QUIKSCREEN®

PROPOSITO DE EMPLEO

QUIKSCREEN® es un ensayo cualitativo en fase sélida inmuno-enzimatico (ELISA) para detectar anticuerpos 1gG a antigenos HLA
clase I.

Para Uso en Diagnostico In Vitro.

RESUMEN Y EXPLICACION

HLA es un sistema antigénico mayor en determinar la supervivencia de transplantes alografos o transfusion de plaquetas en individuos
sensibilizados. Los anticuerpos HLA se pueden adquirir por aloinmunizacion como resultado de embarazo, transfusién de derivados
sanguineos, o transplantes previos. En general, la aloinmunizacién lleva a la produccion de anticuerpos HLA en aproximadamente el
33% de individuos expuestos.

Los antigenos altamente polimorficos de leucocitos humanos (HLA) clase | se encuentran ampliamente distribuidos en todas las
células nucleadas. Las Plaquetas, aunque no nucleadas son fragmentos de megacariocitos nucleados y transportan antigenos clase 1.2

QUIKSCREEN® ELISA en fase solida contiene glicoproteinas HLA clase | purificadas por afinidad de plaquetas de donantes de sangre
Blancos, Negros e Hispanos. Las glicoproteinas purificadas se inmovilizan en microcubetas. El test esta disefiado para detectar
anticuerpos a antigenos HLA clase | (HLA-A-B-C).

PRINCIPIO

Se afiade suero o plasma a microcubetas tapizadas con glicoproteinas HLA clase | purificadas por afinidad permitiendo, si estuviera
presente, que el anticuerpo se enlace. Los anticuerpos no ligados se eliminan por lavado. Se afiade a los pocillos un reactivo anti-
inmunoglobulina humana marcado con fosfatasa alcalina (Anti-IgG) y se incuba. La Anti-IgG no ligada se elimina por lavado y se
afiade el substrato PNPP (p-nitrofenil fosfato). Tras un periodo de incubacion de 30 minutos, se para la reaccion afiadiendo una
solucién de hidréxido sédico. Con un espectrofotémetro se mide la densidad dptica del color desarrollado.

REACTIVOS

Numero maximo de test por kit: 44 (QS12G) o 40 (QS3G)
Los reactivos deben conservarse segln las instrucciones de la etiqueta.

MP 1. Microcubetas: placa o tiras de microcubetas de fondo plano a las cuales se han inmovilizado glicoproteinas HLA
(QS3G) clase | purificadas por afinidad. Las placa o tiras de las microcubetas estan dentro de la bolsa embalaje. Listo
MS para el uso.
(QS12G)

2. Solucion Concentrada de Lavado (10x): Solucion tamponada de Tris (hidroximetil) aminometano conteniendo
TCW cloruro sédico y Tween 20. 1% azida sddica. Diluir con agua desionizada o destilada antes del uso. Almacenar la

solucion de trabajo de Lavado hasta 48 horas a temperatura ambiente o hasta siete dias entre 2 y 8°C.

3. Diluyente de Muestra: Solucién salina tamponada de Fosfato conteniendo albdmina bovina.
SDQ 0.1% azida sodica. Lista para el uso.

4. Tampon Substrato: Esta solucion contiene dietanolamina y cloruro magnésico. 0.02% azida sodica. Listo para el
SB uso. Proteger de la luz.

5. Solucion de Paro: Hidroxido Sédico 3 M. Listo par el uso. Manipular con cuidado.

SS

6. Conjugado: Anticuerpo de cabra a Inmunoglobulina G Humana purificado por afinidad conjugado con Fosfatasa
AG Alcalina (1gG). 0.1% azida sddica. Diluir con Diluyente de Muestra antes del uso.

7. PNPP (p-nitrofenil fosfato) Substrato: Polvo Cristalino. Reconstituir con agua desionizada o destilada y diluir en
PN tampon de Substrato antes del uso. Proteger de la luz.




8.  Suero Control Positivo: Suero Humano. 0.1% azida sédica. Diluir en diluyente de Muestra antes de usar.
PC

9.  Suero Control Negativo: Suero Humano. 0.1% azida sédica. Diluir en diluyente de Muestra antes de usar.
NC

10. Tapas para placas.
PS

PRECAUCIONES

o No utilizar reactivos turbios o contaminados.

e SE DEBE tener cuidado de evitar la contaminacion del Diluyente de Muestra y del Conjugado. La contaminacion inadvertida de
estos reactivos con suero humano provocaria la neutralizacién del Conjugado y el fallo de la prueba.

e No usar reactivos después de su fecha de caducidad.

e Las microcubetas y los reactivos contenidos en el kit no pueden usarse en otros kits de otros sistemas.

