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ABSTRAKT NORMY

Okreslono wymagania dotyczgce oceny bezpieczenstwa biologicznego rekawic medycznych jednorazo-
wego uzytku. Podano wymagania dotyczace oznakowania i pakowania rekawic oraz ujawniania informaciji
o zastosowanych metodach badania. Podano przeglad immunologicznych metod badah do oznaczania
wymywalnych biatek i alergenéw.

TLUMACZENIE ABSTRAKTU

Specifies requirements for the evaluation of biological safety for medical gloves for single use. It gives re-
quirements for labelling and glove packaging and the disclosure of information relevant to the test methods
used. Gives a review of immunological test methods for the determination of leachable proteins and aller-
gens.

Norma opracowana w Normalizacyjnej Komisji Problemowej nr 247
ds. Materiatéw Medycznych i Biomateriatow

Pierwsze wydanie normy (rok) i lata kolejnych nowelizaciji
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PRZEDMOWA KRAJOWA

Niniejsza norma jest ttumaczeniem angielskiej wersji normy europejskiej EN 455-3:1999.

Wprowadzona norma europejska jest zharmonizowana z dyrektywa nowego podejscia 93/42/EEC Wyroby
medyczne (MED).
W normie sg stosowane odsytacze krajowe oznaczone od NV do N2,

Norma zawiera zatgcznik krajowy NA (informacyjny), w ktérym podano wykaz krajowych odpowiednikéw norm
i dokumentéw powotanych w tresci normy europejskiej.

Stosowane w niniejszej normie terminy "lateks”, kauczuk naturalny” i "lateks kauczuku naturalnego” zawsze
oznaczajg "wulkanizat lateksu kauczuku naturalnego”.
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NORMA EUROPEJSKA EN 455-3
EUROPEAN STANDARD
NORME EUROPEENNE
EUROPAISCHE NORM grudzien 1999

ICS 11.140

Wersja polska

Rekawice medyczne jednorazowego uzytku — Czes¢ 3: Wymagania
i badania w ocenie biologicznej

Medical gloves for single use — Gants médicaux a usage unique — Medizinische Handschuhe
Part 3: Requirements and Partie 3: Exigences et essais pour zum einmaligen Gebrauch — Teil 3:
testing for biological evaluation évaluation biologique Anforderungen und Prifungen fur

die biologische Bewertung

Niniejsza norma jest polskg wersjg normy europejskiej EN 455-3:1999. Zostata ona przettumaczona przez Polski Komitet
Normalizacyjny i ma ten sam status co wersje oficjalne.

Niniejsza norma europejska zostata przyjeta przez CEN 1 kwietnia 1999 r.

Zgodnie z wewnetrznymi przepisami CEN/CENELEC, czionkowie CEN sg zobowigzani do nadania normie
europejskiej statusu normy krajowej bez wprowadzania jakichkolwiek zmian. Aktualne wykazy norm krajo-
wych (powstatych w wyniku nadania normie europejskiej statusu normy krajowej), tacznie z ich danymi biblio-
graficznymi, mozna otrzymac¢ w Sekretariacie Centralnym lub w krajowych jednostkach normalizacyjnych
bedacych cztonkami CEN.

Norma europejska zostata opracowana w trzech oficjalnych wersjach jezykowych (angielskiej, francuskiej i nie-
mieckiej). Wersja w kazdym innym jezyku, przettumaczona na odpowiedzialno$¢ danego czionka CEN i zare-
jestrowana w Sekretariacie Centralnym, ma ten sam status, co wersje oficjalne.

Czionkami CEN sg krajowe jednostki normalizacyjne nastepujacych panstw: Austrii, Belgii, Danii, Finlandii,
Francji, Grecji, Hiszpanii, Holandii, Irlandii, Islandii, Luksemburga, Niemiec, Norwegii, Portugalii, Republiki
Czeskiej, Szwaijcarii, Szwecji, Wtoch i Zjednoczonego Krélestwa.

CEN

Europejski Komitet Normalizacyjny
European Committee for Standardization
Comité Européen de Normalisation
Europaisches Komitee fir Normung

nr ref. EN 455-3:1999 E



Licencja Polskiego Komitetu Normalizacyjnego dla Ministerstwa Zdrowia na czas trwania stanu epidemicznego (2020-03-17)

stronica 2
EN 455-3:1999

Spis tresci

Przedmowa

Wprowadzenie

1 Zakres normy

2 Normy powotane

3  Definicje

4  Wymagania

5  Metody badan

6  Sprawozdanie z badan

Zatacznik A (normatywny) Metoda oznaczania wymywalnych wodg biatek z rekawic z lateksu kauczuku natu-
ralnego z zastosowaniem zmodyfikowanej metody Lowry’ego
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Przedmowa

Niniejsza norma europejska zostata przygotowana przez Komitet Techniczny CEN/TC 205 "Nieaktywne wyro-
by medyczne” N, ktérego sekretariat prowadzi BSI N?).

Niniejsza norma europejska powinna uzyskac¢ status normy krajowej, przez opublikowanie identycznego tek-
stu lub uznanie, najpézniej do czerwca 2000 r., a normy krajowe sprzeczne z niniejszg normg powinny byc¢
wycofane najpozniej do czerwca 2000 r.

Niniejsza norma europejska zostata opracowana na podstawie mandatu, udzielonego CEN przez Komisje
Europejska ¥ i Europejskie Stowarzyszenie Wolnego Handlu ", i wspiera zasadnicze wymagania dyrekty-
wy(-yw) UE.

W zatgczniku informacyjnym ZA, ktory stanowi integralng cze$¢ niniejszej normy, podano informacje dotycza-
ce powigzania niniejszej normy z dyrektywa(-ami) UE.

Zgodnie z przepisami wewnetrznymi CEN/CENELEC do wprowadzenia niniejszej normy europejskiej sg zo-
bowigzane nastepujace kraje czlonkowskie: Austria, Belgia, Dania, Finlandia, Francja, Grecja, Hiszpania,
Holandia, Irlandia, Islandia, Luksemburg, Niemcy, Norwegia, Portugalia, Republika Czeska, Szwajcaria, Szwe-
cja, Wiochy i Zjednoczone Krélestwo.

Zatacznik A jest normatywny i stanowi cze$¢ niniejszej normy europejskiej. Zataczniki B, C, D, E i ZA zamiesz-
czono w celach informacyjnych.

Nt Odsytacz krajowy: Nazwa CEN/TC 205 w jezyku angielskim — ,Non-active medical devices”.

N2

N3

)
) Odsytacz krajowy: British Standards Institution (BSI), krajowa jednostka normalizacyjna Zjednoczonego Krélestwa.
) Odsytacz krajowy: Odpowiednia nazwa w jezyku angielskim — ,European Commission”.

)

N Odsytacz krajowy: Odpowiednia hazwa w jezyku angielskim — ,European Free Trade Association”.
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Wprowadzenie

Szkodliwe reakcje wystepujace u pracownikéw stuzby zdrowia i pacjentéw, na wyroby z lateksu byty zgtasza-
ne w ostatnich kilku latach i przypisywane obecnosci biatek w lateksie. Jednakze, szkodliwe reakcje powodo-
wane przez substancje chemiczne, srodki poslizgowe, pirogeny pozostate po sterylizacji czy pozostatosci po
sterylizacji (tlenek etylenu) takze sg opisane w literaturze naukowej. Najczestsze sg doniesienia o szkodli-
wych reakcjach wywotanych przez rekawice wykonane z lateksu kauczuku naturalnego, ale niektére reakcje
mogaq réwniez wywotywac rekawice wykonane z innych polimeréw.

W serii norm z tego samego poziomu EN ISO 10993 podano wytyczne dotyczace oceny biologicznej wyrobow
medycznych, w tym takze oceny i schematy poszczegdélnych badan oraz innych wymagan zwigzanych z bezpie-
czenstwem.

Jednakze nie uwzgledniono wszystkich szkodliwych reakcji (np. alergii typu wczesnego), ktére moga byc¢
wywotane uzywaniem rekawic medycznych. Te szkodliwe reakcje wywotywane sg specyficznymi alergenami,
ktére moga by¢ obecne w rekawicach. Wiele czynnikéw przyczynia sie do reakciji:

a) dilugotrwate i czeste kontakty rekawic ze skorg uzytkownika;

b) ekspozycja na alergeny przez bezposredni kontakt ze skorg i sluzéwka, szczegdlnie przez wdycha-
nie czastek a takze jesli skora i sluzéwka sg uszkodzone;

c) okluzyjny charakter interakcji rekawic ze skorg wywotany wieloletnim uzywaniem rekawic.

W niniejszej czesci normy europejskiej EN 455 podano metody badania umozliwiajgce ocene bezpieczenh-
stwa biologicznego rekawic medycznych, bedaca czescig procesu analizy ryzyka zgodnej z EN 1441.

W niniejszej czesci EN 455 nie okreslono dopuszczalnych poziomdw zawartosci biatek i substancji chemicz-
nych w lateksie, poniewaZz obecnie w niedostatecznym stopniu znane jest dziatanie czynnikéw zwigzanych z oce-
ng bezpieczehstwa w tym zakresie, np. rodzaj alergenéw, prég uczulania i sterowanie procesem. Wraz z pozio-
mem wzrostu wiedzy, wymagania podane w niniejszej normie bedg zmodyfikowane. Opracowywane sg dal-
sze metody pomiaru i sprawdzania tych alergendw.
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1 Zakres normy

W niniejszej czesci EN 455 okreslono wymagania dotyczgce oceny bezpieczenstwa biologicznego rekawic
medycznych jednorazowego uzytku. Podano w niej wymagania dotyczace oznakowania i pakowania rekawic
oraz ujawniania informacji o zastosowanych metodach badania. Zawiera ona réwniez przeglad immunolo-
gicznych metod badan w celu oznaczania wymywalnych biatek i alergendw.

2 Normy powotane "

Do niniejszej normy europejskiej wprowadzono, drogg datowanego lub niedatowanego powotania sie, wyma-
gania zawarte w innych publikacjach. Te normatywne powotania sg cytowane w odpowiednich miejscach
tekstu, a publikacje wymieniono ponizej. W przypadku powotan datowanych pézniejsze zmiany lub noweliza-
cje ktérejkolwiek z wymienionych publikacji majg zastosowanie do niniejszej normy europejskiej tylko wow-
czas, gdy zostang do niej wprowadzone przez jej zmiane lub nowelizacje. W przypadku powotanh niedatowa-
nych stosuje sie ostatnie wydanie powotanej publikaciji.

