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1. Paskirtis 
OPTIGEN metodas – tai in vitro tyrimas, leidžiantis pusiau kiekybiniu būdu nustatyti alergenui specifinių  IgE koncentraciją žmogaus serume. 

2. Santrauka ir tyrimo paaiškinimas
Imunoglobulinas E – tai atskiros klasės serumo antikūnas, kuris sukelia I tipo padidinto jautrumo reakcijas, dar vadinamas atopine alergija. Sąveikaudamos su antigenu (alergenu), imunokompetentinės B limfocitų ląstelės gali gaminti  alergenui specifinius IgE antikūnus, kurie jungiasi su putliųjų ląstelių ir bazofilinių leukocitų receptoriais. 

Tam pačiam alergenui į sistemą patekus įkvepiant, prarijus arba per odą, alergenas susijungia su IgE antikūnais, prisitvirtinusiais prie ląstelių. Tai sukelia ląstelių degranuliaciją, ir į aplinkinius audinius išskiriami vazoaktyvūs aminai. Vazoaktyvūs aminai, kaip antai histaminas, skatina bronchų lygiojo raumens susitraukimą, odos niežėjimą, vietinį patinimą ir tarpląstelinio skysčio pratekėjimą per gleivinės užkardas, ir tai rodo I tipo padidinto jautrumo reakcijas. 

Klinikinės I tipo padidinto jautrumo reakcijų apraiškos dažniausia yra sinusitas, astma, dermatitas, dilgėlinė, o retais atvejais ir anafilaktinis šokas. 

Įvertinęs alergenui specifinių  IgE kiekį paciento serume, o kartu atsižvelgdamas į klinikinį vertinimą pagal paciento sveikatos istoriją ir vėlesnius tyrimus, gydytojas gali patvirtinti atopinės alergijos diagnozę, ir tuo pačiu padėti gydyti pacientą. 

3. Procedūros esmė 
OPTIGEN metode naudojamas nedidelis plastikinis instrumentas, kuris vadinamas pette arba tyrimo kamera, kurioje paciento serumas vienu metu kontaktuoja su keliais alergenais arba alergenų mišiniais. Pette yra sudaryta iš kietos fazės polistireno ir integruotų lęšiukų, o taip pat vienos neigiamos ir vienos teigiamos procedūrinių kontrolių.
Tyrimas atliekamas užpildant pette instrumentą paciento serumu, prieš tai jį praplovus. Inkubuojant serumą, serume esantys specifiniai IgE rišasi prie šulinėliuose esančių alergenų . Baigus inkubavimą, pette yra praplaunama buferio skysčiu, pašalinant bet kokius neprisijungusius serumo komponentus. 

Tuomet į pette yra užpilgoma fermentu pažymėto anti-IgE antikūno. Antikūnas susijungia su IgE, kuris yra prisijungęs prie šulinėlių. 

Praplovus  antrą kartą, pette instrumentas užpildomas  fotoreagentų mišinio, kuris kartu su fermentu pažymėtu anti-IgE antikūnu dėl cheminės reakcijos spinduliuoja šviesą (cheminė liuminescencija). Kiekvieno šulinėlio išspinduliuota šviesa tiesiogiai proporcinga paciento serume esančiam alergenui specifinių  IgE kiekiui. 

4. Reagentai ir komponentai 
OPTIGEN metodas 
Laikykite 2–8°C iki galiojimo pabaigos. Nešaldykite. 
	Komponento aprašymas
	Vieno 20 tyrimų rinkinio sudėtis

	Mėgintuvėliai
Pette tyrimo kamerą sudaro polistirolo kietoji fazė ir integruoti  lęšiukai, kurių kiekviename  yra alergeno arba alergenų mišinio.
	20 pette 

	Plovimo buferio koncentratas 
Atskiestą tirpalą sudaro 0,01 M  PBS (fosfatinis buferis, 0,1% Tween 20 ir 0,001% natrio azidas ( kaip konservantas).
	Vienas buteliukas, 50 mL

	Antikūno reagentas 
Tirpalo sudėtis: 

