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SUMMARY

The complement fixation test (CFT) is a method used for the detection of antibodies against pathogens of infec-
tious diseases, it has been proved to be a useful diagnostic method in the detection of acute disease in many
medical laboratories.The test performed manually is time consuming and needs very skilled personnel. This study
evaluates the automated Chorus CFT system with 87 serum samples in comparison with manual method using
Virion-Serion reagents, against a panel of antigens, such as Adenovirus, Influenza A and B virus, Respiratory
Syncythial Virus, Parainfluenza Mix, Mycoplasma Pneumoniae, and Echinococcus. The Chorus system includes
standardized reagents and a monotest device to perform the single assay. In comparison to the manual CFT
method, the correlation is 91.6% (7/83).The results obtained show that the automated Chorus system can be

applied for detecting complement fixation antibodies against different infectious disease agents.
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INTRODUZIONE

Il test di fissazione del complemento (CFT) € un
metodica immunologica utilizzata in sierologia per
laricercadi anticorpi verso patogeni causadi malat-
tieinfettive virai, batteriche e parassitarie (3).
Nonostante I’ esistenza di tecniche e metodologie
avanzate, il test CFT rimane un metodo diagnosti-
co ancora utilizzato nei laboratori, in particolar
modo per alcuni virus responsabili di malattie
respiratorie, quali adenovirus, influenza A e B
virus, parainfluenza e, seppur con delle limitazio-
ni, respiratory syncythial virus (4, 5, 6, 7).

Il test CFT €& infatti particolarmente indicato per
I’evidenziazione della fase acuta di una malattia
infettiva e per valutare lo stadio di reinfezioni o
riattivazioni, senza distinzione di classi anticorpa
li, anticorpi IgM e IgG. Nel caso dei virus respira
tori, la risposta immunologica ala reinfezione,
che risulta frequente, & piuttosto forte e spesso
repenting, ed é piu intensa della risposta origina-
riaall’infezione primaria.

Laricercadell’ anticorpo specifico con il test CFT
€ un utile alternativa, soprattutto in caso di dia
gnosi di infezioni respiratorie acute, rispetto ai
metodi che si basano sulla ricerca diretta dell’ an-
tigene. L’ isolamento dell’ agente infettivo da cam-
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pioni clinici non sempre e di facile esecuzione e
test che ricercano direttamente |I'antigene non
offrono la specificitarichiesta. Le analisi moleco-
lari per laricercadel genoma della maggior parte
di agenti batterici e virali, anche se di grande uti-
lita, non sono ancora ben standardizzate per |’ uso
nella pratica clinica. Tutti questi limiti possono
essere superati dall’ utilizzo del test di fissazione
del complemento con il quale é possibile eseguire
screening di campioni per molti differenti antige-
ni al’interno di una singola seduta. L’ esecuzione
del test CFT éelaboriosa, difficile da standardizza-
re, come evidenziano anche le linee guida (1).

| tempi lunghi di esecuzione, laformazione di per-
sonale atamente qualificato, i risultati general-
mente interpretatati in modo soggettivo, hanno
creato |’ opportunita di sviluppare sistemi in auto-
mazione (2). All’ esistente Seramat S aggiunge il
Chorus, piu versatile, dedicato ale routine dei
piccoli medi laboratori.

Il sistema Chorus offre, rispetto al Seramat, anche
il vantaggio del monotest: un unico device per
I’ esecuzione di una singola analisi.

Il presente lavoro descrive la valutazione dei
risultati ottenuti con il sistema Chorus con quelli
ottenuti con metodica manuale utilizzando i rea-
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genti Virion-Serion su un pannello di sieri umani.

MATERIALI E METODI

Lo studio é stato eseguito su 87 sieri umani prove-
nienti da 3 divers laboratori e mantenuti a -20°C,
a momento dell’ utilizzo dopo scongelamento sono
dtati inattivati a 56°C per 30 minuti in bagno maria.
Sono stati determinati anticorpi verso gli antigeni:
adenovirus (15 sieri), influenza A virus (14 seri),
influenza B virus (12 sieri), respiratory syncythial
virus (15 sieri), parainfluenza mix (11 sieri),
Mycoplasma Pneumoniae (10 sieri), Echinococcus
(10 sieri).

In tutti i campioni sono stati determinati gli anti-
corpi fissanti il complemento in tecnica manuale
con i relativi reagenti Virion-Serion (nel caso
dell’ Echinococcus € stato utilizzato |'antigene
Diesse con sistemaemoalitico Virion-Serion ) e nel
sistema Chorus Diesse.

