboTe cyGCTpaTHbIA PpacTBOP MOXHO XpPaHUTb
npu 2-8°C B Te4eHue cyTok, unm npm < -18°C [0 OKOHYaHWSA CpoKa rogHOCTU
Habopa.

Crton-pactBop: 1 conakoH, 6 Mn (rOTOB K UCMONb30BaHWUIO)

Cron-pacteop npegctaensiet cobort 1N pactBop NaOH. lMpenapat MoxHO
XpaHuTb Npu 2-8°C A0 OKOHYaHMS CpoKa rogHoCTM Habopa.

®nakoH oNA KOHbloraTta: oauH PrlakoH

MycTon donakoH Ana coeanHEHNA BOCCTAHOBIEHHbIX KOHbBIOraToB.

HEOBXOAUMBIE, HO HE
NPEAOCTABJIAEMbIE MATEPUATbI

Momumo ctangapTHoro nabopartopHoro obopygoBaHusa He06XxoauMo UMeTb
crepyolee:

Ana uMmmyHomnornyeckoro aHanusa:
*  nnactmaccoBble npobupku (3 unu 5 mn)
*  mukponuneTku (20-200, 200-1 000 mkn)
*  nonyaBTOMaTuyeckue nunetku (25, 200 mkn)
. BUXPEBOW cMecuTenb Tuna "Vortex"
*  BCTpsIXMBATENb AN MUKPOMAHLLIETOB
*  MpOMbIBaloLLEe YCTPONCTBO ANS MUKPOMIIAHLLETOB (MO >XenaHuio)
*  pugep ans mukponnaHweToB (405-414 Hm)
[ns BeICBOBOXAEHWS MTMCTamMyHa:

*  MwukponnaHLIeT C KOHMYECKUMWU UNN CHEPUHECKMMU MyHKaMu (Mnu
nnacTMaccoBble NPoGupKM)

. BoaaHas 6aHa Ha 37°C

*  UeHTpudyra Ans MMKPOMMaHLWIETOB Unn NPOBUPOK (C oxnaaneHnem)
[nsi 06paboTku NMOTHLIX 06Pa3LOB TKAHEN:

*  XnopHas kucnota (HCIO,).

. Bopart kanus (K;B,0-).

NMPOLUEQYPA
MoaroTtoBka peareHTOB

. [oBecTun Bce peareHTbl 4O KOMHATHOW Temneparypsbl.

+ PactBoputb  nMModunn3oBaHHbLIN npenapat  Oycdepa ans
BbICBOOOX/AEHMSI TMCTaMUHa B 25 MN AMCTUNNYPOBAHHOM BOAbI.

*  PacrtBopsitoT HenocpeacTBEHHO nepeq 1cnonb3oBaHem
aUMNUPYIOLLMIA  peareHT  ykasaHHbIM Ha 3TWKeTke obbemom

DMSO. Ecnu TpebyeTcs Heckonbko ¢hriakoHOB, COeAMHSOT nocre
pacTBOpEeHWS.
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. BocctaHoBuTe
yKa3aHHbI Ha 3TMKETKax (OrakoHOB.
nepemeLlunBaHus. 3atem nepeneinTe cogepxmnmoe o6omx riakoHoB

KOHBbHOraThl,

ncnonb3ys

o6bem

C BOCCTaHOBIME€HHbIM KOHbHOraTtoB BO q)ﬂaKOH ANnA KOHbiorata.

* TwarenbHO nepemMeluaTtb cofaepXumoe dnakoHa C KOHLEHTpaToM

NPOMbIBOYHOTO pacteopa 1 950 Mn ANCTUNNNPOBAHHOW BOAbI.

*  He nosgHee, yem 3a 30 MUHYT 4O UCMOMb30BaHNSA, PacTBOPUTb OAHY

Tabnetky cybctpata B 15 mn cybetpatHoro 6ydepa.

MoproToBka o6pa3uoB: auunupoBaHue

Mpoueaypa aHanu3a BKIOYaeT CTaaMio auMnMpoBaHWs KanubpoBOYHbIX,
KOHTPONbHBLIX U uccredyembix 06pasuoB.

AuunvpoBaHHble 06pasubl

[OCTaTOYHO CTabunbHbl M MOTYT XpaHUTbes npu 2-8°C B TeueHue 3 AHeN.

OuntoeHTa,
Mopoxaute 20 MUHYT Ao

Mpouepypa
Crapus UmmyHonoruyeckas | QHanmaTuyeckana | W3mepeHue
aumMnupoBaHus crapus cragusa pe3ynbTaTtoB
B unctbie B nokpbiTble [MpombITe NyHKM | BHecTn B nyHKm
nnacrtmaccoBble aHTUTENaMM 3 pasa 350 mkn no 50 mkn
npobupku TNYHKW BHECTH pa3basneHHbIM | cTon-pacTBopa.
BHeCTM 25 MKn no 50 mkn NPOMbIBOYHbLIM
auMnupyoLero | aunnMpoBaHHbIX | pacTBOpPOM.**
6ydepa, 100 Mkn | kKannBpoBoYHbIX, | BHecTn no 200mkn
KanmbpoBOYHBIX, | KOHTPOMbBHBIX U cybcrpara.
KOHTPONbHbIX U | aHanuaupyembix |  MHky6upoBatb
aHanuanpyembix obpasuoB 30 MUHYT npwu
npobu 25 mkn n 200Mmkn 18-25°C un
aumnupyoLlero KOHBblOraTa. NOCTOSIHHOM
peareHTa. MHkyBbnpoBaTb BCTPSAXVBaHUN
HemenneHHo |2 w4aca npu 2-8°C| (350 ocu./MuH.)*
nepemeLlaThb. 1 NOCTOSIHHOM 6e3 goctyna
BCTPSAXMBaHWN cBeTa.
(350 ocu./MuH.).*
N3ameputb
OMNTUYECKYIO
NAOTHOCTb Npu
405-414 HMm.

