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Este kit es para cuantificar el inactivador de actividad C1 en el plasma citratado humano.

RESUMEN Y EXPLICACION ]

El primer complemento del complejo C1 es una macromolécula compuesta de tres sub-
componentes, Clq, Clr y Cls. Por la activacion de la cascada del complemento la unién
del inactivador C1 a C1r activado previene la posterior proteolisis del complemento C4 por
C1.

La deficiencia del inactivador funcional C1l estd asociada con edema angioneurotico
hereditario. La concentracién del inactivador C1 en las personas afectadas son de hasta el
20% de lo normal, pero sin actividad (ref. 1).

El método de la Inmunodifusién radial (RID) es un método para el uso en rutina en la
determinaciéon cuantitativa de diferentes antigenos solubles en fluidos biolégicos. Este
método estd basado principalmente en los trabajos de Fahey & McKelvey (ref. 2) y de
Mancini et al. (refs 3 & 4).

| 3 PRINCIPIO

El método comprende la comparacién de la precipitacion de Clr realizada por
Inmunodifusion radial sobre muestras de plasma nativos y estas mismas muestras tratadas
afiadiendo 1gG agregado por calor. Esto provoca la activacion de la cascada del
complemento y con ello a la fijacién del inactivador C1 al C1r activado.

Las muestras se aplican a placas RID permitiendo una difusion radial de un pocillo cilindrico
por medio de gel de agarosa conteniendo un anticuerpo monoespecifico a C1r humano.
Bajo unas condiciones adecuadas se formaran complejos anticuerpo-antigeno formando un
aro de precipitacién. Cuando se forma un complejo Clr, el inactivador C1 encubre muchos
lugares de la molécula C1r, llevando a un deterioro de la calidad del aro.

Las muestras que contienen el inactivador funcionalmente inactivo C1 no muestran esta
perdida de calidad de aro.

| 4 REACTIVOS

4.1 Placas RID (envasados en sobres herméticos): Estas contienen anticuerpos
policlonales monoespecificos de oveja contra C1lr humano en gel de agarosa.
Pueden realizarse hasta siete (7) muestras en una pasada incluyendo controles
normal y anormal. Conservantes: azida sédica 0,099%, acido E-amino-n-caproico
(EACA) 0,1%, benzamidina 0,01%.

4.2 Control(es) normal(es). Liofilizado. Conservantes: azida sédica 0,099%, acido E-
amino-n-caproico (EACA) 0,1%, benzamidina 0,01%.

4.3 Control(es) anormal(es). Liofilizado. Conservantes: azida sédica 0,099%, acido
E-amino-n-caproico (EACA) 0,1%, benzamidina 0,01%.

4.4 1gG agregado por calor. Liofilizado. Conservante: azida sédica 0,099%.

|5 ADVERTENCIAS

El plasma humano suministrado en el kit han sido sometidos a screening para donantes,
resultando negativos a la presencia del antigeno de superficie de la hepatitis B y a la
presencia de los anticuerpos de la ante los virus HIV1, HIV2 y HCV. Las técnicas usadas
estan aprobadas por la FDA (USA) o para el diagnéstico in vitro por la UE (Directiva
98/79/EC, Anexo ll). Sin embargo los sobredichos ensayos no garantizan la ausencia de
agentes infecciosos. Por lo tanto, deben tratarse los reactivos como potencialmente
infecciosos. Tanto la manipulacién como los métodos de eliminacién de desechos deberan
realizarse conforme a la normativa de materiales infecciosos y solo personal
adecuadamente instruido debera efectuar el test.

AVISO: Los componentes del kit contienen azida sédica y debe ser manipulado con
precaucién; use guantes y vestuario protector adecuado en todo momento al manipular este
producto. No trague ni permita el contacto con la piel o las mucosas (especialmente si hay
heridas). En caso de contacto, lave con abundante agua y consulte a un médico. Con el
plomo y el cobre pueden formarse azidas metalicas explosivas. Cuando se elimine el
reactivo, lave con mucha agua los recipientes para evitar la acumulacion de azida.

