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Saggio immunoliposomico in vitro

Per la determinazione dell’attivita Complementare Totale nel Siero umano

Si prega di leggere attentamente queste norme!
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Finalita d’'uso

Il test Autokit CH 50 & un saggio immunoliposomico (liposom immunoassay = LIA) in vitro
automatizzato per la determinazione quantitativa dell’attivita complementare totale (CH50) nel
siero umano.

Riassunto e spiegazione del test

Il sistema complementare composto da circa 20 proteine plasmatiche svolge un ruolo
importante nella difesa immunologica del corpo. Lattivita complementare nel siero umano
puo fornire quindi informazioni importanti per la diagnosi di molte malattie. Dal punto di vista
clinico Iattivita complementare funge da indicatore diretto di anormalita di sistemi
complementari e si distingue dai componenti immunoreattivi del sistema. Lattivita
complementare € stata correlata con la fase attiva di lupus eritematoso sistemico (SLE),
artrite reumatica, vasculite-crioglobilineamia, alcune forme di nefrite € anomalie congenite
del sistema complementare.' Finora la determinazione dell’attivita complementare totale era
basata normalmente sull’emolisi complemento-mediata di eritrociti sensibilizzati con
anticorpi.? Per misurare la lisi degli indicatori con questo metodo erano perd necessarie
diluizioni adeguate del siero ed & stato quindi sviluppato un metodo pit semplice senza
diluizione del siero.®

Entrambi i metodi sono comunque complicati e dispendiosi ed i reagenti non sono inalterabili
a causa dell'impiego di eritrociti. Oltretutto, I'automatizzare di un test del complemento
emolitico si & rivelata difficile per I'instabilita della distribuzione degli eritrociti.

| liposomi sono composti da gusci concentrici di bilayer lipidici (doppio strato lipidico)
separati da fasi acquose e sono stati esaminati intensamente in relazione al danneggiamento
immunitario complemento-mediato delle membrane cellulari.**

Un test omogeneo per la determinazione dell’attivita complementare totale, basata sul
reagente lisante (immunolyse) dei liposomi, & gia stata pubblicata.® L'entita della lisi dei
liposomi viene determinata in base all’attivita della fosfatasi alcalina incorporata. La
procedura viene effettuata manualmente e non & possibile eseguirla in dispositivi di analisi
automatica. Questo metodo richiede I'aggiunta di molti reagenti nelle provette, un lungo
tempo di reazione e I'impiego di liposomi che si legano agli anticorpi e che, probabilmente,
inducono la formazione di aggregati e la sedimentazione dei liposomi nel reagente preparato.
Abbiamo sviluppato un test automatico ed omogeneo per la determinazione dell’attivita
complementare totale nel siero umano a base di liposomi. A questo scopo abbiamo utilizzato
una popolazione omogenea di liposomi (200 nm) che ha mostrato una distribuzione stabile,
e abbiamo inglobato I'enzima glucosio-6-fosfato deidrogenasi (G6PDH, EC 1.1.1.49) (il pH
ottimale del G6PDH & situato nel campo neutro rispetto alla fostatasi alcalina). Questi
liposomi ci hanno consentito di sviluppare un sistema di test automatico per la
determinazione dell’attivita complementare totale.’

Principio del test

Se il campione del paziente viene mescolato con i liposomi ed il substrato, gli anticorpi dal
reagente si uniscono al gruppo dinitrofenile dei liposomi, e questo complesso antigene/
anticorpo attiva i componenti complementari nel campione. | componenti complementari
attivati rompono la membrana dei liposomi e liberano I'enzima GBPDH che reagisce con il NAD
(nicotinamide adenindinucleotide) e il glucosio-6-fosfato (G6P) della sostanza reagente. In
questa reazione enzimatica il NAD viene ridotto a NADH (forma ridotta di nicotinamide
adenindinucleotide) che provoca un incremento dell’assorbimento a 340 nm. Questo
incremento dell’assorbimento & proporzionale all’attivita del complemento nel campione.

Reazioni
Reazione enzimatica
G6PDH
D-glucosio-6-fosfato + NAD —_— B-gluconolattone-6-fosfato + NADH

(riscontro a 340 nm)

Preparazione del reagente

Reagente 1: (R1)
I liposomi (R1) vengono forniti pronti per I'uso. Questa soluzione € inalterabile fino alla data di
scadenza indicata.

