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1 Destinazione d'uso 

AESKUBLOTS® Liver Pro è un test immunoenzimatico basato su membrana per la 

determinazione qualitativa di anticorpi IgG contro AMA M2, Sp100, LKM1, gp210, LC1 e SLA 

nel siero umano. Gli antigeni vengono applicati in file parallele in posizioni definite con 

esattezza su una membrana di nitrocellulosa.  

Il test è uno strumento per la diagnosi differenziale delle epatopatie autoimmuni. 

Il kit di test è destinato esclusivamente all'uso professionale nei laboratori.  

 

2 Applicazione clinica e principio del test 

Le principali epatopatie autoimmuni sono l’epatite autoimmune (AIH) di tipo 1-3, la cirrosi 

biliare primitiva (PBC) e una forma ibrida di queste due malattie, la colangiopatia autoimmune. 

L’AIH è un'epatopatia cronica e progressiva di eziologia sconosciuta,che risponde bene a una 

terapia immunosoppressiva; se non trattata, tuttavia, la prognosi è infausta. La PBC è una 

malattia infiammatoria cronica dei dotti biliari piccoli e medi. Se non diagnosticata, può portare 

alla cirrosi epatica. Una diagnosi precoce e affidabile è quindi di enorme importanza. 

Anticorpi e loro bersaglio: 

- Gli AMA M2 reagiscono con le proteine del complesso chetoacido-deidrogenasi dei 

mitocondri. Si riscontrano in alti titoli nel 95% dei pazienti affetti da PBC. La loro 

determinazione è fondamentale per la diagnosi di PBC e per la differenziazione da altre 

epatopatie colestatiche. 

- Gli Sp100 della proteina solubile vettrice si riscontrano in circa il 20-30 % dei pazienti 

con PBC (Blüthner et al. 1999). Raramente si riscontrano in presenza di AIH (8%) e di 

lupus eritematoso sistemico (LES) (10 %) (Wichmann et al. 2003). 

- I microsomi 1 di fegato e rene (LKM1, microsomi fegato/rene) e gli anticorpi contro un 

antigene solubile nel fegato (SLA) sono tipici dell’AIH. 

- I gp210 sono altamente specifici della PBC (99 %). Tuttavia, si riscontrano solo nel 

25% dei pazienti con PBC (Bandin et al., 1996). L’antigene gp210 è una glicoproteina 

integrale di membrana dell’involucro nucleare e fa parte del poro nucleare. 

- Gli LC1 sono diretti contro i componenti citosolici delle cellule epatiche. Si riscontrano 

nel 30% dei pazienti con AIH positiva agli anti-LKM-1; nel 10 % dei pazienti con AIH 

sono gli unici autoanticorpi circolanti legati al fegato. 
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Principio del test 

Gli antigeni vengono applicati in file parallele su una membrana di nitrocellulosa. La 

membrana è bloccata per evitare reazioni aspecifiche. Le strip di membrana con antigeni 

specifici in posizioni definite con esattezza vengono incubate in campioni di siero diluiti in 

un rapporto 1:101. Se presenti nel campione, gli anticorpi del paziente si legano all’antigene. 

La frazione non legata viene eliminata tramite lavaggio nel passaggio successivo. In seguito, 

le immunoglobuline anti-umane coniugate alla perossidasi di rafano (coniugato) vengono 

incubate e reagiscono con il complesso antigene-anticorpo dei campioni. Il coniugato non 

legato viene eliminato tramite lavaggio nel passaggio successivo. Dopo l'aggiunta del 

substrato TMB, una reazione enzimatica provoca la conversione in un precipitato di colore 

blu. La reazione viene arrestata con acqua distillata.  
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3 Contenuto del kit 

DA RICOSTITUIRE 

Componente Quantità 
Colore del 
tappo 

Colore della 
soluzione 

Descrizione/Contenuto 

Reagente bloccante 
3 x 10 ml di 
concentrato 
ciascuno 

Bianco N.A. 
Latte scremato in polvere per la preparazione di  
3 x 10 ml di tampone per campioni 

Tampone di lavaggio (20x) 1 x 50 ml Bianco Incolore 
Concentrato 20x per la preparazione di 1 litro di 
tampone Tris, pH 6,9 ± 0,2 