EN 1041 Information supplied by the manufacturer with medical devices
EN 1441 Medical devices — risk analysis

EN ISO 10993 Biological evaluation of medical devices

The European Pharmacopoeia 3rd Edition, Suppl. 2.6.14, Bacterial endotoxins, 1998

The European Pharmacopoeia 3rd Edition, 2.6.8 Pyrogens, 1997

3 Definicje
W niniejszej czesci EN 455 majg zastosowanie ponizsze definicje:

3.1

substancje chemiczne:

Substancje dodane albo powstate w ktérymkolwiek etapie procesu wytwarzania lub magazynowania, ktére
mogg by¢ wchianiane z gotowego wyrobu. Mogg to by¢ m.in. $rodki poslizgowe, powtoki chemiczne i $rodki
sterylizujace.

3.2
endotoksyny:
Lipopolisacharydy pochodzace z zewnetrznych bton komérkowych bakterii Gram-ujemnych.

UWAGA: Zrédtem endotoksyn moze byé m. in. zanieczyszczenie bakteryjne surowcéw, woda technolo-
giczna uzyta w produkcji i reczne manipulowanie rekawicami.

3.3
wymywalne biatka:
Rozpuszczalne w wodzie biatka i peptydy o réznych masach czgsteczkowych, wymywalne z gotowego wyrobu.

UWAGA: Wiekszos¢ tych biatek pochodzi z lateksu kauczuku naturalnego. Te i inne biatka, ktére mogq
by¢ dodane (np. kazeina), moga ulega¢ zmianie, modyfikacji i degradacji w trakcie procesu produkcyjne-
go. Istniejg doniesienia, ze wymywane biatka roztworami wodnymi wywotujg reakcje alergiczne typu 1.

3.4

pirogeny:
Substancje wywotujgce goraczke u krélikdw, mogace mie¢ zwigzek z goraczka i innymi szkodliwymi reakcja-
mi u ludzi.

UWAGA: Endotoksyny sg jednym z rodzajow pirogenodw.

% Odsytacz krajowy: Patrz zatacznik krajowy NA.
6
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3.5

limit procesowy:

Najwieksza zawartos¢ biatka w rekawicach, ktéra prawdopodobnie moze wystgpi¢ w przypadku danego pro-
cesu produkcyjnego.

4 Wymagania

4.1 Wymagania ogodlne

Rekawice medyczne jednorazowego uzytku powinny by¢ zbadane tak jak opisano w serii norm EN ISO 10993.
Powinno sie przeprowadzi¢ analize ryzyka zgodnie z EN 1441.

4.2 Wymywalne biatka

Producent powinien monitorowac limit procesowy wymywalnego biatka z gotowych rekawic zawierajgcych
lateks kauczuku naturalnego, metodami okreslonymi w 5.1. Wyniki badan nalezy przechowywacé. Wyniki ba-
dan i zastosowane metody badah powinny by¢ dostepne na zgdanie.

Dokumentacja ta, tacznie z analizg ryzyka, bedzie pomocna w podjeciu decyzji, czy sg akceptowalne zagro-
zenia biologiczne zwigzane z zanieczyszczeniami i pozostatosciami.

4.3 Endotoksyny

Jezeli rekawice sg oznakowane "mata zawarto$¢ endotoksyn”, producent powinien monitorowac zanieczysz-
czenie jatowych rekawic endotoksynami, metodami okreslonymi w 5.2. W tak oznakowanych rekawicach
zawartos¢ endotoksyn nie powinna przekracza¢ wartosci granicznej 20 jednostek endotoksyny na pare rekawic.

4.4 Substancje chemiczne

Rekawice nie powinny zawiera¢ talku (krzemianu magnezu) lub by¢ nim pudrowane. Producent powinien, na
zadanie, ujawni¢ spis sktadnikéw chemicznych — o ktérych wiadomo, na podstawie aktualnych danych, ze
wptywajg szkodliwie na zdrowie — zaréwno tych dodawanych w produkgiji, jak i tych, o ktérych wiadomo, ze sg
juz obecne w wyrobie, takich jak przyspieszacze, antyutleniacze i biocydy.

4.5 Oznakowanie

Poza oznakowaniem wymaganym w EN 1041 nalezy na opakowaniach bezposrednich umie$ci¢ co najmniej
nizej podane oznakowania:

a) Rekawice medyczne otrzymane bezposrednio z lateksu kauczuku naturalnego nalezy oznakowac
nastepujaco lub w sposdb réwnowazny:

*(Wyréb) zawiera lateks kauczuku naturalnego, ktéry moze wywotywac reakcje alergiczne.”
b) Rekawice pudrowane nalezy oznakowac¢ w nizej podany sposob.
Pudrowane jatowe rekawice chirurgiczne nalezy oznakowacé nastepujgco lub w sposéb rownowazny:

"OSTRZEZENIE: Przed rozpoczeciem operacji nalezy aseptycznie usungé puder z powierzchni w celu zmi-
nimalizowania ryzyka wystapienia szkodliwych reakcji tkankowych.”

UWAGA 1: To ostrzezenie mozna podaé¢ na wewnetrznym opakowaniu.

c) Jezeli producent oznakowuje rekawice zawartoscig biatka, to nalezy podac¢ limit procesowy, zmie-
rzony tak jak okreslono w 5.1.

UWAGA 2: Nie pozwala to na oznakowanie deklaracjg o zawartosci biatka ponizej 50 pg/g.

UWAGA 3: Bezpieczne stosowanie tych rekawic przez osoby uczulone na lateks lub na osobach uczu-
lonych na lateks nie jest dowiedzione.
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d) Deklaracja o "hipoalergicznosci” nie powinna by¢ stosowana.

UWAGA: Zwraca sie uwage na symbole podane w EN 980.

5 Metody badan
5.1 Wymywalne biatka

Metodg oznaczania wymywalnego biatka powinna by¢ albo zmodyfikowana metoda Lowry’ego, podana w za-
taczniku A, albo inna odpowiednio zwalidowana metoda, ktdra jest skorelowana ze zmodyfikowang metodg
Lowry’ego. Dalsze informacje — patrz zatacznik A.

UWAGA 1: Uznaje sie, ze istniejg inne zwalidowane metody analizy wymywalnych biatek (np. zwalido-
wana metoda analizy aminokwaséw podana w zataczniku C), ktére moga by¢ stosowane, pod warun-
kiem ze beda zwalidowane i ze zostanie ustalona korelacja z metoda referencyjng okreslong w niniej-
szej normie. Metody te na razie nie sg przydatne do rutynowej kontroli jakoSci.

UWAGA 2: Opracowywane sg takze immunologiczne metody oznaczania biatka (patrz zatacznik B).
5.2 Endotoksyny

Z wyjatkiem przypadkéw wystepowania nieusuwalnych zaktéceh w procedurach LAL, wybér, walidacja i sto-
sowana technika powinny by¢ albo takie jak opisano w The European Pharmacopoeia, 3rd Edition, Suppl.
1998 2.6.14. Bacterial endotoxins, albo takie jak w réwnie czutej i odtwarzalnej procedurze Limulus Amoebo-
cyte Lysate (LAL). Jezeli wystepujg nieusuwalne zakiécenia w procedurach LAL, to nie mozna doktadnie
zmierzy¢ poziomu endotoksyn bakteryjnych. W takich przypadkach mozna zastosowa¢ badanie obecnosci
pirogenow na krolikach, jak opisane w The European Pharmacopoeia (3rd Edition, 1997 2.6.8). Wyniki nalezy
wyrazi¢ w jednostkach endotoksyny (E.U.) na pare rekawic (1 E.U. =1 |.U.).

Badania nalezy wykonywac dla kazdej partii. Zalecana minimalna liczba par badanych rekawic w stosunku do
liczby sztuk w partii wynosi dwie pary w przypadku licznosci partii ponizej trzydziestu, trzy pary rekawic w przy-
padku licznosci partii od trzydziestu do stu, i 3 % partii o licznosci powyzej stu, maksymalnie do dziesieciu par
z partii.
Zewnetrzna powierzchnia pary rekawic jest ekstrahowana 40 ml wody pozbawionej endotoksyn (Water LAL,
The European Pharmacopoeia 3rd Edition, Suppl. 1998, 2.6.14.) nie krocej niz 40 min i nie dtuzej niz 60 min
w temperaturze od 37 °C do 40 °C, w taki sposéb, aby zapewni¢ kontakt wszystkich powierzchni ze srodkiem
ekstrakcyjnym. Jezeli jest to potrzebne, ekstrakt jest wirowany przez 15 min, przy 20009, w celu usuniecia
czastek, po czym frakcja ciekta jest dekantowana i potem niezwtocznie badana na obecnos¢ endotoksyn.
UWAGA: Uznaje sie, ze istniejg inne metody analizy endotoksyn i moga one by¢ stosowane do rutyno-

wej kontroli jakosci, pod warunkiem ze bedg zwalidowane i zostanie ustalona korelacja z metodg refe-
rencyjng okreslong w niniejszej normie europejskie;.

6 Sprawozdanie z badan
Sprawozdanie z badania powinno zawiera¢ co najmniej nastepujgce informacije:
— powotanie sie na niniejszg czes¢ EN 455;
— rodzaj rekawic i numer serii;
— nazwe i adres producenta, lub dystrybutora, oraz laboratorium badawczego, jesli sg rozne;
— date wykonania badania;
— rodzaj zastosowanej metody badan;

— wyniki badania.



Licencja Polskiego Komitetu Normalizacyjnego dla Ministerstwa Zdrowia na czas trwania stanu epidemicznego (2020-03-17)

stronica 8
EN 455-3:1999

Zatacznik A (normatywny)

Metoda oznaczania wymywalnych woda biatek z rekawic z lateksu kauczuku
naturalnego z zastosowaniem zmodyfikowanej metody Lowry’ego

A.1 Zakres zalacznika

Niniejsza metoda przeznaczona jest do oznaczania ilosci wymywalnych wodg biatek z rekawic medycznych
wykonanych z lateksu kauczuku naturalnego (NR) V9. Zostata ona zwalidowana w cyklu badan miedzylabora-
toryjnych. Dolna granica oznaczalnosci wynosi okoto 10 ug biatek na gram rekawicy (tj. 2 ug biatek na ml
ekstraktu) w zaleznosci od jej ciezaru.

Substancje chemiczne, takie jak srodki powierzchniowo czynne, przyspieszacze i antyutleniacze, wprowadzane
do NR w trakcie produkcji, moga wptywac na zabarwienie powstajgce podczas oznaczania; niektore materiaty
mogg zmniejszac to zabarwienie, podczas gdy inne moga je zwiekszac. Jezeli za pomoca tej metody badania
uzyskuje sie wyniki, ktére wydaja sie btedne z powodu substanciji zaktdcajacych, wéwczas mozna zastosowac
jakakolwiek zwalidowang metode analizy aminokwaséw (na przyktad patrz metoda podana w zatgczniku C).