* inu nHky6upynte 18 yacos 6e3 BcTpsixuBaHusi npu 2—-8°C. MNMocne aTtoro
hepMeHTHBIV 3Tan crneayeT cokpaTuTb A0 20 MUHYT.

** MNpombiBKa NnaHweToB: [NpaBunbHOE BbIMONHEHWE AaHHOW CTagumn
BaXXHO NS MOMyYeHUs 0XXnaaemblX ¥ BOCMPOM3BOANMbIX pedynbratoB. He
[JonyckaTb BbICbIXaHWUs POMbITLIX NIYHOK nepes BHECEHUEM CrieaytoLLero
peareHTa.

Mcnonb3oBaHne NpomblBaloLLEro yCTpOVICTBa Ana MUKponaHweToB

BbibpaTb nporpammy C Tpems UMKNaMu MNPOMbIBKA W OTBEYaloLLyto
cnegylowmmM TpeboBaHnaM:

* >Kngkoctb 13 JIYHOK OOJKHA yaanATbCA NONHOCTbIO.
* nyHKVI OOJKHbI NOJSTHOCTBIO 3aNOJTHATLCA NPOMbIBOYHBIM PACTBOPOM.

e JlyHKM [OMKHbI BBLICTPO 3aAMOMHATLCA NPOMBIBOYHBIM PAcTBOPOM
(kaxxpast npumepHo 3a 1 cekyHAy).

* Tlocne Tpex LMKINoB NPOMbIBKM MPOMbIBOYHbIV PAaCTBOP AOMKEH ObITb
yAaneH nonHocThbIo.

Py‘-lHaﬂ NpoMbIBKa

MpoBecTn He MeHee Tpex LMKIOB MPOMbIBKMA C COBMoAEHNEM CreayoLWwmnx
pekomeHaaumn:
*  MepeBepHyTb NNaHLWeT BBEPX AHOM WU UHTEHCUBHO BCTPSIXHYTb €ro
HaZ paKOBWHOW.

+  B3anonHnWTb NYHKU MPOMBIBOYHLIM PacTBOPOM.
nepenuBaTbCs Yepes Kpas MyHOK.

PactBop MoxeTt

*  [lepeBepHyTb MnaHLWeT BBEPX AHOM U MHTEHCUBHO BCTPSIXHYTb €ro
Haj, pakoBWHOM, a 3aTeM MNMOTHO NpuXaThb K PUNLTpoBanbHou bymare.

PE3YIIbTATbI

PesynbtaThl paccyMTbiBalOT METOLOM MHTEPRonsuun Mo KanmbpoBoYHOM
KPWBOW, NONyYeHHON OfHOBPEMEHHO C aHanM30oM HEU3BECTHbIX 06pa3LoB.

Kanu6poBoyHas kpuBasi

PesynstaTbl B OTAENEHWM  KOHTPOMS  KayecTBa  paccyuTaHbl  C
ncrnonb3oBaHnem nopbopa kpueon spline «cnnauH» ¢ B/T unu B/B,
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no NOTMNCTUYECKON BEpTUKAnbHOW OCKM W  KOHLEeHTpauuen aHanuta
KanmbpaTtopoB Ha norapuMmnyYecKon ropu3oHTanbHom ocu (HM).

[pyrne wmeToapl obcyeta MOryT [f[aBaTb HECKONIbKO OoTnnyarowmecs

peaynbrarthbl.
Kanu6parope! MctamuH MornouweHune B/B, (%)
(Hmonb/n)

0 0 1,623 100

1 0,90 1,428 93,2

2 2,60 1,269 81,8

3 8,20 0,969 60,1

4 24,0 0,623 35,2

5 83,0 0,328 13,9

(Mpumep TMNMYHOM kKanNMBpoBoYHOM KprBOW. He ncnonb3osath Ans obcyerta
pesynbrartos.)

O6pasubl

*  KoHueHTpaumio ructamvHa B obpasuax nnasmbl
HenocpeacTBEHHO MO KanMbpPOBOYHOW KPUBOM.

onpegenanT

* 3HayeHus, nomyveHHble B obpasuax nocne BbICBOOOXAEHWSA
rmctamuHa, criegyet ymHoXuTb Ha 10,5.

. Onsi onpepeneHus obLliero konuyecteBa rMCTamuHa M3MEPEHHbIN
pesynbTtaT cnegyet yMHOXuUTb Ha 20.

*  PesynbraThl, MonyyeHHble B ApPYrMxX Bugax ob6pasuos,
YMHOXUTb Ha hakTop pa3BeaeHust.

OXWAOAEMbIE 3HAYEHUA

B «kaxpon nabopaTopunm pekoMeHAyeTCs YCTaHOBWUTb COGCTBEHHbIE
3Ha4YeHUs YpOBHEW IMCTaMWHA,  COOTBETCTBYIOLUME  HOPMAarbHbIM.
MpvBeaeHHbIEe HUXe pesynsrarbl ABNAOTCA BCEro nmwb
OPUEHTUPOBOYHBIMM.

cnegyet

* T[nasma: < 10 HM (1 Hr/mn)
*  UenbHas kpoBb: 200-2000 Hmonb/n (20-200 Hr/mn)

* [Mo3nTuBHas npoBoKauusa KNeTok:
rmctamuHa

>10% oT obuiero konuyecrea

. CnoHTaHHas cekpeuus: < 5% oT obLuero konMyecTesa rmcTamuHa

. Moua: 10-35 mKr/r kpeaTuHuHa.