PRONTI PER L'USO 

Componente Quantità 
Colore del 
tappo 

Colore della 
soluzione 

Descrizione/Contenuto 

Coniugato, IgG  1 x 10 ml Blu Incolore 
Immunoglobulina anti-umana G (IgG) coniugata 
con perossidasi di rafano 

Tampone substrato 1 x 10 ml Nero Incolore TMB stabilizzata/H2O2 

Strip di membrana 24 strip 
Colore 
marrone 

N.A. Antigeni rivestiti, vedere uso previsto 

Pinzette, modello di 
riferimento, tabella di 
valutazione, striscia adesiva 
(biadesiva, bianca)  

1 unità 
ciascuno 

N.A. N.A. N.A. 

Vaschetta d'incubazione 3 unità N.A. N.A. N.A. 

Etichette per il tampone per 
campioni 

3 unità N.A. N.A. N.A. 

MATERIALE NECESSARIO, MA NON FORNITO 

Piattaforma oscillante, cilindro da 1000 ml, pipetta o cilindro da 10 ml, pipette di precisione (10, 1000 µl), carta assorbente o 
filtrante. I nostri test sono stati studiati per essere eseguiti con acqua depurata, conformemente alle disposizioni della Farmacopea 
degli Stati Uniti (USP 26 - NF 21) e della Farmacopea Europea (Eur.Ph. 4a ed.). 

 

4 Conservazione e durata 

Conservare tutti i reagenti e le strip di membrana a una temperatura compresa tra 2-8 °C/35,6-

46,4 °F nei contenitori originali. Dopo la preparazione, il tampone di lavaggio ricostituito e le 

strip aperte, il coniugato e il TMB sono stabili a 2-8 °C/35,6-46,4 °F per sei settimane. Il 

reagente bloccante ricostituito è stabile a 2-8 °C/35,6-46,4 °F per 3 settimane. Utilizzare i 

reagenti e le strip esclusivamente entro la data di scadenza indicata sul rispettivo componente. 

Non utilizzare i componenti dopo le date di scadenza. Evitare di esporre la soluzione TMB alla 

luce.  
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5 Precauzioni per l'uso e informazioni generali 

5.1 Dati relativi ai rischi per la salute 

Questo prodotto è indicato esclusivamente per l'uso DIAGNOSTICO IN VITRO. L'utilizzo di 

questo kit è consentito solo al personale addestrato, con ottima conoscenza dei metodi di 

diagnostica in vitro.  

Tutti i componenti del kit sono classificati secondo il Regolamento (CE) n. 1272/2008 [CLP]. 

Per ulteriori informazioni sugli ingredienti, consultare la scheda di sicurezza (MSDS). 

Le sostanze incluse nel cosiddetto "Elenco delle sostanze estremamente preoccupanti 

(SVHC) candidate all'autorizzazione" dell'Agenzia europea per le sostanze chimiche (ECHA) 

non sono componenti intenzionali di questo prodotto. Non è quindi previsto che queste 

sostanze siano contenute in quantità ≥ 0,1 % nel prodotto. 

Conservare i reagenti in un luogo sicuro e inaccessibile ai bambini. 

In particolare, la miscela non contiene sostanze classificabili come PBT o vPvB in 

concentrazioni ≥ 0,1 %. 

I campioni dei pazienti devono essere considerati potenzialmente infettivi e manipolati 

secondo le normative nazionali. È necessario decontaminare i campioni dei pazienti e altri 

materiali potenzialmente infettivi dopo l'esecuzione del test.  

 

5.2 Indicazioni generali per l'uso 

Per distinguere i vari test AESKUBLOTS® disponibili, è presente un colore di codifica sopra la 

linea di riferimento delle strip: 

Colore di codifica AESKUBLOTS® 

Rosso ANA-17 comp 

Arancione ANA-17 Pro 

Marrone Liver Pro 

Viola Vasculitis Pro 

Nero Gastro Pro 

Verde Borrelia-G e Borrelia-M 

 

Se le informazioni sul prodotto, etichette incluse, risultassero inesatte, contattare il produttore 

o il fornitore del kit. 

