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INSTRUCCIONES DE USO INTERNACIONAL
DE LA PRUEBA AP 1800 CLA® PARA DETER-
MINACION DE IgE ALERGENO- ESPECIFICA

Para diagnéstico in vitro. Producto de un solo uso.

Indicaciones de uso

La prueba para determinacion de IgE alergeno-especifica AP 1800 CLA® es
un ensayo in vitro para la determinacion semicuantitativa de la concentra-
cion circulante en suero humano de IgE alergeno-especifica, en la que se
utiliza el instrumento automatizado AP 1800.

Principio de la prueba

La prueba para determinacion de IgE alergeno-especifica AP 1800 CLA®
se realiza en un peque fio dispositivo de plastico, denominado cdmara de
prueba, en la cual el suero del paciente se pone en contacto simultanea-
mente con varios alergenos o mezclas de alergenos. La cAmara de prueba
contiene una serie de filamentos individuales de celulosa, cada uno de los
cuales tiene unido covalentemente un alergeno o mezcla de alergenos.
Cada camara de prueba contiene también un control positivo para el pro-
cedimiento, un control negativo (blanco) y un control indicador de suero.

La prueba CLA® para determinacién de IgE alergeno-especifica se efec-
tda en el AP 1800, se llena la caAmara de prueba con el suero del paciente.
La IgE del suero se une, durante la incubacion, a los filamentos de celulo-
sa recubiertos de alergeno. A continuacion, la cdmara de prueba se lava
automaticamente con tampon para eliminar los componentes del suero no
se hayan unido. Posteriormente se agrega a la camara de prueba un anti-
cuerpo contra IgE marcado con enzima, el cual se unira a la IgE sérica
previamente unida a los filamentos de celulosa. Después de un segundo
lavado, se llena la camara de prueba con una mezcla fotorreactiva que
reacciona con el anticuerpo marcado y produce quimioluminiscencia. La
cantidad de luz emitida por cada filamento es directamente proporcional a
la cantidad de IgE especifica para los alergenos presente en el suero del
paciente.

Reactivos / componentes

Prueba AP 1800 CLA® para determinacion de IgE alergeno -especifica
Conserve a una temperatura de 2 a 8°C hasta la fecha de caducidad. No
congelar.

NOTA: cada kit de reactivos AP 1800 es suficiente para una sola serie
de cincuenta (50) camaras de prueba.

Siga las instrucciones del Sistema de Gestién de Datos (AP DMS)
para establecer el volumen de reactivos y de solucién de lavado tam-
ponada necesario para el nUmero de camaras de prueba incluidas en
la serie.

Materiales necesarios:

Camaras de prueba* 50 camaras de prueba
Alergenos o mezclas de alergenos especificos unidos covalentemente a
filamentos de celulosa
Kit de reactivos:
Concentrado de solucién de lavado tamponada 4 frascos de 50 ml
Al diluirla esta solucion contiene tampon fosfato salino 0,01 M,
Tween 20 al 0,1% y azida sodica al 0,001% como agente conservante
Anticuerpo IgE Un frasco de 100 ml
La solucién contiene: Solucién de color azul con anticuerpo de cabra
contra IgE humana marcado con enzima, tampén fosfato salino 0,01 M,
pH 7,2, estabilizadores proteicos, Proclin® al 0,1% como agente
conservante.
Agente fotorreactivo |
La solucioén contiene:

Un frasco de 50 mi

Luminol (3-amino ftalhidrazida) 15 mM 4-[2'(4’-metil)tiazoillfenol 11,5
puM Tampén borato 0,025 M, pH 9,4
Agente fotorreactivo |l

Solucién de color rojo con:

Etil naranja 0,00125 M Pero6xido de hidrégeno 0,0035 M

Un frasco de 50 ml

*Kit disponible en varias configuraciones. Para mas informacion, pongase
en contacto con el representante local de Hitachi Chemical Diagnostics.