Titolazione metodo manuale

Il test di fissazione del complemento con metodi-
ca manuale e stato allestito secondo la procedura
standard di Kolmer (fissazione a 2/8°C, over-
night) utilizzando i reagenti Virion-Serion,
Wirzburg, Germany. In piastre da micro titolazio-
ne é stata eseguita la diluizione seriale del siero
previainattivazione a 56°C per 30 minuti, per pre-
venire I'interferenza della reazione dovuta al
complemento contenuto nel siero. In seguito sono
stati aggiunti quantitativi costanti di antigene e di
complemento. Dopo incubazione overnight é
stato aggiunto il sistema emolitico; se sono pre-
senti anticorpi specifici s formano immunocom-
pless che fissano il complemento impedendo
I’emolisi del sistemaemoalitico. Invece, in assenza
di anticorpi specifici verso |’ antigene, il comple-
mento é disponibile per causare I’emolisi dei glo-
buli rossi. 1l titolo dell’ anticorpo corrisponde ala
diluizione piu atain cui s e raggiunto il 50% di
emolisi valutato solitamente ad occhio nudo,
osservando la dimensione del “bottone” di globu-
li rossi sedimentati sul fondo della piastra.

Titolazione sistema Chorus

Il metodo automatizzato (sistema Chorus; Diesse,
Monteriggioni, Italia) & stato utilizzato per quanti-
ficare anticorpi verso gli antigeni elencati soprain
tutti i campioni inclusi ndllo studio. Il sistema
Chorus comprende un processore automatizzato e
kits diagnostici cogtituiti dal device monotest con-
tenente tutti i reattivi necessari per un solo test:
antigene liquido o liofilo, complemento e emolisi-
na liofili, globuli ross stahilizzati. Lo strumento
preparatutti i reattivi necessari per I'andlisi; € pos-
sibile processare fino a 30 campioni simultanea-
mente anche con un test diverso per ciascuno.
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Nd ciclo anditico vengono effettuate 3 letture in

cineticadelle 2 reazioni che avvengono in paralelo:

1) reazione tra antigene e siero in presenza del
sistema emolitico (complemento, emolising,
globuli rossi)

2) reazione del siero in assenza di antigene e in
presenza del sistema emolitico (complemento,
emolising, globuli rossi) per la valutazione del
potere anticomplementare del siero.

Il confronto delle due cinetiche & espresso in

secondi, e tale tempo € proporzionale a titolo del

siero, Tabella 1.

Tabella 1. Conversione tempo (sec.)/titolo

0 -4l sec NEG
41-100 sec 1/8

101-300 sec 1/16
301 -500sec 1/32
501 -700sec 1/64
701 sec 1/128

Sudio delle prestazioni

Per la valutazione comparativa tra le due metodi-
che sono stati considerati in accordo titoli diver-
genti per non pid di unadiluizione a raddoppio.
Lo studio di precisione tra prove é stato eseguito
testando in duplicato il siero di controllo di adeno-
virus, influenza A virus, influenza B virus e respi-
ratory syncythia virus per 2 volte a giorno per 3
giorni consecutivi. La media, la deviazione stan-
dard ed il relativo CV% sono stati calcolati sul
tempo espresso in secondi.

RISULTATI

Valutazione di adenovirus

Tabella 2. Dei 15 sieri testati, | 2 sono risultati concordanti
per entrambi i metodi e 3 sono risultati discrepanti (D)

ID SAMPLE CHORUS VIRION
| adv neg neg
2 adv 1/32 1/64
3 adv 1/32 1/64
4 adv 1/8 1/128 D
5 adv A/C 1/64
6 adv A/C 1/64
7 adv >128 1132 D
8 adv 1/8 /16
9 adv 1/64 1/32
10 adv 1716 1/32
Il adv 1/16 1/128 D
12 adv neg neg
13 adv 1/8 neg
14 adv A/C /16
15 adv 1716 1/32

I campioni: 5 adv, 6 adv, I 4 adv hanno mostrato potere anti-
complementare ( A/C), e sono stati omessi dalla valutazione
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Valutazione di Influenza A Virus Valutazione di Respiratory Syncythial Virus
Tabella 3. | |4 sieri testati sono risultati tutti concordanti ~ Tabella 5. Dei 15 sieri testati, |3 sono risultati concordan-
per entrambi i metodi ti per entrambi i metodi e 2 sono risultati discrepanti (D)
N° SAMPLE CHORUS VIRION N° SAMPLE CHORUS VIRION
linfa 1/32 1/64 | rsv 1164 I/16 D
2infa 1716 1/8 2 rsv 1/16 1/8
3infa 1/32 1/64 3 rsv 1/32 1/16
4infa 1/32 1/64 4 rsv 1/64 I/16 D
5infa 1/128 1/64 5 rsv 1716 1/8
6infa 1/128 1/128 6 rsv /16 1/8
7infa 1/128 1/256 7 rsv 1/32 1/16
8infa >1/128 1/128 8 rsv 1/32 1/16
9infa >1/128 1/128 9 rsv 1/64 1/64
10 infa >1/128 >1/256 10 rsv 1/32 1716
Il infa >1/128 1/128 Il rsv 1/32 1716
12 infa >1/128 >1/256 12 rsv /16 1/8
13 infa >1/128 >|/256 13 rsv /16 1/8
14 inf a 1/64 1/64 14 rsv 1/32 1/16
I5 rsv 1/16 1/32
Valutazione di | nfluenza B Virus Valutazione di Parainfluenza Mix

