Placa Tipaje HLA
Clase I (ABC)
(72, 72BL, 72L, 720R, 72AB1/72AB2, 72C
72ABC1/72ABC2, 96, 96C)

PROPOSITO DEL TEST

Para uso en la determinacion cualitativa de antigenos de superficie de célula HLA utilizando la técnica microlinfocitotdxica
complemento-dependiente.

Para Uso en Diagnéstico in Vitro.

SUMARIO Y EXPLICACION DEL TEST

Las Placas GTI de Tipaje HLA contienen antisueros especificos humanos y ademads un control positivo y uno negativo. El
control positivo, pocillo 1A, es un anticuerpo linfocito conejo anti-humano. El suero control negativo, pocillo 1B, procede de un
grupo de varones sanos AB no trasfundidos y no tiene reactividad citotoxica. Todos los antisueros se han caracterizado por
pruebas serologicas.

Los diferentes tipos de placas disponibles permiten varias opciones de analisis abreviadas o mas extensas. Las placas de

72 contienen sueros para determinar los loci A,B ; A,B,C ; o loci asociados a la etnia como en el caso de las placas oriental
(720R) o negra (72BL). La placa de 96 pocillos contiene una bateria de sueros mas extensa para determinar los loci A,B o
A,B,C. La placa 72C contiene sueros para Cw1-Cw4 y la placa 72ABC2 y 96C sueros para Cw1-Cw8.

La caracterizaciéon HLA puede usarse para evaluacion del paciente y/o del donante aplicable a Transplante de Organos,
Transfusion de Plaquetas, Transplante de Médula Osea y Estudios de Asociacion de Enfermedades.

PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO

Se incuban linfocitos viables con antisueros especificos y complemento de conejo. Si los antigenos presentes en la superficie de
la célula corresponden a anticuerpos en los sueros se producird la muerte celular. Las células muertas pueden observarse
utilizando un microscopio de fase después de la diferenciacion con eosina como colorante. La interpretacion de resultados se
facilita con la Tabla de Analisis de sueros incluida.

REACTIVOS

= Placas de Tipaje HLA: 72 o0 96 sueros de tipaje con controles.
=  Complemento: Complemento de Conejo, no toxico a los linfocitos normales.
COMPO02: 0.5 ml
COMPO03: 0,75 ml
COMPO07: 5,0 ml
= Aceite Mineral: Todos los antisueros de la placa estan cubiertos con aceite mineral para evitar la evaporacion.

PRECAUCIONES

*  Todos los materiales suministrados deben usarse sin diluir.

*  Almacenar las placas a -65°C o inferior.

= Utilizar las placas antes de la fecha de caducidad.

= Descongelar las placas a temperatura ambiente durante 15 minutos y utilizarlas en los 30 minutos después de descongelar.
No volver a congelar.

*  No almacenar las placas en hielo seco después de haber abierto la bolsa hermética.

AVISO

»  Todos los sueros humanos utilizados en la preparacion de las placas de Tipaje HLA se han testado y encontrado negativos
para anticuerpos a HIV, HCV, y HBsAg por métodos aprovados por la FDA. Sin embargo ningiin método puede ofrecer
seguridad absoluta de ausencia de HIV, virus de Hepatitis C, virus de Hepatitis B , u otros agentes infecciosos. Por tanto las
placas de tipaje HLA deberian manipularse del mismo modo que se haria con material potencialmente infeccioso.



= Algunos de los sueros pueden contener azida sddica como conservante
ATENCION: La azida sodica reacciona con las caferias de plomo y cobre formando azidas metélicas altamente
explosivas. Cuando se elimine por el fregadero debe aclararse con un gran volumen de agua para evitar la formacién de
azidas.La azida sodica es un veneno y es tdxica si se ingiere.

» Una vez gastado el kit, eliminar todos sus componentes de acuerdo con las regulaciones locales.

RECOLECCION DE ESPECIMENES

Se puede utilizar para el analisis muestras de Sangre Periférica extraidas en Heparina Sodica, ACD o células criopreservadas
utilizando tecnicas aceptables.

Extraccion en Heparina Sédica: 10cc de sangre en 143 unidades USP de Heparina Sodica. La sangre heparinizada
deberia conservarse a temperatura ambiente antes de proceder al aislamiento de linfocitos y procesarse dentro de las
24-48 horas de su extraccion.

Extracciéon ACD: La sangre ACD deberia conservarse a temperatura ambiente antes de proceder al aislamiento de
linfocitos y procesarse dentro de las 24-48 horas de su extraccion.

= Deben obtenerse las muestras antes de proceder a terapia mieloablativa.

= Las muestras deben extraerse antes de proceder a transfusion sanguinea o al menos 48 horas después de
transfusion sanguinea.

