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uso

Il kit CAPILLARYS PROTEIN(E) 6 permette la separazione in tampone alcalino (pH 9,9) delle proteine del siero umano e delle proteine urinarie
mediante elettroforesi capillare con il sistema CAPILLARYS.

Le proteine del siero umano normale sono separate nelle sei frazioni principali.

Dopo la preparazione dei campioni di urina con il kit CAPILLARYS / MINICAP URINE, le proteine urinarie si separano in cinque frazioni (Vedere
listruzioni per I'uso del kit CAPILLARYS / MINICAP URINE, SEBIA, PN 2013).

Il sistema CAPILLARYS esegue automaticamente tutte le fasi dell’elettroforesi fino ad ottenere un profilo proteico per I'analisi qualitativa e/o
quantitativa. Le proteine, separate nei capillari in silice fusa, sono rilevate direttamente per spettrofotometria di assorbimento ad una lunghezza d’onda
di 200 nm.

| profili elettroforetici possono essere interpretati visivamente per rilevare eventuali anomalie. La lettura diretta fornisce una quantificazione accurata
di ciascuna frazione proteica.

Per uso diagnostico in vitro.

NOTE : In questo libretto di istruzioni il nome "CAPILLARYS" e usato per gli strumenti CAPILLARYS, CAPILLARYS 2 e CAPILLARYS 2 FLEX-
PIERCING.

PRINCIPIO DEL TEST

L'elettroforesi delle proteine € una tecnica ben nota ed usata routinariamente nei laboratori clinici per la ricerca delle anomalie del profilo proteico.
L'elettroforesi capillare € stata sviluppata parallelamente alle tecniche elettroforetiche su diversi supporti (tra cui il gel d’agarosio), in quanto offre il
vantaggio di un’automazione completa dell’analisi, di separazioni rapide e di una buona risoluzione. Si definisce come una tecnica di separazione
elettrocinetica effettuata in un capillare di diametro interno inferiore a 100 zm riempito con un tampone composto da elettroliti. Per molti aspetti, questa
metodologia pud essere considerata intermedia tra I'elettroforesi zonale classica su supporto solido e la cromatografia in fase liquida.

Il sistema CAPILLARYS usa il principio dell’elettroforesi capillare in fase libera, che rappresenta la forma pii comune di elettroforesi capillare. Con
questa tecnica le molecole cariche sono separate secondo la loro mobilita elettroforetica in un tampone alcalino a pH specifico. La separazione
avviene in funzione del pH dell’elettrolita e del flusso elettro endo-osmotico. Il sistema CAPILLARYS e costituito da 8 capillari in parallelo, che
permettono I'esecuzione di 8 test simultaneamente. Su questo sistema, I'iniezione del campione (diluito con il tampone d’analisi) nei capillari &
effettuata all’anodo per aspirazione. La separazione & quindi realizzata applicando una differenza di potenziale di diverse migliaia di Volts alle
estremita di ogni capillare. La lettura diretta delle proteine viene effettuata a 200 nm all’estremita catodica del capillare. | capillari vengono quindi lavati
con la soluzione di lavaggio e con il tampone di analisi. Con il tampone utilizzato a pH alcalino, I'ordine di migrazione delle proteine sieriche & il
seguente : gamma globuline, beta-2 globuline, beta-1 globuline, alfa-2 globuline, alfa-1 globuline e albumina. Ogni frazione contiene una o piu proteine
sieriche.

REAGENTI FORNITI NEL KIT CAPILLARYS PROTEIN(E) 6

ATTENZIONE : Prendere visione delle schede di sicurezza.

COMPONENTI REF. N° 2003
Tampone (pronto all’'uso) 2 flaconi da 700 mL
Soluzione di lavaggio (soluzione concentrata) 1 flacone da 75 mL
Coppette multiple per diluizione 1 confezione da 90
Filtri 3 filtri

PER UNA GESTIONE OTTIMALE DELLA TRACCIABILITA : | componenti di uno stesso kit devono essere sempre utilizzati insieme.
PER OTTENERE LE PRESTAZIONI ATTESE : Rispettare le istruzioni per I'uso.

ATTENZIONE : Non utilizzare I'acqua deioni. di ibile in cio, per pio, acqua per ferro da stiro (rischio di deterioramento
dei capillari). Utilizzare esclusivamente I'acqua di quallfa ultrapura, tipo acqua per soluzione iniettabile.

1. TAMPONE

Preparazione

Il tampone & pronto all'uso. Contiene : tampone a pH 9,9 + 0,5 ; composti chimici, non pericolosi alle concentrazioni utilizzate, necessari per ottenere
prestazioni ottimali.

Uso

Tampone per I'analisi delle proteine sieriche in elettroforesi capillare.

Conservazione, stabilita e segni di deterioramento

Conservare il tampone a temperatura ambiente (tra 15 e 30 °C) o in frigorifero (tra 2 e 8 °C). La soluzione ¢ stabile fino alla data di scadenza indicata
sulla scatola del kit o sull’etichetta del flacone di tampone. Non conservare il tampone in prossimita di una finestra o di una fonte di calore.

NOTA : Se il tampone d’analisi é conservato tra 2 e 8 °C, prima dell'uso si raccomanda di attendere che il reagente torni a temperatura ambiente.
NON CONGELARE.

