
 
 
 
 

República Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
1983/2023 - 40 AÑOS DE DEMOCRACIA

 
Disposición

 
Número: 
 

 
Referencia: 1-0047-3110-000639-23-9

 

 

VISTO el Expediente Nº 1-0047-3110-000639-23-9  del Registro de esta Administración Nacional de 
Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica (ANMAT), y: 
CONSIDERANDO:

Que por las presentes actuaciones HEMOMEDICA S.R.L.  solicita se autorice la inscripción en el Registro 
Productores y Productos de Tecnología Médica (RPPTM) de esta Administración Nacional, de un nuevo/s 
Producto/s Médico/s para diagnóstico in vitro denominado ,Nombre descriptivo: LIFECODES.

Que en el expediente de referencia consta el informe técnico producido por el Servicio de Productos para 
Diagnóstico in vitro que establece que los productos reúnen las condiciones de aptitud requeridas para su 
autorización .

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establecen la Ley Nº 16.463, Resolución Ministerial Nº 145/98 y 
Disposición ANMAT Nº 2674/99 y normas complementarias.

Que el Instituto Nacional de Productos Médicos ha tomado la intervención de su competencia.

Que corresponde autorizar la inscripción en el RPPTM del producto médico objeto de la solicitud.

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por los Decretos Nº 1490/92 y sus modificatorias.

 
 
Por ello;

EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACIÓN NACIONAL

DE MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGÍA MÉDICA 



 
DISPONE:

ARTÍCULO 1º.- Autorízase la inscripción en el Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnología 
Médica (RPPTM) de la Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica (ANMAT) 
del producto médico para diagnóstico de uso in vitro, denominado Nombre descriptivo: LIFECODES, de acuerdo 
con lo solicitado por HEMOMEDICA S.R.L. con los Datos Característicos que figuran al pie de la presente.

ARTÍCULO 2º.- Autorízanse los textos de los proyectos de rótulo/s y de instrucciones de uso que obran en 
documento N° IF-2023-24588443-APN-INPM#ANMAT .

ARTÍCULO 3º.- En los rótulos e instrucciones de uso autorizados deberá figurar la leyenda "Autorizado por la 
ANMAT PM 1049-64 ”, con exclusión de toda otra leyenda no contemplada en la normativa vigente.

ARTICULO 4°.- Extiéndase el Certificado de Autorización e Inscripción en el RPPTM con los datos 
característicos mencionados en esta disposición.

ARTÍCULO 5º.- La vigencia del Certificado de Autorización será de cinco (5) años, a partir de la fecha de la 
presente disposición.

ARTÍCULO 6º.- Regístrese. Inscríbase en el Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnología 
Médica al nuevo producto. Por el Departamento de Mesa de Entrada, notifíquese al interesado, haciéndole entrega 
de la presente Disposición, conjuntamente con rótulos e instrucciones de uso autorizados y el Certificado 
mencionado en el artículo 4°. Gírese a la Dirección de Gestión de Información Técnica a los fines de 
confeccionar el legajo correspondiente. Cumplido, archívese.

 

 

DATOS IDENTIFICATORIOS CARACTERÍSTICOS

Nombre descriptivo: LIFECODES

Marca comercial: IMMUCOR

Modelos: 
LIFECODES LSA CLASS I 
LIFECODES LSA CLASS II 
LIFECODES C3d DETECTION

Indicación/es de uso: 
Tipificación de HLA

Forma de presentación: LIFECODES LSA CLASS I: para 24 ensayos. 
LIFECODES LSA CLASS II: para 24 ensayos. 
LIFECODES C3d DETECTION: para 24 ensayos.

Período de vida útil y condición de conservación: LIFECODES CLASS I: Conservar de 2 a 8°C, vida útil: 12 



meses. 
LIFECODES CLASS II: Conservar de 2 a 8°C, vida útil: 12 meses. 
LIFECODES C3d DETECTION: Conservar de 2 a 8°C, vida útil: 12 meses

Nombre del fabricante: 
Immucor GTI Diagnostics Inc.

Lugar de elaboración: 
20925 Crossroads Circle, Waukesha WI 53186, Estados Unidos.

Condición de uso: Uso profesional exclusivo

Expediente N° 1-0047-3110-000639-23-9

N° Identificatorio Trámite: 45889

AM
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Documentación del producto y tnducc¡ones d¡sponibles en: www.ADlg!Ég4

FOLLETO INFORMATIVO DEL PRODUCTO
LIFECODES ClaseI LSA :esun ensayo cribado de Lum¡nex@ para detectar ant¡cuerpos lgc reactjvos alpanel ftente a moléculas HLA de clase l.

LIFECODES Clase ll LSA : es un ensayo cribado de Luminex@ para detectar antio.rerpos lgc reactivos al panel fiente a moléculas HLA de c¡ase ll
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RESUMEN Y EXPLICACIÓN
Los anlígenos leucocíticos humanos (HLA) constituyen un srstema de glicoproteínas que desempeña un papel func¡onalen la
presentación de péptidos al sistema inmunilano '' Srn embargo, por tratarse de un sistema muy pol¡mórfico, las moléculas HLA pueden
convert¡rse en el blanco de respueslas humoral€s (de anticuerpos) durante el embarazo, la lransfusión de hemoderivados o elrechazo a
trasplantes de órganos. Por lo general, ¡á aloinmunizeción conduce a la producc¡ón de ánticuerpos anti-HLA aproximadamenle en el 33%
de los indiv¡duos expuestos." Lá presenc¡a o ausencia de estos anticuerpos específicos anti-HLA es uno de los factores que determinan
lá supervivencia de los alotrasplantes.a

Las microesferas LIFECODES Clase I LSAB se han ¡deado para déteclar anticuerpos lgc frente a las glicoproleínas de HLA de clase l.
LIFECODES Clase I LSA se compone de microesferas Luminex específicas con¡ugadas a glicoproteínas de HLA de cláse I puriflcadas
por afinidad.

Las microesferas LIFECODES Clase ¡l LSAru se han ideado para detectar anticuerpos lgc frente a las glicoproteínas de HLA de clase l.
LIFEcoDES Clase ll LSArM se compone de m¡croesferas Lum¡nex especifcas conjugadas a gl¡coproteínes de HLA de clase ll
purificadas por arinidad.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO
Se deja incubar una alÍcuota de las m¡croesferas con un pequeño volumen de la muestra de suero pÍoblema. Seguidamente, se Iavan las
mlreesferas sens¡b¡l¡zadas para eliminar los anticuerpos que no se hayan fiiádo. Se añade luego un anticuerpo anti-lgG humana
c(tgado con ñcoeritnna. Tras olra ¡ncubac¡ón, se diluye lá muestrá problema y se analiza en el aparato Lum¡nex. Se compara la
intensidad de la señal emitidá por cada microesfera con la de la microesfera especifica del locus de más baja c€liflcación incluida en la
preparación, para determinar si aquella es posiliva o negativa en cuanto al aloanticuerpo unido.

REACTIVOS
A. ldent¡ficac¡ón

265100: fSFiILIFECODES Clase I LSA cons¡ste en c¡nco (5) componentes en cant¡dad suficiente pará llevar a cabo 24
ensayos.

1. 265 t03 LSAl É Mezcla de microesferas LSA de clase I (960 pL): Mezcla de microesferas, cada una conjugada con una

2

diferente glicoproteina de HLA de clase I más microesferas dé co.trol- Eltampón de almacenamiento es un tampón de fosfato que
cont¡ene NaCl, Tween-2o, azida sódica y proteínas bovinas- SENSIBLE A LA LUZ. No exponga, de forma rutinaria, el producto a la luz
durante más de bes horas. Consérvelo por debaro de s 65'C en la oscuridad.
265002 ESACJ Con¡uqado concentrado LbA (120p1): Reserva de ant¡cue¡-pos caprinos anti-lgG humana conjugados
con ficoeritrina en un tampón fosfato de álmácenamienlo que contiene NaCl, Tween-2o y azida sódica. @ DEBE DILUIRSE
1:Í0 en tampón de lavado antes de su uso. SENSIBLE A LA LUZ- No exponga el producto a la luz durante períodos de t¡empo
prolongado. Consérvelo a 2-8"C eh la oscurirad,
628221 ILMWE Tamoón de lavaAo LIFEGODES (30 mL): Tampón fosfato que conüene NaCl, Tween-20, azida sódica y3
albúmina de suero bovino. Conséwdo a entre 2 y 8"C y equillbrelo a témperatura ambiente antes de su uso (20-24"C)

4. 265101 LSAPC,I Control posit¡vo LSA de clásé I (100 pL): Esta mezcla delsuero o de ¡os sueros se obtiene de los

o individuos que se ha demostrado que están aloinmun¡zados a los antfgenos de HLA y reaccionarán con la mayoría de las
microesferas LSA de c,ase l. Contiene azida sódica al 0,t% como conseryante. Consérvelo a 2{"C.
265102 E§ÁÑdl]Control neoativo LSA de clase I (1OO pL): Esra me¡cla del suero o de los sueros se obtiene de los
individuos que se sabe que no üenen ningúñ aDl¡cuerpo conta antigenos HLA y reaccionarán con unas pocas, o nrnguna, de las
microesferas LSA de cláse l. Contiene alda sód¡ca al 0,'l7o como conservante. Congé¡velo á 24'C-

5

265200: f§ÁA LIFECODES Clase ll LSA cons¡ste en c¡nco (5) componentes en suficiente cantidad para 24 ensayos.

I . 2S5203 FSA2E Mezcla de microesferas LSA de clase ll (960 FL): Mezcla de m¡croesferas, cada una conjugada con una
diferente glicoproteha de HLA de clase ll más microesferas de control. Eltampón de almacenam¡ento es un bmpón de fosfato que
contiene NaCl, Tween-20, azida sódica y proteinas bovinas. SENS'BLE A LA LUZ. No erponga, de forma rutinaria, el producto a la luz
duranté más de tres horas- Consérvelo por deba¡o de S- 65'C en la oscuridad.

2. 265010 E§Á¿f, Coniuoado concentrado LSA ('lzOpL): Reserva de anticuerpos caprinos anti-lgc humana conjugados con
ficoerit ina en un tampón de fosfab de almacenamiento que contiene NaCl, Tween-2o y azida sód¡ca. @ DEBE DILLJIRSE 1:10 en
tampón de lavado antes de su uso. SENSIBLE A LA LUZ. No exponga el produc{o a la luz durante períodos de tiempo prolongado.
Consérvelo a 23'C en la oscl¡ridad.

3

4

6?8221 IaMÑE Tampón de lavado LIFECOOES (30 mL): Tampón fosfato que cont¡ene NaCl, Tween-20, azida sódica
albúmana de suero bovino. Conséwelo a entre 2 y 8'C y€qu¡llbrolo a températuÉ aribiente antés de su uso
265201 Control pos¡t¡vo LSA de clase ll (100 pL): Esta mezcla de suero o de los sueros se obt¡ de los
individuos que se ha demostrado que están aloinmunizados a los antfgenos de HLA y reaccionarán c!n la de las
microesferas LSA de clase l. Contiene az¡da sódica al 0.1% como conservante- Consérvelo a 2{oC.
265202 llSil',,lCd Control neqativo LSA de clase ll (100 t¡L): Esta mezcta det suero o de tos su se obtiene de los
individuos que se sabe que no tienen ningrln ant¡cuerpo conta antígenos HLA y reaccionarán con unas ,oni , de las
m¡croesferas LS,q de clase ll. Conüene azida sódica al 0.170 como cons a 2{'C,

t683C Rev- B
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B. Advertencias y precauciones
l. Para diagnóstico in vitro.
2. En los análisis real¡zados con m

Unidos (Un¡ted States Food and

F

-tP
étodos aprobados por la Administración de Alimentos y l\4edicamentos de los
Drug Adm¡n¡strution) (FDA, por sus siglas en inglés), el mater¡al de origen humano

en la producc¡ón de este k¡t ha resullado negativo para el VlH, el HCV y el HbsAg (antígeno de superficie del virus de la
hepatit¡s B). Aun así, ninguna prueba puede garanlizár plenamenle la ausencia de agentes infecciosos. Por lo tanto, cuándo
trabaje con estos maleriales, observe las prEcauc¡ones un¡versales.

3. La sustilución de los componentes por otros d¡stintos de los incluidos en este sistema puede conducir a resultados
erfóneos.

4. Los reactivos cont¡enen como conservantes azida sódica a|0,1% que puede reaccionar con las conduccrones de plomo y
cobre, y formar azidas metálicás explosivas. Cuando elimine los materiales por el desagüe, ut¡lice grandes cantidades de
agua.

5. La contam¡nación bacteriana de las muestras o la presenc¡a de ¡nmunocomplejos u olros agregados de ¡nmunoglobulinas
puede incrementar las uniones inespecÍficas y dar resultados enóneos.

ó. Este producto detesta anticuepos lgc que pueden ser o no l¡nfoc¡totóxicos.
7. No se prevé que el producto detecte anticuerpos de las ¡nmunoglobulinas de las clases lgA o lgM.
8. Las decisiones clinicas que áfectan el tralamiento de un paciente no se basan únicámente en la determinac¡ón de la

presencia o ausenc¡a de anticuerpos frente a HLA. Antes de un trasplante, se realiza s¡stemáticamente una prueba de
histocompatibil¡dad cruzada.

9. Estos productos se han ideado pera utilizarse con el aparato Luminex siguiendo las recomendaciones del fabricante.
10. Elimine todo el material después de su uso de conform¡dad con las normas locales.
I L Para más información, consulte las flcha(s) de dalos de seguridad (MSDS).

lnstrucciones de conservación
l. Consulte en las et¡quetas del producto las ¡nd¡cac¡ones de conservación.
2. Las m¡croesferas y el conjugado concentrado son SENSIBLES A LA LUZ. No exponga eslos productos a la luz duránte más

de 3 horas

D. Purif¡cación o tratam¡ento necesario para su uso
L Vea "Recogida y preparación de les muestras".
2. El coniugado concenlrádo debe d¡luirse 1:10, en un lampón de lávado, antes de su uso.

E. lndicaciones de inestab¡l¡dad
l. No ul¡lic€ componentes nicontroles que estén turbios o hayan sobrepasado la fechs dé cáducidad.
2. Elimine todos los controles pos¡tivos y negat¡vos diluidos que no hayá ut¡lizado, así como el conjugado después de su uso

EQUIPOS NECESARIOS

c
o

uu/zuu L[ecode§

ll19

er 100/20

n" 6524 o 6570

683CE

Aparato Luminex y plataforma XY (Lifecodes, número de referencia 888300, 888302)

RECOGIDA Y PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS
La muestra de sangre debe recogerse sin anticoagulantes y con una técnica aséptica, y analizarse m¡entras esté fresca, para minimizar
las posib¡lidades de obtener reacciones positivas o negal¡vas falsas debido a un almacenamiento incorreclo o a la contsminEción de la
muestra. Se debe guardar el suero a una temperatura de enlre los 2oC y los 8"C, duránte un periodo máximo de 48 horas. Si el sue¡.o va
a estar almacenado durante más de 48 horas, debe congelárse a una temperatura igual o inferior a -20 "C, por un periodo máximo de 2
años. Laboratorios ¡ndividuales deben eslablecer y validar los métodos para almacenar sera durañte más de dos años. Anles de
allcenar o transportar el suero, es preciso separarlo de los eritrocilos. No congele y descongele repetidamente las muestras de suero.f
Nd-util¡ce sueros con contam¡nación microb¡ana, hemolizádos, l¡pémicos o inactivados por calor, ya que pueden dar resultados
incongruentes.

Anles del ensayo, todas las muestras deben ag¡tarse en Vórtex y centrifugarse (30 segundos a 10.000 xg) para sed¡mentar la mater¡a
pafliculáda existenle.

PROCEDIMIENTO
A. MaterialeS SuministradoS (Véase REACTIVOS en la página 2 para obtener informac¡ón más específica)

. Microesferas LSA . Suero control negativo. Conjugádo concentrado Hoja de reg¡stro. Tampón de lavado Hoja de formato de ptaca

. Suero control positivo

B. Materiales. react¡vos v eouioos necesarios, pero no sum¡n¡strados (tos de ta tisra o equrvatentes)

. Pipetas ajustables de 5 pL - 50 pL con la6 puntas adecuadas
' Pipeta mulücanal de 250 ¡jL con las puntas conespondieñtes y

cubeta para tampón
' Tubos de m¡crocenfitugación de 1,5 mL para diluciones

conjugadas
. Tubos de ensayo para las muestas del paciente y los controles. Cronómetro
. Rotulador
. Placas de filbo [,lulüScreen de Millipore (Cat. no MSBVNI210,

MSBVN1250; Lifecodes Cat. n" 888633 o 888315-50)
Págine 3 de 6

S¡stema de vacfo l,ruft¡screen (M¡lliporé Cat # MAVM 0960R,
Qiagen Cat # 19504, Lifecodes Cat. n" 888315)
Flu¡do del citómetro Luminex (Lifecodes UAI N

K¡ts de ca¡ibrac¡ón Luminex (Kit de
Kit de verifcación de rendimiento Lumin
n' 628018 y 628019, respectivamente)
Agua

rotatoria
adhesivas plástico
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\\r 2INSTRUCCIONES DE USO
PRECAUCIONES:

. Se DEBE
humana).
consecue

ugado concentrado (anli-l

ntemente, el análisis resullará erróneo
Se debe proceder con cuidado para controler la intensidad del vacío. Una fuerte presión de vacío puede causar que las
m¡croesferas se unan a lás membranas y el recuento de las miüoesferas sea enóneo.
Se debe proceder con cuidado cuando se v¡erta medianle la pipeta dentro de la placa del filtro para que las microesferas no se
adh¡eran á los poc¡llos de las microplacás. Las microesferas deben pipeteaGe cuidadosamente dentro del pocillo para que la punta
de la pipeta no roce la mémbrana. Si la punta entra en conlacto con la membrana, puede perforarla y el ánális¡s resultaÉ enóneo.
Se deben tomar precáuciones para qué en las fases de incubación las m¡cróesferas no salpiquen y se adhieran a las paredes de
los pocillos. Al reafizar el análisis por primera vez, analicé algunos controles posit¡vos, negativos o de ámbos t¡pos para determinar
la velocidad ópl¡ma de la plataforma rotatoriá o el agitador vórtex. Se ha comprobado que una velocidad de aproximadamente 200
rotaciones por minuto con un tamaño de órbita de 1gmm es ef¡caz en algunos aparatos.
La presencia de n¡veles significativos de anticuerpo no ligado una vez terminado el lavado, debido a un exseso de suero o a un
lavado ¡nsuficiente, puede reduc¡r la capacidad del análisis para detectar lá lgG unida a las microesferas sens¡bil¡zadas y dar lugar
a resultados erróneos.
En cada análisis deben ¡ncluirse sueros mntrol posil¡vo y negativo que permiten determinár si se há producido un error tócnico o un
fallo de los reactivos
El ensáyó se val¡da con 1opl de suefo (Protocolo 1) y 20pL de suero (pmtocolo 2).

proceder con cuidado para no contaminar el tampón de lavado ni el react¡vo del cónj
La contaminación accidental de estos reactivos con suero humano neutralizaÉ los anticuerpos anti-lgG humána y,

Retire la mezcla de mictoesferas LSA del congelador y almacénélá en la oscuridad, a temperatura amb¡ente, hasta que se
descongele. Luego, colóquela sobre hielo y protéjala de la luz. NOTA: ta mezcla de m¡croesferas puede congelarse y
descongelarse hesta por 6 veces sin que afecte su rendimiento, según se ¡nd¡ca en el Uso previsto.
l\,,lientras mantiene los demás componentes a 2-8"C en la oscuridád hasta que los neces¡te, deje que el tampón de lavado se
equil¡bre con la temperalura ambiente (entre 20 y 24"C) anles de usado. Durante este tiempo util¡ce la hoja de formato de p¡aca
pára ásignar una posición en la placa a cada uno de los sueros y controles que va a analizar. Los sueros control sum¡n¡strados
con el kil se util¡zan para mostrar un alosuero posil¡vo con ampliá reactividad y un suero negativo.
Cubra los pocillos no ásignados de la placa de filtro con una cubierta de pláslico adhesivo. Humedezca prev¡amente lós pocillos
que va a utilizar con 100-300 uL de água dest¡lada. Entre 2 y 5 minutos después, retire elagua aspirando suavemente la placa
con el sislema de vacío. (Para ulilizarlo correctamente, consulte las recomendaciones del fabricante.)
Prepare brevemente (30 segundos) las miffoesferas LSA centr¡fugando el v¡al a 600 - 800 xg párá desprendér del tapón o de las
paredes del vial todas las m¡croesferas o restos de líqu¡do. Agite b¡en en vórtex (-1 minuto) para resuspender de forma
homogénea las microesferas.
Añada 40 pL de microesferas LSA a cada uno de los pocillos esignados. Nlientras distribuye las microesferas, agite en vórlex
cada 2 minutos el v¡al de las microesferas LSA para mantenerias en suspens¡ón, y luego añáda 1O pL del suero del paciente y
dél suero de conlrol (Protocolo 1) ó 20 pL del suero del paciente y del suero de control (Protocolo 2) y mezcte.

a
2

3

4

más de 3 horas p

F

aa acenar a 2-8

suspender las

PRECAUCIÓN Es importante mantener las micÍoesferas resuspendidas para asegurar que se distribuyan suficientes
microesferas en los poc¡llos y tiempos reducidos de recuento. S¡ las micrcesferas no se agitan ¡nlermitentemente en vórtex, se
depositarán en el fondo del tubo. Eslo c€usará qu e se d¡spensé una cantidad diferenc¡al de microesferas en los pocillos, lo cual puede

el anális¡s de los resultados.afectár n ativamente a Ios t¡empos de ensa

o
6. Cubra la place con la cubierta de plástico adhesivo y protéiala de la luz con pEpel de eluminio o en una caja. Incube la placa

duranle 30 m¡nutos a lemperatura ambiente (20-24'C) en lá oscuridad y sobre una plataforma rolatoria. Vuelva a almacenar, en
la oscur¡dad y a 2-8'C, los sueros control y las microesferas que no haya ut¡lizado, para usos futuros. Vuelva a almacenar, en la
oscuridad y a <- 65"C, las porciones que no haya ut¡lizado de la mezcla de microesferas LSA, para usos futuros.

