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INTENDED USE

The Wieslab® Complement system Classical pathway is an enzyme immunoassay for the qualitative
and/or semi-quantitative determination of functional classical complement pathway in human
serum.The analysis should be performed by trained laboratory professionals.

FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE.

SUMMARY AND EXPLANATION

The complement system plays an essential role in chronic, autoimmune and infectious disease. There
are three pathways of complement activation (fig. 1), namely the classical, the alternative and the lectin
pathway.

C3
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Lectin pathway
C4b2
(MBL, MASP -2, C4, C2) a _—
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Impaired complement activity causes humans to become susceptible to repetitive fulminant or severe
infections and may contribute to development of autoimmune disease. Inappropriate activation of
complement contributes to chronic inflammation and tissue injury.

In vitro activation of the complement sequence leads to the consumption of complement components
which, in turn, leads to a decrease in their concentration. Thus, the determination of complement
proteins or complement activity is used to indicate whether the complement system has been activated
by an immunologic and/or pathogenic mechanism. Both functional and immunochemical complement
measurements are used to evaluate patients when a complement-activating disease is suspected or an
inherited deficiency is possible. The level of complement activity evaluated by functional assays such
as Wieslab® Complement kit takes into account the rate of synthesis, degradation, and consumption of
the components and provides a measure of the integrity of the pathways as opposed to
immunochemical methods which specifically measure the concentration of various complement
components.

PRINCIPLE OF THE WIESLAB® COMPLEMENT CLASSICAL PATHWAY ASSAY

The Wieslab® Complement Classical pathway assay combines principles of the hemolytic assay for
complement activation with the use of labelled antibodies specific for neoantigen produced as a result
of complement activation. The amount of neoantigen generated is proportional to the functional activity
of complement pathways.

In the Complement CP kit, the wells of the microtitre strips are coated with specific activators of the
classical pathway. This in combination with sample dilution buffer composition and patient serum
dilution level ensure that only the Classical pathway is activated.

During the incubation of the diluted patient serum in the wells, complement is activated by the specific
coating. The wells are then washed and the amount of C5b-9 complex formed on the plate surface is
detected with a specific alkaline phosphatase labelled antibody to the C5b-9 neoantigen formed during
MAC (Membrane Attack Complex) formation.



COMPL CP310, LABEL-DOC-0031, 2.0

After a further washing step, detection of specific antibodies is obtained by incubation with alkaline
phosphatase substrate solution. The amount of complement activation correlates with the colour
intensity and is measured in terms of absorbance (optical density (OD).

WARNINGS AND PRECAUTIONS

- FORIN VITRO DIAGNOSTIC USE.

- The human serum components used in the preparation of the controls in the kit have been
tested for the presence of antibodies to human immunodeficiency virus 1 & 2 (HIV 1&2),
hepatitis C (HCV) as well as hepatitis B surface antigen by FDA approved methods and found
negative. Because no test methods can offer complete assurance that HIV, HCV, hepatitis B
virus, or other infectious agents are absent, specimens and human-based reagents should be
handled as if capable of transmitting infectious agents.

- The Centers for Disease Control and Prevention and National Institutes of Health recommended
that potentially infectious agents be handled at the Biosafety Level 2.

- All solutions contain ProClin 300 as a preservative. Never pipette by mouth or allow reagents or
patient sample to come into contact with skin. Reagents containing ProClin may be irritating.
Avoid contact with skin and eyes. In case of contact, flush with plenty of water.

- Safety data sheet for all hazardous components contained in this kit is available on request from
Svar Life Science.

BUF WASH 30X CONTROL -
DIL SUBS | pNPP
CONJ

Warning Contains ProClin 300:

Reaction mass of: 5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one [EC no. 247-500-7]
and 2-methyl-4-isothiazolin-3-one [EC no. 220-239-6] (3:1)

H317: May cause an allergic skin reaction.

P264: Wash hands thoroughly after handling.

P280: Wear protective gloves/protective clothing/eye protection/face
protection.

P302+352: IF ON SKIN: Wash with plenty of soap and water.
P333+313: If skin irritation or rash occurs: Get medical advice/attention.

SPECIMEN COLLECTION

Blood samples are to be collected using aseptic venipuncture technique and serum obtained using
standard procedures. A minimum of 5 mL of whole blood is recommended. Allow blood to clot in serum
tubes, for 60-65 minutes at room temperature (20-25° C). Centrifuge blood samples and transfer cell-
free serum to a clean tube. Sera must be properly handled to prevent in vitro complement activation.
Sera should be frozen at -70° C or lower in tightly sealed tubes for extended storage or for transport on
dry ice. Samples should not be frozen and thawed more than once.

Do not use sera which are icteric, lipemic and hemolyzed. Heat-inactivated sera cannot be used.
Plasma cannot be used. The CLSI provides recommendations for storing blood specimens (Approved
Standard-Procedures for the Handling and Processing of Blood Specimens, H18A, 1990).
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KIT COMPONENTS AND STORAGE OF REAGENTS

- One frame with blue coloured break-apart wells (12x8) coated with human IgM, sealed in a foil
pack with a desiccation sachet.

- 2x 35 mL Diluent CP (Dil CP), labelled blue.

- 13 mL conjugate containing alkaline phosphatase-labelled antibodies to C5b-9 (blue colour).

- 13 mL Substrate solution ready to use.

- 30 mL wash solution 30x concentrated.

- 0.2 mL negative control (NC) containing human serum (to be diluted as for a patient serum
sample).

- Lyophilized positive control (PC) containing freezed dried human serum, to be reconstituted in
0.2 mL distilled water, see “Reconstitution of positive control”, below.

- Lyophilized activity control (AC) for semi-quantitative application, containing freezed dried
human serum (different origin than PC), see “Reconstitution of activity control” under procedure
for semi-quantitative application.

The positive control and the activity control should be stored at -20° C upon arrival.

Please note: The reconstitution volume for AC is indicated in Certificate of Analysis (CoA) (XXX ul) and
on AC label.

All reagents in the kit are ready to use except wash solution and controls. The reagents should be
stored at 2-8° C except the positive control and the activity control. The reconstituted positive control
and activity control should be stored at —70° C and may be thawed once.

MATERIALS OR EQUIPMENT REQUIRED BUT NOT PROVIDED
- Microplate reader with filter 405 nm.
- Precision pipettes with disposable tips.
- Washer for strips, absorbent tissue, tubes and a timer.

PROCEDURE - QUALITATIVE APPLICATION
Remove only the number of wells needed for testing, resealing the aluminium package carefully. Let all
solutions equilibrate to room temperature (20-25° C) before analysis. Do not mix reagents between lots.

PREPARATION OF WASHING SOLUTION

In case salt crystals are observed in the vial with concentrated wash solution, place the vial at 37°C
water bath until the crystals have dissolved before dilution of wash solution.

Dilute 30 mL of the 30x concentrated wash solution in 870 mL distilled water. When stored at 2-8° C,
the diluted wash solution is stable until the date of expiration of the Kkit.

RECONSTITUTION OF POSITIVE CONTROL

Gently tap down all lyophilized material to the bottom of the vial and remove the cap. Immediately add
200 pL of distilled water directly to the lyophilized material. Replace the cap. Allow the vial to stand on
ice for 5 minutes and then gently shake or vortex occasionaly until completely dissolved. Dilute the
reconstituted control in the same way as a patient serum sample. The reconstituted positive control can
be stored for up to 4 hours prior to use if kept at 2-8° C or on ice. It should be stored at —70° C and may
be thawed once.

SERUM

Partially thaw frozen sera by briefly placing in a 37° C water bath with gentle mixing. After partially
thawing immediately place the tubes in an ice bath and leave on ice until completely thawed. Mix briefly
on a vortex mixer.

DILUTION OF SERUM

Dilute the serum 1/101 with Diluent CP, blue label, (500 L Diluent + 5 yL serum) and mix thoroughly
but gently on a vortex. The diluted serum can be left at room temperature for a maximum of 60 minutes
before analysis.
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INCUBATION OF SAMPLES
Pipet 100 uL/well in duplicate of Diluent (Dil) as a blank, positive control (PC), negative control (NC)

and diluted patient’s serum (P) according to the diagram below. Incubate for 60-70 minutes at +37° C
with lid.

Classical Pathway

1 2 3
A Dil CP P2
B Dil CP P2
C PC etc
D PC
E NC
F NC
G P1
H P1

AFTER SERUM INCUBATION
Empty the wells and wash 3 times with 300 uL washing solution, filling and emptying the wells each
time. After the last wash, empty the wells by tapping the strip on an absorbent tissue.

ADDING CONJUGATE
Add 100 pL conjugate to each well. Incubate for 30 minutes at room temperature (+20-25° C).

AFTER CONJUGATE INCUBATION
Wash 3 times as before.

ADDING SUBSTRATE SOLUTION

Add 100 L substrate solution to each well, incubate for 30 minutes at room temperature (+20-25° C).
Read the absorbance at 405 nm on a microplate reader. (5 mM EDTA can be used as stop solution,
100 uL/well. Read the absorbance of the wells within 60 minutes.)

CALCULATION OF RESULT

Subtract the absorbance of the Blank (Diluent) from the absorbances of the NC, PC and the samples.
The absorbance of the positive control should be >1.0 and the negative control absorbance < 0.2 after
substraction of the Bank.

Calculate the mean OD405nm values for the sample, PC and NC and calculate the % complement
activity as follows: (Sample-NC)/(PC-NC)x100. The negative and positive controls are intended to
monitor for substantial reagent failure. The positive control will not ensure precision at the assay cut-off.
It is recommended that each laboratory establish its own reference level and cut-off value for
deficiencies.

If any of the controls are not within their respective range, the test should be considered as invalid and
repeated.

QUALITY CONTROL

CoA included in this kit is lot specific and is to be used to verify results obtained by your laboratory. The
results indicated on CoA are to be used as a guideline only. The results obtained by your laboratory
may differ.

LIMITATIONS
The individual patient's complement level can not be used as a measure of disease severity, as it may
vary from patient to patient. Thus, it is difficult to obtain an absolute standardization of results.
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The test should not be relied upon as the sole basis of decisions on clinical therapy, but should be used
in combination with clinical symptoms and the results of other available tests. Therapy should not be
started on basis of the complement assay result. Initiation or changes in treatment should not be based
on changes in complement levels alone, but rather on careful clinical observation.

EXPECTED RESULTS

When decreased levels of complement components or complement function are found, a deficiency or
an ongoing, immunologic process, leading to increased breakdown of components and depression of
complement levels is considered by clinicians.

The normal distribution within 2SD has, for the qualitative assay, been determined to be 69-129% of the
positive control, see table 1. Results within this range indicate a normal functionality of the classical
pathway. It is recommended that each laboratory confirms or establishes own reference range for the
population they serve.

A value below the 69-129% range indicates either increased activation, resulting in consumption of the
classical complement pathway capacity, or a genetically determined low activity.

Values below 5% strongly suggest a complete deficiency either caused by excessive activation or an
inherited deficiency in the classical pathway. To establish which complement factor(s) causes the
lowered activity further analysis of complement proteins is needed.

A negative result i.e. suspected deficiency, should always be verified by testing a new, carefully
handled sample to ensure that no in vitro complement activation has taken place.

Increased complement levels are usually a nonspecific expression of an acute phase response.

The Wieslab® Complement system Classical Pathway can be helpful for detection of complement
deficiencies related to the Classical Pathways as shown in the table below: A more complete and in-
depth functional assessment of all three complement pathways may be achieved using Wieslab®
Complement system Screen.

Classical pathway MBL pathway Alternative pathway Possible deficiency
Positive Positive Positive None

Negative Positive Positive C1q, C1r, C1s
Positive Positive Negative Properdin, Factor B,D
Positive Negative Positive MBL, MASP2
Negative Negative Negative C3, C5,C6,C7,C8,C9
Negative Negative Positive C4, C2 or combination

PERFORMANCE CHARACTERISTICS
120 sera from blood donors were tested and the normal reference range was calculated. The values

were expressed in % of the positive control. See Figure 1 and Table 1. No blood donor was below
40 %.

Figure 1.
CP Qualitative application
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Table 1.

n

Mean (%)

+2SD (%)

Median (%)

Classical pathway

120

99

69-129*

100

*)This is a statistical calculation and will not guarantee a true cut-off.

It's recommended that each laboratory establish its own reference level and cut-off value for suspected

deficiency.

Table 2.

Sera with known complement deficiencies were tested in the assay and the following results were
obtained. All deficient sera were detected in the assay and gave values below 5 %**).

Deficiency C2 C3 C4 C5 C7 C8
Number of 5 1 1 1 2 2
patients

Number of

deficient sera 5 1 1 1 2 2
detected

**) See "M.A. Seelen et. al, Functional analysis of the classical, alternative and MBL pathways of the
complement system: standardization and validation of a simple ELISA. J Immunol Meth 2005, 296, 187-
198", for extended tests of deficient patient samples tested with qualitative application

Depletion C1q C3 C4 C5 Cc7
Number of

depleted sera 2 1 1 1 1
Number of

detected depletion 2 1 1 1 1

Table 3. Inter-assay precision for qualitative application was determined by testing three samples in

duplicate. Results were obtained for six different runs.

CPP1 | CPP2 | CPP3
Mean value
% 98 92 21
SD 4.3 3.9 1.7
CV% 4 4 8

Table 4. Intra-assay precision for qualitative application was determined by testing one sample in 40

wells.
Assay Mean value % SD CV %
CP 85 29 3

PROCEDURE - SEMI-QUANTITATIVE APPLICATION

The semi-quantitative application differ from the qualitative in that a calibration curve is made by diluting
the kit PC giving a calibration curve with 100, 75, 50, 25 and 12.5% activity. Remove only the number of
wells needed for testing, resealing the aluminium package carefully. Let all solutions equilibrate to room
temperature (20-25° C) before analysis. Do not mix reagents between lots.

PREPARATION OF WASHING SOLUTION

In case salt crystals are observed in the vial with concentrated wash solution, place the vial at 37°C
water bath until the crystals have dissolved before dilution of wash solution.

Dilute 30 mL of the 30x concentrated wash solution in 870 mL distilled water. When stored at 2-8° C,
the diluted wash solution is stable until the date of expiration of the Kkit.



COMPL CP310, LABEL-DOC-0031, 2.0

RECONSTITUTION OF POSITIVE CONTROL AND DILUTION FOR USE AS CALIBRATOR

Gently tap down all lyophilized material to the bottom of the vial and remove the cap. Immediately add
200 pL of distilled water directly to the lyophilized material. Reattach the cap. Allow the vial to stand on
ice for 5 minutes and then gently shake or vortex occasionaly until completely dissolved. The
reconstituted positive control can be stored for up to 4 hours prior to use if kept at 2-8° C or on ice. It
can be frozen at —70° C and thawed once.

For dilution of reconstituted positive control to calibrators please see picture below.

100 %

10 yl PC
1000 pl
diluent
225 4l 100% 150 pl 100% 75 ul 100% 40 pl 100%
75 ul 150 il 225 pl 280 i 300 pl
diluent \/ diluent \/ diluent \/ diluent \/ diluent \/
75% 50 % 25% 12.5% 0%

The calibrator can be left at RT up to 1 h before use. The calibrator must be prepared fresh and cannot
be stored at -20 °C after dilution for later usage.

RECONSTITUTION OF ACTIVITY CONTROL (AC)

Gently tap down all lyophilized material to the bottom of the vial and remove the cap. Add immediately
the volume distilled water indicated in the CoA /AC label directly to the lyophilized material. Reattach
the cap. Allow the vial to stay on ice for 5 minutes and then shake or vortex gently until complete
dissolution. Dilute the reconstituted control in the same way as a patient serum sample. The
reconstituted activity control can be stored for up to 4 hours prior to use if kept at 2-8° C or on ice. It can
be stored at —70° C and thawed once.

SERUM

Partially thaw frozen sera by briefly placing in a 37° C water bath with gentle mixing. After partially
thawing immediately place the tubes in an ice bath and leave on ice until completely thawed. Briefly mix
on a vortex mixer.

DILUTION OF SERUM AND THE ACTIVITY CONTROL

Dilute the serum 1/101 with Diluent CP, blue label, (500 pL Diluent + 5 yL serum) and mix thoroughly
but gently on a vortex. The diluted serum and activity control can be left at room temperature for
maximum 60 minutes before analysis.
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INCUBATION OF SAMPLES
Pipet 100 pL/well in duplicate of calibrator (100%-0%), negative control (NC), and activity control (AC)
and diluted patient’s serum (P) according to the diagram. Incubate for 60-70 minutes at +37° C with lid.

Classical Pathway

1 2 3
A 100% | 12.5% P1
B 100% | 12.5% P1
C 75 % 0 % P2
D 75 % 0% P2
E 50 % NC etc
F 50 % NC
G 25 % AC
H 25 % AC

AFTER SERUM INCUBATION
Empty the wells and wash 3 times with 300 puL washing solution, filling and emptying the wells each
time. After the last wash, empty the wells by tapping the strip on an absorbent tissue.

ADDING CONJUGATE
Add 100 pL conjugate to each well. Incubate for 30 minutes at room temperature (+20-25° C).

AFTER CONJUGATE INCUBATION
Wash 3 times as before.

ADDING SUBSTRATE SOLUTION

Add 100 pL substrate solution to each well, incubate for 30 minutes at room temperature (+20-25° C).
Read the absorbance at 405 nm on a microplate reader. (5 mM EDTA can be used as stop solution,
100 uL/well. Read the absorbance of the wells within 60 minutes.)

CALCULATION OF RESULT

Curve fit 4-parameter logistic (Marquardt) is recommended. Subtract the absorbance of the 0 % -
calibrator from all OD values.

The absorbance of Calibrator 100% should be > 1.0, NC absorbance < 0.2.and AC activity >30%.

In cases where the obtained sample values are higher than the highest Calibrator 100%, the samples
can be diluted 1/201 and retested.

Please note that the obtained activity value in this case should be adjusted according to applied sample
dilution.

If any of controls are not within their respective ranges, the test should be considered as invalid and
then repeated.

It is recommended that each laboratory establish its own reference level and cut-off value for
deficiencies.

CoA included in the kit, is lot specific, and is to be used to verify results obtained by our laboratory. The
results indicated on CoA are to be used as a guideline only. The results obtained by your laboratory
may differ.
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Example of a standard curve

2,5

2

E 15
wn
o
Lo
a

o 1

0,5

(0]

0% 20% 40% 60% 80% 100% 120%
Activity (%)

Please Note: The figure above shows an example of a semi-quantitative standard curve and should not
be used for actual patient sample interpretation.

LIMITATIONS

The individual patient's complement level cannot be used as a measure of disease severity, as it may
vary from patient to patient. Thus, it is difficult to obtain an absolute standardization of results.

The test should not be relied upon as the sole basis of decisions on clinical therapy, but should be used
in combination with clinical symptoms and the results of other available tests. Therapy should not be
started on basis of the complement assay result. Initiation or changes in treatment should not be based
on changes in complement levels alone, but rather on careful clinical observation.

EXPECTED RESULTS

When decreased levels of complement components or complement function are found, a deficiency or
an ongoing, immunologic process, leading to increased breakdown of components and depression of
complement levels is considered by clinicians.

The normal distribution within 2SD has, for the semi-quantitative assay, been determined to be 66-
113% of the positive control, see table 5. Results within this range indicate a normal functionality of the
classical pathway. It is recommended that each laboratory confirms or establishes own reference
ranges for the population they serve.

A value below the 66-113% range indicates either increased activation, resulting in consumption of the
classical complement pathway capacity, or a genetically determined low activity.

Values below 15% strongly suggest a complete deficiency either caused by excessive activation or an
inherited deficiency in the classical pathway. To establish which complement factor(s) causes the
lowered activity further analysis of complement proteins is needed.

A negative result i.e. suspected deficiency, should always be verified by testing a new, carefully
handled sample to ensure that no in vitro complement activation has taken place.

Increased complement levels are usually a nonspecific expression of an acute phase response.

The Wieslab® Complement system Classical Pathway can be helpful for detection of complement
deficiencies related to the Classical Pathways as shown in the table below. A more complete and in-
depth functional assessment of all three complement pathways may be achieved using Wieslab®
Complement system Screen.

Classical pathway MBL pathway Alternative pathway Possible deficiency
Positive Positive Positive None

Negative Positive Positive C1q, C1r, C1s
Positive Positive Negative Properdin, Factor B,D
Positive Negative Positive MBL, MASP2
Negative Negative Negative C3, C5,C6,C7,C8,C9
Negative Negative Positive C4, C2 or combination

10
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PERFORMANCE CHARACTERISTICS

120 sera from blood donors were tested and the normal reference range was calculated. See Figure 2

and Table 3. No blood donor was below 40 %.

Calibrator measurement range: 12.5% - 100 %
Limit of Detection (LOD) = 8%

Figure 2. CP semi-quantitative
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Table 5.
n Mean (%) +28D (%) Median (%)
Semi-quantitative 120 | 89 66-113* 92

application

This is a statistic calculation and will not guarantee a true cut-off. It is recommended that each

laboratory establish its own reference level and cut-off value for deficiency.
*) Including samples diluted 1/201 to end up on the curve

Table 6.

Sera with known complement deficiencies and specific complement factor depleted sera were tested in

the assay. All deficient/depleted sera were low in the assay and gave values below 15 %.

Deficiency C2 C3 C4 C5 C7 C8
Number of 5 1 1 1 2 2
patients

Number of

deficient sera 5 1 1 1 2 2
detected

Depletion C1q C3 C4 C5 C7

Number of

depleted sera 2 1 1 1 1

Number of

detected depletion 2 1 1 1 1

11
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Table 7. Inter-assay precision for semi-quantitative application was determined by testing seven

samples in eight replicates at three different occasions.

1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7
Mean value
% 71 73 69 72 25 35 31
SD 9 9 6 11 1 2 2
CV% 13%  13% 9% 15% 4% 5% 5%

Table 8. Intra-assay precision for semi-quantitative application was determined by testing seven
different samples in eight replicates at one occasion.

1 | 2 | 3 | a4 5 | 6 | 7
Mean value
% 79 76 72 83 24 34 30
SD 10 11 6 9 0 1 1
CV% 13% 15% 8% 10% 2% 4% 2%

Table 9. Batch to batch variation semi-quantitative application was determined by testing seven
samples in duplicate on three different batches by three different persons.

Sample 1 2 3 4 5 6 7
Mean value
(%) 8 73 85 24 37 74 78
SD 0,80 14,55 12,50 1,32 1,91 7,46 6,08
%CV 10% 20% 15% 5% 5% 10% 8%
Table 10.
Dilution recovery was determined by testing five serial dilutions for three different samples.
. Dilution
- Mean Measured | Theoretical o
Sample Dilution Activity (%) Activity (%) ggggfﬁt}fy %
1/200 55 55 100
1 1/400 32 28 114
1/800 17 14 121
1/1600 0 7 0
. Dilution
Sample Dilution Xci?v?t:/\ﬂ(%Z)s ured Xlgﬁ\?ir’;?/tl(%zl) gorrected %
ecovery
1/200 46 46 100
5 1/400 25 23 109
1/800 13 12 108
1/1600 6 6 100
. Dilution
Sample Dilution Xci?v?t M(((a;)s ured E;ﬁ%et'(%/al) Corrected %
y (7 y (7 Recovery
1/100 84 84 100
1/200 37 42 88
3 1/400 21 21 100
1/800 11 11 100
1/1600 7 6 117

12
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TROUBLESHOOTING

PROBLEM

POSSIBLE CAUSES

SOLUTION

Control values
out of range

Incorrect temperature, timing or
pipetting, reagents are not mixed

Check that the time and temperature
were correct. Repeat test.

Cross contamination of controls

Pipette carefully.

Optical pathway is not clean.

Check for the dirt or air-bubbles in the
wells. Wipe plate bottom and reread.

Controls (positive and/or activity
controls) are not correctly
reconstituted. Improper dilution of
calibrator.

Check the controls, dissolve a new.
Check the preparation and make a new
dilution.

All test results
negative

One or more reagents are not added,
or added in wrong sequence.

Recheck procedure. Check for unused
reagents. Repeat test.

Antigen coated plate is inactive.

Check for obvious moisture in unused
wells. Wipe plate bottom and reread.

Serum inactive.

Dilute new samples.

All test results
yellow.

Contaminated buffers or reagents.

Check all solutions for turbidity.

Washing solution is contaminated.

Use clean container. Check the quality of
water used for preparation of solution.

Improper dilution of serum.

Repeat test.

Poor precision.

Pipette delivery CV >5% or samples
not mixed.

Check the calibration of pipette. Use
reproducible technique. Avoid air bubbles
in pipette tip.

Serum or reagents are not mixed
sufficiently or not equilibrated to room
temperature.

Mix all reagents gently but thoroughly and
equilibrate to room temperature.

Reagent addition is taking too long

time, inconsistency in timing intervals.

Develop consistent uniform technique and
use multi-tip device or auto-dispenser to
decrease time.

Optical pathway not clean.

Check for air bubbles in the wells. Wipe
plate bottom and reread.

Washing not consistent, trapped
bubbles, washing solution left in the
wells.

Check that all wells are filled and
aspirated uniformly. Dispense liquid
above level of reagent in the well. After
last wash, empty the wells by tapping the
strip on an absorbent tissue.
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EXPLANATION OF SYMBOLS. L’EXPLICATION DE SYMBOLES. LA EXPLICACION DE
SIMBOLOS. ERKLARUNG DER SYMBOLE. LA SPIEGAZIONE DI SIMBOLI. FORKLARING TIL
SYMBOLER. SYMBOLFORKLARING. FORKLARINGAR TILL SYMBOLER.

LOT

Batch code. Numéro de lot. Numero de lote. Chargen-Nummer. Numerodi lotto.
Partinummer. Lot nummer.Satsnummer.

REF

Catalogue number. Référence catalogue. Numero de catalogo. Katalog-Nummer. Numero di
catalogo. Numero catalogo. Katalognummer.

Use-by date. Date de péremption. Fecha de caducidad. Verfallsdatum. La data di scadenza.
Udlgbsdato. Utlgpsdato. Anvand fére.

Temperature limit. Seuils de températures. Rango de temperature. Temperaturbereich.
Limitazioni di temperatura. Opbevaringstemperatur. Oppbevares ved. Férvaringstemperatur.

Biological risk. Risque biologique. Riesgo bioldgico. Biologische Gefahrdung. Rishio
biologico. Biologisk risk.

Consult instructions for use. Lire le mode d'emploi. Consulte las instrucciones de uso.
Gebrauchsanweisung beachten. Leggere le istruzioni per 'uso. Se brugsanvisning. Se
bruksanvisningen. Las instruktionsmanualen.