Mėlynas tirpalas, kurio sudėtyje yra  fermentu pažymėtas ožkos antikūnas prieš žmogaus  IgE, 0,01 M PBS buferis, pH 7,2, baltymų stabilizatoriai, 0,1% Proclin®  (konservantas).
	Vienas buteliukas, 16 mL

	Fotoreagentas AB

Tirpalo sudėtis: 

7–15 mM 3-aminoftalhydrazidas (liuminolio), 

5–25 μM enhanseris (stiprintojas) ir 0,025 M boratinis  buferis, pH 9,4
	Vienas buteliukas, 8 mL

	Fotoreagentas CD

Tirpalo sudėtis: 

0,00125 M etiloranžas, 

0,002 M vandenilio peroksidas 
	Vienas buteliukas, 8 mL

	Pette instrumento kamštukai (viršaus)

Juodi kamštukai pette instrumento viršui
	22 kamštukai 


	Pette instrumento kamštukai (apačios)

Balti kamštukai pette instrumento apačiai
	22 kamštukai


5. Perspėjimai
· OPTIGEN metodas skirtas in vitro diagnostikai. 

· Plovimo buferio koncentrate yra natrio azido kaip konservanto. Yra žinoma, kad natrio azidas reaguoja su švinine arba varine santechnika, sudarydamas galimai sprogius metalų azidus. Dėl to su šio reagento atliekomis elkitės atsargiai ir visuomet gausiai nupilkite vandeniu, kad sanitariniuose mazguose nesusikauptų metalų azidų.1 
· Rinkinio komponentų nenaudokite pasibaigus galiojimui. Galiojimo data nurodyta ant kiekvieno komponento. 

· OPTIGEN metodo rinkinį sudarantys komponentų reagentai specialiai suderinami (t. y. reagentas pritaikytas pette instrumentams). Nemaišykite su kitos linijos produktais, nes jie nesuderinami. 

· Nustatyta, kad chlorkalkės kenkia tyrimui. 

6. Reagentų paruošimas
Plovimo buferis 
· Palaukite, kol plovimo buferio koncentratas sušils iki kambario temperatūros, patikrindami, ar ištirpo visi sušaldžius susidarę druskos kristalai. Jeigu kristalų lieka, gerai uždarytą buferio buteliuką įdėkite į indą su šiltu vandeniu ir palikite, kol visi kristalai ištirps. 

· Plovimo buferio dozavimo butelį ir vamzdelius išskalaukite distiliuotu vandeniu. 

· Plovimo buferio koncentratą sumaišykite švelniai kelis kartus apversdami indelį. 

· Plovimo buferio koncentratą (50 mL) iš buteliuko išpilkite į 2 L plovimo buferio dozavimo butelį. 

· Į plovimo buferio dozavimo butelį iki 1000 mL žymos pripilkite distiliuoto arba dejonizuoto vandens. 

· Gerai sumaišykite. 

· Paruoštą plovimo buferio tirpalą laikant kambario temperatūroje (20–25°C) arba šaldytuve (2–8°C), jį galima naudoti iki vieno mėnesio. 

Antikūnų reagentas 
· Prieš naudodami palaukite, kol antikūnų reagentas sušils iki kambario temperatūros. 

· Prieš naudodami švelniai apverskite antikūnų reagento indelį. 

· Antikūnų reagentą galima naudoti iki galiojimo pabaigos, jeigu nenaudojant jis laikomas šaldytuve (2–8°C). 

· Vieno antikūnų reagento indelio užtenka dvidešimčiai (20) OPTIGEN pette instrumentų. 
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Fotoreagentų mišinys 
Fotoreagentų mišinį paruoškite prieš pat naudojimą. 
· Prieš naudodami palaukite, kol fotoreagentai AB ir CD sušils iki kambario temperatūros. 

· Mikropipete su vienkartiniais antgaliais fotoreagentus AB ir CD sumaišykite lygiomis dalimis. Vienam pette instrumentui reikia po 250 μL skysčio iš kiekvieno fotoreagentų AB ir CD indelio. Supilkite į vienkartinį indą. 