Instrumento AP 1800 :

Vasos desechables para las muestras
Extremos de camara de prueba desechables

Otros elementos:

Probeta o matraz de 1l, para preparar la solucién de lavado

Agua destilada o desionizada

Tubos de separacion de suero o tubos con tapa roja de 10 ml, para re-
coger las muestras

Centrifuga que alcance 2.000-3.000 x g o0 2.500-3.600 rpm

Tubos de plastico para almacenamiento limpios, para preparar la mues-
tra

Toallas de papel absorbente

Pafios limpios, que no suelten pelusa

Precauciones

La prueba AP 1800 CLA® para determinacién de IgE alergeno-
especifica es Unicamente para diagnostico in vitro.

El concentrado de solucion de lavado tamponada contiene azida sédica
como agente conservante. Se ha informado que la azida sédica reaccio-
na con el plomo o el cobre de las cafierias y forma azidas metalicas po-
tencialmente explosivas. Por lo tanto, tome las precauciones adecuadas
cuando deseche este reactivo, y siempre haga correr suficiente cantidad
de agua para prevenir la acumulacion de azidas metélicas en los siste-
mas de cafierias."

No use los componentes del kit después de la fecha de caducidad. La
fecha de caducidad esta impresa en cada uno de los componentes. El
kit de reactivos de la prueba AP 1800 CLA® para determinacion de IgE
alergeno-especifica es universal y se puede usar con varios kits de ca-
maras de prueba.

Se ha observado que la contaminacién con hipoclorito de sodio (lejia)
puede alterar la prueba.

Preparacion de los reactivos

Solucién de lavado tamponada:

Deje que el concentrado de solucién de lavado tamponada alcance la
temperatura ambiente. Compruebe que todos los cristales salinos se
hayan disuelto. Si quedan cristales sin disolver, coloque el frasco con
concentrado de solucién de lavado con su tapa bien ajustada dentro de
una cubeta con agua tibia hasta que se hayan disuelto todos los crista-
les.

Enjuague con agua destilada el dispensador de solucion de lavado.
Mezcle el contenido del frasco de concentrado de solucion de lavado
invirtiéndolo suavemente varias veces.

Vierta el contenido del frasco de concentrado de solucién de lavado (50
ml) en una probeta graduada o un matraz aforado de 1 litro de capacidad
que contenga 950 ml de agua destilada o desionizada. Mezcle muy bien.
Transfiera la solucién al frasco de solucién de lavado.

Una vez preparada, la solucion de lavado tamponada puede utilizarse
durante un maximo de 1 mes siempre que se conserve a temperatura
ambiente (20-25°C) o refrigerada (2-8°C).

Instrucciones para la conservacion

Conserve los componentes del kit a 2-8°C. Si se conservan como se
indica, los componentes pueden utilizarse hasta las fechas de cadu-
cidad impresas en las etiquetas de cada componente.

No congele los componentes del kit.

El embalaje de las cAmaras de prueba consiste en una bolsa de pléas-
tico que contiene una esponja humidificadora. Asegurese de que dicha
bolsa esté bien cerrada antes y después del uso. Si la esponja se se-
ca, humedézcala con la solucion de lavado tamponada y vuelva a ce-
rrarla adecuadamente. Si se conservan en las bolsas bien cerradas a
2-8°C, las camaras de prueba pueden utilizarse hasta la fecha de ca-
ducidad impresa.

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



Preparacion de las muestras y de las ca-

maras de prueba

Manipule las muestras del paciente y los componentes usados del kit
segun las recomendaciones para el manejo de cualquier muestra de suero
0 sangre humanos potencialmente infecciosos. Cumpla con las precaucio-
nes universales o con las normativas de su centro para la manipulacion de
muestras de pacientes”*

El volumen minimo de suero humano que se requiere por cada camara
de prueba con un extremo desechable es el siguiente:

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 obtencién, preparacién y
conservacion de suero para uso en 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 ningln preparativo en especial.
NOTA: el suero hemolizado o lipémico puede afectar negativa-
mente al rendimiento de la prueba AP 1800 CLA® para determi-
nacion de IgE alergeno-especifica.