Il flacone di tampone aperto e collocato sullo strumento CAPILLARYS & stabile per un massimo di due mesi (in totale). Se si prevede si utilizzare il
flacone di tampone in un arco di tempo superiore a 2 mesi, & necessario rimuovere il flacone dallo strumento dopo ogni utilizzo e conservarlo a
temperatura ambiente (tra 15 e 30 °C) o in frigorifero (tra 2 e 8 °C) ; in queste condizioni & stabile fino alla data di scadenza indicata sull'etichetta del
flacone di tampone.

Smaltire il tampone se muta di aspetto, o diviene torbido a causa di contaminazione microbica, di un precipitato o di particelle in sospensione.

-38- FOGLIO DI ISTRUZIONI SEBIA - Pzatiane



CAPILLARYS PROTEIN(E) 6 - 2019/12

2. SOLUZIONE DI LAVAGGIO

Preparazione

Il flacone di soluzione di lavaggio concentrata deve essere portato al volume di 750 mL con acqua distillata o deionizzata.

Dopo la diluizione, la soluzione di lavaggio contiene una soluzione alcalina a pH = 12.

Uso

Lavaggio dei capillari dopo la separazione elettroforetica delle proteine.

IMPORTANTE : Prima di riempire il contenitore della soluzione di lavaggio, si raccomanda di sciacquare abbondantemente il collo del flacone, il
connettore ed il tubo di pescaggio con acqua distillata 0 demineralizzata per evitare I'accumulo di sali.

Conservazione, stabilita e segni di deterioramento

La soluzione di lavaggio, sia concentrata che diluita, deve essere conservata a temperatura ambiente o in frigorifero in flaconi chiusi per evitare
l'evaporazione. La soluzione concentrata & stabile fino alla data di scadenza indicata sul kit o sull’etichetta del flacone della soluzione di lavaggio.
La soluzione diluita & stabile per 3 mesi.

Smaltire la soluzione di lavaggio se muta di aspetto, ad esempio se diviene torbida a causa di contaminazione microbica.

3. COPPETTE MULTIPLE DI DILUIZIONE

Uso

Barrette di diluizione monouso per la preparazione dei campioni biologici da analizzare tramite lo strumento. Da collocare sul rack. Una barretta di
diluizione & destinata all'analisi di 8 campioni (7 campioni in presenza di un diluente).

ATTENZIONE : Manipolare con cautela le barrette di dilui. usate, co i ioni biologici. Alla fine dell’analisi, le barrette di
diluizione devono essere smaltite con i rifiuti biologici e non devono MAI essere nunhzzate

Conservazione
Prima dell'uso, conservare le barrette di diluizione nella loro confezione sigillata in luogo asciutto e pulito e a una temperatura compresa tra 2 °C e
30 °C.

4. FILTRI

Uso

Filtri monouso per la filtrazione del tampone d’analisi, della soluzione di lavaggio ricostituita e dell'acqua distillata o deionizzata (utilizzata per il
risciacquo dei capillari).

IMPORTANTE : Nel momento della sostituzione del kit cambiare sistematicamente tutti i filtri. Indossare guanti puliti per manipolare e installare i filtri.
Awvitare il filtro al connettore situato all’estremita di ciascun tubo inserito nei flaconi di tampone, soluzione di lavaggio e acqua distillata o deionizzata.
Quando i filtri vengono sostituiti, sciacquare i connettori e i tubi con acqua distillata o deionizzata.

Conservazione

Prima dell’'uso, conservare i filtri nella loro confezione sigillata in luogo asciutto a temperatura ambiente o refrigerata.

REAGENTI RICHIESTI MA NON FORNITI
ATTENZIONE : Prendere visione delle schede di sicurezza.

1. ACQUA DISTILLATA ADDIZIONATA CON BATTERIOSTATICO (SEBIA, ref. N° 1066021, 2 flaconi da 5 L)

Preparazione

Acqua distillata addizionata con batteriostatico & pronta all'uso. Contiene : acqua distillata, derivati isotiazolinoninici < 0,0001 %, reagenti non
pericolosi alle concentrazioni usate, necessari per ottenere prestazioni ottimali.

Uso

Per il risciacquo dei capillari del sistema automatico per elettroforesi capillare CAPILLARYS 2, SEBIA.

Conservazione, stabilita e segni di deterioramento

Conservare I'acqua distillata addizionata con batteriostatico a temperatura ambiente (tra 15 e 30 °C). La soluzione é stabile fino alla data di scadenza
indicata sulla etichetta del flacone. Non conservare in prossimita di una finestra o di una fonte di calore. Smaltire I'acqua distillata se muta di aspetto,
o diviene torbida a causa di contaminazione microbica, di un precipitato o di particelle in sospensione.

Oppure

2. ACQUA DISTILLATA O DEIONIZZATA

Uso

Per il risciacquo dei capillari del sistema automatico per elettroforesi capillare CAPILLARYS, SEBIA.

Si raccomanda di utilizzare acqua distillata o deionizzata filtrata (con filtro di porosita < 0,45 ym) e con conduttivita inferiore a 3 zS/cm, corrispondente
a una resistivita superiore a 0,33 MQ.cm.

Per prevenire la proliferazione microbica, sostituire I'acqua quotidianamente.

Per funzionamento ottimale, si raccomanda di aggiungere CLEAN PROTECT (SEBIA, Ref. N° 2059 : 1 flacone da 5 mL) allacqua distillata o
deionizzata (vedere le istruzioni per I'uso di CLEAN PROTECT) oppure di utilizzare direttamente la soluzione CAPIprotect* pronta all'uso (SEBIA,
Ref. N° 2061 : 2 taniche da 5 L di acqua distillata contenente CLEAN PROTECT).