El presente producto debe ser utilizado por personal especializado. Se recomienda
observar estrictamente el procedimiento indicado. No se garantizan resultados
vélidos obtenidos utilizando parametros diferentes que los indicados.

Los reactivos de diferentes lotes NO son intercambiables. En caso de realizar un niimero
elevado de tests, averiglie que todos los reactivos sean del mismo lote.

I ACMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD ]

El kit sin estrenar es estable hasta la fecha de caducidad indicada en el envase
almacenandolo entre 2-8°C. iNO CONGELAR! Las placas RID deben guardarse entre 2-
8°C. jA mayor temperatura se deterioran! Una congelacioén destruird el gel, por lo que
deberan estar alejados de los elementos congeladores del frigorifico. Asimismo deberan
evitarse temperaturas elevadas, dado que el gel perderia humedad, afectando a su
funcién. Las placas no estrenadas deberén almacenarse planas y con la cara superior
hacia abajo (la etiqueta esta en la cara superior), con el fin de prevenir en los pocillos una
acumulacién de condensacion. Tratar las placas con cuidado para evitar deteriorar el gel.

Los controles e IgG agregado por calor sin estrenar deben guardarse entre 2-8°C. Una vez
abiertos son estables durante una semana a una temperatura entre 2-8°C. Para un
almacenamiento méas largo, deberan ser alicuotados y congelados (-20°C o mas bajo).
Todos los demas reactivos deben almacenarse entre 2-8°C.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS ]

Para este test utilizar muestras de plasma citratado recientes o congeladas (-20°C). No
deben emplearse plasma contaminado microbiol6gicamente, hemolizado o muy lipemico asi
como aquellas muestras que contengan particulas en suspension. Las muestras de suero
se deben recolectar mediante extraccion intravenosa y separar rapidamente el suero del
coagulo con el fin de evitar hemdlisis. Las muestras pueden almacenarse entre 2-8°C hasta
48 horas antes del andlisis. Para una conservacion mas prolongada se recomienda
alicuotar y congelar a -20°C las muestras. Evitar repetidas congelaciones y
descongelaciones.

Al final de estas instrucciones se hace un resumen del procedimiento.

8.1 Contenido del kit

8.1.1 3 x Human C1 Inactivator F.A. (placas de inmunodifusion radial embolsadas en
aluminio)

8.1.2 8 x Gel Dividers (Divisores de gel)

8.1.3 2 x Human C1 Inactivator F.A. Normal Control (Control normal, liofilizado)

8.1.4 2 x Human C1 Inactivator F.A. Abnormal Control (Control anormal, liofilizado)

8.15 4 x Heat Aggregated Gamma Globulin (IgG agregado por calor, liofilizado)
8.1.6 1 x folleto de instrucciones

8.2 Materiales necesarios pero no suministrados

8.2.1 Equipamiento para la coleccién y preparaciéon de las muestras, p.ej. tubos de
muestras, centrifuga, etc.

8.2.2 Pipetas para una adecuada dilucién de las muestras y controles.

8.2.3 Micropipetas para la aplicacion de las muestras. Estas deberan dispensar 10pL

exactos. Recomendamos las Binding Site Micropipettes (Articulo AD041) o
jeringuillas ‘Hamilton’.

8.2.4 Lupa de joyero (Articulo AD040) para un aumento y medicién exacta del diametro
del aro precipitado, hasta 0,21mm.

8.25 Agua destilada para la reconstitucién de los componentes liofilizados.

8.2.6 Suero fisioldgico (0,9%/0,15M) para la dilucién de muestras y controles.

8.2.7 Incubador de 37°C.

8.3 Preparacion de los reactivos

8.3.1 Placa(s) RID

Para evitar una contaminacion del gel, se deberan utilizar las placas en un ambiente libre de
polvo. Sacar la placa de su embalaje y abrir la tapa. Nota: En caso de verse en la tapa de la
placa condensacion, colocar la placa boca abajo hasta haber quitado la tapa, evitando asi
que caigan gotas dentro del gel. Asegurarse de que la placa no tenga dafios durante el
almacenamiento (p.ej. grietas en el gel). Abrir la tapa y dejar a temperatura ambiente
durante 10-15 minutos (si necesario, mas tiempo) para permitir la evaporacién de la
condensacion. iNo pipetar las muestras en pocillos que todavia tengan condensacion!