PASTABA: Kiekvienam fotoreagetui naudokite naują vienkartinį antgalį, kad reagentai neužsiterštų. 
· Indą švelniai pasukite, kad susimaišytų. 

PASTABA: Siekiant geriausių rezultatų, fotoreagentų mišinį naudokite iškart paruošę. 
7. Nurodymai dėl laikymo 
· Rinkinio komponentus laikykite 2–8°C temperatūroje. Laikant kaip nurodyta, komponentai tinka naudojimui iki galiojimo pabaigos, nurodytos kiekvieno komponento etiketėje. 

· Rinkinio komponentų nešaldykite. 

· Pette instrumentai supakuojami su desikantais, kaskart po naudojimo pakuotę reikia gerai užsandarinti. Laikant sandarioje pakuotėje ir 2-8°C temperatūroje, pette instrumentai lieka stabilūs iki etiketėse ir ant rinkinio dėžučių nurodytos galiojimo datos. 

· Pastebėję gedimo ženklų, rinkinio komponentų nenaudokite. Gedimą rodo neįprastas kvapas, drumstumas ir kiti taršos požymiai. 

8. Mėginių ėmimas ir ruošimas 
Su pacientų mėginiais ir panaudotais rinkinio komponentais elkitės kaip rekomenduojama elgtis su bet kokiais potencialiai užkrečiamais žmogaus serumo arba kraujo mėginiais. Imkitės visuotinai taikomų atsargos priemonių arba laikykitės kitų savo institucijos rekomendacijų, taikomų darbui su pacientų mėginiais.2-4 
Minimalus vienam pette instrumentui reikiamo žmogaus serumo kiekis: 

500 μL pette instrumentui su 36 alergenais
300 μL pette instrumentui su 20 alergenų
Rinkdami, ruošdami ir laikydami serumą alergijos tyrimams su OPTIGEN, laikykitės tokios procedūros: 

1. Iš venos į 5 mL serumo atskyrimo vakutainerį arba vakutainerį su raudonu kamšteliu paimkite kraujo. Pacientui gali būti po valgio . Nereikia jokio specialaus pasiruošimo. 

PASTABA: Vakutaineriai su serumo atskyrimo geliu turi inertinių medžiagų, kurios centrifuguojant serumą atskiria nuo ląstelių. Hemolizė gali neigiamai paveikti OPTIGEN alergijos metodo rezultatus. 
2. Vakuteinerį atsargiai 3–5 kartus apverskite. 

3. Mėginį pažymėkite paciento vardu, pavarde ir mėginio paėmimo data. 

4. Kad kraujas sukrešėtų, palikite jį pradiniame užkimštame inde kambario temperatūroje iki dviejų valandų arba kol prasidės koaguliacija. 

5. Sukrešėjusį kraują centrifuguokite 10–20 minučių 2000–3000 x g  greičiu pradiniame užkimštame inde. 

6. Iš nucentrifuguoto mėgintuvėlio  serumą perpilkite į tinkamai pažymėtą, švarų plastikinį laikymo mėgintuvėlį. 

7. Serumo mėginius 2–8°C temperatūroje galima laikyti iki vienos savaitės. Ilgesniam laikui mėginius užšaldykite –20°C temperatūroje. 

PASTABA: Venkite pakartotinio serumo mėginių užšaldymo ir atšildymo. Atitirpusius mėginius prieš centrifugavimą reikia gerai išmaišyti. Paėmus serumo mėginius iš saugyklos, prieš pat pradedant tyrimą pagal šį metodą juos reikia dar kartą 10–20 minučių centrifuguoti 2000–3000x g  greičiu. 
9. Metodo procedūra 
Techninių dokumentų (vartotojo vadovo) ir Procedūrų vadovo skyriuose apie OPTIGEN rasite smulkesnių nurodymų dėl tyrimo procedūros. 