Il reagente bloccante e il tampone di lavaggio sono intercambiabili tra lotti e kit dei test. Tutti 

gli altri componenti sono specifici per ciascun kit e non sono intercambiabili. Non scambiare i 

componenti dei reagenti tra i test diagnostici per le malattie autoimmuni e per Borrelia. 

Non utilizzare recipienti in polistirene per manipolare coniugati. 
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Prima dell'uso, attendere che tutti i componenti raggiungano la temperatura ambiente  

(20-32 °C/68-89,6 °F), miscelare bene e applicare il programma di incubazione consigliato per 

garantire prestazioni ottimali del test. 

Non esporre i componenti a temperature superiori a 37 °C/98,6 °F. 

Pipettare sempre la soluzione di substrato solo con puntali nuovi. Proteggere il reagente dalla 

luce. Non pipettare il coniugato con puntali utilizzati precedentemente con altri reagenti. 

L'intensità di colore della banda non è necessariamente correlata ai titoli anticorpali ottenuti 

con altre metodologie di riferimento.  

I campioni di donatori di sangue apparentemente normali possono contenere autoanticorpi. 

Se il campione del paziente contiene livelli elevati di immunocomplessi o altri aggregati di 

immunoglobuline, non si possono escludere risultati falsi positivi dovuti a legami non specifici. 

 

Il medico non deve basare la diagnosi clinica definitiva solo sui risultati del test 

eseguito, ma deve stabilirla dopo aver valutato tutti i risultati clinici e di laboratorio. È 

necessario verificare la diagnosi con diversi metodi diagnostici. 

 

6 Raccolta, manipolazione e conservazione dei campioni 

Utilizzare preferibilmente campioni di siero raccolti di recente. Il prelievo di sangue deve essere 

effettuato in conformità alle normative locali. Non utilizzare campioni itterici, lipemici, emolizzati 

o contaminati da batteri. I campioni di siero con particelle devono essere chiarificati mediante 

centrifugazione a bassa velocità (< 1000 x g). I campioni di sangue devono essere raccolti in 

provette pulite, asciutte e vuote.  

Dopo la separazione, i campioni di siero devono essere utilizzati entro 8 ore. In alternativa, 

possono essere conservati in flaconcini accuratamente sigillati fino a 48 ore, a una temperatura 

compresa tra 2-8 °C/35,6-46,4 °F o congelati a -20 °C/-4 °F per periodi più lunghi. Evitare di 

congelare e scongelare ripetutamente i campioni. (Thomas: Labor und Diagnose; CLSI 

Guideline GP44-A4) Non utilizzare campioni inattivati termicamente (56 °C/132,8 °F). 
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7 Procedura del test 

7.1 Operazioni preliminari prima di iniziare 

Verificare che non si siano formati cristalli salini nel concentrato. In caso contrario, sciogliere i 

cristalli riscaldando leggermente il concentrato; la temperatura ambiente dovrebbe essere 

sufficiente. 

Diluire il tampone di lavaggio concentrato con acqua distillata in un rapporto 1:20 (ad es. 

950 ml più 50 ml).  

Per la preparazione del tampone per il campione: aggiungere 10 ml di tampone di lavaggio a 

un flacone di reagente bloccante e mescolare bene. 

 

7.2 Procedura del test 

Note importanti: 

Attenersi esattamente al seguente protocollo. Assicurarsi che i due componenti menzionati nel 

protocollo vengano aggiunti nella vaschetta nei passaggi 2, 6, 9. 

Evitare che la strip si secchi durante la procedura di incubazione. 

Non toccare la strip con le dita, utilizzare le pinzette. 

Rimuovere completamente i campioni diluiti dopo l'incubazione della strip per evitare fenomeni 

di carry-over. 

Agitare continuamente la strip durante la procedura di incubazione. 

Dispensare tampone campione, coniugato e substrato insieme al tampone di lavaggio su un 

lato della vaschetta d'incubazione. Non farli scorrere sopra la strip. 
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Passaggio Descrizione 

1. Prima di iniziare il test, controllare che le preparazioni del passaggio 7.1 siano state eseguite. 

2. 

 

Mettere la strip correttamente orientata nella vaschetta 
d'incubazione (linea di riferimento e codice colore 
verso l'alto). Dispensare 700 µl di tampone di lavaggio 
e 300 µl di tampone campione nella vaschetta 
d'incubazione. Inumidire la strip con la soluzione e 
incubare per 5 minuti agitando. 