In vitro diagnostic medical device. Dispositif médical de diagnostic in vitro. Producto sanitario
para diagndstico in vitro. In-vitro-Diagnostikum. Dispositivo medico-diagnostico in vitro. In
Vitro medisinsk diagnoseutstyr. In vitro diagnostik medicinsk utrustning.

Warning. Attention. Atension. Achtung. Attenzione. Advarsel. Advarsel. Varning.

E < E 5 &=Id

Manufacturer. Fabricant. Fabricante. Hersteller. Produttore. Fabrikant. Producent. Produsent.
Tillverkare.
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N/

96

Contains sufficient for 96 tests. Contenu suffisant pour 96 tests. Contenido suficiente para 96
pruebas. Inhalt ausreichend flir 96 Tests. Contenuto sufficiente per 96 test. Indeholder
tilstraekkelig for 96 test. Inneholder tilstrekkelig for 96 test. Innehaller tillrackligt for 96 tester.

C€

Conformity to 98/79/EC on In Vitro Diagnostic Medical Device Directive. Conformément a la
directive européenne 98/79/CE relative aux dispositifs médicaux de diagnostic in vitro. La
conformidad con la Directiva 98/79/CE sobre productos sanitarios para diagnéstico in vitro.
Konform mit Richtlinie 98/79/EG zu In-vitro-Diagnostika. Conformita alla direttiva 98/79/CE
relativa ai dispositivi medico-diagnostici in vitro. Medicinsk udstyr til in vitro-diagnostik, i
overensstemmelse med Europa-Parlamentets og Radets direktiv 98/79/EF. Medisinsk utstyr i
samsvar med EU in vitro diagnostic directive 98/79/EF. Overensstammer medirektiv
98/79/EG for medicintekniska produkter.

Antigen. Antigéne. Antigeno. Antigen. Antigene. L’antigene. Antigen.
Antigen.

DIL

Diluent. Diluant. Diluyente. Probenverdinnungspuffer. Il diluente.
Diluent. Fortynning. Spadningsbuffert.

CONJ

Conjugate. Conjugué. Conjugado. Konjugat. Conjugato.Konjugat.
Konjugat.

Wash solution 30x conc. Solution lavage conc. 30x. Solucion de lavado

BUF

WASH | 30X conc. 30x. Waschpuffer 30x konz. Soluzione di lavaggio 30x conc.

Vaskebuffert 30x konc. Vaskelgsning 30x kons. Tvattbuffert 30x konc.

SUBS

Substrate pNPP. pNPP Substrat. Sustrato pNPP. Substrat pNPP.

pNPP Substrato pNPP. Substrat pNPP.

Negative control. Contrdle négatif. Control negativo. Negativkontrolle.

CONTROL - Controllo negativo. Negativ control. Negativ kontroll. Negativ kontroll.

Lyophilized positive control. Contrdle positif lyophilizé. Control positivo

CONTROL + |LYO liofilizado. Lyophilisierte Positivkontrolle. Controllo positivo liofilizzato.

Frysetgrret positiv kontrol. Lyofilisert positiv kontroll. Frystorkad positiv
kontroll.

Lyophilized activity control. Contréle d’activité lyophilizé. Control de

coNTROL lAc lLyo aktividad liofilizado. Lyophilisierte Aktivitatskontrolle. Controllo

dellattivita liofilizzata. Frysetgrret aktivitetskontrol. Lyofilisert
aktivitetskontroll. Lyofiliserad aktivitetskontroll.
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Utilisation

Le test de la voie classique du systéeme du complément Wieslab® est un dosage immunoenzymatique
pour la détermination qualitative et/ou semi-quantitative de la voie du complément classique
fonctionnelle dans le sérum humain. L'analyse doit étre réalisée par des professionnels de laboratoires
spécialement formés.

POUR DIAGNOSTIC IN VITRO UNIQUEMENT.

Résumé et explication

Le systéme du complément joue un réle essentiel dans les maladies chroniques, auto-immunes et
infectieuses. Il existe trois voies d'activation du complément (fig. 1), a savoir la voie classique, la voie
alterne et la voie des lectines.

C3
Classical pathway
(C1q, C1r, C1s, C4, C2) C4b2a
Lectin pathway Cabza
(MBL, MASP -2, C4, C2) R
Alternative pathway
(C3, factor D, B, P) C3bBbP
Terminal pathway ('/\C(-)
(C5, C6, C7,C8, C9 G\@ g)
C3b
C5b-C9
(MAC)

Une activité du complément déficiente a pour conséquence d'exposer les humains a des risques
d'infections fulminantes ou graves répétitives et peut contribuer au développement d'une maladie auto-
immune. Une activation inappropriée du complément contribue a une inflammation et a des Iésions
tissulaires chroniques.

L'activation in vitro de la séquence du complément entraine la consommation de composants du
complément, laquelle entraine a son tour une baisse de leur concentration. Ainsi, la détermination des
protéines du complément ou de I'activité du complément sert d'indicateur pour déterminer si le systéme
de complément a été activé par un mécanisme immunologique et/ou pathogéne. Des mesures a la fois
fonctionnelles et immunochimiques du complément sont utilisées pour évaluer les patients en cas de
suspicion d'une maladie activatrice du complément ou de possibilité de déficit héréditaire. Le niveau
d'activité du complément, évalué par des essais fonctionnels tels que la trousse du complément
Wieslab®, tient compte du taux de synthése, de dégradation et de consommation des composants et
fournit une mesure de l'intégrité des voies, par opposition aux procédés immunochimiques qui
mesurent spécifiquement la concentration de différents composants du complément.

PRINCIPE DU TEST DE LA VOIE CLASSIQUE DU COMPLEMENT WIESLAB®

Le test de la voie classique du complément Wieslab® combine les principes de l'essai hémolytique
pour l'activation du complément avec |'utilisation d'anticorps marqués spécifiques pour le néoantigéne
produit en conséquence de I'activation du complément. La quantité de néoantigéne générée est
proportionnelle a I'activité fonctionnelle des voies du complément.

Dans la trousse CP du complément, les puits des barrettes de microtitration sont revétus d'activateurs
spécifiques de la voie classique. Ceux-ci, en combinaison avec une composition tampon de dilution de
I'échantillon et un niveau de dilution du sérum du patient, assurent que seule la voie classique est
activée.

Pendant l'incubation du sérum du patient dilué dans les puits, le complément est activé par ce
revétement spécifique. Les puits sont ensuite lavés et la quantité de complexe C5b-9 formé sur la
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surface de la plaque est détectée avec un anticorps spécifique marqué a la phosphatase alcaline dirigé
contre le néoantigene C5b-9 formé pendant la formation du MAC (complexe d'attaque membranaire).

Aprés une autre étape de lavage, la détection des anticorps spécifiques est obtenue par une incubation
avec une solution substrat de la phosphatase alcaline. La quantité d'activation du complément, qui est
corrélée a l'intensité de la coloration, est mesurée en termes d'absorbance (densité optique, DO).

AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS

POUR UN USAGE DIAGNOSTIQUE IN VITRO.

Les composants du sérum humain utilisés dans la préparation des contréles de la trousse ont été
testés par des méthodes approuvées par la FDA et se sont avérés négatifs pour la présence
d'anticorps dirigés contre le virus de I'immunodéficience humaine 1 et 2 (VIH 1 et 2), le virus de
I'népatite C (VHC), ainsi que d'antigéne de surface de I'hépatite B. Comme aucune méthode de test ne
peut garantir a 100 % I'absence de VIH, VHC, virus de I'hépatite B ou d'autres agents infectieux, les
échantillons et les réactifs d'origine humaine doivent étre manipulés comme s'ils étaient susceptibles de
transmettre des agents infectieux.

Les Centers for Disease Control and Prevention (Centres de contrdle et de prévention des maladies -
CDC) et le National Institutes of Health (Instituts nationaux de la santé - NIH) recommandent de
manipuler les agents potentiellement infectieux conformément au niveau de biosécurité 2.

Toutes les solutions contiennent du ProClin 300 comme conservateur. Ne jamais pipeter a la bouche et
ne jamais laisser les réactifs ou les échantillons de patients entrer en contact avec la peau. Les réactifs
contenant du ProClin peuvent étre irritants. Eviter tout contact avec la peau et avec les yeux. En cas de
contact, rincer abondamment a I'eau.

Une fiche de données de sécurité pour tous les composants dangereux contenus dans cette trousse
est disponible sur demande auprés d'Svar Life Science.

BUF WASH 30X CONTROL -
DIL SUBS | pNPP
CONJ

Avertissement ~ Contient du ProClin 300 :
Produits de la réaction de : 5-chloro-2-méhyl-4-isothiazolin-3-one [n° CE
247-500-7] et 2-méhyl-4-isothiazolin-3-one [n° CE 220-239-6] (3:1)

H317 : Peut provoquer une allergie cutanée.
P264 : Se laver soigneusement les mains aprés manipulation.
P280 : Porter des gants de protection/des vétements de

protection/un équipement de protection des yeux/du visage.
P302+352: EN CAS DE CONTACT AVEC LA PEAU : Laver
abondamment a I'eau et au savon.
P333+313 : En cas d'irritation ou d'éruption cutanée : consulter un
médecin.

PRELEVEMENT DES ECHANTILLONS

Les échantillons de sang doivent étre préleves par une technique de ponction veineuse aseptique et le
sérum doit étre obtenu en utilisant des procédures standard. Un minimum de 5 ml de sang total est
recommandé. Laisser le sang coaguler dans des tubes a sérum, pendant 60 a 65 minutes a
température ambiante (20-25 °C). Centrifuger les échantillons de sang et transférer le sérum acellulaire
dans un tube propre. Les sérums doivent étre manipulés de maniére adéquate pour prévenir toute
activation du complément in vitro. Les sérums doivent étre congelés a une température de -70 °C ou
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inférieure dans des tubes hermétiques pour un stockage prolongé ou un transport sur de la glace
seche. Les échantillons doivent étre soumis a un seul cycle de congélation/décongélation.

Ne pas utiliser de sérums ictériques, lipémiques et hémolysés. Les sérums inactivés par la chaleur ne
peuvent pas étre utilisés. Le plasma ne peut pas étre utilisé. Le CLSI donne des recommandations
pour le stockage des échantillons de sang (Procédures standard approuvées pour la manipulation et le
traitement des échantillons de sang, H18A, 1990).

COMPOSANTS DE LA TROUSSE ET CONSERVATION DES REACTIFS

- Un cadre avec des puits sécables de couleur bleue (12 x 8) revétus d'IgM humaine, conditionné
dans un emballage en aluminium hermétique avec un dessicant.

- 2 x 35 ml de diluent CP (Dil CP), marqué en bleu.

- 13 ml de conjugué contenant des anticorps marqueés a la phosphatase alcaline dirigés contre
C5b-9 (couleur bleue).

- 13 ml de solution substrat préte a I'emploi.

- 30 ml de solution de lavage concentrée 30x.

- 0,2 ml de contréle négatif (CN) contenant du sérum humain (a diluer comme pour un échantillon
de sérum d'un patient).

- Contréle positif (CP) lyophilisé contenant du sérum humain lyophilisé, a reconstituer dans 0,2 ml
d'eau distillée (voir « Reconstitution du contrdle positif » ci-dessous).

- Contréle d’activité (CA) lyophilisé pour application semi-quantitative, contenant du sérum
humain lyophilisé (origine différente du CP). Voir « Reconstitution du contréle d'activité » sous la
procédure d'application semi-quantitative.

Le contrdle positif et le contrdle d’activité doivent étre stockés a -20 °C dés réception.

Remarque : Le volume de reconstitution du CA est indiqué sur le Certificat d'analyse (CoA) (XXX ul) et
sur I'étiquette du CA.

Tous les réactifs de la trousse sont préts a I'emploi a I'exception de la solution de lavage et des
controles. Les réactifs doivent étre conservés entre 2 et 8 °C, a I'exception du contrdle positif et du
controle d’activité. Le contréle positif et le contrble d’activité doivent étre stockés a -70 °C et ne peuvent
étre décongelés qu'une seule fois.

MATERIEL OU EQUIPEMENT NECESSAIRE MAIS NON FOURNI
- Lecteur de microplaques avec filtre a 405 nm.
- Pipettes de précision a pointes jetables.
- Laveur pour barrettes, papier absorbant, tubes et minuteur.

PROCEDURE — APPLICATION QUALITATIVE

Retirer uniquement le nombre de puits nécessaires pour les tests et refermer soigneusement
I'emballage en aluminium. Laisser toutes les solutions s'équilibrer a température ambiante (20-25 °C)
avant analyse. Ne pas mélanger les réactifs de différents lots.

PREPARATION DE LA SOLUTION DE LAVAGE

En cas d'observation de cristaux de sel dans le flacon contenant la solution de lavage concentrée,
placer le flacon dans un bain-marie a 37 °C jusqu'a dissolution compléte des cristaux avant de
procéder a la dilution de la solution de lavage.

Diluer 30 ml de la solution de lavage concentrée 30x dans 870 ml d'eau distillée. Lorsqu'elle est

conservée entre 2 et 8 °C, la solution de lavage diluée est stable jusqu'a la date de péremption de la
trousse.

RECONSTITUTION DU CONTROLE POSITIF

Tapoter doucement pour faire descendre toute la matiére lyophilisée au fond du flacon et retirer le
bouchon. Ajouter immédiatement 200 ul d'eau distillée directement a la matiére lyophilisée. Remettre le
bouchon. Laisser reposer le flacon sur de la glace pendant 5 minutes, puis I'agiter délicatement ou le
faire tourbillonner de temps en temps jusqu'a dissolution compléte. Diluer le contrdle reconstitué de la
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méme maniere que I'échantillon de sérum du patient. Le controle positif reconstitué peut étre conservé
jusqu'a 4 heures avant utilisation s'il est conservé entre 2 et 8 °C ou sur de la glace. Il doit étre stocké a
-70 °C et ne peut étre décongelé qu'une seule fois.

SERUM

Décongeler partiellement les sérums congelés en les plagant dans un bain d'eau a 37 °C et en remuant
doucement. Une fois qu'ils sont partiellement décongelés, placer les tubes dans un bain de glace et les
laisser sur la glace jusqu'a ce qu'ils soient totalement décongelés. Mélanger briévement sur un
agitateur vortex.

DILUTION DU SERUM

Diluer le sérum 1/101 avec le diluant CP, étiquette bleue, (500 ul de diluant + 5 pl de sérum) et bien
mélanger mais délicatement sur un agitateur vortex. Le sérum dilué peut étre laissé a température
ambiante pendant 60 minutes maximum avant I'analyse.

INCUBATION DES ECHANTILLONS

Pipeter en double 100 ul/puits de diluant (Dil) comme un blanc, de contréle positif (CP), de contrdle
négatif (CN) et de sérum du patient (P) dilué conformément au schéma ci-dessous. Laisser incuber
pendant 60 a 70 minutes a +37 °C avec le couvercle.

Voie classique

1 2 3
A Dil CP P2
B Dil CP P2
C CP etc
D CP
E CN
F CN
G P1
H P1

APRES INCUBATION DU SERUM
Vider les puits et laver 3 fois avec 300 pl de solution de lavage, en remplissant et en vidant les puits a
chaque fois. Aprés le dernier lavage, vider les puits en tapotant la barrette sur un papier absorbant.

AJOUT DU CONJUGUE
Ajouter 100 pl de conjugué dans chaque puits. Laisser incuber pendant 30 minutes a température
ambiante (+20-25 °C).

APRES INCUBATION DU CONJUGUE
Laver 3 fois comme précédemment.

AJOUT DE LA SOLUTION SUBSTRAT

Ajouter 100 pl de solution substrat dans chaque puits, laisser incuber pendant 30 minutes a
température ambiante (+20-25 °C). Mesurer |'absorbance a 405 nm sur un lecteur de microplaque. (Il
est possible d'utiliser de 'EDTA 5 mM comme solution d'arrét,

a 100 pl/puits. Mesurer l'absorbance des puits dans les 60 minutes.)

CALCUL DU RESULTAT

Soustraire I'absorbance du blanc (diluant) des absorbances du CN, du CP et des échantillons.
L'absorbance du contréle positif doit étre >1,0 et I'absorbance du contréle négatif < 0,2 aprées
soustraction du blanc.
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Calculer les valeurs DO405 nm moyennes pour I'échantillon, le CP et le CN, et calculer le pourcentage
d'activité du complément de la fagon suivante : (Echantillon-CN)/(CP-CN)x100. Les contrdles négatif et
positif sont destinés a surveiller toute détérioration significative des réactifs. Le contréle positif ne
garantira pas la précision de la valeur seuil du test. Il est recommandé que chaque laboratoire définisse
son propre niveau de référence et sa propre valeur seuil pour les déficits.

Si I'un des contrdles n'est pas dans sa plage respective, le test doit étre considéré comme invalide et
doit étre répété.

CONTROLE QUALITE

Le CoA inclus dans cette trousse est spécifique au lot et doit &tre utilisé pour vérifier les résultats
obtenus par votre laboratoire. Les résultats figurant sur le CoA sont indiqués a titre de recommandation
uniquement. |l se peut que les résultats obtenus par votre laboratoire soient différents.

LIMITES

Le taux du complément d'un patient particulier ne peut pas servir & mesurer la gravité d'une maladie,
car ce taux peut varier d'un patient a I'autre. Ainsi, il est difficile d'obtenir une normalisation absolue des
résultats.

Ce test ne doit pas étre interprété a lui seul pour prendre des décisions relatives au traitement clinique,
mais il doit étre utilisé en combinaison avec les symptdmes cliniques et les résultats d'autres tests
disponibles. Aucun traitement ne doit étre initié en se basant sur le résultat du test de complément.
Toute initiation ou modification d'un traitement ne doit pas s'appuyer sur les seuls changements des
taux du complément, mais plutét sur un examen clinique minutieux.

RESULTATS ATTENDUS

Lorsque I'on observe des taux réduits de certains composants du complément ou de la fonction du
complément, les cliniciens doivent envisager un déficit ou un processus immunologique en cours,
entrainant une dégradation accrue des composants et une baisse des taux de complément.

Pour I'analyse qualitative, il a été déterminé que la distribution normale a +/- 2ET était de 69 a 129 %
du contréle positif (voir tableau 1). Les résultats situés dans cette plage indiquent un fonctionnement
normal de la voie classique. Il est recommandé que chaque laboratoire confirme ou établisse sa propre
plage de référence pour la population concernée.

Une valeur inférieure a la plage de 69 a 129 % indique soit une activation accrue, entrainant la
consommation de la capacité de la voie classique du complément, soit une faible activité
génétiquement déterminée.

Les valeurs inférieures a 5 % suggérent fortement un déficit complet, causé soit par une activation
excessive, soit par un déficit héréditaire de la voie classique. Pour déterminer quel(s) facteur(s) du
complément provoque(nt) la baisse d'activité, une analyse plus approfondie des protéines du
complément s'impose.

Un résultat négatif, autrement dit la suspicion d'un déficit, doit toujours étre vérifié par le test d'un
nouvel échantillon, qui doit étre manipulé avec soin pour s'assurer qu'aucune activation in vitro du
complément n'a eu lieu.

L'augmentation des taux du complément est généralement une expression non spécifique d'une
réponse de phase aigué.

Le test de la voie classique du systéeme de complément Wieslab® peut étre utile pour la détection des
déficits en complément liés aux voies classiques, comme indiqué dans le tableau ci-dessous : Une
évaluation fonctionnelle plus compléte et plus approfondie de I'ensemble des trois voies du
complément peut étre réalisée en utilisant le criblage du systéme de complément Wieslab®.
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Voie classique Voie MBL Voie alterne Déficit possible
Positive Positive Positive Aucun

Négative Positive Positive C1q, C1r, C1s

Positive Positive Négative Properdine, Facteur B,D
Positive Négative Positive MBL, MASP2

Négative Négative Négative C3, C5,C6,C7,C8,C9
Négative Négative Positive C4, C2 ou combinaison

CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCE

120 sérums de dons de sang ont été testés et la plage de référence normale a été calculée. Les
valeurs étaient exprimées en % du controle positif. Voir Figure 1 et Tableau 1. Aucun don de sang
n'était inférieur a

40 %.

FIGURE 1.
CP Application qualitative
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TABLEAU 1.

n Moyenne (%) | £ 2 ET (%) | Médiane (%)
Voie classique 120 | 99 69-129* 100

*) Il s'agit d'un calcul statistique qui ne garantit pas un véritable seuil.

Il est recommandé que chaque laboratoire définisse son propre niveau de référence et sa propre valeur
seuil pour le déficit suspecté.

TABLEAU 2.

Des sérums présentant des déficits en complément connus ont été testés dans l'essai et les résultats
suivants ont été obtenus. Tous les sérums déficients ont été détectés dans I'essai et ont donné des
valeurs inférieures a 5 % **).

Déficit C2 C3 C4 C5 C7 C8
Nombre de patients |5 1 1 1 2 2
Nombre de sérums
déficients détectés 5 1 1 1 2 2

**) Voir « M.A. Seelen et. al, Functional analysis of the classical, alternative and MBL pathways of the
complement system: standardization and validation of a simple ELISA. J Immunol Meth 2005, 296, 187-
198 », pour des tests approfondis d'échantillons de patient déficients testés par application qualitative
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Appauvrissement C1q

C3

C4

C5

C7

appauvris

Nombre de sérums

Nombre

détectés

d'appauvrissements |2

TABLEAU 3. La précision inter-essais pour I'application qualitative a été déterminée en testant trois
échantillons en double. Des résultats ont été obtenus pour six analyses différentes.

CP P1 CP P2 |CP P3
Mean value % |98 92 21
SD 4.3 3.9 1.7
CV% 4 4 8

TABLEAU 4. La précision intra-essai pour l'application qualitative a été déterminée en testant un
échantillon dans 40 puits.

Essai Valeur moyenneen % ET % CV
CP 85 29 3

PROCEDURE - APPLICATION SEMI-QUANTITATIVE

L'application semi-quantitative difféere de I'application qualitative en ce qu’une courbe d'étalonnage est
tracée en diluant le CP de la trousse donnant une courbe d'étalonnage avec une activité de 100, 75,
50, 25 et 12,5 %. Retirer uniquement le nombre de puits nécessaires pour les tests et refermer
soigneusement I'emballage en aluminium. Laisser toutes les solutions s'équilibrer a température
ambiante (20-25 °C) avant analyse. Ne pas mélanger les réactifs de différents lots.

PREPARATION DE LA SOLUTION DE LAVAGE

En cas d'observation de cristaux de sel dans le flacon contenant la solution de lavage concentrée,
placer le flacon dans un bain-marie a 37 °C jusqu'a dissolution compléte des cristaux avant de
procéder a la dilution de la solution de lavage.

Diluer 30 ml de la solution de lavage concentrée 30x dans 870 ml d'eau distillée. Lorsqu'elle est
conservée entre 2 et 8 °C, la solution de lavage diluée est stable jusqu'a la date de péremption de la
trousse.

RECONSTITUTION DU CONTROLE POSITIF ET DILUTION POUR UTILISATION COMME ETALON
Tapoter doucement pour faire descendre toute la matiére lyophilisée au fond du flacon et retirer le
bouchon. Ajouter immédiatement 200 ul d'eau distillée directement a la matiére lyophilisée. Remettre le
bouchon. Laisser reposer le flacon sur de la glace pendant 5 minutes, puis I'agiter délicatement ou le
faire tourbillonner de temps en temps jusqu'a dissolution compléte. Le contrdle positif reconstitué peut
étre conservé jusqu'a 4 heures avant utilisation s'il est conservé entre 2 et 8 °C ou sur de la glace. |l
peut étre congelé a -70 °C et décongelé une seule fois.
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Pour la dilution du contrdle positif reconstitué en étalons, voir l'illustration ci-dessous.

100 %

10 ul PC
1000 i
diluant

225 ul 100 % 150 pl 100 % 75 pl 100 40 pl 100 %

225 i i
75 ul diluant 150 d“uai;t 280 l 300 pl diluant
diluant diluant
75 % 50 % 25 % 12,5 % 0%

L'étalon peut étre laissé a température ambiante jusqu'a 1 heure avant utilisation. L'étalon doit étre
fraichement préparé et ne peut pas étre conservé a -20°C aprés dilution en vue d'une utilisation
ultérieure.

RECONSTITUTION DU CONTROLE D'ACTIVITE (CA)

Tapoter doucement pour faire descendre toute la matiére lyophilisée au fond du flacon et retirer le
bouchon. Ajouter immédiatement le volume d'eau distillé indiqué sur I'étiquette du CoA/étiquette du CA
directement a la matiere lyophilisée. Remettre le bouchon. Laisser reposer le flacon sur de la glace
pendant 5 minutes, puis I'agiter ou le faire tourbillonner délicatement jusqu'a dissolution compléte.
Diluer le contréle reconstitué de la méme maniére que I'échantillon de sérum du patient. Le contrdle
d'activité reconstitué peut étre conservé jusqu'a 4 heures avant de utilisation s'il est conservée entre 2
et 8 °C ou sur de la glace. Il peut étre conservé a -70 °C et décongelé une seule fois.

SERUM

Décongeler partiellement les sérums congelés en les plagant dans un bain d'eau a 37 °C et en remuant
doucement. Une fois qu'ils sont partiellement décongelés, placer les tubes dans un bain de glace et les
laisser sur la glace jusqu'a ce qu'ils soient totalement décongelés. Mélanger brievement sur un
agitateur vortex.

DILUTION DU SERUM ET DU CONTROLE D'ACTIVITE

Diluer le sérum 1/101 avec le diluant CP, étiquette bleue, (500 ul de diluant + 5 pl de sérum) et bien
mélanger mais délicatement sur un agitateur vortex. Le sérum dilué et le contrdle d'activité peuvent étre
laissés a température ambiante pendant 60 minutes maximum avant I'analyse.

INCUBATION DES ECHANTILLONS

Pipeter en double 100 pl/puits d'étalon (100 %-0 %), de contrdle négatif (CN) et de contrble d'activité
(CA) et de sérum du patient (P) dilué conformément au tableau ci-dessous. Laisser incuber pendant 60
a 70 minutes a +37 °C avec le couvercle.
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Voie classique

1 2 3
A 100 % 12,5 % P1
B 100 % 12,5 % P1
C 75 % 0 % P2
D 75 % 0 % P2
E 50 % CN etc
F 50 % CN
G 25 % CA
H 25 % CA

APRES INCUBATION DU SERUM
Vider les puits et laver 3 fois avec 300 pl de solution de lavage, en remplissant et en vidant les puits a
chaque fois. Aprés le dernier lavage, vider les puits en tapotant la barrette sur un papier absorbant.

AJOUT DU CONJUGUE
Ajouter 100 pl de conjugué dans chaque puits. Laisser incuber pendant 30 minutes a température
ambiante (+20-25 °C).

APRES INCUBATION DU CONJUGUE
Laver 3 fois comme précédemment.