Pateiktos medžiagos
· OPTIGEN metodas (žr. 4 skyrių „Reagentai ir komponentai“) 

Reikalingos, bet nepateiktos medžiagos
· CLA įrangos rinkinys, kurį sudaro: 

· stovas, kuriame telpa iki 40 mėgintuvėlių,
· stovo talpa, 
· 2 L plovimo buferio dozavimo butelis su skale, 

· 10 ml talpos vienkartiniai reagentų puodeliai, 
· 
3 cc Luer švirkštas, 
· 
elektroninė arba rankinė fiksuoto tūrio pipetė (nebūtina), 

· 1 L cilindras arba flakonas su skale plovimo buferio ruošimui,
· dejonizuotas arba distiliuotas vanduo,
· 10 mL arba 5 mL vakutaineriai su serumo atskyrimu arba vakutaineriai su raudonu kamšteliu mėginių ėmimui, 
· centrifuga, galinti pasiekti 2000–3000 x g ,
· švarūs plastikiniai mėgintuvėliai mėginių paruošimui,
· drėgmę sugeriantys popieriniai rankšluosčiai, 
· švarios, nepūkuotos šluostės,
· CLA-1 liuminometro sistema.
Pette instrumentų ir pacientų mėginių ruošimas 
1. Serumo mėginius centrifuguokite iškart prieš naudojimą (žr. 8 skyrių „Mėginių ėmimas ir ruošimas“). 

2. Išimkite pette instrumentus (po vieną pacientui) iš maišelio. 

3. Maišelį užsandarinkite ir rinkinį padėkite atgal į šaldytuvą. 

4. Paėmę langeliais į apačią, kiekvieną pette instrumentą pažymėkite informacija apie pacientą. 

PASTABA: Nenaudojamą rinkinį laikykite 2–8°C temperatūroje. 
Standartinė procedūra 
A. Kaip nurodyta 6 skyriuje „Reagentų paruošimas“, paruoškite plovimo buferį. 
B. Sudrėkinkite pette instrumentą 
1. Iš plovimo buferio dozavimo butelio į kriauklę arba kitą talpą leiskite skysti tol, kol neliks jokių oro burbuliukų. 

2. Vožtuvo galą prijunkite prie pirmo pette instrumento viršaus. 

3. Kiekvieną pette instrumentą vieną kartą praplaukite 10 mL plovimo buferio, vieną kartą vidutine jėga paspausdami dozatoriaus siurblio mygtuką. 

PASTABA: Prieš pereidami prie kito etapo, leiskite, kad iš kiekvieno pette instrumento visiškai išbėgtų skystis. 
C. Į pette instrumentą įtraukite serumo
1. Patapšnokite pette instrumentu į popierinį rankšluostį, kad pašalintumėte skysčio likučius. 

2. Į pette instrumento viršų įstatykite 3 cc švirkštą. 

3. Pette instrumento apačią įstatykite į buteliuką su paciento serumu. 

PASTABA: Venkite bet kokių  nuosėdų ir (arba) lipidų sluoksnio.
4. LĖTAI traukdami švirkšto stūmoklį traukite serumą į pette instrumentą, kol bus padengtas viršutinis langelis. Patikrinkite, ar nėra burbuliukų. 
PASTABA: Būtinai patikrinkite, ar serumas visiškai padengė kontrolinės teigiamo rezultato talpos langelį. 
D. Užkimškite ir inkubuokite pette instrumentus
1. Palikę švirkštą įstatytą į  pette instrumento viršų,  apačią užkimškite baltu kamšteliu. 

2. Ištraukite švirkštą ir pette instrumento viršų užkimškite juodu kamšteliu. 
PASTABA: Kad skystis neištekėtų, kamštelius reikia įstumti iki galo.
3. Serumo pripildytą pette instrumentą stačią įstatykite į stovą.
4. Kambario temperatūroje inkubuokite 2 valandas. 

E. Išpikite serumą
1. Iš kiekvieno pette instrumento ištraukite apatinį kamštelį ir vėl pastatykite pette instrumentą į stovą. 
2. Iš kiekvieno pette instrumento ištraukite viršutinį kamštelį ir leiskite serumui ištekėti į stovo talpą. 

1. Kamštelius nusausinkite ir palikite kitiems etapams. 

F. Išplaukite pette instrumentus 
1. Iš plovimo buferio dozavimo butelio skystį laukan pilkite tol, kol neliks jokių oro burbuliukų. 