7. Diluya el conjugado con tampón de lavado (5 pL de conjugado en 45 pL de tamñn de lávado por muestra). Para compensar las
pérd¡das por p¡peteo, es aconsejable preparar un (1) volumen exlra de conjugado diluido. Cúbralo con papel de alumin¡o o
consérvelo en ¡a oscuridád, a temperatura ambiente, hásta que lo utilice. Vuelva a almacenar, en la oscuridad y a 2-8'C, el
conjugado concenlrado que no haya utilizado, para usos fuluros.

8. Tras los 30 minulos de ¡ncubación, ret¡re la cubierta de plástim adhes¡vo y añada IOO pL de tampón de ¡avado a cada pocillo.
fúezclar para volver a suspender las perlas y succionar ligeramente la placa.

PRECAUCIÓN Si la intensidad de vacio es excesiva, las microesferas se adherirán a la membrana y puede causar que el
anális¡s de la mueslra fracase. Aplique la resión de vacio mÍnima necesaria para aspirar las muestras

9. Añad¡r 250 pL de Buffer de lávado a cada pozo, mezclar para volver a suspeñder las perlas, succionar y repetir dos veces más el
proced¡m¡ento para realizar un tota¡ de tres lavados.

PRECAUCIÓN
señsibilizadas

Un lavado ¡ncompleto puede reduc¡r la capac¡dad del conjugado de detectar lgG unida a microesferas
conducir falsos negalivos.

10. Añada 50 uL de conjugádo diluido a cada uno de los poc¡llos. Prótejá la placa de la luz con papel de aluminio o en una caja
Colóquéla en una plataforma rotatoria (a 200 rotaciones por minuto) o agÍtela suavemente en vórtex cada 5-10 mi a
durante 30 m¡nutos a temperatum ambiente (20-24'C).

1 1 . Con una punta de pipeta limpia, añada de 130 a 150 pL d€ tampón de lavado en cada pocillo y mezcte pa
microesferas.

12. Recolecte los datos con el aparato Luminex s¡guiendo las recomendac¡o
aumentar las probabil¡dades de obtener reacciones falsamente posit¡vas
tampón de lavado que no haya ulilizado, para usos futuros.
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RESULTADOS
lntroduzca los valores de lntensidad Med¡ana de Fluorescenc¡a (MFl, por sus s¡glas en ¡ng¡és) cruda para cada mic
hoja de registro específica del lote. Para determinar si una microesfera es positiva, primero determine si el válor de MFI de cad
microesfera con antígeno un¡do es superior áf umbral indicado en la hoja de reg¡stro especÍf¡cá del lole que se suministra con el kit. Si el
valor de MFI de una determ¡nada mictoesfera con antígeno un¡do es superior al umbral, divida su MFI por el del antígeno de más baja
clas¡ficación (LRA,por sus s¡glas en inglés) de¡ locus correspóndienle, para obtener el coc¡ente MFUAntÍgeno de más baja clasificación
(MFULRA). El LRA de cada locus es elvalor de l\,!Fl de la microesfera con antígeno de más baja elasilicación para ese locus.

Ejemplo MFI de una m ¡ndiv¡duál = MFI/LRA para el antÍgeno "i'del locus "1"
MFI del LRA para ellocus "'1"

MFI de una microesfera ¡ndividual
MFI del LRA para el locus "2"

MFI/LRA pára el antigeno "y" del locus "2"

lVFl de uná m¡croesfera individual
ItlFl del LRA para el locus "3"

l\,lFl/LRA pará elEntigeno "z" del locus "3"

Consulte en la hoja de registro especific€ del lote que se suminislra con el kil, la lista de antígenos presentes en cada m¡croesfera, y el valor
de corte para determ¡nar el resultado pos¡tivo/negativo para cada m¡croesfera con ant¡geno unido. Se considera que una microesfera con
antígeno un¡do es positiva cuando el valor de MFI es super¡or al umbr8l de lvlFl y el cociente MFI/LRA es super¡or al valor de corte.

CONTROL DE CALIDAD
El contro

',t,J:

I de cálidad de LSA de clase I y clase ll se desanolla denlro del sislema de pruebas, incluyendo un suelo conlrol positivo y
Estos sueros conlrol deben incluirse con cada prueba que se realice para ayudar a determ¡nar si han ocurrido errores técnicos o

reactivos. Los sueros del conlrol pos¡tivo reaccionarán con un número elevado de microesferas conjugadas con HLA dando lugar a
un palrón similar a¡ indicado en la hoja de registro especÍfica del lote. Los sueros de control negstivo reaccionarán con pocas o ninguna
de las microesferas mnjugadas con HLA dando lugar a valores de MFI cruda < 1000.

Los iuegos de microesferas ¡ncluyen microesferas de conlrol para verf¡car los resultados de cada muestra. La microesfera de conttol
positivo está recubierla con lgc humaná y debería indic€r una MFI ¿ '10.000 con los sueros control. Si se obtienen valores de MFI ¡nferiores
a 10.000 con los sueros control, es probable que el lavado del ensayo hayá sido insuficiente o que el conjugado no esté en buenas
cond¡c¡ones. Las muestras de pacientes muestrán un ampl¡o rengo de reactividad con la m¡croesferá de control posit¡vo, pero siempre
deberÍan generar una señál de MFI >10.000. La microesfera de control negátivó debería generar valores bajos de MFI con los sueros de
control. Consulte en la hoja de reg¡stro especifica del lote los lim¡tes observados para las m¡croesferas de control con ¡os sueros de conlrol.

El ensayo se debe llever a cabo según las recomendac¡ones del envase, así como según otros procedimientos de control de
calidad que cumplen las especificaciones locales, ostateles, federales y/o de las agencias certificadoras.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
Pueden obtenerse resultádos erroneos por contaminación bacleriáná de los materiales, ¡ncubaciones demasiado cortas, lavado o decantado
insufic¡ente de las m¡croesferas, expos¡c¡óñ delconjugado a luz parásita u om¡sión de reacl¡vos o elapas de la prueba.

La presencia de inmunocomplejos u olros agregados de inmunoglobina en le mueslra del pac¡ente puede incrementar las uniones
inI)ecíficas v producir resultados enóneos en este ensayo.!
Los anlicuerpos detectados por los kits LSA son áquellos reactivos dentro de la población de antígenos disponibles deta¡lados en la hoja de
reg¡stro.

Las gl¡coproleínas de un solo antígeno HLA, de clase I y ll, de LIFECODES se obtuv¡eron de líneas de células que ind¡cában antígenos
individuales HLA.

Algunos lgc con baja avidez o titulo bajo, IgA, lgM y ant¡cuerpos monoespecíficos contra antígénos no incluidos en el panel, nó se
deteclarán con enseyos de un solo ántígeno de LIFECODES.

Los títulos de anticuerpos del suero están específicamente relacionados al pac¡ente y a momentos delerminEdos. Si muchas microesferas
están produc¡endo valores de MFI mayores de 15.000, puede ser necesario diluir los sueros para deteclar mejor los ant¡cuerpos Igc.

Debido a la complej¡dad del análisis de HLA, la interpretación de los datos deber¡a ser revisada por personal cual¡flcado
determinación de la especificidad de los anticuerpos con los kits LSA deben tenerse en cuenta los resultados de todas
¡ncluyendo aquelles iguales o similares al válor de corté- Puede ser útil el conoc¡miento del paciente y la compren
reactividad cruzada para asignar la espec¡flcidad a un suero determ¡nedo.

U STAVO
S.R.L
NOSO

los grupos con
microesferas,
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PROBLEMA POSIBLE CAUSA SOLUCIÓN

Escaso número de microesferas

Lá mézcla de m¡croesferas no está correclamenie
suspendida

Agítela en vórtex por pulsos para
resuspenderla por completo

Fallo del aparato - Mal equil¡brado Consulte el manual del áparato
Fallo del aparato - Bloqueo delflu¡o de muestra Consulte el mánuál del ápárato
Microesferás foloblanqueadas Ut¡lice un nuevo kit

Presión de vacío demasiado eleyáda/m¡croesferás
adher¡dás a la membrana

Reduzca la intensidád del vacío; para
las placas de filtro MultiScreen de
Mill¡pore se recomieñda un vac¡o de
271- 406 mb (203-305 mm Hs)

Se sobrepasa el umbral para la
microesfera de control negativo
(NC) con los sueros de control

Lavado deñciente Repita y controle los lavados

Adieión de mueslra ¡ncorrecta Repita con la muestra conlrol correcta

No se álcánza el umbral para la
microesfera de control positjvo
(PC) con los sueros de conlrol

Conjugado en ma¡ eslado (p.ej., fotoblanqueo) Util'ce un nuevo k¡t
Lavado def¡ciente Repíta y controle los lavados
Ad¡ción de muestrá incorréctá Repita con la muestra controlcorrecta

No se alcanza el umbrál para la
microesfera de control positivo
(Pc) con la muestra del paciente

Conjugado en mal estado (p.ej., fotoblanqueo) Utilice un nuevo kit

Lavado deficiente Repita y controlé los lávados

{}elo anómalo para el suero
conlrot postívo

l\4uestra agreqadá incorrecta Repita con ¡a muestra control correcta
Lavado deficienté Rep¡ta los lavados y supervíselos

Asignác¡ón pósitiva para los
sueros de control negativo (> 2
microesferas conjugadas con HLA)
o MFI >10.000

Ad¡c¡ón de muestra inm¡.recta Rep¡ta con la muestra control correcta

Lavado defic¡ente

Repila y controle los lávados para
asegurar que las microesferas se
resuspenden corTectamente
Reduzca la ¡ntensidad del vacío

Contaminación de la mezcla de microesferas, el tampón
de lavado, los sueros de contrcl negativo o el
conjugado concenlrádo con muestra positiva

Ut¡lic€ un nuevo kit

Placa de fltro obstruidá Materia particulada en la muestrs
Centrifugue la muestra durante
aproximadamente 5 minutos a 8.000 -
12.000 xq

CARACTERíST|CAS ESPECíTICIS DE RENDIMlENTO
Cuando se utiliza el kit UFECODES LSA siguiendo el procedim¡ento descrito, el resultado revela la presenc¡a o la ausencia de ant¡cuerpos IgG HLA. Para el
ensayo clinim se usaron los valores de corte eslándar de LABScreen, de modo que se consideraron positivas las puntuac¡ones > 4.

LSA Clase I

El kit LIFECODES LSA Clase I mostró una copos¡tividad det 53,7 yo (93,4 o/.) para 151 muestras con antígenos coincidentes cuando se

^ compararon con los resullados obtenidos por él método LABScreen Single Antigen HLA Class l- Combi, Cat. no LS1AO4 (lím¡te infer¡or

Jel intervalo de confianza del 95 o/o unilateral)

LSA Clase ll
El kil LIFECODES LSA Clase ll mostró una copos¡tividad del 90,5 % (89,S %) para 150 mueslras con antígenos coincidentes cuando se
compararon con los resultados obten¡dos por el método LABScreen Single Antigen HLA Class ll- Group 1, Cat. n" LS2A01(lím¡te inferior
del ¡ntorvalo de confianza del 95 % unilateral).

REFERENCIAS
1 Klein, J, Sato, A. The HLA System. N. Engl. J. Med. 2000; 343:702

and 343:782.
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4. McKénna, RM; Takemoto, SK; Terasaki, Pl. Anti-HLA Antibodies

after Solid Organ Transplantation. Transplantalion 2000; 69:319.
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.$
El kit de detección del C3d LIFECODES@ es un equipo de análisis cuat¡talivo para detectar el complemento v¡nculado al complejo de
anticuerpos y Entígenos del suero humano.

RESUMEN Y EXPLICACIÓN

un
u

desp
yse

cubación
sueTo de

Este producio se ha diseñado para detectár el complemento C3d vinculado al complejo de anticuerpos y antígenos.
Este produclo contiene el anticuerpo contra el C3d humano conjugado con PE, microesferas de control pos¡tivo y un
sueros humanos y un tampón de lavado.

PRINCIPIOS DEL PROCED¡MIENTO
Una parle alícuota de los ant¡genos HLA vinculados a las m¡croesferas se deja incubar con un pequeño volumen de
prueba. Después de está incubación inicial, se agrega un react¡vo de suero negativo como fuente de complemento
adicional. Las microesferas sensibilizadas se lavan posteriormente para quitar el anticuerpo no vinculado. Se ag
ant¡cuerpo contra el C3d humano conjugado con ficoeritrina. Después de otra ¡ncubación, se lava Ia muestra de

RL.
oso

L
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anal¡za con el ¡nstrumento Luminex. La ¡nlens¡dad de la señsl de cada m¡croesfera de la muestra de prueba se compara
de la señal de los sueros de control negátivo con el fin de determinar si Ia muestra se considerá positiva o negativa para
al complejo de anticuerpos y anligenos.

vmcu

REACTIVOS SUMINISTRADOS
A. ldentificación y cond¡c¡ones de almacenam¡ento

Número del producto de detecc¡ón del C3d: 255400

c3dcJ Coniuoado del c3d (número de piezá: 2654'10; 1200 pL). Anticuerpo conlra el C3d humano conjugado con PE
en un lapón de almacenam¡enlo de base fosfatada, l¡sto para utilizsrse, que cont¡ene NaCl, Tween-20 y azida de sodio.
SENSIBLE A LA LUZ. l\4anlenga alejado de la luz directa durante períodos prolongádos. Almacene á 2 - 8'C en la
oscuridad hasta 3 meses o a <-65 oC hasta Ia fechá dé caducidad, Se puede volver a congelar hasla 6 veces a <-65
oC 

después de Ia descongelación inic¡al.

2 c3dcs Suero de comolemento (número de pieza. 265415.2 frascos de 360 pL). Suero de donante varón al que no se
ha realizado tr¿nsfusión. Almacene a 3$5 oc. Se puede volver a congelar hasta 4 veces después de la descongelación
¡nicial

3 c3dPcB [,licroesfera de control Dosilivo del C3d (número de pieza. 265405;24 ¡rL). El tapón de álmacenam¡énto es

o
de base fosfatada y cont¡ene Naol, Tween-20, azida de sodio y proteínas bovinas. SENSIBLE A LA LUZ. A,mácene 8
<-65 "C. Se puede volver a congelar hásta 6 veces después de la descongelac¡ón ¡n¡cial.

4 LMWB Tapón de lavado (número de p¡eza: 628221, 30 mL). Tampón fosfato que contiene NaCl, Tween-2o, áz¡da
sódica y seroalbúm¡na bovina. Consárvelo a 2-8'C y equ¡líbrelo con la temperalura ambiente (20 a 24oC) antes de
usarlo.

B. Advertenc¡as o precauc¡ones

a

l. Para ut¡lizarse en diagnóstico ln y,l¡o
2. El material de origen humano usado para producir este kit se ha sometido a pruebas y los resultados son fiegat¡vos para

ant¡cuerpos del VlH, VHC y HBsAg según los métodos aprobados por la Dirección de Alimentos y l\,ledicamentos (FDA
pol sus siglas en ¡nglés). Sin embargo, n¡ngún rnétodo de análisis puede ofrecer la certeza absoluta de que no hay
agentes infecc¡osos. Por tanto, s¡ga las «precáuciones uñiversales» cuando trabaje con estos maleriales.

3. Los reactivos contienen un 0,1 % de azida de sod¡o como agente conseryante, que puede reaccionar cón los elementos
de fontanería de plomo y cobre para formar ázidas melálicas explosivas. Utilice grandes cantidades de agua cuando
deseche materiales por un fregadero.

4. La mntaminac¡ón bacteriana de las mueslras o la ex¡stenc¡a de complejos inmunes u otros agregados de
inmunoglobulina pueden causar un aumento de los vinculos no específicos y generar resultados enóneos.

5. Después de utilizarlos, deseche todos los materiales según ¡as normal¡vas locales.
ó. Consulte las fichas de datos de segur¡dad de los materiales para obtener informacióñ adicional.
7. En los sueros de complemento almacenados a 2 - 8'C durante períodos largos se ha observado que la actividad del

complemenlo se reduce.
8. Las microesferas y el conjugado son SENSIBLES A LA LUZ. La exposición a Ia luz que exijan las áctividadés rut¡nárias

se limitará a un máximo de tres horas.

c. Purif¡cación o tratam¡ento necesar¡o para el uso

L Véase "Recog¡da y preparación de mueslras".
2. Todos los componentes están listos para su uso y no se requiere n¡nguna dilución

D. lndicaciones de inestabilidad

l. No utilice componentes ni controles que estén túrbidos o cuya fecha de caducidad haya vencido

MATERIALE REACTIV necesaío§ fONOS MINISTRAD S

. K¡ts LIFECODES LSA clase I (número de pieza: 265100, LSAI) o LIFECODES LSA clase ll (número de

. Equipo necesario para realizar los anál¡s¡s LIFECODES LSA clase I o clase ll de (véase elfolleto info
LC1683CEES).

.R.L

za: 265200, LSA2)

diente
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RECOGIDA DE MUESTRAS Y PREPARACIÓN DEL SUERO
Se debe recoger sangre sin anlicoagulante, uti¡izando una técnica ásépticá, y se debe someter a las pruebas mientras csté reciente o se
debe almacenar aprop¡adamente con e¡ fin dé reducir al máximo la posibil¡dad de reacciones de falsos pos¡tivos o de fálsos negatjvos
debidas a un almacenamiento inadecuado o a la contaminac¡ón de lá muestra. El suero debe almac€narse a 2 -8'C hasta un máximo de
48 horás. Si el suero ha de almacenarse duranle más de 48 horas, debe congelarse a -20 "C o menos, o a -80 "C si se ha de conservar
hasla 2 años. Los laboratorios ind¡v¡duales deben establec€r y va¡idar métodos para álmacenar sueros duránte ñás de 2 años. El suero
debe separalse de lós glóbulos rojas cuando se almacená o tráñsporta. Evite congelar y descongelar de manera repetida las muestrás de
suero.

PRECAUCI No ut¡lice sueros contaminados microbiológicamente, hemolizados o l¡pémicos, ya que estos pueden producir resultados
incoherentes

Antes de los análisis, se deben agitar brévemente en vórtice y cenlrifugar todas las muestras (30 segundos á =10 0o0xg) para sedimentar
cualqu¡er materiál parliculado que pueda eslar presente.

INSTRUCCIONES DE USO

o

PRECAUCIONES:
Se DEBE tener cuidádo para evitar la contam¡nación del tapón de layado y del reaclivo conlra el C3d humano. La contam¡nación
accidentál de estos reactivos con suero humano puede producir posteriormente un error en la prueba.
Una muestra de sueros de control posilivo y negatiyo se debe inclu¡r cón cáda prueba con el fin de ayudar a determinar si han
ocurrido errores técnicos o fallos del reactivo.
EI suero de cómplemenlo es un react¡vo de suero negátivó necesario para el análisis de detección del C3d como fuente estándar
de complemento.
Además, siga las precauc¡ones generales descritas en el folléto informativo del producto LIFECODES LSA (LC1683CEES).

a

'1. Encienda el instrumento Lum¡nex con el fin de permitir un calentam¡ento de 30 miñutos.

2. Retire la mezcla de microesferas LSA, Ia microesfera de conlrol posit¡vo del C3d (C3dPCB), el suero de complemento del C3d
(C3dCS) y el conjugado del C3d (C3dCJ) del congelador de -65 oC y almacene en la oscuridad a temperatura ámb¡énte hasta
que se descongelen. Después de descongelár, coloque inmedialamente en hielo y prote.ia de la Iuz.