KOHTPOJ1b KAHECTBA

B cootBeTcTBMM C TpeboBaHuAMM Good laboratory practices anst koHTpons
KayecTBa MPOBOAMMBIX WCCIIEAOBAHWIA CrEAyeT PerynsipHo UCrnonb3oBaTh
KOHTpOmnbHble 00pa3ubl, KOTOpble [OMKHbI MNPOXOAUTL Te Xe CTaauu
aHanu3a, 4YTo W aHanusupyemble NpoGbl. PesynbTaTbl KOHTPONs kadecTsa
pekomeHayeTcst o6pabaTbiBaTh C NOMOLLBIO CreLManbHbIX CTaTUCTUHECKUX
MeTOof0B.

B cny4yae Cepbe3HOro noBpexaeHna YynakoBKWU, umnn B Clyyae
HeCoOoTBEeTCTBUA nony4eHHbIX pesynbraTtoB aHannTunyecknm
XapakTepuctukam O6paTI/ITer, nox(any|7|CTa, K Hawum cnedynanucrtam.

E-mail: imunochem@beckman.com unu beckman.ru@beckman.com

SKCMNYATAUNOHHbLIE XAPAKTEPUCTUKH

(Bonee nodpobHas uHgopmayusi npueedeHa e pasdene “APPENDIX”)

PenpeseHTaTWBHblE  AaHHble  MNPEedOCTaBMEHbl  UCKMIOYUTENBbHO  Afs
nosicHeHuii. MNokasaTtenu, nonyyeHHble B KOHKPETHOW nabopaTtopuu, MoryT
oTnnYaThes.

YyBCTBUTENBHOCTb

AHnanuTtnyeckas yyBcTBUTENbHOCTL: 0,52 HM

CneunduyHocTb

AaHHbI Habop obecnevnBaeT cneumdryHoe onpeaeneHe rmcTammHa
BocnpousBogMmocTb

BHyTpu aHanusa

AHanus obpasuos nnasmbl ATA npoogunu B 25 pennukaTtax B npegenax
opHow cepuu onpegenenun. KoadduumneHt Bapnaumm He npesbiwan 11,0%.

Mexay aHanusamu

AHnanus obpa3suos nnasmel ATA B gybnukatax nposogunu B 10 pa3nuyHbIxX
cepusix onpepenexuni. KoadduuneHT Bapuauum He npesbiwan 13,6%.
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To4HOCTb
TecT Ha pa3BeaeHue

O6pasupbl nna3vbl SOTA ¢ BbICOKOW KOHLEHTpauuen ructamvHa CepuiiHo

pa3Bogunu B “HyneBol” kanmbpoBoyHoW npobon. W3mepeHHoe 3HayeHue

“oTKkpbITMSA” cocTaensno ot 95,1% no 119%.
TecT Ha OTKpbITUE CTaHAAPTHOW A06aBKU

M3BecTHble KonuyecTea ructammHa BHocunu B obpasubl nnasmel 3OTA ¢
HU3KNM ero copepaHneM. MamepeHHoe 3Ha4YeHne “OTKpbITUSI” COCTaBMANO
oT 92,2% po 119%.

Ouana3oH onpegeneHnn (OT aHaNUTUYECKOW YyBCTBUTENBHOCTM A0
3HaYeHUs1 HauBbICLLEW KanMBpOBOYHON NpobbI):

0,52 — npubnuamtensHo 100 HM.

OrPAHUYEHUSA

Hapyu.leHme METOAUKU NpoBefeHUA aHarnm3a MOXeT NPUBECTU K UCKaXKEHUIO
pe3ynbTaTtoB MCCneaoBaHus. Pe3yﬂbTaTbI onpegeneHns OOJKHbl ObITb
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MHTEPNpPETMPOBaHbl B CBeTe OOLei KMMHUYECKOW KapTUHbI MauueHTa,
BKMOYass aHamHe3, [aHHble [OpYrMx TecTOB MW MOAXOAALLYH  MHYI0
MHopMaLmio.

Brnusiowme dakTopbl

He wcnonb3yiiTe reMonuavpoBaHHblE, XENTYLHbIE WU NUMNeMUYecKme
ob6pasupl.

[ns aHanu3a Henb3s UCMonb3oBaTh 06pasLbl KPOBU BEPEMEHHbIX XXEHLLVH,
T. K.. B HUX coaepXxutcsa 6onbLioe KoNMYecTBo AMamMUHOKCUAA3bI.

anICyTCTBVIe B Guonornyeckom martepuane agpyrux BuAOB aMUHOB B
KOHUEeHTpauun cCBbllle 10 MM moxeT npenaTcTeBoBaTb auunMpoBaHUIO
rmcTaMmmnHa.

®deHon nogaenseT BbICBOOOXAEHME rTMCTaMUHA.

MMCTaMUH MOXET ABNATLCA KOMMOHEHTOM asnepreHos,
NepenoHYaTOKPbIMbIX.

Takux Kak 44
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EIA Histamine
IM2562

ENZIMSKA IMUNOANALIZA ZA IN VITRO ODREDIVANJE
HISTAMINA U BIOLOSKIM UZORCIMA
Za in vitro dijagnosti¢ku upotrebu.