AJOUT DE LA SOLUTION SUBSTRAT

Ajouter 100 pl de solution substrat dans chaque puits, laisser incuber pendant 30 minutes a
température ambiante (+20-25 °C). Mesurer I'absorbance a 405 nm sur un lecteur de microplaque. (Il
est possible d'utiliser de I'EDTA 5 mM comme solution d'arrét,

a 100 pl/puits. Mesurer l'absorbance des puits dans les 60 minutes.)

CALCUL DU RESULTAT

Une logistique d'ajustement de courbe a 4 paramétres (Marquardt) est recommandée. Soustraire
I'absorbance de I'étalon 0 % de toutes les valeurs DO.

L'absorbance de I'étalon 100 % doit étre > 1,0, I'absorbance du CN < 0,2 et I'activité du CA > 30 %.
Pour les cas ou les valeurs d'échantillon obtenues sont supérieures a I'étalon 100 % le plus élevé, les
échantillons peuvent étre dilués a 1/201 et retestés.

Noter que la valeur d'activité obtenue dans ce cas doit étre ajustée en fonction de la dilution appliquée
a I'échantillon.

Si I'un des contrdles n'est pas dans sa plage respective, le test doit étre considéré comme invalide et
doit étre répété.

Il est recommandé que chaque laboratoire définisse son propre niveau de référence et sa propre valeur
seuil pour les déficits.

CONTROLE QUALITE

Le CoA inclus dans la trousse est spécifique au lot et doit étre utilisé pour vérifier les résultats obtenus
par notre laboratoire. Les résultats figurant sur le CoA sont indiqués a titre de recommandation
uniquement. Il se peut que les résultats obtenus par votre laboratoire soient différents.
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Exemple de courbe d'étalonnage
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Remarque : L'illustration ci-dessus montre un exemple de courbe d'étalonnage semi-quantitative et ne
doit pas étre utilisée pour l'interprétation réelle de I'échantillon du patient.

LIMITES

Le taux complément d'un patient particulier ne peut pas servir & mesurer la gravité d'une maladie, car
ce niveau peut varier d'un patient a 'autre. Ainsi, il est difficile d'obtenir une normalisation absolue des
résultats.

Ce test ne doit pas étre interprété a lui seul pour prendre des décisions relatives au traitement clinique,
mais il doit étre utilisé en combinaison avec les symptomes cliniques et les résultats d'autres tests
disponibles. Aucun traitement ne doit étre initié en se basant sur le résultat du test de complément.
Toute initiation ou modification d'un traitement ne doit pas s'appuyer sur les seuls changements des
taux du complément, mais plutét sur un examen clinique minutieux.

RESULTATS ATTENDUS

Lorsque I'on observe des taux réduits de certains composants du complément ou de la fonction du
complément, les cliniciens doivent envisager un déficit ou un processus immunologique en cours,
entrainant une dégradation accrue des composants et une baisse des taux de complément.

Pour I'analyse semi-quantitative, il a été déterminé que la distribution normale a +/- 2ET était de 66 a
113 % du controle positif (voir tableau 5). Les résultats situés dans cette plage indiquent un
fonctionnement normal de la voie classique. Il est recommandé que chaque laboratoire confirme ou
établisse ses propres plages de référence pour la population concernée.

Une valeur inférieure a la plage de 66 a 113 % indique soit une activation accrue, entrainant la
consommation de la capacité de la voie classique du complément, soit une faible activité
génétiquement déterminée.

Les valeurs inférieures a 15 % suggérent fortement un déficit complet, causé soit par une activation
excessive, soit par un déficit héréditaire de la voie classique. Pour déterminer quel(s) facteur(s) du
complément provoque(nt) la baisse d'activité, une analyse plus approfondie des protéines du
complément s'impose.

Un résultat négatif, autrement dit la suspicion d'un déficit, doit toujours étre vérifié par le test d'un
nouvel échantillon, qui doit étre manipulé avec soin pour s'assurer qu'aucune activation in vitro du
complément n'a eu lieu.

L'augmentation des taux du complément est généralement une expression non spécifique d'une
réponse de phase aigué.

Le test de la voie classique du systeme de complément Wieslab® peut étre utile pour la détection des
déficits en complément liés aux voies classiques, comme indiqué dans le tableau ci-dessous : Une
évaluation fonctionnelle plus compléte et plus approfondie de I'ensemble des trois voies du
complément peut étre réalisée en utilisant le criblage du systéeme de complément Wieslab®.
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Voie classique Voie MBL Voie alterne Déficit possible
Positive Positive Positive Aucun

Négative Positive Positive C1q, C1r, C1s

Positive Positive Négative Properdine, Facteur B,D
Positive Négative Positive MBL, MASP2

Négative Négative Négative C3, C5,C6,C7,C8,C9
Négative Négative Positive C4, C2 ou combinaison

CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCE

120 sérums de dons de sang ont été testés et la plage de référence normale a été calculée. Voir Figure

2 et Tableau 3. Aucun don de sang n'était inférieur a 40 %.

Plage de mesure de I'étalon : 12,5 % - 100 %
Limite de détection (LOD) =8 %

FIGURE 2. CP semi-quantitative
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TABLEAU 5.
n Moyenne (%) | *2 ET (%) Médiane (%)
Application semi- | 120 | 89 66-113* 92
quantitative

Il s'agit d'un calcul statistique qui ne garantit pas un véritable seuil. Il est recommandé que chaque

laboratoire définisse son propre niveau de référence et sa propre valeur seuil de déficit.

*)'Y compris les échantillons dilués a 1/201 pour terminer sur la courbe

TABLEAU 6.

Des sérums présentant des déficits en complément connus et des sérums appauvris en facteur du

complément spécifique ont été testés dans l'essai. Tous les sérums déficients/appauvris étaient faibles
dans l'essai et ont donné des valeurs inférieures a 15 %.

Déficit Cc2 C3 C4 C5 Cc7 C8
Nor_nbre de 5 1 1 2 2
patients

Nombre de

sérums déficients 5 1 1 2 2
détectés
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Appauvrissement C1q C3 C4 C5 C7
Nombre de sérums 5 1 1 1 1
appauvris

Nombre

d'appauvrissements 2 1 1 1 1

détectés

TABLEAU 7. La précision inter-essais pour I'application semi-quantitative a été déterminée en testant
sept échantillons dans huit répliques et a trois occasions différentes.

1 2 E 4 |5 6
Mean value
% 71 73 69 72 25 35
SD 9 9 6 11 1 2
CV% 13%  13% 9% 15% 4% 5% 5%

TABLEAU 8. La précision intra-essai pour l'application semi-quantitative a été déterminée en testant
sept échantillons différents dans huit répliques et a une seule occasion.

1 |2 [3 |4 B |6 |7
Mean value
% 79 76 72 83 24 34 30
SD 10 11 6 9 0 1 1
CV% 13% 15% 8% 10% 2% 4% 2%

TABLEAU 9. La variation d'un lot a un autre pour I'application semi-quantitative a été déterminée en

testant sept échantillons en double sur trois lots différents par trois personnes différentes.

Sample 1 2 3 4 5 6 7
Mean value
(%) 8 73 85 24 37 74 78
SD 0,80 14,55 12,50 1,32 1,91 7,46 6,08
%CV 10% 20% 15% 5% 5% 10% 8%
TABLEAU 10.
La récupération de dilution a été déterminée en testant cinq dilutions en série pour trois échantillons
différents.
] _ o Activité Activité % re:zcgpération
Echantillon Dilution moyenne théorique (%) corrigé pour la
mesurée (%) dilution
1/200 55 55 100
1 1/400 32 28 114
1/800 17 14 121
1/1600 0 7 0
] Activité Activité % récupération
Echantillon Dilution moyenne théorique (%) corrigé pour la
mesurée (%) dilution
1/200 46 46 100
2 1/400 25 23 109
1/800 13 12 108
1/1600 6 6 100
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] Activité Activité % récupération
Echantillon Dilution moyenne théorique (%) corrigé pour la
mesurée (%) dilution

1/100 84 84 100

1/200 37 42 88
3 1/400 21 21 100

1/800 11 11 100

1/1600 7 6 117

RESOLUTION DES PROBLEMES

Probléme Causes possibles Solution

Valeurs des Température, temps ou pipetage Vérifier que le temps et la température
contrbles incorrects, les réactifs ne sont pas étaient corrects. Répéter le test.

hors limites mélangés

Contamination croisée des controles Pipeter avec soin.

Le trajet optique n'est pas propre. Vérifier la présence de saleté ou de bulles
d'air dans les puits. Essuyer le dessous
de la plaque et procéder a une nouvelle
mesure.

Les contrbles (contrbles positif et/ou Vérifier les contréles, en dissoudre un

d'activité) ne sont pas correctement nouveau.

reconstitués. Mauvaise dilution de Vérifier la préparation et faire une

I'étalon. nouvelle dilution.

Tous les Un ou plusieurs réactifs n’ont pas été | Vérifier a nouveau la procédure. Vérifier

résultats de test
sont négatifs

ajoutés, ou ont été ajoutés dans un
ordre incorrect.

la présence de réactifs non utilisés.
Répéter le test.

La plaque revétue d'antigéne est
inactive.

Vérifier la présence d'humidité dans les
puits non utilisés. Essuyer le dessous de
la plaque et procéder a une nouvelle
mesure.

Sérum inactif.

Diluer de nouveaux échantillons.

Tous les Tampons ou réactifs contaminés. Vérifier toutes les solutions pour la

résultats de test turbidité.

sont jaunes. Solution de lavage contaminée. Utiliser un contenant propre. Vérifier la
qualité de I'eau utilisée pour la
préparation de la solution.

Mauvaise dilution du sérum. Répéter le test.
Précision CV de distribution de la pipette > 5 % | Vérifier I'étalonnage de la pipette. Utiliser
meédiocre. ou échantillons non mélangés. une technique reproductible. Eviter les

bulles d'air dans la pointe de la pipette.

Le sérum ou les réactifs ne sont pas
suffisamment mélangés ou non
équilibrés a température ambiante.

Mélanger tous les réactifs délicatement
mais complétement et équilibrer a
température ambiante.

L'ajout de réactif prend trop de temps,
manque d'uniformité dans les
intervalles de temps.

Employer une technique uniforme
cohérente et utiliser un dispositif multi-
pointes ou un distributeur automatique
pour réduire le temps.

Le trajet optique n'est pas propre.

Vérifier la présence de bulles d'air dans
les puits. Essuyer le dessous de la plaque
et procéder a une nouvelle mesure.
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Probléme Causes possibles Solution
Lavage non homogéne, bulles d'air Vérifier que tous les puits sont remplis et
piégées, solution de lavage résiduelle | aspirés de maniére uniforme. Distribuer le
dans les puits. liquide au-dessus de niveau du réactif

dans le puits. Aprés le dernier lavage,
vider les puits en tapotant la barrette sur
un papier absorbant.
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Explanation of symbols. L’explication de symboles. La explicacion de simbolos. Erklarung der Symbole.
La spiegazione di simboli. Forklaring til symboler. Symbolforklaring. Forklaringar till symboler.

LOT

Batch code. Numéro de lot. Numero de lote. Chargen-Nummer. Numerodi lotto.
Partinummer. Lot nummer.Satsnummer.

REF

Catalogue number. Référence catalogue. Numero de catalogo. Katalog-Nummer.
Numero di catalogo. Numero catalogo. Katalognummer.

Use-by date. Date de péremption. Fecha de caducidad. Verfallsdatum. La data
di scadenza. Udlgbsdato. Utlgpsdato. Anvand fore.

I

Temperature limit. Seuils de températures. Rango de
temperature. Temperaturbereich. Limitazioni di temperatura.
Opbevaringstemperatur. Oppbevares ved. Férvaringstemperatur.

&P

/

Biological risk. Risque biologique. Riesgo bioldgico. Biologische Gefahrdung.
Rishio biologico. Biologisk risk.

Consult instructions for use. Lire le mode d'emploi. Consulte las instrucciones de
uso. Gebrauchsanweisung beachten. Leggere le istruzioni per 'uso. Se
brugsanvisning. Se bruksanvisningen. Las instruktionsmanualen.

In vitro diagnostic medical device. Dispositif médical de diagnostic in vitro.
Producto sanitario para diagnéstico in vitro. In-vitro-Diagnostikum. Dispositivo
medico-diagnostico in vitro. In Vitro medisinsk diagnoseutstyr. In vitro diagnostik
medicinsk utrustning.

Warning. Attention. Atension. Achtung. Attenzione. Advarsel. Advarsel. Varning.

Manufacturer. Fabricant. Fabricante. Hersteller. Produttore. Fabrikant. Producent.
Produsent. Tillverkare.

dRE B 5

Contains sufficient for 96 tests. Contenu suffisant pour 96 tests. Contenido
suficiente para 96 pruebas. Inhalt ausreichend fiir 96 Tests. Contenuto sufficiente
per 96 test. Indeholder tilstreekkelig for 96 test. Inneholder tilstrekkelig for 96 test.
Innehaller tillrackligt for 96 tester.

M\
/M

Conformity to 98/79/EC on In Vitro Diagnostic Medical Device Directive.
Conformément a la directive européenne 98/79/CE relative aux dispositifs
médicaux de diagnostic in vitro. La conformidad con la Directiva 98/79/CE sobre
productos sanitarios para diagnéstico in vitro. Konform mit Richtlinie 98/79/EG zu
In-vitro-Diagnostika. Conformita alla direttiva 98/79/CE relativa ai dispositivi
medico-diagnostici in vitro. Medicinsk udstyr til in vitro-diagnostik, i
overensstemmelse med Europa-Parlamentets og Radets direktiv 98/79/EF.
Medisinsk utstyr i samsvar med EU in vitro diagnostic directive 98/79/EF.
Overensstammer med direktiv 98/79/EG fér medicintekniska produkter.
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Ad

Antigen. Antigéne. Antigeno. Antigen. Antigene. L’antigene. Antigen.
Antigen.

DIL

Diluent. Diluant. Diluyente. Probenverdinnungspuffer. Il diluente.
Diluent. Fortynning. Spadningsbuffert.

CONJ

Conjugate. Conjugué. Conjugado. Konjugat. Conjugato.Konjugat.
Konjugat.

BUF WASH

30X

Wash solution 30x conc. Solution lavage conc. 30x. Solucién de lavado
conc. 30x. Waschpuffer 30x konz. Soluzione di lavaggio 30x conc.
Vaskebuffert 30x konc. Vaskelgsning 30x kons. Tvattbuffert 30x konc.

SUBS [ pNPP

Substrate pNPP. pNPP Substrat. Sustrato pNPP. Substrat pNPP.
Substrato pNPP. Substrat pNPP.

CONTROL -

Negative control. Controle négatif. Control negativo. Negativkontrolle.
Controllo negativo. Negativ control. Negativ kontroll. Negativ kontroll.

CONTROL +

LYO

Lyophilized positive control. Contrdle positif lyophilizé. Control positivo
liofilizado. Lyophilisierte Positivkontrolle. Controllo positivo liofilizzato.
Frysetarret positiv kontrol. Lyofilisert positiv kontroll. Frystorkad positiv
kontroll.

CONTROL | AC

LYO

Lyophilized activity control. Contréle d’activité lyophilizé. Control de
aktividad liofilizado. Lyophilisierte Aktivitatskontrolle. Controllo
dellattivita liofilizzata. Frysetarret aktivitetskontrol. Lyofilisert
aktivitetskontroll. Lyofiliserad aktivitetskontroll.
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USO INDICADO

El sistema del complemento de Wieslab® de la via clasica es un inmunoensayo enzimatico para la
determinacion cualitativa y/o semi-cuantitativa de la via clasica funcional del complemento en suero
humano. El analisis debe ser llevado a cabo por profesionales de laboratorio con la formacion
adecuada.

PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO.

RESUMEN Y EXPLICACION

El sistema del complemento desempefa un papel fundamental en las enfermedades infecciosas,
autoinmunes y cronicas. Hay tres vias de activacion del complemento (fig. 1), denominadas clasica,
alternativa y de la lectina.

C3
Classical pathway
(C1q, C1r, C1s, C4, C2) C4b2a
Lectin pathway Cabza
(MBL, MASP -2, C4, C2) R
Alternative pathway
(C3, factor D, B, P) C3bBbP
Terminal pathway ('/\C(-)
(C5, C6, C7,C8, C9 G\@ g)
C3b
C5b-C9
(MAC)

La actividad deficiente del complemento pone a los humanos en riesgo de sufrir infecciones
fulminantes repetitivas o graves y puede contribuir al desarrollo de enfermedades autoinmunes. La
activacion inapropiada del complemento contribuye a generar inflamacién crénica y dafos en los
tejidos.

La activacion in vitro de la secuencia del complemento produce el consumo de los componentes del
complemento, lo que, a su vez, genera el descenso de su concentracion. Por lo tanto, la determinacion
de las proteinas del complemento o de la actividad del complemento permite indicar si el sistema del
complemento se ha activado por medio de un mecanismo inmunoldgico y/o patégeno. La mediciones
tanto funcionales como inmunoquimicas del complemento contribuyen a evaluar a los pacientes
cuando se sospecha la presencia de una enfermedad activadora del complemento o la posibilidad de
una deficiencia heredada. El nivel de la actividad del complemento evaluada mediante ensayos
funcionales, como el del kit del complemento de Wieslab®, tiene en cuenta la velocidad de sintesis, la
degradacién y el consumo de los componentes, y proporciona una medida de la integridad de las vias,
a diferencia de los métodos inmunoquimicos, que miden especificamente la concentracion de los
distintos componentes del complemento.

PRINCIPIO DEL ENSAYO DE LA ViA CLASICA DEL COMPLEMENTO DE WIESLAB®

El ensayo de la via clasica del complemento de Wieslab® combina los principios del ensayo hemolitico
para la activacion del complemento con el uso de anticuerpos especificos marcados para el
neoantigeno que se produce como resultado de la activacion del complemento. La cantidad de
neoantigeno generada es proporcional a la actividad funcional de las vias del complemento.

En el kit de componentes del complemento, los pocillos de las tiras de microtitulacion estan recubiertos
con activadores especificos de la via clasica. Esto, junto con la composicion del tampoén de dilucion y el
nivel de dilucién del suero de paciente permiten garantizar que solo se activara la via clasica.

Durante la incubacion del suero de paciente en los pocillos, el complemento se activa por la accion del
recubrimiento especifico. A continuacion se lavan los pocillos y se detecta la cantidad de complejo de
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C5b-9 formado en la superficie de la placa mediante un anticuerpo especifico marcado con fosfatasa
alcalina en el neoantigeno C5b-9 generado durante la formacion del complejo de ataque a membrana
(MAC por sus siglas en inglés).

Tras un paso de lavado posterior, se obtiene la deteccidon de anticuerpos especificos mediante
incubacién en una solucién de sustrato de fosfatasa alcalina. La cantidad de activacién del
complemento se corresponde con la intensidad del color y se mide en términos de absorbancia
(densidad 6ptica u OD por sus siglas en inglés).

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO.

Los componentes del suero humano utilizado en la preparacion de los controles de este kit han sido
analizados y encontrado negativos respecto a la presencia de anticuerpos frente al virus de la
inmunodeficiencia humana 1y 2 (VIH 1y 2), de la hepatitis C (VHC) y del antigeno de superficie del
virus de la hepatitis B, conforme a los métodos aprobados por la FDA estadounidense. No obstante y
dado que ningun método puede garantizar totalmente la ausencia del virus del VIH, del VHC, de la
hepatitis B o de cualquier otro agente infeccioso, todas las muestras y reactivos de origen humano
deben ser considerados y manipulados como agentes potencialmente capaces de transmitir
enfermedades infecciosas.

Los centros de control de enfermedades y los institutos de salud y prevenciéon nacionales recomiendan
manipular los agentes infecciosos aplicando un nivel de bioseguridad tipo 2.

Todas las soluciones contienen ProClin 300 como conservante. Jamas pipetee con la boca ni permita
gue los reactivos o las muestras de paciente entren en contacto con la piel. Los reactivos que
contienen ProClin pueden causar irritaciones. Evite el contacto con la piel y los ojos. En caso de
contacto, lave la zona afectada con agua abundante.

Svar Life Science cuenta con fichas de datos de seguridad de todos los componentes peligrosos
contenidos en este kit, disponibles a demanda.

BUF WASH 30X CONTROL -
DIL SUBS pNPP
CONJ

Advertencia Contiene ProClin 300:

Masa de reaccion de: 5-cloro-2-metil-4-isotiazolin-3-ona [CE N.° 247-500-7]
y 2-metil-2H-isotiazol-3-ona [CE N.° 220-239-6] (en proporcion 3:1)

H317: Puede provocar una reaccién alérgica en la piel.
P264: Lavese bien las manos tras la manipulacion.
P280: Utilice guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion.

P302+352: EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavese con agua
y jabon abundantes.

P333+313: En caso de irritacidon o erupcion cutanea: Solicite atencion
médica.

RECOGIDA DE LAS MUESTRAS

Para obtener las muestras de sangre utilice una técnica de puncién venosa aséptica; para las muestras
de suero siga los procedimientos estandar establecidos. Se recomienda utilizar un minimo de 5 ml de
sangre entera. Deje coagular la sangre en tubos de suero durante 60-65 minutos a temperatura
ambiente (20-25 °C). Centrifugue las muestras de sangre y transfiera el suero sin células a un tubo
limpio. Manipule los sueros correctamente para evitar la activacion in vitro del complemento. Congele
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los sueros a -70 °C o temperatura inferior en tubos sellados herméticamente si se van a guardar
durante un tiempo prolongado o a transportar en hielo seco. Las muestras solo pueden congelarse y
descongelarse una vez.

No utilice sueros que aparezcan ictéricos, lipémicos ni hemolizados. No utilice sueros inactivados por
calor. No utilice plasma. ElI CLSI proporciona recomendaciones para el almacenamiento de muestras
de sangre (Procedimientos estandar aprobados para la manipulacién y el proceso de muestras de
sangre, H18A, 1990).

COMPONENTES DEL KIT Y ALMACENAMIENTO DE LOS REACTIVOS

- Un bastidor con tiras separadas de pocillos (12 x 8) de color azul recubiertos con IgM humana,
sellados en un paquete de aluminio con una bolsa de desecante.

- 2 x 35 ml de diluyente de CP (Dil CP), marcado con color azul.

- 13 ml de conjugado conteniendo anticuerpos frente a C5b-9 (color azul) marcados con
fosfatasa alcalina.

- 13 ml de solucion de sustrato lista para utilizar.

- 30 ml de solucion de lavado con concentracion 30 veces superior a la normal (30x).

- 0,2 ml de control negativo (NC) conteniendo suero humano (para ser diluido y utilizado como
muestra de suero de paciente).

- Control positivo (PC) liofilizado conteniendo suero humano secado y congelado, para ser
reconstituido en 0,2 ml de agua destilada, consulte la seccion “Reconstitucion del control
positivo”, mas adelante.

Control de actividad (AC) liofilizado para utilizar en aplicacion semi-cuantitativa, conteniendo suero
humano secado y congelado (con origen distinto al utilizado para PC), consulte la seccion
“Reconstitucion del control de actividad”, en el procedimiento para aplicacion semi-cuantitativa.

Los controles positivo y de actividad deben almacenarse a una temperatura de -20 °C inmediatamente
después de su recepcion.

Tenga en cuenta lo siguiente: El volumen de reconstitucion del control de actividad (AC) aparece
indicado en el Certificado de analisis (CoA) (XXX pl) y en la etiqueta del control.

Todos los reactivos del kit estan listos para utilizar salvo la solucion de lavado y los controles. Con
excepcion del control positivo y del control de actividad, todos los reactivos deben almacenarse a una
temperatura de 2-8 °C. Una vez reconstituidos, tanto el control positivo como el control de actividad
deben almacenarse a —70 °C y descongelarse una vez.

MATERIALES O EQUIPOS NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS
- Lector de microplacas con filtro 405 nm.
- Pipetas de precision con puntas desechables.
- Lavador para tiras, tejido absorbente, tubos y un temporizador.

PROCEDIMIENTO — APLICACION CUALITATIVA

Desprenda solo el numero de pocillos necesarios para el analisis y cierre de nuevo el paquete de
aluminio cuidadosa y herméticamente. Deje que las soluciones alcancen la temperatura ambiente (20-
25 °C) antes de realizar el ensayo. No mezcle reactivos de lotes distintos.

PREPARACION DE LA SOLUCION DE LAVADO

Si observa cristales de sal en el frasco con solucion de lavado concentrada, coloque el frasco en un
bafo de agua a 37 °C hasta que los cristales se hayan disuelto, antes de la dilucién de la solucion de
lavado.

Diluya 30 ml de solucién de lavado con concentracion 30x en 870 ml de agua destilada. Cuando se

almacena a una temperatura de 2-8 °C, la solucion de lavado diluida permanece estable hasta la fecha
de caducidad indicada en el kit.
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RECONSTITUCION DEL CONTROL POSITIVO

Golpee ligeramente todo el material liofilizado para que descienda al fondo del frasco y retire el tapon.
Afada de inmediato 200 ul de agua destilada directamente al material liofilizado. Vuelva a colocar el
tapon. Deje reposar el frasco en hielo durante 5 minutos y agitelo con suavidad, u ocasionalmente en
vortex, hasta su total disolucion. Diluya el control reconstituido con el mismo procedimiento que ha
utilizado para la muestra de suero de paciente. El control positivo reconstituido se puede almacenar
hasta 4 horas antes de utilizarlo siempre que se mantenga a una temperatura de 2-8 °C o en hielo.
Debe almacenarse a —70 °C y puede descongelarse una vez.

SUERO

Descongele parcialmente el suero congelado; para ello, introduzcalo unos instantes en un bafio con
agua a 37 °C mientras lo agita con suavidad. Inmediatamente después, coloque los tubos parcialmente
descongelados en un bafo con hielo y deje que se descongelen por completo. Agite con suavidad o en
un mezclador vortex.

DILUCION DEL SUERO

Diluya el suero 1/101 con diluyente CP, etiqueta azul, (500 pl de diluyente + 5 pl de suero) y mezcle a
fondo pero suavemente en vortex. El suero diluido puede permanecer a temperatura ambiente durante
un maximo de 60 minutos antes del analisis.

INCUBACION DE LAS MUESTRAS

Pipetee en duplicado 100 pl/pocillo de diluyente (Dil) para utilizar como blanco, control positivo (PC),
control negativo (NC) y suero diluido de paciente (P) como se indica en el diagrama siguiente. Tape e
incube durante 60-70 minutos a +37 °C.

Via clasica
1 2 3
Dil CP P2
Dil CP P2
PC etc
PC
NC
NC
P1
P1

IOTmMMmMmoOO >

TRAS LA INCUBACION DEL SUERO

Vacie los pocillos y lave 3 veces con 300 pl de solucion de lavado; rellene y vacie los pocillos cada
vez. Después del ultimo lavado, vacie los pocillos golpeando las tiras con suavidad sobre un tejido
absorbente.