IMPORTANTE : Prima di riempire il flacone, si raccomanda di lavarlo abbondantemente con acqua distillata o deionizzata.

*NOTA : La soluzione CAPIprotect puo essere utilizzata per diluire la soluzione di lavaggio concentrata. In questo caso, la soluzione di lavaggio diluita
puo presentare temporaneamente una colorazione gialla piu 0 meno pronunciata senza che cio alteri le prestazioni del test.

3. CAPICLEAN

Composizione
Il flacone di soluzione enzimatica concentrata CAPICLEAN (SEBIA, Ref. N° 2058, 1 flacone da 25 mL) contiene : enzimi proteolitici, surfattanti e
composti chimici, non pericolosi alle concentrazioni utilizzate, necessari per ottenere prestazioni ottimali.
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Uso

Per la pulizia della sonda di campionamento nel sistema automatico per elettroforesi capillare CAPILLARYS, SEBIA, nella sequenza di pulizia

CAPICLEAN.

IMPORTANTE :

- Se si effettuano meno di 500 analisi alla settimana, eseguire una sequenza di lavaggio con CAPICLEAN almeno una volta a settimana.

- Se si effettuano meno di 500 analisi al giorno e piu di 500 analisi alla settimana, eseguire una sequenza di lavaggio con CAPICLEAN ogni
500 analisi.

- Se si effettuano piu di 500 analisi al giorno, eseguire una sequenza di lavaggio con CAPICLEAN una volta al giorno.

Vedi il foglio istruzioni CAPICLEAN, SEBIA.

IMPORTANTE : Non riutilizzare il segmento di diluizione del campione dopo la pulizia della sonda.

Conservazione, stabilita e segni di deterioramento

Conservare CAPICLEAN in frigorifero (2 - 8 °C). La soluzione & stabile fino alla data di scadenza indicata sull’etichetta del flacone. NON
CONGELARE.

Nel flacone di CAPICLEAN si possono osservare un precipitato o delle particelle aggregate in sospensione (flocculato) senza che cio alteri il suo
utilizzo.

Non risospendere questo precipitato o queste particelle. Si raccomanda di prelevare esclusivamente il surnatante.

4. SOLUZIONE DI IPOCLORITO DI SODIO (per la pulizia dell’ago di prelievo)

Preparazione

Preparare una soluzione di ipoclorito di sodio (tra il 2 e il 3 % di cloro) portando 250 mL di una soluzione concentrata di cloro 9,6 % ad un litro con

acqua distillata o deionizzata fredda.

Uso

Per la pulizia dell’ago di prelievo nel sistema automatico per elettroforesi capillare CAPILLARYS, SEBIA, (manutenzione settimanale volta ad eliminare

le proteine adese all’ago).

Vedi il foglio di istruzione di CAPILLARYS, SEBIA.

Utilizzare il portacampioni designato per la manutenzione (N° 100).

+ Posizionare una provetta da emolisi contenente 2 mL della soluzione di ipoclorito di sodio precedentemente preparata, in posizione N° 1 sul
portacampioni.

« Inserire il portacampioni N° 100 di manutenzione nel sistema CAPILLARYS.

Nella finestra "MANUTENZIONE" che appare sullo schermo, selezionare "Awvia la pulizia della sonda (soluzione di ipoclorito di sodio)" e confermare.

Conservazione, stabilita e segni di deterioramento

Conservare la soluzione di lavoro di ipoclorito di sodio a temperatura ambiente in un contenitore chiuso. E’ stabile per 3 mesi. Evitare I’esposizione al

sole, a fonti di calore, a fiamme, ad acidi e ammoniaca.

5. SOLUZIONE DI LAVAGGIO CAPILLARYS / MINICAP

Preparazione

Ciascun flacone di soluzione di lavaggio concentrata (SEBIA, Ref. N° 2052 : 2 flaconi da 75 mL ciascuno) deve essere portato al volume di 750 mL
con acqua distillata o deionizzata.

Dopo la diluizione, la soluzione di lavaggio contiene una soluzione alcalina a pH = 12.

Uso

Lavaggio dei capillari di CAPILLARYS. Reagente supplementare necessario per serie analitiche inferiori a 40 analisi.

IMPORTANTE : Prima di riempire il contenitore della soluzione di lavaggio, si raccomanda di sciacquare abbondantemente il collo del flacone, il
connettore ed il tubo di pescaggio con acqua distillata o demineralizzata per evitare I'accumulo di sali.

Conservazione, stabilita e segni di deterioramento

La soluzione di lavaggio, sia concentrata che diluita, pud essere conservata a temperatura ambiente o in frigorifero in flaconi chiusi per evitare
I’'evaporazione. La soluzione concentrata é stabile fino alla data di scadenza indicata sul kit o sull’etichetta del flacone della soluzione di lavaggio.
La soluzione diluita & stabile per 3 mesi.

Eliminare la soluzione di lavaggio se muta di aspetto o se diventa torbida a causa di contaminazione microbica.

NOTE :

| test di convalida dei reagenti dimostrano che, per le diverse soluzioni e con l'utilizzo di un materiale adatto al volume da ricostituire, una variazione
del volume finale di + 5 % non altera la qualita dell'analisi.

L'acqua distillata o deionizzata utilizzata per ricostituire le soluzioni deve essere priva di colonie batteriche o di muffe (utilizzare un filtro con porosita
< 0,45 ym) e presentare una conduttivita inferiore a 3 y/S/cm, corrispondente a una resistivita superiore a 0,33 MQ.cm.

