
Autokit CH50/Autokit CH50 small 
Ανοσοδοκιµασία λιποσωµάτων in vitro  
Για τον ποσοτικό προσδιορισµό της ολικής δραστηριότητας του συµπληρώµατος στον ανθρώπινο ορό

HP
 9

95
-4

08
01

 
03

24
D1

 

Κατασκευαστής: FUJIFILM Wako Chemicals Europe GmbH 
Fuggerstr. 12 · 41468 Neuss · Germany 

Telephone: +49 2131 311 272 · Fax: +49 2131 311 110 

diagnostics_wkeu@fujifilm.com · www.wako-chemicals.deEL 0324D1 1

 
Προβλεπόµενη χρήση   
Η δοκιµασία Wako Autokit CH50 είναι Ανοσοδοκιµασία λιποσωµάτων (LIA) in 
vitro Για τον ποσοτικό προσδιορισµό της ολικής δραστηριότητας του 
συµπληρώµατος (CH50) στον ανθρώπινο ορό µε αυτοµατοποιηµένη διαδι-
κασία. 
 
Περίληψη και εξήγηση της δοκιµασίας 
Ο καταρράκτης του συµπληρώµατος, που αποτελείται από ~ 20 
πρωτεΐνες ορού, διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στο ανοσολογικό 
αµυντικό σύστηµα του οργανισµού. Η δραστηριότητα του συµπληρώ-
µατος στους ανθρώπινους ορούς µπορεί να παρέχει σηµαντικές πληρο-
φορίες για τη διάγνωση πολλών ασθενειών. Κλινικά, η δραστηριότητα 
του συµπληρώµατος αποτελεί άµεσο δείκτη των ανωµαλιών του συστή-
µατος συµπληρώµατος και διαφέρει από τα ανοσοδραστικά συστατικά 
του συστήµατος. Η δραστηριότητα του συµπληρώµατος έχει συσχετιστεί 
µε το ενεργό στάδιο του συστηµατικού ερυθηµατώδους λύκου, της ρευµα-
τοειδούς αρθρίτιδας, της κρυοσφαιριναιµίας-αγγειίτιδας, ορισµένων 
µορφών νεφρίτιδας και των κληρονοµικών ανεπαρκειών του συστήµατος 
του συµπληρώµατος.1 Παλαιότερα, η πιο συχνά χρησιµοποιούµενη δοκι-
µασία για τη συνολική δραστηριότητα του συµπληρώµατος βασιζόταν 
στην αιµόλυση µε τη µεσολάβηση του συµπληρώµατος των ευαισθητο-
ποιηµένων σε αντισώµατα ερυθροκυττάρων.2 Στη µέθοδο αυτή, απαιτού-
νται κατάλληλες αραιώσεις ορού για τη µέτρηση της λύσης των 
κυττάρων-δεικτών. Έχει αναπτυχθεί µια απλούστερη µέθοδος, η οποία 
δεν απαιτεί αραίωση ορού.3  
Ωστόσο, και οι δύο µέθοδοι είναι περίπλοκες και χρονοβόρες και τα αντι-
δραστήρια δεν είναι σταθερά λόγω της χρήσης ερυθροκυττάρων. 
Επιπλέον, είναι δύσκολο να αυτοµατοποιηθεί µια δοκιµασία αιµολυτικού 
συµπληρώµατος λόγω της ασταθούς φύσης της διασποράς των ερυθρο-
κυττάρων.  
Τα λιποσώµατα, τα οποία αποτελούνται από οµόκεντρα κελύφη λιπι-
δικών διπλοστοιβάδων που διαχωρίζονται από υδατικά διάκενα, έχουν 
χρησιµοποιηθεί εκτενώς για τη µελέτη της ανοσολογικής βλάβης των 
κυτταρικών µεµβρανών µε τη µεσολάβηση του συµπληρώµατος.4,5  Μια 
οµοιογενής δοκιµασία για τη συνολική δραστηριότητα του συµπληρώ-
µατος που βασίζεται στην ανοσολογική λύση των λιποσωµάτων έχει 
αναφερθεί στο παρελθόν.6 Ο βαθµός λύσης των λιποσωµάτων προσδιο-
ρίζεται από τη δραστικότητα της αλκαλικής φωσφατάσης που έχει 
εγκλωβιστεί και η διαδικασία, η οποία εκτελείται χειροκίνητα, δεν µπορεί 
να εφαρµοστεί σε αυτοµατοποιηµένους εργαστηριακούς αναλυτές.  
Η µέθοδος αυτή απαιτεί την προσθήκη πολλών αντιδραστηρίων σε λιπα-
ντικά αντίδρασης, µακρά διάρκεια αντίδρασης και τη χρήση αντισω-
µάτων που δεσµεύουν τα λιποσώµατα, τα οποία ενδέχεται να προκαλέ-
σουν συσσωµάτωση και καθίζηση των λιποσωµάτων στο παρασκευα-
σµένο αντιδραστήριο.  
Αναπτύξαµε µια αυτοµατοποιηµένη οµοιογενή δοκιµασία µε βάση τα 
λιποσώµατα για τη συνολική δραστηριότητα του συµπληρώµατος στον 
ανθρώπινο ορό. Χρησιµοποιήσαµε έναν οµοιογενή πληθυσµό λιποσω-
µάτων µικρού µεγέθους (200 nm), τα οποία παρείχαν σταθερή διασπορά, 
και αφυδρογονάση της 6-φωσφορικής γλυκόζης (G6PDH, EC 1.1.1.49) ως 
εγκλωβισµένο ένζυµο (το βέλτιστο pH της G6PDH είναι ουδέτερο σε 
σύγκριση µε αυτό της αλκαλικής φωσφατάσης). Χρησιµοποιώντας αυτά 
τα λιποσώµατα αναπτύξαµε ένα πλήρως αυτοµατοποιηµένο σύστηµα 
δοκιµασίας της συνολικής δραστηριότητας του συµπληρώµατος.7 
 
