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Lipozomalni imunoanalyza in vitro

Pro kvantitativni stanoveni celkové aktivity komplementu v lidském séru
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Zamyslené pouziti
Test Wako Autokit CH50 je lipozomalni imunoanalyza (LIA) in vitro pro kvantitativni stanoveni
celkové aktivity komplementu (CH50) v lidském séru pomoci automatizovaného postupu.

Shrnujici vysvétleni testu

Komplementova kaskada, skladajici se z ~20 sérovych proteind, hraje duleZitou roli v
imunitnim obranném systému téla. Komplementova aktivita v lidskych sérech mize poskyt-
nout duleZité informace pfi diagnostice mnoha onemocnéni. Z Klinického hlediska je komple-
mentova aktivita pfimym indikatorem abnormalit komplementového systému a li§i se od
imunoreaktivnich slozek systému. Vyskyt komplementové aktivity byl korelovana s aktivnim
stadiem systémového lupus erythematodes, revmatoidni artritidy, kryoglobulinemické vasku-
litidy, nékterymi formami nefritidy a dédicnymi deficity komplementového systému." DFive byl
nejbéznéji pouzivany test pro celkovou aktivitu komplementu zaloZen na komplementu —
zprostiedkovana hemolyza erytrocytl senzibilizovanych protilatkami.? PFi této metod& jsou k
méreni Iyzy indikatorovych bunék nezbytna vhodna fedéni séra. Byla vyvinuta jednodussi
metoda, ktera nevyZaduje redéni séra.’

0bé metody jsou v3ak slozité a ¢asové narocné a reagencie nejsou stabilni z divodu pouziti
erytrocytt. Navic je obtiZné automatizovat hemolyticky test komplementu z dtvody nestabilni
povahy disperze erytrocytt.

Lipozomy, sestavajici z soustfednych oballl lipidovych dvojvrstev oddélenych vodnymi mezi-
prostory, byly Siroce pouZivany ke studiu komplementem zprostfedkovaného imunitniho
poskozeni bunécnych membran.*® Jiz drive byl popsan homogenni test pro celkovou komple-
mentovou aktivitu zaloZeny na imunitni Iyze lipozomu.® Stupef Iyzy liposomi se urcuje ze
zachycené aktivity alkalické fosfatazy a postup, ktery se provadi rucné, nelze aplikovat na
automatizované laboratorni analyzatory.

Tato metoda vyZaduje pfidani mnoha reagencii do reakcnich maziv, dlouhy reakcni ¢as a
pouZiti protilatek vazajicich lipozomy, které by mohly vyvolat agregaci a sedimentaci lipozom
v pripravené reagencii.

Vyvinuli jsme automatizovany homogenni test na bézi lipozomt pro celkovou komplemen-
tovou aktivitu v lidském séru. PouZili jsme homogenni populaci liposomd o malé velikosti (200
nm), ktera poskytla stabilni disperzi, a glukézo-6-fosfatdehydrogenazu (G6PDH, EC 1.1.1.49)
jako zachyceny enzym (optimalni pH G6PDH je neutralni ve srovnani s alkalickou fosfatazou).
Pomoci téchto lipozomu jsme vyvinuli piné automatizovany testovaci systém pro celkovou
komplementovou aktivitu.”

Princip metody

KdyzZ je vzorek smichan s lipozomem a substratem, protilatky v reagencii se spoji s dinitrofe-
nylem (DNP) na liposomech a nasledné jsou komplementy ve vzorku aktivovany komplexem
antigen-protilatka. Aktivované komplementy naru$i membranu lipozomu. Enzym, G6PDH,
obsazeny v lipozomu, reaguje s NAD a glukdzo-6-fosfatem (G6P) v reagencii. BEhem této
enzymatické reakce se NAD redukuje na NADH. V disledku této redukce se zvySuje absor-
bance pFi 340 nm. Nérust absorbance je imémy komplementové aktivité ve vzorku.

Reakce
Enzymova reakce

G6PDH
D-glukéza-6-fosfat + NAD =—————3 B-Glukonolakton-6-fosfat + NADH
(detekce pfi 340 nm)

Priprava reagencie

Reagencie 1: (R1)

PouZzijte liposom (R1) tak, jak je dodan. Tento roztok je stabilni aZ do data expirace.
Reagencie 2: (R2) + (R2a)

Rekonstituujte jednu lahvicku (na 20 ml) substratu (R2) jednou lahvickou (20 ml) Fedidla (R2a),
abyste pripravili roztok substratu. Substratovy roztok je stabilni po dobu 40 dni pfi 2-10 °C.