ADICION DEL CONJUGADO
Anada 100 pl de conjugado a cada pocillo. Incube durante 30 minutos a temperatura ambiente (+20-25
°C).

TRAS LA INCUBACION DEL CONJUGADO
Lave 3 veces como se indica anteriormente.

ADICION DE LA SOLUCION DE SUSTRATO

Anada 100 ul de solucién de sustrato a cada pocillo; incube durante 30 minutos a temperatura
ambiente (+20-25 °C). Lea la absorbancia a 405 nm en un lector de microplacas. (como solucién de
parada puede utilizar 5 mM EDTA, 100 pl/pocillo. Lea la absorbancia de los pocillos al cabo de 60
minutos).
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CALCULO DEL RESULTADO

Reste la absorbancia del blanco (Dil) de las absorbancias del control negativo (NC), del control positivo
(PC) y de las muestras. Después de restarle el blanco, la absorbancia del control positivo debe ser >
1,0 y la del control negativo < 0,2.

Calcule los valores OD405 nm medios para la muestra, el PC y el NC, y calcule el porcentaje de la
actividad del complemento como se indica a continuacion: (Muestra-NC)/(PC-NC) x 100. Los controles
negativo y positivo estan indicados para detectar fallos importantes del reactivo. El control positivo no
garantiza la precision del valor de corte del ensayo. Cada laboratorio debe establecer niveles de
referencia y valores de corte propios para subsanar las deficiencias.

Si alguno de los controles queda fuera de los rangos respectivos, el analisis sera considerado no valido
y debera repetirse.

CONTROL DE CALIDAD

El CoA incluido en este kit es especifico de un lote y debe utilizarse para verificar los resultados
obtenidos en cada laboratorio. Los resultados indicados en el CoA se incluyen solo a modo de guia, y
pueden ser diferentes a los obtenidos por su laboratorio.

LIMITACIONES

El nivel del complemento de un paciente concreto no puede utilizarse para medir la gravedad de una
enfermedad, ya que es un valor que puede variar de un paciente a otro. Por lo tanto, es dificil obtener
valores estandares absolutos de los resultados.

Las decisiones para la aplicacion de terapias clinicas no pueden tomarse unicamente a partir de los
resultados de la prueba, y deberan utilizarse junto con los sintomas clinicos y los resultados de otros
ensayos disponibles. No debe iniciarse ninguna terapia basada en el resultado del analisis del
complemento. El inicio o los cambios de un tratamiento no deben estar basados unicamente en los
cambios de los niveles del complemento, sino en una rigurosa observacion clinica.

RESULTADOS ESPERADOS

Cuando se detecta una reduccion en los niveles de los componentes o en la funcién del complemento,
los médicos deben considerar la existencia de una deficiencia o un proceso inmunoldgico, causante del
incremento de la descomposicion de componentes y del descenso de los niveles del complemento.

La distribucidon normal en +/- 2SD para el ensayo cualitativo se ha determinado como la comprendida
entre el 69 y el 129% del control positivo; consulte la Tabla 1. Los resultados que quedan dentro de
este rango indican una funcionalidad normal de la via clasica. Se recomienda que cada laboratorio
confirme o establezca un rango de referencia propio para la poblacion a la que atiende.

Un valor por debajo del rango del 69-129% indica, bien un aumento en la activacion, causante del
consumo de la capacidad de la via clasica del complemento, o bien una actividad baja determinada
genéticamente.

Los valores inferiores al 5% revelan claramente un deficiencia completa causada por una activacion
excesiva o una deficiencia heredada en la via clasica. Para establecer los factores del complemento
causantes del descenso es necesario realizar mas analisis de actividad de las proteinas del
complemento.

Se recomienda comprobar siempre los resultados negativos, es decir, una sospecha de deficiencia;
para ello, debe analizarse cuidadosamente una muestra nueva para tener la certeza de que no se ha
producido la activacion in vitro del complemento.

Por lo general, el aumento de los niveles del complemento no es la expresion especifica de una
respuesta de fase aguda.

La via clasica del sistema del complemento de Wieslab® puede ser Util para detectar deficiencias del
complemento relacionadas con las vias clasicas, tal y como se indica en la tabla siguiente: Para
obtener una evaluacion funcional mas completa y detallada de las tres vias del complemento, utilice
Cribado del sistema del complemento de Wieslab®.
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Via clasica Via MBL Via alternativa Posible deficiencia
Positivo Positivo Positivo Ninguno

Negativo Positivo Positivo C1q, C1r, C1s

Positivo Positivo Negativo Properdina, Factor B,D
Positivo Negativo Positivo MBL, MASP2
Negativo Negativo Negativo C3, C5,C6,C7,C8,C9
Negativo Negativo Positivo C4, C2 o combinacién

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Se analizaron 120 sueros de donantes de sangre y se calculé el rango de referencia normal. Los
valores se expresan como porcentaje del control positivo. Consulte la Figura 1 y la Tabla 1. Ningun
donante de sangre estuvo por debajo del

40%.
FIGURA 1.
CP - Aplicacion cualitativa
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TABLA 1.
n Media (%) + 2 DS (%) | Media (%)
Via clasica 120 |99 69-129* 100

*) Es un calculo estadistico y no garantiza un valor de corte real.
Cada laboratorio debe establecer niveles de referencia y valores de corte propios para subsanar las
posibles deficiencias.

TABLA 2.

En el ensayo se analizaron sueros con deficiencias del complemento conocidas y se obtuvieron los
resultados siguientes. En el ensayo se detectaron todos los sueros deficientes que ofrecieron valores
inferiores al 5%™*).

Deficiencia C2 C3 C4 C5 C7 C8
Numero de

pacientes 5 1 1 1 2 2
Numero de sueros

deficientes 5 1 1 1 2 2
detectados

**) Consulte "M.A. Seelen et. al, Functional analysis of the classical, alternative and MBL pathways of

the complement system: standardization and validation of a simple ELISA. J Immunol Meth 2005, 296,
187-198", para obtener mas informacién sobre muestras de pacientes con deficiencias analizadas con
la aplicacion cualitativa
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Reduccién Ciq C3 C4 C5 c7
Numero de sueros

reducidos 2 1 1 1 1
Numero de

reducciones 2 1 1 1 1
detectadas

TABLA 3. Precision inter ensayo para la aplicacion cualitativa: se determiné analizando tres muestras

en duplicado. Los resultados se obtuvieron para seis series diferentes.

CP P1 CP P2 |CP P3
Mean value
% 98 92 21
SD 4.3 3.9 1.7
CV% 4 4 8

TABLA 4. Precision intra ensayo para la aplicacion cualitativa: se determind analizando una muestra

en 40 pocillos.

Ensayo Valor medio % DS CV%
CP 85 29 3

PROCEDIMIENTO — APLICACION SEMI-CUANTITATIVA

La aplicacion semi-cuantitativa se distingue de la cualitativa en que se crea una curva de calibracion
diluyendo el PC del kit, obteniéndose una curva de calibracion con una actividad del 100, 75, 50, 25y
12,5%. Desprenda solo el numero de pocillos necesarios para el andlisis y cierre de nuevo el paquete
de aluminio cuidadosa y herméticamente. Deje que las soluciones alcancen la temperatura ambiente
(20-25 °C) antes de realizar el ensayo. No mezcle reactivos de lotes distintos.

PREPARACION DE LA SOLUCION DE LAVADO

Si observa cristales de sal en el frasco con solucidn de lavado concentrada, coloque el frasco en un
bafo de agua a 37 °C hasta que los cristales se hayan disuelto, antes de la dilucién de la solucion de
lavado.

Diluya 30 ml de solucién de lavado con concentracion 30x en 870 ml de agua destilada. Cuando se
almacena a una temperatura de 2-8 °C, la solucion de lavado diluida permanece estable hasta la fecha
de caducidad indicada en el kit.

RECONSTITUCION Y DILUCION DEL CONTROL POSITIVO PARA UTILIZARLO COMO
CALIBRADOR

Golpee ligeramente todo el material liofilizado para que descienda al fondo del frasco y retire el tapon.
Afada de inmediato 200 ul de agua destilada directamente al material liofilizado. Vuelva a colocar el
tapon. Deje reposar el frasco en hielo durante 5 minutos y agitelo con suavidad, u ocasionalmente en
vortex, hasta su total disolucién. El control positivo reconstituido se puede almacenar hasta 4 horas
antes de utilizarlo siempre que se mantenga a una temperatura de 2-8 °C o en hielo. También puede
congelarse a —70 °C y descongelarse una vez.
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Para diluir el control positivo reconstituidoao%gnsulte la figura siguiente.
o

10 ul de PC
1.000 i de
diluyente
225 yl al 100% 150 pl al 1009 75 ul al 100% 40 pl al 1009
75 l de diluyexte 150 pl 225 pl 280 i 300 pl de
de de de

75%  diuyente 50% dIUente pse,  diluyente 1259, diluyente 0%

El calibrador puede dejarse a temperatura ambiente hasta 1 hora antes de usarlo. El calibrador debe
prepararse en cada ocasion; una vez diluido no es posible almacenarlo a -20 °C para utilizarlo mas
adelante.

RECONSTITUCION DEL CONTROL DE ACTIVIDAD (AC)

Golpee ligeramente todo el material liofilizado para que descienda al fondo del frasco y retire el tapon.
ARada de inmediato el volumen de agua destilada indicado en la etiqueta Certificado de analisis/AC
directamente al material liofilizado. Vuelva a colocar el tapon. Deje reposar el frasco en hielo durante 5
minutos y agitelo con suavidad o en vortex hasta su total disolucién. Diluya el control reconstituido con
el mismo procedimiento que ha utilizado para la muestra de suero de paciente. El control de actividad
positivo reconstituido se puede almacenar hasta 4 horas antes de utilizarlo siempre que se mantenga a
una temperatura de 2-8 °C o en hielo. También puede almacenarse a —70 °C y descongelarse una vez.

SUERO

Descongele parcialmente el suero congelado; para ello, introduzcalo unos instantes en un bafio con
agua a 37 °C mientras lo agita con suavidad. Inmediatamente después, coloque los tubos parcialmente
descongelados en un bafio con hielo y deje que se descongelen por completo. Mezcle brevemente o
en un mezclador vortex.

DILUCION DEL SUERO Y DEL CONTROL DE ACTIVIDAD

Diluya el suero 1/101 con diluyente CP, etiqueta azul, (500 pl de diluyente + 5 pl de suero) y mezcle a
fondo pero suavemente en vértex. El suero diluido y el control de actividad pueden permanecer a
temperatura ambiente durante un maximo de 60 minutos antes del analisis.

INCUBACION DE LAS MUESTRAS

Pipetee en duplicado 100 pl/pocillo de calibrador (100%-0%), control negativo (NC), control de
actividad (AC) y suero diluido de paciente (P) como se indica en el diagrama siguiente. Tape e incube
durante 60-70 minutos a +37 °C.

39



COMPL CP310, LABEL-DOC-0031, 2.0

Via clasica
1 2 3

A 100% 12,5% P1
B 100% 12,5% P1
C 75% 0% P2
D 75% 0% P2
E 50% NC etc
F 50% NC

G 25% AC

H 25% AC

TRAS LA INCUBACION DEL SUERO

Vacie los pocillos y lave 3 veces con 300 pl de solucion de lavado; rellene y vacie los pocillos cada
vez. Después del ultimo lavado, vacie los pocillos golpeando las tiras con suavidad sobre un tejido
absorbente.

ADICION DEL CONJUGADO
Anada 100 pl de conjugado a cada pocillo. Incube durante 30 minutos a temperatura ambiente (+20-25
°C).

TRAS LA INCUBACION DEL CONJUGADO
Lave 3 veces como se indica anteriormente.

ADICION DE LA SOLUCION DE SUSTRATO

Anada 100 pl de solucion de sustrato a cada pocillo; incube durante 30 minutos a temperatura
ambiente (+20-25 °C). Lea la absorbancia a 405 nm en un lector de microplacas. (como solucién de
parada puede utilizar 5 mM EDTA, 100 pl/pocillo. Lea la absorbancia de los pocillos al cabo de 60
minutos).

CALCULO DEL RESULTADO

Se recomienda el uso de una curva de ajuste con 4 parametros logisticos (Marquardt). Reste la
absorbancia del calibrador 0% de todos los valores de OD.

La absorbancia del calibrador 100% deberia ser > 1,0, la absorbancia del NC < 0,2 y la actividad del
AC > 30%.

Cuando los valores de las muestras obtenidos sean mayores que los del calibrador mas alto, 100%, las
muestras se pueden diluir en una proporcién 1/201 y analizarse de nuevo.

No obstante, el valor de actividad obtenido en este caso debera ajustarse conforme a la dilucién de
muestras que se haya aplicado.

Si alguno de los controles queda fuera de los rangos respectivos, la prueba sera considerada no valida
y debera repetirse.

Cada laboratorio debe establecer niveles de referencia y valores de corte propios para subsanar las
deficiencias.

CONTROL DE CALIDAD

El CoA incluido en el kit es especifico de un lote y debe utilizarse para verificar los resultados
obtenidos en cada laboratorio. Los resultados indicados en el CoA se incluyen solo a modo de guia 'y
pueden ser diferentes a los obtenidos por su laboratorio.
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Ejemplo de una curva estandar
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Tenga en cuenta lo siguiente: La figura anterior muestra un ejemplo de una curva estandar semi-
cuantitativa y no debe utilizarse como la interpretacion real de una muestra de paciente.

LIMITACIONES

El nivel del complemento de un paciente no puede utilizarse para medir la gravedad de una
enfermedad, ya que es un valor que puede variar de un paciente a otro. Por lo tanto, es dificil obtener
valores estandares absolutos de los resultados.

Las decisiones para la aplicacion de terapias clinicas no pueden tomarse unicamente a partir de los
resultados de la prueba, y deberan utilizarse junto con los sintomas clinicos y los resultados de otros
ensayos disponibles. No debe iniciarse ninguna terapia basada en el resultado del analisis del
complemento. El inicio o los cambios de un tratamiento no deben estar basados unicamente en los
cambios de los niveles del complemento, sino en una rigurosa observacion clinica.

RESULTADOS ESPERADOS

Cuando se detecta una reduccién en los niveles de los componentes o en la funcién del complemento,
los médicos deben considerar la existencia de una deficiencia o un proceso inmunoldgico, causante del
incremento de la descomposicion de componentes y del descenso de los niveles del complemento.

La distribuciéon normal en +/- 2DS para el ensayo semi-cualitativo se ha determinado como la
comprendida entre el 66 y el 113% del control positivo; consulte la Tabla 5. Los resultados que quedan
dentro de este rango indican una funcionalidad normal de la via clasica. Se recomienda que cada
laboratorio confirme o establezca un rango de referencia propio para la poblacion a la que atiende.

Un valor por debajo del rango del 66-113% indica, bien un aumento en la activacion, causante del
consumo de la capacidad de la via clasica del complemento, o bien una actividad baja determinada
genéticamente.

Los valores inferiores al 15% revelan claramente un deficiencia completa causada por una activacion
excesiva o una deficiencia heredada en la via clasica. Para establecer los factores del complemento
causantes del descenso es necesario realizar mas analisis de actividad de las proteinas del
complemento.

Se recomienda comprobar siempre los resultados negativos, es decir, una sospecha de deficiencia;
para ello, debe analizarse cuidadosamente una muestra nueva para tener la certeza de que no se ha
producido la activacién in vitro del complemento.

Por lo general, el aumento de los niveles del complemento no es la expresion especifica de una
respuesta de fase aguda.

La via clasica del sistema del complemento de Wieslab® puede ser Util para detectar deficiencias del

complemento relacionadas con las vias clasicas, tal y como se indica en la tabla siguiente. Para
obtener una evaluacion funcional mas completa y detallada de las tres vias del complemento, utilice
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Cribado del sistema del complemento de Wieslab®.

Via clasica Via MBL Via alternativa Posible deficiencia
Positivo Positivo Positivo Ninguno

Negativo Positivo Positivo C1q, C1r, C1s

Positivo Positivo Negativo Properdina, Factor B,D
Positivo Negativo Positivo MBL, MASP2
Negativo Negativo Negativo C3, C5,C6,C7,C8,C9
Negativo Negativo Positivo C4, C2 o combinacién

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Se analizaron 120 sueros de donantes de sangre y se calculé el rango de referencia normal. Consulte
la Figura 2 y la Tabla 3. Ningun donante de sangre estuvo por debajo del 40%.

Rango de medicién del calibrador: 12,5% - 100%
Limite de deteccion (LOD) = 8%

Figura 2. CP - aplicaciéon semi-cuantitativa
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TABLA 5.
n Media (%) + 2 DS (%) | Media (%)
Aplicacion semi- 120 | 89 66-113* 92

cuantitativa

Es un calculo estadistico y no garantiza un valor de corte real. Cada laboratorio debe establecer
niveles de referencia y valores de corte propios para subsanar las deficiencias.
*) Incluye las muestras diluidas en una proporciéon 1/201 hasta el final de la curva

TABLA 6.

En el ensayo se analizaron sueros con deficiencias del complemento conocidas y sueros reducidos
con un factor del complemento especifico. En el ensayo se detectaron todos los sueros

deficientes/reducidos que ofrecieron valores inferiores al 15%.

Deficiencia C2 C3 C4 C5 074 C8
Numero de 5 1 1 1 2 2
pacientes

Numero de sueros

deficientes 5 1 1 1 2 2
detectados
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Reduccion C1q C3 C4 C5 C7
Numero de sueros

. 2 1 1 1
reducidos
Numero de
reducciones 2 1 1 1
detectadas

TABLA 7. Precision inter ensayo para la aplicacion semi-cuantitativa: se determiné analizando siete

muestras en ocho réplicas y en tres ocasiones distintas.

1 2 E 4 |5 6 |7
Mean value
% 71 73 69 72 25 35 31
SD 9 9 6 11 1 2 2
CV% 13%  13% 9% 15% 4% 5% 5%

TABLA 8. Precision intra ensayo para la aplicacion semi-cuantitativa: se determiné analizando siete

muestras en ocho réplicas en una ocasion.

1 |2 [3 |4 |5 |6 |7
Mean value
% 79 76 72 83 24 34 30
SD 10 11 6 9 0 1
CV% 13% 15% 8% 10% 2% 4% 2%

TABLA 9. Variaciéon de lote a lote en la aplicacion semi-cuantitativa: se determiné analizando siete

muestras en duplicado en tres lotes distintos por tres personas diferentes.

Sample 1 2 3 4 5 6 7

Mean value

(%) 8 73 85 24 37 74 78

SD 0,80 14,55 12,50 1,32 1,91 7,46 6,08

%CV 10% 20% 15% 5% 5% 10% 8%

TABLA 10.

La recuperacion de dilucion se determind analizando cinco series de diluciones para tres muestras

diferentes.

Muestra | Dilucion Actividad media | Actividad tedrica E(')'r“rg'goiga % de
medida (%) (%) .,
recuperacion
1/200 55 55 100
1/400 32 28 114
1/800 17 14 121
1/1600 0 7 0
Muestra | Diluciorn Actividad media | Actividad tecrica E(')'r‘;g'goiga % de
medida (%) (%) .,
recuperacion

1/200 46 46 100
1/400 25 23 109
1/800 13 12 108
1/1600 6 6 100
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o . - . Dilucion
Muestra Dilucion ﬁig’if:?o/ged'a ?,Z;'V'dad teorica corregida % de
recuperacion
1/100 84 84 100
1/200 37 42 88
3 1/400 21 21 100
1/800 11 11 100
1/1600 7 6 117
SOLUCION DE PROBLEMAS
Problema Causas posibles Solucién
Valores de La temperatura, el tiempo o el pipeteo | Asegurese de que el tiempo y la
control no son correctos; los reactivos no se | temperatura sean correctos. Repita el

fuera de rango

han mezclado

analisis.

Contaminacion cruzada de los
controles

Extreme el cuidado al pipetear.

La via optica no esta limpia.

Asegurese de que los pocillos no
presenten suciedad ni burbujas de aire.
Limpie el fondo de la placa y repita la
lectura.

Los controles (positivo y/o de
actividad) no se han reconstituido
correctamente. La dilucion del
calibrador no es correcta.

Compruebe los controles, disuelva uno
nuevo.

Compruebe la preparacion y realice una
dilucién nueva.

Los resultados
de todas las
pruebas son
negativos

No se han afadido uno o varios
reactivos, o se han afadido en una
secuencia incorrecta.

Vuelva a comprobar el procedimiento.
Asegurese de que se han utilizado los
reactivos adecuados. Repita el analisis.

La placa recubierta de antigeno esta
inactiva.

Asegurese de que los pocillos no
utilizados no presenten humedad
evidente. Limpie el fondo de la placa 'y
repita la lectura.

El suero esta inactivo.

Diluya muestras nuevas.

Los resultados
de todas las
pruebas son
amarillos.

Los tampones o los reactivos estan
contaminados.

Asegurese de que ninguna solucion
aparece turbia.

La solucidn de lavado esta
contaminada.

Utilice un recipiente limpio. Compruebe la
calidad del agua utilizada para preparar la
solucion.

La diluciéon del suero no es correcta.

Repita el analisis.

La precision es
escasa.

La pipeta suministra un CV > 5% o las
muestras no se han mezclado.

Compruebe la calibracién de la pipeta.
Utilice técnicas reproducibles. Elimine las
burbujas de aire de la punta de la pipeta.

El suero o los reactivos no se han
mezclado lo suficiente o no se han
dejado reposar a temperatura
ambiente.

Mezcle todos los reactivos a fondo y
suavemente y déjelos reposar a
temperatura ambiente.

La adicién del reactivo ha tardado
demasiado o se ha realizado a
intervalos de tiempo irregulares.

Desarrolle una técnica uniforme y utilice
dispositivos con varias puntas o de
dispensacion automatica para reducir el
tiempo.

La via oOptica no esta limpia.

Compruebe la ausencia de burbujas de
aire en los pocillos. Limpie el fondo de la
placa y repita la lectura.
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Problema Causas posibles Solucién
El lavado no ha sido uniforme, hay Asegurese de que todos los pocillos se
burbujas de aire atrapadas o queda rellenan y se aspiran de manera
solucién de lavado en los pocillos. uniforme. Dispense liquido por encima

del nivel de reactivo en el pocillo.
Después del ultimo lavado, vacie los
pocillos golpeando las tiras con suavidad
sobre un tejido absorbente.
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EXPLANATION OF SYMBOLS. L’EXPLICATION DE SYMBOLES. LA EXPLICACION DE

SIMBOLOS. ERKLARUNG DER SYMBOLE. LA SPIEGAZIONE DI SIMBOLI. FORKLARING TIL

SYMBOLER. SYMBOLFORKLARING. FORKLARINGAR TILL SYMBOLER.

LOT

Batch code. Numéro de lot. Numero de lote. Chargen-Nummer. Numerodi lotto.
Partinummer. Lot nummer.Satsnummer.

REF

Catalogue number. Référence catalogue. Numero de catalogo. Katalog-Nummer.
Numero di catalogo. Numero catalogo. Katalognummer.

Use-by date. Date de péremption. Fecha de caducidad. Verfallsdatum. La data
di scadenza. Udlgbsdato. Utlgpsdato. Anvand fore.

I

Temperature limit. Seuils de températures. Rango de
temperature. Temperaturbereich. Limitazioni di temperatura.
Opbevaringstemperatur. Oppbevares ved. Férvaringstemperatur.

Biological risk. Risque biologique. Riesgo bioldgico. Biologische Gefahrdung.
Rishio biologico. Biologisk risk.

Consult instructions for use. Lire le mode d'emploi. Consulte las instrucciones de
uso. Gebrauchsanweisung beachten. Leggere le istruzioni per 'uso. Se
brugsanvisning. Se bruksanvisningen. Las instruktionsmanualen.

In vitro diagnostic medical device. Dispositif médical de diagnostic in vitro.
Producto sanitario para diagnéstico in vitro. In-vitro-Diagnostikum. Dispositivo
medico-diagnostico in vitro. In Vitro medisinsk diagnoseutstyr. In vitro diagnostik
medicinsk utrustning.

Warning. Attention. Atension. Achtung. Attenzione. Advarsel. Advarsel. Varning.

Manufacturer. Fabricant. Fabricante. Hersteller. Produttore. Fabrikant. Producent.
Produsent. Tillverkare.

dRE B G

(o]
(0]

Contains sufficient for 96 tests. Contenu suffisant pour 96 tests. Contenido
suficiente para 96 pruebas. Inhalt ausreichend flir 96 Tests. Contenuto sufficiente
per 96 test. Indeholder tilstraekkelig for 96 test. Inneholder tilstrekkelig for 96 test.
Innehaller tillrackligt for 96 tester.

M\
/M

Conformity to 98/79/EC on In Vitro Diagnostic Medical Device Directive.
Conformément a la directive européenne 98/79/CE relative aux dispositifs
médicaux de diagnostic in vitro. La conformidad con la Directiva 98/79/CE sobre
productos sanitarios para diagnéstico in vitro. Konform mit Richtlinie 98/79/EG zu
In-vitro-Diagnostika. Conformita alla direttiva 98/79/CE relativa ai dispositivi
medico-diagnostici in vitro. Medicinsk udstyr til in vitro-diagnostik, i
overensstemmelse med Europa-Parlamentets og Radets direktiv 98/79/EF.
Medisinsk utstyr i samsvar med EU in vitro diagnostic directive 98/79/EF.
Overensstammer med direktiv 98/79/EG fér medicintekniska produkter.
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Ad

Antigen. Antigéne. Antigeno. Antigen. Antigene. L’antigene. Antigen.
Antigen.

DIL

Diluent. Diluant. Diluyente. Probenverdinnungspuffer. Il diluente.
Diluent. Fortynning. Spadningsbuffert.

CONJ

Conjugate. Conjugué. Conjugado. Konjugat. Conjugato.Konjugat.
Konjugat.

BUF WASH

30X

Wash solution 30x conc. Solution lavage conc. 30x. Solucién de lavado
conc. 30x. Waschpuffer 30x konz. Soluzione di lavaggio 30x conc.
Vaskebuffert 30x konc. Vaskelgsning 30x kons. Tvattbuffert 30x konc.

SUBS [ pNPP

Substrate pNPP. pNPP Substrat. Sustrato pNPP. Substrat pNPP.
Substrato pNPP. Substrat pNPP.

CONTROL -

Negative control. Controle négatif. Control negativo. Negativkontrolle.
Controllo negativo. Negativ control. Negativ kontroll. Negativ kontroll.

CONTROL +

LYO

Lyophilized positive control. Contrdle positif lyophilizé. Control positivo
liofilizado. Lyophilisierte Positivkontrolle. Controllo positivo liofilizzato.
Frysetarret positiv kontrol. Lyofilisert positiv kontroll. Frystorkad positiv
kontroll.