UWAGA: Zaleca sie, aby personel stosujgcy te metode byt zaznajomiony z prawidtowg praktyka labora-
toryjna. Ta metoda nie obejmuje wszystkich problemoéw dotyczacych bezpieczenstwa, jesli sie pojawia-
ja, zwigzanych z jej stosowaniem. Uzytkownik ponosi odpowiedzialno$¢ za ustanowienie odpowiednich
zasad bezpieczenstwa i ochrony zdrowia oraz zapewnienie zgodnos$ci ze wszystkimi warunkami prze-
piséw krajowych.

A.2 Zasada metody

Rozpuszczalne w wodzie biatka ekstrahuje sie roztworem buforowym, a nastepnie w celu zageszczenia bia-
tek wytrgca kwasami w obecnosci dezoksycholanu sodowego i oddzielenia od substancji rozpuszczalnych
w wodzie, ktére mogtyby przeszkadzaé w oznaczaniu. Strgcone biatka ponownie rozpuszcza sie w alka-
liach i oznacza kolorymetrycznie zmodyfikowang metodg Lowry’ego. Oznaczanie opiera sie na reakcji biatek
z odczynnikiem miedziowym i odczynnikiem Folina w srodowisku alkalicznym, dajacej charakterystyczne niebie-
skie zabarwienie. Pomiary spektrometryczne wykonuje sie przy ustalonej dlugosci fali w zakresie od 600 nm do
750 nm.

A.3 Odczynniki

A.3.1 Postanowienia ogéine

Gdziekolwiek wymienia sie wode, zaleca sie uzywanie wody redestylowanej lub o réwnowaznej jakosci. Zale-
ca sie, aby wszystkie pozostate odczynniki byty jakosci analityczne;.

A.3.2 Ekstrahent

A.3.2.1 S6l sodowa kwasu N-tris-[hydroksymetylo]-metylo-2-aminoetanosulfonowy (TES).

A.3.2.2 Bufor ekstrakcyjny, 0,1 M NV sporzadzony przez rozpuszczenie 24 g TES (A.3.2.1) w 1 | wody.
Mozna zastosowac jakikolwiek inny uktad buforujgcy, pod warunkiem ze roztwér bedzie utrzymywat odpo-

wiednig pojemnos¢ buforowg przy pH 7,4 + 0,2 w ekstrakcie z rekawic.

UWAGA: Przygotowaé wystarczajacg ilos¢ buforu do ekstrakcji rekawic (A.6.2), wykonania roztworu
wzorcowego biatka (A.6.3.2) i Slepej probce.

NE) Odsytacz krajowy: Skrét angielskich stéw "natural rubber”.
NT) Odsytacz krajowy: Obecnie nie stosowane oznaczenie jednostki stezenia mol/l.
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A.3.2.3 Roztwoér barwnika, roztwor soli sodowej biekitu bromofenolowego, sporzadzony przez rozpuszcze-
nie 100 mg btekitu bromofenolowego w 1 | wody. Nalezy sporzadza¢ swiezy roztwor co cztery tygodnie.

A.3.3 Odczynniki Lowry’ego do oznaczania biatka
UWAGA: Odczynniki moga by¢ albo przygotowane z substancji chemicznych dostepnych w handlu
[19], albo zakupione jako zestaw handlowy. Metoda podana w niniejszej normie byta zwalidowana z ze-

stawem handlowym. "

A.3.3.1 Odczynnik A, odczynnik miedziowy (alkaliczny roztwor szczawianu miedziowego lub cytrynianu mie-
dziowego).

A.3.3.2 Odczynnik B, rozcienczony odczynnik Folina.

A.3.4 Wodorotlenek sodowy, 0,1 M roztwor wodny.

A.3.5 Dezoksycholan sodowy (DOC), 3,47 mM N8, otrzymany przez rozpuszczenie 0,15 g dezoksycholanu
sodowego w wodzie i rozcienczenie wodg do 100 ml. Nie uzywacé tego roztworu po uptywie czterech tygodni

od jego sporzadzenia.

A.3.6 Kwas tréjchlorooctowy (TCA), 4,4 mM w wodzie, sporzadzony przez rozpuszczenie 72 g TCA w wo-
dzie i rozcienczenie wodg do 100 ml.

A.3.7 Kwas wolframianofosforowy (PTA), sporzadzony przez rozpuszczenie 72 g PTA w wodzie i rozcien-
czenie wodg do 100 ml. Nie uzywac tego roztworu po uptywie czterech tygodni od jego sporzadzenia.

A.3.8 Ovalbumina, z jaj kurzych ?), liofilizowana, nie zawierajaca soli.

A.4 Aparatura

A.4.1 Rekawice syntetyczne, nie pudrowane.

A.4.2 Wirbéwka, pozwalajaca osiagnaé¢ co najmniej 6000g.

A.4.3 Probowki wirowkowe, 30 ml lub 50 ml probowki polipropylenowe o matej zdolnosci wigzania biatka,
wynoszgcej 10 yg na probowke, lub mniejszej. Nie uzywaé szklanego sprzetu z powodu powierzchniowej
absorpcji biatek.

UWAGA: Metoda oznaczania zdolnosci wigzania biatek opisana jest w A.5.

A.4.4 Krazki filtracyjne, jednorazowe, o wielkosci poréw 0,22 ym i o matej zdolnosci wigzania biatka wyno-
szacej 10 pg na krazek filtracyjny lub mnie;.

UWAGA: Metoda oznaczania zdolnosci wigzania biatek opisana jest w A.5.
A.4.5 Strzykawki, jednorazowego uzytku, 20 ml, wykonane z polietylenu lub polipropylenu.
A.4.6 Mikroprobdéwki, 2 ml, wykonane z polipropylenu.

A.4.7 Kuweta kwarcowa, o drodze optycznej 1 cm.

n Lowry Micro DC Protein Assay Kit (numer katalogowy 500-0116), zestaw oferowany przez BioRad Laboratories, 2000 Alfred Nobel
Drive, Hercules, CA 9456547, USA. Informacja ta zostata podana dla wygody uzytkownikéw niniejszej normy i nie stanowi rekomenda-
cji CEN dla wyrobu tej marki.

? Ta ovalbumina sporzadzana jest z biatka Swiezych jaj kurzych przez frakcjonowanie siarczanem amonowym i wielokrotne krystalizo-
wanie przy pH 4,5; odpowiednia jest na przyktad Sigma A 5503, chicken egg albumin, Grade V, oferowana przez Sigma Chemical Co.,
P.O. Box 14506, St Louis, MO 63178, USA. Informacja ta zostata podana dla wygody uzytkownikéw niniejszej normy i nie stanowi
rekomendacji CEN dla wyrobu tej marki.

NE) Odsytacz krajowy: Obecnie nie stosowane oznaczenie jednostki stezenia mmol/I.

10
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A.4.8 Plytka mikrotitracyjna, z 96 ptaskodennymi studzienkami, wykonana z polistyrenu albo jednorazowe
kuwety (A.4.9).

A.4.9 Kuwety jednorazowe, 1,5 ml potmikro, o drodze optycznej 1 cm, wykonane z polistyrenu.

A.4.10 Czytnik do ptytek mikrotitracyjnych, dziatajacy przy dtugosci fal w zakresie od 600 nm do 750 nm.
A.4.11 Spektrofotometr, dziatajacy przy dtugosci fal w zakresie od 230 nm do 750 nm.

A.4.12 Mieszadtlo wirowe

A.4.13 Mikropipety, z jednorazowymi polipropylenowymi koncéwkami.

A.4.14 Zaciski, do uszczelnienia rekawic w trakcie ekstrakcji. Zaleca sie stosowanie pary aluminiowych szta-
bek wyscietanych guma piankowa, ktére moga by¢ skrecane razem (patrz rysunek A.1) albo plastikowe zaci-

ski do hemodializy o dlugo$ci 170 mm.

A.4.15 Wytrzasarka

A.5 Pomiar zdolnosci wigzania biatka
A.5.1 Postanowienia ogoélne

Zaleca sie stosowanie polipropylenowego sprzetu jednorazowego uzytku (o ktérym wiadomo, ze ma matg
zdolnos¢ wigzania biatka). Zdolnos¢ wigzania biatka powinna by¢ sprawdzona ponizszg metodg przed uzy-
ciem probowek wirdwkowych lub krazkow filtracyjnych z nowej partii. Badanie powinno by¢ wykonane w ciagu
jednego dnia.

A.5.2 Zdolnos¢ wiazania biatka przez probéwki wiréwkowe

A.5.2.1 W probdéwce wiréwkowej przygotowac (A.4.3) 30 ml roztworu wzorcowego zawierajgcego 10 ug/ml
ovalbuminy przez rozcienczenie podstawowego roztworu biatka (A.6.3.1) buforem ekstrakcyjnym (A.3.2.2).

A.5.2.2 Przenies¢ 10 ml porcje badanego roztworu ovalbuminy (A.5.2.1) do kazdej z dwéch nowych probo-
wek i wytrzgsaé je za pomoca wytrzasarki (A.3.15) N9, upewniajac sie, ze cata powierzchnia jest zwilzana
roztworem. Po 30 minutach przenies¢ roztwory do nastepnych dwéch probowek i wytrzasac je. Powtarzaé te
procedure az kazda 10 ml porcja zostanie poddana dziataniu pieciu probowek. Zachowac¢ pozostatg ilosé
badanego roztworu.

A.5.2.3 W trzech powtdrzeniach oznaczy¢ stezenie biatka w roztworze wzorcowym oraz w dwéch roztworach
badanych, stosujac metode podang w A.6.4 do A.6.6.

A.5.2.4 Obliczy¢ srednig ilos¢ zaabsorbowanej ovalbuminy w ug na probéwke, z réwnania:

0=10(R-T)+5
=2 (R-T)

w ktérym:
O ilo$¢ zaabsorbowanej ovalbuminy,
R $rednia z trzech oznaczan zawartosci ovalbuminy w roztworze wzorcowym,

T $rednia zawartoscia ovalbuminy w badanym roztworze po jego kontakcie z probowka (tj. Srednig
z szesciu wartosci).

N9 Odsytacz krajowy: Btad w normie europejskiej; powinno byé A.4.15.

11
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llos¢ zaabsorbowanej ovalbuminy (O) powinna by¢ mniejsza niz 10 pg na probéwke, w przeciwnym razie
probéwki nie nadajg sie do uzycia w tego rodzaju oznaczaniach.