PRINCIP

Enzimska imunoanaliza histamina je kompetitivna analiza. Histamin
uzoraka, kontrola ili kalibratora se hemijski modifikuje u acilovani histamin
tokom prvog koraka. Acilovani histamin se inkubira u bunar¢i¢ima oblozenim
monoklonskim antitelom u prisustvu konjugata histamina acilovanog
alkalnom fosfatazom. Nakon inkubacije, bunarci¢i se ispiraju da bi se
uklonile nevezane komponente. Vezana enzimska aktivnost se potom meri
nakon dodavanja hromogenog supstrata.

UPOZORENJE | MERE OPREZA
Opste napomene:
*  Ne mesati reagense iz kitova razlicitih lotova.

* Bocice sa kalibratorima i kontrolama treba da budu otvorene $to je
kra¢e moguce da bi se izbeglo prekomerno isparavanje.

»  Standardna kriva mora biti obuhvaéena sa svakim testom.
. Preporuceno je da se test vrsi u duplikatu.
*  Neka svi reagensi dostignu sobnu temperaturu.

»  Kontakt tablete supstrata i koze moze nepozeljno da uti¢e na proizvod.
Za rukovanije tabletama koristite pincetu.

»  Obavezno nosite rukavice, kako ne bi doSlo do kontaminacije spoljnim
histaminom, npr. usled disanja.

. Histamin se adsorbira na staklo, Koristiti samo plasticne pipete,
epruvete itd.

Natrijum azid

Neki reagensi sadrZe natrijum azid kao konzervans. Natrijum azid mozZe da
reaguje sa olovom, bakrom i mesingom i tako formira eksplozivne metalne
azide. Odlaganje u otpad natrijum azida mora biti u skladu sa odgovarajuéim
lokalnim propisima.

Materijali humanog porekla

Sa svim uzorcima seruma i plazme treba postupati kao da su sposobni
za prenos hepatitisa ili AIDS-a tako da otpad treba odlagati u skladu sa
propisima.

GHS KLASIFIKACIJA OPASNOSTI

Wash Solution (20x) OPASNOST
H360 Moze da osteti plodnost ili
nerodeno dete.
P201 Potrebna su posebna
uputstva pre upotrebe.
P280 Nositi zastitne rukavice,
zastitnu odedu i zastitna
sredstva za ocillice.
P308+P313 AKO ste izlozeni ili zabrinuti:
Potrazite medicinski
savet/misljenje.
Borna kiselina 0,1 - 0,3%
Natrijum-borat dekahidrat
0,1-0,3%
Stop Solution (NaOH) OPASNOST
H314 Izaziva teSke opekotine koze
i oStecenje oka.
P280 Nositi zastitne rukavice,

zastitnu odecu i zastitna
sredstva za ocillice.
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Substrate buffer

Conjugate diluent

Conjugate
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P301+P330+P331

P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

OPASNOST

P280

P305+P351+P338

P310
P314

P332+P313

OPASNOST

H360
P201

P280

P308+P313

OPASNOST

H360
P201

P280

AKO SE PROGUTA:
isperite usta. NE izazivati
povracanje.

AKO DOSPE NA KOZU (ili u
kosu): Isprati kozu vodom.

DODIR S OCIMA: Pazljivo
ispirati vodom nekoliko
minuta. lzvaditi kontaktna
socCiva, ako postoje i ako su
lako dostupna. Nastaviti sa
ispiranjem.

Odmah pozovite CENTAR
ZA KONTROLU TROVANJA
ili lekara.

Natrijum hidroksid 3 - 6%

Izaziva blagu iritaciju koze.
Izaziva ozbiljno oStecenje
oc€iju.

Moze da dovede do
oStecenja organa usled
dugotrajnog ili viSekratnog
izlaganja.

Nositi zastitne rukavice,
zastitnu odecu i zastitna
sredstva za ocillice.

DODIR S OCIMA: Pazljivo
ispirati vodom nekoliko
minuta. lzvaditi kontaktna
socCiva, ako postoje i ako su
lako dostupna. Nastaviti sa
ispiranjem.

Odmah pozovite CENTAR
ZA KONTROLU TROVANJA
ili lekara.

Potraziti medicinski
savet/misljenje, ako se

ne osecate dobro.

Ako dode do iritacije

koze: Potraziti medicinski
savet/misljenje.
Dietanolamin 7 - 10%

Moze da oSteti plodnost ili
nerodeno dete.

Potrebna su posebna
uputstva pre upotrebe.
Nositi zastitne rukavice,
zastitnu odedu i zastitna
sredstva za ocillice.

AKO ste izlozeni ili zabrinuti:
Potrazite medicinski
savet/misljenje.

Borna kiselina 0,1 - 0,5%

Moze da oSteti plodnost ili
nerodeno dete.

Potrebna su posebna
uputstva pre upotrebe.
Nositi zastitne rukavice,
zastitnu odedu i zastitna
sredstva za ocillice.



P308+P313 AKO ste izloZeni ili zabrinuti:
Potrazite medicinski
savet/misljenje.

Borna kiselina 0,5 - 1%

DMSO UPOZORENJE

H227 Zapaljiva te€nost

H315 Izaziva iritaciju koze.

H319 Izaziva ozbiljnu iritaciju o€iju.

H335 Moze da uzrokuje iritaciju
respiratornih organa.

P261 Izbegavati udisanje
isparenja.

