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Autokit CH50

In vitro automatizado baseado em liposomas
Para a determinagao quantitativa da Actividade Total do Complemento em Soro humano

I Por favor, ler estas instrugdes com atengéo! I

C€

Utilidade
O Autokit CH50 é um imunoensaio in vitro, automatizado, baseado em liposomas para a
determinagéo quantitativa da actividade total do complemento (CH50), em soro humano.

Resumo e explicacao do ensaio

A série do complemento, integrada por, aproximadamente, 20 proteinas séricas, tem um papel
importante no sistema imunoldgico. A actividade do complemento em amostras de soro revela
informagao importante para o diagnéstico de varias doengas. Clinicamente, a actividade do
complemento é um indicador directo das anormalidades do sistema do complemento, ao
contrario dos componentes imunoreagentes do sistema. A actividade do complemento pode ser
relacionada com as fases activas do lupus eritmatoso sistémico, artrite reumatdide, vasculite-
crioglobulimemia, algumas nefrites e imunodeficiéncias congénitas. Até ao momento, o ensaio
mais utilizado para o complemento total & baseado na hemdlise através de complemento de
eritrdcitos ricos em anticorpos.? Neste método sao necessarias diluicdes apropriadas do soro
para medir a lise das células indicadoras. Desenvolveu-se um método simples, que ndo requer
diluigdes do soro.?

No entanto, ambos os métodos sdo complicados e laboriosos e os reagentes instaveis devido a
utilizagéo de eritrdcitos. Além do mais, os sistemas hemoliticos s&o dificiimente automatizaveis
devido a instabilidade das suspensdes de eritrécitos.

Os liposomas, integrados por laminas concéntricas de bi-capas lipidicas separadas por espagos
aquosos, foram amplamente utilizados no estudo do dano produzido nas membranas celulares
pelo sistema do complemento.*

Anteriormente tinha-se descrito um ensaio homegéneo para a actividade total do complemento
baseado na imunolise dos liposomas. O grau de lise era determinado através da actividade
da fosfatase alcalina englobada e o procedimento, que se realizava de forma manual, ndo
podia ser aplicado aos auto-analisadores. Este método requeria a adigéo de varios reagentes
aos tubos de reacgdo, um tempo de reacgéo prolongado e a utilizac@o de anticorpos unidos
aos liposomas, o que poderia provocar a agregagéo e sedimentagéo dos liposomas no
reagente preparado.

Recentemente, desenvolvemos um ensaio homogéneo automatizavel, baseado em liposomas
para a determinag&o da actividade do complemento total em soro. Utiliza-se uma populagéo
homogénea de liposomas de pequeno tamanho (200 nm), que proporcionam uma dispersao
estavel e glucose-6-fosfato-deshidrogenase (G6PDH, EC 1.1.1.49) como enzima englobada
(o pH 6ptimo da G6PDH é neutro ao contrario do da fosfatase alcalina). Utilizando estes
liposomas, desenvolvemos um ensaio completamente automatico para a determinagéo da
actividade total do complemento.”

Principio do método

Quando se mistura a amostra com os liposomas e o substrato, os anticorpos presentes no
reagente combinam-se com o dinitrofenil (DNP) adicionado aos liposomas. O complexo
antigénio-anticorpo activa o complemento presente na amostra do paciente. O complemento
activado rompe a membrana do liposoma. O enzima G6PDH contido no liposoma reage com
0 NAD e a a glucose-6-fosfato (G6P) presentes no reagente. Durante a reacgéo enziméatica o
NAD reduz-se a NADH, aumentando a absorvancia para 340 nm. O aumento da absorvancia
é proporcional a actividade do complemento na amostra.

Reaccao
Reacgéo enzimética
G6PDH
D-Glucose-6-fosfato + NAD ———— B-Gluconolactona-6-fosfato + NADH

(deteccéo a 340 nm)

Reagentes
Composigao e condigdes de conservagao

Conservar a 2-10° C.
(N&o congelar)

Conservar a 2-10° C.
Conservar a 2-10° C.