Particion de la placa: Las placas pueden dividirse antes de su empleo hasta en cuatro
secciones, utilizando para ello los divisores de gel. Colocar cada divisor con cuidado y con
la arista afilada hacia abajo. El brazo estabilizador debera descansar sobre la etiqueta de
plastico central. Presionar firmemente sobre el brazo para cortar el gel y dejarlo en posicién.

La division de las placas solamente se recomienda cuando solo se vaya a emplear una
parte de los 14 pocillos o para la medicién de muestras con sospecha de una elevada
concentracién de antigeno. En estas muestras se puede llegar a una amplia difusién del
antigeno, por lo que en zonas apartadas de la placa se reduce la concentracién de
anticuerpos. Tras el uso parcial, las placas deberan guardarse en su sobre hermético bien
cerrado entre 2-8°C con los separadores puestos. Guardar las placas divididas boca arriba
y utilizar dentro de las siguientes 4 semanas.

8.3.2 19G agregado por calor (HAG)

El HAG debe ser reconstituido con el volumen de agua destilada indicada en la etiqueta del
vial.

8.3.3 Muestras

Se deben coger dos (2) alicuotas por cada muestra. La primera se debe mezclar con suero
fisiolégico en una relaciéon de 3 partes de muestra con 1 parte de suero (p.ej. 150uL de
muestra con 50uL de suero). La segunda alicuota se debe mezclar con HAG en una
relacién de 3 partes de muestra y 1 parte de HAG (p.ej. 150uL de muestra con 50uL HAG).

Antes de aplicar en la placa(s) RID incubar a 37°C durante 60 minutos.
8.34 Controles

Ambos controles, normal y anormal, se deben reconstituir con el volumen de agua destilada
indicada en la etiqueta de los viales correspondientes. Una vez completamente disueltos
deben ser tratados de la misma forma que las muestras (ver seccién 8.3.3).

8.4 Aplicacién de calibradores y muestras

Antes de usar, agitar con cuidado los controles y muestras. Aplicar 10uL de la mezcla
control normal/suero salino en un pocillo y en otro la mezcla control normal/HAG. Aplicar en
el tercer pocillo 10puL de la mezcla control anormal/suero salino y al cuarto pocillo la mezcla
control anormal/HAG. En los restantes pocillos aplicar las mezclas muestra/suero salino y
muestra/HAG.
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8.5 Incubacion

Tras la aplicacién de las muestras se debe cerrar la tapa e incubar plana con la tapa hacia
arriba a temperatura ambiente (20-24°C). jBajo ninguna circunstancia se puede secar el gel
durante la incubacién! Por ello se deben incubar las placas dentro de los sobres herméticos
bien cerrados o bien dentro de una camara himeda (caja de plastico con tapa con toallitas
himedas). La incubacién minima es de 96 horas. La temperatura influye en el diametro del
aro final, por lo que debe evitarse temperaturas extremas.

8.6 Control de calidad

El control debe ser manipulado exactamente igual que la muestras. El control normal con
HAG debe mostrar un deterioro de calidad de aro considerable comparando con el aro dado
de la mezcla de control normal con salino.

Por el contrario, no debe haber diferencia alguna en la calidad del aro entre las alicuotas del
control anormal.

IR VEDICION E INTERPRETACION ]

9.1 Medicién del aro

Tras el tiempo de difusién necesario, se deben medir los didmetros a simple vista o con una
lupa de joyero. Es importante utilizar una luz brillante de costado y un fondo oscuro.
Notar cualquier diferencia en la intensidad del aro entre muestras y controles. Ver el
siguiente ejemplo de interpretacion:

9.2 Interpretacién

El siguiente diagrama es una guia para la interpretacién de la intensidad de precipitacién de
los aros para muestras “normal” y Inactivador C1 funcionalmente inactivo.