APPARECCHIATURE ED ACCESSORI RICHIESTI

1. Sistema per elettroforesi capillare CAPILLARYS SEBIA : CAPILLARYS Ref. N° 1220, CAPILLARYS 2 Ref. N° 1222 o CAPILLARYS 2 FLEX-
PIERCING Ref. N° 1222.

2. Portacampioni forniti con il sistema CAPILLARYS.

3. Contenitori di plastica forniti con il sistema CAPILLARYS : tanica per la soluzione di risciacquo dei capillari (da riempire con acqua deionizzata o
distillata) e tanica per lo scarico.
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CAMPIONI PER L’ANALISI

ANALISI DI CAMPIONI DI SIERO

Prelievo e conservazione dei campioni

Per I'analisi sono raccomandati campioni di siero freschi. | campioni devono essere prelevati secondo le procedure utilizzate normalmente per le
analisi cliniche di laboratorio.

| campioni possono essere conservati in frigorifero (tra 2 e 8 °C) fino ad un massimo di 10 giorni.

Per conservazioni prolungate, congelare i campioni rapidamente (al massimo entro 8 ore dopo il prelievo) a - 18 /- 30 °C.

| sieri congelati sono stabili per 2 mesi.

Le proteine dei campioni conservati tra 2 e 8 °C o tra 15 e 30 °C subiscono alterazioni, in particolare il complemento C3, per il quale la cinetica di
degradazione & molto rapida a 15 - 30 °C e che pertanto & nettamente visibile oltre i 3 giorni di conservazione.

Quando i sieri sono conservati tra 2 e 8 °C o tra 15 e 30 °C, la frazione beta-2 decresce progressivamente e pud apparire deformata (con comparsa
di piccoli picchi supplementari in zona gamma e / o beta-1, dovuti alla degradazione del complemento C3) e la frazione alfa-2 puo risultare
leggermente modificata.

Dopo 10 giorni di conservazione tra 2 e 8 °C o 3 giorni tra 15 e 30 °C, la frazione beta-1 puo risultare deformata, con allargamento della base del
picco, e la frazione beta-2 diminuisce fortemente.

In alcuni campioni, in caso di conservazione superiore a 10 giorni tra 2 e 8 °C o0 a 3 giorni tra 15 e 30 °C, l'integrazione automatica delle frazioni da
parte del software per I'analisi dei risultati puo risultare potenzialmente disturbata.

NOTA : ogni laboratorio deve verificare che i campioni siano trasportati in condizioni ottimali per la loro integrita (V).

(1) 1SO 15189 : Laboratori medici -. Requisiti particolari riguardanti la qualita e la competenza.

Preparazione dei campioni

Utilizzare campioni di siero non diluito.

Dopo la conservazione in frigorifero (frai 2 e 8 °C) o il congelamento, alcuni sieri (in particolare quelli che contengono crioglobuline o criogel) possono

diventare viscosi o torbidi. Dopo ridissouzione, questi sieri possono essere analizzati tal quali.

Anche i sieri contenenti unimmunoglobulina polimerizzata, possono essere utilizzati tal quali, senza trattamento preliminare.

Prima dell’analisi si raccomanda di osservare I'aspetto dei campioni (casi di emolisi, presenza di crioglobuline o torbidita).

Campioni da evitare

+ Evitare I'uso di campioni di siero emolizzati. L'emolisi puo indurre lo sdoppiamento della frazione alfa-2.

+ Non utilizzare campioni di siero vecchi o conservati in condizioni non ottimali poiché le frazioni beta-1 e beta-2 risulterebbero fortemente modificate.

+ Evitare i campioni di plasma. Il fibrinogeno migra in zona beta-2 (come spalla o sovrapposto alla frazione beta-2 con possibilita di concorrere
allaumento percentuale della frazione). Quando presente nei campioni (plasma, siero non completamente defibrinizzato, pazienti trattati con
anticoagulanti), il fibrinogeno puo interferire con I'analisi e rendere l'interpretazione inaccurata (sospetto di componente monoclonale in posizione
beta-2 o aumento percentuale della frazione). In caso di analisi di un campione di plasma conservato (caso non raccomandato), il complemento
C3, labile in funzione del tempo, & parzialmente degradato e la frazione beta-2 & prevalentemente rappresentata dal fibrinogeno.

ANALISI DI CAMPIONI DI URINA
Vedere l'istruzioni per I'uso del kit CAPILLARYS / MINICAP URINE, SEBIA, PN 2013.

NOTA : Le provette da prelievo dei campioni biologici sono descritte nella documentazione disponibile relativa alla fase preanalitica delle analisi
cliniche (dati forniti dai fabbricanti di provette, guide e raccomandazioni sui prelievi di campioni biologici...). In assenza di indicazioni sul tipo di provetta
da utilizzare nelle istruzioni per 'uso, fare riferimento a questa documentazione e, per le dimensioni della provetta, fare riferimento al documento
SEBIA "Caratteristiche delle provette da utilizzare in funzione dello strumento". La fase preanalitica deve essere realizzata secondo lo stato dellarte,
le diverse raccomandazioni, tra cui quelle fornite dai fabbricanti di provette, e la normativa applicabile.