Reagente 2: (R2) + (R2a)

Per la preparazione della soluzione di substrato ricostituire un flacone (per 20 mL) del
substrato (R2) con un flacone (20 mL) del diluente (R2a). La soluzione di substrato si conserva
40 giorni ad una temperatura di 2-10 °C.

Reagenti
Contenuto e condizioni di stoccaggio
R1:  Liposomi 2 flaconi x 20 mL Conservare a 2-10 °C

(Non congelare)

R2:  Substrato 1 flacone x per 20 mL Conservare a 2-10 °C

Metodo standard
Temperatura: 37 °C (Hitachi® 717)

Bianco J, Misura
0 5 94  10.0
| i 7 (min)
) i  princ: 340 nm
Campione: 10 pL R2:125 1l A second: 700 nm
R1: 250 pi

Questa & la procedura standard. Diverse applicazioni per gli apparecchi sono disponibili su
richiesta.

Avvertenze e precauzioni

e Solo per uso diagnostico in vitro.

e ['uso e I'applicazione di questo test & riservata esclusivamente a personale specializzato
in possesso di formazione specifica. Far riferimento alle norme ed alle leggi vigenti a livello
nazionale e locale.

o Non puo essere usato in vivo sul’uomo o su animali.

e Per I'uso delle apparecchiature si prega di seguire il manuale operativo del costruttore in
condizioni appropriate.

e Non mescolare i reagenti con numeri di lotto diversi.

o Utilizzare i contenitori e i materiali solo allo scopo descritto per questa procedura.

e Questa analisi non dovra costituire I'unico fattore determinante per la definizione di una
diagnosi clinica.

e (Conservare i reagenti alle condizioni indicate. Non utilizzare i reagenti dopo la data di
scadenza indicata sulle etichette di ogni flacone di reagente.

e Si sconsiglia la conservazione prolungata dei reagenti aperti. Dopo I'apertura, richiuderli
bene e conservarli alla temperatura indicata.

e In ogni caso, dato che nessun metodo, put offrire una completa sicurezza inmerito
allassenza di agenti infettivi, questi prodotti dovrebbero essere trattatiseguendo le
medesime precauzioni di sicurezza cui bisogna attenersi quandosi trattano altri materiali
potenzialmente infettanti.

e Se i reagenti vengono a contatto con la bocca, gli occhi o la pelle, lavare via
immediatamente con acqua abbondante. Rivolgersi ad un medico se necessario.

e Per lo smaltimento dei reagenti, attenersi alla normativa regionale e nazionale.

Ulteriori dati (R1,R2a)

EUH208 Contiene miscela di: 5-cloro-2-metil-2 H-isotiazol-3-one; 2-metil-2H-isotiazol-
3-one. Puo provocare una reazione allergica.

Indizi fisici e chimici di instabilita

La presenza di precipitati nei reagenti oppure il rilevamento nei sieri di controllo di valori
esterni al campo indicato dal produttore pud segnalare un’instabilita dei reagenti.

Dispositivi

| reagenti sono previsti per I'uso nei dispositivi comuni di analisi automatica. Per le regolazioni
e le specifiche del dispositivo fare riferimento al relativo manuale tecnico. Gli standard di
prestazioni su dispositivi alternativi devono essere stabiliti dall’utente finale.

Prelievo e conservazione dei campioni

Utilizzare il siero come campione.

Si consiglia di determinare I'attivita complementare del campione immediatamente dopo la
separazione del siero. In caso di necessita & possibile inmagazzinare i campioni a -70 °C o
ad una temperatura inferiore. L'acido ascorbico, la bilirubina, I'emoglobina e I'intorbidamento
causato da lipidi non influenzano significativamente la misurazione. (vedi Prestazioni).

Materiali forniti
Vedi sezione con il titolo ,,Reagenti“.

Materiali necessari ma non contenuti nella fornitura normale
Dispositivo di analisi automatica

Calibratore CH50 (n. ordinazione: 997-43801)

Materiale per il controllo della qualita (n. ordinazione: 991-43701)

Risultati
| risultati finali vengono calcolati automaticamente e indicati in concentrazioni.

Calibratura
Il test CH50 crea una curva di calibratura con indicazione dell’assorbimento rispetto alla
concentrazione. Si consiglia di eseguire almeno una calibratura alla settimana.