Αρχή της µεθόδου 
Όταν ένα δείγµα αναµιγνύεται µε το λιποσώµα και το υπόστρωµα, τα 
αντισώµατα στο αντιδραστήριο συνδυάζονται µε τη δινιτροφαινόλη (DNP) 
στα λιποσώµατα και στη συνέχεια τα συµπληρώµατα στο δείγµα ενεργο-
ποιούνται από το σύµπλοκο αντιγόνου-αντισώµατος. Τα ενεργοποιηµένα 
συµπληρώµατα σπάζουν τη µεµβράνη του λιποσώµατος. Το ένζυµο 
G6PDH, που περιέχεται στο λιπόσωµα, αντιδρά µε το NAD και την 6-φωσφο-
ρική γλυκόζη (G6P) στο αντιδραστήριο. Κατά τη διάρκεια αυτής της ενζυ-
µικής αντίδρασης το NAD ανάγεται σε NADH. Ως αποτέλεσµα αυτής της 
αναγωγής, η απορρόφηση στα 340 nm αυξάνεται. Η αύξηση της απορρό-
φησης είναι ανάλογη της δραστηριότητας του συµπληρώµατος στο δείγµα. 
 
Αντιδράσεις  
Ενζυµική αντίδραση 
 
 
 

 
 
Προετοιµασία αντιδραστηρίων  
Αντιδραστήριο 1: (R1) 
Χρησιµοποιήστε το λιπόσωµα (R1) όπως παρέχεται. Αυτό το διάλυµα είναι 
σταθερό µέχρι την ηµεροµηνία λήξης.  
Αντιδραστήριο  2: (R2) + (R2a) 
Ανασυστήστε µια φιάλη (για 20 ml) υποστρώµατος (R2) µε µια φιάλη (20 ml) 
αραιωτικού (R2a) για να προετοιµάσετε το διάλυµα υποστρώµατος. Το 
διάλυµα υποστρώµατος παραµένει σταθερό για 40 ηµέρες στους 2-10 °C. 