A.5.3 Zdolnos$¢ wiazania biatka przez krazki filtracyjne

A.5.3.1 W probdéwce wiréwkowej przygotowac (A.4.3) 30 ml roztworu wzorcowego, zawierajgcego 10 pg/ml
ovalbuminy, przez rozciehczenie podstawowego roztworu biatka (A.6.3.1) buforem ekstrakcyjnym (A.3.2.2).

A.5.3.2 Przygotowa¢ dwa zestawy, po piec¢ krazkow filtracyjnych (A.4.4) utozonych w stos. Przefiltrowaé do
probowki wiréwkowej (A.4.3) 10 ml roztworu wzorcowego przez kazdy zestaw krazkéw filtracyjnych.

A.5.3.3 W trzech powtdrzeniach oznaczy¢ stezenie biatka w roztworze wzorcowym oraz w dwoch roztworach
badanych, stosujac metode podang w A.6.4 do A.6.6.

N10)

A.5.3.4 Obliczy¢ Srednig ilo$¢ zaabsorbowanej ovalbuminy, w ug na proboéwke "', z réwnania:

0=10(R-T)+5

2 (R-T)

w ktérym:
O ilos¢ zaabsorbowanej ovalbuminy,
R S$rednia z trzech oznaczan zawarto$ci ovalbuminy w roztworze wzorcowym,

T $rednia zawartos¢ ovalbuminy w badanym roztworze po jego przejsciu przez krazki filtracyjne (ij.
Srednig z szesciu wartosci).

llos¢ zaabsorbowanej ovalbuminy (O) powinna by¢ mniejsza niz 10 pug na krazek filtracyjny, w przeciwnym
razie krazki filtracyjne nie nadajg sie do uzycia w oznaczaniach.

A.6 Procedura

A.6.1 Postanowienia ogdine

Procedura obejmuje ekstrakcje rekawic, a nastepnie oczyszczenie i pieciokrotne zatezenie ekstraktu. Ozna-
czanie biatek w ekstrakcie wykonuje sie przez poréwnanie z krzywg wzorcowg sporzgdzong dla roztworéw
wzorcowych biatka, zatezonych w ten sam sposaéb.

Procedura ekstrakcji polega na jednoczesnej ekstrakcji wewnetrznej powierzchni jednej rekawicy i zewnetrz-
nej powierzchni drugiej rekawicy. Pozwala to nha zminimalizowanie objetosci ekstraktu do 25 ml i unikniecie
jakichkolwiek strat biatek powodowanych zaadsorbowaniem na powierzchni pojemnika, poniewaz bufor eks-
trakcyjny styka sie jedynie z rekawicami.

UWAGA: Dopuszcza sie stosowanie innych procedur ekstrakciji, jezeli zostaty zwalidowane w stosunku
do niniejszej metody. Badania w wybranych laboratoriach w Europie i USA wykazaly, ze uzyskuje sie
réwnowazne wyniki, jesli ekstrahuje sie wg normy ASTM D5712 w buforze TES o pH 7,4 pociete kawat-
ki rekawic przez 2 h w temperaturze 25 °C.

A.6.2 Procedura ekstrakcji
A.6.2.1 Do manipulowania prébkami rekawic do ekstrakcji uzywac rekawic syntetycznych (A.4.1).
Pobraé¢ osiem rekawic tego samego rozmiaru i z tej samej serii i rozdzieli¢ je na cztery pary. W przypadku

rekawic anatomicznych na okreslong reke, wybraé cztery na prawa reke oraz cztery na lewa reke i rozdzieli¢
je na dwie pary prawych i dwie pary lewych.

N19) Odsytacz krajowy: Btad w normie europejskiej, powinno byé "w ug na krazek filtracyjny”.
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Na mankiecie jednej rekawicy z kazdej pary zaznaczy¢ punkt w odlegtosci 20 cm od koniuszka palca $rodko-
wego i zwazy¢ rekawice (mq) z btedem nie wiekszym niz 0,1 g. Dla kazdej pary rekawic, drugg rekawice
witozy¢ do rekawicy zaznaczonej, tak aby pasowaty do siebie jak to pokazano na rysunku A.1.

UWAGA: Metoda wktadania jednej rekawicy w drugg nie jest istotna pod warunkiem ze manipuluje sie
rekawicami i dotyka ich najmniej, jezeli jest mozliwe. Jeden z mozliwych sposobdw osiggniecia tego
polega na wsunieciu pretow w kciuk i maty palec wewnetrznej rekawicy w celu utatwienia wprowadze-
nia ich do odpowiednich palcow zewnetrznej rekawicy. Uzy¢ pretéw do wprowadzenia pozostatych
trzech palcow.

A.6.2.2 Nala¢ do wewnetrznej rekawicy dostateczng ilo$¢ roztworu barwnika (A.3.2.3), tak aby napeti¢ wszyst-
kie pie¢ palcow. Wprowadzi¢ 25 ml buforu ekstrakcyjnego (A.3.2.2) o temperaturze (25 + 2) °C pomiedzy
zewnetrzng i wewnetrzng rekawice. W przypadku wigkszych rekawic mozna zwiekszy¢ te objetos¢ maksy-
malnie do 50 ml. Usung¢ jak najwiecej pecherzykéw powietrza i uszczelni¢ rekawice za pomocg zaciskow
(A.4.14) w miejscu zaznaczonej odlegtosci 20 cm, tak aby utworzy¢ wodoszczelne uszczelnienie, jak to poka-
zano na rysunku A.1.

A.6.2.3 Zamocowac rekawice w wytrzgsarce (A.4.15) i wytrzasac przez (120 + 5) min w temperaturze (25 + 2) °C.

A.6.2.4 Zdjg¢ zaciski i ostroznie rozdzieli¢ rekawice. Zachowaé ostroznos¢, aby nie zanieczysci¢ ekstraktu
roztworem barwnika. Jezeli ekstrakt jest zabarwiony na niebiesko, to nalezy go odrzucic¢ i ekstrakcje powto-
rzy¢ z nowymi rekawicami.

A.6.2.5 Ostroznie przenies¢ ekstrakt do probowki wirowkowej (A.4.3) i sklarowac¢ ekstrakt albo przez wirowa-
nie, co najmniej przy 2000g, przez 15 min, albo filtrowanie przez krazek filtracyjny jednorazowego uzytku
(A.4.4), albo stosujgc w razie potrzeby obie te metody. Otrzymany klarowny roztwér albo przechowaé w lodéwce
w temperaturze od 2 °C do 8 °C i wykona¢ oznaczanie w ciggu 48 h, albo zamrozi¢ czes¢ roztworu i przecho-
wywac jg w temperaturze -18 °C, lub nizszej, nie dtuzej niz 2 miesigce przed wykonaniem analizy.

A.6.2.6 Odcig¢ czes¢ mankietu ekstrahowanej zewnetrznej rekawicy powyzej zaznaczonej odlegtosci 20 cm,
wytrze¢ cienkg tkaning roztwor z powierzchni, pozostawi¢ w temperaturze pokojowej do wysuszenia i zwazy¢
odcietg cze$¢ mankietu z btedem nie wiekszym niz 0,1 g (my). Obliczy¢é mase (m) ekstrahowanej czesci
rekawicy z réwnania:

m=mqy—my
A.6.3 Wzorzec biatka
A.6.3.1 Podstawowy roztwor biatka

Sporzadzi¢ roztwor ovalbuminy (A.3.8) o nominalnym stezeniu 1 mg/ml, rozpuszczajac 25 mg ovalbuminy
w 25 ml buforu ekstrakcyjnego (A.3.2.2). Roztwor przefiltrowac przez filtr o wielkosci poréw 0,22 um (A.4.4)
i oznaczy¢ rzeczywiste stezenie ovalbuminy za pomocg spektrofotometru do pomiaru absorbancji w 280 nm,
uzywajac kwarcowej kuwety (A.4.7). Jezeli absorbancje podzieli sie przez 0,715 ), to otrzyma sie stezenie
roztworu w mg/ml. Roztwor przechowywany w lodoéwce jest trwaty przez 2 dni, a zamrozony i przechowywany
w temperaturze -18 °C przez 2 miesigce. Odmrozenie wymaga ogrzewania w temperaturze 45 °C przez 15 min.

A.6.3.2 Wzorcowy roztwér biatka

Sporzadzi¢ serie rozcienczen podstawowego roztworu biatka (A.6.3.1) buforem ekstrakcyjnym (A.3.2.2)
tak, aby otrzymac roztwory o nominalnym stezeniu w przyblizeniu 100 pg/ml, 50 pg/ml, 20 pg/ml, 10 yg/ml, 5 ug/ml
i 2 ug/ml. Jako $lepa probke stosowaé bufor ekstrakcyjny. Roztwory przechowywane w lodéwce sg trwate
przez 2 dni, a zamrozone i przechowywane w temperaturze -18 °C przez 2 miesigce. Odmrozenie wymaga
ogrzewania w temperaturze 45 °C przez 15 min.

3 Jesli przyja¢ mase czasteczkowag 43000 D i molowa ekstynkcje 30745 w 280 nm przy pH 7,4, to ekstynkcja 1 mg/ml ovalbuminy w 0,1 M
buforze TES o pH 7,4 wynosi 0,715 w przypadku drogi optycznej 1 cm [15].
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A.6.4 Stracanie i zatezanie biatka
A.6.4.1 Procedure przeprowadza¢ w dwéch powtdrzeniach w temperaturze (25 + 5 °C).

A.6.4.2 Do mikroprobéwek (A.4.6) przenies¢ doktadnie po 1 ml Slepej prébki wzorcowego roztworu biatka
(A.6.3.2) i do trzech prébek po 1 ml ekstraktu z rekawic (A.6.2.5). Doda¢ 0,1 ml DOC (A.3.5), wymieszac¢ za
pomocg mieszadta wirowego i pozostawi¢ do odstania na 10 min. Doda¢ 0,1 ml TCA (A.3.6) i 0,1 ml PTA
(A.3.7), wymieszaé za pomocg mieszadta wirowego i pozostawi¢ do odstania na dalsze 30 min.

A.6.4.3 Wirowac przy 6000g przez 15 min. Zdekantowaé supernatant i suszy¢ przez 5 min, odwracajac kaz-
da probowke wiréwkowa i ustawiajac jg na bibule.

A.6.4.4 Dodac 0,2 ml 0,1 M roztworu wodorotlenku sodowego (A.3.4) do kazdej probowki, w tym probowki ze
Slepg prébka. Mieszaé za pomocg mieszadta wirowego w celu ponownego rozpuszczenia strgconych biatek.
Sprawdzié, czy biatka catkowicie sie rozpuscity, tworzac klarowny roztwér. W zaleznosci od rekawic nieraz
zachodzi potrzeba pozostawienia roztworu na noc w lodéwce w temperaturze (5 + 3) °C. Jezeli jakas czesé
osadu pozostanie, dodawac kolejng odmierzong ilos¢ roztworu wodorotlenku sodu, porcjami po 0,2 ml az do
1 ml i w nastepnych etapach uzywac¢ 0,2 ml porcji. Moze okazac sie celowe rozcienczenie ekstraktu z takich
prébek przed straceniem.