2. Vožtuvo galą prijunkite prie pirmo pette instrumento viršaus. 

3. Kiekvieną pette instrumentą praplaukite 10 mL plovimo buferio, vieną kartą vidutine jėga paspausdami dozatoriaus siurblio mygtuką. 

PASTABA: Prieš pereidami prie kito etapo, leiskite, kad iš kiekvieno pette instrumento visiškai išbėgtų skystis. 
G. Pette instrumentą užpildykite antikūnų reagentu 
1. Prieš naudojimą palaukite, kol reagentai atšils iki kambario temperatūros. 

2. Prieš naudojimą švelniai sumaišykite antikūnų buteliuko turinį. 

3. Idant antikūnų reagentas neužsiterštų, reikiamą kiekį perpilkite į vienkartinį puodelį arba kitą indą. 

4. Į popierinį rankšluostį švelniai patapšnokite pette instrumento galiuko apačią, kad susigertų plovimo buferio likutis. 

5. Į pette instrumento viršų įstatykite 3 cc švirkštą. 

6. Pette instrumento apačią įstatykite į vienkartinį antikūno reagento indą. 

7. LĖTAI traukdami švirkšto stūmoklį traukite antikūno reagentą į pette instrumentą, kol bus padengtas viršutinis langelis. 
PASTABA: Būtinai patikrinkite, ar antikūno reagentas padengė visą viršutinį langelį. Tai padės išvengti oro burbuliukų, kurie gali sugadinti tyrimo rezultatus. 
H. Užkimškite ir inkubuokite pette instrumentus
1. Palikę švirkštą įstatytą į pette instrumento viršų, pette instrumento apačią užkimškite baltu kamšteliu.
2. Ištraukite švirkštą ir viršų užkimškite juodu kamšteliu. 

3. Reagento pripildytus pette instrumentus stačius laikykite stove. Kambario temperatūroje 2 valandoms palikite inkubacijai, darbų žiniaraštyje užsirašydami inkubacijos pradžios laiką. 

PASTABA: Nenaudojamus rinkinius laikykite 2–8°C temperatūroje. 
I. Išpilkite antikūno reagentą 
1. Iš kiekvieno pette instrumento ištraukite apatinį kamštelį ir vėl sustatykite pette instrumentus į dėklą. 
2. Iš kiekvieno pette instrumento ištraukite viršutinį kamštelį ir leiskite skysčiui ištekėti į stovo talpą. Darbų žiniaraštyje užsirašykite inkubacijos pabaigos laiką. 

3. Kamštelius nusausinkite ir pasilikite kitiems etapams. 

J. Išplaukite pette instrumentus
1. Iš plovimo buferio dozavimo butelio į kriauklę ar kitą talpą pilkite skystį, kol neliks jokių oro burbuliukų. 

2. Vožtuvo galą prijunkite prie pirmo pette instrumento viršaus. 

3. Kiekvieną pette instrumentą vieną kartą praplaukite 10 mL plovimo buferio, vieną kartą vidutine jėga paspausdami dozatoriaus siurblio mygtuką. 

PASTABA: Prieš pereidami prie kito etapo, leiskite, kad iš kiekvieno pette instrumento visiškai išbėgtų skystis. 
K. Paruoškite fotoreagentų mišinį 
1. Fotoreagentų mišinį paruoškite, kaip nurodyta 6 skyriuje „Reagentų paruošimas“. 

PASTABA: Prieš naudojimą leiskite fotoreagentams atšilti iki kambario temperatūros. 
PASTABA: Idant rezultatai būtų geriausi, fotoreagentų mišinį naudokite iškart po paruošimo. 
L. Užpildykite pette instrumentą fotoreagentų mišiniu
1. Į popierinį rankšluostį švelniai patapšnokite pette instrumento apačią, kad susigertų pette instrumente likęs plovimo buferis. 

2. Į pette instrumento viršų įstatykite švirkštą.
3. Pette instrumento apačią įstatykite į indą su fotoreagentų mišiniu.