PROCEDURA PER | CAMPIONI DI SIERO

Il sistema CAPILLARYS & uno strumento multiparametrico che permette I'analisi delle proteine sieriche su 8 capillari in parallelo secondo le seguenti
fasi :

- lettura dei codici a barre delle provette primarie (fino a 8) e del portacampioni ;

« diluizione dei campioni a partire da provette primarie ;

« lavaggio dei capillari ;

« iniezione dei campioni diluiti ;

« separazione e lettura diretta delle proteine sui capillari.

Le fasi manuali sono le seguenti :

« caricamento delle provette primarie nei portacampioni ;

« inserimento dei portacampioni nel sistema CAPILLARYS ;
« recupero dei portacampioni dopo I'analisi.

LEGGERE ATTENTAMENTE IL MANUALE DI ISTRUZIONE DI CAPILLARYS.

I PREPARAZIONE DELL’ANALISI ELETTROFORETICA

Accendere CAPILLARYS ed il computer.

2. Avviare il programma, lo strumento si inizializza quindi automaticamente.

3. Utilizzare il kit CAPILLARYS PROTEIN(E) 6 con il programma d’analisi "PROTEIN(E) 6". Per selezionare il programma di analisi
"PROTEIN(E) 6" e collocare il flacone di tampone CAPILLARYS PROTEIN(E) 6 sullo strumento leggere attentamente il manuale di istruzioni
di CAPILLARYS.

4. |l portacampioni dispone di 8 posti per le provette. In ciascun portacampioni caricare fino a 8 provette primarie, facendo attenzione che il codice
a barre di ciascuna provetta sia visibile attraverso le fessure del portacampioni.
IMPORTANTE : Se il numero di provette da analizzare ¢ inferiore a 8, completare il portacampioni con provette contenenti acqua distillata o
deionizzata.
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I

Collocare una coppetta di diluizione nuova su ogni rack. Se manca la coppetta, il rack viene espulso.

6. Inserire il(i) portacampioni completo(i) nel sistema CAPILLARYS attraverso I'apposito vano di ingresso situato al centro dello strumento.
Possono essere inseriti fino a 13 portacampioni in successione e, durante il corso dell’analisi, possono essere inseriti nuovi portacampioni
(caricamento continuo). In caso di uso del siero di controllo, si raccomanda I'impiego dell’apposito portacampioni N° 0.

Togliere dal comparto di uscita, situato alla sinistra dell’apparecchio, i portacampioni con le provette gia analizzate.

8. Rimuovere, con precauzione, la coppena multipla di dlIU|2|one usata e smaltirla.

AVVERTENZA : Le

~

1at,

di dilui; ioni biologici, devono essere ip con p. ione.

DILUIZIONE - MIGRAZIONE - DESCRIZIONE DELLE SEQUENZE AUTOMATICHE

1. Lettura dei codici a barre delle provette primarie dei campioni e del portacampioni.

2. Diluizione dei sieri con la soluzione di diluizione, I'ago di campionamento viene lavato dopo ogni diluizione.

3. Lavaggio dei capillari.

4. | campioni diluiti sono iniettati dentro i capillari.

5. Migrazione a tensione costante e temperatura controllata per effetto Peltier, per una durata di circa 4 minuti.

6. Le proteine sono rilevate direttamente con lettura a 200 nm e, in contemporanea il profilo proteico appare sul monitor del sistema.

NOTA : Queste fasi sono eseguite una dopo I'altra per il primo portacampioni inserito. | profili corrispondenti ai campioni analizzati appaiono sullo
schermo dopo circa 10 minuti. Per il portacampioni successivo, le fasi 1 e 2 (lettura del codice a barre e diluizione dei sieri) vengono eseguite durante
l'analisi del portacampioni precedente.

1. ANALISI DEI RISULTATI

Al termine delle analisi, viene effettuata automaticamente la quantificazione relativa delle singole frazioni e i profili possono essere analizzati.
L'introduzione del valore totale delle proteine permette di calcolare la concentrazione di ogni frazione.

| profili elettroforetici sono interpretati visivamente per rilevare le anomalie.

| profili vengono automaticamente visualizzati in modalita "Ridisegna" : questa funzione permette I'accostamento della frazione alfa-1 e dell’albumina.
In alternativa, puo essere utilizzata anche la modalita "Standard" che permette di visualizzare il tracciato originale non trattato.

S| PREGA DI LEGGERE ATTENTAMENTE IL MANUALE DI ISTRUZIONI DI CAPILLARYS.

Ill. FINE DELLA SEQUENZA DI ANALISI
Al termine della sessione di lavoro I'operatore deve avviare la procedura di spegnimento del sistema CAPILLARYS in modo da conservare i capillari
in condizioni ottimali.

IV. RIEMPIMENTO DELLE TANICHE DEI REAGENTI

Il sistema CAPILLARYS consente una gestione automatizzata dei reagenti.

IMPORTANTE : E’ necessario seguire la procedura prevista per il cambio dei flaconi (rischio di depressurizzazione dei flaconi e perturbazione delle
analisi) rispettando il codice colore flacone-connettore durante ogni sostituzione di flacone.

Quando necessario, uno dei seguenti messaggi compare sul monitor :

« Inserire un nuovo flacone di tampone e/o,

+ Riempire il flacone della soluzione di lavaggio ricostituita e/o,

« Riempire il flacone con acqua distillata o deionizzata filtrata per il risciacquo dei capillari e/o,

« Svuotare il flacone dei liquidi reflui.

ATTENZIONE : Non utilizzare I'acqua deionizzata disponibile in commercio, per esempio, acqua per ferro da stiro (rischio di deterioramento
dei capillari). Utilizzare esclusivamente I'acqua di qualita ultrapura, tipo acqua per soluzione iniettabile.