 
Αντιδραστήρια  
Περιεχόµενο και συνθήκες αποθήκευσης  
R1: Λιπόσωµα Αποθήκευση σε 2-10°C 

(Μην καταψύξετε) 
R2: Υπόστρωµα Αποθήκευση σε 2-10°C  
R2a: Αραιωτικό Αποθήκευση σε 2-10°C  
Συστατικά  
R1: Λιπόσωµα Περιέχει λιπόσωµα G6PDH 4 U/mL 
R2: Υπόστρωµα Περιέχει αντίσωµα αντι-DNP, 24 mmol/L G6P

κατσίκα 9 mmol/L NAD  
R2a: Αραιωτικό Περιέχει µηλεϊνικό ρυθµιστικό  

διάλυµα, pH 5,0 5 mmol/l   
 
Τυπική διαδικασία 
Θερµοκρασία: 37 °C (Hitachi® 717)  
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Η παραπάνω τυπική διαδικασία είναι ένα παράδειγµα. Εφαρµογές 
οργάνων είναι διαθέσιµες εάν ζητηθούν. 
 
Προειδοποιήσεις και προφυλάξεις 
• Μόνο για in vitro διαγνωστική χρήση. 
• Η χρήση και η εφαρµογή αυτής της δοκιµασίας προορίζεται µόνο για 

επαγγελµατική χρήση. Ανατρέξτε στους αντίστοιχους εθνικούς και 
τοπικούς κανονισµούς και τη νοµοθεσία. 

• Να µην χρησιµοποιείται εσωτερικά σε ανθρώπους και ζώα. 
• Χειριστείτε τα όργανα σύµφωνα µε τα εγχειρίδια χρήσης υπό κατάλ-

ληλες συνθήκες. 
• Μην αναµιγνύετε τα αντιδραστήρια από µία µονάδα δοκιµασίας µε 

εκείνα µιας άλλης µονάδας δοκιµασίας που έχει διαφορετικό αριθµό 
παρτίδας. 

• Μην χρησιµοποιείτε τα δοχεία και τα άλλα υλικά της συσκευασίας για 
σκοπούς διαφορετικούς από αυτούς που περιγράφονται στο παρόν. 

• Η κλινική διάγνωση πρέπει να καθορίζεται µε βάση τα κλινικά 
συµπτώµατα και άλλα αποτελέσµατα εξετάσεων από γιατρό. 

• Αποθηκεύστε τα αντιδραστήρια υπό τις καθορισµένες συνθήκες. Μην 
χρησιµοποιείτε τα αντιδραστήρια µετά την ηµεροµηνία λήξης που 
αναγράφεται στην ετικέτα κάθε περιέκτη αντιδραστηρίου. 

• Μετά το άνοιγµα των αντιδραστηρίων, συνιστάται η άµεση χρήση 
τους. Όταν τα ανοιγµένα αντιδραστήρια αποθηκεύονται, κλείστε τις 
φιάλες και διατηρήστε τις στις καθορισµένες συνθήκες. 

• Δεδοµένου ότι όλα τα δείγµατα είναι δυνητικά µολυσµατικά, θα πρέπει 
να αντιµετωπίζονται µε τις κατάλληλες προφυλάξεις. Ανατρέξτε στα 
αντίστοιχα πρωτόκολλα ορθής εργαστηριακής πρακτικής για την 
πρόληψη της µετάδοσης λοίµωξης και χειριστείτε τα δείγµατα 
σύµφωνα µε τυχόν άλλους τοπικούς ή εθνικούς κανονισµούς που 
αφορούν τον ασφαλή χειρισµό τέτοιων υλικών. 

• Εάν τα αντιδραστήρια έρθουν σε επαφή µε το στόµα, τα µάτια ή το 
δέρµα, ξεπλύνετε αµέσως µε µεγάλη ποσότητα νερού. Συµβουλευτείτε 
γιατρό εάν είναι απαραίτητο. 

• Κατά την απόρριψη των αντιδραστηρίων, απορρίψτε τα σύµφωνα µε 
τους τοπικούς ή εθνικούς κανονισµούς.  

Πρόσθετες πληροφορίες (R1, R2a) 
Το EUH208 περιέχει µείγµα 5-χλωρο-2-µεθυλο-2H-ισοθειαζολ-3-όνης και 2-
µεθυλο-2H-ισοθειαζολ-3-όνης. Μπορεί να προκαλέσει αλλεργική αντίδραση. 
 