Tabella 4. Dei |2 sieri testati, | | sono risultati concordan- Tabella 6. Gli | | sieri testati, sono risultati tutti concordan-
ti per entrambi i metodi mentre | & risultato discrepante (D) U per entrambi i metodi

N° SAMPLE CHORUS VIRION N° SAMPLE CHORUS VIRION
l infb 1/32 1/64 | para mix 1/128 1/256
2 infb 1/16 1/32 2 para mix 1/128 1/64
3infb 1/64 1/64 3 para mix 1/64 1/32
4infb 1/64 1/64 4 para mix 1716 /16
5infb 1/32 1/128 D 5 para mix 1716 1/32
6 infb 1/32 1/64 6 para mix 1/64 1/32
7 infb 1/32 1/64 7 para mix 1/32 /16
8infb >1/128 1/128 8 para mix 1/32 1/32
9 infb 1/32 1/32 9 para mix 1/32 1/32
10 infb /64 1/128 10 para mix 1/32 |/64
11 infb 1/128 1/64 11 para mix AIC neg
12infb >1/128 1/64 Il campione || para mix ha mostrato potere anticomple-

mentare (A/C) ed é stato omesso dalla valutazione

Valutazione di Mycoplasma Pneumoniae

Tabella 7. Dei 10 sieri testati, 9 sono risultati in accordo tra le due metodiche e | € risultato discrepante (D).9 campio-
ni su 10 sono stati ulteriormente caratterizzati con kit Elisa metodo chorus per la determinazione degli anticorpi IgM e
IgG verso il Mycoplasma Pneumoniae

ID SAMPLE CHORUS VIRION CHORUS IigM CHORUS IgG
I myco p. 1/128 1/128 02P >100 P

2 myco p. >1/128 >256 78P <ION

3 myco p. 1/64 1/32 05N >100 P

4 myco p. >256 >256 8,6 P 584 P

5 myco p. /16 /16 0, N >100 P

6 myco p. NEG 1716 0,4 N <ION D
7 myco p. 1716 1716 0,6 N 532P

8 myco p. /16 /16 0,6 N 48,2 P

9 myco p. /16 1/32 1,3P 97 P

10 myco p. 1/128 1/256 Non testato Non testato
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Valutazione di Echinococcus

Tabella 8./ 10 sieri testati sono risultati tutti in accordo
tra le due metodiche

ID SAMPLE CHORUS DIESSE
I ech 1/64 1/64
2 ech 1/64 1/32
3 ech 1/64 1/64
4 ech 1/128 1/128
5 ech 1/32 1/32
6 ech 1/64 1/128
7 ech 1/128 1/256
8 ech 1/64 1/128
9 ech 1/64 1/64
10 ech 1/64 1/32

Valutazione del M etodo Chorus: precisionetra
prove

Tabella 9. Sono stati testati in duplicato per 2 volte al

giorno per 3 giorni consecutivi i sieri di controllo di

Adenovirus, Influenza A Virus, Influenza B Virus e

Respiratory Syncythial Virus .

La tabella riporta la media ed il CV% del tempo di ritardo

espresso in secondi ottenuti per ogni siero di controllo
Tempo emolisi

Siero di controllo media cv%

ADV 344 16,3

RSV 462 15,7

INFA 247 12,3
INFB 525 19

cv % = coefficiente di variabilita percentuale

DISCUSSIONE

L’ esecuzione manuale del CFT & ancora molto in
uso, ma presenta dei limiti che sono stati superati
dall’introduzione di sistemi in automazione, faci-
litandone |’ esecuzione senza perdere le caratteri-
stiche di sensibilita e specificita proprie della tec-
nica manuale. Con il sistema Chorus € stato pos-
sibile redlizzare:

1. lariduzione dei tempi di analisi rispetto ale
18 ore di incubazione richieste dalla tecnica
manuale

I” automazione del test

I’ eliminazione della soggettivita nell’ interpre-
tazione dei risultati con una procedura standar-
dizzata e affidabile.