IMPORTANTE : Prima di riempire il flacone della soluzione di risciacquo, si raccomanda di lavarlo abbondantemente con acqua distillata o deionizzata
S| PREGA DI LEGGERE ATTENTAMENTE IL MANUALE DI ISTRUZIONE DI CAPILLARYS.

CONTROLLO DI QUALITA
Prima di ogni sessione analitica, si raccomanda di analizzare un siero normale.

RISULTATI

Valori

La lettura diretta sul capillare a 200 nm permette di definire le concentrazioni relative (percentuali) di ogni frazione.

| valori di riferimento (media + 2 DS) per ogni frazione sierica sono stati calcolati su CAPILLARYS, considerando una popolazione di 246 adulti
normolipemici (uomini e donne) in buona salute :

CAPILLARYS PROTEIN(E) 6

Albumina 55,8 - 66,1 %
Alfa-1 globuline 29-49%
Alfa-2 globuline 71-118%
Beta globuline 84-131%

Beta-1 globuline 4,7-72%

Beta-2 globuline 32-65%
Gamma globuline 11,1-188%

Si raccomanda a ogni laboratorio di stabilire i propri valori di riferimento.

NOTA : i valori di riferimento sono stati ottenuti con i parametri standard del software PHORESIS (lisciatura 2 e integrazione automatica).
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Interpretazione

Una deformazione del profilo elettroforetico rispetto a quello normale ¢ indice di un’anomalia, in particolare la comparsa di un picco supplementare,
anche sottile, nella zona delle gammaglobuline.

Il complemento C4 migra tra le zone beta-1 e beta-2 ; la PCR migra in posizione beta-2, vedi anche QUADRI ELETTROFORETICI.

Un incremento relativo della frazione beta-2 in rapporto alla frazione beta-1, in assenza di un contesto clinico di patologia infiammatoria, deve costituire
un segnale di allerta che indirizzi all'esecuzione di approfondimenti complementari.

In caso di dubbio sull'interpretazione e / o sul posizionamento dei minimi (in particolare durante I'analisi di un controllo esterno), & necessario
sovrapporre il profilo ottenuto con quello del siero di Controllo Normale (SEBIA, riferimento N° 4785).

Se un profilo elettroforetico isolato risulta ritardato o deformato o in caso di impossibilita da parte del software (versione di PHORESIS = 8.63) di
ridisegnare la zona albumina / alfa-1, si puo sospettare la presenza di una componente monoclonale nel siero. Il seguente messaggio di allerta
compare quindi sullo schermo : "Warning: Migration time out of range", accompagnato da un triangolo rosso di allerta. Questo stesso triangolo rosso
viene visualizzato sul mosaico curve e nella tabella dei risultati in corrispondenza del campione interessato. Per confermare la presenza di una
componente monoclonale nel campione di siero, & necessario ripetere I'analisi dopo il trattamento riducente del campione con beta-mercaptoetanolo.
In questo caso preparare una diluizione all't % di beta-mercaptoetanolo (BME o 2-mercaptoetanolo o 2 ME) in FLUIDIL (SEBIA, Ref. N° 4587,
1 flacone 5 mL). Con I'analizzatore CAPILLARYS in attesa del porta-campioni, pretrattare il campione con la soluzione riducente aggiungendo 100 L
di soluzione a 300 L di siero intero. Agitare al vortex e lasciare incubare per 15 minuti prima di eseguire la procedura standard.

IMPORTANTE : Dopo il trattamento di riduzione con il beta-mercaptoetanolo, il campione deve essere letto immediatamente. CAPILLARYS non deve
quindi avere dei portacampioni in attesa di essere processati.

Se diversi profili elettroforetici presentano lo stesso allarme, contattare il Servizio Post-Vendita SEBIA.

Qualsiasi aspetto monoclonale o oligoclonale deve essere confermato servendosi :

- del kit di immunotipizzazione SEBIA, CAPILLARYS IMMUNOTYPING, oppure,

- dei kit di immunofissazione SEBIA, HYDRAGEL IF.

Per ulteriori informazioni sull'interpretazione dei profili, vedere BIBLIOGRAFIA.

Zona alfa-2 :
+ Alcuni campioni possono presentare uno sdoppiamento della zona alfa-2 in relazione alla presenza di fenotipi dell'aptoglobina (vedi QUADRI
ELETTROFORETICI).

Interferenze e limiti

Vedere CAMPIONI PER L’ANALISI.

Campioni con lipoproteine / trigliceridi o pigmenti biliari a concentrazioni elevate (siero con catteristico colore giallo-verde) possono dare, al profilo
elettroforetico, I'apparenza di una bisalbuminemia.

In caso di sospetta contaminazione (estremamente rara) tra due campioni, dovuta alla presenza di alcune proteine monoclonali (per esempio,
componenti monoclonali estremamente concentrate), si raccomanda di ripetere I'analisi sui campioni incriminati (contaminanti e potenzialmente
contaminati) invertendone 'ordine di analisi oppure selezionando I'opzione per il lavaggio specifico dell'ago di prelievo tra due campioni, associata al
programma di analisi "PROTEIN(E) 6" (opzione "Lavaggio ago").

Questa opzione permette di effettuare un lavaggio specifico per tutti i campioni analizzati con la metodica CAPILLARYS PROTEIN(E) 6 (NB : la
produttivita oraria delle analisi in questo caso & dimezzata).