UWAGA: Proces zatezania biatka poprzez wytracenie i ponowne rozpuszczenie ma na celu oczyszcze-
nie biatka i pozbycie sie substancji przeszkadzajgcych. Jest nieuniknione, ze w trakcie tego procesu
pewna ilos¢ biatka zostaje strgcona, ale przyjmuje sie w badaniu, ze ten sam procent biatka zostanie
stragcony z wzorcowego roztworu biatka, co z ekstraktéw badanych probek. Jednakze, zaleca sie ogra-
niczenie strat do minimum, poniewaz wieksze straty mogtyby da¢ wyniki niepowtarzalne.

A.6.5 Wywoftanie zabarwienia

A.6.5.1 Metoda tu opisana dostosowana jest do zestawu handlowego uzywanego do walidacji. Inne zesta-
wy lub odczynniki przygotowane z substancji chemicznych dostepnych w handlu moga wymagac¢ innych objetos-
ci i czaséw inkubaciji.

A.6.5.2 Dodac¢ po 0,125 ml odczynnika A (A.3.3.1) do kazdej mikroprobowki zawierajacej ponownie rozpusz-
czone biatko oraz do mikroprobéweki ze $lepa probka. Dobrze wymieszaé. Dodac po 1 ml odczynnika B (A.3.3.2),
zamkna¢ probéwki, wymieszaé za pomocg mieszadta wirowego i pozostawi¢ na 30 min w celu osiggniecia

petnego zabarwienia. Jesli na tym etapie wystapi wytracanie, odwirowac lub przefiltrowa¢ w celu usuniecia
osadu przed pomiarem absorbanciji.

A.6.6 Pomiar

A.6.6.1 Czytnik do ptytek mikrotitracyjnych

Odpipetowaé odpowiednig objetosé¢ roztworu (A.6.5.2) do studzienki w ptytce mikrotitracyjnej (A.4.8), tak aby
studzienka byto prawie petna, np. 490 pl w 500 pl studzience. Ze $lepg probkg jako odnosnikiem zmierzy¢

absorbancje przy okreslonej dtugosci fali z zakresu od 600 nm do 750 nm.

UWAGA: Istotne jest, dla uzyskania jednorodnych wynikéw, aby roztwory wzorcowe, fgcznie z ekstrak-
tami z rekawic, byly zbadane réwnoczesnie w ciggu 1 h po uzyskaniu trwatego zabarwienia.

A.6.6.2 Spektrofotometr

Przeniesc¢ roztwor (A.6.5.2) do kuwety (A.4.9) i zmierzy¢ absorbancije ze Slepg probka jako odnosnikiem przy
okreslonej dtugosci fali z zakresu od 600 nm do 750 nm.

UWAGA: Istotne jest, dla uzyskania jednorodnych wynikéw, aby roztwory wzorcowe, fgcznie z ekstrak-
tami z rekawic, byly zbadane réwnoczeénie w ciggu 1 h po uzyskaniu trwatego zabarwienia.
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A.7 Wyrazanie wynikow
A.7.1 Obliczenia
A.7.1.1 Krzywa wzorcowa

Na podstawie dwdch oznaczah obliczy¢é Srednig absorbancje. Powtorzyé oznaczanie, jezeli poszczegdlne
wyniki réznig sie wiecej niz o 20 %. Sporzadzi¢ krzywa wzorcowa, nanoszac wartosci srednich absorbanc;ji
uzyskanych z pomiaréw w funkcji rzeczywistego stezenia pierwotnych roztworéw wzorcowych biatka, jak to
pokazano na rysunku A.2. Krzywa wzorcowa powinna by¢ prostoliniowa w zakresie od 0 ug do 100 ug bialka/ml
pierwotnych roztworéw wzorcowych biatka.

UWAGA: Pewna ilos¢ biatka jest tracona w procesie zatezania. Zaktada sie, ze w procesie zatezania,
z wzorcow traci sie taki sam procent biatka, jak z badanych prébek.

A.7.1.2 Stezenie w ekstrakcie
Dla kazdego z czterech ekstraktéw obliczy¢ srednig absorbancje z dwdch oznaczan (patrz A.6.4.1). Powto-
rzy¢ oznaczanie, jezeli poszczegodlne wartosci roznig sie wiecej niz o 20 %. Okresli¢ stezenia w ekstrahowa-
nych prébkach (C), w ug/ml ekstraktu, odczytujac je wprost z prostoliniowej czesci krzywej wzorcowe;.
UWAGA: W przypadku gdy krzywa wzorcowa nie jest prostoliniowa, wartos¢ moze by¢ obliczona za
pomocag regresji kwadratowej. Sugeruije sie, ze bardzo praktyczne jest zastosowanie dostepnego w han-
dlu oprogramowania komputerowego do dopasowania krzywej i obliczenia nieznanych stezen.
A.7.2 Wyniki
W przypadku kazdej prébki zawartosc¢ biatka, w ug/g rekawicy, jest wyrazona wzorem:
P=(V-C-F)+m
gdzie:
P zawarto$¢ wymywalnego biatka
V objetos¢ uzytego Srodka ekstrakcyjnego, w mililitrach
C stezenie biatka w ekstrakcie, w mikrogramach na mililitr

F  wspotczynnik rozcienczenia

UWAGA: F oznacza rzeczywista objetos¢ roztworu NaOH, w ml, uzytg do ponownego rozpuszczenia
biatka, podzielong przez 0,2.

m ciezar ekstrahowanej rekawicy, w gramach (A.6.2.6).

Zanotowac srednig zawartos¢ biatka z czterech oznaczan w ekstraktach z rekawic.

15
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20 cm 20cm

Zewnetrzna rekawica (rekawica 1)
Wewnetrzna rekawica (rekawica 2)
Bufor ekstrakcyjny

Roztwor barwnika

Zacisk rekawic

abhwnN -

Rysunek A.1 — Ekstrakcja rekawic
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Rysunek A.2 — Typowa krzywa wzorcowa wyznaczona z pomiaréw za pomoca
spektrofotometru przy 750 nm i drodze optycznej 1 cm
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Zatacznik B (informacyjny)

Immunologiczne metody oznaczania wymywalnych biatek i alergenéw z rekawic
medycznych

B.1 Aktualny stan wiedzy o klinicznie znaczacych alergenach z lateksu kauczuku
naturalnego (NRL) "'

Wczesne (typu |, zalezne od IgE) reakcje nadwrazliwosci na NRL powodujg biatka i polipeptydy wymyte z wyro-
bow przemystowych. W swiezo zebranym NRL stwierdzono, za pomocg dwukierunkowego immunoblottingu,
obecnos¢ az 240 réznych polipeptyddéw, z ktérych co najmniej 57 mozna uznaé za alergeny z powodu ich
zdolnosci do wigzania sie z przeciwciatami IgE z surowicy pacjentéw uczulonych na lateks [8]. Wykazano, ze
niektére biatka z NRL sg zdolne do wigzania sie z IgE i powodujg wczesne reakcje nadwrazliwosci u pacjen-
téw uczulonych na lateks [5, 6, 7, 8, 25, 26]. Wiele z tych biatek poznano ostatnio na poziomie struktury
pierwszorzedowej. Najwazniejsze alergeny, ktérych dane dotyczace struktury pierwszorzedowej sg obecnie
dostepne, to 20 kD proheweina, 14 kD C-domena heweiny, 14,6 kD czynnik wydtuzenia kauczuku (REF) N'2),
36 kD biatko, ktére jest przypuszczalnie endo-1,3-, -glukozydaza N'® drzewa kauczukowego, i wcze$niej nie-
opisane biatka z NRL o pozornej masie czgsteczkowej 27 kD i 45 kD [9, 10, 11, 13].

Niewiele wcigz wiadomo, ktore ze specyficznych alergenéw sg wymywane z réznych rodzajow rekawic. Co-
raz wiecej danych wskazuje, ze decydujaca role mogg odgrywac peptydy o matej masie czgsteczkowej, ma-
jace epitopy alergenowe odpowiedzialne za reakcje uczuleniowe. Niektore czynniki zwigzane z traktowaniem
surowcow z substancjami chemicznymi i innymi substancjami dodawanymi w trakcie wytwarzania i szczegol-
nie zwigzane ze zmianami procedur wytwarzania, takich jak sporzadzanie mieszanek, wulkanizacja, wyptuki-
wanie, mogg mie¢ znaczacy wptyw na ilos¢ i rodzaj wymywalnych biatek.

Kiedy rozwaza sie poszczegolne immunologiczne metody oznaczania, istotne jest odrdznienie alergenéw
(zdolnych do wigzania IgE) od antygendw. W ponizszych rozdziatach krétko przedstawiono metody oznaczan
o udokumentowanej przydatnosci do rozpoznawania specyficznych alergenéw NRL.

B.2 Immunologiczne metody pomiaru alergenéw NRL

B.2.1 Metody jakosciowe/pétilosciowe

B.2.1.1 Immunoblotting N'¥

Jedno- i dwukierunkowe metody immunoblottingu sg bardzo cennymi metodami, ktére dostarczajg wiele waz-
nych informaciji o niektdrych aspektach zwigzanych z klinicznie znaczacymi alergenami NRL. Na razie wyniki
badan ekstraktow z rekawic nie moga by¢ w praktyce uzyteczne do oceny obecnosci ani, co jest nawet
wazniejsze, nieobecnosci alergendéw. Nalezy szczegdlnie zaznaczy¢, ze niskoczasteczkowe peptydy, kiore
mogg by¢ w duzej mierze odpowiedzialne za wysokg aktywnos¢ wymywalnych alergenéw, moga tatwo unik-

na¢ wykrycia za pomoca standardowego Western blottingu N9,

N Odsytacz krajowy: Skrot angielskich stéw "natural rubber latex”.

)
N12) Odsytacz krajowy: Skrét angielskich stéw "rubber elongation factor”.
)
)

N1 Odsytacz krajowy: Btad w normie europejskiej, powinno by¢ "endo-1,3-R-glukozydazg” albo "endo-1,3-beta-glukozydazg”.