Φυσικές ή χηµικές ενδείξεις αστάθειας 
Η παρουσία κατακρηµνισµάτων στα αντιδραστήρια ή τιµές των ορών 
ελέγχου εκτός του αποδεκτού εύρους του κατασκευαστή µπορεί να 
αποτελούν ένδειξη αστάθειας του αντιδραστηρίου. 
 
Όργανα 
Το αντιδραστήριο έχει σχεδιαστεί για χρήση σε αυτοµατοποιηµένους 
αναλυτές που διατίθενται στο εµπόριο. Ανατρέξτε στο εγχειρίδιο λειτουρ-
γίας για µια περιγραφή της λειτουργίας και των προδιαγραφών του 
οργάνου. Τα πρότυπα απόδοσης για τα εναλλακτικά όργανα πρέπει να 
καθορίζονται από τον τελικό χρήστη. 
 
Συλλογή και συντήρηση δειγµάτων  
Χρησιµοποιήστε ορό ως δείγµα 
Συνιστάται η µέτρηση της δραστηριότητας του συµπληρώµατος στο 
δείγµα αµέσως µετά τον διαχωρισµό του ορού. Εάν χρειάζεται, αποθη-
κεύστε τα δείγµατα στους -70 °C ή χαµηλότερα. Το ασκορβικό οξύ, η χολε-
ρυθρίνη, η αιµοσφαιρίνη και η λιπική θολερότητα δεν έχουν σηµαντική 
επίδραση στη µέτρηση.  

Να διαβάσετε προσεκτικά!



Autokit CH50/Autokit CH50 small 
Ανοσοδοκιµασία λιποσωµάτων in vitro  
Για τον ποσοτικό προσδιορισµό της ολικής δραστηριότητας του συµπληρώµατος στον ανθρώπινο ορό

 

Κατασκευαστής: FUJIFILM Wako Chemicals Europe GmbH 
Fuggerstr. 12 · 41468 Neuss · Germany 

Telephone: +49 2131 311 272 · Fax: +49 2131 311 110 

diagnostics_wkeu@fujifilm.com · www.wako-chemicals.deEL 0324D1 2

 
Παρεχόµενα υλικά   
Ανατρέξτε στην ενότητα "Αντιδραστήρια". 
 
Απαιτούµενα αλλά όχι παρεχόµενα υλικά 
• Αυτοµατοποιηµένος αναλυτής 
• Βαθµονοµητής CH50 (κωδικός αριθ: 997-43801) 
• Έλεγχος συµπληρώµατος (κωδικός αριθ: 991-43701) 
 
Αποτελέσµατα 
Τα τελικά αποτελέσµατα υπολογίζονται αυτόµατα και εκτυπώνονται σε 
συγκέντρωση. 
 
Βαθµονόµηση   
Η δοκιµασία CH50 παράγει µια καµπύλη βαθµονόµησης µε την απεικόνιση 
της απορρόφησης σε σχέση µε τη συγκέντρωση. Συνιστάται να πραγµα-
τοποιείτε βαθµονόµηση τουλάχιστον µία φορά την εβδοµάδα. 
 
Ποιοτικός έλεγχος 
Σε όλα τα κλινικά εργαστήρια συνιστάται ένα πρόγραµµα ποιοτικού 
ελέγχου. Για την παρακολούθηση της απόδοσης της διαδικασίας συνι-
στάται η ανάλυση υλικού ελέγχου τόσο στο φυσιολογικό όσο και στο µη 
φυσιολογικό εύρος µε κάθε δοκιµασία. Οι τιµές που λαµβάνονται για τους 
ελέγχους πρέπει να εµπίπτουν στα αποδεκτά όρια του κατασκευαστή. Εάν 
πρόκειται να καθοριστούν τιµές για µη δοκιµασµένο υλικό ελέγχου, το 
εργαστήριο θα πρέπει να εξετάζει κάθε επίπεδο υλικού ελέγχου αρκετές 
φορές ώστε να προκύπτει έγκυρος µέσος όρος και αποδεκτό εύρος. 
 
Περιορισµοί της διαδικασίας 
α) Το µετρήσιµο εύρος του Wako Autokit CH50 είναι 10-60 U/mL. 
β) Τα αποτελέσµατα της δοκιµασίας ενδέχεται να µην είναι ακριβή εάν τα 

δείγµατα έχουν αραιωθεί. 
 