R1: Liposomas 2 Frascos x 20 ml

R2: Substrato
R2a: Diluente

1 Frasco x para 20 ml
1 Frasco x 20 ml

R1: Liposomas de liposomas contendo G6PDH 4 unidades/ml

R2: Substrato Anticorpo Anti-DNP (cabra) 24 mmol/l G6P
9 mmol/l NAD

R2a: Diluente Tampéo maleatico, pH 5,0 10 mmol/l

mistura de:
5-cloro-2-metil-2H-isotiazole-3-ona
[N. CE 247-500-7] em
2-metil-2Hisotiazole-3-ona

[N. CE 220-239-6] (3:1)

Il reagente (R2a) contém compostos classificados de acordo com a Directiva 1999/ 45/ CE.

Simbolo de perigo e designacao de perigo do produto:

Xi
x Xi: Irritante
Frases R: Frases S:
R 43 Pode causar sensibilizagao em contacto S 24 Evitar o contacto com a pele.
com a pele. S 37 Usar luvas adequadas.

Standard procedure

Hitachi®717
37°C Medidas
0 5 93 100
(min)
A A 2 Princ: 340 nm
Amostra: 10 pl R2:125 pl A Sub: 700 nm
R 1: 250 pl

O procedimento padrao acima é um exemplo. As aplicagdes do instrumento estao disponiveis
em cima do pedido.

Adverténcias e medidas de precaucao

¢ Somente para uso in vitro.

¢ Este ensaio deve ser executado unicamente por pessoal técnico qualificado.
Aplicam-se o0s regulamentos e as leis nacionais e regionais correspondentes.

¢ Inapropriado para uso interno em seres humanos ou animais.

e Para operar 0 equipamento, ter em aten¢éo as indicagbes dadas no manual de

instrugdes do fabricante!

Nao misturar ou utilizar os reagentes de dois lotes diferentes.

Utilizar os recipientes e outros materiais apenas para os fins descritos para o ensaio.

Este ensaio ndo deve ser a Unica base para a obtengéo do diagndstico clinico.

Armazenar os reagentes sob as condi¢des indicadas. N&o utilizar os reagentes

apos a data de validade indicada na embalagem.

+  Néo recomendamos guardar os reagentes abertos por muito tempo. E favor fechar
bem a embalagem depois de aberta e armazena-la a temperatura indicada.

¢ Todos os materiais que entraram em contacto com a amostra devem ser
considerados como potencialmente infecciosos. O manejo de tais materiais deve
estar de acordo com as directrizes das boas praticas de laboratorio e ser executado
de maneira a corresponder as determinaces nacionais € internacionais.

*  Evitar o contacto dos reagentes com a boca, os olhos € a pele! Em caso de contacto
com a pele ou os olhos, lavar as partes afectadas com bastante agua.

¢ Quando for descartar os reagentes, ter em atengéo os regulamentos locais e
nacionais correspondentes.

Indicios de instabilidade fisica ou quimica
A presenca de precipitados nos reagentes, ou a obtengéo de valores de soro controlo fora do
estabelecido pelo fabricante pode ser uma indicagao de instabilidade no reagente.

Instrumentacao

0O reagente foi desenhado para ser utilizado nos analisadores disponiveis no mercado. Consultar
o manual de instrugBes para obter uma descricdo da sua utilizagdo e especificagdes. Os
resultados obtidos em equipamentos alternativos devem ser estabelecidos pelo utilizador final.

Obtencao e preparacao da amostra

Empregar soro como amostra. Recomenda-se medir a actividade do complemento
imediatamente depois de ter separado o soro. Se for necessario, armazenar a amostra a-70°C,
ou a temperatura inferior. O &cido ascorbico, a bilirrubina, a hemoglobina e a as amostras
lipémicas turvas néo tém um efeito significativo nos resultados.