CONTROLLI E CAMPIONI 

3. Campioni 

 

Pipettare 10 µl di campione di siero nelle vaschette 
d'incubazione designate con tampone campione. 

4. 

 

Incubare per 30 minuti a una temperatura compresa 
tra 20-32 °C/68-89,6 °F con agitazione. Al termine, 
rimuovere completamente il campione. 

5. 

 

Lavare 3 volte per 5 minuti con 1,5 ml di tampone di 
lavaggio mediante agitazione. Rimuovere il tampone di 
lavaggio dopo ogni fase di lavaggio. 

CONIUGATO 

6. 

 

Pipettare 700 µl di tampone di lavaggio e 300 µl di 
coniugato in ogni vaschetta d'incubazione con strip. 

7. 

 

Incubare per 30 minuti a una temperatura compresa 
tra 20-32 °C/68-89,6 °F con agitazione. Rimuovere il 
coniugato. 

8. 

 

Lavare 3 volte per 5 minuti con 1,5 ml di tampone di 
lavaggio mediante agitazione. Rimuovere il tampone di 
lavaggio dopo ogni fase di lavaggio. 
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SUBSTRATO 

9. 

 

Pipettare 700 µl di dH2O e 300 µl di substrato in ogni 
vaschetta d'incubazione con strip. 

10. 

 

Incubare per 15 minuti a una temperatura compresa 
tra 20-32 °C/68-89,6 °F con agitazione, al riparo da 
sorgenti luminose intense. Rimuovere il substrato. 

STOP 

11. 

 

Pipettare 2 ml di dH2O in ogni vaschetta d'incubazione 
con strip. Incubare per 1 minuto con agitazione. 
Rimuovere l'dH2O. Ripetere questo passaggio una 
volta. 

12. 
Rimuovere la strip dalla vaschetta d'incubazione. Asciugare la strip con carta filtrante 

13. 
Analizzare i risultati entro 24 ore. 

 
AESKUBLOTS® Liver Pro può anche essere processato e valutato automaticamente su 

HELIA® Automated Blot System. 

Preparazione dei reagenti per HELIA® Automated Blot System: Diluire una parte di tampone 

di lavaggio concentrato (WASH) con 19 parti di acqua ultrapura (ad es. 50 ml di tampone di 

lavaggio concentrato e 950 ml di acqua ultrapura) per ottenere un tampone di lavaggio pronto 

per l'uso. Tutti gli altri reagenti sono già pronti per essere utilizzati sull'HELIA® Automated 

Blot System. Per ulteriori dettagli sulla gestione dei test sull'HELIA® Automated Blot 

System, consultare il manuale di istruzioni di HELIA® Automated Blot System. 
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8 Interpretazione qualitativa 

Se i valori dei controlli non soddisfano i criteri, il test non è valido e deve essere ripetuto. Si 

consiglia di ripetere l'analisi dei campioni borderline. 

È inoltre necessario verificare i seguenti aspetti tecnici: data di scadenza dei reagenti 

(preparati), condizioni di conservazione, pipette, attrezzature, condizioni di incubazione e 

metodi di lavaggio. 

Se i campioni testati mostrano valori aberranti o deviazioni di qualsiasi tipo oppure si evidenzia 

che i criteri di convalida non vengono rispettati per ragioni non dipendenti dalla responsabilità 

dell'operatore, contattare il produttore o il fornitore del kit. 

 

I laboratori medici possono eseguire un controllo qualità interno, servendosi dei propri controlli 

e/o pool di sieri interni, secondo quanto previsto dalla normativa nazionale.  

 

8.1 Analisi manuale 

I risultati dei test possono essere considerati validi se: 

- È visibile un controllo funzionale 

- È visibile un controllo cut-off 

- Il colore del controllo cut-off è meno intenso del controllo funzionale 

Incollare la strip asciutta sulla tabella di valutazione, allineandola alla linea di riferimento. 

Allineare il modello di riferimento alla linea di riferimento della strip. Interpretare i risultati 

facendo riferimento esclusivamente al controllo cut-off di ciascuna strip. 

Ogni kit contiene una copia a colori di tutte le bande disponibili nel test. 