Standardni postup
Teplota: 37 °C (Hitachi® 717)

Prazdny vzorek & Méreni
0 5 94 10,0
| PZ] win
\20rek: 10 pL RE: 125 pL ; z:rlc\:n;;;gmnm
R1: 250 pL

Vyse uvedeny standardni postup slouZi jako priklad. Aplikace s pristroji jsou k dispozici na
vyZadani.

Varovani a bezpecnostni opatfeni

e Pouze pro diagnostické pouZiti in vitro.

o PouZiti a aplikace tohoto testu je vyhrazena pouze pro profesionaini pouZiti. DodrZujte pfis-
lugné narodni a mistni predpisy a legislativu.

o Nesmi se pouzivat vnitfné u lidi a zvirat.

e PFistroje obsluhujte podle pokyn(i navodu k obsluze a za vhodnych podminek.

¢ Nemichejte reagencie z jedné testovaci jednotky s reagenciemi z jiné testovaci jednotky,
ktera ma jiné Cislo Sarze.

o Nadobky a jiné materialy v baleni nepouZivejte k jingm uceltim, nez jaké jsou zde popsany.

o Klinicka diagndza musi byt stanovena s Klinickymi pFiznaky a dal$imi vysledky test
|ékarem.

* Reagencie skladujte za urcenych podminek. NepouZivejte reagencie po datu expirace
uvedeném na Stitku kazdé nadobky s reagenciemi.

e Po otevieni reagencii je doporuCeno okamzité je pouzit. PFi skladovani otevienych
reagencii uzavrete lahvicky a uchovavejte je za specifikovanych podminek.

o Vzhledem k tomu, Ze véechny vzorky jsou potencialné infek¢ni, mélo by se s nimi zachazet
s naleZitou opatrnosti. Pro zabranéni prenosu infekce se Fid'te prislusnymi protokoly
spravné laboratorni praxe a zachazejte se vzorky v souladu s jakymikoli dalSimi mistnimi
nebo narodnimi predpisy tykajicimi se bezpecného zachazeni s takovymi materidly.

o Pokud se reagencie dostanou do kontaktu s Gsty, o¢ima nebo kiiZi, okamzité je promyjte
velkym mnoZstvim vody. V pfipadé potfeby vyhledejte Iékarskou pomoc.

o Pri likvidaci reagencii postupuijte v souladu s mistnimi nebo narodnimi predpisy.

Dodatecné informace (R1, R2a)
EUH208 obsahuje smés 5-chlor-2-methyl-2H-isothiazol-3-onu a 2-methyl-2H-isothiazol-
3-onu. Mize vyvolat alergickou reakci.

Fyzikalni nebo chemické pfiznaky nestability
Pfitomnost precipitatt v reagenciich nebo hodnoty kontrolnich sér mimo pFijatelné rozmezi
vyrobce muze byt znamkou nestability reagencii.

Pristroje

Reagencie je navrzena pro pouziti v komercné dostupnych automatickych analyzatorech.
Popis provozu pristroje a prislusné specifikace naleznete v navodu k obsluze. Vykonové normy
pro alternativni pristrojové vybaveni musi stanovit koncovy uZivatel.

Sbér a konzervace vzorku

Jako vzorek pouzijte sérum

Je doporuceno mérit komplementovou aktivitu ve vzorku ihned po separaci séra. V pripadé
potreby skladujte vzorky pfi teploté -70 °C nebo nizsi. Kyselina askorbova, bilirubin, hemo-
globin a lipemicky zakal nemaji na hodnoty méreni vyznamny vliv.

Dodavané materialy
Viz ¢ast s nazvem ,Reagencie.

Potiebny, ale nedodavany material

Reagencie o Automatizovany analyzator
Obsah a podminky skladovéni o Kalibrator CH50 (kod ¢.: 997-43801)
o Kontrola komplementu (kod ¢.: 991-43701
R1: Liposom Skladujte p¥i 2-10 °C P ( )
(nezmrazovat) Vysledky
R2: Substrat Skladujte pri 2-10 °C Konecné vysledky jsou automaticky vypocitany a vytistény v koncentraci
R2a: Redidlo Skladujte pFi 2-10 °C yoledky J y vypocitany a vytisteny :
Ingredience Kalibrace
R1:  Liposom Obsahuje liposom GEPDH 4U/ml Test CH50vvytvéF|' kglitzraéni kFi\!k}J vynesgninl zavislosti absorbance na koncentraci. Kalibraci
R2  Substrit Obsahuje anti-DNP protilétku, kozi 24 mmol/l G6P se doporucuje provadet alespon jednou tydne.
mmol/l NAD .
—— - — 9 / Kontrola kvality
R2a:  Redidlo Obsahuje maleatovy pufr, pH 5,0 5 mmol/l Program kontroly kvality se doporucuje pro vechny Klinické laboratore. Pri monitorovani
vykonu postupu se doporucuje provedeni analyzy kontrolniho materidlu v normainim i abnor-
malnim rozsahu u kaZdého testu. Ziskané hodnoty pro kontroly by mély spadat do pFijatelnych
rozsaht urcenych vyrobcem. Pokud maji byt stanoveny hodnoty pro neanalyzovany kontrolni
material, laboratoF by méla testovat kazdou hladinu kontrolniho materialu tolikrat, aby byla
schopna urcit platny primér a pFijatelné rozmezi.
Vyrobce: FUJIFILM Wako Chemicals Europe GmbH
Fuggerstr. 12 - 41468 Neuss - Germany
Telephone: +49 2131 311 272 - Fax: +49 2131 311 110
CZ 0324D1 1 diagnostics_wkeu@fuijifilm.com - www.wako-chemicals.de
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Pro kvantitativni stanoveni celkové aktivity komplementu v lidském séru