P280 Nositi zastitne rukavice,
zastitnu odedu i zastitna
sredstva za ocillice.

P304+P340 AKO SE UDAHNE: Izmestiti
izlozeno lice na svez vazduh
i ostaviti ga da miruje u
polozaju koji mu olak$ava
disanje.

P312 Pozvati CENTAR ZA
KONTROLU TROVANJA
ili doktora/lekara ako se ne
osecate dobro.

P337+P313 Ako dode do iritacije
oka: Potraziti medicinski
savet/misljenje.

P403+P233 Cuvati u prostoriji sa
dobrom ventilacijom. Cuvati
ambalaZu &vrsto zatvorenu.
Dimetil sulfoksid > 95%

Acylation Buffer OPASNOST

H360 Moze da osteti plodnost ili
nerodeno dete.

P201 Potrebna su posebna
uputstva pre upotrebe.

P280 Nositi zastitne rukavice,
zastitnu odedu i zastitna
sredstva za ocillice.

P308+P313 AKO ste izloZeni ili zabrinuti:

Potrazite medicinski
savet/misljenje.
Borna kiselina 1 - 5%

Dokument ,,Bezbednosni list* dostupan je na internet stranici
beckmancoulter.com/techdocs

PRIKUPLJANJE UZORAKA, OBRADA,
SKLADISTENJE | RAZBLAZIVANJE

Plazma

* uzmite uzorak krvi u rashladenu epruvetu koja sadrzi samo EDTA
i odmah ohladite na ledu

+  centrifugirajte 10 minuta brzinom od 900 g na temperaturi od 4°C
u roku od 20 minuta od uzimanja uzorka

»  aspirirajte gornje 2/3 plazme
. plazma moze da se razblazi u PBS-u

*  Prikupite uzorak urina u plastiénu posudu. Zamrznite uzorak ili dodajte
bakteriostaticko sredstvo.

*  razblazite uzorke 1:25 u PBS-u
Oslobadanje histamina u punoj krvi
Ne mesati éelijsku suspenziju.
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Uzimanje uzorka krvi: uzmite 1-2 ml krvi u epruvete koje sadrze samo
heparin, nemojte da koristite EDTA. Cuvajte uzorke na temperaturi 18-25°C
najduze 24 sata ako nije moguce analizu obaviti odmah.

Ukupni histamin nakon lize ¢elija: Dodajte 50 pl nerazblazene krvi u 950 pl
destilovane vode (razblazivanje 1:20). Dvaput zamrznite i odmrznite.

Izazivanje celije:

* izazivanje sa sredstvom koje oslobada histamin: razblazite punu
krv 1:7 u puferu koji oslobada histamin (npr. 500 pl pune krvi + 3 ml
pufera), dodajte 50 pl razli¢itih razblazivanja oslobadajuc¢eg agensa
u bunarci¢e plo¢e, pa zatim dodajte 100 ul pune krvi razblazene
1:7. Inkubirajte plocu pokrivenu poklopcem 30 minuta na 37°C (sve
zapremine mogu da se dupliraju ako su éelije izazvane u epruvetama).

* spontano oslobadanje histamina: dodajte 50 pl pufera za
oslobadanje histamina u bunarci¢e plo¢e, pa zatim dodajte 100 pl
pune krvi razblazene 1:7. Inkubirajte plocu pokrivenu poklopcem
30 minuta na temperaturi 37°C.

* vracanje oslobodenog histamina: centrifugirajte 5 minuta brzinom
od 900 g na temperaturi od 4°C i drzite ploCu na drobljenom ledu
nakon centrifugiranja, pazljivo uzmite 100 pl te¢nosti supernatanta bez
uznemiravanja c¢elijskog peleta.

Tec€ni uzorci
Sakupiti uzorke u plasticne epruvete.
Cvrsti uzorci

Izdvojite histamin sa 10 pl po mg tkiva 0,2 N HCIO,, homogenizujte
sonifikacijom ili zdrobite i centrifugirajte brzinom od 10.000 g 5 minuta na
temperaturi <4°C. Prikupite supernatant i razbristrite filtracijom, po potrebi.
Neutralisite (pH 6-8) te€nost supernatanta dodavanjem jednake zapremine
od 1 M kalijum-borata. Centrifugirajte brzinom od 10.000 g, 1 minut na
temperaturi <4°C. Prikupite te€¢nost supernatanta u plasti¢ne epruvete.

Cuvanje uzorka

Osim kod izazivanja ¢éelija pune krvi, Cuvajte sve uzorke na temperaturi od
<-18°C u plasti¢nim epruvetama ako analizu nije moguce obaviti odmah.

ISPORUCENI MATERIJALI

Pre otvaranja su svi reagensi kompleta stabilni do datuma isteka roka trajanja
navedenog na nalepnici na kompletu, ukoliko se ¢uvaju na temperaturi
2-8°C.

Datum isteka roka trajanja na nalepnicama bocica odnose se na dugoro¢no
skladiStenje komponenti samo od strane proizvodaca, pre sklapanja
kompleta. Ne uzimajte ovo u obzir.

Ploca oblozena antitelom antihistamina: 12 x 8 bunar¢i¢a (spremno za
upotrebu)

Neupotreblijene trake moraju da se c¢uvaju na temperaturi 2-8°C
u isporucenoj vreéici sa samozatvaranjem.