e Lasustitucion de los componentes suministrados en el kit por cualquier otro puede provocar resultados erréneos o inconsistentes.

o Después de cada serie de analisis desechar los restos no utilizados de Conjugado diluido, Controles positivo y negativo diluidos, y
reactivo PNPP diluido y reconstituido.

e Sequir las instrucciones del fabricante de las pipetas en cuanto a aspiracion y dispensacion para la preparacién correcta de las
diluciones.

e Lareaccion Enzima substrato de la Gltima incubacién es sensible a la temperatura y deberia realizarse entre 22 y 25°C.

e Puede ser necesario que el laboratorio establezca tiempos de incubacion mas largos o mas cortos, debido a las variaciones en
instrumentos o en la temperatura de la habitacion para obtener resultados de controles consistentemente validos. Debido a que la
temperatura de la incubacion final puede afectar a los valores de los controles, es importante monitorizar periodicamente la
temperatura de la habitacion.

CUIDADO

e Todos los sueros humanos utilizados en los Controles Positivo y Negativo para este producto han sido testados y encontrados
negativos para los anticuerpos a HIV, HCV y HBsAg mediante métodos aprobados por la FDA. De todas formas ninguna prueba
puede ofrecer completa seguridad de ausencia de virus de HIV, Hepatitis C, Hepatitis B u otros agentes infecciosos. Por tanto,
estos materiales deberian manipularse como potencialmente infecciosos.

e Algunos de los reactivos del kit contienen azida sodica como conservante.

ATENCION: La azida sodica reacciona con las cafierias de cobre y plomo formando azidas metélicas latamente explosivas.
Cuando se deseche en el fregadero debera enjuagarse con gran cantidad de agua para prevenir el crecimiento de azidas. La azida
sodica es un veneno y es toxica si se ingiere.

e Lasolucion de paro (NaOH) es corrosiva. Evitar el contacto con la piel y los ojos. Las salpicaduras deberian lavarse
inmediatamente.

e Al terminar desechar todos los componentes siguiendo la normativa local.

TOMA DE MUESTRA

La sangre se debe recolectar en ACD, EDTA, heparina sodico, citrato sodico (plasma) o sin anticoagulante (suero) utilizando la
técnica aséptica y deberia analizarse fresca lo antes posible para minimizar la posibilidad de obtener reacciones falsos positivos o
falsos negativos debido al deficiente almacenaje o contaminacion de la muestra. Las muestras que no puedan analizarse de forma
inmediata deberian almacenarse a 2 y 8°C por no mas de 48 horas o congelarlas. Las muestras congeladas a —20°C o inferior,
permanecen en buenas condiciones por varios afios (2-3 afios). De todas formas, para evitar el efecto nocivo de repetidos ciclos
descongelacién/congelacion, se recomienda alicuotar las muestras en pequefios volimenes y conservarlas congeladas. Evitar los
congeladores antiescarcha.

Para almacenamiento o transporte, el suero o plasma debe ser separado de las células rojas.

Las particulas o agregados en la muestra pueden provocar falsos positivos o poca repetibilidad. Las muestras conteniendo particulas
deberan aclararse por centrifugacién antes de analizarlas.

Para este test solo puede usarse suero o plasma completo. La dilucion previa de las muestras en cualquier forma no normal, suero
humano negativo ELISA podria afectar al resultado.

Las muestras contaminadas por microorganismos, hemolizadas, lipémicas, ictéricas o inactivadas por calor pueden dar resultados
inconsistentes y deberian evitarse.



PROCEDIMIENTO

Materiales Suministrados:

Los viales pueden contener més reactivo que el indicado en las etiquetas. Al preparar las soluciones, asegurarse de medir el reactivo
con los instrumentos apropiados.

1. 1-96 cubeta placa microcubeta (QS3G) o
12 - 1 x 8 tiras de microcubeta con soporte (QS12G)
1 x 50 mL Soluc. Conc. Lavado
1 x 14 mL Diluyente de Muestra
1 x 14 mL Tampon Substrato
1 x 14 mL Solucion de Paro
1 x 80 pL Conjugado Anti-lgG Humana
1 x 50 mg PNPP Substrato (QS3G) o
6 x 50 mg PNPP Substrato (QS12G)
8. 1x0.3 mL Suero Control Positivo (QS3G)
1 x 0.45 mL Suero Control Positivo (QS12G)
9. 1x0.7 mL Suero Control Negativo
10. 2 Tapas para Placas (QS3G)
12 Tapas para Placas (QS12G)

Nogakrowd

Material Necesario Adicionalmente:

1. Tubos para la muestra del paciente y diluciones de controles y reactivos

2. Pipetas de transferencia

3. Micropipetas ajustables para dispensar 10 — 100 pL y 100 — 1,000 uL y puntas desechables
4. CronGmetro

5. Lector de microplacas capaz de medir DO a 405 0 410 y 490 nm

6. Agua desionizada o destilada

7. Toallitas papel absorbente

8. Lavador de microplacas o similar

9. Centrifuga capaz de separar suero o plasma de las muestras de paciente

10. Bario de agua de 37°C o incubador

Procedimiento del Test
1. Atemperar los reactivos a temperatura ambiente.