N4 Odsytacz krajowy: Przyjeta takze w Polsce (nazwa "przeniesienie immunologiczne” nie upowszechnita si¢) nazwa techniki anali-

tycznej, w ktoérej probki antygenéw wstepnie rozdziela sie elektroforetycznie w zelu separacyjnym (np. w zelu poliakrylamidowym),
nastepnie rozdzielone makroczasteczki przenosi sie elektroforetycznie w komorach do blottingu na btony nitrocelulozowe, ktére inkubu-
je sie pdzniej z przeciwciatami. Zwigzane z rozdzielonym materiatem przeciwciata uwidacznia sie za pomocg przeciwciat antyglobulino-
wych znakowanych radioizotopami.

N18) Odsytacz krajowy: Western blotting jest przyjetg takze w Polsce inng nazwg immunoblottingu. Jest rodzajem blottingu (techniki
biochemicznej polegajacej na rozdziale makroczasteczek na zelu agarozowym lub poliakrylamidowym i przeniesieniu ich na odpowied-
nie podtoze), w ktérym elektroforetycznie rozdziela sie biatka (patrz odsytacz krajowy N14). Inne rodzaje blottingu to Southern blotting,
w ktorym elektroforetycznie rozdziela sie¢ DNA, oraz Northern blotting, w ktérym elektroforetycznie rozdziela sie RNA. Nazwa Southern
blotting pochodzi od nazwiska wynalazcy tej techniki E. M. Southerna. Nazwy innych rodzajow blottingu sg gra stow w jez. angielskim,
poniewaz "southern” znaczy potudniowy, "northern” — pétnocny a "western” — zachodni.
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B.2.1.2 Immunospot N'6)

Jest to ostatnio opracowana metoda pdtilosciowego wykrywania alergenow przez ich wigzanie z IgE [21, 22].
Prébki naniesione na papier nitrocelulozowy sg wykrywane przez zastosowanie surowicy pobranej od wielu
pacjentéw uczulonych na lateks, a kazde zwigzane IgE jest wykrywane po autoradiografii. Chociaz prosta,
metoda moze by¢ czasochtonna i czutos¢ jej nie zawsze jest dostateczna w przypadku prébek o matej aktyw-
nosci alergicznej. Metody oparte na procedurze, w ktérej laboratorium sporzadza dla kazdej badanej probki
faze statg z alergenem, z reguty nie mogag by¢ wystarczajaco wystandaryzowane.

B.2.1.3 Rakietkowa immunoelektroforeza (RIE) N'), rakietkowa radioimmunoelektroforeza (RRVE) N'®), krzy-
zowa immunoelektroforeza (CIE) N9 j krzyzowa radioimmunoelektroforeza (CRIE) N20

RIE/RRIE jest elektroforezg jednokierunkowa, a CIE/CRIE elektroforezg dwukierunkowa, w ktérych krolicze
przeciwciata przeciw lateksowi sg stosowane do precypitacji antygendw, ktére sg widoczne po wybarwieniu
biatek, podczas gdy alergeny sg ujawniane po zwigzaniu ich z IgE i autoradiografii [20]. W celu otrzymania
wiarygodnych wynikéw zaleca sie, aby uzywana zwierzeca (na ogot krélicza) surowica odpornosciowa zawie-
rata przeciwciata przeciw wszystkim alergenom lateksu. Metody te sg dos¢ czasochtonne i zalecane tylko do
celéw badawczych.

B.2.2 Metody ilosciowe

B.2.2.1 Metoda zahamowania przeciwciat IgE znakowanymi przeciwciatami drugiego rzedu
W radioalergoadsorpcyjnych testach (RAST) N2") hamowania, alergeny sg unieruchomione na odpowiedniej
fazie statej, gdzie sg rozpoznawane przez specyficzne przeciwciata IgE. Podobne alergeny lub ich epitopy
moga, w sposob zalezny od dawki, hamowac wigzanie przeciwciat IgE ze wzorcowej surowicy zebranej od
wielu dawcow. Stopien hamowania moze by¢ okreslony ilosciowo przez poréwnanie wynikéw uzyskanych z serii
rozcienczen ekstraktéw ze znanym wzorcem. Istnieja dwa wazne warunki wstepne oznaczania: zaleca sie,
aby wszystkie stosowane alergeny byly obecne w fazie statej oraz aby wzorcowa surowica zebrana od wielu
dawcéw zawierata dostateczng ilo$¢ wszystkich przeciwciat IgE o okreslonej swoistosci. Zaletg testéw hamo-
wania RAST jest to, ze sg wystandaryzowane do oceny alergenow [24]. Metoda jest wysoce czuta, a niezbed-
ne wyposazenie i wymagane umiejetnosci ma wiele laboratoriéw klinicznych specjalizujgcych sie w bada-
niach alergii. Gtéwng wadg testébw hamowania RAST jest to, ze biezaco zalezg od ludzkiej surowicy jako
zrodia przeciwciat IgE. Oznaczanie jest takze uwazane za czasochionne i drogie.

W standardowym teécie immuno-enzymatyczno-adsorpcyjnym (ELISA) N?2) biatka NRL sg unieruchomione
na powierzchni studzienek ptytki mikrotitracyjnej. Zasada metody jest identyczna jak w tescie hamowania
RAST i podobnie jak w tescie hamowaniu RAST, test hamowania ELISA zalezny jest od ludzkiej surowicy jako
zrodta przeciwciat IgE. W poréwnaniu z RAST, wtasne wykonanie testu ELISA jest mniej kosztowne. Jednak-
ze trudno jest doktadnie wystandaryzowaé niekowalencyjng adhezje alergenéw do fazy statej.

W przypadku alergii na NRL, hamowanie RAST jest stosowane przez szereg zespotéw do ilosciowych pomia-
réw aktywnosci alergendw z wyrobow przemystowych wykonanych z NRL [27]. Dotychczas nie opublikowano
sprawozdan, w ktérych hamowanie RAST bytoby zwalidowane w stosunku do testow skérnych z naktuwa-
niem przez krople badanego ekstraktu z NRL. Ostatnio uzyskane dane, dotyczace hamowania RAST wedtug

N16) Odsytacz krajowy: Nazwa przyjeta takze w Polsce.

N Odsytacz krajowy: Skrot angielskich stow "rocket immuno-electrophoresis”. Nazwa metody pochodzi od ksztattu tworzacych sie

precypitatow, ktéry przypomina rakietki.
N18) Odsytacz krajowy: Btad w normie europejskiej, powinno by¢ "RRIE”, co jest skrotem angielskich stéw "rocket radio-immuno-electro-
phoresis”.

N19) Odsytacz krajowy: Skrét angielskich stéw "crossed immuno-electrophoresis”. Nazwa metody pochodzi od prostopadtych kierunkow
elektroforezy dwukierunkowej: w pierwszym etapie elektroforetycznie rozdziela sie w zelu agarowym mieszanine biatek antygenowych,
drugi etap polega na immunprecypitacji podczas elektroforezy, w kierunku prostopadtym do kierunku pierwszej elektroforezy, w zelu
agarowym zawierajgcym przeciwciata.

N20) Odsytacz krajowy: Skrét angielskich stéw "crossed radio-immuno-electrophoresis”.
) Odsytacz krajowy: Skrét angielskich stéw “radio-allergo-sorbent-test”.
) Odsytacz krajowy: Skrét angielskich stéw “enzyme linked immunosorbent assay”.

N21

N22
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wiasnej metody, wykazujg wysoce znaczaca korelacje z takimi testami skérnymi (bedg publikowane). Jak
dotad nie sg osiggalne zadne dane dotyczace walidacji ilosciowego oznaczania, za pomocg metod hamowa-
nia ELISA, alergenéw wymywanych z przemystowych wyrobow gumowych. Jednakze, w niepublikowanych
badaniach wspomnianych wyzej, opracowana ostatnio metoda hamowania ELISA wykazuje znaczaca korela-
cje zaréwno z testami skornymi, jak i z hamowaniem RAST. Podobnie jak tego rodzaju testy skdorne, wyniki
testow hamowania przeciwciat IgE wykazujg catkowitg zawartos¢ alergendéw, w tym rozmaite alergenne biat-
ka, kazde w nieznanym stezeniu.

Zwykle, zaleca sie, aby testy immunologiczne przeznaczone do iloSciowego oznaczania alergenéw byty zwa-
lidowane w stosunku do metod in vivo, w celu weryfikacji, czy mierzone alergeny mogg takze wywotywaé
reakcje alergiczne in vivo.

B.3 Przewidywania na przysztos¢

Niezbedne s dalsze badania w celu scharakteryzowania pierwszorzedowej struktury wszystkich znaczacych
alergendéw NRL, jak tez ich dominujacych immunologicznie epitopéw alergenowych. Takie informacje sa niezbed-
ne zanim bedzie mozna rzetelnie opracowac i wystandaryzowaé testy immunologiczne do iloSciowego ozna-
czania pojedynczych alergenéw. W badaniach zaleca sie szczegdlne skupienie na scharakteryzowaniu cza-
steczek alergenéw wymywanych z rekawic, poniewaz obecnie rzeczywiscie nic na ten temat nie wiadomo.
W wielu laboratoriach trwajg badania nad opracowaniem specyficznych immunologicznych metod oznacza-
nia, opartych na zastosowaniu oczyszczonych alergenéw NRL oraz monospecyficznych, poliklonalnych lub
monoklonalnych przeciwciat, z ktérych kazde rozpoznaje dobrze scharakteryzowane epitopy istotnych aler-
gendéw. Kiedy bedzie mogta by¢ zagwarantowana dostepnos¢ zaréwno oczyszczonych biatek NRL, jak i od-
powiadajgcych im monospecyficznych przeciwciat, nalezy oczekiwa¢ wprowadzenia tych alergeno-specyficz-
nych metod, po ich walidacji, do rutynowych badan alergenéw. Poniewaz liczba réznych alergendw jest przy-
puszczalnie zbyt duza, zapewne przekracza dwadziescia, takie badanie przesiewowe bedzie polegato na
ilosciowym oznaczaniu ograniczonej liczby gtéwnych alergendéw. Ostatecznym przysziym celem sg alergeno-
-specyficzne testy immunologiczne nie wymagajace ludzkiej surowicy jako zrodta wzorcowych przeciwciat.