Lo studio effettuato sulla valutazione dei risul-
tati ottenuti con il sistema Chorus con quelli
ottenuti con metodica manuale utilizzando gli
antigeni Virion-Serion su un pannello di sieri
umani ha fornito una correlazione del 91.6%: 7
sieri sono risultati discordanti su 83 campioni
valutati. | due metodi a confronto hanno fornito
risultati sostanzialmente in accordo tra di loro.
| risultati divergenti per 2 o piu diluizioni arad-

wn
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doppio sono stati ottenuti trai campioni testati
per la presenza di anticorpi fissanti il comple-
mento verso I’Adenovirus: 3 campioni su un
totale di 15 hanno mostrato un titolo diverso tra
le due metodiche. La possibile spiegazione di
tale risultato sta nella diversa composizione
dell’ antigene Adenovirus tra le due metodiche,
Chorus vs Virion-Serion. L’ antigene utilizzato
nel Chorus contienei sierotipi 2 e 7, mentre nel-
I’ antigene Virion-Serion sono presenti i sieroti-
pi 2,3,4 e 7. La diversa risposta ottenuta, trale
due metodiche, potrebbe essere quindi attribui-
ta alla presenza di anticorpi verso sierotipi
diversi (7).

Il test CFT eseguito con il sistema Chorus offre
buone prestazioni in termini di sensibilita, affi-
dabilita e costanza di risultati nella prova, tra
prove, tralotti. Quest’ ultimo dato sta ad indica-
re I’elevata standardizzazione raggiunta nella
produzione e nell’allineamento del test CFT
Chorus. Laflessibilita e lariduzione di costi, in
guanto il device monotest contiene tutti i reatti-
Vi necessari per I’ esecuzione di un singolo cam-
pione, sono un ulteriore vantaggio. Gli studi di
precisione effettuati mostrano una buona
costanza di risultato; il dato €& supportato dal-
I’andamento della carta di controllo registrata
monitorando il titolo ottenuto per il siero di
controllo dell’ Influenza A Virus per 33 settima-
ne (dati non mostrati). | risultati ottenuti ricado-
no sempre entro il range di accettabilitadi +/- 1
diluizione rispetto al titolo atteso.

CONCLUSIONI

L’ esecuzione del CFT con il sistema automatiz-
zato Chorus si é dimostrata promettente in
guanto offre attendibilita e affidabilita di risul-
tati paragonabili al test manuale.

Lo studio effettuato ha fornito risultati sostan-
zialmente in accordo tra di loro mostrando una
correlazione del 91.6%. Tale dato risulta essere
molto confortante valutando tutti i vantaggi
derivanti dall’esecuzione del CFT con il siste-
ma Chorus. La metodica automatizzata risulta
di facile utilizzo: tutte leinformazioni per I’ ese-
cuzione dell’analisi di un campione, oltre ai
reattivi, sono contenute nel codice a barre del
device. La manualita nell’ esecuzione del test &
ridotta al minimo: tutti i reattivi sono, infatti,
pronti all’uso dato che non occorre eseguire
diluizioni (unadelle pit comuni fonti di errore).
Inoltre, I'utilizzo dei reagenti standardizzati
riduce I’ elevata variabilita legata alla necessita
di titolare i reagenti a momento dell’uso.
Anche il tempo di refertazione € un punto di
forza del sistema Chorus; i risultati infatti ,ven-
gono forniti nello stesso giorno in cui & esegui-
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ta I’analisi, rendendo tale metodo utilizzabile
anche per la diagnosi rapida, diversamente dalla
metodica manuale in cui i risultati sono ottenu-
ti in 18/24 ore. Con il metodo automatizzato
Chorus possono essere eseguiti contemporanea-
mente 30 diversi test, basati su differenti meto-
dologie in un tempo medio di 2 ore. |l risparmio
in termini di tempo da parte dell’ operatore &
percio molto elevato. Il sistema Chorus risulta
essere molto adatto e versatile anche per i pic-
coli laboratori, in cui la quantita di test eseguiti
giornalmente varia numericamente rispetto ai
grandi centri. La lettura fotometrica della cine-
ticadi emolisi e |’ elaborazione del risultato tra-
mite software dedicato eliminano I’ alta sogget-
tivita nell’ interpretazione eseguita per ispezio-
ne visiva.

Risulta anche facilitata la gestione dello smalti-
mento del reattivo dopo I’ utilizzo.

In conclusione, il sistema automatizzato
Chorus é perfettamente adeguato per |’ esecu-
zione del CFT, sia per quanto riguarda I’ affida-
bilita del dato analitico che per il livello di
semplificazione e standardizzazione della
metodica, difficilmente raggiungibile con la
metodica manuale.
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