R2a: Diluent 1 flacone x 20 mL Conservare a 2-10 °C Controllo della qualita
R1:  Liposomi Contiene G6PDH 4 unita/mL Si raccomanda a tutti i laboratori clinici di eseguire il controllo della qualita. Si consiglia
R2:  Substrato Contiene anticorpi anti-DNP, (capra) 24 mmol/L G6P I’esame di seri di controllo con coefficienti di valori all’interno e all’esterno del campo normale
9 mmol/L NAD per ogni test in modo da controllare la prestazione del test stesso. | valori ottenuti per i controlli
R2a: Diluente Contiene tampone maleato pH 5,0 5 mmol/L dgvono rientrare nei campi indi(_:ati dal prolduttore.lln caso di rilevamgnto di valori di mqtgriale
di controllo non ancora testato, il laboratorio deve innanzitutto eseguire un numero sufficiente
di definizioni per ogni coefficiente di valori dei campioni di controllo per determinare i valori
nominali della media e del campo di controllo.
Produttore: FUJIFILM Wako Chemicals Europe GmbH
Fuggerstr. 12 - 41468 Neuss - Germany
Telephone: +49 2131 311 272 - Fax: +49 2131 311 110
IT 0324D8 1 diagnostics_wkeu@fuijifilm.com - www.wako-chemicals.de
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Limiti del metodo
a) Lintervallo di misura dell’Autokit Wako CH50 & 10-60 U/mL.
b) Se i campioni sono diluiti, i risultati del test potrebbero non essere accurati.

Campo di riferimento
Siero: 31,6-57,6 U/mL.?

Lintervallo di riferimento € stato calcolato in base ad una distribuzione normale dei valori. Su
un totale di 880 soggetti ne sono stati selezionati 243 che presentano valori compresi negli
intervalli di riferimento in relazione a 12 parametri biochimici. Questo studio € stato effettuato
in Giappone. (Dati internoi).

Siccome i valori di riferimento sono influenzati da eta, sesso, alimentazione, ambiente locale
e altri fattori, ogni laboratorio dovrebbe determinare i propri valori di riferimento per questo
metodo.
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L'acido ascorbico fino ad una concentrazione di 50 mg/dL, I'emoglobina fino ad una
concentrazione di 500 mg/dL e la bilirubina fino ad una concentrazione di 40 mg/dL non Presentaciones
hanno alcun influsso significativo sul test Autokit CH50. A .
N. ordininazione Prodotto Conditionnement
Prestazioni 995-40801 Autokit CH50 R1: 2x20mL
ffattezza (w\;Aa'I(:erinziferimento (U/mL) Valore misurato (U/mL) Rintracciabilita (%) Ega 1 iggrng "
995-40802 Autokit CH50 Small R1: 1x20mL
1 211 31,0 144 R2: 1xper11mL
2 36,5 40,0 109,6 R2a: 1x11mL
3 473 47,0 99,4 997-43801 CH50 Calibrator CAL: 5 conc. x per 0,5 mL
4 54,6 53,5 98,0 991-43701 Complement Control H: 10 x per 0,5 mL (alto)
L: 10 x per 0,5 mL (basso)
Precisione (WAKO-30R)
Precisione nella serie
Esec. # Campione # Replicati VM (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 21 279 03 1,05
Precisione complessiva
Camp di # giorni M SD CV (%) Sur Sr
concentrazione de test (U/mL)
basso 21 26,9 1,54 57 16,6 16,7
alto 21 48,3 1,57 32 18,9 22,1
| dati sono stati rilevati conformemente alle direttive NCCLS.
Sensitivita: Il limite di riscontro del test CH50 é stato rilevato a 10 U/mL.
Specificita (WAKO-30R)
Esame di accrescimento
Acido ascorbico (mg/dL) nessuno 10 20 30 40 50
CH50 (U/mL) 36,0 36,0 36,0 35,0 35,5 35,5
Bilirubina (mg/dL) nessuno 8 16 24 32 40
CH50 (U/mL) 35,0 36,0 36,0 36,0 37,0 37,0
Emoglobina (mg/dL) nessuno 100 200 300 400 500
CH50 (U/mL) 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 39,5
Produttore: FUJIFILM Wako Chemicals Europe GmbH
Fuggerstr. 12 - 41468 Neuss - Germany
Telephone: +49 2131 311 272 - Fax: +49 2131 311 110
IT 0324D8 2 diagnostics_wkeu@fuijifilm.com - www.wako-chemicals.de




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