4. LĖTAI traukdami švirkšto stūmoklį traukite fotoreagentų mišinį į pette instrumentą, kol jis visiškai užsipildys.
PASTABA: Patikrinkite, ar viršutinis langelis visiškai pasidengė fotoreagentų mišiniu. 
M. Užkimškite pette instrumentus
1. Palikę švirkštą įstatytą į viršų, pette instrumento apačią užkimškite baltu kamšteliu. 
2. Ištraukite švirkštą ir viršų užkimškite juodu kamšteliu. 
3. Patikrinkite, ar iš užkimštų pette instrumentų neteka skystis. 
4. Švaria, drėgna, nepūkuota šluoste nuo pette instrumentų išorės nuvalykite fotoreagento likučius. 

N. Užpildytus pette instrumentus 10 minučių palikite stovinčius 
1. Užpildę pirmąjį pette instrumentą fotoreagentų mišiniu, iškart 10 minučių nustatykite taimerį ir tuomet pildykite likusius pette instrumentus. Palikite stovėti, kol nuskambės taimerio signalas. 
2. Papildomos informacijos apie liuminometro naudojimą rasite skyrelyje „Tyrimo rezultatų interpretavimas“. 

O. Tyrimo rezultatų nuskaitymas naudojant CLA-1 liuminometrą 
PASTABA: Jokiais būdais neatidarykite CLA-1 liuminometro korpuso. Jį atidarius NEBEGALIOS instrumento garantija, CLA-1 liuminometras nebeveiks ir reiks gamyklinio remonto, be to, operatorius rizikuoja rimtai susižaloti. 
1. Pette instrumentus sudėkite į pette instrumentų kasetę: 
a. Pette instrumentus į jų kasetę sudėkite CLA-1 planavimo lape nurodyta tvarka.

b. Pette instrumentus juodu kamšteliu į priekį ir langeliais į viršų iki galo sustumkite į pette instrumentų kasetę. 
c. Apžiūrėkite, ar iš sudėtų pette instrumentų nebėga skystis. Nušluostykite švaria, drėgna, nepūkuota šluoste. 

2. Pette instrumentų kasetę įdėkite į CLA-1 liuminometrą:
a. Vieną kartą paspaudę CLA-1 liuminometro atidarymo ir uždarymo mygtuką (OPEN/CLOSE), atidarykite dureles. 

b. Suėmę pette instrumentų kasetę už rankenos stumkite užpildytą kasetę į jai skirtą vietą, kol išgirsite spragtelėjimą. 

c. Vėl paspauskite atidarymo ir uždarymo mygtuką (OPEN/CLOSE). Jį paspaudus pette instrumentų kasetė bus automatiškai įtraukta į CLA-1 liuminometrą ir durelės užsidarys. 

3. Į CLA-1 liuminometrą suveskite sudėtų pette instrumentų sąrašą:
a. Pagal planavimo lapą identifikuokite visus pette instrumentus, sudėtus į 5 kasetės skyrelius. 

b. Spausdami CLA-1 liuminometro mygtukus „UP“ arba „DOWN“ ieškokite tinkamo varianto. 

c. Pamatę reikiamą variantą ties nurodyta kasetės vieta paspauskite mygtuką „ENTER“. 

d. Prieš tai nurodytus veiksmus kartokite, kol į CLA-1 liuminometrą suvesite visus pette instrumentų kasetėje esančius pette instrumentus. 

4. Rezultatų interpretavimas ir spausdinimas: 
a. Suvedus visas 5 pette instrumentų kasetės vietas, CLA-1 liuminometro ekrane parodomas atitinkamas sudėtų instrumentų sąrašas „LOAD LIST“. Jeigu jis atitinka pette instrumentų kasetėje esančius pette instrumentus, paspaudę mygtuką „ENTER“ pradėkite analizę. 

b. Apytikriai po minutės CLA-1 liuminometras atspausdins tyrimo rezultatus. 

c. Atspausdintuose tyrimo rezultatuose užrašykite paciento vardą ir rezultatus prisekite prie CLA-1 liuminometro tyrimų lapo. 

