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Indicaciones de uso

El método para la deteccién de la IgE alergeno especifica CLA® AP
1800, es una prueba in vitro para la determinaciéon semicuantitativa de la
concentracién de IgE contra alergenos especificos presentes en una
muestra el suero humano, mediante el uso del instrumento automatico
AP 1800. Se ha desarrollado un método de dilucién que se emplea
cuando el volumen de la muestra del paciente no es suficiente para
efectuar la prueba sin dilucion. En método incorpora un cambio en los
valores de corte, tal como se describe mas abajo. Una vez que se
implementa el cambio en los valores de corte sélo pueden analizarse en
el instrumento muestras diluidas. Los métodos de dilucion tendran menor
sensibilidad y/o especificidad, segun se define en la seccién 13.

Principio de la prueba

La prueba para la determinacién de la IgE alergeno especifica CLA® AP
1800 se realiza en un pequefio dispositivo plastico denominado camara
de prueba (pette), en la cual la muestra de suero del paciente es
expuesto simultaneamente a varios alergenos o mezclas de alergenos.
La camara de prueba contiene filamentos de celulosa dispuestos
individualmente, donde cada uno de ellos tiene un determinado alergeno
o una mezcla de alergenos unidos por uniones covalentes. Cada camara
de prueba también contiene un control positivo que comprueba el
rendimiento de los reactivos durante el procedimiento, un control
negativo (blanco) y un control indicador de deteccion de muestra de
suero.

La prueba para la determinacion de la IgE alergeno especifica CLA® se
efectla en el instrumento AP 1800 y que requiere la previa dispensacion
de la suficiente muestra de suero del paciente en la copa de muestra. La
muestra de suero debe utilizarse sin diluir, como se explica en el
prospecto para la prueba doc 0665. Alternativamente, se puede utilizar
un procedimiento donde la muestra de suero del paciente puede ser
diluida 1:2, es decir, pueden mezclarse cantidades iguales de la muestra
del paciente y del diluyente de muestras AP1800. Este procedimiento
debera utilizarse Unicamente cuando el volumen de la muestra del
paciente es insuficiente para efectuar la prueba sin dilucién.

La IgE presente en el suero se une, durante la incubacion, a los
filamentos de celulosa que contienen el alergeno. A continuacion, la
camara de prueba es lavada automaticamente con solucién tamponada
para eliminar los componentes de suero no unidos. Posteriormente, se
agrega a la camara de prueba el anticuerpo anti-lgE marcado con
enzima, el cual se unird a la IgE sérica que previamente unida a los
filamentos de celulosa. Después de un segundo lavado, se llena la
camara de reaccion con una mezcla de reactivos fotoreactiva que
reacciona con el anticuerpo marcado y produce la emisién de

guimioluminiscencia. La cantidad de luz emitida por cada filamento es
directamente proporcional a la cantidad de IgE especifica frente al
alergeno presente en la muestra de suero del paciente.

Reactivos/componentes
Equipo de diluyente de muestras AP 1800,

Consérvese a una temperatura de 2 a 8°C hasta la fecha de
caducidad. No congelar.

Materiales requeridos:

Equipo de diluyente de muestras AP1800: 3 frascos, 100 ml
Contenido de la solucién:

Salina tamponada con fosfato 0,01 M,

Polietilenglicol al 3%, suero de caballo al 10%,

Surfactante, conservante y colorante amarillo.

Precauciones

. La prueba para la determinacion de la IgE alergeno especifica CLA®
AP 1800 es para diagndstico in vitro.

. No use los componentes del equipo después de la fecha de
caducidad. La fecha de caducidad esta impresa en cada uno de los
componentes.

. El equipo de reactivos de la prueba para la determinacion de la IgE
alergeno especifica CLA® AP 1800 es universal y puede emplearse
con otras camaras de prueba de otros equipos.

. Mezcle el contenido del frasco de de diluyente de muestras

invirtiéndolo suavemente varias veces.

Instrucciones para la conservacién

. Conserve los componentes del equipo a 2-8°C. Si se conservan
como se indica, los componentes pueden utilizarse hasta la fecha
de caducidad impresa en las etiquetas de los componentes
individuales.

. No congele los componentes del equipo.

. No use componentes del equipo que presenten signos de
deterioro. Los signos de deterioro comprenden olores fuera de lo
normal, y otras indicaciones de contaminacion.

B Preparacion de las muestras y de las
camaras de prueba

Manipule todas las muestras del paciente y los componentes del equipo
segun las recomendaciones para el manejo de cualquier muestra de
suero o sangre humanos potencialmente infecciosos. Cumpla con las
precauciones universales o con las normativas de su centro para la
manipulacién de muestras de pacientes.l'3

Dispensar la muestra de suero del paciente en la copa de muestra
mediante una punta desechable.
El volumen minimo de muestra de suero humano que se requiere para
cada una de las camaras de prueba son las siguientes:
Una camara de prueba de 33 alergenos requiere 1,5 ml de suero
Una camara de prueba de 28 alergenos requiere 1,4 ml de suero
Una camara de prueba de 18 alergenos requiere 1,1 ml de suero

Debe seguirse el siguiente protocolo para la obtencion, preparacion y
conservacion de la muestra de suero para uso en las pruebas de alergia
AP 1800 CLA:

1. Recoja una muestra de sangre venosa en un tubo de
separacion de suero o tubo con tapa roja de 10 ml. No es
necesario que el paciente esté en ayunas. No se requiere
ningun preparativo en especial.