Αναµενόµενες τιµές 
Ορός: 31,6-57,6 U/mL8 

 
Οι αναµενόµενες τιµές υπολογίζονται από µια κανονική κατανοµή τιµών. 
Από τα 880 άτοµα επιλέχθηκαν 243 άτοµα, τα οποία παρουσίασαν αποτε-
λέσµατα δοκιµασίας εντός των αναµενόµενων τιµών σε 12 βιοχηµικές 
παραµέτρους. Τα δεδοµένα αυτά πραγµατοποιήθηκαν στην Ιαπωνία. 
(Εσωτερικά δεδοµένα).  
Δεδοµένου ότι οι αναµενόµενες τιµές επηρεάζονται από την ηλικία, το 
φύλο, τη διατροφή, τη γεωγραφική θέση και άλλους παράγοντες, κάθε 
εργαστήριο θα πρέπει να καθορίζει τις δικές του αναµενόµενες τιµές για 
τη διαδικασία αυτή. 
 
Παρεµβατικές ουσίες 
Οι συγκεντρώσεις ασκορβικού οξέος έως 50 mg/dL, οι συγκεντρώσεις αιµο-
σφαιρίνης έως 500 mg/dL και οι συγκεντρώσεις χολερυθρίνης έως 40 mg/dL 
δεν έχουν σηµαντική επίδραση στη δοκιµασία Autokit CH50. 
 
Χαρακτηριστικά απόδοσης  
Ορθότητα (WAKO-30R)  
Αρ. Αναµενόµενο (U/mL) Παρατηρούµενο (U/mL) Ανάκτηση (%)  
 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  
 
Ακρίβεια (WAKO-30R)  
Ακρίβεια εντός της εκτέλεσης  

Αρ. εκτέλεσης Αρ. δείγµατος Αντίγραφα Μέσος όρος (U/mL) SD CV (%)  
 1 1 21 49,5 0,5 1,10  
 1 2 21 25,9 0,3 1,35   
 2 1 21 46,2 0,5 1,14  
 2 2 21 27,9 0,3 1,05  
 
Συνολική ακρίβεια  

Επίπεδο  Αρ. ηµερών Μέσος  SD CV (%) Swr ST 

συγκέντρωσης δοκιµασίας όρος (U/mL)   

 χαµηλό 21 26,9 1,54 5,7 16,6 16,7  
 υψηλό 21 48,3 1,57 3,2 18,9 22,1  
Τα δεδοµένα συλλέχθηκαν σύµφωνα µε τις κατευθυντήριες οδηγίες NCCLS. 
 
Ευαισθησία: Το ελάχιστο ανιχνεύσιµο επίπεδο CH50 εκτιµάται σε 10 U/mL. 

 
Εξειδίκευση (WAKO-30R)  
Μελέτη πρόσθετου  
Ασκορβικό οξύ (mg/dL) κανένα 10 20 30 40 50  
CH50 (U/ml) 36,0 36,0 36,0 35,0 35,5 35,5  
  
Χολερυθρίνη (mg/dL) κανένα 8 16 24 32 40  
CH50 (U/ml) 35,0 36,0 36,0 36,0 37,0 37,0  
  
Αιµοσφαιρίνη (mg/dL) κανένα 100 200 300 400 500  
CH50 (U/mL) 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 39,5  
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Πληροφορίες παραγγελίας  
Κωδικός Αρ. Προϊόν Συσκευασία  
995-40801 Autokit CH50 R1: 2 x 20 mL 

R2: 1 x για 20 mL 
R2a: 1 x 20 mL  

995-40802 Autokit CH50 Small R1: 1 x 20 mL 
R2: 1 x για 11 mL 
R2a: 1 x 11 mL  

997-43801 Βαθµονοµητής CH50 CAL: 5 συγκ. x για 0,5 mL  
991-43701 Έλεγχος συµπληρώµατος H: 10 x για 0,5 mL (υψηλό) 

L: 10 x για 0,5 mL (χαµηλό)  
  
 
 
 

Να διαβάσετε προσεκτικά!
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