10. Kokybės kontrolė
A. Vidiniai kontroliniai šulinėliai 
Kiekvienas pette instrumentas turi po kontrolinę neigiamo tuščio rezultato talpą ir kontrolinę teigiamo procedūros rezultato talpą. Šios kontrolinės talpos – tai vidiniai kiekvieno pette instrumento indikatoriai. 

Kontrolinė teigiamo procedūros rezultato talpa. Kontrolinė teigiamo procedūros rezultato talpa tikrina rinkinio reagentų veikimą. Kontrolinės teigiamo procedūros rezultato talpos rezultatas CLA-1 liuminometre turi būti lygus 243 LU arba didesnis. 

Kontrolinė neigiamo tuščio rezultato talpa. Kontrolinė neigiamo tuščio rezultato talpa kompensuoja bet kokius galimus ne specifinius IgE prisijungimus. Kontrolinės neigiamo tuščio rezultato talpos rezultatas CLA-1 liuminometre turi būti lygus 69 LU arba mažesnis. 

Nepriimtini vidinių kontrolinių talpų rezultatai. Jeigu bet kurios kontrolinės talpos rezultatai nepatenka į priimtinas ribas, nurodytas prieš tai, reikia imtis tokių veiksmų: 

· Pette instrumentą į pette instrumentų kasetę įdėti iš naujo (patikrinant, ar tikrai įstumtas iki galo) ir pakartoti analizę. 

· Jeigu rezultatai vis tiek nepriimtini, skaitykite informaciją 6 ir 7 skyriuose. 

B. Kontroliniai teigiami ir neigiami IgE  serumai 
Hitachi Chemical Diagnostics kiekvieną naują reagentų ir pette instrumentų partiją, naudojamą atliekant specifinių alergenų IgE OPTIGEN tyrimus, rekomenduoja patikrinti naudojant du kontrolinius serumus: teigiamą IgE kontrolinį serumą ir neigiamą IgE rezultatų kontrolinį serumą. 

Oficialios priežiūros institucijos gali reikalauti dažnesnio teigiamų ir neigiamų kontrolinių serumų naudojimo. Informacijos suteiks vietinė institucija. 

OPTIGEN teigiamų ir neigiamų IgE kontrolinių serumų galima įsigyti iš Hitachi Chemical Diagnostics, Inc. Jie išsiunčiami kartu su numatytomis vertėmis. Kontroliniai serumai išsiunčiami užšaldyti, užšaldytus juos reikia laikyti iki naudojimo. 

11. Rezultatai 
CLA-1 liuminometras matuoja pette instrumentuose esančių alergenų spinduliuojamą šviesą. Liuminometras šviesą matuoja švytėjimo vienetais (LU). Skaičiuodamas paciento IgE kiekius, instrumentas automatiškai kiekvienam alergenui atima kontrolinės neigiamo tuščio rezultato talpos spinduliavimo lygį. Pagal CLA klasifikaciją rezultatai įvertinami balais nuo 0 iki 4, o vertės priklauso nuo atskirų pette instrumente esančių alergenų išspinduliuotos šviesos. Šios vertės sudaro OPTIGEN specifinių alergenų IgE metodo alergijų CLA klasifikacijos sistemą. Su CLA klasifikacijos vertėmis susiję IgE kiekiai ir instrumento rodmenys pateikiami tolesnėje lentelėje. 
	CLA klasė 
	Grynas LU kiekis 
	Alergenui specifinių IgE kiekiai 

	4 
	>242 
	Labai daug antikūnų 

	3 
	143-242 
	Daug antikūnų 

	2 
	66-142 
	Vidutinis kiekis antikūnų 

	1 
	27-65 
	Mažai antikūnų 

	0 
	0-26 
	Nėra antikūnų 


CLA klasifikacijos vertės, kurios viršija 1, rodo vis didesnę specifinių alergenų antikūnų koncentraciją. Nulinė CLA klasifikacijos vertė rodo, kad specifinių alergenų antikūnų nėra arba jų neįmanoma aptikti. 