Permita que la sangre se coagule en el tubo durante 1 hora a tempe-
ratura ambiente.

Centrifugue 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
qgue 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.
Transfiera el suero a un tubo de plastico para almacenamiento limpio y
etiqguetado adecuadamente.

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

NOTA: debe evitarse congelar y descongelar repetidamente las
muestras. Después de descongelar una muestra congelada, debe
mezclarse muy bien la muestra antes de su centrifugacién.
Extraiga de la bolsa de plastico las camaras de prueba que necesite.
Cierre bien la bolsa de plastico y guarde lo que no haya usado en la
nevera.

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 del interior de la
camara de prueba

E Procedimiento del ensayo

Consulte la Guia del usuario de la prueba AP 1800 para obtener instruccio-
nes detalladas sobre la prueba AP 1800 CLA® para determinacion de IgE
alergeno-especifica y el Instrumento AP 1800.

u Control de calidad

A. Filamentos de control interno

Cada camara de prueba contiene filamentos de control positivo para el
procedimiento, filamentos de control negativo (blanco) y un control indi-
cador de suero. Estos filamentos sirven como indicadores internos en
cada camara de prueba.

Control positivo para el procedimiento: el control positivo para el
procedimiento comprueba el rendimiento de los reactivos del kit. Los
controles positivos para el procedimiento deben producir lecturas supe-
riores o iguales a 243 UL en el AP 1800.

Control negativo (blanco): el control negativo (blanco) compensa
cualquier unién no especifica de IgE que se pueda producir. El control
negativo (blanco) debe dar lugar a una lectura de valor inferior o igual a
9 UL.

Control indicador de suero: el control indicador de suero sirve para
garantizar que el suero del paciente se aspira hasta la parte superior de
la cAmara de prueba. Como medida de precaucion, si el suero no al-
canza la parte superior, el AP 1800 no generara el informe de los resul-
tados de la prueba.

B.Sueros de control IgE positivo e IgE negativo

Hitachi Chemical Diagnostics recomienda que cada lote nuevo de reacti-
vos y camaras de prueba de kits de la prueba para determinacion de IgE
alergeno-especifica CLA sean sometidos a prueba con dos tipos de sue-

ros de control: suero de control positivo para IgE CLA y suero de control
negativo para IgE CLA. Para obtener instrucciones sobre su uso y la
aceptabilidad de sus resultados, consulte el prospecto de los sueros de
control positivo y negativo para IgE CLA. Las agencias reguladoras pue-
den requerir un uso mas frecuente de los sueros control positivo y nega-
tivo. Consulte con la agencia reguladora correspondiente para obtener
informacion mas detallada.

Resultados

El AP 1800 mide la cantidad de luz emitida por los filamentos de las
camaras de prueba. EI AP 1800 mide la emisién de luz en unidades de
luminiscencia (UL o lux). El lumindbmetro mide la emision de luz en
unidades de luminiscencia (UL o Lux). Para calcular la respuesta de IgE
del paciente, el instrumento resta automaticamente 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 cada uno de los filamentos de la
camara de prueba. A partir de estos valores se obtiene el sistema de
puntuacion de alergia en clases CLA para la prueba para determinacion
de IgE alergeno-especifica CLA. La correspondencia entre las cantidades
de IgE, los valores de la clasificacion CLA y las lecturas del instrumento se
muestran en la tabla siguiente.