CONTROL | AC

LYO

Lyophilized activity control. Contréle d’activité lyophilizé. Control de
aktividad liofilizado. Lyophilisierte Aktivitatskontrolle. Controllo
dellattivita liofilizzata. Frysetarret aktivitetskontrol. Lyofilisert
aktivitetskontroll. Lyofiliserad aktivitetskontroll.
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VERWENDUNGSZWECK

Der Wieslab® Complement system Classical pathway ist ein Enzymimmunoassay fir die qualitative
und/oder semi-quantitative Bestimmung des funktionellen klassischen Komplementwegs in
menschlichem Serum. Die Analyse darf nur von ausgebildetem Laborpersonal durchgefuhrt werden.
NUR ZUR IN-VITRO-DIAGNOSTIK

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Das Komplementsystem spielt eine wichtige Rolle bei chronischen und autoimmunvermittelten
Erkrankungen sowie bei Infektionen. Es gibt drei Wege der Komplementaktivierung (Abb. 1), namlich
den klassischen, den alternativen und den Lektin-Weg.

C3
Klassischer Weg
(C1q, C1r, C1s, C4, C2) C4b2a
Lektin-Weg
C4b2
(MBL, MASP -2, C4, C2) a —
Alternativer Weg
(C3, factor D, B, P) C3bBbP
Endpunkt @Q;)
(C5, C6, C7, C8, C9 ®® g.)
C3b
C5b-C9
(MAC)

Eine eingeschrankte Komplementaktivitat fuhrt beim Menschen zu einer empfindlicheren Reaktion auf
wiederholte heftige oder schwere Infektionen und kann Auswirkungen auf die Entwicklung von
Autoimmunerkrankungen haben. Eine nicht adaquate Aktivierung von Komplement flhrt zu
chronischen Entziindungen sowie Gewebeschadigung.

Die in-vitro Aktivierung der Komplementkaskade flhrt zu einem Verbrauch von Komplement-
komponenten, was wiederum zur Abnahme der Konzentrationen fuhrt. Somit wird die Bestimmung der
Komplement-Proteine oder der Komplementaktivitat dazu benutzt, um einen Anhalt dafir zu
bekommen, ob das Komplementsystem durch einen immunologischen oder/und pathologischen
Mechanismus aktiviert wurde. Beide, funktionelle und immunochemische Komplement-Messungen
werden verwendet, wenn bei Patienten der Verdacht auf eine Komplement-aktivierende Erkrankung
oder auf einen vererbten Defekt besteht. Die Spiegel der Komplementaktivitat, wie sie mit funktionellen
Tests wie z.B. mit dem Wieslab® Complement Kit erhalten werden, berticksichtigen auch die
Syntheserate, den Abbau und den Verbrauch von Komponenten, und stellen somit zusatzlich eine
Aussage uber die Integritat der Aktivierungswege zur Verfligung - im Gegensatz zu
immunochemischen Methoden, die nur spezifische Konzentrationen der verschiedenen
Komplementkomponenten messen.

PRINZIP DES WIESLAB® COMPLEMENT SYSTEM KIT

Der Wieslab® Complement system Classical pathway Kit kombiniert das Prinzip des hamolytischen
Tests fur Komplementaktivierung mit der Verwendung von markierten Antikérpern, die spezifisch sind
fur ein Neoepitop, das als Resultat der Komplementaktivierung gebildet wird. Die Menge des gebildeten
Neoepitops ist proportional zur funktionellen Aktivitat des Komplementwegs.

Im Komplement CP Kit sind die Vertiefungen (Wells) der Mikrotiterplatten-Streifen beschichtet mit
spezifischen Aktivatoren des klassischen Wegs. In Kombination mit einer speziellen
Verdunnungspuffer-Komposition und der dazugehdérigen Patientenserum-Verdinnung wird
sichergestellt, dass nur der klassische Weg aktiviert wird.
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Wahrend der Inkubation der verdinnten Patientenseren im Well wird das Komplementsystem durch die
spezifische Beschichtung aktiviert. Die Wells werden dann gewaschen und die Menge an gebildetem
C5b-9-Komplex wird nachgewiesen mittels eines mit alkalischer Phosphatase markierten Antikérpers,
der spezifisch das Neoepitop erkennt, welches wahrend der MAC-Formation (Membrane Attack
Complex) entsteht.

Nach einem weiteren Waschschritt werden die spezifischen Antikdrper mittels einer Substratldsung fur
die alkalische Phosphatase nachgewiesen. Die Menge an Komplement-Aktivitat korreliert mit der
Farbintensitat und wird anhand einer Absorptionsmessung als optische Dichte (OD) angegeben.

WARNHINWEISE UND VORSICHTSMARNAHMEN

NUR ZUR IN-VITRO-DIAGNOSTIK

Die in diesem Kit zur Herstellung der Kontrollen verwendeten Humanserumkomponenten wurden auf
Antikdrper gegen das Humane Immundefizienz-Virus 1 und 2 (HIV 1 und 2), Hepatitis C (HCV) sowie
auf Hepatitis B-Oberflachenantigen mit von der FDA genehmigten Verfahren getestet und als negativ
befunden. Da generell kein Testverfahren eine vollstandige Gewissheit bieten kann, dass HIV, HCV,
Hepatitis B-Virus oder andere Infektionserreger nicht vorliegen, sollten Proben und Reagenzien
humanen Ursprungs immer als potenziell infektiés behandelt werden.

Die ,Centers for Disease Control and Prevention” und ,National Institutes of Health” empfehlen,
potenziell infektiose Materialien nach Biosafety Level 2 zu behandeln.

Alle Lésungen enthalten Proclin 300 als Konservierungsmittel. Niemals mit dem Mund pipettieren oder
zulassen, dal® Reagenzien bzw. Patientenproben mit der Haut in Beriihrung kommen. Proclin-haltige
Reagenzien kdnnen reizend wirken. Kontakt mit Haut und Augen vermeiden. Im Falle eines Kontakts
mit viel Wasser spulen.

Sicherheitsdatenblatter sind fur alle in diesem Testkit enthaltenen gefahrlichen Bestandteile auf Anfrage
von Svar Life Science erhaltlich.

BUF WASH 30X CONTROL -
DIL SUBS | pNPP
CONJ

Achtung Enthalt ProClin 300:

Reaktionsmasse aus: 5-Chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-on [EC no. 247-
500-7] und 2-Methyl-4-isothiazolin-3-on [EC no. 220-239-6] (3:1)

H317: Kann allergische Hautreaktionen verursachen.

P264-: Nach Gebrauch die Hande griindlich waschen.

P280: Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz
verwenden.

P302+352: BEI HAUTKONTAKT: Mit sehr viel Seife und Wasser waschen.
P333+313: Bei Hautreizung oder -ausschlag: Arztlichen Rat einholen bzw.
Arzt aufsuchen.

PROBENGEWINNUNG

Blutproben mit einer aseptischen Venenpunktionsmethode entnehmen und anhand Ublicher Verfahren
Serum gewinnen. Es wird mindestens eine Menge von 5 ml Vollblut empfohlen. Das Blut in
Serumrdhrchen 60-65 Minuten bei Raumtemperatur (20-25 C) gerinnen lassen. Blutproben
zentrifugieren und zellfreies Serum in ein sauberes Réhrchen Gberfihren. Seren missen
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vorschriftsgemaf behandelt werden, um eine in vitro Komplementaktivierung zu vermeiden. Fir eine
langere Lagerung Seren bei -70 °C oder kalter in fest verschlossenen Rdhrchen einfrieren oder fir den
Transport auf Trockeneis lagern. Proben sollten nicht 6fter als ein Mal eingefroren und wieder aufgetaut
werden.

Kein ikterisches, lipamisches bzw. hamolytisches Serum verwenden. Hitze-inaktiviertes Serum kann
nicht verwendet werden. Plasma kann nicht verwendet werden. Das NCCLS hat Empfehlungen zur
Lagerung von Blutproben herausgebracht ("Approved Standard-Procedures for the Handling and
Processing of Blood Specimens", H18A, 1990).

KITKOMPONENTEN UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

- Ein Rahmen mit blau-gefarbten einzeln abbrechbaren Wells (12x8), beschichtet mit humanem
IgM; zusammen mit einem Trockenmittelbeutel in einem Folienbeutel eingeschweilt.

- 2 x 35 ml Verdunnungspuffer (Dil CP), blaues Etikett.

- 13 ml Konjugat, enthalt mit alkalischer Phosphatase markierte Antikérper gegen C5b-9 (blaue
Farbe).

- 13 ml Substratlésung, gebrauchsfertig.

- 30 ml Waschlésung, 30-fach konzentriert.

- 0,2 ml Negativkontrolle (NC), enthalt menschliches Serum (wie Patientenserumprobe
verdlinnen).

- Lyophilisierte Positivkontrolle (PC), enthalt gefriergetrocknetes Humanserum, Rekonstitution in
0,2 ml destilliertem Wasser, siehe "Rekonstitution der Positivkontrolle" weiter unten.

- Lyophilisierte Aktivitatskontrolle (AC) flr den semi-quantitativen Gebrauch, enthalt
gefriergetrocknetes Humanserum (anderer Ursprung als die PC), siehe "Rekonstitution der
Aktivitatskontrolle” unter "WVorgehensweise bei der semi-quantitativen Verwendung”.

Positiv- und Aktivitatskontrolle missen nach Erhalt bei -20 °C gelagert werden.

Achtung: Das Rekonstitutionsvolumen fur die Aktivitatskontrolle ist im Analysenzertifikat (CoA)
angegeben (XXX ul) sowie auf dem Etikett der Aktivitatskontrolle.

Bis auf die Waschlésung und die Kontrollen sind alle Kitreagenzien gebrauchsfertig. Aul3er der Positiv-
und der Aktivitatskontrolle alle Reagenzien bei 2-8 ° C lagern. Die rekonstituierten Positiv- und
Aktivitatskontrollen sollten bei -70°C gelagert werden und kénnen einmal aufgetaut werden.

NICHT MITGELIEFERTE, ABER ERFORDERLICHE MATERIALIEN BZW. GERATE
- Melgerat fur Mikrotiterplatten mit einem Filter fir 405 nm.
- Prazisionspipetten mit Einwegspitzen
- Waschgerat fur Mikrotiterplatten-Streifen, saugfahige Papiertiicher, Réhrchen und ein
Kurzzeitwecker

DURCHFUHRUNG - QUALITATIVE ANWENDUNG

Nur die Anzahl an Wells aus der Verpackung entnehmen, die zum Testen bendtigt werden;
anschlieftend die Aluminiumverpackung wieder sorgfaltig verschlie®en. Vor dem Testansatz alle
Lésungen auf Raumtemperatur (20-25 °C) bringen. Nicht die Reagenzien aus verschiedenen Chargen
mischen.

HERSTELLUNG DER WASCHLOSUNG

Falls sich in dem R&hrchen mit der konzentrierten Waschlésung Salzkristalle gebildet haben, dieses vor
Verdinnung der Waschldsung in ein 37°C warmes Wasserbad stellen, bis sich die Salzkristalle
aufgeldst haben.

30 ml der 30-fach konzentrierten Waschlésung mit 870 ml destilliertem Wasser verdiinnen. Die
verdunnte Waschldsung ist bei einer Lagerung von 2-8 °C bis zum Verfallsdatum des Kits haltbar.

REKONSTITUTION DER POSITIVKONTROLLE

Das gesamte lyophilisierte Material sachte auf den Boden des Flaschchens klopfen und den Stopfen
entfernen. Sofort 200 ul destilliertes Wasser direkt zum Lyophilisat geben. Mit dem Stopfen wieder
verschlief3en. Das Flaschchen 5 Minuten auf Eis stehen lassen und dann vorsichtig mit der Hand oder
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dem Vortex mischen bis alles vollstandig gel6st ist. Die rekonstituierte Kontrolle wie die Serumprobe
eines Patienten verdunnen. Sie kann vor Gebrauch bis zu 4 Stunden bei 2-8 °C oder auf Eis
aufbewahrt werden. Sie kann einmal bei -70 °C eingefroren und wieder aufgetaut werden.

SERUM

Das Serum zum teilweisen Auftauen kurz in ein 37 °C warmes Wasserbad geben und dabei vorsichtig
schwenken. Nach dem teilweisen Auftauen die Réhrchen sofort in ein Eisbad stellen und dort bis zum
vollstandigen Auftauen auf Eis lassen. Auf einem Vortex kurz mischen.

SERUM-VERDUNNUNG

Das Serum 1:101 mit dem Verdinnungspuffer CP (blaues Etikett) verdinnen: 500 pl
Verdunnungspuffer + 5 yl Serum und grindlich aber vorsichtig mit einem Vortex mischen. Das
verdinnte Serum kann vor dem Testansatz maximal 60 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen
werden.

INKUBATION DER PROBEN

Anhand des Tabellenschemas unten jeweils 100 pl pro Well in Doppelbestimmungen
Verdunnungspuffer (Dil) als Leerwert, Positivkontrolle (PC), Negativkontrolle (NC) und verdinntes
Patientenserum (P) pipettieren. Abgedeckt fir 60-70 Minuten bei 37 °C inkubieren.

Klassischer Weg

1 2 3
A Dil CP P2
B Dil CP P2
C PC etc
D PC
E NC
F NC
G P1
H P1

NACH DER SERUMINKUBATION

Alle Wells ausleeren und dreimal mit 300 yl Waschlésung waschen; dazu die Wells jedes Mal beflllen
und dekantieren. Nach dem letzten Waschen die Wells durch Klopfen des Streifens auf saugfahigem
Zellstoff sorgfaltig ausleeren.

KONJUGAT HINZUFUGEN
In jedes Well 100 pl Konjugat pipettieren. 30 Minuten bei Raumtemperatur (+20-25 °C) inkubieren.

NACH DER KONJUGATINKUBATION
Wie oben angegeben dreimal waschen.

SUBSTRATLOSUNG HINZUFUGEN

In jedes Well 100 pl Substrat pipettieren, 30 Minuten bei Raumtemperatur (+20-25 °C) inkubieren. Die
optische Dichte bei 405 nm mit einem Mikrotiterplatten-Reader messen. (Als Stopplésung kann eine 5
mM EDTA-L6sung verwendet werden, 100 pl/Well. Die Messung der optischen Dichte der Wells
innerhalb von 60 Minuten vornehmen.)

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Die optische Dichte des Leerwerts (Verdinnungspuffer) von der NC, PC und den Proben abziehen. Die
optische Dichte der Positivkontrolle sollte nach Abzug des Leerwerts >1,0 und die der Negativkontrolle
< 0,2 sein.

Die Mittelwerte der OD 405nm fir die Probe, die PC und die NC berechnen und dann den Prozentsatz
der Komplementaktivitat wie folgt ermittlen: (Probe - NC)/(PC - NC) x100. Die Negativ- und die
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Positivkontrolle dienen zur Uberwachung von relevanten Méngeln der Reagenzien. Die Positivkontrolle
ist nicht zur Uberpriifung der Prazision am Cut-off-Bereich geeignet. Es wird empfohlen, dass jedes
Labor seine eigenen Referenz- und Cut-off-Werte fur Komplement-Defekte festlegt.

Falls eine der Kontrollen nicht innerhalb des angegebenen Bereichs liegt, ist der Test ungultig und
muss wiederholt werden.

QUALITATSKONTROLLE

Das Analysenzertifikat (CoA) im Kit ist chargenspezifisch und dient der Uberpriifung der in Ihrem Labor
gemessenen Werte. Die im Analysenzertifikat angegebenen Ergebnisse dirfen nur als Richtwerte
verstanden werden. Die in Ihrem Labor erzielten Ergebnisse kdnnen abweichen.

EINSCHRANKUNGEN

Der individuelle Komplementspiegel eines Patienten kann nicht als Malstab fir die Schwere der
Erkrankung verwendet werden, da er von Patient zu Patient variieren kann. Daher ist es schwierig, eine
absolute Standardisierung der Ergebnisse zu erhalten.

Dieser Test sollte nicht als alleinige Grundlage fur klinische Therapie-Entscheidungen dienen, sondern
sollte immer zusammen mit klinischen Symptomen und Ergebnissen anderer verfugbarer Tests
eingesetzt werden. Auf der Grundlage des Komplement-Testergebnisses sollte keine Therapie
begonnen werden. Eine Behandlung sollte nicht auf alleiniger Basis von Veranderungen in den
Komplementspiegeln begonnen oder geandert werden, sondern eher aufgrund sorgfaltiger klinischer
Beobachtung erfolgen.

ERWARTETE ERGEBNISSE

Wenn erniedrigte Spiegel von Komplementkomponenten oder der Komplementfunktion gefunden
werden, wird von Klinikern entweder eine Defizienz oder ein andauernder immunologischer Prozess
vermutet, der zu einem erhdhten Zerfall von Komponenten und damit zur Erniedrigung der
Komplementspiegel fuhrt.

Als Normalverteilung mit 2SD wurde fur den qualitativen Test ein Bereich von 69 — 129% in Bezug auf
die Positivkontrolle ermittelt, siehe Tabelle 1. Ergebnisse innerhalb dieses Bereichs weisen auf eine
normale Funktion des klassischen Wegs hin. Es wird empfohlen, dass jedes Labor seinen eigenen
Referenzbereich fir seine Patientenklientel ermittelt.

Ein Wert unterhalb des Bereichs von 69-129% deutet entweder auf eine erhohte Aktivierung — was zum
Verbrauch von Komponenten des klassischen Wegs fuhrt — oder auf eine genetisch bedingte niedrige
Aktivitat hin.

Werte unterhalb von 5% legen sehr stark eine komplette Defizienz nahe — entweder verursacht durch
extreme Aktivierung oder durch einen vererbten Defekt im klassischen Weg. Um festzustellen, welche
Komplementfaktor(en) die geringe Aktivitat verursachen, ist eine weitere Untersuchung der
Komplementproteine erforderlich.

Ein negatives Ergebnis, d.h. Verdacht auf einen Defekt, sollte immer durch sorgfaltige Testung einer
neuen Probe Uberprift werden, um sicherzustellen, dass keine in-vitro Aktivierung von Komplement
stattgefunden hat.

Erhdéhte Komplementspiegel sind normalerweise ein unspezifischer Ausdruck der Akute-Phase-
Reaktion.

Der Wieslab® Complement System Classical Pathway kann fur die Bestimmung von Komplement-
Defekten in Bezug auf den klassischen Weg hilfreich sein (siehe nachfolgende Tabelle). Eine
vollstandigere und mehr in die Tiefe gehendende funktionelle Untersuchung aller drei Komplement-
Wege kann mit dem Wieslab® Complement system Screen Test erreicht werden.
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Klassischer Weg MBL-Weg Alternativer Weg Mogliche Defekte
Positiv Positiv Positiv Keiner

Negativ Positiv Positiv C1q, C1r, C1s

Positiv Positiv Negativ Properdin, Faktor B, D
Positiv Negativ Positiv MBL, MASP2

Negativ Negativ Negativ C3, C5, C6, C7, C8, C9
Negativ Negativ Positiv C4, C2 oder Kombination

LEISTUNGS-CHARAKTERISTIKA
120 Seren von Blutspendern wurden getestet und der Normbereich ermittelt. Die Werte werden in %
der Positiv-Kontrolle angegeben (siehe Abbildung 1 und Tabelle 1). Kein Blutspender lag unter 40 %.

ABBILDUNG 1.
CP Qualitative Anwendung
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Haufigkeit
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TABELLE 1.
n Mittelwert (%) | 2 SD (%) Median (%)
Klassischer Weg 120 |99 69 — 129* 100

*) Dies beruht auf einer statistischen Berechnung und garantiert keinen echten Cut-off.
Es wird empfohlen, dass jedes Labor seine eigenen Referenz- und Cut-off-Werte fir einen vermuteten
Defekt festlegt.

TABELLE 2
Seren mit bekannten Komplement-Defekten wurden im Assay getestet und folgende Ergebnisse erzielt.
Alle defizienten Seren wurden in den Tests gefunden und ergaben Werte unter 5%**).

Defekt Cc2 C3 C4 C5 C7 C8
Anzahl der

Patienten 5 1 1 1 2 2
Anzahl der

gefundenen 5 1 1 1 2 2
defekten Seren

**) Siehe "M.A. Seelen et. al, Functional analysis of the classical, alternative and MBL pathways of the
complement system: standardization and validation of a simple ELISA. J Immunol Meth 2005, 296, 187-
198"; fur eine weitergehende Testung der defizienten Patientenproben wurden die Probem mit der
qualitative Anwendung untersucht

Depletion C1q C3 C4 C5 C7
Anzahl der depletierten Seren | 2 1 1 1 1

Anzahl der gefundenen
Depletionen

2 1 1 1 1
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TABELLE 3. Die Interassay-Prazision fur die qualitative Anwendung wurde mittels dreier Seren in
Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden aus sechs verschiedenen Testansatzen
ermittelt.

CP P1 CP P2 |CP P3
Mittelwert % |98 92 21
SD 4,3 3,9 1,7
VK% 4 4 8

TABELLE 4. Die Intraassay-Prazision fur die qualitative Anwendung wurde mit einer Probe in 40-fach
Bestimmung ermittelt

Assay Mittelwert % SD VK %
CP 85 29 3

DURCHFUHRUNG - SEMI-QUANTITATIVE ANWENDUNG

Die semi-quantative Anwendung unterscheidet sich dahingehend von der qualitativen, dass eine
Standardkurve erstellt wird, die durch eine Verdinnung der Positivkontrolle im Kit zu einer
Standardkurve mit 100, 75, 50, 25 und 12,5% Aktivitat fuhrt.

Nur die Anzahl an Wells aus der Verpackung entnehmen, die zum Testen bendtigt werden;
anschlief’end die Aluminiumverpackung wieder sorgfaltig verschliel’en. Vor dem Testansatz alle
Lésungen auf Raumtemperatur (20-25 °C) bringen. Nicht die Reagenzien aus verschiedenen Chargen
mischen.

HERSTELLUNG DER WASCHLOSUNG

Falls sich in dem Rohrchen mit der konzentrierten Waschlésung Salzkristalle gebildet haben, dieses vor
Verdinnung der Waschldsung in ein 37°C warmes Wasserbad stellen, bis sich die Salzkristalle
aufgeldst haben.

30 ml der 30-fach konzentrierten Waschlésung mit 870 ml destilliertem Wasser verdinnen. Die
verdunnte Waschldsung ist bei einer Lagerung von 2-8 °C bis zum Verfallsdatum des Kits haltbar.

Rekonstitution der Positivkontrolle und Verdinnung fiur die Verwendung als Kalibrator

Das gesamte lyophilisierte Material sachte auf den Boden des Flaschchens klopfen und den Stopfen
entfernen. Sofort 200 ul destilliertes Wasser direkt zum Lyophilisat geben. Mit dem Stopfen wieder
verschliefien. Das Flaschchen 5 Minuten auf Eis stehen lassen und dann vorsichtig mit der Hand oder
dem Vortex mischen bis alles vollstandig geldst ist. Die rekonstituierte Kontrolle kann bis zum
Gebrauch bis zu 4 Stunden bei 2-8 °C oder auf Eis aufbewahrt werden. Sie kann einmal bei -70 °C
eingefroren und wieder aufgetaut werden.

Die Verdunnung der rekonstituierten Positivkontrolle fir die Verwendung als Kalibrator ist aus der
nachfolgenden Darstellung zu ersehen:
100 %

10 ul PC
1000 pl
Verdinnungspuffer
225 ul 1009 150 pl 100% 75 pl 100% 40 pl 100
225 ul 280 ul 300 pl
150 pl M .
7Sul \/ Verdiijjnmx Verdiinnu Verdi]nnun\/ Verdiinndwgs-
Verddnnungsysy, - Bd% gs-  25% gs- 12.5%  puffer 0%
puffer puffer puffer
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Die Kalibratoren kdnnen bis zum Gebrauch 1 Stunde bei Raumtemperatur gelagert werden. Sie
mussen frisch zubereitet werden und kénnen nicht nach der Verdiinnung zum weiteren Gebrauch bei -
20°C aufbewahrt werden.

REKONSTITUTION DER AKTIVITATSKONTROLLE (AC)

Das gesamte lyophilisierte Material sachte auf den Boden des Flaschchens klopfen und den Stopfen
entfernen. Sofort die im Analysenzertifikat bzw. auf dem Etikett angegebene Menge an destilliertem
Wasser direkt zum Lyophilisat geben. Mit dem Stopfen wieder verschlief3en. Das Flaschchen 5 Minuten
auf Eis stehen lassen und dann vorsichtig mit der Hand oder dem Vortex mischen bis alles vollstandig
geldst ist. Die rekonstituierte Kontrolle wie Patientenserum verdinnen. Die rekonstituierte
Aktivitatskontrolle kann bis zum Gebrauch bis zu 4 Stunden bei 2-8 °C oder auf Eis aufbewahrt werden.
Sie kann bei -70 °C gelagert und einmal wieder aufgetaut werden.

SERUM

Das Serum zum teilweisen Auftauen kurz in ein 37 °C warmes Wasserbad geben und dabei vorsichtig
schwenken. Nach dem teilweisen Auftauen die Réhrchen sofort in ein Eisbad stellen und dort bis zum
vollstandigen Auftauen auf Eis lassen. Auf einem Vortex kurz mischen.

VERDUNNUNG VON SERUM UND AKTIVITATSKONTROLLE

Das Serum 1:101 mit dem Verdinnungspuffer CP (blaues Etikett) verdinnen: 500 pl
Verdunnungspuffer + 5 yl Serum und grindlich aber vorsichtig mit einem Vortex mischen. Das
verdinnte Serum kann vor dem Testansatz maximal 60 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen
werden.

INKUBATION DER PROBEN

Anhand des Tabellenschemas unten jeweils 100 pl pro Well in Doppelbestimmungen Kalibratoren
(100%-0%), Negativkontrolle (NC) und Aktivitdtskontrolle (AC) sowie verdliinntes Patientenserum (P)
pipettieren. Abgedeckt fir 60-70 Minuten bei 37 °C inkubieren.

Klassischer Weg

1 2 3
A 100 % 12.5 % P1
B 100 % 12.5 % P1
C 75 % 0 % P2
D 75 % 0% P2
E 50 % NC etc
F 50 % NC
G 25 % AC
H 25 % AC

NACH DER SERUMINKUBATION

Alle Wells ausleeren und dreimal mit 300 yl Waschlésung waschen; dazu die Wells jedes Mal beflllen
und dekantieren. Nach dem letzten Waschen die Wells durch Klopfen des Streifens auf saugfahigem
Zellstoff sorgfaltig ausleeren.

KONJUGAT HINZUFUGEN
In jedes Well 100 pl Konjugat pipettieren. 30 Minuten bei Raumtemperatur (+20-25 °C) inkubieren.