3. Pemita que el tapón de lavado alcence la temperatura ambienle (20 a 24'C) antes de utilizárse. En este periodo, ut¡lice la hoja
de formato de la placa (Lc979) para as¡gnar una posición en placa para cada suoro y para los controles que se anal¡zarán.
Los sueroa de control negativo (suministrados en los kits LSA I y LSA2) se usan como control negativo.

4. Cubra los poc¡llos no as¡gnados de la pláca de fillros con una ob¡erta plástica adhes¡va. Humedezca prev¡amente los pocillos
que se ut¡l¡zaÉn con 100-300 pL de agua deslilada. Oaspués de 2-5 minutos, quite el agua mediante una asp¡rac¡ón del¡cada
utilizando un coleclor de vacío. (Véanse las recomendaciones del fabricanle para conocer e¡ uso adecuado.)

5. Prepare lás microesferas LSA centrifugando el frasco brevemente (30 segundos) I "600 - 800 x g con el fin de retirar
cualqu¡er m¡croesfera o líqu¡do de la tapa o paredes del fresco. Agile en vórtice por completo (=1 minuto) con el l¡n de
suspender nuevamente las microesferas de forma uniforme. En olro frasco combine 1 Uumueslra de C3dPCB con el volumen
apropiado de microesferas LSA (40 pumuestra). Agite en vórt¡ce por completo (- l minuto) con el fin de suspender
nuevamente las microesferas de forma uniforme.

6. Agregue 40 pL de Ia mezcla de microesierás LSA con C3drcB a cada pocillo as¡gnado. Ag¡te en vórtice el frasco de
microesferas LSA cada 2 minutos para mantener las m¡croesferas en suspensión a la vez que estas se distr¡buyen.
Centrifugue el suero (30 segundos a =10,000 x g) y agregue 10 pL de suero o suero de coñlrol y mezde.

PRECAUCIÓN: Es importante mantener las m¡croesferas nuevamente suspend¡das para gárant¡zár que se distribuyen sulic¡entes
microesferas en los pocillos y lograr unos periodos reducidos de recuento de microesferas. Si no se agitan en vórtice las microesferas
de manera ¡ntermitente, esto hárá que las microesferas se asient€n en la parte ¡nfer¡or del tubo. De esta manera, se d¡spensarían las
microesferas en cantidades diferenciales en pocillos, lo que podría afeclar de manera adversa a los tiempos de ejecución y al anális¡s
de los resultados.

7. Cubra 18 placa con una cubierta plást¡ca adhesiva y a continuación coloque láminás de alumin¡o o una caja encima
de proteger de la luz. lncube durante 30 m¡nutos a temperatura ambienté (20-24 'C) ér,lá oscuridad en una pl
girator¡a (200 rotac¡ones por minuto). Vuelva a coloc€r las partes no usadas de los sueros de control en el lug
almácenámie¡'rto a una temperátura de 2 - 8"C para uso futuro. Vuelva a mlocár las partes no usadas de la ade
microesferas LSA y C3dPCB en el lugáf de almacenamiento a una tempe.atura de s-65 oC en la oscu ara uso futuro

L Después de la incubación de 30 minutos, retire la cub¡erta plást¡ca adhes¡ya y agregue 30 UL de ca da ilo
ineluyendo el de control negativo. Vuelva a colocar el C3dCS en el lugar de almacenamiento a s{5 tn mente
después del uso. Cubra la placa con láminas de alumin¡o o uná caja encima con el fin de proteger d ue en una

A,R
L
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plátáforma giratoria (€scoja la opción de 200 rotaciones por m¡nuto) o ágite en vórtice suavemente c¿da 5-1
durante 30 m¡nulos a temperatura ambiente (20 - 24 "C).

Después de la ¡ncubáción de 30 minulos, retire la cubierta plást¡ca adhesiva y agregue 1OO uL del tapón de lavado a cada
pocillo. Mezcle golpeando ligeramente el ládo de la placa y asp¡re suavemente la placa.

PR U i SE usa u na fUE tza de aspi ci on exce st VA, e sto ha ft que las microesferas SE a d hie ra n a la membrana v p rod U ct ta
U n fa llo de Ia m U e slrE Apl rq ue a p resión m n tma cto necesaria lá éstrava para asprrar mu s.

'10. Agregue 250 pL de tapón de lavado en cada pocillo, asp¡rey r€pita tres veces más.

PRECA UC óN S¡ no se lava po t completo, SE p uede red U ct I ¡a pac¡dad d el con, uIad o de detecta I e c3d vt nculad o al compl eJo de
anticu e S antígenos v los resu Itad OS rod ucidos pu eden fa lsos S,

'll. Centrifugue el C3dCJ durante 30 segundos en una microcentrifugadora (=600-8OOx g). El C3dCJ está l¡sto para su usoy no
se necesita n¡nguna dilución. Agregue 50 UL de C3dCJ a cada pocillo. Almacene el C3dCJ restante a 4 'C duránte un máximo
de tres meses o almacéne¡o a <-65oC hasla la fecha de cáducidad.

12. Cubra la placá con láminas de alumin¡o o una cajá encima con el fin do protegerde la luz. Coloque en una plataforma giratoria
(escoja la opc¡ón de 200 rotaciones por m¡nuto) o ag¡te en vórl¡ce suavemente cada 5 - 1O minutos. lncube durante 30 minutos
a temperatura ambiente (20 - 24"C).

13. Después de la ¡ncubación de 30 miñutos, ret¡re la cub¡erla p¡ástica adhes¡va y agrégue 1OO pL del tapón de lavado a c¿da
pocillo. Mezcle golpeándo l¡geramente el lado de la placa y aspire suavemente la placa.

o 14

15

Agregue 250 pL de tapón de lavado en cada pocillo y aspire.

Utilice una punta de pipetá limpia, agregue 200 uL de tapón de lavado en cada pocillo y mezc¡e para volver a suspender las
microesferas.

Rec¿be los datos con el instrumento Luminex sigu¡endo las recomendac¡ones dél fábricante y utilica una plant¡lla de C3d de
Lum¡nex (consulte la documentación de LIFECODES LSA para conocer información específ¡ca del lote). Los retrasos
máyores a 3 horas a temperatura ámbiente pueden aumentar la posib¡l¡dad de obtener falsos positivos o falsos negativos.
Vue¡va a colocar las partes no usadas del tapón de lavado en el lugar de almacenam¡ento a uná tempe,a.lwa de2 - 8"C para
uso luturo.

16

RESULTADOS

Oetección del C3d: P€ra analizar los resultados de un lole de mueslras:
1. Cree una hoja de cálculo en Excel abriendo una copia del archivo de resultados en formato CSV con los lesultados del lote de

Luminex y "Guarde como" archivo de Excel. Se ut¡lizará este árchivo para los qilculos necesarios para analizar los resultados.
2. Copie, de la hoja de cálculo de registro específica para e¡ lole ¡ncluida en el kit LSA, el nombre de¡ antígeno que corresponde a

c¿da m¡croesfera.
3. Después, reste los valores la MFI del suero de control negativo (MFl del suero de control negat¡vo) de la MFI no procesada para

cada microesfera individual con el fin de calcular lá MFI ajustada al contexto.

o
(a) MFI ajustada al contexto = MFI de una muestra - MFI del suero de control negat¡vo

4. A continuac¡ón, divida la MFI ajusiada al contexto entre la MFI del controlcalculádá (CalcCON) de su lugar respectivo para
generar la proporción correg¡da para el contexto (BCR-Neg). El Ca¡cCON de cada lugar es el valor de la MFI no procesada de la
microesfera con el antígeno de menor categoría de ese lugar.

(b) BCR-Neg = MFI aiustada al contexto del antioeno
El menor valor de MFI no procésada del lugar

5. Pór úllimo, div¡da la MFI a.lustada el contexto del antigeno €ntre el valor conespond¡ente dé lá lvlFl del antigeno para el suero de
control negat¡vo LSA (NC) con el fin de generar la fueza relativa (fueza R).

(c) Fuerza R= MFI a¡ustada al contexto del antíqeno
El válor de la MFI no procesada del antígeno

Se considera positiva una microesfera s¡ dos o más de los valores ajustados están por enc¡ma de los valores Iím¡te. Co
de análisis del Producto de detección del C3d (265400) para conocer los lÍm¡tes predeterm¡nados pos¡tivos y negati
límites se pueden obtener sens¡bil¡dades mayores o menores.

CONTROL DE CALIDAD
El control de calidad de la detección del C3d está inmrpo¡.ado en el sistema de pruebas grac¡as á lá ¡nclusi
posit¡vo y del suero de mntrol positivo y negal¡vo (sumin¡strados en los k¡ts LSAI y LSA2). Estos controles

on ra de
cada

EDICA R.L

Ite el certificádo
Al ajustar estos
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ánál¡sis con el fin de ayudar a determinar s¡ han ocurr¡do errores técnicos o fallos del reaclivo. El suero de control
una serie de microesferas conjugadas LSA para generar un patrón similár al del gráfico de detección del C3d. El suero
reaccionará con solo unas poc€s microesferas cóniugadas LSA, e incluso podría no reacc¡onar.

VO

La m¡croesfera de control posit¡vo del C3d deberÍa generar valores de la MFI >10 000, con un anál¡s¡s en que se ul¡lice el suero de control
negat¡vo. Los valores de muestras menores que l0 000 pueden indicar que no se ha agregado suficiente cantidad de C3dCJ, que se ha
lavado defic¡entemente el mater¡al de anál¡sis o que la cálidad de C3dCJ se ha v¡sto afeclada.
El recuento de m¡croesferas debería ser de por lo menos 40 reacc¡ones.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
Pueden darse resullados erróneos por la contámináción bacteriana de los materiales de pruebas, períodos ¡nadecuados de ¡ncubáción, él
lavado inapropiado o la decantac¡ón de miqoesferas, la exposic¡ón de C3dCJ a luz dispersa o Ia om¡sión de Teactivos o pásos en los
análisis.

La presencia de complejos inmunes u otros agregados de ¡nmunoglobulina en la muestra de sueros puede producir un aum€nto de
vínculos no específicos y generar resullados erróneos de este anál¡s¡s.

Los valores de los enticu€rpos de los sueros son específims de periodos y muestras. S¡ muchas m¡croesferas producÉn valores de la lvlFl
mayores que 15 000, podría sér necesar¡o dilu¡r los sueros.

Debido a la naturaleza compleja de las pruebas de los HLA y a los diversos factores que podrían afeclar la cascada de complementos que
conduse E le fomación del C3d, los resultados se deben revisar e interpretar por parte de personas capaciladas. El uso de cualqu¡et
S¡¡ero de control v de valores limite diferentes a aquellos sum¡nistrados en e¡ c€rl¡ficado de análisis no ha sido validádo.I
Eta prueba no puede usarse como la únic€ base para las decisiones clínicas.
RESOLUCIÓN DE PROBLEMAS
(Consulte también el folleto ¡nformativo de los productos LSA clase I y clase ll de LIFECODES, LC1683CEES)

CARACTERíSICAS DEL RENDIMIENTO ESPECíFICAS
Cuando se ut¡l¡za el equipo de detecc¡ón del C3d de LIFECODES según el procedim¡ento descrito anteÍ¡ormente, los
presencia o ausencia del complemento v¡nculado alcomplejo de anlicuerpos y antígenos.

Itados revelan la

Se realizó un esludio utilizando '142 muestras que comparaba la detección de C3d de LIFECODES y la c¡totoxi depe del
complemenlo (CDC por sus siglas en inglés). Pará este juego de muestras, la sensibilidad de la detecc¡ón del de Ll eTa

HE R.L

PROBLEI\¡A CAUSA POSIBLE SOLUC¡ÓN

Bajo recuento de microesferas,
solo pars C3dPCB

No se agregaron sufc¡entes microesferas a la mezcla
de microesferas LSA

Vuelva a suspender completaméñte
generando un vórt¡ce brev6, ev¡te las
pipetas d€ <3 UL. Ut¡lice p¡petas
cálibradás.

Fallos del instrumento - no se calibra conectamenle Vea el manual de Luminex
Microesferas fotoblanquéadas Utilice un frasco nuevo de C3dPCB

Valofes de la MFI de control
positivo del C3d con suero
<10 000

SB agregó C3dCJ foloblanqueádo o insuficiente a la
reácción

Rep¡ta el aná¡isis.
Utilice un frasco nuevo dé C3dCJ

Lavado def¡cienle Repita el análisis y viqile los lávados.

Baja lVFl para el suero de control

üitivo

Se agregó la muestra incorrecla
Rep¡ta el análisis con la muestrá de
control correcla.

No sé ágregó suficiente C3dCJ a la reacc¡ón
Rep¡ta el anál¡s¡s con Ia cantidad
correda de C3dCJ.

No se agregó suf¡c¡enle C3dCS o no se agregó ningún
C3dCS a la reacción. Repita el análisis agregando C3dCS

Baja temperatura de aná¡¡sis

Confrme que el anál¡sis se real¡za a
2O"C-24"C.lntente realizário en el límite
superior de temperatura para lograr una
MFI mayor.

Patrón anómalo para los sueros de
conlrol posil¡vo

Se agregó la muestra incorrecta
Repita el anál¡sis con la muestra de
conlrol correcta.

Lavado def¡ciente Repit8 el análisis y viqile los lavados

MFI altá pará los suercs de control
negativo (>1500) Lavado deficiente

Repita el análisis y vigile los lavados
para garant¡zar que lás microesferas se
vuelven a suspender durante el lavado.
Disminuyá la potencia de aspiración
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mejor que la de la prueba de CDC para la detecc¡ón del compléménlo de vinculo del anticuerpo HLA €n muestras de
se desprende de los anál¡s¡s LSA de las clasés I y ll de LIFECOOES
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F'OLL E'I-O I NFORMAl'I VO DEL PRODUCTO
LIF EcoDES clase I LSA*: es un ensayo dibado de Lum¡nex@ para detectar anücuerpos lgc reacüvos al panel frente a moléculas HIA de olase l.

LlFEcoDES clase ll LSArU: es un ensayo cr¡bado de Luminex@ para detectar anticuerpos lqc reaclivos al pane¡ frente a motéculas HLA de clase ll.

Para dia stico in vitro

B. Advertencias y precáuc¡ones,..
C. lnstrucciones de conservación.
D. Purificac¡ón o tratamiento para su uso..............
E. Indicaciones de inestabilidad...

Equipos necesarios........
Recogida y preparac¡ón

1

2
2
2
2
)

3

3

ít'¡olce

3
plicación
procedimientó

de las muestras.

A. Materi€les sum¡nistrados.

A. ldentificación

Detinición de los símbolos.
Uso................,,

DEFINICI NDELOSS MBOLOS
(Etiquetas del producto y docurnentación suplementaria)
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Fabricante
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(Proteger de la
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Microesfera de
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más baia

clasificac¡ón

Equivalente
serológico

Umbralde MFI

Feoha
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USO
LIFECoDES Clase I y
anticuerpos lgG frente

Clase ll LSAÍM son jnmunoensa
a antigenos HLA.

yos basados en microésferas que se ulil¡zan para detectar cual¡tativamente

I1ESUMEN Y EXPLI cActÓN
Los antÍgenos leucocíl¡cos humanos (HLA
l)reséntación de péptidos al sistema inmunr

const¡tuven
tario.' 2 éin embargo, por tratarse de un sistema muy polimórfi

un sistema de gl¡coproteínas que desempeña un pa
co, las moléculas HLA pueden

pel func¡onal en la

ionveTtirse en el blan6o de respu€stás humorales {de anticuerpos) durante el embarazo. la lransfusión de hemoder¡vados o el rechazo atr'asplantes de órganos. por lo general, la eloinmun¡zac¡ón conduce a la producc¡ón de anticuerpos ant¡_HLA aproximadamenle en el 33%3de los ind¡viduos expuestos La
¡a superv¡venc¡á de los alotrasplantes.a

presencia o ausencia de estos án licuerpo s especÍficos anti-HLA es unó de los factores que deteminan

Las microesferas LIFECoDES clasé I LSA se han ideado pára delectar anticuerpos lgc frente a las gl¡coprote¡nas de HLA de clase l.LiFEcoDES clase I LSAru se compone de m¡croesferas Luminex especÍfcas conjugadás a glicopmtei-nas áe HLA de clase I purificadaspor afin¡dad.

l-as microesferas LIFEooDES clase ll LsArM se han ¡deado pará delecta[ anticuerpos lgc frente a las glicoproteínas de HLA de clase LtlFEcoDES clase l¡ LSArr' se compone de microesferas Luminex especificas conjugauás a glicoproteÍias de HLA de cl€§e ll
pu r¡t-ic€ da s por af in idad.

INCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO
Se deia incubar una alÍcuota de las m¡croesferas con un pequeño volumen de la muestra de suero problema. Seguidamente, se Iaván las
rnicroesferas sensibil izadas pará eliminar los ant¡cu erpos que no se hayan fiiado. Se añáde luego un anticuerpo anti-lgG humana

:it::; cón flcoeritriná. Tras olra ¡ncubación, se diluye la muestra problema y se analiza en el aparato Luminex. Se compárá la
de la señal em¡tida por cada microesfeta con la de la microesfera específica del locus de más baja cal¡ficación inclu¡da en la

preparación, para del€rm¡nar si aquella es posilivá o negativa en cuanto al aloanl¡cuerpo un¡do

REACTIVOs
A. ldent¡f¡cac¡ón

165100: LSAl LIFEcoDES clase I LsAn cons¡ste en cinco (5) componentes en cantidad suficiénte para llevar a cabo 24
e¡1Sa yos.

3
albúmina de suero bovino. Consérvelo a entre 2 y 8'C y equilíbreb a temperatura amb¡ente antes de su uso (20.24"C).

.1. 265101 LSAPC'I Control ooa¡tivo LSA de clase I (100 ¡.rL): Esta mezcla delsuero o de los sueros se obtiene de Ios

o individuos que se ha demostrado que están aloinmunizados a los antígenos de HLA y reacc¡onarán con la mayoría de las
m¡croesferas LSA de clase L Contiene azida sód¡ca al 0 ,1yo como conservante. Consérveloa 2-8'C.

5. 265102 LSANGl Control neqativo LSA de clase I (100 pL): Esta mezcla del suero o de los sueros se obtiene de los
indiv¡duos que se sabe que no üenen ningún añlicuerpo conlra antfgenos HLA y reaccjonarán coñ unas pocas, o n¡nguna, de las
microesferas LSA de clase L Coñtiene azida sód¡ca al 0,1o¿ como conservanle. Consérvelo a 2-8'C.

265200: ESA¿ LIFECODES Clase ll LSAru consiste en c¡nco (5) componentes en sufic¡ente cant¡dad para 24 Ensayos.

t. 265203 SA2 Mezcla de microesferas LSA de clase ll (960 !¡L): Mezcla de m¡croesferas, cada una coniugada con una

2

265103|L§ÁIE Mezcla de mi¿roesferas LSA de clase I (960 UL): Mezcta de microesferas, cada rlna conjugada con una
d¡ferente glicoprotelna de HLA de clase I más microesferas de controt. EItampón de almacenamiento es un tampón de fosfato que
contiene NaCl, Tween-2o, a¿ida sódica y protelnaE bovinas. SENSIBLE A LA LUZ. No exponga, de forma rutinar¡a, el producto a la Uz
durante más de tres horas, Consérvelo por debajo de S- 55'C en la oscuridad.
265002 ISACJ Con¡uqado concentrado LSA (12OpL): Reserva de ant¡cuérpos caprinos ant¡-lgG humana conjugados
con fimeritrina en un tampón fosfato de álmacenám¡ento que contiene NaC¡, Tween-zo y az¡da sódica. @ DEBE DtLUtRSE
1:10 en tampón de lavado ántes de su uso. SENSIBLE A tA LUZ. No erponga el produclo a la luz durante perlodos de tiempo
prolongado. Consérvelo a 2{"C en ¡a oscuridad.
628221 ILMWE Tamoón de lavado LIFECODES (30 mL): Tampón fosfato qué contiene NaCl, Tween-2o, az¡da sód¡ca y

diferente gl¡coprotet¡a de HLA de clase ll más microesferas de control. Eltampón de almacenamiento es uh tampón de fosfato que
contiene NaCl, Tween-20, azida sódica y protelnas bovinas. SENSIBLE A LA LUZ- No exponga, de forma rutinaria, el producto a la fu¿
durante más de tres horas. Consérvelo por debáio de s- 65"C En la oscuridad.