B.4 Zalecenia

Specyficzne metody wykazania obecnosci oraz ilosciowego oznaczania alergenéw NRL w ekstraktach z re-
kawic nie sg jeszcze zwalidowane i wystandaryzowane, a dostepnos¢ tych metod nie jest jeszcze zorganizo-
wana i zagwarantowana. W ciggu ostatnich kilku lat sg gromadzone dowody w celu wykazania, ze pomiary
catkowitej ilosci wymywalnych biatek za pomocg odpowiednio wystandaryzowanej i zwalidowanej metody
(metod) mogg by¢ uznane za uzasadniong tymczasowg metode, ktéra w wielu przypadkach moze by¢ uzy-
teczna do oszacowania alergennosci rekawic z NRL [28].
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Zatacznik C (informacyjny)

Analiza aminokwasow (AAA) "? za pomoca wysokocisnieniowej chromatografii
cieczowej (HPLC) N

C.1 Podstawy

Oznaczanie biatek zazwyczaj oparte jest na reakcjach barwnych z poszczegdlnymi elementami strukturalny-
mi, ktére sg nieregularnie roztozone w réznych biatkach [12, 17, 18, 19, 23]. Z tego powodu wspétczynniki
sygnatu réznych biatek znaczaco sie roznig [17, 19]. W dodatku, wiele substancji przeszkadza w oznacza-
niach kolorymetrycznych z powodu albo niespecyficznej reakcji z odczynnikiem barwnym, albo hamowania
powstawania zabarwienia.

W przypadku analizy aminokwaséw unika sie tych problemow. Zostato to potwierdzone wynikami badan pro-
wadzonych w ramach programu Komisji Europejskiej "Pomiary i badania” [28]. W badaniach tych najlepszg
korelacje miedzy wynikami badan klinicznych (test skorny z naktuwaniem przez krople) a wynikami analiz
chemicznych otrzymano, gdy stezenie biatka byto oznaczane za pomocg analizy aminokwaséw [16].

Jednakze zaleca sie stosowanie zmodyfikowanej metody Lowry’ego jako standardowej metody oznaczania
biatek w rekawicach z kauczuku naturalnego, poniewaz analiza aminokwasow wydaje sie zbyt mato powszechna
i zbyt skomplikowana, jak na procedure standardowa. Analiza aminokwaséw moze by¢ stosowana do wyjasnie-
nia watpliwych wynikéw otrzymanych zmodyfikowang metode Lowry’ego. Nie zaleca sie analizy aminokwa-
séw do oznaczania biatka w celu zadeklarowania jego zawarto$ci, ale zaleca sig jg jako pomocng dla producen-
téw do unikania wptywu substanc;ji, ktére moga powodowac btedne oznaczanie biatka metodg standardowsa.

C.2 Zasady oznaczania biatek metoda HPLC

W pierwszym etapie biatka hydrolizuje sie 6 M kwasem chlorowodorowym. Powstate wolne aminokwasy sg
nastepnie rozdzielane i wykrywane metodg HPLC [14]. Oznaczanie ilosciowe z uzyciem wzorca wewnetrzne-
go (norwalina) i nastepnie zsumowanie pojedynczych aminokwaséw daje catkowitg zawartos¢ biatka. Z po-
wodu tej procedury metoda jest niezalezna od jakichkolwiek wtasciwosci strukturalnych pierwotnych polime-
rowych czgsteczek. Dotychczas nie udato sie znalez¢ substancji przeszkadzajacych, lecz wydaje sie, ze obec-
nosc¢ soli TES pozwala unikna¢ strat aminokwasow (np. przez efekty przyscienne).

C.3 Szczegdbty oznaczania biatek
C.3.1 Hydroliza

Prébka od 0,4 pg do 10 pg biatka, z dodatkiem 5 nmol norwaliny jako wzorca wewnetrznego, jest hydrolizowa-
na w 6 M HCI przez 48 h w temperaturze 110 °C w szczelnie zamknietej probéwce polipropylenowej. Zaleca
sie, aby kwas chlorowodorowy byt najwyzszej dostepnej czystosci. Tlen jest przed hydrolizg usuwany stru-
mieniem azotu. Po hydrolizie prébka jest odparowywana do sucha (np. w koncentratorze prézniowym typu
speedvac) N?® i ponownie rozpuszczana w buforze derywatyzujacym.

Poszczegdlne aminokwasy rozktadajg sie z rézng szybkoscig w trakcie hydrolizy z HCI. Dlatego niezbedna
jest hydroliza rownomolowej mieszaniny wszystkich aminokwaséw, ktérych obecnosé jest spodziewana, w tych
samych warunkach, rébwnoczesnie z kazdym zestawem prébek.

N23) Odsytacz krajowy: Skrét angielskich stéw "amino acid analysis”.

) Odsytacz krajowy: Uzywany takze w Polsce skrot angielskich stow “high pressure liquid chromatography” lub “high performance

liquid chromatography” (po polsku: "wysokoci$nieniowa chromatografia cieczowa” lub "wysokosprawna chromatografia cieczowa”).
N25

N24

) Odsytacz krajowy: Urzadzenie do zatezania i osuszania probek (najczesciej biologicznych) metodg prézniowa, sktadajgce sie m.in.
z wiréwki prézniowej, wymrazacza par (o temperaturze minus kilkudziesigciu stopni Celsjusza lub nizszej), pochtaniaczy par i pompy
prézniowej. Nazwa urzgdzen tego typu pochodzi od nazwy handlowej "SpeedVac”.
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C.3.2 Derywatyzacja na kolumnie wstepnej

Poniewaz niezmienione aminokwasy dajg bardzo rézne sygnaty fotometryczne, przed oznaczaniem przepro-
wadza sie je w wykrywalne pochodne [14]. Zaleca sie bardzo popularng derywatyzacje na kolumnie wstepnej
z aldehydem ftalowym (OPA) i kwasem 3-merkaptopropionowym (MPA) [14]. Powstajgce fluoryzujace po-
chodne izoindolu sg rozdzielne na kolumnie HPLC i wykrywane detektorem fluorymetrycznym. Derywatyza-
cja zalezy od czasu i temperatury i dlatego zaleca sie jej zautomatyzowanie (np. za pomocg automatycznego
dozownika).

C.3.3 Rozdziaf na HPLC

Do analizy HPLC zaleca sie zastosowanie sterowanego komputerowo podwojnego uktadu gradientowego po
stronie wysokiego cisnienia. Warunki rozdziatu wszystkich 19 aminokwaséw zalezg od, zastosowanej jako
wypetnienie kolumny, fazy odwrdconej, ktérej poszczegdlne partie mogg sie znaczgco réznié. Dlatego uzy-
teczne sg kolumny wyprébowane w tym zastosowaniu.

C.4 Obliczenia

Stezenia poszczegodlnych aminokwasow obliczane sg z ich stosunku do wzorca wewnetrznego (norwaliny).
Zsumowanie ilo$ci wszystkich poszczegdlnych aminokwaséw daje w wyniku stezenie catkowitej zawartosci
biatka. Z powodu znaczacej zawartosci wolnych aminokwasoéw w niektorych ekstraktach z rekawic, konieczne
jest dwukrotne wykonanie analizy HPLC, raz z hydrolizg i raz bez hydrolizy z HCI. Catkowita zawartos¢ ami-
nokwaséw (po hydrolizie) pomniejszona o zawartos¢ wolnych aminokwasow (bez hydrolizy) daje stezenie
biatka z lateksu.

Hydroliza polimerowych biatek wymaga przytaczenia jednej czgsteczki wody do kazdego wigzania peptydo-
wego. Powoduje to okoto 12 % btad w oznaczaniu stezenia biatka, zaktadajac réwnomolowy rozktad i srednig
mase czgsteczkowg wynoszaca 147 w przypadku wymienionych aminokwasoéw (tablica C.1). Jednak btad ten
jest prawie skompensowany utratg tryptofanu, cystyny i proliny. Doktadnos¢ i precyzja analizy aminokwaséw
za pomocag HPLC, z wykorzystaniem ovalbuminy pokazane sg w tablicy C.2.

C.5 Przykiady
C.5.1 Wzorzec (rysunek C.1 a))

Na rysunku C.1 a) przedstawiono typowy chromatogram zhydrolizowanego roztworu wzorcowego 19 amino-
kwasow w stezeniu rownomolowym. Spodziewane aminokwasy wymieniono w tablicy C.1. Asparagina i gluta-
mina zostajg catkowicie przeksztatcone w kwasy asparaginowy i glutaminowy, ktére nie wchodzg w sktad
roztworu wzorcowego. Norwalina, ktéra nie wystepuje w naturze, uzyta zostata jako wzorzec wewnetrzny.
Tryptofan i cystyna sg obecne w niezhydrolizowanym roztworze wzorcowym, ale sg niszczone przez HCI.
Prolina nie reaguje z OPA/MPA z powodu braku pierwszorzedowej grupy aminowej i dlatego nie jest wykry-
walna przy tych warunkach derywatyzacji. Lizyna czesto daje dwa piki, poniewaz jedna lub dwie z jej grup
aminowych moga reagowac¢ z OPA/MPA. Stosunek tych dwdéch pikéw zalezy od warunkéw reakcji (tempera-
tury i czasu, ktéry uptynat od chwili sporzadzenia roztworu OPA) i dlatego zmienia sie z oznaczania na ozna-
czanie, ale nie wptywa to na wyniki, jesli uwzgledni sie powierzchnie obu pikéw.

C.5.2 Ekstrakt z rekawic (rysunek C.1 b))

Chromatogram zhydrolizowanego ekstraktu z rekawic (sporzadzonego jak opisano w zatgczniku A) przedsta-
wiono na rysunku C.1 b). Ta hydroliza biatek lateksowych ujawnia calg liste spodziewanych aminokwasow
(tablica C.1). Dodatkowe piki wystepujace przy 14,23 minuty oraz przy 24,08 minuty zostaty zidentyfikowane
jako pochodzace od pochodnych TES. Piki te sg catkowicie odseparowane od wszystkich pikow pochodza-
cych od aminokwasow i nie majg wptywu na wynik analizy.
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C.6 Zalety i wady metody HPLC
C.6.1 Zalety
1. Nie zalezy od polimerowe;j struktury biatka.
2. Wykazuje najwyzsza korelacje z danymi klinicznymi (test skorny z naktuwaniem przez krople).
3. Nie sg znane substancje przeszkadzajace.
4. Wykazuje wyzszg czuto$¢ niz oznaczania kolorymetryczne.
5. Jest wysoce specyficzna dla biatek.
C.6.2 Wady
1. Nie jest metodg powszechng, stosowana jest jedynie w niewielu laboratoriach.
2. Jest czasochfonna.

3. Bardzo skomplikowana ocena wynikéw wymaga duzego doswiadczenia.
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Rysunek C.1 — Typowe chromatogramy wzorca aminokwasow i analizowanego
ekstraktu z rekawic (35 ug biatka)
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Tablica C.1 — Wykaz aminokwaséw znalezionych podczas analizy HPLC roztworu wzorcowego
(rysunek C.1. a)) i hydrolizatu ekstraktu z rekawic (rysunek C.1. b)).