NACH DER KONJUGATINKUBATION
Wie oben angegeben dreimal waschen.
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SUBSTRATLOSUNG HINZUFUGEN

In jedes Well 100 pl Substrat pipettieren. 30 Minuten bei Raumtemperatur (+20-25 °C) inkubieren. Die
Absorption (optische Dichte) bei 405 nm mit einem Mikrotiterplatten-Reader messen. (Als Stopplésung
kann eine 5 mM EDTA Ldsung verwendet werden, 100 pl/Well. Die Absorptionsmessung der Wells
innerhalb von 60 Minuten vornehmen.)

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Als Kurvenanpassung wird die 4-Parameter-Logistik (Marquardt) empfohlen. Die Absorption des 0%-
Kalibrators von allen OD-Werten abziehen.

Die Absorption des Kalibrators 100% sollte >1,0, die der Negativkontrolle < 0,2 und die der
Aktivitatskontrolle >30% sein. Falls die gemessenen Werte von Proben héher liegen als der hochste
Kalibatorwert 100%, kdnnen die Proben 1:201 verdinnt und erneut getestet werden. Bitte beachten,
dass in diesem Fall der gemessene Wert der Aktivitatskontrolle entsprechend der Probenverdinnung
angepasst werden muss.

Falls eine der Kontrollen nicht innerhalb des angegebenen Bereichs liegt, ist der Test ungultig und
muss wiederholt werden.

Es wird empfohlen, dass jedes Labor seine eigenen Referenz- und Cut-off-Werte fir Defekte festlegt.

QUALITATSKONTROLLE

Das Analysenzertifikat (CoA) im Kit ist chargenspezifisch und dient der Uberprifung der in Inrem Labor
gemessenen Werte. Die im Analysenzertifikat angegebenen Ergebnisse dirfen nur als Richtwerte
verstanden werden. Die in Ihrem Labor erzielten Ergebnisse kdnnen abweichen.

Beispiel fir eine Standardkurve
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Activity (%)

Achtung: Die Grafik oben zeigt ein Beispiel fur eine semi-quantitative Standardkurve und sollte nicht
zur aktuellen Interpretation von Patientenseren verwendet werden.

EINSCHRANKUNGEN

Der individuelle Komplementspiegel eines Patienten kann nicht als Mafstab fir die Schwere der
Erkrankung verwendet werden, da er von Patient zu Patient variieren kann. Daher ist es schwierig, eine
absolute Standardisierung der Ergebnisse zu erhalten.

Dieser Test sollte nicht als alleinige Grundlage fur klinische Therapie-Entscheidungen dienen, sondern
sollte immer zusammen mit klinischen Symptomen und Ergebnissen anderer verfugbarer Tests
eingesetzt werden. Auf der Grundlage des Komplement-Testergebnisses sollte keine Therapie
begonnen werden. Eine Behandlung sollte nicht auf alleiniger Basis von Veranderungen in den
Komplementspiegeln begonnen oder geandert werden, sondern eher aufgrund sorgfaltiger klinischer
Beobachtung erfolgen.
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ERWARTETE ERGEBNISSE

Wenn erniedrigte Spiegel von Komplementkomponenten oder der Komplementfunktion gefunden
werden, wird von Klinikern entweder eine Defizienz oder ein andauernder immunologischer Prozess
vermutet, der zu einem erhdhten Zerfall von Komponenten und damit zur Erniedrigung der
Komplementspiegel fuhrt.

Als Normalverteilung mit 2SD wurde fir den semi-quantitativen Test ein Bereich von 66 — 113% in
Bezug auf die Positivkontrolle ermittelt, sieche Tabelle 5. Ergebnisse innerhalb dieses Bereichs weisen
auf eine normale Funktion des klassischen Wegs hin. Es wird empfohlen, dass jedes Labor seinen
eigenen Referenzbereich fir seine Patientenklientel ermittelt.

Ein Wert unterhalb des Bereichs 66-113% deutet entweder auf eine erhdhte Aktivierung — was zum
Verbrauch von Komponenten des klassischen Wegs fuhrt — oder auf eine genetisch bedingte niedrige
Aktivitat hin.

Werte unterhalb von 15% legen sehr stark eine komplette Defizienz nahe — entweder verursacht durch
extreme Aktivierung oder durch einen vererbten Defekt im klassischen Weg. Um festzustellen, welche
Komplementfaktor(en) die geringe Aktivitat verursachen, ist eine weitere Untersuchung der
Komplementproteine erforderlich.

Ein negatives Ergebnis, d.h. Verdacht auf einen Defekt, sollte immer durch sorgfaltige Testung einer
neuen Probe Uberprift werden, um sicherzustellen, dass keine in-vitro Aktivierung von Komplement
stattgefunden hat.

Erhdéhte Komplementspiegel sind normalerweise ein unspezifischer Ausdruck der Akute-Phase-
Reaktion.

Der Wieslab® Complement System Classical Pathway kann fur die Bestimmung von Komplement-
Defekten in Bezug auf den klassischen Weg hilfreich sein (siehe nachfolgende Tabelle). Eine
vollstandigere und mehr in die Tiefe gehendende funktionelle Untersuchung aller drei Komplement-
Wege kann mit dem Wieslab® Complement system Screen Test erreicht werden.

Klassischer Weg MBL-Weg Alternativer Weg Mogliche Defekte
Positiv Positiv Positiv Keiner

Negativ Positiv Positiv C1q, C1r, C1s

Positiv Positiv Negativ Properdin, Faktor B, D
Positiv Negativ Positiv MBL, MASP2

Negativ Negativ Negativ C3, C5, C6, C7, C8, C9
Negativ Negativ Positiv C4, C2 oder Kombination

LEISTUNGS-CHARAKTERISTIKA
120 Seren von Blutspendern wurden getestet und der Normbereich ermittelt (siehe Abbildung 2 und
Tabelle 3). Kein Blutspender lag unter 40 %.

Messbereich der Standardkurve: 12,5% - 100%
Detektionsgrenze (LOD) = 8%
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Abbildung 2. CP Semi-quantitative Anwendung
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TABELLE 5.
n Mittelwert (%) *2SD (%) Median (%)
Semi-quantitative | 120 | 89 66-113* 92
Anwendung

Dies beruht auf einer statistischen Berechnung und garantiert keinen echten Cut-off.

Es wird empfohlen, dass jedes Labor seine eigenen Referenz- und Cut-off-Werte fir einen Defekt
festlegt.

*) Inklusive Proben in Verdinnung 1:201, die au3erhalb der Kurve lagen

TABELLE 6.
Seren mit bekannten Komplement-Defekten und Seren mit spezifisch depletierten Komplementfaktoren

wurden im Assay getestet. Alle defizienten/depletierten Seren waren im Test niedrig und ergaben
Werte unter 15%.

Defekt C2 C3 C4 C5 C7 C8
Anzahl der

Patienten 5 1 1 1 2 2
Anzahl der

gefundenen 5 1 1 1 2 2
defekten Seren

Depletion C1q C3 C4 C5 C7
Anzahl der depletierten Seren | 2 1 1 1 1

Anzahl der gefundenen
Depletionen

TABELLE 7. Die Interassay-Prazision fur die semi-quantitative Anwendung wurde mittels sieben Seren
in Achtfachbestimmungen und drei verschiedenen Testansatzen ermittelt.

1 2 E 4 |5 6 |7
Mittelwert
% 71 73 69 72 25 35 31
SD 9 9 6 11 1 2 2
VK% 13%  13% 9% 15% 4% 5% 5%
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TABELLE 8. Die Intraassay-Prazision fur die semi-quantitative Anwendung wurde mittels sieben Seren
in Achtfachbestimmungen in einem Testansatz ermittelt

1 |2 |3 |4 |5 |6 |7
Mittelwert % | 79 76 72 83 24 34 30
SD 10 11 6 9 0 1 1
VK% 13% 15% 8% 10% 2% 4% 2%

TABELLE 9. Die Varianz von Kit-Chargen fur die semi-quantitative Anwendung wurde mittels sieben

Seren in Doppelbestimmung mit drei verschiedenen Chargen und drei verschiedenen Personen

ermittelt.

Probe 1 2 3 4 5 6 7
Mittelwert

(%) 8 73 85 24 37 74 78
SD 0,80 14,55 12,50 1,32 1,91 7,46 6,08
VK% 10% 20% 15% 5% 5% 10% 8%

TABELLE 10. Die Verdunnungslinearitat wurde durch Testung von funf seriellen Verdinnungen mit

drei verschiedenen Proben ermittelt.

Mittelwert der Th , o -
. eoretische %o Korrigierte
Probe Verdlinnung gemessenen Aktivitat (%) Wiederfindung
Aktivitat (%)
1/200 55 55 100
1 1/400 32 28 114
1/800 17 14 121
1/1600 0 7 0
Mittelwert der , o -
Probe Verdlinnung gemessenen XEES;{;??SZI )e \//\"/igzg:_ﬁf drfjeng
Aktivitat (%)
1/200 46 46 100
2 1/400 25 23 109
1/800 13 12 108
1/1600 6 6 100
Mittelwert der . o I
Probe Verdlinnung gemessenen ;Eg\%gi'?g] )e \//\"/izzg:_ﬁf drtleng
Aktivitat (%)
1/100 84 84 100
1/200 37 42 88
3 1/400 21 21 100
1/800 11 11 100
1/1600 7 6 117
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Problem

Mdogliche Ursachen

Lésung

Kontroll-Werte
aulRerhalb des

Fehler bei Temperatur,
Inkubationszeiten oder Pipettierung,

Zeitangaben und korrekte Temperatur
Uberprifen. Testansatz wiederholen.

angegebenen | Reagenzien wurden nicht gemischt
Bereichs Kreuzkontamination der Kontrollen Vorsichtig pipettieren
Optische Messung nicht in Ordnung | Wells auf Verschmutzung oder
Luftblasen Uberprifen. Plattenboden
abwischen und nochmals messen.
Kontrollen (Positiv- und/oder Kontrollen priifen, neu auflésen.
Aktivitatskontrolle) wurden nicht Herstellung prufen und neu verdinnen.
korrekt aufgeldst
Alle Ein oder mehrere Reagenzien Prozedur nochmals tberprifen. Auf
Testergebnisse | wurden nicht oder zum falschen nicht-verwendete Reagenzien hin
sind negativ Zeitpunkt zugegeben. prufen. Testansatz wiederholen.
Antigenbeschichtete Platte inaktiv. Unbenutzte Wells auf Feuchtigkeit hin
untersuchen. Plattenboden abwischen
und nochmals messen.
Serum inaktiv. Neue Proben verdunnen.
Alle Kontaminierte Puffer oder Alle Lésungen auf Tribungen hin
Testergebnisse | Reagenzien. uberprufen.
sind gelb Waschlésung kontaminiert. Saubere Behalter verwenden. Qualitat
des zur Herstellung verwendeten
Wassers Uberprifen.
Nicht ordnungsgemalie Test wiederholen
Serenverdinnung.
Schlechte Pipette liefert VK’s von >5 % oder Pipetten-Kalibrierung Uberprifen.
Prazision. die Proben wurden nicht gemischt. Reproduzierbare Technik verwenden.

Luftblasen in der Pipettenspitze
vermeiden.

Serum oder Reagenzien wurden
nicht gentigend gemischt oder waren
nicht auf Raumtemperatur.

Alle Reagenzien grundlich, aber
vorsichtig mischen und auf
Raumtemperatur bringen.

Die Reagenzienzugabe dauert zu
lange, UngleichmaRigkeit der
Zeitintervalle

Einheitliche Technik entwickeln und eine
Multipette bzw. Autodispenser
verwenden, um die Zeitspannen zu
verkurzen.

Optische Messung nicht in Ordnung

Wells auf Verschmutzung oder
Luftblasen Uberprifen. Plattenboden
abwischen und nochmals messen.
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EXPLANATION OF SYMBOLS. L’EXPLICATION DE SYMBOLES. LA EXPLICACION DE

SIMBOLOS. ERKLARUNG DER SYMBOLE. LA SPIEGAZIONE DI SIMBOLI. FORKLARING TIL

SYMBOLER. SYMBOLFORKLARING. FORKLARINGAR TILL SYMBOLER.

LOT

Batch code. Numéro de lot. Numero de lote. Chargen-Nummer. Numerodi lotto.
Partinummer. Lot nummer.Satsnummer.

REF

Catalogue number. Référence catalogue. Numero de catalogo. Katalog-Nummer.
Numero di catalogo. Numero catalogo. Katalognummer.

Use-by date. Date de péremption. Fecha de caducidad. Verfallsdatum. La data
di scadenza. Udlgbsdato. Utlgpsdato. Anvand fore.

I

Temperature limit. Seuils de températures. Rango de
temperature. Temperaturbereich. Limitazioni di temperatura.
Opbevaringstemperatur. Oppbevares ved. Férvaringstemperatur.

Biological risk. Risque biologique. Riesgo bioldgico. Biologische Gefahrdung.
Rishio biologico. Biologisk risk.

Consult instructions for use. Lire le mode d'emploi. Consulte las instrucciones de
uso. Gebrauchsanweisung beachten. Leggere le istruzioni per 'uso. Se
brugsanvisning. Se bruksanvisningen. Las instruktionsmanualen.

In vitro diagnostic medical device. Dispositif médical de diagnostic in vitro.
Producto sanitario para diagnéstico in vitro. In-vitro-Diagnostikum. Dispositivo
medico-diagnostico in vitro. In Vitro medisinsk diagnoseutstyr. In vitro diagnostik
medicinsk utrustning.

Warning. Attention. Atension. Achtung. Attenzione. Advarsel. Advarsel. Varning.

Manufacturer. Fabricant. Fabricante. Hersteller. Produttore. Fabrikant. Producent.
Produsent. Tillverkare.

dRE B G

(o]
(0]

Contains sufficient for 96 tests. Contenu suffisant pour 96 tests. Contenido
suficiente para 96 pruebas. Inhalt ausreichend flir 96 Tests. Contenuto sufficiente
per 96 test. Indeholder tilstraekkelig for 96 test. Inneholder tilstrekkelig for 96 test.
Innehaller tillrackligt for 96 tester.

M\
/M

Conformity to 98/79/EC on In Vitro Diagnostic Medical Device Directive.
Conformément a la directive européenne 98/79/CE relative aux dispositifs
médicaux de diagnostic in vitro. La conformidad con la Directiva 98/79/CE sobre
productos sanitarios para diagnéstico in vitro. Konform mit Richtlinie 98/79/EG zu
In-vitro-Diagnostika. Conformita alla direttiva 98/79/CE relativa ai dispositivi
medico-diagnostici in vitro. Medicinsk udstyr til in vitro-diagnostik, i
overensstemmelse med Europa-Parlamentets og Radets direktiv 98/79/EF.
Medisinsk utstyr i samsvar med EU in vitro diagnostic directive 98/79/EF.
verensstammer med direktiv 98/79/EG for medicintekniska produkter.
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Antigen. Antigéne. Antigeno. Antigen. Antigene. L’antigene. Antigen.
Antigen.

DIL

Diluent. Diluant. Diluyente. Probenverdinnungspuffer. Il diluente.
Diluent. Fortynning. Spadningsbuffert.

CONJ

Conjugate. Conjugué. Conjugado. Konjugat. Conjugato.Konjugat.
Konjugat.

BUF WASH

30X

Wash solution 30x conc. Solution lavage conc. 30x. Solucion de lavado
conc. 30x. Waschpuffer 30x konz. Soluzione di lavaggio 30x conc.
Vaskebuffert 30x konc. Vaskelgsning 30x kons. Tvattbuffert 30x konc.

SUBS [ pNPP

Substrate pNPP. pNPP Substrat. Sustrato pNPP. Substrat pNPP.
Substrato pNPP. Substrat pNPP.

CONTROL -

Negative control. Contrdle négatif. Control negativo. Negativkontrolle.
Controllo negativo. Negativ control. Negativ kontroll. Negativ kontroll.

CONTROL +

LYO

Lyophilized positive control. Contrdle positif lyophilizé. Control positivo
liofilizado. Lyophilisierte Positivkontrolle. Controllo positivo liofilizzato.
Frysetarret positiv kontrol. Lyofilisert positiv kontroll. Frystorkad positiv
kontroll.

CONTROL | AC

LYO

Lyophilized activity control. Contréle d’activité lyophilizé. Control de
aktividad liofilizado. Lyophilisierte Aktivitatskontrolle. Controllo
dellattivita liofilizzata. Frysetarret aktivitetskontrol. Lyofilisert
aktivitetskontroll. Lyofiliserad aktivitetskontroll.
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USO PREVISTO

Il Sistema Wieslab® Complement via classica & un saggio immunoenzimatico per la determinazione
qualitativa e/o semi-quantitativa del complemento della via classica nel siero umano. Questo tipo di
analisi deve essere condotta solo da personale esperto in tecniche di laboratorio.

PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE
Il sistema del complemento svolge un ruolo essenziale nelle patologie croniche, autoimmuni e infettive.
Esistono tre vie di attivazione del complemento (fig. 1): la via classica, la via alternativa e la via lectina.

C3
Classical pathway
(C1q, C1r, C1s, C4, C2) C4b2a
Lectin pathway
(MBL, MASP -2, C4, C2) C4b2a o e
Alternative pathway
(C3, factor D, B, P) C3bBbP
Terminal pathway (:\/C(;)
(C5, C8, C7, C8, C9 @® .
C3b (:;
C5b-C9
(MAC)

Un'attivita del complemento compromessa rende i soggetti piu suscettibili a infezioni fulminanti ripetitive
o gravi e puo contribuire allo sviluppo di patologie autoimmuni. L'attivazione inappropriata del
complemento contribuisce a infiammazioni croniche e a lesioni dei tessuti.

L'attivazione in vitro della sequenza del complemento porta al consumo di componenti del
complemento che, a sua volta, porta alla riduzione della loro concentrazione. Pertanto, la
determinazione delle proteine del complemento o dell'attivita del complemento € utilizzata per indicare
se il sistema del complemento €& stato attivato da un meccanismo immunologico e/o patogeno. Per
valutare i pazienti nel caso si sospetti una patologia con I'attivazione del complemento o si ritenga
possibile un deficit ereditario, sono utilizzate entrambe le misurazioni funzionali € immunochimiche del
complemento. Il livello di attivita del complemento valutato mediante saggi funzionali come il kit
Wieslab® Complement tiene in considerazione velocita di sintesi, deterioramento e consumo dei
componenti e fornisce una misurazione dell'integrita delle vie, a differenza dei metodi immunochimici
che misurano specificamente la concentrazione di vari componenti del complemento.

PRINCIPIO DEL SAGGIO DELLA VIA CLASSICA DI WIESLAB® COMPLEMENT

Il saggio Wieslab® Complement via classica combina i principi del saggio emolitico per I'attivazione del
complemento all'uso di anticorpi marcati specifici per il neoantigene prodotti in seguito all'attivazione del
complemento. La quantita di neoantigene generata € proporzionale all'attivita funzionale delle vie del
complemento.

Nel kit Complement CP, i pozzetti delle strip di microtitolazione sono rivestiti con attivatori specifici della
via classica. Insieme alla composizione dei tamponi di diluizione dei campioni e al livello di diluizione
sierica del paziente, viene in questo modo garantita I'attivazione della sola via classica.

Durante l'incubazione del siero diluito del paziente nei pozzetti, il complemento ¢ attivato dal
rivestimento specifico. | pozzetti sono quindi lavati e la quantita di complesso C5b-9 formatasi sulla
superficie piatta e rilevata con un anticorpo specifico di fosfatasi alcalina marcato per il neoantigene
C5b-9 formatosi durante la formazione del complesso di attacco alla membrana (MAC).
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Gli anticorpi specifici vengono individuati dopo un'ulteriore fase di lavaggio mediante incubazione con
una soluzione di substrato per la fosfatasi alcalina. La quantita di attivazione del complemento si
correla all'intensita del colore ed &€ misurata in termini di assorbanza (OD: densita ottica).

AVVERTENZE E PRECAUZIONI

Per uso diagnostico in vitro.

I componenti del siero umano, usati per preparare i controlli del kit, sono stati testati per la presenza di
anticorpi rivolti contro il virus dell'immunodeficienza umana di tipo 1 e di tipo 2 (HIV1&2), il virus
dell'epatite C (HCV) e I'antigene di superficie del virus dell'epatite B (HBV) secondo metodi approvati
dalla FDA e sono risultati negativi. Poiché nessun metodo di analisi pu0 offrire la certezza assoluta
dell'assenza dei virus HIV, HCV e HBV e di altri agenti infettivi, i campioni e i reagenti

basati su prodotti di origine umana devono essere trattati come potenziale fonte di trasmissione di
agenti infettivi.

| centri per il controllo e la prevenzione delle malattie e I'lstituto Nazionale della Sanita raccomandano
I'adozione delle precauzioni previste dal livello di biosicurezza 2 durante I'uso di agenti potenzialmente
infettivi.

Tutte le soluzioni contengono Proclin 300 come conservante. Non pipettare mai con la bocca ed
evitare il contatto con la cute da parte di reagenti o campioni provenienti dai pazienti. | reagenti
contenenti Proclin possono essere irritanti; evitare ogni contatto con cute e occhi. In caso di contatto
sciacquare abbondantemente con acqua.

La scheda tecnica di sicurezza per tutti i componenti pericolosi contenuta in questo kit &€ disponibile su
richiesta a Svar Life Science.

BUF WASH 30X CONTROL -
DIL SUBS pNPP
CONJ

Avvertenza Contiene ProClin 300:

Massa di reazione di: 5-cloro-2-metil-4-isotiazolin-3-one [EC n. 247-500-7] e
2-metil-4-isotiazolin-3-one [EC n. 220-239-6] (3:1)

H317: Pud causare una reazione cutanea allergica.

P264: Lavare accuratamente dopo l'uso.

P280: Indossare guanti/indumenti protettivi/Proteggere gli occhi/il
viso.

P302+352: IN CASO DI CONTATTO CON LA PELLE: Lavare con
abbondante acqua e sapone.

P333+313: In caso diirritazione o eruzione della pelle: Consultare un
medico.

RACCOLTA CAMPIONI

I campioni di sangue devono essere prelevati asetticamente con prelievo venoso e il siero deve essere
ottenuto seguendo le procedure standard. Si raccomanda di prelevare un minimo di 5 ml di sangue
intero. Il sangue deve coagulare in provette da siero per 60-65 minuti a temperatura ambiente (20-25
°C). Centrifugare il sangue, quindi trasferire il siero privato della parte corpuscolata in una nuova
provetta. | sieri devono essere trattati adeguatamente per prevenire in vitro |'attivazione del
complemento. Devono essere conservati a -70 °C o a temperatura piu bassa in provette
adeguatamente sigillate per conservazione prolungata o per trasporto in ghiaccio secco. | campioni non
devono essere congelati e scongelati pit di una volta.
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Evitare di usare sieri provenienti da pazienti con ittero, iperlipemia o emolizzati. Non possono essere
usati sieri inattivati dal calore. Il plasma non pud essere utilizzato. Il CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute) fornisce raccomandazioni su come conservare i campioni di sangue (Procedure
standard approvate per la manipolazione e il processamento dei campioni di sangue, H18A, 1990).

COMPONENTI DEL KIT E CONSERVAZIONE DEI REAGENTI

- Una griglia con pozzetti separati colorati di blu (12x8) rivestiti con IgM umane, sigillati in un
involucro di alluminio contenente un sacchetto da essiccamento.

- 2 x 35 ml di diluente CP (Dil CP), marcato in blu.

- 13 ml di anticorpo anti-C5b-9 coniugato con fosfatasi alcalina (colore blu).

- 13 ml di soluzione substrato pronta all'uso.

- 30 ml di soluzione di lavaggio concentrata 30x.

- 0,2 ml di controllo negativo (NC) contenente siero umano (da diluire allo stesso modo dei sieri di
pazienti).

- Controllo positivo liofilizzato (PC) contenente siero umano liofilizzato, da ricostituire in 0,2 ml di
acqua distillata, vedere “Ricostituzione del controllo positivo”.

- Controllo dell'attivita liofilizzata (AC) per l'applicazione semi-quantitativa, contenente siero
umano essiccato congelato (origine diversa dal PC), vedere “Ricostituzione del controllo
dell'attivita” nella procedura per l'applicazione semi-quantitativa.

- Il controllo positivo e il controllo dell'attivita devono essere conservatia - 20° ° C
immediatamente al loro arrivo.

Notare: Il volume di ricostituzione per I'AC ¢ indicato nel Certificato di Analisi (CoA) (XXX ul) e
sull'etichetta del AC.

Tutti i reagenti del kit sono pronti all'uso ad eccezione della soluzione di lavaggio e dei controlli. |
reagenti devono essere conservati a 2-8° °C, fatta eccezione per il controllo positivo e il controllo
dell'attivita. Il controllo positivo ricostituito e il controllo dell'attivita devono essere conservati a — 70° °C
e possono essere scongelati una volta.

MATERIALI E ATTREZZATURE NECESSARI MA NON FORNITI
- Lettore per micropiastra con filtro a 405 nm.
- Pipette di precisione con puntali monouso.
- Sistema di lavaggio per le strip, carta assorbente, provette e un timer.

PROCEDURA - APPLICAZIONE QUALITATIVA

Estrarre dalla confezione solo il numero di pozzetti necessari per la reazione e richiudere la confezione
di alluminio con cura. Portare le soluzioni a temperatura ambiente (20-25 °C) prima di cominciare
I'analisi. Non miscelare tra loro reagenti da lotti diversi.

PREPARAZIONE DELLA SOLUZIONE DI LAVAGGIO

Se nella fiala della soluzione di lavaggio concentrata si osserva la formazione di cristalli di sale,
scaldare la fiala a bagnomaria a una temperatura di 37°C fino allo scioglimento di tutti i cristalli prima
della diluizione della soluzione di lavaggio.

Diluire 30 ml di soluzione di lavaggio concentrata 30x in 870 ml di acqua distillata. Se conservata a 2-8°
°C, la soluzione di lavaggio diluita € stabile fino alla data di scadenza del kit.

RICOSTITUZIONE DEL CONTROLLO POSITIVO

Far depositare delicatamente tutto il materiale liofilizzato sul fondo della provetta e togliere il tappo.
Aggiungere immediatamente 200 pl di acqua distillata direttamente al materiale liofilizzato. Rimettere il
tappo. Lasciare la provetta nel ghiaccio per 5 minuti, quindi agitare o vortexare delicatamente di tanto in
tanto fino alla completa dissoluzione. Diluire il controllo ricostituito allo stesso modo di un campione di
siero del paziente. Il controllo positivo ricostituito pud essere conservato fino a 4 ore prima dell'uso se
conservato a 2-8° °C o in ghiaccio. Deve essere conservato a — 70° °C e scongelato una volta sola.
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SIERO

Scongelare parzialmente i sieri congelati ponendoli per breve tempo in un bagno di acqua a 37° °C e
miscelando delicatamente. Dopo lo scongelamento parziale collocare le provette in un bagno di
ghiaccio e lasciarle nel ghiaccio fino allo scongelamento totale. Miscelare brevemente in un
miscelatore vortex.