2. 2650f 0 ESAEISg¡!s!!9..@tItgg-tgs (120¡.rL): Reserva de anlicuerpos capinos anti-lgc humana coniugados con

f coeritrinlliuñ-lampón de fosfato de almacenamieñto que conliene NaCl, Tween-2o y az¡da sód¡ca, E¡ DEBE DILUIRSE 'l r10 en

tampón de lavado antes de su uso. SENSIBLE A LA LUZ- No exponga el producto a la luz duranle períodos de liempo prolongado.
Consérvelo a 2€ oC en la oscuridad.

3

4

624221 L¡IWB Tampón de lavado LIFECODES (30 mL): Tampón fosfato que contiene NaCl, Tween-20, az¡da sódioa y

albúmina de suero bovino. Consérvelo á entre 2 y 8'C y equillbrelo a temperatuIa ambiente antes de su uso (20-24'c)
t6520r LSAPC2 Control pos¡t¡vo LSA de clase ll (100 pL) Está mézcla de suero o de los sueros se obt¡ene d

individuos que se ha demoskado qúe están aloinrnunizádos a los antfgenos de HLA y reaccionarán con la mayoria
r¡icroesferas LSA de clase l. Contiene azida sódica al 0,1olo como conservante. Corsérvclo a 2-8"C.

5. 265202 EsAf{Ea Control neqat¡vó LsA de clase ll (1oo BL): Esta mezola del suero o de los sueros

ind¡viduos que se sabe que no üenen ningún ant¡cuerpo conta antígenos HLA y reaccionarán con unas una, de las
obtiene de los

,onln
microesferas LS,q de clase ll. Conüene azida sódica al 0,1o¿ como conseryanle a 2-8'C.

B
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Advertenc¡as y precauciones I i \Il. Pará diEgnóst¡co in v¡tro.
? En los añálisis real¡zaáos con métodos aprobados po¡'¡a Administ ac¡ón de Alimentos y Medicamentos de ,." e^,áooa . .un¡dos (u¡¡lfed sfa¿es Food and Drug Adminrstrardn¡ 1roe, poisus s¡gtasen ingtés), et materiat de orijl-n ¡rñáñi¡.iirr."¿o 

t

en la producción de este kit ha resultado negalivo para et viÉ, et HcV-y el HbsA! lantigeno ae supe;cie del virus de lahépalitis B). Aun así, ninguna prueba puedJgaraniizar plenaáente la ausencia de agenles infecc¡osos. por to tanto, cuandotrabajé con estos mátér¡alés, obsérve las prÉcauciones ,¡i*rs"t"".
3 Lá suslitución de tos compónentes por otros dist¡ntos de los incluidós en este sistemá puede conducirá resultados

erróneos.
4 ' Los reactivos contienen como conservantes azida sódi ca al0,1% que puede reacc¡onar con las conducciones de plomo y

cobrc, y formar azidas metál¡cas explosivas. cuando elimine ios máteÁales por el desagúe, ulilic€ grandes cantidades deagua.
5' La contam¡nación bacteriana de las muestras o la presenc¡a de inmunocomplejos u otros agregados de ¡nmunoglobulinaspuede incremenlar las uniones ¡nespecíficas y dar r€sultados eróneos.ó. Este producto detecta anticuerpos lgc que pueden ser o no linfocitotóx¡cos.7' No se pfevé que el pfoducto detecte ant¡cuerpos de ras ¡nmunogrobur¡nas de ras crases rgA o rgM.B Las decis¡ones clín¡cas que afeclan el Iratamiento de un pacienle no se basan ún¡camente en la determinación de lapresencia o ausencia de anticuelpos frente a HLA. Anles de un trasplante, se real¡za sistemáticamente una prueba de

h¡stocompatib¡lidad cruzads.
9 Estos productos se hán ideado pará ut¡l¡zarse con el aparalo Luminex sigu¡endo lás recomendaciones del fabricante.10. Elimine todo el material después de su uso de conform¡dad con lás normas locales.
I L Para más información, mnsulte lás licha(s) dé datos de segur¡dad (¡ilSDS).

lnstrucc¡ones de conservación
l. Consulte en las etiquetas del próducto las indjcaciones d€ conservación.
2. Las^microesferas y el conjugado concentrádo son SENSIBLES A LA LUZ. No exponga estos produclos a la luz durante más

de 3 horas.

Pur¡f¡cac¡ón o tratamiento necesar¡o para su uso
l. Vea "Recog¡da y prepareción de las muestras,,.
2. El conjugad o concentrado debe d¡lu¡rse .l 

: l O, 6n un tampón de lavado, antes de su uso.

lndicacione§ de inestabilidad
l. No utilice componentes ni controles que estén turbios o hayan sobrepasado la fecha de caducidád.
2. Elim¡ne todos los controles posit¡vos y negativos dilu¡dos que no haya utilizado, asi como él conjug8do después de su uso.

i-:QUIPOS NECESARIOS

a

c

o
D

Aparato Luminex y plalafo rma XY (Lifecodes, número de referenciá 888300, 8Bg3O2)

I?ÉCOGIDA Y PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS
La mueslra de sangre debe recogerse s¡n an
las posibilidades de obtener reacc¡ones posit

ntes y con una técn¡ca aséptica, y analizarse mientras esté fresc€, para mrnrmizar
gativas fafsas debido a un almacenamiento incorrecto o a la conlam¡nación de Ia

ticoagula
ivas o ne

muestra, Se debe guardar el suefo a una temperatura de entre los 2oC y los 8"C, duránté un periodo máximo de 48 horas. Si el suero va
a esiar almacenado durante más de 48 horas, debe congelárse a una lemperatura igual o ¡nlerior a -20 'C, por un periodo máximo de 2
años. Laborator¡os ¡nd¡viduales deben establecer y validar los métodos para almacenar seta durante más de dos años. Antes de
alrynar o transportar el suero, es preciso separarlo de los eritrocitos. No congele y descongele repetidamente las muestras de suero.

No'?Íilice sueros con mntaminación m¡crobiana, hemolizados, lipémicos o inact¡vados por calor, ya que pueden dar resultados
incongruentes.

Antes del ensayo, todas las mueslras deben agitarse 6n Vórtex y centr¡fugarse (30 segundos a 10.000 xg) para sedimentar la materia
particuladá existente.

PROCEDIMIENTO
A. Matefiales suministfados Néase REACTIVOS en la pág¡na 2 para oblener informac¡ón más específ¡ca)

, l\4¡cfoesierss LSA . Suero control negativo
. Conjugado concentrado . Hoja de registro
" Tampón de lavado . Hoja de formato de placa
. Suero control pos¡tivo

i*. Matefiales. reactivos v eouioos ¡ecesarios. Dero no sum¡nistrados (los de la lista o equivalentes)

Pipetas ajústables de 5 FL - 50 pL con las puntas adecuadas
Pipeta multicanal de 250 pL con las puntas correspondientes y
cubeta para tampón
Tubos de microceítrifugac¡ón de 1.5 mL para diluciones
conjugadas
Iubos dé ensayo para las mueetras delpaciente y 106 controles
Cronómetro
Rotulador
Placas de filtro MulüScreen de ¡rillipore (Cat. n" MSBVNl2l0,
MSBVN1250; Lifeoodes Cat. n" 888633 o 888315-50)

Pág¡na 3 de 6

Sistema de vacfo Muftiscreen (ftrill¡pore Cat # MAVM 0960R,
Qiasen Cat # 19504. Lifecodes Cat. n'8
Fluido del citómetro Luminex (Lifecodes

88315)
Cat. no

Kits de cal¡bración Lum¡nex (K¡t de ca
Kit de verificación de rendimiento Lumin
n" 628018 y 628019, respectivament€)
Agua destiladá
Plataform

adhesivas de stico (

e
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I \INSTRUCCIONES DE USO
PRECAUCIONESi

Se DEBE proceder c¡n cuidado pára no contaminar el tampón
humana). La contam¡nación accidental de estos reactivos ion
consecuentemente, el anál¡s¡s resultará erróneo.

*^9-"1^".1-t-tt:!"t "t" cuidádo para conlrolar la intensidad del vacío. una fuerte presión de vacío puede causar que tasmrcroesteras se unan a las membranas y el r€cuento de las micro€sferas sea erróneo.
se debe proceder con cuidado cuando se v¡ertÉ mediante la pipeta denlro de la placa del filtro para que las micToesferas no se
::ifl?I"?]'"t^T:1::1"^:::]:r"Ii1TS. Las microesreras áJo"n [if"t"""" cuidadosamente dentro der pocrro para que ta puntauc rc PTPELa rro roce la memDrana. lil la punta entra en contacto con la membrana. puede perforarla y el análisis resultaiá erróneo.
:": ::::,il"T,rj^li::1*i119;1. ara-oue en tas fases de ineubación tas m¡croesferai no saipiquen y J*-rdhlrun 

" 
rás paredes deru§ Pocrr¡os' Al Teallzar el analls,s por pr¡meE vez, análice algunos conlroles posil¡vos, negat¡vos o'de ambos tipos para determinarIa veloc¡dad óptima de la plataforma rotatoria o el agitador virtex. se ha comprobado que una velocidad de aproximadamente 200rotaciones por minuto mn un tamaño de órbita de 1-9mm es eficaz en algunos aparatos.

La presenc¡a de nivele§ signif¡cativos de anticuerpo no tlgaao una vezlirm¡nado el lavado, debido a un exceso de suero o a unlavado insul¡cienle, puede reducir la capacidad del análi;s para deteáar la lgG unida a las microesferas sánsibilizadas y dar Iugara resultados enóneos.
En cada análisis deben inclu¡rse sueros control positivo y négalivo que permiten determ¡nar si se ha produc¡do un error técnico o unfallo de los react¡vos
El ensayo se valida con lOgL de suero (protocolo 1) y 2OFL de suero (protocoto 2).

Retire la mezcla de microesferas LsA del congel€dor y almacénela en la oscuridad, a temperatura ambiente, hásta que sedescongele Luego, colóquela sobre hielo y pólejala áe Ia tuz. NoiÁ: La mezcta ae micioesreás fr"á".ong"t"o. ydescongelarse hasta por 6 veces sin que afecie su rend¡miento, según se indica en er uso právisto,
¡/4ientras mantiene los demás componentes a 2-8'c en la oscuridad hasla que los necesile, deje que el tampón de lavado seequilibre con la lemperalura ambiente (entre 20 y 24"c) antes de usarlo. Dürante esre tiempo tititiie ta loja de formato de placa
para asignar una posición en la placa a csda uno de los sueros y controles que va a analizár. Los suerostontrol sum¡nistrados
con el k¡t se util¡zan para mostrar un alosuero posit¡vo con amp¡¡; reactividad y un suero negalivo.
Cubra los pocillos no ás¡gnados de la placa de filtro con una cubierta de plástico ádhesivo. Humedezcá previamente los pocillos
que va a utilizar con 100-300 pL de água destilada. Entre 2 y 5 minutos después, retiré él agua aspiranjo suavemente ta placa
con el s¡stemá de vacio. (Para utilizario correctamente, coniulte las recomendaciones del fa-oricante.¡
Prepare brevemente (30 segundos) las microesferás LSA cÉntr¡fugando el viat a 600 - 8oo xg para desprender del tapón o de lasparedes del v¡al todas las microesferas o reslos de líqu¡do. Ag¡te bien en vórtex (-1 minuto¡ páü resusfender de forma
homogánea las microesferas.

de los poc¡llos ás¡gnados. Mientras distribuye las microesfaras, agite en vórlex
para mantenerlas en suspensión, y luego añada 10 pL del suero de¡ pac¡ente y
uero del paciente y del suero de control (Protocolo 2) y mezcle.

de lavado ni el reactivo del conjugado concentTado (ánti-lgG
suero humano neulralizará los anticuerpos anti-lgG humana y

o
2

1

5. Añada 40 pL de microssfeTas LSA a cada uno
cada 2 minutos el vial de Iás microesferas LSA
del suero de control (Protocolo 1) o 20 pL del s

PRECAUCIÓN : Es importante menlener las m¡croesferas resuspendidas pa
n los pocillos y t¡empos reducidos de recuento. Si las microesferas

Cubra la-placa con la cubiertá de plástico adhesivo y protéja¡a de la luz con papel de aluminio o en una caja. lncube la placa
durante 30 minutos a temperatura amb¡enle (20-24"C) en la oscuridad y sobre una plataforma rotatoria. Vuelva a almaóenar, en
la oscu¡"¡dad y a 2-8'C, los sueros control y las microesferas que no haya ut¡lizado, para usos futuros. Vuelva a almacenár, en la
oscuridad y a s- 65"c, las porciones que no haya util¡zado de la mezcla de microesferas LSA, para usos tuturos.
D¡luya el conjugado con tampón de lavado (5 !L de conjugado €n 45 pL de tampón de lavado por muastra). para compensar las
pérdidas por p¡peteo, es acons€jable preparar un (1) volumen extra de conjugado diluido. cúb;alo con papel de aluminio o
consérvelo en la oscuridad, a temperátura ambiente, hasla que lo utilice. Vuelva a almacenar, en la oscuridad y a 2-8"C, el
conjugado concentrado que no haya ut¡l¡zado, para usos futuros.
Tras Ios 30 minutos de incubación, retire la cubierta de plást¡co adhesivo y áñáda 1OO pL de tampón de lavado a cada poc¡llo.
Ivlezclar para volver a suspender las perlas y succ¡onar ligeramente la placa.

rnicroesferas e
ra asegurar que se distribuyan suflcientes
no se agitan intermitentemenle en vórtex, se

depositarán en el fondo del tubo. Esto causará que se dispense una c€ntidad d iferenc¡al de microesferas en los pocillos, lo cual puede
afectar n alivamente a los t de ens el análisis de los resultados.

o
7

tt

PRECAUCIÓN:
análisis de la m

Si la intensídad de vacío es excesiva, las m¡croesferas so adherirán a la membrana y puede cáusar que el
uest[a fracase. Aplique la presión de vacío mín¡ma necésaia ara as irar ¡as muestras

9. Añad¡r 250 pL de Buffer de lavado a cada pozo, mezc¡ar para volver a suspender las p6rlas, succionar y repetir dos veces más él
procedim¡ento para realizar un tolal de tres lavados.

PRECAUCIóN tJn lavado incompleto puede réducir la capecidad del conjugado de deteclar lgG unidá a m¡croesferas
sensibilizadas y conducir falsos negativos

10. Añada 50 pL de conjugado diluido a cada uno de los pocillos. Protéja la placa de la luz con papel de alum¡n¡o o en una caja
Colóquela en una plataforma rolatoria (a 200 rolaciones por minuto) o agitela suavemente en vórtex cada 5-10 min
duranle 30 minutos a temperatura ambienre (20-24.C).

1 1. Con una punta de p¡peta l¡mpia, áñada de 130 a 150 UL d€ tampón d6 lavado en cada pocillo y mezcle para
microesferas.

'i2. Recolecte los datos con el aparato Luminex siguiendó las recomendaciones del fabricanle. Un relraso de
aumentar Ias probabilidádes de obtener reacciones falsamente pos¡tivas o vas. Vuelv
tampón de lavado que no haya util¡zado, para usos futuros.

o^z o"- L
ó

de 3 horas puede
almacenar a 2-8'C el

H

nder las
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RESULTADOS (§t \
iñtróduzcá los valores de lntensidad Mediana de Fluores cencia (MFl, por sus siglas En inglés) cruda para cada mhoja de registro específ¡ca del lote. pará determinár si una m¡croesfera es positiva, primero determine si el valor de ¡,¡lFlm¡croesfera con antígeno unido es super¡or
valor de i.rF¡ de una determinada microesfe

¡stro especifica del lole que se sum¡nistra con el kil. Si el

clas¡ficación (LRA,por sus siglas en inglés)
(|MFI/LRA). El LRA de cada Iocus es ei vato

umbral, divida su l\,lFl por et del antígeno de más baja
del locus correspondiente, pafa o btener el cociente I\/tFUAntigeno de más baja clas¡f¡cación
r de [¡Fl de la m¡croesfera con antígeno de más baja clas¡flcación para ese locus

EJemplo [¡Fl de una micróesfera individual
N4Fl del LRA para ellocus',1,,

MFI/LRA para el anlÍgeno "x" del locus ,,1,,

gEl4e+ry,mtcroe+É¡giy4!3l = MF|/LRA pará et antígeno ,,y, det tocus .2,,
MFI del LRA para el locus -2,,

{tLgsJ!.e-mrqqÉ§&t3.]ldlydgel = MF|/LRA para et antÍgeno 2,, del tocus ,,3',

MFI del LRA para ellocus,3"

cor'sulte en la hoja de r€gistro específ¡ca del lote que se sum¡n¡stra con el kit, la l¡sta de antígenos presentes en cada m¡croesfera, y 6l valorde corte para determ¡nar el rssultado positivo/negaiivo para cada m¡croesfera con antlgeno unido. se considerá que una microesfera conanligeno unido es posit,va cuando el valor de MFI ss superior al umbral de MFI y el coáiente MFI/LRA es superior al valor de corte.

EONTROL DE CALIDAD

al umbfál indicado en la hoja dé reg
ra con antigeno unido es superior al

,:I lirnlto

;,:t}:
I de calidad de LSA de c¡ase I y clase llse desarrollá dentro del sislema de pruebás, incluyendo un suero control pos¡tivo y
Eslos sueros control deben ¡ncluirse con cada prueba que se realice para áyudar a deteminár s¡ han ocurrido errores técnicos oreactivos. Los sueros del control pos¡t¡vo reaccionaráñ con un número elevado de m¡croesferas conjugadas con HLA dando lugar a

!n patrón similar al ¡ndicado en la hoja de registro específica del lote. Los suero s de control negat¡vo reaccionarán con pocas o ninguna
de las microesferas conjugádas con HLA dando lugar a valores de MFI cruda < '1000

l-os juegos de micro€sferás incluyen m¡croesf€ras de conlrol párE ver¡f¡car los resultádos de cada mueslra. La microesfera de control
positivo está rccubierta con lgc humana y debería ¡ndicar una MFI > 1o.ooo con los sueros conlrol. s¡ se obtienen va¡ores de MFI inferiores
a 10.000 con los sueros control, es probable que el lavado del ensayo haya sido ¡ñsuficiente o que el conjugado no esté en buenas
cond¡ciones. Las muestrás de pacientes mueslrán un amplio rango de react¡v¡dad con la microesfera de óoñlrol pos¡tivo, pero siempre
deberian generar uná seña¡ de l\¡Fl >'10.000. La microesfera de iontrol negativo debería gen6rar valores bájos de ¡,,lF1 con los sueios de
con¿rol consulte en la hoja de régistro específica del lote los limites obseNados para lashicroesfer¿s de control con los suetos de control.

El ¿nsayo se debe llevar a cabo según las recomendac¡ones del envase, así como según otros procedimientos de control de
üalidad que cumplen las especificaciones locales, estateles, federales y/o de las agenáias certificadoras.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
Pueden obtenerse resultados erróneos por conlaminac¡ón
insuficienle de las microesferas, exposición del conjugado

bacteriána de los materiales, incubaciones demasiado cortás, lavado o decantado
a luz parásita u om¡s¡ón de reactivos o etapas de la prueba.

La presencia de inmunocomplejos u otros agregados de inmunoglob¡na en la muestra del paciente pu¿de incrementar las unionesjriücíficas y produc¡r resultados enóneos en esle ensayo.

Los anticuerpos detectados por los kits LSA son aquellos reactivos dentro de la poblac¡ón de antígenos d¡spon¡bles detallados en lá hoja de
reg¡stro.

Lás gl¡óóproteínas de un solo antigeno HLA, de clase !y ll, de LIFECODES se obtuv¡eron de líneas de células que indicaban antígenos
individuales HLA.

Algunos lgG con baja avidez o tílulo bájo, lgA, lgM y anticuerpos monoespecíficos contra antígenos no incluidós en él panel, no se
detectarán con ensayos de un solo antígeno de LIFECODES.