Concentracion de IgE
Clase CLA UL netas especifica para el alergeno

0 0-40 No detectable

1 4193 Baja

2 94-389 Moderada

3 390-1237 Alta

4 1238-1674 Muy alta

5 1675-1868 Muy alta

6 >1868 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

e El suero hemolizado o lipémico puede afectar negativamente al rendi-
miento de la prueba AP 1800 CLA® para determinacion de IgE alerge-
no-especifica.

e El diagnéstico clinico definitivo y los regimenes de administracién de
inmunoterapia no deben basarse Ginicamente en los resultados de ningu-
na prueba diagndstica aislada, sino que deben ser formulados por el mé-
dico después de la valoracién de todos los hallazgos clinicos y de labora-
torio.

e La prueba AP 1800 CLA® para determinacion de IgE alergeno-
especifica proporciona resultados semicuantitativos. EI método no tiene
un estandar absoluto y sus niveles de clasificacion se definieron arbitra-
riamente.

e Puesto que la capacidad de union del anticuerpo de clase IgE especifico
puede variar de alergeno a alergeno, el hecho de que alergenos diferen-
tes sean clasificados de manera similar no implica necesariamente una
equivalencia clinica.

e En las pruebas de alergia a alimentos, podria no ser posible detectar los
anticuerpos de clase IgE circulantes si éstos estan dirigidos contra for-
mas alteradas de los alergenos (p. ej., cocinados, procesados o digeri-
dos) y estas formas alteradas poseen caracteristicas diferentes a las de
los alergenos alimentarios 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 grave-
dad.

e En las pruebas de alergia a alergenos inhalados, los resultados falsos
positivos pueden conducir a la prescripciéon de medicacion inadecuada
para esas personas. Los resultados falsos negativos pueden llevar a
omitir un tratamiento médico adecuado.

e El control indicador de suero sirve para garantizar que el suero del pa-
ciente se haya aspirado hasta la parte superior de la cdmara de prueba.
No sirve para asegurarse de que la camara de prueba se haya llenado
totalmente con el suero del paciente.

e Una respuesta de IgE alergeno-especifica de nivel bajo debe interpre-
tarse con cuidado si los valores totales de IgE son mayores de 1.000
Ul/ml.

e La obtencién de resultados fiables y reproducibles requiere que los
procedimientos de la prueba se efectien cumpliendo estrictamente las



instrucciones de uso del producto y buenos procedimientos de control
de calidad.

e Se ha observado que la contaminacion con hipoclorito de sodio puede
alterar la prueba. El material de laboratorio que haya sido descontami-
nado con hipoclorito de sodio, debe ser aclarado profusamente con
agua destilada o desionizada.

Valores esperados

La distribucion en clases AP 1800 CLA® se determiné originalmente
mediante estudios cientificos que establecieron curvas de calibracién uti-
lizando suero que contenia anticuerpos de clase IgE especificos contra
multiples alergenos. El umbral de corte entre resultados positivos y ne ga-
tivos se definié estadisticamente como tres desviaciones estandar por
encima del valor promedio de la poblacién normal.

Caracteristicas de rendimiento del proce-
dimiento estandar

A. Precisién
Intraensayo: se procesaron cinco replicados de tres muestras de suero
en cuatro dias. El promedio del coeficiente de variacion medio de todos
los alergenos analizados fue del 11,7%, estimado en forma de UL netas.
Entre ensayos: se procesaron tres muestras de suero y se realizé una
prueba por cada suero en el curso de cuatro dias. El promedio del coefi-
ciente de variacién medio de todos los alergenos analizados fue del
13,7%, estimado en forma de en UL netas.

B. Sensibilidad
El limite de deteccién de la prueba es 41 UL.

C. Especificidad
No se detecto reaccion cruzada con las inmunoglobulinas séricas huma-
nas IgA, IgM, 1gG o IgD cuando las concentraciones eran las fisiol6gicas
y normales.

D. Comparacién de métodos in vitro para la alergia
Las expectativas de rendimiento son una sensibilidad 3 del 85% y una
especificidad 3del 80% en comparacion con otro sistema de diagnés-
tico de alergias. En un estudio clinico (2700 resultados), la prueba AP
1800 CLA para determinacion de IgE alergeno-especifica demostré
una sensibilidad del 88%, una especificidad del 89% y una concordan-
cia del 88%.°

Nota: no existen alergenos de referencia estandar para la comparacion
de métodos ni parala gran mayoria de los alergenos clinicamente
importantes.
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