Aminokwas Czas retencji (minuty) Uwagi

Wzorzec Analiza
Kwas asparaginowy (ASP) 2,52 2,52
Asparagina (ASN) - - przeksztatcona w ASP
Kwas glutaminowy (GLU) 3,23 3,24
Glutamina (GLN) - - przeksztatcona w GLU
Seryna (SER) 6,83 6,85
Histydyna (HIS) 8,60 -
Glicyna (GLY) 9,25 9,25
Treonina (THR) 9,84 9,82
Arginina (ARG) 11,24 11,21
Alanina (ALA) 12,30 12,29

- 14,23 TES (bufor ekstrakcyjny)
Tyrozyna (TYR) 17,7 -
Walina (VAL) 20,95 21,07
Metionina (MET) 21,75 21,90
Norwalina (NORVAL) 22,42 22,55 wzorzec wewnetrzny
- 24,08 TES (bufor ekstrakcyjny)
Izoleucyna (ILE) 25,15 25,32
Fenyloalanina (PHE) 25,48 25,64
Leucyna (LEU) 26,61 26,74
Lizyna (LYS) 28,41 28,44
30,65 30,60

Tryptofan (TRY) - - zniszczony przez hydrolize
Cystyna, Cysteina (CYS) - - zniszczone przez hydrolize
Prolina (PRO) - - niewykrywalna

Tablica C.2 — Wyniki analizy ovalbuminy w buforze TES o pH 7,4 oznaczonej metoda absorpcji
przy 280 nm (maksimum absorpcji biatek), za pomoca zmodyfikowanej metody Lowry’ego

i AAA (HPLC).
Biatko Ciezar UV 280 nm Metoda Lowry’ego HPLC
pg/ml pg/mi pg/ml cv (%) " pg/ml Cv (%)
Ovalbumina 10,0 10,0 10,6 8,6 10,1 8,1
Ovalbumina 25,0 25,0 25,8 8,3 254 6,3
Yevs= wspotczynnik zmiennosci (%) z 20 oznaczan dzieh po dniu.
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Zatacznik D (informacyjny)

Stownik
Alergen: Antygen wywotujacy alergie.

Przeciwciato: Immunoglobulina produkowana przez uaktywnione komorki B i komorki plazmatyczne, po ich
ekspozycji na antygen, swoista dla indukujgcego antygenu.

Antygen: Jakikolwiek zwigzek chemiczny rozpoznany przez receptory antygenowe limfocytéw. Antygeny in-
dukujg odpowiedzi immunologiczne lub tolerancje immunologiczng. Antygeny indukujace odpowiedzi immu-
nologiczne jedynie za pomoca komérek T sg antygenami T-zaleznymi podczas, gdy te, ktére nie wymagajg
pomocy komoérek T, sg antygenami T-niezaleznymi. Wszystkie immunogeny sg antygenami, ale niekoniecz-
nie wszystkie antygeny sg immunogenami (patrz takze immunogen).

Determinant antygenowy: Pojedynczy obszar antygenu (epitop) zazwyczaj dostepny na powierzchni ztozo-
nego antygenu. Epitopy sg rozpoznawane przez receptory antygenowe komorek T lub B (epitopy komérek T
lub komorek B).

Nadwrazliwos¢: Nadmiernie wzmozona odpowiedz immunologiczna na bodziec.

Nadwrazliwos¢ typu wczesnego (reakcja typu | wg Gella i Coombsa): Posta¢ alergii rozwijajgca sie, od
minut do godzin, po podaniu antygenu, w ktorej uczestniczg przeciwciata. Niezbedna jest wczesniejsza eks-
pozycja. Przyktadem jest katar sienny wywotywany przez pyiki roslin.

Immunogen: Substancja zdolna wywota¢ specyficzng odpowiedz immunologiczna, objawiajaca sie tworze-
niem specyficznych przeciwciat i/lub specyficznie zaangazowanych limfocytéw. Aby indukowaé odpowiedz
immunologiczng, immunogen powinien miec¢ strukturalnie i funkcjonalnie rozpoznawalne determinanty w celu
aktywacji komorek B i komorek T.

Limfocyt: Komorki wywodzace sie ze szpiku kostnego, z niewielkg iloscig cytoplazmy, zdolne do migracji i wy-
miany pomiedzy krwiobiegiem i tkankami, trafienia do miejsc ekspozycji na antygeny i pozostawania w tych
miejscach. Jedyne komorki, ktére specyficznie rozpoznajg i odpowiadajg na antygeny (gtéwnie z pomoca,
komorek dodatkowych). Limfocyty dzieli sie na rézne subpopulacje réznigce sie funkcjg i produktami (np.
limfocyty B, wspomagajace komorki T, cytolityczne komorki T).

Uczulenie: Indukowanie swoistej pamieci immunologicznej w wyniku ekspozycji na alergen.
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Zatacznik E (informacyjny)
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Zatacznik ZA (informacyjny)

Rozdzialy niniejszej normy europejskiej dotyczace zasadniczych wymagan i innych
postanowien dyrektyw UE

Niniejsza norma europejska zostata opracowana na podstawie mandatu, udzielonego CEN przez Komisje
Europejska i Europejskie Stowarzyszenie Wolnego Handlu, i wspiera zasadnicze wymagania dyrektywy
UE 93/42/EEC.

OSTRZEZENIE: Inne wymagania i inne dyrektywy UE moga byé zastosowane w odniesieniu do wyrobu(-6w)
objetego(-ych) zakresem niniejszej normy.

Nizej wymienione rozdziaty niniejszej normy, podane w tablicy ZA.1, sg zbieZzne z zasadniczymi wymaganiami
dyrektywy 93/42/EEC.

Stosowanie postanowien niniejszej normy jest jednym ze sposobdw osiggniecia zgodnosci z okreslonymi
zasadniczymi wymaganiami odnosnej dyrektywy i zwigzanych z nig przepiséw EFTA.

Tablica ZA.1 — Powiazania niniejszej normy europejskiej z dyrektywami UE

Rozdzial/podrozdziat niniejszej Odpowiednie zasadnicze Uwagi
normy europejskiej wymagania dyrektywy
93/42/EEC
4 1,71,7.2
4.1 1,2,6
42 7.5
43 7.5
4.5a) 13.3k)
4.5b) 13.3j), 13.3k)
4 .5e) 13.2
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Zatacznik krajowy NA
(informacyjny)

NORMY | DOKUMENTY POWOLANE W TRESCI NORMY EUROPEJSKIEJ
I ICH ODPOWIEDNIKI KRAJOWE

Normy i dokumenty Odpowiedniki krajowe
powotane w EN

EN 1041:1998 — PN-EN 1041:2001 Informacja dostarczana przez producenta wraz
z wyrobem medycznym

EN 1441:1997 — PN-EN 1441:2001 Wyroby medyczne — Analiza ryzyka
ENISO 10993 " -

The European Pharmacopoeia ? -
3rd Edition, Suppl. 2.6.14,

Bacterial endotoxins, 1998
The European Pharmacopoeia -

3rd Edition, 2.6.8
Pyrogens, 1997

" Istniejq krajowe odpowiedniki czesci 1 z roku 1997, czesci 2 z roku 1998,czesci 5 z roku 1999, czesci 7 z roku 1995, czesci 8
z roku 2000, czesci 9 z roku 1999, czesci 10 z roku 1995, czesci 11 z roku 1995, czesci 12 z 1996, czesci 13 z roku 1998, czesci 14
z roku 2001, czesci 15 z roku 2000, czesci 16 z roku 1997 — odpowiednio: PN-EN 1SO 10993-1:2001 Biologiczna ocena wyrobow
medycznych — Ocena i badanie, PN-EN ISO 10993-2:2002(U) Biologiczna ocena wyrobéw medycznych — Cze$¢ 2: Wymagania doty-
czace postepowania ze zwierzetami, PN-EN ISO 10993-5:2001 Biologiczna ocena wyrobéw medycznych — Badania cytotoksycznosci
in vitro, PN-EN ISO 10993-7:2002(U) Biologiczna ocena wyrobéw medycznych — Cze$¢ 7: Pozostatosci po sterylizacji tlenkiem etylenu,
PN-EN 1SO 10993-8:2002 Biologiczna ocena wyrobéw medycznych — Czes¢ 8: Dobdr i kwalifikacja materiatéw odniesienia do badan
biologicznych, PN-EN ISO 10993-9:2002(U) Biologiczna ocena wyrobéw medycznych — Czes$¢ 9: Ramowy plan identyfikacji i oznaczania
ilosciowego potencjalnych produktéw degradaciji, PN-EN ISO 10993-10:2002(U) Biologiczna ocena wyrobéw medycznych — Czes$¢ 10:
Badania dziatania draznigcego i uczulajacego, PN-EN ISO 10993-11:2000 Biologiczna ocena wyrobéw medycznych — Badania toksycznos-
ci ogélnoustrojowej, PN- EN ISO 10993-12:2002(U) Biologiczna ocena wyrobéw medycznych — Cze$¢ 12: Przygotowanie prébki i materia-
téow odniesienia, PN-EN 1SO 10993-13:2002 Biologiczna ocena wyrobéw medycznych — Czes$¢ 13: Identyfikacja i oznaczanie iloSciowe
produktéw degradacji wyrobéw medycznych z polimeréw, PN-EN ISO 10993-14:2002(U) Biologiczna ocena wyrobéw medycznych —
Czes¢ 14: Identyfikacja i oznaczanie ilosciowe produktéw degradaciji ceramiki, PN-EN ISO 10993-15:2002(U) Biologiczna ocena wyrobéw
medycznych — Czgs$¢ 15: Identyfikacja i ilosciowe oznaczanie produktéw degradaciji metali i stopow, PN-EN ISO 10993-16:2001 Biologicz-
na ocena wyrobow medycznych — Czes$¢ 16: Projektowanie badan toksykokinetycznych produktéw degradacji i substancji wymywal-
nych.

2 Brak odpowiednika krajowego; oryginat dokumentu dostepny jest w bibliotece Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego oraz w nie-
ktorych bibliotekach wydziatéw farmacji Akademii Medycznych; w Farmakopei Polskiej V (Tom lll, 1996) zamieszczono monografie
Badanie obecnosci endotoksyn bakteryjnych (test LAL), ktéra nie rézni sie merytorycznie od oryginatu.

% Brak odpowiednika krajowego; oryginat dokumentu dostepny jest w bibliotece Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego oraz w nie-
ktorych bibliotekach wydziatéw farmacji Akademii Medycznych; w Farmakopei Polskiej V (Tom I, 1990) zamieszczono monografie
Badanie obecnosci substancji gorgczkotworczych (pirogenéw), ktéra rézni sie od oryginatu jedynie kryteriami oceny wynikéw badan.
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