Llrs titulós de ant¡cuerpos del suero están específicamente relacionados al paciente y a momentos determinados. S¡ muchas microesferas
esián produc¡endo valores de IMFI mayores de 15.000, puede ser necesario diluir los sueros pára deteclar mejor los ant¡cuerpos I

Debido I la complejidad del anál¡sis de HLA, la interpretación de los dalos deberia ser revisada por personal cualificado
determinación de la 6specilc¡dad de los anticuerpos con los kits LSA deben tenerse en cuenta los resullados de todas m¡croesferas,
incluyendo aquellas iguales o similares al valor de corte. Puede ser útil el conoc¡miento del paciente y la comprensió e los gr"upos con
read¡v¡dad cruzada para asignar Ia espec¡flc¡dad a un suero determ¡nado

MOM T.E.L
GUSTAVO ETNOSO
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RESOLUCI ON DE PR OBLEMAS

PROBLEI\¡A

Escaso número de microesferas

Se sobrepasa el umbral p€¡-a la
mic.oesfera de control negat¡vo
hrc con los sueros de conlrol

¡Jo se alcanza el umbral para lá
m,croesfera de control pos¡t¡vo
PC con Ios sueros de control

elo anómálo paTa el suero
osit¡vo

Asignación positiva para los
sueros de conlrol negativo (> 2
microesferas conjugadas con HLA)
o rvlFt >10.000

Placá de filtro obstruida

ÜARACTERÍSTICAS ESPECíTICIS OC RENDIMIENTO

POSIBLE CAUSA soLUctóN
La mezclá de m¡cro esferas no eslá correctamente
S dida

Agitela en vónex por pulsos para
nderla

uilibradoFallo del a arato - lvlal Consulte el manual del rato
Fal¡o del a de mueslrarato - Blo ueo del Cónsulte el manual del ráto
Microesferas folo ueadas Ut¡lice un nuevo kit

Presión de vacío demas¡ado elevada/m¡croesferas
adheridas a Iá membrana

la intensidad del vacio, para
las placas de fi¡tro Multiscreen de
Mill¡pore se recomienda un vacío de

Reduzca

271- 406 mb -305 mm
Lavado deñciente controle los lavados
Ad¡ción de muestra inc¿rrecta Repitá con la mueslra control correcta
Con en mal estado fotobla ueoe Utilice un nuevo k¡t
Lavado deficiénte controle los lavados
Ad tct no mde U e incostra necta ta con la muestta controfco rrecta

ado en mal estadó fotoblan ueo Ut¡lice un nuevo k¡t
No se alcanzá el umbral para la

con la mueslra del enle
m¡croesfera de control positivo

Lavado deficiente Repita y controle los lavados
Mueslra ¡ncorrectá Re ¡ta con la muestra conlrol correcta
Lavado deficiente ta los lavados iselossu
Adición de muestra incorrecta con la muestra control corfectaRe

Repita y controle los lavados para
asegurar que las m¡croesferas se
resu en correctamente

Lavado deficiente

Reduzca la intens¡dad del vacío
de la me¿cla da microesféras, el tampón

de lavado, los sueros de conlrol negativo o e¡
o concentrado con muestra

Contaminación

itiva
Utilice un nuevo kit

Mater¡a part¡culáda en la muestra
Centrifugue la muestÉ durante
aproximadamente 5 minutos a 8.000 -
12.OOO

üuando se uliliza el k¡t LIFECODES LSA s¡go¡endo el prooedim¡ento
ensayo clínicó se usaron los valores de corte estándar de LA

déscrito, el resultado revela la presenc¡a o la ausencia de ant¡cuerpos lgc HLA. para el
Bscreen, de modo que se consideraron posil¡vas las puntuaciones > 4.

LSA Clase I

El kit LIFECODES LSA clase I mostró una copositividad dal 93,7 % (93,4 %) para 151 mueslras con antígenos co¡ncidentes cuando se

^compararon 
con los resultados oblenidos por el método LABscreen Singls Ant¡gen HLA Cless t- Combi, óat. n' LS1AO4 (lim¡te ¡nferior

Gl intervalo de conf¡anza del 95 yo unileterell

LSA Clase ll
El kit LIFECoDES LSA Clase ll mostró una copos¡tividad del 90,5 % (89,9 %) para 150 muetras con antigenos coincidentes cuando se
compararon con los resultados obten¡dos porel método LABSgeen Single Antigen HIA class ll- croup 1;Cat, no LS2AOI(límite inferior
del intervalo de confianza del 95 % un¡lateral).

REFERENCIAS
KIe¡n, J, Sato, A. Ihe HLA System. N. Engt. J. Med. 2000; 343:702
and 343:782.
Parham, P. The lmmune System. Garland Publishing, N.Y. and
Loodon.2000; 55.

3. Rodey, GE. HLA Beyond Tears (Z'" e¿¡t¡onj. Zooo; roe
4. McKenna, RM;Takemoto, SK;Terasaki, Pl. Ant¡-HLA Antibod¡es

after Solid Organ Transplantat¡on. Transplantaüon 2000; 69:319.

REPRESENTANTE AUTORIZADO
llepresentanté autor¡zado: lmmucor lúedizinische Diagnostik GmbH, Robert-BosclFstraRe 32 $63303 Dreieich, A an ta

Teléfono: +49 (0) 6103 80560, Fax +49 (0) 6103 8056'f99

Serv¡c¡o técn¡co para Europa: +3213 385 47 91
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ECIR-d

EI kit de detección del C3d LIFECOD es un equipo de análisis cualitativo para deteclar el complemento vinculado al complejo de
anticuerpos y ant¡génos del suero humano

RESUMEN Y EXPLICACIÓN
Este producto se ha diseñado para detectar €l complem€nto C3d vinculado al complejo de anticu€rpos y anligenos.
Este producto conl¡ene ei ant¡euerpo contra el C3d humáno con ugado con PE, microesferas de control pos¡livo y un
sueros humanos y un tampón de lavado.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO
Llna parte alicuota de los antígenos HLA vinculados E las microesferas se deja incubar con un pequeño volumen
prueba. Después de esta incubación ¡n¡cial, se agrega un reactivo de suero negalivo como fuente de comple para
aciicional. Las microesferas sens¡bil¡zadas se lavan posteriormenta para qu¡tar el anticuerpo no vinculado. Se
ant¡cuerpo contra el C3d humano conjugado con ficoeritrina. Después de otra incubación, se lava la muestra

to con

de suero de
incubación

pues un
diluye y se

r:IJSTA\,/O A, R o
nte

a

R,L
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analiza con el ¡nstrumenlo Luminex. La ¡ntensided de la señal dé cada m¡croesfera de la mueslra de prueba se comde la señal de ¡os suéros de control negativo con el f¡n de detérminar si la muestra se cons¡dera positiva o negativaal complejo de ánticuerpos y antígenos

REACTIV SUMINISTRAD SA. ldent¡ficac¡ón y cond¡c¡ones de almacenamiento
Número del producto de detección del C3d: 265400

Coniuoado del C3d (número de p¡eza; 265410; 120O pL). Aniicuerpo contra el C3d humano conjugado con PEen un tapón de almacenamie nto de base fosfalada, lislo para ul¡lizarse, que cont¡ene Nacl, Tween-20 y az¡da de sodjoSENSIBLE A LA LUZ, MAnteng o de la ¡uz directa durante períodos prolongados. Almacene a 2 - I .C en laa alejad
<.65'Coscuridad hasta 3 mesés o a hasta la fecha de caduc¡dad, Se puede volver a congelar hasta 6 veces a <-65oC 

después de la descongelá ción inic¡al

2 C3dCS

C3dPCB M¡croesfera de control pos¡t¡vo del C3d (núméro de pieza 265405,24 pL). El tapón de almacenamientó es

há realiza
¡niciá1.

§uero dg cqmolemento (número de pieza:26s415;2 ftascos de 360 !L). suero de donante varón al que no se
do tránsfusiÓn. Almacene a <-65 "C. Se puede volver a congelar hasia 4 veces después de la desco;gelación

3

o
de base fosfalada y contiene NaCl, Tween-20, azida de sodio y proteinas bovinas. SENSIBLE A LA LUZ. Almacené as-65'C Se puede volver a congelar hasta 6 veces después de la descongelación inicial

4 TapqF de.lavado (número de pie¿a: 628221,30 mL). Tampón fosfato que contiene Nacl, Tw€en_20, az¡da
seroalbúmina bov¡na. consérvelo a 2-8'c y equilibrelo con la temperatura ambiente (20 a 24oc) antes desódica y

usarlo.

B. Advertencias o precaucíones

Para utilizarse on d¡agnóstico l, y/tro
El material de origen humano usado paÍa produc¡r este kit se ha sometido a pruebas y los résultados son negativos pará
anticuerpos del VlH, VHc y HBsAg según los mélodos aprobados por la Direccjón deAlim€ntos y Medicamentos (Fóe
por sus siglas en inglés). Sin embargo, ningún método de análisis puede ofrecer la certeza absoluta de que no hay
agentes infecciosos. Por tanto, siga las «precauciones universaies» cuándo lrabaje con estos materiaies.
Los react¡vos contienen un 0,1 o/a de azide de sod¡o como agéñte sonservanle, q ue pued6 reaccionar co n los elemenlos
de fontanería de plomo y cobre para formar azidás metálicas explos¡vas. Ut¡lice grándes cant¡dades de agua cuando
deseche matedales por un fregadero.
La contaminación bacteriana de las muestras o la exislencia de complejos inmunes u otros agregados de
inmunoglobulina pueden causar un aumento de fos vinculos no específicos y generar resultados erróneos.
Después de ul¡lizarlos, deseche todos los materiales según las notmátivas locales.
Cóñsulte las fichas de datos de seguridad de los materiáles para obtener ¡nformación adicional.
En los sueros de complemento almácenados a 2 - I "C durante períodos largos se ha observádo que la activ¡dad del
complemento se reduce.
Las microesferas y el conjugado son SENSIBLES A LA LUZ. La exposición a la luz que exijan las act¡v¡dades rut¡nárias
se l¡m¡tará a un máximo de tres horas.

(;. Purificación o tratamiénto necesario para el uso

l. Véase "Recogidá y preparación d€ mueslras".
2. Todos los componentes eslán listos para su uso y no se requiere n¡nguna d¡lución

lndicaciones de inestab¡lidad

l. No ut¡lice componentes nicontroles que estén túrbidos o cuya fecha de csdusidad haya vencido

1

2

o

4

5
6

7

8

EACTIVOS Y E IN TRAD

K¡ts LIFECODES LSA clase I (número de pieza: 265100, LSA'I) o LIFECODES LSA clase ll (número de p¡ 265200, LSA2)

Equipo necesario para realizar los anál¡s¡s LIFECODES LSA clase I o clase ll de (véase elfolleto info
LC1683CEES).

vo co pondienle,
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RECOGIDA DE MUESTRAS Y PREPARACIÓN DEL SUERO
Se debe recoger sangre sin-nticoagulante, utilizando una técnic€ aséptica, y se debe someter a las pruebas m ientras esté reciente o sed€be almacenar aprop¡ada mente con el f¡n de reducir al máximo lá pos¡b¡lidad de reacciones de falsos positivos o de falsos negativosdÉb¡das a un almacensmi6nto inadecuado o a la mnlaminación de la muestra EI suero debe álm€cenaTSe a 2 - 8 "C hasta un máximo de48 horas. S¡ el suero ha de almacenarse duranle más de 4g horas, debe cóngelarse a -20 "C o menos, o á -80 "C si se ha de conservarhasta 2 años. Los laborator¡os individuales deben estáblecer y val¡dar mélodos para almacenar sueros durante más de 2 años. El suerodebe separarse de los glóbulos rojas cuando se almacena o transporta. Evite congelat y descongelar de manera repet¡da lás muestras desLiero

//

PRECAUCI No utilice sueros contaminaá os m¡crobiológ¡camente, hemolizad os o lipémicos, ya que estos pueden producir resultadosincoherentes

Antes de los análisis, se deben agitar brevemente en vó íce y centn'fugár todas ¡ás muéslras (30 segundos a .io 000x9) pará sed¡mentarcua¡quier mater¡al padiculado que pueda estar presente.

INSTRUCCIONES DE USO
RECAUCIONES:

o

o

1

2

Se DEBE.tener cu¡dado para evilar la contaminación del tapón de lavado y del reactivo conlra el C3d humano. La contaminación
accidental de esros reactivos con suero humano puede pmducir posteriormenre un error en ra prueba.
una muestra de sueros de control positivo y negetivo se debe iñcluir con cada pruebá con el fin de ayudar 6 delerminar si hanocurrido errores técnicos o fallos del reactivo.
El suero de complemento es un reactivo de su€ro negativo necesar¡o pára el anális¡s de detección del c3d como fuente estándar
de complemento.
Además, siga las precauciones genemles descr¡tas en el folleto informativo del producto LIFEcoDES LSA (Lc1683cEES).

Enc¡enda el instrumento Luminex con el fin de perm¡tir un calentamienlo de 30 minutos.

Relire la mezcla de microesferas LSA, la microesfera de control pos¡tivo del C3d (C3dpCB), el suero de complemento del C3d
(c3dcS) y el coniugado del c3d (c3dcJ) del congelador de -65 oc y almacene en la oscuÁdad a temperatura ambiente hasta
que se descongelen. Después de desmngelar, coloque ¡nmediatamente en hielo y proleja de la luz.

Perm¡la que el tapón de lavado alcance la temperaturá ambiente (20 a 24'C) antes de ul¡lizarse. En este período, utit¡ce la hoja
de formáto de la placa (LC979) para as¡gnar una posición en placa para cada suero y para los controles que se analizarán.
Los sueros de control negativo (sum¡n¡strados en los k¡ts LSAI y LSAz) se usán como control nejativo.
cubra los.pocillos no as¡gnados de Ia placa de filtros con una cub¡erta plástica adhesiva. Humedezca prev¡amente los pocillos
que se utilizaÉn con 100-300 pL de agua destilada. Después de 2-5 minutos, qu¡te el agua mediante una aspiración delicadE
Llt¡lizando un coleclor de vacío. (Véanse las recomendac¡ones del fabricante para conocer el uso ádecuado.)

Prepare las m¡croesferas LSA centrifugsndo el fresco brevemente (30 segundos) a !600 - 8OO x g con el fln de retirar
cualqu¡er microesfera o líquidó de la tapa o paredes del frasco. Agite en vó¡"t¡ce porcompleto (=1 minuto) con el fin de
suspender nuevamente las microesferas de foma un¡forme. En otro frasco combine 1 pumuestra de C3dPCB con e, volumen
apropiado de microesferas LSA (40 pumuestra). Agite €n vórtice por completo (-.1 minuto) con el fin de suspender
nuevámente las microesferas de forma uniforme

Agregue 40 pL de la mezcla de microesferas LSA con C3dPCB a c€da pocillo asignado, Agite en vórtice el frasco de
microesferas LSA cada 2 minutos para mantener las m¡croesferas en suspensión a la vez que eslas se distribuyen.
Centrifugue el suero (30 segundos a .10,000 x S) y agregue 1O UL de suero o suero de control y mezcle.

4

5

6

PRECAUCIÓ N: Es ¡mportante mÉntener ¡ás microesferas nuevamente suspend¡das para garant¡zar que se distr¡buyen suficientes
microesfelas en los pocillos y lograr unos períodos redusidos de recuento de m¡croesferas. Si no se agitan en vórljce las microesferas
de manera intermitente, esto hará que Iás microesferas se asienten en la parte ¡nferior deltubo. De esta manera, se dispensarían las
m¡croesferas en cantidades diferenc¡ales en pocillos, lo que podria afecter de manera adversa a los t¡empos de ejecución y al análisis
de los resultados.

7. Cubra la placa con una cub¡erta plást¡c€ adhesiva y a conlinuación coloque ¡áminas de aluminio o una c8ja enqma con
de Proteger de la luz lncube dufante 30 minutos a temperaiura ambiente (20-24 "C) en lá oscuridad en una pla
giratoria (200 rotac¡ones por minuto). Vuelva a colocár lás parles no usadas dB los sueros de control en el lug ar
almacenamiento a una temperatuta de 2 - 8"C para uso futuro. Vuelva a colocar las partes no usadas de la ade
microesferas LSA y C3dPCB en el lugar de a¡macenamiento a una temperatura de s$s oC en la oscur¡dad ara uso futuro

8. Después de la incubación de 30 minutos, retire la cubieñá plástica adhesiva y agregue 30 uL de C3dCS cad a llo
incluyendo el de control negativo. Vuelva a colocar el G3dCS en el lugar de almacenamiento a 5-65. in atamente

loque en unadespués del uso. Cubra la placa con láminas de alumin¡o o una caja encima con el fln de proteger

L
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plátaforma g¡ratoria (escojá la opc¡ón de 2oo rolac¡ones por minuto) o ag¡te en vórtice suavemente cada 5-.10 mínutos. lncubedurant€ 30 minulos a temperatura ámbiente (20 - 24 .Cj.

Después de la ¡ncubación de 30 minutos, retire la cubieña plást¡cá adhasiva y agregue 1oo pL del tapón de lavado a cadapocillo. Me¿cle gotpeando tigerameñte et tado de la ptaca f aspiü 
"ürámente 

ta pt"...
P ECAU c IóN SC U u na fu e d aS p on excest esto h la que m tcroesferaS se adhieran la mbrana prod uctralall

a t't-te vrl ¡'l o de a mu stra Apl q u e l a si o dpre n m n ma vact o nece sa ria para a Sp lra I a S muestras

10 Agregue 250 pL de tapón de lavado en cada pocillo, asp¡re y repita tres veces más.

R ECAUC óN S no se lava po I comp leto, SE p uede red u ct f pac¡dad de conjU s ado de d etecta el c d I ad al mplr lncu o co elo de
a nt cue rpo v n t I en v los resu Itados p rod uci dos pu eden §er falsos S.

'11 Centrifugue el C3dCJ durante 30 segundos en una m¡crocentrifugadorá ("600 - 8OO x g). El C3dCJ está l¡slo para su uso y no
se necesila ninguna diluc¡ón. Agregue 50 uL de C3dCJ a cada pácillo. Almacene elc3¿CJ restanle a 4 .C durante un máximo
oe tres meses o atmacénelo a g-65oc hasta la fecha de caducidad.

cubra lá placa con láminas de alumin¡o o una caia encima con ellin d€ proteger de la luz. coloque en una plataforma g¡ratoria
(escoia la opción de 200 rotaciones por minuto) ó ag¡te en vórtice suavemente ceda s - 10 m¡nulos- lncube durante 30 m¡nulos
a temperalura ambiente (20 - 24"C).

Después de la incubación de 30 minutos, r€tire la cubierta plást¡ca adhesiva y agregue 100 pL del tapón de lavado a cáda
pocillo, Mezcle golpeando l¡geramente e¡ lado de la placa y aspire suavemenie lá placa.

Agregue 250 !L de tapón de lavado en cada poc¡lto y asp¡re.

Util¡ce una punta de pipéla limp¡a, agregue 2OO pL de tapón de lavado en cáda poc¡llo y mezcle para volver a suspender ¡as
microesferas.

12

13

o 14

15

'16. Rec€be los datos co|l el instrumento Luminex siguiendo las recomendaciones del fabricante y util¡ce una plant¡lla de c3d de
Luminex (consulte la documentación de LlFEcoDEs LsA para conocer ¡nformación específica aet tote¡. Los Tetrasos
mayores á 3 hora§ a t€mperátura ambiente puédÉn aumsntar fa posibilidad de obtener ialsos posilivos o falsos negativos.
Vuelva a colócar las partes no usadas del tapón de lavado en el lugar de almacenam¡ento a una temperátura de 2 - B.C para
uso futuro.

RESULTADOS

Dclelq!ólllel C3d: Para analizar los resultados de un lote de muestras:
1 cree una hoja de cálculo en Excel abriendo uná copia del archivo de resultádos en formato cSV con los resultádos del lote de

Luminex y "Guarde como" archivo de Excel. Se util¡zará este arch¡vo para los cálculos necesar¡os para anal¡zar los resultados.
2. Copie, de la ho.já de cálculo de registro especifica para el lote incluida en el k¡t LSA, el nombre del antígeno que corrcspondé a

cada microesfera.
3 Después, reste los valores la l\lFl del suero de control negativo (MFl del suero de control negat¡vó) de la MFI no procesada para

cada microesfera ind¡v¡dualcon elf¡n de calculár la ¡ilFl ajuslada al contexto.

(a) MFI ajustada ál contexto = MFI de una muesfra - MFI delsuero de control negat¡vo

l* ¡ continuación, divida la ¡/Fl ájustada al contexto eñtre la MFI del control catculada (CalcCON) de su lugar respectivo para
generar la proporción corregida párá el contexto (BCR-Neg). El CalcCON de cada lugar es el valor de la MFI no procesada de la
microesfera con el antigeno de menor categoría de ese lugar.

(b) BCR-Nes = MFI aiustada al contexto del anliqeno
El menor valor de MFI no procasada dol lugar

Por últ¡mo, d¡v¡da lá fvlFl ajustada al contexto del ánligeno enlre el valor conespond¡ente de la l\¡Fl del antigeno para el suero de
control negá{¡vo LSA (NC) con el f¡n de generar la fuer¿a relativa (fuer¿a R).

{c} Fuer¿a R= MFI aiustada al contexto del antioeno
El valor de la MFI no procesada del antfgeno

Se considera positiva uná micro€sfera s¡ dos o más de los valores ajustados están por encima d6 los valores límit6
de análisis del producto de detecc¡ón del C3d (265400) para conocer ¡os límites predeterminados positivos y negáti
iímites se pueden obtener sensibil¡dades mayores o menores.