2. Prepara la Solucion de Lavado diluyendo el concentrado de lavado. Afiadir 1 volumen de Concentrado de Lavado a 9 volimenes
de agua desionizada o destilada. Mezclar bien.

3. Determinar el nimero de muestras a testar. Utilizando la Tabla de Resultados, asignar a cada muestra una localizacion
consistiendo de dos (duplicar) cubetas. Registrar la identidad de cada muestra en la Tabla de Resultados.
(QS12G - Utilizar la parte trasera, si se analiza una sola muestra.)

PREPARACION DE MUESTRAS Y CONTROLES

4. Diluir como sigue y mezclar bien:

Volumen Diluyente de Muestra | Volumen Muestra
PC 75 puL 75 pL
NC 1 muestra 75 pL 75 pL
multiple muestras 110 pL 110 pL
placa 250 pL 250 pL
Muestra Paciente 100 pL 100 pL

5. Sacar las microcubetas la placa o el marco de microcubetas de la bolsa. Sacar las microcubetas de la bolsa y rapidamente separar
las tiras no necesarias y colocarlas en la bolsa protectora.

NOTA: (QS12G) Solo se suministra el marco con el kit. No desechar hasta haber utilizado todas las tiras.



NOTA: Orientar el marco con el pocillo Al en la esquina superior izquierda. Asegurarse de que todas las tiras estan

correctamente situadas y encajadas en el marco. Etiquetar o enumerar cada tira para evitar errores. Mantener la misma
orientacion de la placa durante todo el test.

6. Afiadir 300 pL de Solucion de Lavado de trabajo a todos los pocillos y dejar que alcance la temperatura ambiente en 5-10
minutos.

7. Aspirar o decantar vigorosamente e invertir sobre un papel absorbente para evitar que se seque.

8. Anfadir 50 pL del control apropiado o muestra en las cubetas, tal como designe en la Tabla de Resultados.

NOTA: No afadir ni muestras ni reactivos a las cubetas de Blanco.

NOTA: (QS12G) Si se analizan multiples muestras de pacientes solo se necesita un solo set de controles. PARA EVITAR

ERRORES MARCAR CADA UNA DE LAS TIRAS.

9. Sellar las microcubetas con una tapa para placas e incubar por 30-35 minutos en un bafio de agua a 37°C. En caso de utilizar un
incubador seco aumentar 10 minutos el tiempo de incubacion.

10. Diluir el Conjugado 1 a 100 en Diluyente de Muestra. Utilizar un contenedor de polipropileno.

Tiras: 2-1x8 12 -1 x 8 o Placa
AG 10 uL 60 pL
SDQ 1.0mL 6.0 mL

NOTA: El conjugado es viscoso. Mojar la punta de pipeta 2-3 veces en el Conjugado antes de dispensar y enjuagar después de la

adicion al Diluyente de Muestra. Mezclar bien.
11. PASO DE LAVADO:

a) Aspirar o decantar el contenido de cada pocillo y sacudir sobre papel absorbente.

b) Afadir 300 pL de Solucidn de trabajo de Lavado.

c) Aspirar o decantar.

d) Repetir los pasos b + ¢ para un total de 3 0 4 lavados.

e) Decantar vigorosamente para eliminar la solucién de lavado residual. Invertir sobre papel absorbente para prevenir el
secado.

NOTA: Es importante eliminar completamente toda la solucion de Lavado después del Gltimo lavado.

12. Afiadir 50 pL de Conjugado diluido (preparado en el paso previo) a todos los pocillos EXCEPTO los designados como
BLANCOS.

13. Sellar las microcubetas con una Tapa para placas e incubar 30-35 minutes en un bafio de agua a 37°C .Si se usa un incubador seco
debe aumentarse en 10 minutos el tiempo de incubacion.

14. Disolver el Substrato PNPP afiadiendo 0.5 mL de agua desionizada o destilada al vial. VVolver a tapar y mezclar bien. Proteger de
la luz hasta su uso.

15. Diluir el PNPP 1 a 100 en el Tampdn de Substrato.

Tiras: 2-1x8 12 -1 x 8 or Placa
PN 20 uL 120 pL
SB 2.0mL 12.0 mL

Mezclar bien. Proteger de la luz hasta su uso.