= Un exceso de contaminacion por plaquetas puede enmascarar la reaccion de los linfocitos o provocar reacciones
falso negativas.

También puede utilizarse tejidos de Nddulos Linfaticos o Bazo procedentes de donaciones de 6rganos. Procesar el tejido y
realizar el andlisis tan pronto como sea posible después de la recoleccion del tejido.

PROCEDIMIENTO

El procedimiento del Test indicado es nuestro protocolo recomendado. El usuario puede establecer protocolos con variaciones
sobre el procedimeiento del test (por ejemplo.: fluorescencia, tiempos de incubacion, concentracion de células); No obstante el
usuario es responsable de determinar protocolos que sean aceptables para el uso con las placas de tipaje HLA GTI.

Material Suministrado:

- Placa Tipaje HLA

- Tabla de recoleccion de datos
- Tabla de Analisis de Sueros

- Complemento ABC

Material Necesario Adicionalmente (Suministrado por el usuario):

- Suspension de Linfocitos en 5% de Suero Ternera Fetal en RPMI-1640.

- Jeringa de 0.05 mL con aguja en dispensador repetitivo (sencilla o multiple) para dispensar 1 pL.

- Jeringa de 0.25 mL con aguja en dispensador repetitivo (sencilla o multiple) para dispensar 5 pL.

- Jeringa de 1 mL con un cabezal de 6 boquillas capaz de dispensar 3.3 pL por boquilla en dispensaciones repetitivas.

- Cubre Objetos: 75 X 50 mm.

- Eosina Y: 5.0 g por 100 ml HBSS. Filtrado a través de N°1 papel de filtro Whatman

- Formaldehido: Afiadir 2 mL de rojo fenol al 0.5% a 500 mL de formaldehido (10%). Ajustar el pH a 7.2 con HCl
concentrado.

- Microscopio de fase invertida.

Procedimiento del Test:

1. Preparar las células de acuerdo con los procedimeintos del laboratorio del usuario para analisis de linfocitotoxicidad.

2. Determinar si la viabilidad celular es aceptable para el test. La viabilidad de los linfocitos debe ser del 85% como minimo.

3. Ajustar las células a la concentracion deseada de (2 x 10° cels/mL) en 5% de Suero Ternera Fetal en RPMI-1640.

4. Sacar la placa del congelador y dejar descongelar al menos 15 minutos a temperatura ambiente, pero no mas de 30 minutos.

5. Utilizando una jeringa con aguja incorporada de 0.05 mL, afiadir con cuidado por debajo del aceite 1 pL de una suspension
de linfocitos de 2.0 x 10° cells/mL. Asegurarse de que las células y el suero se mezclan adecuadamente.

6. Incubar 30 minutos a 20-25°C.

7. Utilizando una jeringa de 0.25 mL con aguja incorporada unida a un dispensador repetitivo afiadir 5 pL. de Complemento de

Congjo.



8. Incubar una hora a 20-25°C.
9. Aiadir 3.3 pL de Eosina 5% a cada pocillo utilizando un microdispensador.
10. Dejar que la Eosina penetre en las células muertas durante 5 minutos.
11. Afadir 6.6 pL de Formalina Tamponada a cada pocillo para fijar la reaccion.
12. Dejar reposar las células 5-10 minutos antes de cubrir los pocillos con un cubre de 75 x 50 mm.
13. Sino van a leerse inmediatamente, almacenar las placas en el refrigerador para reducir la formacion de burbujas.
14. Colocar la placa en un microscopio de fase invertida y examinar cada pocillo a 100X aumentos. Leer la placa segun el
siguiente patron en zig-zag que corresponde a la Tabla de Resultados:
e 1A alF;2F a2A, etc. (placas de 72 pocillos)
e 1A alH;2H a2A, etc. (placa de 96 pocillos)
15. Anotar las reacciones observadas en la Tabla de Resultados suministrada.

Control de Calidad:

Controles Especificos

a) Elsuero Control Positivo se encuentra en el pocillo 1A. Para que el Test sea valido el control positivo tendra al menos una
cantidad del 51% mayor de células muertas que las del control negativo.

b) El suero Control Negativo se encuentra en el pocillo 1B. No deberia apreciarse muerte celular en este pocillo. La linea base
de la preparacion de linfocitos puede determinarse por la reaccion. Otras reacciones en la placa se evalian comparando la
viabilidad a la viabilidad del control negativo la cual deberia estar entre 0-20% células muertas.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

En cualquier pocillo en que se emparejen el antigeno de superficie celular y el antisuero ocurrirda muerte celular. Las células
vivas apareceran brillantes y refractantes al observarlas en un microscopio de fase, mientras que las células muertas aparecen
algo mayores y tefiidas de oscuro por el colorante Eosina.