CONTROL DE CALIDAD
El control de calidad de la detección del C3d está jncorporado en el sistema de pruebas grac¡as a la ¡nclusión de
positivo y del suero de control positivo y negat¡vo (sum¡nistrados en lós kits LSAI y LSAz). E es deb en cada
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análisis con el fln de ayudar a determinar s¡ han ocuíido errores lécnicos o fallos del reactivo- El sueTo de controt posilivo reaccionara conuna serie de microesferas conjugadas LSA para generar un patron iimltar at del gráfico de uetecc¡on oei óio. El suero de control negativoreacc¡onará con solo unas pocás microesferas conjugaOas LSn, e iniirso poaría-no réacc¡onar.l-a m¡croesfera de contro¡ posit¡vo del c3a deuerialJnerai 

""ioi* áái, ürr 
=r 

ó ooo, án ,n ,nárisis en que se ur¡rice er suero de contrornegativo Los valores de mu€strás menores que 10-000 pueden indicarque no se ha agregado sulic¡enté cantidad de c3dcJ, que se halavado def¡c¡entemente er mater¡ar de anár¡sis o que ra cáridao oe cgdó.J se na vi§to afectada-
El recuento de micro6sferas deberÍa ser de por Io menos 4O reacciones.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIE NTO
Pueden darse resultados erróneos por la contamin€c¡ón bacteriana de ¡os materiales de prue bas, períodos inadecuados de ¡ncubac¡ón, elIavado ¡naprop¡ádo o la deca ntac¡ón de m¡croesferas, Ia exposición de C3dCJ a luz d¡spersa o la omisión de reactivos o pasos en losanálisis.

Lá presencia de complejos ¡nmunes u otros agregados de ¡nmunoglobulina en la muestra de sueros puede produc¡r un aumento devínculos no específicos y generar resultados érró-neos de este anáisÁ.

Los va¡ores de los anticuerpos de los suéros son especiflcos de periodos y mueslras. si muchas microesferas producen valores de la NlFlrnáyores que 15 000, podrÍa seT necesar¡o dilu¡r los sueros.

Debido a la naturáleza compleja de las pruebas de los HLA y a los diversos factores que podríen afeclar la cascada de complementos que
conduce a la formación del c3d, los resultados se deben revisar e interpretar por parte de personas capac¡tadas. El uso de cualquiersuero de conlrol y de valores límite diferentes a aque¡los sum¡n¡strados en el certificádo de análisis no ha s¡dó val¡dedo.
Itr p'u.o" no pueoe usarse como ta unrca base para las decisiones cljnicas.
RESOLUCION DE PROBLEMAS
(Consulte también el fottetó informativo de Ios prodUctos LSA clase I y clase ll de LIFECODES, LC1683CEES)

PROBLEI\,4A

Bajo recuento de m¡croesfeÉs,
solo para C3dPCB

Baja NIFI para el suero de conirol

ü''"

CAUSA POSIBLE SOLUCIÓN

No se agregaron suficientes microesferas a la mezcla
de m¡croesferas LSA

Fallós del instrumenlo - no se cal ¡bra corTectamente Vea el manual de Luminex
l\4¡croesferas fotobla Ut¡lice un frasco nuevo de C3dPCB

Valores de la I\¡Fl de cont¡.ól
posil¡vo del C3d con suero
<10 000

Se agregó C3dCJ foloblanqueádo o ¡nsufici€nte a la
reácc¡ón

Rep¡ta el anális¡s.
Utilice un frasco nuevo de C3dCJ

Lavado def¡ciente Repita el análisis y vigile los lavados.

Se agregó la muestra incorrecta Repita el análisis con Ia muestrá de
control correcta.

No se agregó suficiente CsdCJ a la roacc¡ón.
Repita el análisis cón la cantidad
correcta de C3dCJ.

Repita e¡ anális¡s agregando C3dCS

Baja temperalura de anál¡sis

Confirme que el análisis se real¡za a
20'C-24'C. lntente real¡zarlo en el límite
superior de temperatura para lograr una
MFI mayor.

Palrón anómalo para los sueros de
control posit¡vo

Se agregó la muestra incorrectá Repita el anál¡sis con la muestra de
control correcta.

Lávádo deficienle Repita el análisis v viqrle los lavados

N¡Fl alta para los sueros de control
negativo (>1500) Lavado deficiente

Rep¡tá el análisis y vigile los lavados
para garant¡zar que Ias m¡croesferas se
vuelven a suspender durant€ el lavado.
Dism¡nuya Ia potenc¡á de aspiración

üARACTERíSflCAS DEL RENDIMIENTO ESPECíFÍCAS
Cuando se ut¡l¡za el equipo de detecc¡ón del C3d de LIFECODES según el proced¡miento descrito anteriormente,
presencia o ausencia delcomplemenlo vinculado al complejo de anticuerpos y antígenos.

Se realizó un estudio utilizando 142 mueslras que comparabá la delesc¡ón de C3d de LIFECODES y la ci
complemento (CDC por sus sig¡as en inglés). Para este juego de muestras, la sensibilidad de la delección d c3d d

/\/\
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A.R
Socio

I

Página 5 de 6
/

*sHi;.

HE

LCI495CEES Rev. B

{

i

VuelYa á suspender comp¡etamente
generando un vórtice breve, evite las
pipetas de <3 pL. Ut¡lice pipetas
calibradas.

No se agregó sufic¡ent€ C3dCS o no se agregó ningún
C3dCS a la reacción.



meior que la de la Prueba de cDc para la.detección del complemento de vinculo del anlicuerpo HLA en muestras de suse desprende de los anál¡sis LSA de las clases I y Ue ltfebOOeS-.
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Dangereuses"? Tis6rre A¡t¡0ens. 2015; E5(5): 306.
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FOI,LETO IN F ORN4 A1'I VO DEL PRODUCTO
LIFECoDES clase I LsA : es un ensayo cfibado de Lr¡minex@ para delectiar anltcuerpos lgc reactivoc al pa¡elfiente a mo¡éculas HLA de clase l.

I lFEcoDEs cla§e ll LsAr : es un emayo cribado de Luminex@ para detectar anticuerpos lgc reactivos alpanelfrente a moléculas HLA de clase ll

Para dia nóstico in vitro

ü. lnstrucciones de conservación..
D. Purificación o tratamiento para su uso..............
E. lndicaciofles de ¡nestabil¡dad,,.

Equipos necesar¡os.....,..
Recogida y preparación

1

2
2
2
2
2

3

3

GE

3

de las muestras. ,.............................'... 3

Uso A. Mater¡ales sum in¡strados.

íNDI
Defin¡ción de los sÍmbotos.

A. ldent¡f¡cac¡ón...
B Advertencias y precauciones

DEFINICI DE LOS S MBOLOS
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@
@
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uso -Pr)
l-IFECODES Ctase ly Clase ll LSArM son ¡nmunoensayos basados en microá sferas que se utilizan para detectar cu enteanticuerpos IgG frente a ántígenos HLA,

RESUMEN Y EXPLI CACIÓN
L-os anligenos leucocíticos humanos (HLA) constituyen

nmunitaÍio '¿ Sin
un sistema de glicoprole¡nES que desempeña un papel func¡onal en lapresentación de péptidos al s¡stema ¡ smbargo, por trataBe de un sistema muy polimórf¡co, las moléculas HLA puedenconvertirse en el b¡anco de respuestas humoráles (de anlicuerpos) durant€ el embarazo, la transfusión de hemoderivados o el rechazo atrasplanles de órganos. por lo general, la aloinmun ización conduce a la producción de anticu erpos anti-HLA aprox¡madamente én el 33%de los ind¡v¡duos expuestos La presencia o ausenc¡a de eslos anticuerpos específ¡cos ant¡ -HLA es uno de los factores que deleminanla supervivencia de los alolrasplantes.{

Las microesferas LIFECoDES clase I LSA se han ideado para detectar ant,cueFos lgc frente a las g¡icoproteinás de HLA de cláse l.

i§:?"t,a""T 
clase I LSArM se compone de microesteras Luirináx espicircas conjusaoár 

" 
gri"opr"t"í;áiiré HLA de crase r purificadas

Las microesferas LlFEcooES clase ll LSAru se han ¡desdo para deledar ant¡cuerpos lgG frente a las glicoproteinas de HLA de clase LLIFEcoDES clasé ¡l LSAñ se compone de microesferas LuÁin;x ;;;cÍficas con¡gaaás a gticoprdeí;ás ae HLA de c¡ase ¡purificadas por afinidad.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO
lle deja ¡ncubár una alicuola de las microesferas con un pequeño volumen de le muestra de suero prob¡ema. Segu¡damente, se lavan las

:lü;:l"Jffi"#:: ción, se diluye la muestra piob lema y se analiza en el aparalo Lum¡nex. Se compara la

ilizadas para eliminar los anticuerpos que no se háysn fiüado. Se áñade lu€go un ant¡cuerpo anti-lgG humana
ritrina. Tras otra incuba

¡ntensidad de la señál emit¡da por cada microesfera con la de la microesfe ra específica del locus de más baja calificación incluida en lapreparac¡ón, parÉ determinar si aquella es pósitiva o negaiiva en cuanlo a I aloanlicuerpo unido

fTEACTIVOS
A. ldent¡f¡cac¡ón

3ri5Í 00: LSAl LIFECODES Clase I LSA cons¡ste en cinco (5) componentes en cantidad suficiente para llevar a cabo 24
L)n§ayOA,

265103 l§Al El Mezcla de microesferas LSA de clase I (960 pL): lre¿cta de microesferas, cada una conjugada con una
diferente gl¡coprotefna de HLA de clase I más microesferas de cántroi. Eltampón de almacenamiento es un tampon de tosfato que
o!!i:.ne N,aCl, f]r\/ee.n-20, azida sódicá y protelnas bovinas. SENSIBLE A LA LUz. No exponga, de forma rutinai.¡¿, et producto a ta tuz

durante más de tres hora§. Consérvelo por debsio de S. 66"C en la oscuridad,
265002IL§EJ coniuoado concentrado L§A (1zopl): Reserva de anticuerpos caprinos ant¡-lgG humana conjugados
con ñcoer¡trina en un tampóñ fosfato de almacenámienlo que cont¡ene Nac¡, Tw€en-2o y az¡da sódica. @ DEBE DtLUtRSE
1:10 en tampón de lavado antes de su uso. SENSIBLE A LA LUZ. No exponga el producto a la luz durante períoiñlde üernpo
prolongado. Consérvélo a 2{"C on lá oscuridad.

4

2

624221
albúmina

265101

ILM!ÚE Tampén de lavatto LIFECODES (30 mL): Tampón fosfato que conüene Nact, Tween-zo, az¡da sód¡ca y
de suero bovin o. Consérvelo a entrE 2 y 8'C y equilíbrelo I temperatura ambiente antes de su uso (20-24.C),
LSAPCI Control positivo LSA de clase I (100 ¡.rL): Esta mezcta delsuero o de los sueros se obtiene de toso individuos que se ha demostrado que están

m¡croesferas L§{ de clase l. Contiene azida
a¡oinmun¡zados a ios antígenos de HLA y reaccionarán con la mayoria de las
sódica al 0,1% como conservante. Consérvelo a 2.8"C.

5. 265102 LSANC,I Control neoati LSA de clase I (100 pL): Esla mezcla del suero o de lo$ sueros se obtiene de los
irdividuos que se sabe que no üenen ningún ant¡cuerpo cont a antigenos HLA y reacc¡onarán con unas po6as, o ninguna, de las
microesferas LSA de clase l. Contiene az¡da sód¡ca al 0,1% como con6ervante. Conséryelo a 2-8"C.

?65?00: @ UFEcoDEs ctase ll LSA consiste en cinco (5) componentes en suf¡c¡ente cant¡dad para 24 ensaly'os.

r. 265203ILSA2E Mezcla de microe ras LSA de clase ll (960 ¡L): Mezcla de microesferas, cada una coniugada con una
diferente g¡icoprotefna de HLA de clase ll más microesferas de control. Eltampón de almacenamiento es un tampón de fosfato que
contiene NaCl, Tween-20, ázida sód¡ca y protefnas bovinas. SENSIBLE A LA LUZ. No exponga, de forma rutinaria, el produclo a la luz
durahte más de tres horas. Conséwelo por deba¡o de s- 65'C en la oscufidad,
2650101t§Á6Jl Coniuqado concentrado LÉA (120¡rL): Reserva de anticuerpos caprinos antr-tgG humana conjugados con
fcoerikina en un tampón de fosfato de almacenamiento que contiene NaCl, Tween-2o y azida sód¡ca. @ DEBE D¡LUIRSE 1:10 en
tampón de lavado antes de su uso. SENSIBLE A LA LUZ. No exponga el producto a la luz durante períodos de t¡empo prolongado-
Consérvelo a 24'C en la osquridad,

3. 628221 ILMWE Tamoón de lavado LIFECODES (30 mL): Tampón fosfato que conliene NaCl, Tween-2o, azida sódica
albúmina de suero bovino. Consérvelo a entre 2 y 8"C y equ¡lfbrelo a temporatura amb¡€nte ántes de su uso (20-24

4. 265201 ESAPCZ Control Dosit¡vo LSA de clásé ll (100 ¡.rL): Esta mezcla de suero o de los sueros se obt¡ene
individuos que se ha demostrado que están aloifñunizados a los antfgenos de HLA y reaccionarán con la mayoría
m¡croesferas LSA de clase L Cont¡ene azida sódica al 0.1% como cooservante. Consérvelo a 24'C.

5. 265202 LSANG2 Control neoativó LS,A de clase ll (100 ¡.rL): Esta mezcla del suero o de Ios suéros se e de ¡os
individuos que se sabe que no üenen ningún anticuerpo confa antfgenos HLA y reacc¡onafán con unas pocas ninguna, de las
m¡croesferas LSA de clase ll. Contiene azida sódica a¡ 0.170 como conseNante a 2€"c.
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B. Advertenc¡as y precauciones
l. Para diagnóst¡co in vilro \\2. En los anál¡sis real¡zados con métodos aprobados por la Adminislración de Alimentos y l\¡ed¡cámentos de los Estados

humano ulilizadó

,/
Unidos (Unlfed Sfate s Food and Drug Adm¡n¡stration) (FDA, por sus siglas en inglés), el matér¡al de or¡genen la producción de este kit ha resulta do negativo para el VlH, el HCV y el HbsAg (antígeno de superfic¡e del virus de lah€pat¡tis B). Aun así , njnguna prueba puede garantizar plenamente la ausenc¡a de agentes infecciosos. por lo tanto , cuandotrebaje con astos materieles, observe las preeauc¡o nés univérsales3. La sustitución de los componentes por otros distintos de los incluidos en este sistema puede conduc¡r a resullados
eraoneos

o

4 Los react¡vos cont¡enen como conservantes azida sódica al 0,1% que puede reacc¡onar con las conducc¡ones de plomo y
cobre, y formar azidas metálicás explos¡vas. cuando elimin" lomat"rirt"r por a aeiagi¡., utiri"" gÁd"" 

"rntidades 
deagua.

5 La contaminac¡ón bacteriana de las muestras o la preséncia de ¡nmunocomplejos u otros agregados de ¡nmunoglobulinaspuede incrementar las un¡ones inespecifices y dar resultados erróneos.ó. Este producto detecta anl¡cuerpos lgc que pueden ser o no l¡nfocitotóxicos.7. No se prevé que el producto detecte ant¡cuerpos de las ¡nmunoglobul¡nas de las dases lgA o lgM.I Las dec¡siones clínices que afectan el tratamiento de un pacienÉ no se basan únicamente en la determ¡nación de lapresencia o ausenc¡a de anticuerpos frente a HLA. Antes de un trasptanle, ss real¡za s¡stemáticamentá una prueba dehistocompat¡bil¡dad cruzada.
9 EstÓs productos se han ideado para utilizarse con el apárato Luminex siguiendo las recomendáciones del fabricante.10, Elim¡ne todo el material después de su uso de conformidad con las normas locales.
I l. Para más información, consulte tas fichá(s) de datos de seguridad (¡/SDS).

lnstrucc¡ones de cons€rvación
l. Consulte en las et¡quetas del producto las ¡nd¡c€cjoneg d€ conservac¡ón.
2' Lás-m¡croesferas y el conjugado concentrado son SENSIBLES A LA LUZ. No exponga eslos productos á la luz durante más

de 3 horas.

Purificación o tratamiento necesario para su uso
L Vea "Recogida y preparación de las muestras,,.
2. El conjugado concentrado debe diluirse 1:10, en un tampón de lavado, antes de su uso.

lnd¡cac¡ones de inestab¡lidad
I No util¡ce componentes ni controles que estén turb¡os o hayan sobrepasado Ia fecha de caducidad.2. Elim¡ne todos los controles positivos y negativos diluidos que no haya utilizado, así como el conjugado después de su uso.

L)

ESUIPOS NEGESARIOS
Aparato Luminex y plataforma XY (Li fecodes, número de referenc¡a 888300,898302)

ITECOGIDA Y PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS
l-a muestra de sangre debe recogerse s¡n anlicoagulantes y con una lécnica aséptica, y analizarse mientras esté fresca, para minimizar
las posibil¡dades de obtener reacc¡ones posil¡vas o negativas fals8s debido a un almacenamiento ¡ncoreclo o a la contaminac¡ón de la
,nuestra. Se debe guardar el suero a una temperatura de entre los 2oC y los 8"C, dursnte un periodo máximo de 48 horás. S¡ el suéro va
a estar almacenado durante más de 48 horas, debe cong€larse a una temperatura ¡gual o ¡nferior a -20 'C, por un per¡odo máximo de 2
años. Laboratorios ind¡v¡duales deben establecer y validar los métodos para almacenar seTa durante más de dos años. Antés de
ailnar o transPortar e¡ suero, es preciso sepaiarlo de los eritrocitos. No congele y descongele repetidaménte las mueslras de suero.

l{o utilice sueros con contaminación microb¡ana, hemolizados, lipémicos o inactivados por c€lor, ya que pueden dar resultados
incongruentes.

Antes del ensayo, todas lás muestras deben agitarse en Vórtex y centrifugarse (30 segundos a 1O.OOO xg) pára sedimentar la materia
partículada ex¡stenle.

PROCEDIMIENTO
A. Materíales suministrados (Véase REACTIVoS en la pág¡na 2 para obtener ¡nformac¡ón más especíIlca)

. Microesferas LSA . Sueto control negátivo
- Conjugado concentrado , Hoja de registro. Tampón de lávado . Hoja de formato de placa
" Suero control positivo

9. Matqflale§,lqactivos vlqÚoos necesaíos. nero no suministrados (tos de ta risra o equivarenres)

S¡stema de vacfo Muhiscreen (Mi¡l¡pore Cat #
Qiagen Cat # 19504, Ufecodes Cat. n'8883'15
Fluido del citómetro Lum¡nex (Lifecodes Cat.
Kits de cal¡bración Luminex (Kit de calibrac
Kit de verificación de rend¡miento Luminex
n" 628018 y 6280,i9, respecüvamente)
Aqua destilada

adhesivas de stico (

LA:'

LL¡minex 100/200.
00/200, Lifecodes Cat

g Cat.

Socio

R
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6524 o 6570)

8005)
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P3'

" P¡petas ajL¡stábles de 5 pL - 50 pL con ¡as puñtas adecuadas. P¡peta mullicanal de 250 pL con las puntas correspondientes y
cubela para lampón

- Tubos de microcentr¡tugac¡ón dé 1,5 mL para diluciones
conjugadas

" fubos de ensayo para las muestras del pac¡ente y los controles
" Cronómetro
- Rotulador. Placas de flltro MulüScreen de Millipore (Cat- no I,ISBVNI210,

MSBVN1250; Lifeoodes cat. no 888633 o 888315-50)
Pág¡na 3 de 6
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INSTRUCCIONES DE USO
PRF:CAUCIONES:

Se DEBE proceder con cuidado para no contan]jnar el tam pón de lavado n¡ el reactiyo del conl ugado concentrado (ant¡-lgchumana). La contáminación acc¡déntal de estos reáclivos cón suero humano neutralizará los anl¡cuerpos ant¡JgG humana y,consecuentemente. el análi sis resultará eróneo
Se debe proceder cón cuidado para controlar la ¡nlensidad d6l vacío. Una fuert6 Presión de vacío puede causar que lasmicroesfetas se unan a las membranas y el recuento de las microesferas sea erroneoSe debe proceder con cuidádo cuando se vierta mediánte la pipeta dentró de la placa del filtro pára que las microesferas no seadhieran a los poc¡llos de las m¡cropiacas. Las microesferas deben p¡petearse cuidadosamente dentro del pocillo pára que la puntade la p¡peta no roce la membrana. S¡ la punta entra en contaclo con la membrana, puede perforarla y el análisis resultará erróneoSe deben toÍtar preca ucrones para que en ¡as fáses de ¡ncubación lás microesferas no salpiquen y se adhieran a las paredes delos pocillos. Al realizar el ánális¡s por primera vez, analice a lgu nos controles posil¡vos, negativos o de ambos tipos para determinarla velocidad ópt¡ma de la plalaforma rotatoria o e¡ agitador vórtex. Se ha comprobado que una velocidad de aproximadamente 200rotac¡ones por minuto c,on un tamaño de órbita de 1gmm es eflcaz en algunos aparatoLa pres€ncia de n¡ve les sign¡f¡cativos de anticue rpo no ¡¡gado una vez term¡nado el lavado , deb¡do a un exseso de suero o a unlavado insuf¡c¡ente, puede reducir la capacidad
a resultados enóneos.

delaná¡isis par8 detectar la lgG unida a las m¡croesferas sensibil¡zadas y dar lugar

E?""::i#il':§ Í;len 
incluirse sueros control pos¡t¡vo y negativo que permiten determinar s¡ se ha produc¡do un error técnico o un

a

El ensayo se valida con l OgL de suero (protocolo l) y 2Ol1L de suero (prorocoto 2).