12. Procedūros apribojimai 
· Kai serumas yra hemolizuotas arba lipeminis, tai gali pakenkti OPTIGEN metodui. 

· Nustatant galutinę klinikinę diagnozę ir (arba) skiriant imunoterapijos dozes, nereikėtų remtis tik vieno diagnostinio tyrimo rezultatais. Gydytojas tai turėtų daryti įvertinęs visus klinikinių ir laboratorinių tyrimų rezultatus. 

· OPTIGEN metodas pateikia pusiau kiekybinius rezultatus. Metodas absoliutaus standarto neturi, ir klasifikacijos lygiai buvo priskirti savo nuožiūra. 

· Kadangi skirtingų specifinių IgE antikūnų sąveika su alergenais yra skirtinga, tai panašios alergizacijos klasės nebutinai turi tą pačią klinikinę vertę.  

· Tikrinant alergiją maistui, cirkuliuojantys  IgE antikūnai gali būti neaptinkami, jeigu jie susiję su pakitusios formos alergenais (kaip antai iš virto, perdirbto arba suvirškinto maisto), ir tos pakitusios formos nėra tokios pat kaip šiame tyrime naudojamų maistinių alergenų. Kai ištyrus asmens alergiją maistui nustatomi klaidingi teigimai rezultatai, tokiam asmeniui gali būti be reikalo skiriama specifinė dieta, o esant klaidingiems neigiamiems rezultatams, maistui jautrūs asmenys gali patirti įvairaus sunkumo anafilaksines reakcijas. 

· Tiriant alergijas įkvepiamoms medžiagoms, asmenims dėl klaidingai teigiamų rezultatų gali būti paskirti netinkami vaistai. Kai rezultatai klaidingai neigiami, pacientui gali būti nepaskirtas reikiamas gydymas. 

· Jeigu bendra IgE vertė yra lygi 2500 IU/mL arba didesnė, žemas  specifinių  IgE vertes reikėtų vertinti atsargiai. 

· Patikimi ar pakartojami rezultatai gaunami metodo procedūrą atliekant griežtai pagal produkto instrukcijas ir taikant tinkamas kokybės kontrolės procedūras. 

· Nustatyta, kad chlorkalkės kenkia tyrimo rezultatams. Chlorkalkėmis dezinfekuotą laboratorinę įrangą reikia gerai nuskalauti distiliuotu arba dejonizuotu vandeniu. 

PASTABA: Stovą dezinfekuojant spiritiniais skysčiais, plastikas sutrūkinėja ir dėklas per greitai pasidaro nebetinkamas naudojimui. 
13. Standartinės procedūros savybės 
A. Tikslumas5
Per vieną tyrimą. Vienu metu buvo tiriama po dešimt keturių serumo mėginių pakartojimų. Vidutinis tirtų alergenų rezultatų variacijos koeficiento vidurkis, apskaičiavus pagal grynus LU, buvo 14 proc. visame metodo dinaminiame intervale. 

Per kelis tyrimus. Penkias dienas atskirai buvo tiriama dešimt serumo mėginio kopijų. Vidutinis tirtų alergenų rezultatų variacijos koeficientas, apskaičiavus pagal grynus LU, buvo 14 proc. visame metodo dinaminiame intervale. 
B. Detekcijos ribos5
Mažiausias metodo metu nustatomas spinduliavimas siekia 26 LU. 

C. Tyrimo specifiškumas5 
Esant normaliems fiziologiniams lygiams, nepastebėtas reagavimas su kitais žmogaus serumo imunoglobulinais IgA, IgM, IgG arba IgD. 

D. In-Vitro alergijų metodo palyginimas5
Kiekvieno CLA alergeno ir alternatyvaus in-vitro metodo atitikimas (apskaičiuotas kaip efektyvumas) vidutiniškai siekia 90 proc., o atitikimas varijuoja 83–98 proc. intervale. 

Pastaba: Nėra metodų palyginimui tinkamų standartinių etaloninių alergenų. Nėra ir didžiąją dalį klinikiniams tyrimams aktualių alergenų atitinkančių etaloninių alergenų. 
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