El colorante Eosina en las concentraciones recomendadas en este procedimiento so6lo es efectivo si se usa un microscopio de
contraste de fase. Sin el contraste de fase las células muertas no aparecen suficientemente oscuras para permitir una
discriminacion adecuada. El abombamiento de las células muertas se incrementea por la adicion de la Eosina, es importante por
tanto dejar que el colorante penetre durante exactamente 5 minutos antes de la adicion de formalina.

Los Resultados se registran utilizando un sistema de puntuacion que corresponde al porcentaje de células muertas (observadas
como mayores, oscuras y no refractantes), dentro de cada pocillo.

8 = 81-100% células muertas
6 = 51-80% células muertas
4 =21-50% células muertas
2 =11-20% células muertas
1 =0-10% células muertas

0 = Ilegible

Después de registrar los resultados, comparar las reacciones positivas a las especifidades contenidas en cada pocillo. Las
Reacciones dan positivo cuando los antigenos de los linfocitos corresponden a los anticuerpos presentes en el antisuero.

Identificar los antigenos presentes en la preparacion de linfocitos analizada.

LIMITACIONES

Pueden producirse resultados erroneos en diferentes fases del proceso. A continuacion se agrupan de acuerdo a los pasos del
proceso.

a. Identificacion celular
Cuando se analizan varias muestras simultanemente, pueden producirse los siguientes errores al confundirlas en el aislamiento o
al analizarlas:

1. Intercambiar las células
2. Analizar dos veces una célula, mientras se omite otra.
3. Mezclar dos muestras durante el aislamiento



b. Aislamiento Celular
La preparacion de linfocitos debe ser tan pura como sea posible. La contaminacion celular puede provocar los siguientes
problemas:

1. La contaminacion por Eritrocitos puede dificultar la evaluacion al microscopio al confundirse con los
linfocitos. Los Eritrocitos también pueden reducir el complemento necesario para la reaccion linfocitotoxica.
2. La contaminacion por Plaquetas puede mermar anticuerpos y complemento y por tanto provocar reacciones

falso negativas.

La contaminacion por Granulocitos puede provocar falsos positivos debido a la fagocitosis de la Eosina.

4. La Concentracién Celular también es importante dado que el test esta estandarizado utilizando una
determinado cociente antigeno-anticuerpo. Las suspensiones de Células de <2x10° linfocitos pueden dar
reacciones falso positivas. Las suspensiones de Células de >2x10° linfocitos pueden dar reacciones falso
negativas.

W

c. Adicion de los linfocitos
Dado que la adicion de linfocitos puede realizarse rapidamente, pueden suceder los siguientes errores:

1. Fallo en la mezcla de los linfocitos con el antisuero (esto es una causa comun de reacciones negativas).
2. Saltarse un pocillo o fila de pocillos.
3. Arrastre de sueros de un pocillo al otro por las puntas de dispensacion.

d. Evaluacion al Microscopio (“lectura”)

Esta fase es principalmente susceptible de errores por falta de cuidado tales como leer una placa en orden inverso o errores al
apuntar. Es esencial tener el Microscopio de contraste de fases ajustado adecuadamente para ver tanto las células vivas como las
muertas.

e. Temperatura
El test de microlinfocitotoxicidad es sensible a la temperatura. Se requiere una temperatura de 20-25°C para realizar el analisis.

f. Complemento
El complemento de Conejo debe ser no toxico al los linfocitos normales. Se requiere una manipulacion cuidadosa del

complemento. Debe estar completamente descongelado, mezclado (suavemente), y mantenerlo frio continuamente antes de su
uso. NO VOLVER A CONGELAR el complemento de conejo.

La contaminacion bacteriana de los reactivos o las preparaciones de linfocitos pueden provocar reacciones falso positivas.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Estudios de reproducibilidad confirmaron menos del 2% de reacciones erraticas. Estudios comparativos entre Placas de tipaje
HLA y tipaje ADN dieron un 97.4% de concordancia. La Sensibilidad y Especificidad no pueden determinarse para el producto
considerado en su totalidad. De todas formas en la Hoja de Analisis de sueros se incluye la sensibilidad y especificidad de cada
suero de tipaje incluido en la placa. La reactividad Positiva se define como el 50% o mayor muerte celular provocada por el
antisuero. Los paréntesis indican especificidades que se conocen que reaccionan con (~50%) de células poseedoras de esos
antigenos.

La especifidad del antisuero ha sido confirmada con un panel de 50 células congeladas por un laboratorios independente de
histocompatibilidad acredito por la Sociedad Americana de Histocompatibilidad e Immunogenética (ASHI) en combinaciéon con
un panel de aproximadamente 75 muestras frescas de células representando individuos de varias etnias o de un panel de
aproximadamente 125 muestras frescas células representando individuos de varias etnias. La Tabla de Analisis de Sueros es un
sumario de esos resultos.
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