Plasma Inactivador C1
(funcionalmente inactivo)

Plasma normal

3+1 Suero salino 3+1 HAG 3+1 Suero salino 3+1 HAG

° @ ©

Aro débil Muy débil/ No visible Aros visibles

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO ]

10.1 RESOLUCION DE PROBLEMAS

Problema Causa(s) posible(s) Sugerencia(s)

A. No hay aro en:

1. Control(es) Omisién del control. Repetir prueba.

2. Muestra Omisién de la muestra. Repetir prueba.

a) Deterioro durante
almacenamiento. Repetir
prueba utilizando una placa
nueva.

3. Control(es) y muestras | Deterioro placa.

b) Producto caducado.
Repetir prueba utilizando
placa/kit nuevos.

B. Aros no circulares i) Aplicacion de la muestra Repetir prueba.
deficiente.
ii) Gel se ha secado antes a) Deterioro durante
del uso. almacenamiento. Repetir
prueba utilizando una placa
nueva.

b) Producto caducado.
Repetir prueba utilizando
placa/kit nuevos.

iii) Gel se ha secado durante | Repetir prueba minimizando
la aplicacién de la muestra o | el tiempo de apertura de la
durante la incubacién. placa. Incubar con tapa bien
cerrada en camara himeda
o sellada en sobre

hermético.
iv) Reduccion de anticuerpos | Diluir muestras y repetir
locales debido a una prueba.

concentracion de antigeno
demasiado alta.

C. Gel turbio i) La placa ha sido Repetir prueba utilizando
congelada. placas nuevas. Comprobar
almacenamiento.
ii) Gel se ha secado antes Ver B (ii).
del uso.
iii) Gel se ha secado durante | Ver B (iii).
la aplicacion de la muestra o
durante la incubacion.
D. Gel quebradizo, no Gel se ha secado antes del Repetir prueba con placa
nivelado uso. nueva. Verificar

almacenamiento.

E. Aros dobles / Precipitacion no especifica Leer aro exterior.

multiples cerca del pocillo (motivo:
PEG en el gel).
10.2 El diagnéstico y tratamiento no debe basarse solo en el Activador C1 de actividad

funcional. Se deben tener en cuenta el historial asi como otras pruebas clinicas.

10.3 En caso de obtener unos resultados no esperados, se debera repetir la prueba
con una muestra reciente.

Si hay algun problema no indicado en esta tabla, por favor dirjjase al
proveedor.
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2. Fahey, J L & McKelvey, E M (1965). Quantitative determination of serum
immunoglobulins in antibody-agar plates. J. Immunol., 94, 84-90.

3. Mancini, G, Vaerman, J P et al (1964). Protides of the biological fluids (XI
Colloquium). Peters H. (ed), Publ. Elsevier Publishing Co., Amsterdam p370.
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RESUMEN DEL PROCEDIMIENTO ]

12.1 Tomar dos alicuotas de cada muestra o control.

12.2 Tratar una alicuota de cada con IgG agregada por calor, mezclando 150uL de
muestra con 50pL de IgG agregada por calor.

12.3 Tratar la segunda alicuota de cada con solucién salina fisiolégica, mezclando
150uL de muestra con 50uL de solucién salina fisiolégica.

12.4 Incubar muestras y controles a 37°C por 1 hora.

125 Dejar que se evapore la condensacién de la(s) placa(s) RID.

12.6 Aplicar las muestras y controles a la(s) placa(s) de RID en volimenes de 10pL.

12.7 Tapar e incubar a temperatura ambiente (aproximadamente 20-24°C) durante 96
horas.

12.8 Comparar las intensidades de los anillos de las mismas muestras y controles

entre las alicuotas tratadas de diferente forma.
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