Konjugat histamin-alkalne fosfataze: dve boc¢ice (liofilizovano)

Bocica sadrzi konjugat histamin-alkalne fosfataze liofilizovan u prisustvu
albumina govedeg seruma. RekonstituiSite konjugat sa zapreminom
razredenog konjugata navedenom na nalepnici bocice i sipajte sadrzinu
u obe bocice sa rekonstituisanim konjugatom u bocicu za konjugat. Nakon
rekonstitucije, konjugat je stabilan jednu nedelju na temperaturi 2-8°C ili na
temperaturi <-18°C do isteka roka trajanja kompleta.

Diluent: jedna bocica od 25 ml ( spremna za upotrebu)

Razredivac¢ se koristi za rekonstituciju konjugata. Razredivac je stabilan na
temperaturi 2-8°C do isteka roka trajanja kompleta.

Kalibratori: Sest bocica po 1 ml (spremno za upotrebu)

Bocice sadrze od 0 do priblizno 100 nM neacilovanog histamina, u puferu
sa albuminom govedeg seruma i natrijum-azida (<0,1%). Nakon otvaranja,
boéicu ¢uvajte jednu nedelju na temperaturi 2-8°C ili na temperaturi <-18°C
do isteka roka trajanja kompleta. Kalibratori se verifikuju prema internom
referentnom standardu.

Kontrolni uzorak: jedna bo€ica od 1 mL (spremne za upotrebu)

Bocica sadrzi neacilovani histamin, u puferu sa albuminom govedeg seruma
i natrijum-azida (<0,1%). Ocekivane vrednosti se nalaze u analitickom
mernom opsegu koji je naveden na nalepnici na bocici. Nakon otvaranja,
boéicu ¢uvajte jednu nedelju na temperaturi 2-8°C ili na temperaturi <-18°C
do isteka roka trajanja kompleta.

41 of 46



Reagens za acilovanje: jedna boéica (prasak)

Sadrzina bocice mora da se rastvori neposredno pre koriS¢enja u zapremini
DMSO navedenoj na nalepnici. Rastvoreni reagens je stabilan na
temperaturi <-18°C do isteka roka trajanja kompleta. Izbegavajte ponavljano
zamrzavanje i odmrzavanje.

Pufer za acilaciju: jedna bocica od 5 ml (spremno za upotrebu)

Nakon otvaranja, skaldistiti bocicu na 2-8°C do siteka roka oznacenog na
pakovanju.

Pufer za oslobadanje histamina: jedna bogica (liofilizovano)

Pufer sadrzi albumin govedeg seruma. RekonstituiSite sa 25 ml destilovane
vode. Nakon otvaranja, €uvajte bocicu na temperaturi <-18°C do isteka roka
trajanja kompleta.

DMSO: jedna bocica od 3 ml (spremno za upotrebu)

Sacekajte da rastvara¢ dostigne ravnotezu na temperaturi 18—-25°C pre nego
$to se potpuno rastopi.

Rastvor za pranje (20x): jedna bocica od 50 ml

Koncentrovani rastvor se pre upotrebe mora razblaziti. Stabilnost nakon
razblazivanja: jedan mesec na temperaturi 2-8°C ili na <-18°C do isteka
roka trajanja kompleta.

Pufer supstrata: jedna bocica od 30 ml (spremno za upotrebu)
Pufer supstrata je rastvor dietanolamin-HCI.
Supstrat: dve tablete

Radni rastvor supstrata paranitrofenil-fosfat priprema se najmanje 30 minuta
pre koriS¢enja, rastvaranjem jedne tablete u 15 ml pufera supstrata. Rastvor
je stabilan 24 sata na temperaturi 2-8°C ili, ako se €uva na temperaturi
<-18°C, do isteka roka trajanja kompleta.

Rastvor za zaustavljanje: jedna bocica od 6 ml (spremno za upotrebu)

Ovaj rastvor je rastvor 1 N NaOH. Rastvor je stabilan na temperaturi 2-8°C
do isteka roka trajanja kompleta.

Bocica za konjugat: jedna boéica
Ispraznite boc€icu za fuziju rekonstituisanih konjugata.

POTREBNI MATERIJALI KOJI NISU
OBEZBEDENI

Pored standardne laboratorijske opreme, potrebne su sledece stavke:
Za imunotest:

»  Plasticne epruvete (3 ili 5 ml)

*  precizne mikropipete (20-200, 200-1.000 pl)

*  ponavljanje mikropipetiranja (25, 200 pl)

¢ Vorteks tip miksera

» tresaC mikrotitarske ploce

*  sredstvo za pranje plo¢e za mikrotitraciju (opciono)

»  Cita¢ mikrotitarske ploce (405—414 nm)
Za oslobadanje histamina:

*  mikrotitarska ploca sa sfernim ili konusnim bunarci¢ima (ili plasti¢nim
epruvetama)

« vodena kupka temperature 37°C

*  Centrifuga sa hladjenjem za ploce (ili epruvete)
Za obradu évrstih uzoraka:

*  Perhlorna kiselina (HCIO,).

. Kalijum borat (K;B,07).

POSTUPAK

Priprema reagenasa
*  Neka svi reagensi dostignu sobnu temperaturu.

*  RekonstituiSite pufer za oslobadanje histamina sa 25 ml destilovane
vode.

*  Neposredno pre upotrebe rastvorite reagens za acilaciju sa koli¢inom
DMSO koja je navedena na nalepnici. Ukoliko je potrebno viSe bocica,
pulirajte nakon rastvaranja.

* RekonstituiSite konjugate zapreminom razredivaca navedenom na
nalepnicama bocica. Sacekajte 20 minuta pre mesanja. Zatim sipajte
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sadrzinu obe bocice sa rekonstituisanim konjugatom u bocicu za

konjugat.