NOTA: el suero hemolizado o lipémico puede afectar
negativamente al rendimiento de la prueba AP 1800
CLA® paradeterminacion de IgE alergeno-especifica.

2. Permita que la sangre se coagule en el tubo de extraccién
durante 1 hora a temperatura ambiente.



3. Centrifugue el tubo con la sangre coagulada durante 10 a 20
minutos a 2.000-3.000 x g 0 2.500-3.600 rpm.

NOTA: el uso del sistema de freno de la centrifuga puede
hacer que el sedimento (pellet) se suelte y esto puede
producir niveles altos de sefial de fondo y resultados
erréneos. Desactive el freno de la centrifuga antes de
centrifugar las muestras de suero.

4. Transfiera el suero a un tubo de plastico limpio para su
almacenamiento y etiquetado adecuado.

5. Las muestras de suero pueden conservarse a 2-8°C hasta un
méaximo de una semana después de la extracciéon. Para
conservar durante periodos mas largos, congele las muestras
a-20°C.

NOTA: debe evitarse congelar y descongelar las los
tubos de muestras repetidamente.

Después de descongelar una muestra congelada, debe
mezclarse muy antes de su centrifugacion.

6. Extraiga de la bolsa de plastico las camaras de prueba que
necesite. Cierre bien la bolsa de plastico y guarde las que no
necesite en la nevera.

7. Seque la humedad del exterior de cada camara de prueba.
Golpee suavemente el extremo de la camara de prueba sobre
una toalla de papel absorbente para eliminar todo liquido
residual contenido en el interior de la cAmara de prueba.

Dilucién de las muestras de suero

Este procedimiento debe utilizarse Gnicamente cuando el volumen
de la muestra del paciente no es suficiente para realizar el
protocolo estandar. Con este método se obtendra una sensibilidad
mas baja, segun se describe en la seccion 13.

1. Determine el volumen de suero necesario como se describe
en la seccion 6.

2.  Prepare una dilucion de 1:2 del suero, poniendo en un
recipiente limpio cantidades iguales de la muestra de suero
del paciente y del diluyente de muestras AP1800.

3. Mezcle y afiada los sueros diluidos al vaso desechable para
muestras

4. Siga el procedimiento estandar

5. También puede ponerse en contacto con su distribuidor para
implementar los cambios en los valores de corte de clase en
el software AP 1800 DMS

NOTA: una vez implementados los cambios de los
valores de corte, deben utilizarse exclusivamente
muestras diluidas.

B Procedimiento del ensayo

Consulte la Guia del Usuario del AP 1800 para obtener
instrucciones detalladas sobre la prueba para la determinacién de
la IgE alergeno especifica CLA® AP 1800 y el uso del instrumento
AP 1800.

ﬂ Control de calidad

Filamentos de control interno

Cada camara de prueba contiene un control positivo que
comprueba el rendimiento de los reactivos durante el
procedimiento, un control negativo (blanco), y un control indicador
de suero. Estos filamentos sirven como indicadores internos en
cada camara de prueba.

Control positivo para el procedimiento: El control positivo sirve
para comprobar el rendimiento de los reactivos del equipo durante
el procedimiento. Los controles positivos para el procedimiento
deben producir lecturas iguales o superiores a 243 UL en el AP
1800.

>

Control negativo (blanco): El control negativo (blanco) compensa
por cualquier unién no especifica de IgE que pueda ocurrir. El
control negativo (blanco) debe producir una lectura igual o inferior
a 9 UL en el AP 1800.

Control indicador de suero: El control indicador de suero sirve
para asegurar que el suero del paciente fue aspirado hasta el
extremo parte superior de la camara de prueba. Como medida de
precaucion, si el suero no alcanza la parte superior, el AP 1800 no
generard el informe de los resultados de la prueba.

B. Sueros control IgE positivo e IgE negativo

Hitachi Chemical Diagnostics recomienda que cada nuevo lote de
reactivos y camaras de prueba para la prueba para la
determinacion de la IgE alergeno especifica CLA® AP 1800 sean
sometidos a una prueba con dos controles: reactivo para control
positivo AP 1800 y reactivo para control negativo AP 1800. Las
instrucciones sobre su uso y aceptabilidad de los resultados,
consulte el prospecto de los reactivos para controles positivo y
negativo AP 1800. Las agencias reguladoras pueden requerir un
uso mas frecuente de los controles positivo y negativo, Consulte
con la agencia reguladora correspondiente para obtener
informacion detallada.