L'analisi viene effettuata comparando l'intensità di colore delle bande con l'intensità di colore 

del controllo cut-off. Il test è dubbio se le intensità di colore non si discostano in modo 

significativo l'una dall'altra. Se il colore è più intenso il risultato del test è positivo, se l'intensità 

del colore è più debole il test è negativo. 

I risultati possono essere registrati sulla tabella di valutazione. 
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8.2 Valutazione via software 

Le strip vengono analizzate con il software AESKU.SCAN. Fare riferimento alle istruzioni per l'uso 

di AESKU.SCAN. 

I risultati dei test possono essere considerati validi se: 

- È visibile un controllo funzionale 

- È visibile un controllo cut-off 

- Il colore del controllo cut-off è meno intenso del controllo funzionale 

AESKU.SCAN 2.0:  

Incollare la strip asciutta sulla tabella di valutazione (stampabile), allineandola alla linea di 

riferimento. Allineare il modello di riferimento alla linea di riferimento della strip. 

Valutare le strip conformemente alle istruzioni per l'uso del software AESKU.SCAN 2.0. 

L'analisi qualitativa dei risultati viene condotta mettendo a confronto le intensità di colore dei 

singoli antigeni con l'intensità di colore del controllo cut-off. 

 

AESKU.SCAN 3.0:  

Inserire le strip nella vaschetta d'incubazione nel lettore.  

Valutare le strip conformemente alle istruzioni per l'uso del software AESKU.SCAN 3.0. 

L'analisi qualitativa dei risultati viene condotta mettendo a confronto le intensità di colore dei 

singoli antigeni con l'intensità di colore del controllo cut-off. 

 

HELIA® Automated Blot System:  

Utilizzando HELIA® Automated Blot System, i risultati vengono analizzati automaticamente. I 

risultati possono essere determinati in valori di indice. 

In base all’intensità del segnale si suggerisce la seguente interpretazione: 

Interpretazione 
dei risultati 

Simbolo Indice Colore 

Negativo - 0,0 - <0,8 Incolore 

Dubbio +/- ≥0,8 - <1,15 Blu 

Debolmente positivo + ≥1,15 - <2,5 Giallo 

Positivo ++ ≥2,5 - <4,0 Rosso 

Fortemente positivo +++ ≥ 4,0 Rosso scuro 
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9 Dati tecnici 

Materiale campione: siero 

Volume campione: 10 µl  

Tempo di incubazione totale: 112 minuti a 20-32 °C (68-89,6 °F) 

Conservazione: a 2-8 °C (35,6-46,4 °F); utilizzare solo flaconcini originali 

Numero di determinazioni: 24 test 
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10 Dati di prestazione 

10.1 Studio del range di normalità 

I valori attesi per AESKUBLOTS® Liver Pro sono stati analizzati con un pannello di 120 sieri 

di donatori sani. 

Tutti i test sono stati eseguiti in modo completamente automatizzato conformemente alle 

istruzioni per l'uso aggiornate. 

AESKUBLOTS® Liver Pro – Range di normalità - Report 

Antigen 
Number 

of 
samples 

Positive 
samples 

Equivocal 
samples 

Negative 
samples Min 

[Index] 

Max 

[Index] 

Mean 

[Index] 
n [%] n [%] n [%] 

AMA M2 120 1 0,83 1 0,83 118 98,33 0.00 1,26 0,15 

Sp100 120 0 0,00 0 0,00 120 100,00 0.00 0,16 0,01 

LKM1 120 0 0,00 0 0,00 120 100,00 0.00 0,27 0,01 

Gp210 120 0 0,00 0 0,00 120 100,00 0.00 0,68 0,13 

LC1 120 0 0,00 0 0,00 120 100,00 0.00 0,36 0,06 

SLA 120 0 0,00 0 0,00 120 100,00 0.00 0,24 0,01 

AESKUBLOTS® Liver Pro ha prodotto un risultato positivo e uno dubbio per gli anti-AMA M2. 

Il valore indice più basso misurato è stato 0,0, quello più alto 1,26 (AMA M2). 

Il basso numero di campioni positivi che abbiamo riscontrato con AESKUBLOTS® Liver Pro 

nella popolazione sana testata si correla bene con i numeri riportati in letteratura. 