LEGGERE ATTENTAMENTE IL MANUALE DI ISTRUZIONI DI CAPILLARYS.

Per i limiti di risoluzione e sensibilita dell’elettroforesi zonale, & possibile che alcune componenti monoclonali possano non essere rilevate con questo
metodo.

La presenza di una immunoglobulina monoclonale pud non essere rilevata (es., in caso di immunoglobulina polimerizzata, diffusa o nascosta dal fondo
policlonale). Di contro, una deformazione del profilo elettroforetico, anche molto lieve, pud suggerire la presenza di una immunoglobuilina
monoclonale. In ogni caso, deve essere valutato il contesto clinico e se lascia sospettare una gammapatia , si raccomanda di eseguire una
immunotipizzazione del campione. Se il dubbio persiste confermare il risultato con la tecnica di immunofissazione su gel di agarosio.

Assistenza tecnica

Contattare il Servizio Post-Vendita SEBIA in caso di test difettosi.

Le schede di dati di sicurezza dei diversi reagenti del kit, le informazioni relative alla pulizia e allo smaltimento dei rifiuti, alle regole di etichettatura e di
sicurezza applicate da SEBIA, allimballaggio per il trasporto dei campioni biologici e alla decontaminazione degli strumenti sono disponibili nello spazio
Clienti del sito internet SEBIA : www.sebia.com.

DATI SULLE PRESTAZIONI

| risultati seguenti, ottenuti per analisi quantitativa con il kit CAPILLARYS PROTEIN(E) 6 sul sistema CAPILLARYS, indicano una ripetibilita e una
riproducibilita molto buone del kit CAPILLARYS PROTEIN(E) 6 relativamente a tutti gli aspetti analizzati, con un coefficiente di variazione medio
dell’ordine di 2,0% sui valori percentuali di ogni frazione.

Le percentuali delle diverse frazioni proteiche sono state ottenute con i parametri di integrazione per difetto del programma (lisciatura 2 e integrazione
automatica).

Riproducibilita nella serie

Cinque sieri (tra cui un siero di controllo normale e un siero di controllo ipergamma) sono stati analizzati sul sistema CAPILLARYS con il kit
CAPILLARYS PROTEIN(E) 6 con 2 lotti diversi di tampone di analisi. Ogni siero & stato analizzato simultaneamente sugli 8 capillari del sistema
CAPILLARYS. Le medie, deviazioni standard (SD) e i coefficienti di variazione (CV) (n = 8) sono stati calcolati per ogni campione relativamente ad
ogni lotto di tampone.

La seguente tabella presenta i valori medi (in %), le deviazioni standard (SD) e i coefficienti di variazione (CV) ottenuti per la frazione proteica nei
5 sieri testati :
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FRAZIONE \ ALBUMINA ALFA-1 ALFA-2 BETA-1 BETA-2 \ GAMMA
Siero A : lotto no. 1/ Iotto no. 2

MEDIA (%) 60,8 / 60,6 3,8/37 8,8/8,5 6,1/6,3 4,7/48 15,8 /16,1
SD 0,3/0,4 0,1/0,1 0,2/0,2 0,1/0,1 0,1/0,2 0,1/0,2
CV (%) 0,5/0,6 26/1,9 28/18 18/22 26/34 09/12
Siero B : lotto no. 1/ lotto no. 2

MEDIA (%) 61,8/61,9 45/4,4 10,7/10,4 59/6,1 43/4,4 12,9/12,9
SD 0,3/0,5 0,1/0,05 0,1/0,1 0,1/0,1 0,2/0,2 0,1/0,2
CV (%) 0,4/0,8 25/1,1 1,0/13 1,4/23 3,7/4,0 1,2/1,6
Siero C : lotto no. 1/ lotto no. 2

MEDIA (%) 60,6 / 60,9 44/44 10,6 /10,3 5,9/6,0 4,4/4,4 14,2 /14,0
SD 0,5/0,3 0,1/0,1 0,1/0,1 0,1/0,1 0,2/0,1 0,1/0,2
CV (%) 0,8/0,5 3,0/3,0 1,3/13 15/18 36/29 09/1,3
Siero D : Iotto no. 1/ lotto no. 2

MEDIA (%) 62,6 / 62,5 4,1/4,1 9,0/8,8 6,3/6,6 43/4,3 13,6 /13,7
SD 0,5/0,5 0,1/0,1 0,2/0,3 0,1/0,2 0,1/0,1 0,2/0,2
CV (%) 0,8/0,9 21/35 21/29 1,6/27 28/24 1,6/14
Siero E : lotto no. 1/ lotto no. 2

MEDIA (%) 47,6 /47,0 52/5.2 75173 55/5,7 54/5,5 28,8/29,3
SD 0,5/0,6 0,2/0,2 0,2/0,2 0,1/0,1 0,2/0,2 0,5/03
CV (%) 1,0/13 41731 27729 17123 3,7/28 17712
SD MAX 1,2 I 04 I 0,7 I 0,7 I 05 I 05
CV (%) MAX | 2,0 \ 7.0 \ 7.0 \ 7.0 \ 7,0 \ 4,0

NOTE : | valori massimi per la deviazione standard e il coefficiente di variazione (SD Max e CV (%) Max) sono stati determinati tramite analisi di
riproducibilita addizionali dei sieri di controllo eseguite su una serie di strumenti. Tali valori sono indipendenti dai valori indicati nella tabella risultati
sopra riportata.