Ret¡re la mezcla de m¡croesferas Ls+.d:l consal-a,dor 
!, €lmacénela en la oscuridad, a l€mperatura emb¡ente, hasta que sedescongele Luégo, colóquela sobre hi6lo y pótéjala áe la lri. ÑóiÁ, La mezcta de microesferas puede congetaEe ydéscongelerse haslá por 6 veces sin qu'e afecie su r"nAim¡.nto, seg,in se ¡ndica en el Uso previsto.

l\4ientras mantiene los demás componentes a 2-8'c en la oscuridad hasta que tos neces¡te, deje que el tampón de lavado seequilibre con ¡a temperatura ambiente (entre 20 y 24"c) anles de usario. Dürante este tiempo utitiJe ra hoja oe tormato de ptacapara asignar una posición en la placa a cada unó de los sueros y controtes que va a anal¡zar. Los sueros control suministTadoscon el k¡t se utilizan para mostrar un alosuero pos¡tivo con ampliá ,urairiar.i y un suero negat¡vo.
cubra los pocillos no as¡gnados de la placa de filtro con una cub¡erta de plást¡co adhesiyo. Humedezca prev¡amente los pocillosque va a uti¡izár.con 100-300 pL de agua destilada. Entre 2 y 5 minutos después, retire el agua asp¡rando suavemente ta placa
con el s¡stema de vacio. (Para utilizarlo conectameñte, coniulte las recomendaciones del fáricanie.¡
Prepare brevemente (30 segundos) lás microesferas LSA centr¡fugando el v¡al a 600 - Eoo xg pará desprender del tapón o de lasparedes del v¡al todas las m¡croesferas o reslos de líquido. Agite blen en vórtex (-1 minuto¡ páá resusfenaer ae rormahomogénea ¡as microesfeTas.

2

3

5. Añada 40 UL de microesferas LSA a cáda uno de los pocillos asignados. lMientras distribuye las microesferas, ag¡te en vórtexcada 2 m¡nutos el vial de lás microesferas LSA pará mantenedas en suspons¡ón, y luego añáda iO pL del suero del pac¡ente ydelsuero de control (protocolo 1) o 20 pL del suero del paciente y del suero de control (protocolo 2) y mezsle
PRECAUCIÓN Es importante mantener las microesferas resuspend¡das para asegurar que se dislr¡buyan suficienles
r,ticroesferas en los pocillos y tiempos reducidos de recuento. Si lás microesfe ras no se ag¡tan ¡nterm¡lentemenle en vónex, se
depos¡tarán en el fondo del tubo. Esto causará que se dispense una cant¡dád diferencial de miffoesferas en los pocillos, lo cual puede
afectár neOat¡vame nle a los l¡empos de ensayo y el análisis de los resultado§

o

8. Tras los 30 m¡nutos de incubación, relire la cubierta de
Mezclar para volver a suspender lás perlas y succionar

de la luz con papel de a¡um¡n¡o o en una caja. lncube la pl6ca
scuridad y sobre una plaLaforma rotaloria. Vuelva a almacenar, en
ue no háya ut¡lizedo, para usos fuluros. Vuelva a almacenár, en la
la mezcla de m¡croesferas LSA, para usos futuros-

plástico adhes¡vo y añadá 100 pL de tampón de lavado a cáda pocilto
ligeramente la placa.

Cubra Ia placa con la cubierta de plást¡co adhesivo y protéjala
durante 30 minutos a temperatura ambiente 1ZO-2+;i¡ en É o
la oscuridad y a 2-8'C, los sueros mntrol y las m¡croesferas q
oscuridad y a s- 65"C, las porc¡on€s que no haye utilizado de
Diluya elconjugado con tampón de lavado (5 !L de conjugado en 45 pL de tampón de lavado por muestra). para compensar las
pérdidas por pipeteo, es aconsejable preparar un (1) voiumen extra dé conjugado diluido. Cúbialo con papet de aluminio o
consérvelo en la oscur¡dad, a temperatura amb¡ente, hasta que lo util¡ce. Vue-lva a almacenar, en la osóuridad y a 2-8.C, el
conjugado concentrado que no haya utilizado, párá usos futuros.

PRECAUCIÓN Si la ¡ntens¡dád de vacio es excesivs, las m¡croesferas se adheriÉn a la membrana y puede causar que el
análisis de la muestra fracase lique la presión de vacío mínima necesar¡a ara aspifar las muestras

L Añad¡
pfoce

r 250 pL de Buffer de lavádo á cada pozo, mezclar para volver a suspender las perlas, succionar y repet¡r dos veces más el
dimiento para reálizar un total de tres levados.

PRECAUCIÓN: Un tavado ¡ncompleto
sensibil¡zadas y conducir falsos negativos.

puede reducir la capacidad del conjugado de detectar lgG unida a microesferás

10. Añada 50 pL de conjugado diluido a cada uno de tos pocillos. prote
Colóquela en una plataforma rotaloria (a 2OO rotac¡ones por minuto
durante 30 minutos a temperatura ambiente (20-24"C).

1'1. Con una punta de pipeta limp¡a, añada de.l30 a ISO pL de tampón
microesferas.

ja la placa de la luz con papel de aluminio o en a

) o agítela suavemente en vóñex cada 5-10 lncúbe

de lavado en cada pocillo y mezcle para suspender Ias

horas puede12. Recolecte los datos con el aparato Luminex s¡guiendo las recomendaciones del fab nte. Un retraso
aumentar las probabil¡dades de oblen€r reacc¡ones falsamente
tampón de lavado que no haya ut¡lizado, para usos futuros.

s

as. Vuelv alm nar a 2-8"C e

oa 
?- ,''1-
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RESULTADOS
lntrcduzca los valores de lntensidad Med¡ana de Fluoreacencia (MFl, por sus siglas en in glés) cruda para cada m¡choja de reg¡stro espec¡fica del lote. para determi nar si una m¡croesfera es pos¡tiva, primero determine si el valor de MFI de cadam¡croesfera con antígeno unido es superior a¡ umbral indicado en la hoja de reg¡stro específica del lote que se sum¡nistra con el kit. Si elvalor de Á,lFl de une determinada microesfefa con antigeno unido es super¡or ál umbral , divida su MFI por el del antigeno de más bajaclasific€ción (LRA,por sus s¡glas en inglés) del locus conespond¡ente, para obtener el coc¡enle N¡Fl/AntÍgeno de más baja clasifi cacton(I\,4F1/LRA). El LRA de cada locus es el valor de IVIFI de la microesfera con antÍgeno de más baja clasilicac¡ón para ese locus

Ejemplo y_¡t+e+ry,mtsec+gr¡Et L = MF|iLRA para et antígeno ,.f det tocus ,,j,,
NrFl del LRA pará el locrs ,,1,,

l Ft de una mi tn
MFI del LRA pára el locus,'2,,

MFI/LRA para e, antígeno ',y,, del locus ',2,,

H+9e+qa¡tgqrs@jndryf&81 = IAF|ILRA para el ántígeno ,,2,, det tocus ,,s,
MFI del LRA para el locus,,3,,

consulte en Ia hoia de registro específica del lote que se suminislra con e¡ k¡t, Ia l¡sta d€ antígenos presentes en cada microesfera, y el valorde corie para determinár el resullado positivo/negaiivo para cada microesfera con antígeno unido, se considera que uná microesfera conántígeno unido es po§¡tiva cuando el valor de MF-l es súper¡or ai umoát de MFI y el cociente MFI/LRA os supenor al valor de corte.

üONTROL DE CALIDAD
de calidad de LSA de clase I y clase ll se desanolla dentrodel sistema de pruebas, incluyendo un suero controipositi
Estos sueros control deben incluirse con cada prueba que se real¡ce para ayudar a determinar si han ocuffido erores lécn¡cos ofallcs de react¡vos. Los sueros del conlrol pos¡tivo reaccionarán con un número elevado de microesferas coniugadas con HLA dando lugar a

un patrón sim¡lar al indicado en la hoja de registro especÍfica del lote. Los sueros de control negativo reaccionarán con pocas o ningunade lás m¡croesferas mnjugadas coñ HLA dando Iugar a valores de MFI cruda < 1000

t;;ü['

LLrs iuegos de microesferas incluyen microesferas de contro¡ para verificar los resu¡tados de c€da muestra. Lá mrcroesfera de conlrol
Fo§üivo-está recubierta con lgc humana y deber¡a ¡ndicar una MFI > 1o.0oo con los sueÍos conlrol. si se obt¡enen valotes de MFI inferiores
a '10 000 con los sueros contml, es próbáble que el láyado del ensayo háya s¡do ¡nsuficiente ó que el conjugado no esté en buenas
condiciones. Las muostras de pac¡entes mueskan un amplio rango ie react¡vidad con la microesfera de óoitrol pos¡tivo, pero siempre
deberían generar una señal de MFI ¿'10.000. La microesfera dé control negal¡vo debería generarvalores bájos de l\¡Fl con los sueros der:onlrol' Consulte en la hoia de registro especilica del lote los lÍm¡tes observados para las microesferas de óntrol con los sueros de control.

*l ensayo se debe llevar a cabo según las recomendac¡ones del envase, asÍ como según otros procedimientos de control de
{:alidad que cumplen las especificac¡ones locales, estatales, federales y/o de las agenáias certif¡cadoras.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
pueden obtenerse resultados érrón eós por conlam¡nación bacteriana de los materiales, ¡ncubacio nes demasiado cortas, lavado o decantado
insuf¡c¡ente de las microesferas. exposic¡ón del conjugado a luz parásila u omisión de reactivos o elapas de la prueba

La p]esencia de inmunocomplejos u otros agregados de inmunoglobina en la muestra del pac¡ente puede incremenlar las unionesinücíficas y producir resultados enóneos en este ensavñ

Lo§ anticuerpos detectados por los kits LSA son aquellos reactivos dentro de la población de antigenos disponibles detallados en la hoja de
reg¡stro.

Lás gl¡coproleínas de un sólo ant¡geno HLA, de clase ly ll, ds LIFEcoDES se obtuv¡eron de líneas de células que ind¡cabán ántigenos
ir'rdividuales HLA.

Algunos lgc con baja avidez o título bajo, lgA, lgM y ánticuerpos monoespecificos contra antígenos no incluidos an el panel, no se
deteclarán con ensayos de un solo antígeno d6 LIFECODES.

Los titulos de ant¡cuerpos del suero eslán específicamente relecionados alpac¡ente y a momenlos determinados. Si muchas mi
están produciendo valores de f\,4F1 mayores de 15.000, puede ser necesario d¡luir los suems para detectar mejor los ant¡cue lsG

Debido á la comploi¡dad del anál¡sis de HLA, la ¡nterpretáción de los datos debería ser rev¡sada por personal cualilicádo la
(leterminac¡ón de la especificidad de los ant¡cuerpos con los kits LSA deben tenerse en cuenta los resultados de todas m¡croesferas,
¡ncluyendo aquellas iguales o s¡m¡larés al valor de corte. Puede ser útil el conocimiento del paciente y la compr€nsión
reactividad cruzada para asignar la especificidad a un suero determinado.
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PROBLEI\TA

Escaso número de microesferas

Se sobrep asa el umbral pará la
|t'Icroesfera de control negativo

con los sueros de control
lto se alcanza el umbral para la
microesfera de control pos¡t¡vo
PC con los sueros de control

anómalo para el suero
control itivo

Placa de flltro obstruida

üARACTERíSTlCAS ESPECÍPICIS DE RENDIMIE NTO

POSIBLE CAUSA SoLUcIÓN
La mezcla de rticroesfe ras no está correctamente
S

Agítel a en vórtex pór pulsos para
rlá orresu leto

rato - lvalFa,lo del a librado Consulte el manual del ralo
-BFallo del ueo del llu de muestra Consu¡te el manual del á ralo

,V] ¡eroe las fotobl na ueadas Utilice un nuevo kit

Presión de vacío demasiado elevada/microesferas
adheridas a Ia membrana

¡ntensidad dél yacío, pará
las placas de fi¡tm Multiscreen de
l\rill¡pore se recomienda un vacio de

Reduzca la

271- 406 mb 203-305 mm
Lavado deflciente conlrole los lavadosRe ita
Adición de muestra ¡nconecla Repita con Ia mueslra cóntrol corTecta

en mal estadoCo eo Utilice un nuevo kit
Lavado deficiente controle los lavadosRe

deAd,ción muestra ¡ncorrecta con la muestra control correctaRe
Con en mal estado fotob Ut¡l¡ce un nu6vo kit

No se alcanza el umbral para la

con Ia muestra del aciente
microesfera de control positivo

Lávado deficiente Repita y controle los lávados
lvluestrá a adá incorrecta Re ¡ta con la muestra conlrolcorrectá
Lavado deficiente los lavados selos
Adic¡ón de muestra ¡nconecta ta con la mueslra contTol cor¡-ectaRe

Repita y controle los lavados para
asegurar que las m¡croesféras se
reSu n correclamente

Lávado deficiente

Reduzca Ia intensidad del vacio

Asignac¡ón positiva para los
sueros de conúol negalivo (> 2
micrcesferas conjugadas con HLA)
0 lvlFl >10.000 Contami¡¡ac¡ón de la

de lavado, los sueros
mezcla de micfoesferas, el lampón
de control negativo o el

concentrado con muestra itivacon
Utilice un nuevo kit

l\4ateria particulada en la muestra
Centrifugu€ la muestra durante
aprox¡madamente 5 minutos a 8.000 -'12.000

Cuando se utiliza el k¡t LIFECODES LSA sigu¡endo et procedim¡énto descr¡to, e¡ reslltado revela la presericia o la ause¡c¡a de anticuerpos lgc HLA. Para el
ensayo clín¡co se usaron los valores de corle eslándar de LABScTéen, de modo que se consideraron posil¡vas las punluaciones > 4

LSA Clase I

El kit LlFEcoDEs LSA clase I mostró una copositividad del sg,7 vo (g3,4 e/o, para'lsl mueslras con antígenos coincidentes cuando se

aBiilffffi: il"¿""i',"#i1ff?:Xl:¿i#i;d 
método LABScreen s¡nsre Anrisen HLA qass r- combi, car. n" LS1Ao4 (rimite ¡nredor

LSA Clase ll
El kit LIFECODES LSA Clase ll mostró una copos¡liv¡dad del 90,5 % (89,9 %) para 150 muestras con antígenos co¡nc¡dentes cuando se
compararon con los resultados obten¡dos por el método LABScreen S¡ngle Aniigén HLA Class ll- Group t iCat. n" LS2AO1(límite ¡nfer¡or
del interválo de conflanza del 95 % un¡latsral)_

REFERENCIAS
1. Klei¡, J, Sato, A. The HLA System. N En gl. J. Med. 2000; 343:702 3. Rodey, GE. HLA Beyond Tears (2'd Edit¡on). 20OO; 163.

4. ¡¡cKenna, RM;Takemoto, SK;Terasaki, Pl. Anti-HLA Ant¡bodies
aftér Solid Organ Transplantation. Transplantation 2000i 69:3'19.

and 343:782.
2. Parham, P. The lmmiJne System. carland publ¡sh¡ng, N,y. and

London. 2000; 55.

REPRESENTANTE AUTORIZADO
RepresEntante autorizado: lmmucor Med ¡z¡n¡sche Diagnostik GmbH, Robert-Bosch-StraBe 32 D.63303 Dreieich, Alemania

Teléfono: +49 (0) 6103 80560, Fax +49 (O) 6103 g056199

Serv¡cio técnico pená Europa: +32/3 385 47 9l

Publicación : 2017 -03-27
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lmmucor GTI Diagnost¡cs, lnc.
20925 Crossroads Circte, Waukesha, Wl S3186, Esiados U;¡do;

Tel: +l (855) 466{267
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P

La documentación del producto y las traducciones eslán d isponiblés en: WWW.I M M lJ C O R. CA M
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DÉFINICIÓN DE LOS SíMBOL OS
(Etiquetas de los productos y docu mentos complementarios)

Fabricante

o
Representante

autorizado en la
Comunidad

Europea

USO PREVISTO

d Sensible a la luz

Fecha Iímite de

E
lntervalo de

temperaluras
(almacena-

miento)
,'a[

@
1t\

Temperatura
(almacena-

m¡ento)

fl _r-65"cI Cant¡dad
suficie¡te
para N
pruebas

El kit de detección del C3d LIFECODESo ea
Bnticuerpos y antigenos del suero humano.

un equipo de análisis cual¡tativo para detectar el complemento vinculado al complejo de

RESUMEN Y EXPLICACIÓN
Este producto se ha diseñado para detectar
Este producto cont¡ene el anlicuerpo contra
sueros humános y un tampón de lavado.

el complemento C3d vinculado al complejo de ánlicuerpos y antÍgenos.
el C3d humano coniugado mn PE, microesferas de contról pos¡tivo y un

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO
Una parte alícuota de los ant¡genos HLA vinculados a las microesferas se deja ¡ncubar con un pequeño volu e muestra de suero
pr-¡reba. Después de esia ¡ncubación ¡nicial, se agrega un react¡vo de suero negativo como fuenle d€ compl pa na incubación
ad¡cional. Las microesferas sensib¡l¡zadás se lavan poste riormente para quit8r el anticuerpo no vinculado. §e rega d UN
Enticuerpo conlra el C3d humáno conjugedo con f¡meritriná. Después de otra incubac¡ón, se lava la muestra diluye y

MED S.R L
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analiza con el ¡nstrumento Luminex. LE ¡ntensidad de la señal de cada microesfera de la muestrá de prueba se compara con la ¡ntensidadde la señal de los sueros de mntról negat¡vó con el fin ae oeterm¡nái si ia muestra se considera pos¡tiva o négal¡va para el c3d vinculadoal complejo de anticuerpos y antígenos.

REACTIVOS SUMINIST RADOS
A. ldentif¡cación y cond¡ c¡ones de almacenam¡ento

Número del producto de detección del C3d: 265400

C3dGJ Con¡uqado del C3d (número de pie¿a: 265410; 1200 ¡.rL). Anticuerpo contra el C3d humano conjugado con pE
en un lapón de almacenam¡enlo de base fosfatada, listo para util¡zarse, que contiene NaCl, Tween-2o y azida de sodioSENSIBLE A LA LUZ. t\rantenga atejado de la luz d¡rectá durante periodos prolongados. Almacene a 2-8'Cenlaoscuridad hasta 3 Íreses o a <45 hasta lá fecha de caducidad. Se puede volver a congelar hasta 6 veces a <-65oC después de la descongelac¡ón ¡n icial

2 c3dcs Suero de comolemento (número de pieza:269415:2 frascos de 360 pL). Suero de donante varón al que no se
ha rea l¡zado transfusión. Almacene a <65 oC. Se puede volver a congelar hasta 4 veces después de lá descongelacióñ
¡nicial

3. C3dPCB Microesfera de control pos¡t¡vo del C3d (número de pieza 265405;24 IJL). El tapón de almacenam¡ento es
de base fosfatadá y conliene Naot, Tween-20, azída de sodio y proteÍnas bovinas. SENSIBLE A LA LUZ. Almacene a
s-65 'C Se puede volver a congelar hasta 6 vecés después de la descongelación inicial

LMWB4
O

o

sódica y

usarlo.

l. Véase "Récogida y preparación de muestrás,,.
2. Todos los componentes eslán listos para su uso y no se requ¡ere ninguna diluc¡ón-

lndicaciones de ¡nestabilidad

l. No utilic€ componentes n¡ controles que estén lúrbidos o cuya fecha de caduc¡dad haya venc¡do

Taoqn de lavado (número de pieza: 628221; 30 mL). Tampón fosfato que contiene Nacl, Tween-2o, ázida
seroalbúmina bov¡na. consérvelo a 2-8"c y equilíbrelo con la temperátura amb¡ente (20 a 24ac) antes de

Para utilizarse en diagnóstico ln yÍro
El mater¡al de origen humano usedo para produc¡r esle kit se ha sometido a pruebas y los resultados son negat¡vos para
añticuerpos del VlH,.VHc y HBsAg según los mélodos aprobados por ¡a Dirección de Alimentos y Med¡camentos (FbA
por sus siglas en inglés). Sin embargo, ningún método de análisis puede ofrecer ¡a certeza absolutá de que no hay
agenles infecciosos. Por tanto, siga las «precauciones universaies» cuando trabaje con estos materiaies.
Los react¡vos conlienen un 0,1 o/o de azida de sodjo como agente conservante, q ue puede reacciona r con los elementos
de fontanería de plomo y cobre para formár az¡das metálicas explosives. Utilice grendes cantidades de água cuando
deseche materiales por un ftegadero.
La conlaminación bacteriana de las muéstras o la existenc¡a de complejos ¡nmunes u otros agregados de
inmunoglobul¡na pueden causar un aumento de los vinculos no específicos y generar resultadoslrróneos.
Después de util¡zarlos, deseche todos los mater¡ales según las normat¡vas locales.
consulle las fichas de datos de seguridad de los materiales para obtener ¡nformación ádicional.
En los sueros de complemento almacenados a 2 - 8 "C durante períodos largos se ha observado que la activ¡dad del
complemento se Teducé.
Las microesferas y él conjugado son SENSIBLES A LA LUZ. La exposición á lá luz que exiian las acliv¡dades rut¡narjas
se limitará a un máximo de tres horas.