Resultados

El instrumento AP 1800 mide la cantidad de luz emitida por los
filamentos de las cadmaras de prueba. Este instrumento mide la emision
de luz en unidades de luminiscencia (UL). Para calcular la respuesta de
IgE del paciente, el instrumento descuenta automéaticamente el nivel de
emision de luz del filamento control negativo (blanco) del nivel de
emision de cada filamento para cada IgE especifico. Los valores CLA
se clasifican de 0 a 6, segun la cantidad de luz emitida por los
filamentos individuales de la camara de prueba. A partir de estos
valores, se obtiene el sistema de puntuacion de alergia en valores CLA
de la prueba para la IgE alergeno especifica CLA AP 1800. Se ha
desarrollado y validado un sistema de puntuacion alternativo para el
método de dilucion. La correspondencia entre las cantidades de IgE, los
valores CLA vy las lecturas del instrumento se muestran en las tablas
siguientes.

Sistema de puntuaciéon de alergia en la clase CLA con método de
dilucién para el AP1800, con cambios en los valores de corte:

Concentracion de
la IgE alergeno

Clase CLA UL netas especifica

0 0-49 No detectable

1 50-70 Baja

2 71-300 Moderada

3 301-1000 Alta

4 1001-1400 Muy alta

5 1401-1650 Muy alta

6 >1650 Muy alta

Los valores iguales o superiores a 1 en la clasificacion CLA indican
concentraciones progresivamente crecientes de anticuerpos contra
alergenos especificos. La clase CLA 0 indica ausencia o niveles no
detectables de anticuerpos contra alergenos especificos.

Limitaciones de la prueba

. El suero hemolizado o lipémico puede afectar negativamente al
rendimiento de la prueba para IgE alergeno especifica CLA®.AP
1800.

. El diagnostico clinico definitivo y los regimenes de administracion
de inmunoterapia no deben basarse Unicamente en los resultados
de ninguna prueba diagndstica aislada, sino que deben ser
formulados por el médico después de la valoracion de todos los
hallazgos clinicos y de laboratorio.

. La prueba para IgE alergeno especifica CLA® AP 1800
proporciona resultados semicuantitativos. El método no tiene un
estandar absoluto y sus niveles se clasificacion se definieron
arbitrariamente.

. Puesto que la capacidad de union del anticuerpo IgE especifico
puede variar de alergeno a alergeno, el hecho que alergenos



Para asistencia técnica, pongase en contacto con Hitachi Chemical
Diagnostics. Fuera de los Estados Unidos, pongase en contacto con

diferentes sean clasificados de manera similar no implica
necesariamente una equivalencia clinica.

En las pruebas de alergia a alimentos, podria no ser posible
detectar los anticuerpos IgE circulantes si éstos estan dirigidos
contra formas alteradas de los alergenos (p. ej., cocidos,
procesados o digeridos) y estas formas alteradas poseen
caracteristicas diferentes a las de los alergenos utilizados en la
prueba. Los resultados falsos positivos en pruebas efectuadas en
personas con alergia a alimentos pueden llevar a restricciones
inapropiadas en la dieta, mientras que los resultados falsos
negativos en personas con sensibilidad a los alimentos pueden dar
lugar a reacciones anafilacticas de distinto grado de gravedad.

En las pruebas de alergia a alergenos inhalados, los resultados
falso positivos pueden conducir a la prescripcion de medicacion
inadecuada en esas personas. Los resultados falsos negativos
pueden llevar a la falta de tratamiento médico adecuado.

El control indicador de suero garantiza que el suero del paciente
fue aspirado hasta el extremo superior de la camara de prueba. No
garantiza que la camara de prueba haya sido completamente
llenada con el suero del paciente.

Una respuesta de IgE alergeno especifica de nivel bajo debe
interpretarse con cuidado si los valores totales de IgE son
superiores a 1.000 Ul/ml.

La obtencion de resultados fiables y reproducibles requiere que los
procedimientos de la prueba se efectlien estrictamente segin las
instrucciones de uso del producto y en total conformidad con
buenos procedimientos de control de calidad.

Se observo que la contaminacion con hipoclorito de sodio (lejia)
puede alterar la prueba.

El material de laboratorio que ha sido descontaminado con
hipoclorito de sodio debe ser aclarado profusamente con agua
destilada o desionizada.

Valores esperados

La puntuacion CLA para el instrumento AP 1800 se determind
originalmente en estudios cientificos que establecieron curvas de
calibracion mediante el uso de suero que contenia anticuerpos IgE

especificos contra multiples alergenos.

Caracteristicas de rendimiento del
procedimiento estandar

Comparacion de métodos in vitro para la alergia y el método

con dilucién con cambio en los valores de corte:

El rendimiento esperado es: sensibilidad de aproximadamente el
80%, especificidad de aproximadamente el 98%, en comparacion
con el método sin dilucién. Sensibilidad de aproximadamente el
85%, especificidad de aproximadamente el 95% en comparacion

con otra prueba de alergias. *

Nota: No existen alergenos de referencia estandar para la
comparacién de métodos ni para la mayoria de los alergenos

clinicamente importantes.
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