Omezeni postupu
a) Méfitelny rozsah Sady pro automatické testovani Wako CH50 Cini 10-60 U/ml.
b) Vysledky testu nemusi byt pfesné, pokud jsou vzorky naredény.

Ocekavané hodnoty
Sérum: 31,6-57,6 U/ml.¢

0Ocekavané hodnoty jsou vypocteny béznym rozdélenim hodnot. Z 880 osob bylo vybrano 243
osob, které vykazovaly vysledky testu v ramci ocekavanych hodnot ve 12 biochemickych
parametrech. Tyto Udaje byly ziskany v Japonsku. (Interni tdaje).

JelikoZ ocekavané hodnoty jsou ovlivnény vékem, pohlavim, stravou, geografickou polohou a

dalSimi faktory, méla by si kaZda laborator stanovit vlastni ocekavané hodnoty pro tento
postup.

Interferujici latky
Koncentrace kyseliny askorbové do 50 mg/dl, koncentrace hemoglobinu do 500 mg/dl a
koncentrace bilirubinu do 40 mg/dl nemaji na test provadény Sadou pro automatické testo-
vani CH50 vyznamny vliv.

Vykonové charakteristiky
PFesnost (WAKO-30R)

C. 0cekavana hodnota Pozorovana hodnota Obnovitelnost
(U/ml) (U/ml) (%)
1 27,1 31,0 114,4
2 36,5 40,0 109,6
3 47,3 47,0 99,4
4 54,6 53,5 98,0

Presnost (WAKO-30R)
Presnost v ramci cyklu

C. cyklu €. vzorku Replikity ~ Pr(mér (U/ml) SD CV (%)
1 1 21 495 05 1,10
1 2 21 25,9 03 1,35
2 1 21 46,2 05 1,14
2 2 21 27,9 0,3 1,05

Celkova presnost

Hladina Pocet Primér SD CV (%) Swr Sr

koncentrace dnitestu  (U/ml)

nizka 21 26,9 1,54 57 16,6 16,7
vysoka 21 48,3 1,57 3,2 18,9 22,1

Udaje byly shroméazdény podle pokynii organu NCCLS.
Citlivost: Minimalni detekovatelna hladina CH50 se odhaduje na 10 U/ml.

Specificnost (WAKO-30R)
Pridavna studie
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Informace k objednavce

Cislo kodu Vyrobek Baleni
995-40801 Sada pro automatické R1: 2x20ml
testovani CH50 R2:  1xpro20ml
R2a: 1x20ml
995-40802 Sada pro automatické R1:  1x20ml
testovani CH50 (mald) R2: 1xpro11ml
R2a: 1x11ml
997-43801 Kalibrator CH50 KAL: 5 konc. x pro 0,5 ml
991-43701 Kontrola komplementu V: 10 x pro 0,5 ml (vys.)

L: N: 10 x pro 0,5 ml (nizk.)

Kyselina askorbova (mg/dI) - 10 20 30 40 50
CH50 (U/ml) 36,0 36,0 36,0 35,0 355 355
Bilirubin (mg/dl) - 8 16 24 32 40
CH50 (U/ml) 35,0 36,0 36,0 36,0 37,0 37,0
Hamoglobin (mg/dl) - 100 200 300 400 500
CH50 (U/ml) 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 39,5
Vyrobce: FUJIFILM Wako Chemicals Europe GmbH
Fuggerstr. 12 - 41468 Neuss - Germany
Telephone: +49 2131 311 272 - Fax: +49 2131 311 110
CZ 0324D1 2 diagnostics_wkeu@fuijifilm.com - www.wako-chemicals.de
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