(;. Purificación o tratamiento necesar¡o para el uso

1

2

4

5
6
7

r)

MATERIAL YE UI n

Kits LIFECODES LSA clase I (número de p¡eza: 265100, LSAI) o LIFECODES LSA clase ll (número de

Equipo necesario para real¡zarlos análisis LIFECODES LSA clase I o clase ll de (véase elfolleto i

LCI6S3CEES).

RL
NOSO

265200, LSA2)

IVO ndienie,

§ocio
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RECOGIDA DE MUESTRAS Y PREPARACIÓN DEL SUERO
§e debe recoger sangre sin anticoagulante, utilizand; una técn¡ca aséptica, y se debe someteT a las pruebas mientras esé recienle o sedebe almacenar apropiadamente con elf¡n de reduc¡r al máx¡mo la posibil¡dad de reacc¡ones de falsos positivos o de falsos negativosdeb¡das a un almacenamiento inadecuado o a la contaminación de la muestra. El suero debe almacenarse a 2 - I 'C hasta un máx¡mo de48 horas. Si el suero ha de almacenarse durante más de 48 horas, debe congelarse a -20 "C o ménos, o a -80 "C s¡se ha de conservarhasta 2 años. Los laboratorios ¡ndividuales deben establecer y validar métodos p6ra almacena r sueros durante más de 2 años. El suerodebe separa rse de los glóbulos rojas cuando se almacena o transporla. Evite congeiar y des congelar d6 manera repet¡dá Iás mueslras desuero

PRECAUCI N: No utilice sueroi contaminados microbiológicamente , hemolizados o lipémrcos, ya que estos pueden produc¡r resultadosincoherentes

PRECAUCIONES:

Antes de los anális¡s, se deben ag¡tar brevemente en vórlicé y centrifugar todas ¡ss mueslras (30 segundos a -10 000x9) para sed¡menlarcualqu¡er mater¡al perticulado que pueda estar presente.

INSTRUCCIONES DE USO

o

o

,l

2

se DEBE.tener cu¡dádo para ev¡tar la conlaminación del tapón de lavado y del reactivo contra el c3d humano. La contáminaciónaccidental de estos reactivos con suero humano pu"a" proir"iipol"*rmente un error en la prueba.
uná muestfa de sueros de control posil¡vo y negativo se debe ináluir mn cada pfueba con el fin de ayudar a determinar si hanocurido errores lécnicos o fallos del reactivo
El suero de complemento es un reactivo de suero negativo necesario para el anális¡s de detecc¡ón del c3d como fuente estándarde complemento.
Además, s¡ga las precauciones genereles descr¡tas en el folleto infofmativo del producto LlFEcooEs LsA (Lc1683cEES).

Enc¡enda el ¡nstrumento Lum¡nex con el fin de pemit¡r un calentam¡ento de 30 minutos.
Ret¡re la mezclá de m¡crcesferas LSAJa microesfera d€ control pos¡tivo del c3d (c3dpcB), el suéro de comptemento del c3d(c3dCs) y el conjugado del C3d (c3dcJ) del congelador de -65;C y almacene 

"n 
t, o""rád"d 

" 
t"rp"r"trr" amb¡ente hastaque se descongeten. Después de déscongelar, coloque inmediÉtam;nte en hielo y proteja de la ¡uz.

Permita que el tápón de laYado alc¿nce lá temperatura ambiente (20 a 24"C) antes de util¡zárse. En este periodo, ut¡lice la hojade formato de la placa (1C979) para as¡gnar un€ posición en placá para cada suero y para los conlroles que se analizarán.Los sueros de control negativo (sum¡niatrados en los k¡É LSAi y LSA2) se usán'como contiot nejativo.
cubra los.pócillos no as¡gnádos de la placa de f¡ltros con una cub¡er1a plást¡ca adhes¡va. Humedézca previamente los pociÍos
que se utilizaÉn con 100-300 pL de Egua destilada. Después de 2-5 minutos, qu¡te el agua mediante uná aspiración oálicaoa
utilizando un coleclor de vacio. (Véanse las recomendacíones del fabricante paia conoúr el uso adecuado.)
Prepare las microesferas LSA centrifugando elfrasco brevemenle (30 segundos) a =600 - 800 x g con el fin de retirsr
cuálquier microesfera o liquido de la tapa o paredes del frasco. Agiie en vórtice por completo (=1 ;inuto) con el fin de
suspender nuevámente las microesferas de forma uniforme. En oiro frasco combine 'l ¡.rÚmuestra de cidpcB con el volumen
aprop¡ado de m¡croesferas LSA (40 UUmuestra). Agite en vórtice por complelo (*.1 minuto) con el fin de suspender
nuevam€nte las microesferas de forma un¡forme.

Agregue 40 pL de la mezcla de microésferas LSA con C3drcB a cada pocillo asignado. Agite en vórt¡ce el frasco de
microesfeTas LSA cada 2 minutos pára mantener las m¡croesferas en suspensióná la vez {ue eslas se distibuyen.
centritugue el suero (30 segundos a =10,000 x g) y agregue 1o pL de suero o suero de control y mezcle.

3

4

c

6

P ECA Uc ON ES mpo rtarl ie ma n tenet a s m croesfe ras nuevam nte SU spe nd idas pa ra s ra nti r que se d ¡stribuy en SU ficiént e5
ctoesfelaS n OS poci los v i og far unOS pe ríod OS red u ct do S de recu ento m¡croe sfera 5 no SE ag itan n rtice la S m icroesferas

d mane nterm iten te esto h a ra q UE a S mfcToesfe laS asren ten en pa rte nfe r¡or d e tubo De sta m ne la SE d is p n ri an ia S
felfr croes la S en can iidad s d fe renct ale en pocil los o que podrí a afectar de mane la advers a a los tiempos de ejecu ctón v a I a n a IS IS

d los S u lfado S.

7. Cubra la placa con una cubierta plást¡ca adhesiva y a continuac¡ón coloque láminas de alumin¡o o una caja encima con el fin
de proteger de la luz lncube durante 30 m¡nutos a temperaturá ámb¡ente (20-24 "C) en la oscu dad en una plata
giratoria (200 rotaciones por minuto). Vuelva a coloc€r las pertes no usadas de los suerós de control en el
almacenámiento a une temperátura de 2 - 8'C para uso luturo. Vuelve á colocar las partes no usadas
microesferas LSA y C3dPCB en el lugar de almacenamiento a una temperatura de s-6S oC en la oscu

de la

B. Después de la incubación de 30 minutos, ret¡re la cubierta plást¡ca adhesive y ágregue 30 pL de
incluyendo el de conlrol negativo. Vuelva a colocar el C3dCS €n el lugar de almacenamiento a S

minio o una caja encima con elfin de pmteger

NOSO
¡Bnt€

para uso futuro

a cada poc¡llo

e

¡n ¡atamente
la luz loque en u

Socio

ezc¡a de

después del uso, Cubra la placa con lám¡nas de alu
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ffii,
plataforma g¡ratoria (Esmja la opción de 200 rotac¡onés porminuro) o a'¡re en vódic¿ suavemsnte *a" a-r k\#?idurante 30 ñrinutos i r"m'piát-uL-'áro¡enre (20 -24.c). JrIe en vodrc¿ suavemante cáda 5-10B(gETpts
Después de la incubación de 30 minutos,.retire Ia cub¡erta plásr¡ca adhesivá y agregue .loo pL del tápón de tavado a cadapocillo. Mezcte golpeando t¡geramente el lado de ta ptaáy'".p';r"-"i.,lu-"r"nru l" prr"r.

RP UECA C Si esN Su ua na fuer¿a de AS onfacr rvaexces haráestop u S m secroesfeTas had ¡eq ta n mela námbra rod uctráv pnLI fa dlo lae mu estfa la sión mp qu tmn dapre vact no ecesa n a a a ra sa muespa trassp
'10 Agregue 250 pL de tapón de ravado en cada poc¡flo, asp¡re y repita tres veces más.

RP ECA UC No no aVA sepo edeU redeto,mpl uci calap acidad d con u a od dde etectap r cel 3ds ladrncLt o co do eejmplan ic antS los Itáresu OSdv Urod dosct sereden faIsos s.

11

12

13

Centrifugue el C3dCJ durante 30 segundos en una m¡crocentrifugadora (=600 _ AO0 x g). El C3dCJ está l¡sto para su uso y nose neces¡ta ninguna d¡lución. Agregu_e 50 pL do c3dcJ a cada p;c¡llo. Almacene el c3dcJ restanté a 4 "c durante un máxjmode tres meses o almacénelo a s-65oc hasia la fecha de caduciáad.

cubra la placa con lám¡nas de aluminio o una cájá encima con el fin de proteger de la luz. coloque en una plalaforma girator¡a(escoja Ia opción de 200 rotaciones por m¡nuto) ó agile en vórl¡ce suávemente cada s - 1o minulos. Incube duÍante 30 m¡nutosa temperatura amb¡ente (20 - 24.C).

Después de la incubac¡ón de 30 minutós, ret¡re la cubierta p¡ástica adhesiva y agregue 1oo pL del tapón de lavado á cadapocillo. Mezcle golpeando l¡geramente el tado de la placa y aspire suavemenie lá piaca.

Agregue 250 pL de tapón de lavado en c€da pocillo y asp¡re.

Utilice una punta de pipeta l¡mp¡a, agregue 200 pL de tapón de lavado en cada pocillo y mezcle para volver á suspender lasmicroesféras.
o

14

15

l6 Recabe los datos con el instrumento Luminex siguiendo las recomandac¡ones delfabricaote y ut¡t¡ce una plant¡lla dé csd deLum¡nex (consulte la documentac¡ón de LIFE-coDEs LSA para conocer informacion ásiecttca aet tote¡. Los retrasái 
-

mayorés a 3 horas á temperaturá ambiente pueden aumentar la posib¡lidad de obténer felsos positivos o falsoi negativos.
Vuelva a colocar ¡as partes no usadas del tapón dE lavado en el iugar de almÉcenam¡ento a una temperatura de 2 

-- g.C para
uso fuluro.

RESULTADOS

Detección del C3d: Para anal¡zar los resultados de un lote de muestras:
1 Cree una hoia de cálculo en Excél abriendo une copia del archivo dé resultados en formato CSV con los resultados del lote de

Luminex y "Guarde como" archivo de Excel. Se ulil¡zará éste archivo para los cálculos necesar¡os para anal¡zar los resultados.2 cop¡e, de la hoja de cálculo de registro especifica para el lole ¡ncluidá en el k¡t LSA, el nómbre délanlígeno que conesponde a
cada microesfera.

3. Después, reste los valores la MFl.del suero de control¡egat¡vo (MFl del suero de control negativo) de ta MFI no procesada pará
cada microesfera individualcon el fin de calcular la l\4Fl ájustada al co¡texto.

(a) MFI a¡ustada al contexto = MFI de una muestrá - MFI del suero de control negat¡vo

-4 
A continuación. div¡da la NrFl ajustada alcontexto entre la MFI del contmlcalculada (CalcCON) de su lugar respectiyo paraIt generar la proporción corregida para el sontexto (BCR-Neg). El Ca¡cCON de cada lugar es el válor de la MFI no procesada de lá
microesrera con él antígeno de menor categoría de ese lugár.

(b) BCR-Neg = MFI aiustada al contexto del antioeno
EI menor valor de MFI no procesada del lugar

5 Por último, divida la MFI a.iustada al contexto del antigeno €nte el valor correspondienle de la MFI del antígeno para el suero de
control negativo LSA (NC) con el fin de generar la fueea relativa (fuer¿a R)

(c) Fuerza R= MFI aiustádá ál confexto del ant¡oeno
El valor de la MFI no pfocesada del antigeno

Se cons¡dera positiva una mic¡'oesfera s¡ dos o más de los valores ajustados están por encima de los valores lÍm¡te. Consulte el cert¡ficado
de anális¡s del producto de detecc¡ón del C3d (265400) para conocer los lím¡tes predeterm¡nados posilivos y negativos
límites sé puedén obtener sensibil¡dádes mayores o menores.

CONTROL DE CALIDAD
El control de calidad de Ia detección del c3d está ¡ncorporado en el sistema de pruebas gracias a la ¡nclus¡ón de
positivo y del suero de control positivo y negat¡vo (sumin¡slrados en los k¡ts LSAI y LSA2). Estos controles

c :t-
INOSO

2

micfoesfera de co
tn en cada
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I
análisis con el fin de áyudar a delerminár s¡ hán ocunido errores técnicos o fallos dél reaclivo. El suero de contro¡ posiurra serie de microesferas coniugadás LSA para generar un patrón similar al del gráfico de detección del C3d. El suero de ativoaeacÉ¡onará con solo unas pocas micmesferas conjugadas LSA, e ¡nc¡uso podrÍa no reaccionarLa m¡croesfera de conlrol positivo del C3d debería generar valores de Ia lvlFl >10 OO0, con un anális¡s en que se utilice elsuero de conlrolnegativo. Los valores de
lavado def¡c¡entemente e

ueden ¡ndicárque no se há agrega do suficienle c€ntidad de C3dCJ, que se ha
¡dad de C3dCJ se ha v¡sto afectádEI recuento d€ m¡croesferas debería ser de por lo menos 40 reacciones

I.iMITACIONES DEL PROCED IMIENTO
Pueden darse resultados erróneos por la contaminá ción bacleriana de ios materiales de pruebas, periodos inEdecuados de ¡ncubación, ellavado inapropiádo o Iá decantación de m¡cro€sferas, la exposición de C3dCJ a luz dispersa o la omisión de reactivos o pasos en losanálisis

muestres menores que 10 000 p
I material de análisis o que la cal

La presencia de compleios inmunes u otros agregados de inmunoglobulina en la muestra dé sueros puede producir un aumento devÍnculos no especificos y generar resu¡tados érróneos de este anájisis-'
l-os valores de los ant¡cuemos de los sueros son específicós de períodos y muestrás. s¡ muchas m¡croesferas próducen válores de la lvlFlrnayores que l5 000, podía ser necesado dilu¡Í los sutsros.

Debido a la naturáleza compleia de las pruebas de los HLA y a los diversos factorés que podrían afectar la cascada de complementos quecÓnduce a la formac¡ón del c3d, los r€sultados se deuen revisar 
" 

intrrprelar por parle de personas capacitadas. El uso de cualquiersuero de control y de valores límile diferentes a aquellos sum¡n¡straaái'en el cert¡ficado de anál¡s¡s no ha sido validado.

O ",r.o" 
no pueoe usarse como la untca base para las decisiones clínicas.

RESOLUCION DE PROBLEMAS
(Consulte también é1 folleto informativo¡ e los productos LSA clase I y clasell de LIFECODES, LC1 683CEES)

PROBLEI\¡A

Eajo recuento de microosferas,
sólo para C3dPCB

Baja MFI para el suero de control
positivo

o

CAUSA POSIBLE soLUcrÓN

No se ágregaron suflcientes m¡croesferas a la mezcla
de microesferas LSA

Vuelva a suspender completamente
generando un vórtice brave, ev¡le las
p¡petas de <3 pL. Util¡ce pipetas
calibrádas.

caliF ostf d II nslru m nto sno e bra correclam ntee Vea el manual de Luminex
M¡croesferas fotoblan ueadas Utilice un frdsco nuevo de C3dPCB
Se agregó C3dCJ fotoblanqueado o ¡nsufic¡enle a la
reacc¡ón

Repila el análisis.
Ut¡lice un frasco nuevo de C3dCJ

ValorBS de la MFI ds control
posilivo del C3d con suero
<10 000 Lavado deficiente e los lavadosita el análisis

Se agregó lá mueslra ¡ncorécta Repila él anál¡s¡s con lá mueslra de
control correcta.

Repitá el análisis agregando C3dCS

Baja temperatura de anál¡sis

Confirme que el anális¡s se realizá a
2O"C-24"C. lntente reslizado en el límite
superior de temperalura para lograr una
MFI I

Se agregó la muestra inc,orrecta. Rep¡ta el análisis con la muestra de
control correcta.

Patrón anómalo para los suetos de
cóntrol posit¡vo

Lavado deficiente el análisis ile los lavadosRe
Repita el análisis y vigile los lavados
para garantizar que las microesferas se

nder durante el lavadovuelven a sus
¡,¡Fl alta para los sueros de control
negativo (>1500) Lavado deficiente

Dismin ncia de a rao onla

CARACTERíST|CAS DEL RENDIMIENTO ESPECiFICAS
Cuando se ut¡l¡za elequ¡po de detección del
presencia o ausenc¡a del complemento v¡ncl¡lado al complejo de anticuerpos y antígenos.

Se realizó un estudio utilizando 142 musstras que comparaba la detección de CAd d€ LIF

C3d de LIFECODES según el procsdim¡ento descrito anteriormente, los dos revelan la

complemento (CDC por sus s¡glas en inglés). Para este juego de mueslras, la sensibilida d de la detecc¡ón del de Ll DES era
ECODES y la c¡totoxi enle del

STAVO A, R
Socio Ce

CA R.L
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No se agregó suficiente C3dCJ a la reacción. Rep¡tá el añálisis con la cantidád
correcta de C3dCJ.

No se agregó suf¡c¡ente cadcS- noiE agñ!6ffiúñ-
C3dCS a la reacción.

(



meior que la de la prueba de cDc pára la.detección delcomplemento de vinculo delanticuerpo HLA en muestras dese desprende de tos anátisis LSA de tas clases I v ¿e f_ifeéóóes- 
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CERTIFICADO DE AUTORIZACIÓN E INSCRIPCIÓN 
PRODUCTO MÉDICO PARA DIAGNÓSTICO IN VITRO

Expediente Nº 1-0047-3110-000639-23-9  

 

La Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica (ANMAT) certifica que de 
acuerdo con lo solicitado por HEMOMEDICA S.R.L. ; se autoriza la inscripción en el Registro Nacional de 
Productores y Productos de Tecnología Médica (RPPTM), de un nuevo producto con los siguientes datos 
identificatorios característicos:

 

 

DATOS IDENTIFICATORIOS CARACTERÍSTICOS

Nombre Descriptivo: LIFECODES

Marca comercial: IMMUCOR

Modelos: 
LIFECODES LSA CLASS I 
LIFECODES LSA CLASS II 
LIFECODES C3d DETECTION

Indicación/es de uso: 



Tipificación de HLA

Forma de presentación: LIFECODES LSA CLASS I: para 24 ensayos. 
LIFECODES LSA CLASS II: para 24 ensayos. 
LIFECODES C3d DETECTION: para 24 ensayos.

Período de vida útil: LIFECODES CLASS I: Conservar de 2 a 8°C, vida útil: 12 meses. 
LIFECODES CLASS II: Conservar de 2 a 8°C, vida útil: 12 meses. 
LIFECODES C3d DETECTION: Conservar de 2 a 8°C, vida útil: 12 meses

Nombre del fabricante: 
Immucor GTI Diagnostics Inc.

Lugar de elaboración: 
20925 Crossroads Circle, Waukesha WI 53186, Estados Unidos.

Grupo de Riesgo: Grupo C

Condición de uso: Uso profesional exclusivo

 

 

Se extiende el presente Certificado de Autorización e Inscripción del PRODUCTO PARA DIAGNÓSTICO IN 
VITRO PM 1049-64 , con una vigencia de cinco (5) años a partir de la fecha de la Disposición autorizante.

Expediente N° 1-0047-3110-000639-23-9

N° Identificatorio Trámite: 45889
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