* Sipajte sadrzinu bodice sa koncentrovanim sredstvom za pranje

u 950 ml destilovane vode i homogenizujte.

*  Pripremite supstrat tako Sto ¢ete rastvoriti jednu tabletu u 15 ml pufera

supstrata, najmanje 30 minuta pre koriSéenja.

Priprema uzoraka: acilacija

Postupak analize obuhvata korak acilacije uzoraka, kalibratora ili kontrola.
Acilovani uzorci su priliéno stabilni i mogu da se €uvaju 3 dana na temperaturi

2-8°C.
Postupak testa
Korak acilacije Imunoloski Enzimski korak Oc¢itavanje
korak
Da biste ocistili U bunarcice Operite 3 puta Dodajte 50 pl
plasti¢ne oblozene sa 350 pl rastvora za
epruvete, antitelom dodajte| razblazenog zaustavljanje.
dodajte 25 yl | 50 pl acilovanog rastvora za
pufera za uzorka, kontrole |pranje.** Dodajte
acilaciju, 100 pl | ili kalibratora |200 pl supstrata.
kalibratora, i 200 pl Inkubirajte
kontrolu ili konjugata. 30 minuta na
uzorak, 25 pl |Inkubirajte 2 sata| temperaturi
rastvora za na temperaturi 18-25°C uz

acilaciju i odmah 2-8°C uz protresanje
izmesajte. protresanje (350 o/min)*
(350 o/min).* u mraku.
Ocitajte
apsorbancu na
405-414 nm.

* Druga moguénost je inkubiranje 18 sati bez protresanja na temperaturi
2-8°C. Zatim, enzimski korak mora da se skrati na 20 minuta.

** Pranje ploce: Ovaj korak je neophodan da bi se postigao o€ekivani uginak
kompleta. Nakon pranja, bunarci¢i ne smeju da se osuse pre dodavanja
sledeceg reagensa.

Koristite sredstvo za pranje mikrotitarske ploce

Izaberite tri ciklusna programa za pranje plo€e koji ispunjavanju sledece
kriterijume za ciklus:

*  Tecnost u bunar€i¢éima mora u potpunosti da se aspirira
*  Bunar¢€i¢i moraju do vrha da se napune rastvorom za pranje

. Rastvor za pranje mora brzo da se ubrizga (obi¢no jedna sekunda za
punjenje jednog bunarci¢a)

*  Nakon tri ciklusa, te¢nost za pranje mora u potpunosti da se aspirira
Ruéna procedura
Ponovite najmanije tri ciklusa, na sledeci nacin:
»  Okrenite plo¢u naopako i Zustro je tresite iznad sudopere
*  Napunite bunarc¢iée rastvorom za pranje, rastvor sme da prede preko
ivice bunarci¢a
»  Okrenite ploGu naopako i Zustro tresite iznad sudopera, a zatim snazno
lupkaijte okrenutom mikrotitarskom plo€om o Cisti apsorbujuci papir

REZULTATI

Rezultati su dobijeni interpolacijom sa standardne krive. Kriva sluzi za
odredivanje koncentracije histamina u uzorcima izmerene u isto vreme kad
i kalibratori.

Standardna kriva

Rezultati u odeljenju za kontrolu kvaliteta izraunati su upotrebom spline
(splajn) (eng. spline) krive koja ima vrednosti B/T ili B/B, na logit vertikalnoj
osi i koncentraciju kalibratora na logaritamskoj horizontalnoj osi (nM).

Druge metode redukcije podataka mogu dati neznatno razliCite rezultate.

Kalibratori Histamin (nM) Apsorbanca B/B, (%)
0 0 1,523 100
1 0,90 1,428 93,2
2 2,60 1,269 81,8
3 8,20 0,969 60,1
4 24,0 0,623 35,2
5 83,0 0,328 13,9
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(Primer standardne krive, ne koristiti za proracun)
Uzorci
*  Koncentracija u Plazmi odgovara vrednosti ocitanoj na standardnoj
krivi.
. \1/(r)e5dnosti dobijene za oslobodeni histamin moraju da se pomnoze sa
*  Vrednosti dobijene za ukupni histamine mora bit umnozen sa 20.

* Druge vrednsoti moraju biti korigovane sa odredjenim dilucionim
faktorom.

OCEKIVANE VREDNOSTI

Mi preporucujemo je da svaka laboratorija uspostavi svoje vlastite referentne
vrednosti. Sledec¢e vrednosti, dobijene od zdravih lica, su samo indikativne.

*  Plazma: <10 nM (1 ng/ml)

*  Puna krv: 200-2.000 nM (20-200 ng/ml)

*  Pozitivno izazivanje ¢elija: >10% ukupnog histamina

«  Spontano oslobadjanje histamina: <5% totalnog histamina
*  Urin: 10-35 pg/g kreatinina

KONTROLA KVALITETA

Dobra laboratorijska praksa nalaze da se kontrolni uzorci moraju redovno
koristiti da bi se osigurao kvalitet dobijenih rezultata. Ti uzorci se moraju
obraditi na potpuno isti nacin kao i testirani uzorci, i preporu¢eno je da se
njihovi rezultati analiziraju upotrebom odgovarajucih statistickih metoda.