16. PASO DE LAVADO:
a) Aspirar o decantar el contenido de cada pocillo y sacudir sobre papel absorbente.
b) Afadir 300 pL de Solucion de trabajo de Lavado.
c) Aspirar o decantar.
d) Repetir los pasos b + ¢ para un total de 3 0 4 lavados.
e) Decantar vigorosamente para eliminar la solucién de lavado residual. Invertir sobre papel absorbente para prevenir el
secado.
Proceder rapidamente con los siguientes tres pasos.
17. Afiadir 100 pL de la solucién de PNPP diluida a todos los pocillos EXCEPTO aquellos designados como BLANCOS.
18. Dejar atemperar las microcubetas en oscuridad por 30 minutos a TEMPERATURA AMBIENTE (22 y 25°C).
NOTA: Después de la adicion de PNPP el tiempo de incubacién y la temperatura son criticos. NO VARIAR el tiempo de
incubacidn establecido o la temperatura. Para mayor consistencia empezar a medir el tiempo después de la adicion del
reactivo a la primera cubeta.

19. Parar la reaccién afiadiendo 100 uL de Solucion de Paro a cada pocillo en la misma secuencia que la adicion del substrato. Afadir
200 pL de solucion de Paro a los pocillos de Blanco.

20. Leer la absorvancia (DO) de cada pocillo a 405 o 410 nm utilizando un filtro de referencia de 490 nm. Si no se puede leer el
resultado inmediatamente, volver a poner los pocillos en oscuridad hasta un méximo de 30 minutos.

21. Restar los valores obtenidos en los pocillos BLANCOS a todos los de las muestras y controles. Muchos lectores de ELISA estan
programados para realizar este paso automaticamente.

22. Registrar los Resultados en la Tabla de Resultados.

CONTROL DE CALIDAD

El Control de calidad del QuIkSCREEN® esté integrado en el sistema por la inclusién de los Sueros Control Negativo y Positivo. Estos
controles deben incluirse en cada serie para ayudar a determinar si se han producido errores técnicos o fallos del reactivo.

Criterios para un test valido:

Control Negativo Media Control Positivo Media
| Media DO 0.040 - 0.150 > 1.500

Las lecturas de DO obtenidas de pruebas en duplicado deben quedar entre el 20% de la media de los dos valores. Las muestras cuyos
resultados queden fuera de este limite deberan volver a determinarse.

NOTA: La pobre repetitividad de resultados se puede deber a omisiones de muestra o reactivo, desigual adicion de reactivos,
temperatura desigual durante las incubaciones, luz durante la incubacion final o contaminacion cruzada. El fallo en el
test en duplicado puede conducir a aceptar resultados erroneos.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Los resultados con valores de DO iguales o0 mayores que 2X el valor obtenido de la media de controles negativos. Se consideran
resultados positivos.

LIMITATIONES

Pueden obtenerse resultados erréneos por contaminacion bacteriana del material, periodos de incubacidn inadecuados, lavado o
decantado inadecuado de los pocillos, exposicion del substrato a la luz, omision de reactivos, exposicion a temperaturas superiores o
inferiores a las requeridas, u omision de pasos.

La presencia de inmunocomplejos u otros agregados de inmunoglobulinas en la muestra del paciente puede provocar un aumento de
uniones no especificas y producir falso-positivos en esta prueba.

Los resultados de este analisis no deberian usarse como Unica base para una decision clinica.
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Algunos anticuerpos de titulos bajos, baja avidez pueden no detectarse utilizando este ensayo.
Los anticuerpos limfocitotoxicos no-HLA no se detectaran utilizando esta prueba.

Este producto no detecta IgM, IgA, o anticuerpos HLA clase I1.
Con este método pueden no detectarse anticuerpos monoespecificos a antigenos de baja incidencia.

Por esta técnica se pueden detectar algunos anticuerpos HLA no-citotoxicos que no reaccionan en el ensayo de linfocitotoxicidad
(LCA).

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO ESPECIFICO

Cuando se almacena adecuadamente y se utiliza de acuerdo con los procedimientos descritos anteriormente, este producto puede
detectar anticuerpos IgG a antigenos HLA clase I.

Para asegurar la adecuada reactividad y especificidad, antes de comercializar cada lote de QUIKSCREEN® se prueba con muestras
conocidas en contener aloanticuerpos. Reactivos con antigenos HLA clase I. Asi como con muestras conocidas de estar libres de tales
anticuerpos.

Evaluacion de Rendimiento

Método Comparativo

Positivo Negativo Total
QUIKSCREEN® Positivo 155 6 161
Negativo 22 237 259
Total 177 243 420
Acuerdo: 93.3%
Co-positividad: 87.6% Co-negatividad: 97.5%

Método Comparativo: Ensayo de Linfocitotoxicidad (LCA)
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