DILUIZIONE DEL SIERO

Diluire il siero 1/101 con il diluente CP, marcato in blu, (500 ul diluente + 5 pl siero) e miscelare bene,
ma delicatamente, in un vortex. Il siero diluito pud essere lasciato a temperatura ambiente per un
massimo di 60 minuti prima di cominciare il test.

INCUBAZIONE DEI CAMPIONI

Pipettare 100 ul per pozzetto, in duplicato, di diluente (Dil), da utilizzare come bianco, di controllo
positivo (PC), di controllo negativo (NC) e di siero di paziente diluito (P) in base al diagramma
seguente. Incubare per 60-70 minuti a + 37 C con il coperchio.

Via classica
1 2 3

Dil CP P2
Dil CP P2
PC ecc.
PC
NC
NC
P1
P1

IOTmMmMmoOO >

DOPO L'INCUBAZIONE DEL SIERO

Svuotare i pozzetti e lavare per tre volte con 300 pl di soluzione di lavaggio, riempiendo e svuotando i
pozzetti ogni volta. Dopo l'ultimo lavaggio, svuotare i pozzetti picchiettando leggermente la strip su
carta assorbente.

AGGIUNTA DEL CONIUGATO
Aggiungere 100 ul di coniugato ad ogni pozzetto. Incubare per 30 minuti a temperatura ambiente (+20-
25 °C).

DOPO L'INCUBAZIONE DEL CONIUGATO
Lavare 3 volte come prima.

AGGIUNTA DELLA SOLUZIONE SUBSTRATO

Aggiungere 100 pl di soluzione substrato ad ogni pozzetto, incubare per 30 minuti a temperatura
ambiente (+20-25 °C). Leggere i valori di assorbanza a 405 nm con un lettore per micropiastra. (Per
bloccare la reazione pud essere usato EDTA 5 mM,

100 pl/pozzetto. Leggere I'assorbanza dei pozzetti entro 60 minuti).

CALCOLO DEI RISULTATI

Sottrarre I'assorbanza del bianco (diluente) dall'assorbanza del NC, del PC e dei campioni.
L'assorbanza del controllo positivo deve risultare > 1 e l'assorbanza del controllo negativo < 0,2 dopo la
sottrazione del bianco.

Calcolare i valori medi di OD a 405 nm per campione, PC e NC e calcolare la % di attivita del

complemento come segue: (campione-NC)/(PC-NC)x100. | controlli negativo e positivo sono stati
concepiti per monitorare un sostanziale malfunzionamento dei reagenti. |l controllo positivo non pud
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assicurare precisione se ci si trova al limite di sensibilita del saggio. Si consiglia ad ogni laboratorio di
stabilire i propri livelli di riferimento e valori soglia per i deficit.

Qualora uno dei controlli non sia entro il range rispettivo, il test deve essere considerato non valido e va
ripetuto.

CONTROLLO DI QUALITA

Il CoA incluso in questo kit € specifico per il lotto e deve essere utilizzato per verificare i risultati ottenuti
dal vostro laboratorio. | risultati indicati sul CoA devono essere utilizzati solo come riferimento. | risultati
ottenuti dal vostro laboratorio possono differire.

LIMITI DI UTILIZZO

I livelli individuali di proteine del complemento non possono essere usati come una misura della
severita della patologia, poiché essa pud variare da paziente a paziente. E percio difficile ottenere una
standardizzazione assoluta dei risultati.

Non & opportuno affidarsi al solo test per decidere una terapia, ma si dovrebbero valutare i sintomi
clinici ed i risultati di altri esami di laboratorio. Non si dovrebbe iniziare una terapia sulla base dei
risultati del test. Inizio o cambiamenti nella terapia non dovrebbero essere basati su variazioni dei livelli
di complemento, ma piuttosto su attente valutazioni cliniche.

RISULTATI ATTESI

Quando si riscontrano livelli ridotti dei componenti del complemento o della funzione del complemento, i
medici ipotizzano un deficit o un processo immunologico in corso, tali da portare ad un'aumentata
distruzione dei componenti e alla diminuzione dei livelli di complemento.

Per il saggio qualitativo, la distribuzione normale entro 2SD, & stata determinata tra il 69 e il 129% del
controllo positivo, vedere la Tabella 1. | risultati all'interno di questo range indicano una funzionalita
normale della via classica. Si raccomanda ad ogni laboratorio di confermare o stabilire i propri valori di
riferimento nella popolazione su cui opera.

Un valore al di sotto del range 69-129% puo indicare un aumento dell'attivazione, risultante nel
consumo della capacita della via classica del complemento, oppure un'attivita bassa su base genetica.
Valori inferiori al 5% sono fortemente suggestivi di un deficit completo causato o da un'attivazione
eccessiva o da un deficit ereditario nella via classica. Per stabilire quale(i) fattore(i) di complemento
causi(ino) la riduzione dell'attivita, sono necessarie ulteriori analisi delle proteine del complemento.

Un risultato negativo, come il sospetto di un deficit, deve essere sempre verificato testando un nuovo
campione, manipolato attentamente, per garantire che non si sia verificata una attivazione del
complemento in vitro.

Livelli aumentati del complemento sono generalmente un'espressione non specifica di una risposta di
fase acuta.

Il sistema Wieslab® Complement via classica puo essere utile per l'individuazione dei deficit del
complemento correlati alla via classica, indicati nella tabella seguente: una valutazione funzionale piu
completa e approfondita di tutte tre le vie del complemento puo essere ottenuta utilizzando la
schermata del sistema Wieslab® Complement.

Via classica Via lectina legante il Via alternativa Possibile deficit
mannosio (MBL)

Positiva Positiva Positiva Nessuno

Negativa Positiva Positiva C1q, C1r, C1s

Positiva Positiva Negativa Properdina, Fattore B,D

Positiva Negativa Positiva MBL, MASP2

Negativa Negativa Negativa C3, C5,C6,C7,C8,C9

Negativa Negativa Positiva C4, C2 o combinazione
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CARATTERISTICHE DELLE PRESTAZIONI

Sono stati analizzati 120 sieri provenienti da donatori di sangue ed & stato calcolato il range di
riferimento normale. | valori sono stati espressi in % del controllo positivo. Vedere la Figura 1 e la
Tabella 1. Nessun donatore di sangue era inferiore al

40%.
FIGURA 1.
Applicazione qualitativa del CP
40 -
35 -
30 -
8 25 | f \
S 20 -
o
@ 15 -
* 10 -
3 1
0 —
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140
Attivita
TABELLA 1.

n Media (%) +28D (%) Mediana (%)
Via classica 120 |99 69-129* 100
*)Questo & un calcolo statistico e non garantira un valore soglia (cut-off) effettivo.

Si raccomanda ad ogni laboratorio di stabilire il proprio livello di riferimento e valore soglia in caso di
sospetto di deficit.

TABELLA 2.
In questo saggio sono stati analizzati i sieri con deficit noti del complemento e sono stati ottenuti i

seguenti risultati. Sono stati individuati nel saggio tutti i sieri deficitari e hanno prodotto valori inferiori al
5%**).

Deficit C2 C3 C4 C5 c7 C8
Numero di pazienti |5 1 1 1 2 2
Numero di sieri
deficitari individuati 5 ! ! ! 2 2
**) Vedere "M.A. Seelen et. al, Functional analysis of the classical, alternative and MBL pathways of the

complement system: standardization and validation of a simple ELISA. J Immunol Meth 2005, 296, 187-
198", per test estesi di campioni deficitari di pazienti con applicazione qualitativa

Deplezioni C1q C3 C4 C5 C7
Numero di sieri > 1 1 1 1
depleti

Numero di

deplezioni 2 1 1 1 1
individuate
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TABELLA 3. La precisione inter-dosaggio per 'applicazione qualitativa é stata determinata testando tre
campioni in duplicato. | risultati sono stati ottenuti per sei sessioni diverse.

CP P1 |CP P2 |CP P3
Mean value % | 98 92 21
SD 4.3 3.9 1.7
CV% 4 4 8

TABELLA 4. La precisione intra-dosaggio per I'applicazione qualitativa & stata determinata testando un
campione in 40 pozzetti.

Saggio Valore medio % SD CV %
CP 85 29 3

PROCEDURA - APPLICAZIONE SEMI-QUANTITATIVA

L'applicazione semi-quantitativa differisce da quella qualitativa in quanto viene eseguita una curva di
calibrazione diluendo il PC del kit ed ottenendo una curva di calibrazione con attivita di 100, 75, 50, 25
e 12,5%. Estrarre dalla confezione solo il numero di pozzetti necessari per la reazione e richiudere la
confezione di alluminio con cura. Portare le soluzioni a temperatura ambiente (20-25 °C) prima di
cominciare I'analisi. Non miscelare tra loro reagenti da lotti diversi.

PREPARAZIONE DELLA SOLUZIONE DI LAVAGGIO

Se nella fiala della soluzione di lavaggio concentrata si osserva la formazione di cristalli di sale,
scaldare la fiala a bagnomaria a una temperatura di 37°C fino allo scioglimento di tutti i cristalli prima
della diluizione della soluzione di lavaggio.

Diluire 30 ml di soluzione di lavaggio concentrata 30x in 870 ml di acqua distillata. Se conservata a 2-8°
°C, la soluzione di lavaggio diluita € stabile fino alla data di scadenza del kit.

RICOSTITUZIONE DEL CONTROLLO POSITIVO E DILUIZIONE PER L'USO COME CALIBRATORE
Far depositare delicatamente tutto il materiale liofilizzato sul fondo della provetta e togliere il tappo.
Aggiungere immediatamente 200 ul di acqua distillata direttamente al materiale liofilizzato. Rimettere il
tappo. Lasciare la provetta nel ghiaccio per 5 minuti, quindi agitare o vortexare delicatamente di tanto in
tanto fino alla completa dissoluzione. Il controllo positivo ricostituito pud essere conservato fino a 4 ore
prima dell'uso se conservato a 2-8° °C o in ghiaccio. Puo essere congelato a — 70° °C e scongelato una
volta.

Per la diluizione di un controllo positivo a calibratori ricostituiti, vedere la figura seguente.
100%

10 yl PC
1000 yl
diluente

225 41 100% 150 pl 100% 75 ul 1000 40 pl 100%

i 225 pl 280 pl 300 pl diluente
75 pl diluente \/ 150 pl \/ : \/ ¢ \/ v \/
diluente diluente diluente
75% 50% 25% 12,5% 0%
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Il calibratore pu0 essere lasciato a temperatura ambiente fino ad 1 ora prima dell'uso. Il calibratore
deve essere preparato fresco e non pud essere conservato a -20 °C dopo la diluizione per l'uso
successivo.

RICOSTITUZIONE DEL CONTROLLO DELL'ATTIVITA (AC)

Far depositare delicatamente tutto il materiale liofilizzato sul fondo della provetta e togliere il tappo.
Aggiungere immediatamente il volume di acqua distillata indicato nell'etichetta del CoA /AC
direttamente al materiale liofilizzato. Rimettere il tappo. Lasciare riposare la provetta in ghiaccio per 5
minuti, e agitare o vortexare delicatamente fino alla completa dissoluzione. Diluire il controllo ricostituito
allo stesso modo di un campione di siero del paziente. Il controllo dell'attivita ricostituito pud essere
conservato fino a 4 ore prima dell'uso se tenuto a 2-8° °C o in ghiaccio. Pud essere conservato a — 70°
°C e scongelato una sola volta.

SIERO

Scongelare parzialmente i sieri congelati ponendoli per breve tempo in un bagno di acqua a 37° °C e
miscelando delicatamente. Dopo lo scongelamento parziale collocare le provette in un bagno di
ghiaccio e lasciarle nel ghiaccio fino allo scongelamento totale. Miscelare brevemente in un miscelatore
vortex.

DILUIZIONE DEL SIERO E DEL CONTROLLO DELL'ATTIVITA

Diluire il siero 1/101 con il diluente CP, marcato in blu, (500 pl diluente + 5 pl siero) e miscelare bene,
ma delicatamente in un vortex. Il siero diluito e il controllo dell'attivita possono essere lasciati a
temperatura ambiente per un massimo di 60 minuti prima di cominciare il test.

INCUBAZIONE DEI CAMPIONI

Pipettare 100 pl/pozzetto, in duplicato, di calibratore (100%-0%), di controllo negativo (NC), di controllo
dell'attivita (AC) e di siero di paziente diluito (P) in base al diagramma seguente. Incubare per 60-70
minuti a + 37 °C con il coperchio.

Via classica

1 2 3
A 100% 12,5% P1
B 100% 12,5% P1
C |75% 0% P2
D |75% 0% P2
E 50% NC ecc.
F 50% NC
G |25% AC
H |25% AC

DOPO L'INCUBAZIONE DEL SIERO

Svuotare i pozzetti e lavare per tre volte con 300 pl di soluzione di lavaggio, riempiendo e svuotando i
pozzetti ogni volta. Dopo I'ultimo lavaggio, svuotare i pozzetti picchiettando leggermente la strip su
carta assorbente.

AGGIUNTA DEL CONIUGATO
Aggiungere 100 ul di coniugato ad ogni pozzetto. Incubare per 30 minuti a temperatura ambiente (+20-
25 °C).

DOPO L'INCUBAZIONE DEL CONIUGATO
Lavare 3 volte come prima.
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AGGIUNTA DELLA SOLUZIONE SUBSTRATO

Aggiungere 100 pl di soluzione del substrato ad ogni pozzetto, incubare per 30 minuti a temperatura
ambiente (+20-25 °C). Leggere i valori di assorbanza a 405 nm con un lettore per micropiastra. (Per
bloccare la reazione pud essere usato EDTA 5 mM,

100 pl/pozzetto. Leggere I'assorbanza dei pozzetti entro 60 minuti).

CALCOLO DEI RISULTATI

Si raccomanda un adattamento della curva logistica a 4 parametri (Marquardt). Sottrarre I'assorbanza
del calibratore 0% da tutti i valori OD.

L'assorbanza del calibratore 100% deve essere > 1,0, I'assorbanza del controllo negativo < 0,2 e
I'attivita del AC > 30%.

Nei casi nei quali i valori dei campioni ottenuti siano superiori al calibratore piu alto 100%, i campioni
possono essere diluiti nel rapporto 1/201 ed essere nuovamente analizzati.

Notare che in questo caso il valore di attivita ottenuto deve essere regolato in base alla diluizione del
campione applicata.

Qualora uno qualsiasi dei controlli non sia entro il proprio range, il test deve essere considerato non
valido e va ripetuto.

Si consiglia ad ogni laboratorio di stabilire i propri livelli di riferimento e valori soglia per i deficit.

CONTROLLO DI QUALITA

Il CoA incluso nel kit & specifico per il lotto e deve essere utilizzato per verificare i risultati ottenuti dal
nostro laboratorio. | risultati indicati sul CoA devono essere utilizzati solo come riferimento. | risultati
ottenuti dal vostro laboratorio possono differire.

Esempio di una curva standard
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Notare: La figura precedente mostra un esempio di curva semi-quantitativa standard e non deve
essere utilizzata per l'interpretazione di campioni effettivi dei pazienti.

LIMITI DI UTILIZZO

I livelli individuali di proteine del complemento non possono essere usati come misura della severita
della patologia, poiché essa pud variare da paziente a paziente. E percid difficile ottenere una
standardizzazione assoluta dei risultati.

Non & opportuno affidarsi al solo test per decidere una terapia, ma si dovrebbero valutare i sintomi
clinici ed i risultati di altri esami di laboratorio. Non si dovrebbe iniziare una terapia sulla base dei
risultati del test. Inizio o cambiamenti nella terapia non dovrebbero essere basati su variazioni dei livelli
di complemento, ma piuttosto su attente valutazioni cliniche.

RISULTATI ATTESI

Quando si riscontrano livelli ridotti dei componenti del complemento o della funzione del complemento, i
medici ipotizzano un deficit o un processo immunologico in corso, tali da portare ad un'aumentata
distruzione dei componenti e alla diminuzione dei livelli di complemento.
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Per il saggio semi-quantitativo, la distribuzione normale entro 2SD, & stata determinata tra il 66 e il
113% del controllo positivo, vedere la Tabella 5. | risultati all'interno di questo range indicano una
funzionalita normale della via classica. Si raccomanda ad ogni laboratorio di confermare o stabilire i
propri valori di riferimento nella popolazione su cui opera.

Un valore al di sotto del range 66-113% puo indicare un aumento dell'attivazione, risultante nel
consumo della capacita della via classica del complemento oppure un'attivitd bassa su base genetica.
Valori inferiori al 15% sono fortemente suggestivi di un deficit completo causato o da un'attivazione
eccessiva o da un deficit ereditario nella via classica. Per stabilire quale(i) fattore(i) di complemento
causi(ino) la riduzione dell'attivita, sono necessarie ulteriori analisi delle proteine del complemento.
Un risultato negativo, come il sospetto di un deficit, deve essere sempre verificato testando un nuovo
campione, manipolato attentamente, per garantire che non si sia verificata una attivazione del
complemento in vitro.

Livelli aumentati del complemento sono generalmente espressione non specifica di una risposta di fase
acuta.

Il sistema Wieslab® Complement via classica puo essere utile per l'individuazione dei deficit del
complemento correlati alla via classica, indicati nella tabella seguente: una valutazione funzionale piu
completa e approfondita di tutte tre le vie del complemento puo essere ottenuta utilizzando la
schermata del sistema Wieslab® Complement.

Via classica | Via lectina legante il Via alternativa | Possibile deficit
mannosio (MBL)

Positiva Positiva Positiva Nessuno

Negativa Positiva Positiva C1q, C1r, C1s

Positiva Positiva Negativa Properdina, Fattore B,D

Positiva Negativa Positiva MBL, MASP2

Negativa Negativa Negativa C3, C5,C6,C7,C8,C9

Negativa Negativa Positiva C4, C2 o combinazione

CARATTERISTICHE DELLE PRESTAZIONI

Sono stati analizzati 120 sieri provenienti da donatori di sangue ed & stato calcolato il range di
riferimento normale. Vedere la Figura 2 e la Tabella 3. Nessun donatore di sangue ¢ risultato inferiore
al 40%.

Range di misurazione del calibratore: 12,5% - 100%
Limite di individuazione (LOD) = 8%

FIGURA 2. Controllo positivo semi-quantitativo
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3
\
/

ul =

40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100105110
Attivita
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TABELLA 5.

n

Media (%)

£25D (%)

Mediana (%)

Applicazione semi-
guantitativa

120

89

66-113*

92

Questo € un calcolo statistico e non garantira un valore soglia (cut-off) effettivo. Si raccomanda a ogni
laboratorio di stabilire il proprio livello di riferimento e valore soglia per i deficit.
*) Compresi i campioni 1/201 che finiscono sulla curva

TABELLA 6.

Nel saggio vengono analizzati sieri con deficit noti del complemento e sieri depleti del fattore specifico

del complemento. Nel saggio tutti i sieri deficitari/depleti sono risultati bassi ed hanno prodotto valori

inferiori al 15%.

Deficit C2 C3 C4 C5 C7 C8
Numero di pazienti |5 1 1 1 2 2
Numero di sieri

deficitari individuati |° 1 1 1 2 2
Deplezioni C1q C3 C4 C5 C7

Numero di sieri 2 1 1 1 1

depleti

Numero di

deplezioni 2 1 1 1 1

individuate

TABELLA 7. La precisione inter-dosaggio per I'applicazione semi-quantitativa & stata determinata

testando sette campioni in otto replicati in tre diverse occasioni.

1 2 E 4 |5 6 |7
Mean value
% 71 73 69 72 25 35 31
SD 9 9 6 11 1 2 2
CV% 13%  13% 9% 15% 4% 5% 5%

TABELLA 8. La precisione intra-dosaggio per 'applicazione semi-quantitativa & stata determinata
testando sette campioni in otto replicati in una sola occasione.

1 |2 [3 |4 B |6 |7
Mean value
% 79 76 72 83 24 34 30
SD 10 11 6 9 0 1 1
CV% 13% 15% 8% 10% 2% 4% 2%

TABELLA 9. L'applicazione semi-quantitativa con variazione tra un lotto e l'altro & stata determinata
analizzando sette campioni in duplicato in tre lotti diversi da parte di tre persone diverse.

Sample 1 2 3 4 5 6 7
Mean value

(%) 8 73 85 24 37 74 78
SD 0,80 14,55 12,50 1,32 1,91 7,46 6,08
%CV 10% 20% 15% 5% 5% 10% 8%
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TABELLA 10.
Il recupero della diluizione é stato determinato analizzando cinque diluizioni seriali per tre campioni
diversi.
. o Attivita media | Attivita teorica | ~ecupero della
Campione | Diluizione misurata (%) (%) diluizione
corretta %
1/200 55 100
1 1/400 32 28 114
1/800 17 14 121
1/1600 0 7 0
Cs . C s . Recupero della
Campione | Diluizione At.t'V'ta media Attivita teorica diIuizipone
misurata (%) (%) o
corretta %
1/200 46 46 100
2 1/400 25 23 109
1/800 13 12 108
1/1600 6 6 100
. . C s . Recupero della
Campione | Diluizione ﬁﬁg‘ctgt;”?o‘/"f‘ '(f‘,}t')‘"ta teorica | ijyizione
° ° corretta %
1/100 84 84 100
1/200 37 42 88
3 1/400 21 21 100
1/800 11 11 100
1/1600 7 6 117

RISOLUZIONE DEI PROBLEMI

controlli

Problema Possibili cause Soluzione

Valori di Temperatura, tempi o pipettamento Verificare la correttezza di tempi e
controllo non corretti, i reagenti non sono temperatura. Ripetere il test.

al di fuori del miscelati

range Contaminazione incrociata dei Pipettare attentamente.

La via ottica non & pulita.

Verificare che nei pozzetti non siano
presenti sporco o bolle di aria. Pulire il
fondo della piastra e ripetere la lettura.

| controlli (positivi e/o dell'attivita) non
sono ricostituiti correttamente.
Diluizione errata del calibratore.

Verificare i controlli, effettuare una nuova
dissoluzione.

Controllare la preparazione ed effettuare
una nuova diluizione.

Tutti i risultati
del test sono
negativi

Uno o piu reagenti non sono aggiunti
0 SOno aggiunti in sequenza errata.

Ricontrollare la procedura. Controllare i
reagenti inutilizzati. Ripetere il test.

La piastra rivestita con antigene &
inattiva.

Controllare la formazione di umidita
evidente nei pozzetti inutilizzati. Pulire il
fondo della piastra e ripetere la lettura.

Siero inattivo.

Diluire i nuovi campioni.

Tutti i risultati
dei test sono
gialli.

Tamponi o reagenti contaminati.

Controllare la torbidita delle soluzioni.

Soluzione di lavaggio contaminata.

Usare un contenitore pulito. Controllare la
qualita dell'acqua utilizzata per la
preparazione della soluzione.

Diluizione errata del siero.

Ripetere il test.
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Problema Possibili cause Soluzione

Precisione CV erogazione pipetta > 5% o Controllare la calibrazione della pipetta.

scarsa. campioni non miscelati. Utilizzare una tecnica riproducibile.
Evitare la presenza di bolle di aria nel
puntale della pipetta.

Il siero o i reagenti non sono Miscelare delicatamente, ma

sufficientemente miscelati o non sono | attentamente tutti i reagenti ed equilibrare

equilibrati a temperatura ambiente. a temperatura ambiente.

L'aggiunta di reagenti richiede troppo | Sviluppare una tecnica uniforme e

tempo, variabilita degli intervalli dei costante e utilizzare dispositivi con piu

tempi. puntali o un erogatore automatico per
ridurre i tempi.

Via ottica non pulita. Verificare che non siano presenti bolle
d'aria nei pozzetti. Pulire il fondo della
piastra e ripetere la lettura.

Lavaggio non uniforme, Verificare che tutti i pozzetti siano pieni e

intrappolamento di bolle, residui di che l'aspirazione sia uniforme. Distribuire

soluzione di lavaggio pozzetti. il liquido sopra il livello di reagente nel
pozzetto. Dopo l'ultimo lavaggio, svuotare
i pozzetti picchiettando leggermente la
strip su carta assorbente.
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EXPLANATION OF SYMBOLS. L’EXPLICATION DE SYMBOLES. LA EXPLICACION DE

SIMBOLOS. ERKLARUNG DER SYMBOLE. LA SPIEGAZIONE DI SIMBOLI. FORKLARING TIL

SYMBOLER. SYMBOLFORKLARING. FORKLARINGAR TILL SYMBOLER.

LOT

Batch code. Numéro de lot. Numero de lote. Chargen-Nummer. Numerodi lotto.
Partinummer. Lot nummer.Satsnummer.

REF

Catalogue number. Référence catalogue. Numero de catalogo. Katalog-Nummer.
Numero di catalogo. Numero catalogo. Katalognummer.

Use-by date. Date de péremption. Fecha de caducidad. Verfallsdatum. La data
di scadenza. Udlgbsdato. Utlgpsdato. Anvand fore.

I

Temperature limit. Seuils de températures. Rango de
temperature. Temperaturbereich. Limitazioni di temperatura.
Opbevaringstemperatur. Oppbevares ved. Férvaringstemperatur.

Biological risk. Risque biologique. Riesgo bioldgico. Biologische Gefahrdung.
Rishio biologico. Biologisk risk.

Consult instructions for use. Lire le mode d'emploi. Consulte las instrucciones de
uso. Gebrauchsanweisung beachten. Leggere le istruzioni per 'uso. Se
brugsanvisning. Se bruksanvisningen. Las instruktionsmanualen.

In vitro diagnostic medical device. Dispositif médical de diagnostic in vitro.
Producto sanitario para diagnéstico in vitro. In-vitro-Diagnostikum. Dispositivo
medico-diagnostico in vitro. In Vitro medisinsk diagnoseutstyr. In vitro diagnostik
medicinsk utrustning.

Warning. Attention. Atension. Achtung. Attenzione. Advarsel. Advarsel. Varning.

Manufacturer. Fabricant. Fabricante. Hersteller. Produttore. Fabrikant. Producent.
Produsent. Tillverkare.

dRE B G

(o]
(0]

Contains sufficient for 96 tests. Contenu suffisant pour 96 tests. Contenido
suficiente para 96 pruebas. Inhalt ausreichend flir 96 Tests. Contenuto sufficiente
per 96 test. Indeholder tilstraekkelig for 96 test. Inneholder tilstrekkelig for 96 test.
Innehaller tillrackligt for 96 tester.