Raccomandiamo che ogni laboratorio definisca il proprio range di normalità. 
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10.2 Precisione 

Precisione intra-saggio 

Per determinare le varianze intra-laboratorio/intra-saggio, quattro diversi sieri (S1-S4) sono 

stati analizzati per 20 volte su AESKUBLOTS® Liver Pro. La concordanza positiva e negativa 

è stata calcolata da questi valori del test (n=20). 

Calcolo delle concordanze 

Percentuale di concordanza positiva [%] 100,0 

Percentuale di concordanza negativa [%] 100,0 

Percentuale di concordanza complessiva [%] 100,0 

 

Precisione inter-saggio 

Per determinare le varianze inter-saggio/giorno per giorno, sono stati analizzati quattro diversi 

sieri (S1-S4) per l’intero range, 8 volte per ciclo, per un totale di 5 cicli in 5 giorni diversi (n=40). 

Per il giorno 1 sono stati utilizzati i risultati delle varianze intra-laboratorio/intra-saggio (n=20). 

La concordanza positiva e negativa è stata calcolata da questi valori del test. 

Calcolo delle concordanze 

Percentuale di concordanza positiva [%] 100,0 

Percentuale di concordanza negativa [%] 100,0 

Percentuale di concordanza complessiva [%] 100,0 

 

Precisione fra lotti 

Per determinare la precisione fra lotti, quattro diversi sieri (S1-S4) sono stati testati sull’intero 

range 8 volte su 3 lotti (n=24). Il lotto 1 proveniva dal ciclo 1 dei dati inter-saggio. La 

concordanza positiva e negativa è stata calcolata tra i valori dei test dei tre diversi lotti. 

Calcolo delle concordanze 

Percentuale di concordanza positiva [%] 100,0 

Percentuale di concordanza negativa [%] 100,0 

Percentuale di concordanza complessiva [%] 100,0 
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10.3 Sensibilità e specificità relativa 

Per la determinazione della concordanza positiva (sensibilità relativa), 65 sieri di pazienti 

positivi agli anticorpi IIF o ELISA sono stati analizzati con AESKUBLOTS® Liver Pro. Per la 

determinazione della concordanza negativa (specificità relativa), sono stati analizzati 220 sieri 

di donatori di sangue. 

Antigene 
Concordanza positiva (sensibilità 

relativa)  

Concordanza negativa (specificità 

relativa) 

AMA M2 96 % 100 % 

Sp100 100 % 100 % 

LKM1 100 % 100 % 

Gp210 100 % 100 % 

LC1 100 % 100 % 

SLA 100 % 100 % 

 

10.4 Sensibilità e specificità diagnostica 

In uno studio clinico, diversi campioni di siero di pazienti con colangite biliare primaria (PBC), 

virus dell’epatite-B (HBV), virus dell’epatite-C (HCV) e controlli sani sono stati analizzati con 

AESKUBLOTS® Liver Pro. Gli stessi campioni sono anche stati misurati con un Western blot 

concorrente. Tutti i test sono stati eseguiti conformemente alle istruzioni per l'uso aggiornate. 

Successivamente, i risultati sono stati confrontati per determinare la sensibilità e la specificità 

del test. 

Antigene Sensibilità 
Specificità pazienti 

con HCV/ HBV 

Specificità controlli 

sani 

AMA M2 89,7 % 98,9 % 100,0 % 

Sp100 85,7 % 100,0 % 100,0 % 

gp210 85,7 % 99,3 % 100,0 % 

LKM1 n.d.* 100,0 % 100,0 % 

SLA n.d.* 100,0 % 100,0 % 

LC1 n.d.* 100,0 % 100,0 % 

*non determinato 

La mancanza di campioni ha impedito di calcolare la sensibilità per gli anticorpi anti-LKM1, 

anti-SLA e anti-LC1. Per gli anti-AMA M2, anti-Sp100 e anti-gp210 è stato possibile calcolare 

una sensibilità > 85 %. Le specificità dei pazienti con HCV e HBV e dei controlli sani hanno 

mostrato risultati molto buoni, superiori al 98%. La mancanza di campioni positivi per l’epatite 

autoimmune richiede di procedere a ulteriori indagini. 

 

11 Smaltimento del prodotto 

Si prega di osservare i requisiti di legge pertinenti! 
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