Materiais Fornecidos
Ver o item ,Reagentes”

Materiais necessarios mas nao fornecidos
Analisador automatizado

Calibrador CH50 (Codigo N° 997-43801)

Controlo de Complemento (Cddigo N° 991-43701)

Preparacéao dos reagentes

Reagente 1: (R1)

Utilizar os liposomas (1) tal como s&o formecidos. A solug@o é estével até a data de validade.
Reagente 2: (R2) + (R2a)

Reconstruir uma embalagem (para 20 ml) dos Substrato (R2) com uma embalagem(20 ml) de
Diluente (R2a) para preparar a Solugéo Substrato. A Solugéo Substrato é estavel durante 40
diasa2-10°C

Calibrador: CAL

Aferir 0s 0,5 ml de 4gua destilada ou desionizada para dissolver o contetido de cada calibrador.
Uma vez reconstituido manter a solugao em gelo e usé-la num periodo de 8 horas.

Manufaturado perto:

al Wako Chemicals GmbH
FuggerstraBe 12, D-41468 Neuss
Telephon(e): +49-2131-311-0
Facsimile: +49-2131-311-100
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Resultados
Os resultados sdo calculados automaticamente e exprimem-se em unidades de
concentragao.

Calibracao
0 ensaio CH50 é calibrado com uma curva que representa a absorvancia face a concentragéo.
Recomenda-se que a calibragdo seja efectuada pelo menos uma vez por semana.

Controlo de Qualidade

Recomenda-se um programa de controlo de qualidade para todos os laboratérios clinicos.
Para monitorizar o funcionamento da técnica € recomendavel a analise de materiais de
controlo em diversos intervalos normais e patologicos. Os valores obtidos devem estar entre
os limites indicados pelo fabricante. Se o material de controlo ndo tem valores estabelecidos,
o laboratério devera realizar o nimero de analises necessarias para obter valores dentro de
um intervalo aceitavel.

Limitac6es do procedimento
O intervalo de medi¢&o do Autokit CH50 é de 10-60 U/ml.

Valores esperados

Soro: 23-46 Uml.

Ja que os valores esperados sao condicionados pela idade, sexo, dieta, localizagdo geogréfica
e outros factores, cada laboratdrio deve estabelecer o seu préprio intervalo.

Resultados analiticos

Exatidao (WAKO-30R)
Ne Esperado Observado Recuperagdo
(U/ml) (Uml) (%)
1 27,1 31,0 14,4
2 36,5 40,0 109,6
3 47,3 47,0 99,4
4 54,6 535 98,0
Precisao (WAKO-30R)
Teste preliminar de precisao. Precisdo intra-ensaio
Processo # Amostra # Replicados Média SD cv
(U/mi) (%)
1 1 21 49,5 0,5 1,10
1 2 21 259 03 1,35
2 1 21 46,2 05 1,14
2 2 21 279 03 1,05
Precisao total
Os dados foram recolhidos de acordo com as directivas NCCLS
Nivel # dias Média SD cv S, S,
deconcentragao de ensaio (U/ml) (%)
High 21 483 1,57 32 18,9 22,1
Low 21 26,9 1,54 57 16,6 16,7

Sensibilidade: o nivel minimo detectavel de CH50 foi estimado em 10 U/ml.

Especificidade (WAKO-30R)

Estudo de adicao

Acido ascorbico (mg/dl) None 10 20 30 40 50
CH50 (U/ml) 36,0 36,0 36,0 35,0 355 355
Hemoglobina (mg/dl) None 8 16 24 32 40
CH50 (U/ml) 35,0 36,0 36,0 36,0 37 37
Hemoglobina (mg/dl) None 100 200 300 400 500
CH50 (U/ml) 40 40 40 40 40 39,5
Interferéncias

Concentragdes de &cido ascorbico até 50 mg/dl, hemoglobina até 500 mg/dl e bilirubina até
40 mg/dl ndo interferem de forma significativa com on Autokit CH50.
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Apresentacao

Codigo Produto Apresentagao

995-40801 Autokit CH50 R1: 2x20ml
R2: 1 x para 20 ml
R2a: 1x20ml

997-43801 CH50 Calibrator CAL:  5Conc. x para 0,5 ml

991-43701 Complement Control : 10 x para 0,5 ml (High)
L: 10x para 0,5 ml (Low)
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