Riproducibilita tra le serie

Otto sieri sono stati analizzati con il kit CAPILLARYS PROTEIN(E) 6 sul sistema CAPILLARYS. Questi sieri sono stati analizzati simultaneamente
sugli 8 capillari del sistema CAPILLARYS ; I'analisi € stata ripetuta 10 volte con 3 lotti di tamponi di analisi. Le medie, le deviazioni standard (SD) e i
coefficienti di variazione (CV) (n = 10) sono stati calcolati per ogni siero, per ogni frazione e per ogni lotto.

La tabella seguente riporta I'intervallo dei valori medi, SD e CV (%) ottenuti per gli 8 campioni analizzati e un coefficiente di variazione medio calcolato

a partire da tutti i coefficienti di variazione (n = 24) :

FRAZIONE MEDIA (%) SD CV (%) CV MEDIO (%)
Albumina 165 - 64,6 0,1-0,7 02-1,2 06
Alfa 1 30-53 0,04-02 1,1-40 26
Alfa 2 75-11,1 0,1-03 06-3,0 1,7
Beta 1 16-7,0 0,1-03 1,0-50 22
Beta 2 3,7-6,6 0,1-0,2 1,1-3,8 2,2
Gamma 94-294 0,1-03 06-2.1 1,0

Riproducibilita tra lotti

Otto sieri sono stati analizzati con il kit CAPILLARYS PROTEIN(E) 6 sul sistema CAPILLARY'S con 3 lotti di tampone di analisi. Questi sieri sono stati
analizzati simultaneamente sugli 8 capillari del sistema CAPILLARYS ; I'analisi € stata ripetuta 10 volte per ogni lotto. Le medie, le deviazioni standard
(SD) e i coefficienti di variazione (CV) (n = 30) sono stati calcolati per ogni siero.

La tabella seguente riporta I'intervallo dei valori medi, SD e CV (%) ottenuti per gli 8 campioni analizzati con i 3 lotti di tampone di analisi e un

coefficiente di variazione medio calcolato a partire da tutti i coefficienti di variazione (n = 3) :

FRAZIONE MEDIA (%) SD CV (%) CV MEDIO (%)
Albumina 46,7 - 64,4 0,3-0,6 0,4-1,1 0,7
Alfa 1 30-52 0,1-02 2,2-39 3,2
Alfa 2 7,7-10,8 0,1-03 1,2-33 2,2
Beta 1 46-6,7 0,1-04 1,8-55 2,9
Beta 2 39-6,6 0,1 1,7-34 2,5
Gamma 9,5-29,2 0,1-03 07-16 1,2
Accuratezza

135 campioni differenti, normali e patologici, sono stati analizzati, in parallelo, utilizzando il kit CAPILLARYS PROTEIN(E) 6 sul sistema per

elettroforesi capillare CAPILLARYS e con un altro sistema di elettroforesi su gel di agarosio disponibile in commercio.

L'analisi dei risultati mostra che esiste una buona correlazione tra i due metodi analitici, per I'insieme delle 6 frazioni proteiche, con una sensibilita de

93,0 % ed una specificita del 83,9 % rispetto alla seconda tecnica, calcolate secondo il metodo raccomandato (Wendling, 1986).
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La tabella seguente presenta i risultati della regressione lineare, y = CAPILLARYS PROTEIN(E) 6 :

. . . . . s Intervalli in %
Frazione Coefficiente di correlazione | Intersezione con I'asse y Pendenza CAPILLARYS PROTEIN(E) 6
Albumina 0,973 -4,539 0,972 32,2-74,3
Alfa 1 0,975 1,199 1,519 29-139
Alfa 2 0,947 0,073 1,028 7,1-20,1
Beta 1 0,850 -0,903 0,932 40-18,8
Beta 2 0,969 0,478 1,189 12-274
Gamma 0,969 3,724 0,959 0,7-49,8

Sensibilita

Un siero patologico con una proteina monoclonale di 4,29 g/L é stato diluito scalarmente : quindi le singole diluizioni sono state processate con il kit
CAPILLARYS PROTEIN(E) 6.

La diluizione piu elevata che ha permesso di vedere la banda monoclonale é risultata 1/16. La piu bassa concentrazione di una banda monoclonale
rilevabile & quindi risultata di 0,27 g/L per questo campione.

NOTA: In funzione della posizione della banda monoclonale e del fondo policlonale della zona delle gammaglobuline, il limite di rilevamento di una
paraproteina puo variare.

Linearita

Una soluzione di albumina a 52,0 g/L e una soluzione di gammaglobuline a 31,0 g/L (concentrazioni proteiche determinate per nefelometria a 280 nm)
sono state mescolate in percentuali variabili da 10 in 10 (100 % di soluzione di albumina + 0 % di soluzione di gammaglobuline, 90 % + 10 %, ecc...,
0 % di soluzione di albumina + 100 % di soluzione di gammaglobuline) e le miscele ottenute sono state analizzate con la metodica CAPILLARYS
PROTEIN(E) 6.

| risultati hanno dimostrato che la percentuale di ogni frazione e perfettamente correlata alla percentuale teorica di ognuna delle frazioni nella miscela
e che ogni variazione viene rilevata in maniera lineare con la metodica CAPILLARYS PROTEIN(E) 6.

La metodica CAPILLARYS PROTEIN(E) 6 & quindi perfettamente lineare per le frazioni albumina e gammaglobuline nella gamma di concentrazioni
studiate (tra 0,0 e 52,0 g/L di albumina e tra 0,0 e 31,0 g/L di gammaglobuline).
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