U slucaju oStecenja pakovanja ili ako dobijeni podaci pokazuju neku promenu
performansi, molimo da kontaktirate vaseg lokalnog distributera ili upotrebite
sledecu e-mail adresu: imunochem@beckman.com

KARAKTERISTIKE PERFORMANSI
(za vise detalja, videti “DODATAK”)

Preciznost
Unutar serije

Uzorci plazme sa EDTA su analizirani 25 puta u istoj seriji. Utvrdene vrednosti
koeficijenata varijacije bile su ispod 11,0% ili jednake toj vrednosti.

Izmedu serija

Uzorci plazme sa EDTA analizirani su u duplikatu, u 10 razli¢itih serija.
Otkriveno je da su koeficijenti varijacije 13,6% ili nizi od toga.

Taénost
Test razblazivanja

Uzorci plazme sa visokom koncentracijom EDTA su serijski razblaZeni nultim
kalibratorom. Dobijene procentualne vrednosti za prinos kretale su se izmedu
95,1% i 119%.

Recovery test

Uzorci plazme sa niskom koncentracijom EDTA su spajkovani poznatim
koli¢inama histamina. Dobijene procentualne vrednosti za prinos kretale su
se izmedu 92,2% i 119%.

Opseg merenja (od analiticke osetljivosti do najviseg kalibratora):
Od 0,52 do priblizno 100 nM.

OGRANICENJA

Ne pridrzavanje instrukcija u ovom uputstvu pakovanja moze znacajno da
utiCe na rezultate. Rezultate treba interpretirati u skladu sa celokupnom
klinickom slikom pacijenta, ukljucujuéi klini¢ku istoriju, podatke iz dodatnih
testova i drugim odgovaraju¢im informacijama.

Interferencije
Ne Koriste se hemolizovani, ikteric¢ni ili lipemicni uzorci.
Krv trudnica sadrzi visoke nivoe diamin oksidaze | ne moze da se koristi.

Materijal koji sadrzi amin u koncentraciji ve¢oj od 10 mM interferira sa
acilovanjem histamina.

Reprezentativni podaci su obezbedeni u svrhu ilustracije. Perfomanse Fenol inhibira oslobadanje hisatmina.

dobijene u pojedinacnim laboratorijama mogu da variraju. Histamin moze biti komponenta alergena kao $to je himenopteran.
Osetljivost

Analiticka osetljivost: 0,52 nM ]
Specificnost

Imunoanaliza je specifi¢na za histamin.
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APPENDIX Recovery test
PERFORMANCE CHARACTER'ST'CS 5 EDTA plasma samples were spiked by calibrator with higher concentration,

acylated and assayed according to kit procedure.
Representative data are provided for illustration only. Performance obtained

in individual laboratories may vary. EDTA Endogen. | Added |Measured | Expected | Ratio (%)
eps s plasma conc. conc. conc. conc. Measured/
Specificity (nM) (nM) (nM) (nM) | Expected
Data on cross-reactivity with several related molecules are presented in the P1 454 4.20 8.74 9.01 103.1
following table. 4.48 5.19 9.67 9.03 93.39
Cross-reactivity (%) = related molecule / acylated histamine at 50% of the 4.35 7.55 11.89 12.66 106.5
binding of the zero calibrator. P2 3.55 1.91 5.47 5.16 94.40
Related m.olecgle Cross-reactivities (%) gg? ‘7122 1718075 180'?3 ;2702
acylated histamine 100 P3 7.81 0.92 273 2.79 102.2
acylated 3 methylhistamine 0.027 175 1.64 3.39 3.21 94.65
acylated 1 methylhistamine 2 x 10° 178 4.20 5.99 6.29 105.1
N-acetylimidazole <4 x 10° P4 2.07 1.22 3.28 3.07 93.46
acylated serotonin <4 x 10° 211 268 4.79 5.69 118.9
acylated histidine <4 x 10° 2.02 6.15 8.17 7.98 97.71
P5 2.43 1.50 3.93 3.94 100.3
Accuracy 2.49 3.19 5.68 5.24 92.21
Dilution test 2.38 6.62 9.00 9.11 101.2
5 EDTA plasma samples were after acylation serially diluted by zero calibrator .
and assayed according to kit procedure. Precision
EDTA Dilution Expected | Measured | Ratio (%) Intra-assay
plasma factor conc. conc. Measured/ EDTA plasma P1 P2 P3
(nM) (nM) Expected Number of determinations 25 25 25
1 - 33.89 - - Mean concentration (nM) 1.56 10.51 35.38
1:2 16.91 16.95 99.79 C.V., (%) 10.74 11.00 5.28
1:4 8.48 8.47 100.1
1:8 4.18 4.24 98.67 Inter-assay
1'_16 2.35 2'_12 119'9 EDTA plasma P1 P2 P3
2 55.57 Number of determinations 10 10 10
1:2 29.53 27.79 106.3 .
14 15.55 13.89 111.9 Mean concentration (nM) 1.81 1.10 17.79
. C.V., (%) 12.13 13.62 7.12
1:8 7.30 6.95 105.1
1:16 3.85 3.47 110.9
3 - 16.82 - -
1:2 8.74 8.41 103.9
1:4 4.21 4.21 100.1
1:8 2.35 2.10 111.8
1:16 1.00 1.05 95.12
4 - 42.06 - -
1:2 20.42 21.03 97.10
1:4 11.00 10.52 104.6
1:8 6.24 5.26 118.7
1:16 2.79 2.63 106.1
5 - 26.54 - -
1:2 13.37 13.27 100.8
1:4 7.06 6.64 106.4
1:8 3.94 3.32 118.8
1:16 1.90 1.66 114.5
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