M\
/M

Conformity to 98/79/EC on In Vitro Diagnostic Medical Device Directive.
Conformément a la directive européenne 98/79/CE relative aux dispositifs
médicaux de diagnostic in vitro. La conformidad con la Directiva 98/79/CE sobre
productos sanitarios para diagnéstico in vitro. Konform mit Richtlinie 98/79/EG zu
In-vitro-Diagnostika. Conformita alla direttiva 98/79/CE relativa ai dispositivi
medico-diagnostici in vitro. Medicinsk udstyr til in vitro-diagnostik, i
overensstemmelse med Europa-Parlamentets og Radets direktiv 98/79/EF.
Medisinsk utstyr i samsvar med EU in vitro diagnostic directive 98/79/EF.
Overensstammer med direktiv 98/79/EG fér medicintekniska produkter.
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Ad

Antigen. Antigéne. Antigeno. Antigen. Antigene. L’antigene. Antigen.
Antigen.

DIL

Diluent. Diluant. Diluyente. Probenverdinnungspuffer. Il diluente.
Diluent. Fortynning. Spadningsbuffert.

CONJ

Conjugate. Conjugué. Conjugado. Konjugat. Conjugato.Konjugat.
Konjugat.

BUF WASH

30X

Wash solution 30x conc. Solution lavage conc. 30x. Solucién de lavado
conc. 30x. Waschpuffer 30x konz. Soluzione di lavaggio 30x conc.
Vaskebuffert 30x konc. Vaskelgsning 30x kons. Tvattbuffert 30x konc.

SUBS [ pNPP

Substrate pNPP. pNPP Substrat. Sustrato pNPP. Substrat pNPP.
Substrato pNPP. Substrat pNPP.

CONTROL -

Negative control. Controle négatif. Control negativo. Negativkontrolle.
Controllo negativo. Negativ control. Negativ kontroll. Negativ kontroll.

CONTROL +

LYO

Lyophilized positive control. Contrdle positif lyophilizé. Control positivo
liofilizado. Lyophilisierte Positivkontrolle. Controllo positivo liofilizzato.
Frysetarret positiv kontrol. Lyofilisert positiv kontroll. Frystorkad positiv
kontroll.

CONTROL | AC

LYO

Lyophilized activity control. Contréle d’activité lyophilizé. Control de
aktividad liofilizado. Lyophilisierte Aktivitatskontrolle. Controllo
dellattivita liofilizzata. Frysetarret aktivitetskontrol. Lyofilisert
aktivitetskontroll. Lyofiliserad aktivitetskontroll.
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TILSIGTET BRUG

Wieslab®-komplementsystemets klassiske aktiveringsvej er en enzymimmunanalyse til kvalitativ
og/eller semi-kvantitativ bestemmelse af funktionel klassisk komplementaktiveringsvej i humant serum.
Analysen skal udfgres af uddannet laboratoriepersonale.

KUN TIL IN VITRO-DIAGNOSTISK BRUG.

RESUME OG FORKLARING
Komplementsystemet spiller en afggrende rolle i kroniske autoimmune og smitsomme sygdomme. Der
er tre veje til komplementaktivering (fig. 1): den klassiske, den alternative og lektinvejen.

C3

N ——

Classical pathway
(C1q, C1r, C1s, C4, C2) C4b2a
Lectin pathway
(MBL, MASP -2, C4, C2) C4b2a o e
Alternative pathway
(C3, factor D, B, P) C3bBbP
Terminal pathway (:\/C(;)
(C5, C6, C7, C8, C9 @® .
C3b (:;
C5b-C9
(MAC)

Nedsat komplementaktivitet gar mennesker modtagelige for tilbagevendende fulminante eller alvorlige
infektioner og kan bidrage til udvikling af autoimmun sygdom. Ukorrekt aktivering af komplement
bidrager til kronisk inflammation og veevsskader.

In vitro-aktivering af komplementsekvensen medferer forbrug af komplementkomponenter, som igen
farer til en reduktion af deres koncentration. Bestemmelsen af komplementproteiner eller
komplementaktivitet bruges saledes til at angive, om komplementsystemet er blevet aktiveret af en
immunologisk og/eller patogen mekanisme. Der anvendes bade funktionelle og immunkemiske
malinger til at evaluere patienter, nar der er mistanke om en komplementaktiverende sygdom eller
mulighed for en nedarvet mangel. Det evaluerede niveau af komplementaktivitet, der males med
funktionelle analyser, f.eks. Wieslab®-komplementkittet, tager hgjde for syntesehastighed, nedbrydning
og forbrug af komponenter og giver en maling af aktiveringsvejenes integritet i modsaetning til
immunkemiske metoder, som specifikt maler koncentrationen af forskellige komplementkomponenter.

PRINCIP FOR WIESLAB®-ANALYSEN AF KOMPLEMENTSYSTEMETS KLASSISKE
AKTIVERINGSVEJ

Wieslab®-analysen af komplementsystemets klassiske aktiveringsvej kombinerer principper fra den
haemolytisk analyse for komplementaktivering med brug af maerkede antistoffer, som er specifikke for
neoantigen, der er dannet som fglge af komplementaktivering. Den maengde neoantigen, der dannes,
er proportionel med komplementaktiveringsvejenes funktionelle aktivitet.

| komplement-CP-kittet brenden pa mikrotitreringsstrippene belagt med specifikke med den klassiske
aktiveringsvejs aktivatorer. Kombineret med sammensaetningen af pravefortyndingsbufferen og
patientserummets fortyndingsniveau sikrer dette, at kun den klassiske aktiveringsvej aktiveres.

Under inkubationen af det fortyndede patientserum i brendene aktiveres komplement af den specifikke
belaegning. Derefter vaskes brgndene, og maengden af C5b-9-komplekset, der er dannet pa pladens
overflade, detekteres med et specifikt alkalisk fosfatase-meerket antistof mod C5b-9-neoantigenet, som
er dannet under dannelsen af MAC (membranangrebskompleks).

79



COMPL CP310, LABEL-DOC-0031, 2.0

Efter endnu et vasketrin opnas der detektion af specifikke antistoffer ved inkubation med alkalisk
fosfatase-substratoplgsning. Meengden af komplementaktivering korrelerer med farveintensiteten og
males i form af absorbans (optisk densitet (OD).

ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER

- TILIN VITRO-DIAGNOSTISK BRUG.

- De humane serumkomponenter, der anvendes til klargaring af kontrollerne i kittet, er testet for
forekomst af antistoffer mod human immundefektvirus 1 og 2 (HIV 1 og 2), hepatitis C (HCV)
samt hepatitis B-overfladeantigen med FDA-godkendte metoder og konstateret negative. Ingen
testmetode kan give fuldsteendig garanti for, at HIV-, HCV- og hepatitis B-virus eller andre
smittefarlige stoffer ikke er til stede, og derfor skal prever og menneskebaserede reagenser
handteres som potentielle kilder til smittefarlige stoffer.

- Centers for Disease Control and Prevention og National Institutes of Health har anbefalet, at
potentielle smittefarlige stoffer handteres pa Biosafety Level 2.

- Alle oplgsninger indeholder ProClin 300 som konserveringsmiddel. Brug aldrig mundpipette, og
undga, at reagenser og patientprever kommer i kontakt med hud. Reagenser, der indeholder,
ProClin kan irritere. Undga kontakt med hud og @jne. Skyl grundigt med vand i tilfeelde af

kontakt.
- Sikkerhedsdataark for alle farlige komponenter i dette kit f4s pa anmodning hos Svar Life
Science.
BUF WASH 30X CONTROL -
DIL SUBS | pNPP
CONJ
Advarsel Indeholder ProClin 300:

Reaktionsmasse pa: 5-chlor-2-methyl-4-isothiazol-3-on [EF nr. 247-500-7]
og 2-methyl-4-isothiazol-3-on [EF nr. 220-239-6] (3:1)

H317: Kan forarsage allergisk hudreaktion.
P264-: Vask haenderne grundigt efter brug.
P280: Beaer beskyttelseshandsker/beskyttelsestaj/gjenbeskyttelse/

ansigtsbeskyttelse.

P302+352: VED KONTAKT MED HUDEN: Vask med rigeligt seebe og
vand.

P333+313: Ved hudirritation eller udsleet: Sag lsegehjeelp.

PRGVETAGNING

Blodpraver skal tages ved hjeelp af aseptisk venepunkturteknik, og serum opnas ved hjeelp af
standardprocedurer. Et minimum pa 5 ml fuldblod anbefales. Lad blodet stgrkne i serumglas i 60-65
minutter ved stuetemperatur (20-25° C). Centrifugér blodprgver, og overfgr cellefrit serum til et rent
glas. Sera skal handteres korrekt for at forhindre in vitro-komplementaktivering. Sera skal nedfryses
ved -70° C eller derunder i forseglede glas ved laengerevarende opbevaring eller transport pa teris.
Praver ma ikke nedfryses og optas mere end én gang.

Brug ikke sera, der er ikteriske, lipemiske og heemolyserede. Varmeinaktiverede sera ma ikke bruges.

Plasma ma ikke bruges. CLSI giver anbefalinger til opbevaring af blodprgver (Approved Standard-
Procedures for the Handling and Processing of Blood Specimens, H18A, 1990).
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KITKOMPONENTER OG OPBEVARING AF REAGENSER

- Enramme med bla afrivelige brande (12x8) belagt med humant IgM, forseglet i en foliepakke
med tgrremiddel.

- 2 x 35 ml fortynder-CP (Dil CP), meerket med blat.

- 13 ml konjugat med alkalisk fosfatase-maerkede antistoffer mod C5b-9 (bla).

- 13 ml substratoplgsning klar til brug.

- 30 ml vaskeoplgsning koncentreret 30 gange.

- 0,2 ml negativ kontrol (NC) med humant serum (skal fortyndes som til et patientserumprgve).

- Frysetarret positiv kontrol (PC), som indeholder nedfrosset humant serum, der skal
rekonstitueres i 0,2 ml destilleret vand — se "Rekonstituering af positiv kontrol" nedenfor.

- Frysetarret aktivitetskontrol (AC) til semikvantitativ anvendelse, som indeholder frysetarret
humant serum (anden oprindelse end PC) — se "Rekonstituering af aktivitetskontrol" under
proceduren for semikvantitativ anvendelse.

Den positive kontrol og aktivitetskontrollen skal opbevares ved -20° C ved ankomsten.

Bemaerk: Rekonstitueringsvolumenet for AC er angivet pa analysecertifikatet (CoA) (XXX pl) og pa AC-
etiketten.

Alle reagenser i kittet er klar til brug undtagen vaskeoplgsningen og kontrollerne. Reagenserne skal
opbevares ved 2-8° C undtagen den positive kontrol og aktivitetskontrollen. Den rekonstituerede
positive kontrol og aktivitetskontrol skal opbevares ved —70° C og ma optgs én gang.

NGDVENDIGE, MEN IKKE MEDFGLGENDE MATERIALER OG UDSTYR
- Mikropladeleeser med filter 405 nm.
- Preecisionspipetter med engangsspidser.
- Opvaskemaskine til strips, absorberende klude, glas og en timer.

PROCEDURE — KVALITATIV ANVENDELSE

Fjern kun det antal brgnde, der skal bruges til testen, og luk aluminiumspakken grundigt til igen. Lad
alle oplgsninger udlignes til stuetemperatur (20-25° C) inden analysen. Bland ikke reagenser mellem
lot.

KLARGQRING AF VASKEOPLGSNINGEN

Hvis der observers saltkrystal udfeelding i flasken med konsentreret vaskeopl@sning, skal flasken
placeres i et 37°C vandbad indtil krystallerne er oplgste. Derefter fortyndes vaskeoplgsningen.
Fortynd 30 ml af den 30x koncentrerede vaskeoplgsning i 870 ml destilleret vand. Nar den opbevares
ved 2-8° C er den fortyndede vaskeoplgsning stabil til og med kittets udlgbsdato.

REKONSTITUERING AF POSITIV KONTROL

Bank forsigtigt alt frysetgrret materiale ned i bunden af glasset, og tag heetten af. Tilseet med det
samme 200 pl destilleret vand direkte til det frysetarrede materiale. Saet haetten pa igen. Lad glasset
sta pa is i 5 minutter, og ryst eller vortex det derefter forsigtigt, indtil indholdet er helt oplgst. Fortynd
den rekonstituerede kontrol pa samme made som en patientserumprgve. Den rekonstituerede positive
kontrol kan opbevares i op til 4 timer fgr brug ved 2-8° C eller pa is. Den skal opbevares ved -70° C og
ma optgs én gang.

SERUM

Opte frosne sera delvist ved at anbringe dem kortvarigt i et vandbad, der er 37° C varmt, og blande
forsigtigt. Efter delvis optaning skal glassene med det samme anbringes i et isbad og forblive pa is,
indtil de er helt optgede. Bland kortvarigt pa en vortexblander.

FORTYNDING AF SERUM

Fortynd serummet 1/101 med fortynder-CP, bla etikette, (500 ul fortynder + 5 ul serum), og bland
grundigt men forsigtigt pa en vortexblander. Det fortyndede serum ma opbevares ved stuetemperatur i
maks. 60 minutter inden analysen.
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INKUBATION AF PRGVER

Pipettér 100 pl/bragnd i to eksemplarer af fortynderen (Dil) som en blindpreve, positiv kontrol (PC),
negativ kontrol (NC) og fortyndet patientserum (P) i henhold til diagrammet nedenfor. Inkuber i 60-70
minutter ved +37 °C med lag pa.

Klassisk aktiveringsvej

1 2 3
A Dil CP P2
B Dil CP P2
C PC OSV.
D PC
E NC
F NC
G P1
H P1

EFTER SERUMINKUBATION
Tem brendende, og vask dem 3 gange med 300 pl vaskeoplgsning. Fyld og tem brgndene hver gang.
Efter sidste vask tesmmes brgndene ved at banke strippen let pa en absorberende klud.

TILSATNING AF KONJUGAT
Tilseet 100 pl konjugat i hver brgnd. Inkuber i 30 minutter ved stuetemperatur (+20-25° C).

EFTER KONJUGATINKUBATION

Vask 3 gange som tidligere.

Tilseetning af substratoplgsning

Tilseet 100 pl substratoplgsning i hver brgnd, inkuber i 30 minutter ved stuetemperatur (+20-25° C).
Aflaes absorbansen ved 405 nm pa en mikropladeleeser. (5 mM EDTA kan anvendes som
stopoplgsning,

100 pl/brgnd. Aflaes brendenes absorbans inden for 60 minutter).

BEREGNING AF RESULTAT

Traek blindprgvens (fortynderens) absorbans fra NC'ens, PC'ens og prgvernes absorbans. Den positive
kontrols absorbans bgr vaere >1,0 og den negative kontrols absorbans < 0,2 efter subtrahering af
blindpraven.

Beregn de gennemsnitlige OD405nm-veerdier for preven, PC'en og NC'en, og beregn den procentuelle
komplementaktivitet pa falgende made: (pragve-NC)/(PC-NC)x100. Den negative og den positive kontrol
er beregnet til overvagning for vaesentlige reagensfejl. Den positive kontrol sikrer ikke ngjagtighed ved
analysens cut-off. Det anbefales, at hvert laboratorium fastleegger sit eget referenceniveau og sin egen
cut-off-veerdi for mangler.

Hvis nogen af kontrollerne ikke er inden for deres respektive omrade, skal testen betragtes som ugyldig
0g gentages.

KVALITETSKONTROL

Det CoA, der fglger med dette kit, er lotspecifikt og skal anvendes til verificering af de resultater,
laboratoriet opnar. De resultater, der er angivet pa CoA'et, er kun vejledende. Laboratoriets resultater
kan afvige fra disse.

BEGRANSNINGER

Den enkelte patients komplementniveau kan ikke bruges som malestok for sygdomsgrad, da det kan
variere fra patient til patient. Det er saledes sveert at opna en absolut standardisering af resultaterne.
Testen bgr ikke udgare det eneste grundlag for beslutninger vedrgrende klinisk behandling, men skal
anvendes i kombination med kliniske symptomer og resultaterne af andre tilgeengelige test. Der bar
ikke pabegyndes behandling pa grundlag af komplementanalyseresultatet. Pabegyndelse eller

82



COMPL CP310, LABEL-DOC-0031, 2.0

aendringer i behandlingen ber ikke baseres pa aendringer i komplementniveauer alene, men snarere pa
omhyggelig klinisk observation.

FORVENTEDE RESULTATER

Nar der konstateres reducerede niveauer af komplementkomponenter eller komplementfunktion,
overvejer klinikere muligheden af en mangel eller en igangveerende immunologisk proces, der farer til
@get nedbrydning af komponenter og nedsatte komplementniveauer.

Den almindelige fordeling inden for 2SD er, for den kvalitative analyse, fastlagt til 69-129 % af den
positive kontrol — se tabel 1. Resultater i dette omrade indikerer normal funktionalitet i den klassiske
aktiveringsvej. Det anbefales, at hvert laboratorium bekraefter eller fastlaegger sit eget referenceomrade
for sin population.

En veerdi under omradet pa 69-129 % indikerer enten gget aktivering, hvilket medfarer forbrug af den
klassiske komplementaktiveringsvejs kapacitet, eller en genetisk bestemt lav aktivitet.

Veerdier under 5 % tyder kraftigt pa en fuldsteendig mangel, som enten skyldes for hgj aktivering eller
en nedarvet mangel i den klassiske aktiveringsvej. Det kreever yderligere analyser af
komplementproteiner at bestemme, hvilke komplementfaktorer der forarsager den nedsatte aktivitet.
Et negativt resultat, dvs. mistanke om en mangel, bar altid verificeres ved at teste en ny, omhyggeligt
handteret prave, sa det sikres, at der ikke har fundet in vitro-komplementaktivering sted.

Forhgjede komplementniveauer er normalt et ikke-specifikt udtryk for en akut faserespons.

Wieslab®-komplementsystemets klassiske aktiveringsvej kan vaere praktisk til detektion af
komplementmangler, som er relateret til de klassiske aktiveringsveje i tabellen nedenfor: Der kan opnas
en mere fuldkommen og grundig funktionel vurdering af alle tre komplementaktiveringsveje ved hjeelp af
Wieslab® Complement system Screen.

Klassisk MBL- Alternativ Mulig mangel

aktiveringsvej aktiveringsvej aktiveringsvej

Positiv Positiv Positiv Ingen

Negativ Positiv Positiv C1q, C1r, C1s

Positiv Positiv Negativ Properdin, faktor B,D

Positiv Negativ Positiv MBL, MASP2

Negativ Negativ Negativ C3, C5,C6,C7,C8,C9

Negativ Negativ Positiv C4, C2elleren
kombination

Specifikationer for funktionsevne

Der blev testet 120 sera fra bloddonorer, og det almindelige referenceomrade blev beregnet. Vaerdierne
blev udtrykt i % af den positive kontrol. Se Figur 1 og Tabel 1. Ingen af bloddonorerne var under

40 %.

FIGUR 1.
CP-kvalitativ anvendelse
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TABEL 1.
n Gennemsnit (%) +28D (%) Median (%)
Klassisk 120 |99 69-129* 100
aktiveringsvej

*)Dette er en statistisk beregning og garanterer ikke et segte cut-off.
Det anbefales, at hvert laboratorium fastlaegger sit eget referenceniveau og sin egen cut-off-veerdi for
formodet mangel.

TABEL 2.
| analysen blev der testet sera med kendte mangler, og falgende resultater blev opnaet: Alle sera med
mangler blev detekteret i analysen og gav veerdier pa under 5 %**).

Mangel C2 C3 C4 C5 C7 C8
Antal patienter 5 1 1 1 2 2

Antal sera med
mangler detekteret 5 ! ! ! 2 2
**) Se "M.A. Seelen et. al, Functional analysis of the classical, alternative and MBL pathways of the
complement system: standardization and validation of a simple ELISA. J Immunol Meth 2005, 296, 187-
198" vedregrende udvidede test af patientprgver med mangler, testet med kvalitativ anvendelse

Udtgmning C1q C3 C4 C5 C7
Antal udtemte sera |2 1 1 1 1

Antal detekterede
udtgmninger

2 1 1 1 1

TABEL 3. Ngjagtigheden mellem analyser for kvalitativ anvendelse blev bestemt ved at teste tre praver
i to eksemplarer. Der blev opnaet resultater for seks forskellige karsler.

CP P1 |CP P2 |CP P3
Mean value % | 98 92 21
SD 4.3 3.9 1.7
CV% 4 4 8

TABEL 4. Ngjagtigheden inden for analyser for kvalitativ anvendelse blev bestemt ved at teste én
preve i 40 brgnde.

Analyse Gennemsnitsveerdi % SD CV%
CP 85 29 3

PROCEDURE — SEMIKVANTITATIV ANVENDELSE

Den semikvantitative anvendelse er adskiller sig fra den kvalitative ved, at der via fortynding af kittets
PC dannes en kalibreringskurve med 100, 75, 50, 25 og 12,5 % aktivitet. Fjern kun det antal brgnde,
der skal bruges til testen, og luk aluminiumspakken grundigt til igen. Lad alle oplgsninger udlignes til
stuetemperatur (20-25° C) inden analysen. Bland ikke reagenser mellem lot.

KLARGQRING AF VASKEOPLGSNINGEN

Hvis der observers saltkrystal udfeelding i flasken med konsentreret vaskeopl@sning, skal flasken
placeres i et 37°C vandbad indtil krystallerne er oplgste. Derefter fortyndes vaskeoplgsningen.
Fortynd 30 ml af den 30x koncentrerede vaskeoplgsning i 870 ml destilleret vand. Nar den opbevares
ved 2-8 °C er den fortyndede vaskeoplgsning stabil til og med kittets udlgbsdato.

Rekonstituering af positiv kontrol og fortynding til anvendelse som kalibrator
Bank forsigtigt alt frysetgrret materiale ned i bunden af glasset, og tag heetten af. Tilseet med det
samme 200 pl destilleret vand direkte til det frysetgrrede materiale. Saet haetten pa igen. Lad glasset
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sta pa is i 5 minutter, og ryst eller vortex det derefter forsigtigt, indtil indholdet er helt oplgst. Den
rekonstituerede positive kontrol kan opbevares i op til 4 timer for brug ved 2-8° C eller pa is. Den kan
nedfryses ved -70° C og ma optas én gang.

Se billedet nedenfor vedrgrende fortynding af rekonstitueret positiv kontrol til kalibratorer.

100 %

10 ul PC
1000 pl
fortynder
225 4l = 100 % 150 I 100 % 75 1l 100 9 40 pl 100 %
225 l 280 pl 300 pl
s N/ o N/ \/ \/ M \/
fortynder fortynder fortynder
75 % 50 % 25% 12,5 % 0%

fortynder fortynder

Kalibratoren kan opbevares ved stuetemperatur i op til 1 t fgr brug. Kalibratoren skal veere frisk og ma
ikke opbevares ved -20° C efter fortynding til senere brug.

Rekonstituering af aktivitetskontrol (AC)

Bank forsigtigt alt frysetgrret materiale ned i bunden af glasset, og tag heetten af. Tilsset med det
samme den maengde destilleret vand, der er angivet pa CoA'et/AC-etiketten, direkte til det frysetarrede
materiale. Seet haetten pa igen. Lad glasset veere pa is i 5 minutter, og ryst eller vortex det derefter
forsigtigt, indtil indholdet er helt oplgst. Fortynd den rekonstituerede kontrol p4 samme made som en
patientserumprgve. Den rekonstituerede aktivitetskontrol kan opbevares i op til 4 timer for brug ved 2-
8¢ C eller pa is. Den kan opbevares ved -70° C og ma opt@s én gang.

SERUM

Optg frosne sera delvist ved at anbringe dem kortvarigt i et vandbad, der er 37° C varmt, og blande
forsigtigt. Efter delvis optaning skal glassene med det samme anbringes i et isbad og forblive pa is,
indtil de er helt opteede. Bland kortvarigt pa en vortexblander.

FORTYNDING AF SERUM OG AKTIVITETSKONTROLLEN

Fortynd serummet 1/101 med fortynder-CP, bla etikette, (500 ul fortynder + 5 ul serum), og bland
grundigt men forsigtigt pa en vortexblander. Det fortyndede serum og aktivitetskontrollen ma opbevares
ved stuetemperatur i maks. 60 minutter inden analysen.
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INKUBATION AF PRGVER

Pipettér 100 pl/bregnd i to eksemplarer af kalibratoren (100 %-0 %), negativ kontrol (NC),
aktivitetskontrol (AC) og fortyndet patientserum (P) i henhold til diagrammet nedenfor. Inkuber i 60-70
minutter ved +37° C med lag pa.

Klassisk aktiveringsvej

1 2 3

A 100% |12,5% |P1
B 100% |12,5% |P1
C |75% 0 % P2
D |75% 0 % P2
E 50 % NC OSV.
F 50 % NC

G |25% AC

H [25% AC

EFTER SERUMINKUBATION
Tem brendende, og vask dem 3 gange med 300 pl vaskeoplgsning. Fyld og tem brgndene hver gang.
Efter sidste vask tammes brgndene ved at banke strippen let pa en absorberende klud.

TILSATNING AF KONJUGAT
Tilseet 100 pl konjugat i hver brgnd. Inkuber i 30 minutter ved stuetemperatur (+20-25° C).

EFTER KONJUGATINKUBATION
Vask 3 gange som tidligere.

TILSATNING AF SUBSTRATOPL@SNING

Tilseet 100 pl substratoplgsning i hver brgnd, inkuber i 30 minutter ved stuetemperatur (+20-25° C).
Aflaes absorbansen ved 405 nm pa en mikropladeleeser. (5 mM EDTA kan anvendes som
stopoplgsning,

100 pl/brgnd. Aflaes brendenes absorbans inden for 60 minutter).

BEREGNING AF RESULTAT

Kurvetilpasset logistik med 4 parametre (Marquardt) anbefales. Traek 0 %-kalibratorens absorbans fra
alle OD-veerdier.

100 %-kalibratorens absorbans bgr vaere > 1,0, NC-absorbansen < 0,2 og AC-aktiviteten > 30 %.

| tilfeelde, hvor de opnaede preoveveerdier er hgjere end den hgjeste 100 %-kalibrator, kan praverne
fortyndes 1/201 og gentestes.

Bemeerk, at den opnaede aktivitetsveerdi i dette tilfeelde skal justeres i overensstemmelse med den
anvendte prgvefortynding.

Hvis nogen af kontrollerne ikke er inden for deres respektive omrade, skal testen betragtes som ugyldig
0g gentages.

Det anbefales, at hvert laboratorium fastlaegger sit eget referenceniveau og sin egen cut-off-veerdi for
mangler.

KVALITETSKONTROL

Det CoA, der fglger med kittet, er lotspecifikt og skal anvendes til verificering af de resultater,
laboratoriet opnar. De resultater, der er angivet pa CoA'et, er kun vejledende. Laboratoriets resultater
kan afvige fra disse.
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