IMMUCORE LIFECODES

Immucor Transplant Diagnostics, Inc.

550 West Avenue, Stamford, CT 06902, SUA

Tel: +1 (203) 328-9500 sau (888) 329-0255, Fax: +1 (203) 328-9599
WWW.IMMUCOR.COM

Documentatie despre produs si traduceri disponibile la: WWW.IMMUCOR.COM

PROSPECTUL PRODUSULUI
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A se utiliza pentru diagnosticarea in vitro.

CUPRINS

Definitia simbolurilor Recoltarea si prepararea probelor
Domeniu de utilizare Instructiuni de utilizare

Sumar si explicatie Rezultate

Principiile procedurii Controlul calitatii

Reactivi prevazuti Restrictii ale procedurii
A. Identificare si conditii de depozitare Probleme tehnice
B. Avertizari si precautji Caracteristici specifice de performanta
C. Purificare sau tratare pentru utilizare... Referinte
D. Indicatiji de instabilitate Producator si reprezentant
Materiale necesare, dar neprevazute..... autorizat

DEFINITIA SIMBOLURILOR
(Etichetele produselor si documentatia suplimentara)

Limite de geC
Numar lot @ Numar catalog REF Data expirarii g temperatura
20C

(depozitare)
- g-65°C Sufici
. Sen3|_b|[|a Temperatura uficient
Producator lumina : pentru N
(depozitare)
(A se feri de lumina) teste
Reprezentant
autorizat Tn m .
Comunitatea -m Avertizare
Europeana

DOMENIU DE UTILIZARE

LIFECODES® C3d Detection este un test calitativ pentru detectarea legaturii complementului la complexul anticorp/antigen din serul uman.

SUMAR SI EXPLICATIE

Acest produs are scopul de a detecta legatura complementului C3d la complexul anticorp/antigen.

Acest produs confine anticorp anti-uman C3d conjugat cu PE (ficoeritrind), microsfere de control pozitiv, ser uman care contine complemente
si solutie tampon pentru spalare.

PRINCIPIILE PROCEDURII

O alicota de antigeni HLA legati la microsfere se va incuba cu un volum mic de proba de ser pentru test. Dupa aceasta incubare initial3, se
adauga reactiv de ser negativ ca sursa de complement pentru o incubare suplimentara. Microsferele sensibilizate sunt apoi spalate pentru a
Tnlatura anticorpul liber. Dupa aceea, se adauga un anticorp anti-uman C3d conjugat cu ficoeritrinda. Dupa o alta incubare, proba de testare
este spalata, diluata si analizata pe instrumentul Luminex. Intensitatea semnalului fiecarei microsfere, pentru proba de testare, este
comparata cu intensitatea semnalului serului de control negativ pentru a se determina daca proba trebuie sa fie considerata pozitiva sau
negativa pentru C3d legat la complexul anticorp/antigen.
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REACTIVI PREAZUTI

A. Identificare si conditii de depozitare
Numar produs 265400 C3d Detection

1. Conjugat C3d (P/N 265410; 1200 pL). Anticorp anti-uman C3d conjugat cu PE intr-o solutie tampon de
depozitare pe baza de fosfat, pregatit pentru utilizare, care contine NaCl, Tween-20 si azida de sodiu. SENSIBIL LA
LUMINA. A se feri de lumina directa pe perioade Tndelungate de timp. A se pastra la 2 - 8°C la intuneric pana la 3 luni
sau la £-65°C pana la data expirarii. Poate fi recongelat de pana la 6 ori la <-65°C dupa decongelarea initiala.

2. |C3dCS| Complement seric (P/N 265415 ; 2 flacoane x 360 pL). Ser de la un donator de sex masculin fara transfuzie. A
se pastrala £-65°C. Poate fi recongelat de pana la 4 ori dupa decongelarea initiala.

3. |C3dPCB| Microsfera de control pozitiv C3d (P/N 265405; 24 uL). Solutia tampon de depozitare este o solutie tampon pe
baza de fosfat care contine NaCl, Tween-20, azida de sodiu si proteine bovine. SENSIBILA LA LUMINA. A se pastra la <-
65°C. Poate fi recongelata de pana la 6 ori la <-65°C dupa decongelarea initiala.

4. |LSAWB | Solutie tampon pentru spalare LSA (P/N 265001; 25 mL). O solutie tampon pe baza de fosfat care confine
NaCl, Tween-20 si azida de sodiu. A se pastra la 2 - 8°C si a se echilibra la temperatura camerei (20-24°C) Tnainte de
utilizare.

B. Avertizari sau precautii

j—

A se utiliza pentru diagnosticarea in vitro.

2. Materialul din sursa umana, folosit la producerea acestui kit, a fost testat si gasit negativ pentru anticorpi HIV, HCV si
HBsAg prin metode aprobate de FDA. Cu toate acestea, nicio metoda de testare nu poate oferi o asigurare completa ca
agentii infectiosi sunt absenti. Ca urmare, luati Masuri de Precautie Universale cand lucrafi cu aceste materiale.

3. Reactivii contin 0,1% azida de sodiu drept conservant, ceea ce poate reactiona cu tevile din plumb si cupru si poate forma

azide de metal explozive. Folosi{i cantitati insemnate de apa atunci cand aruncati materialele Tn chiuveta.

4. Contaminarea bacteriana a probelor sau prezenta complexelor imune sau a altor aglomerari de imunoglobulina poate duce
la legarea nespecifica crescuta si la rezultate eronate.
5. Dupa intrebuintare, aruncati toate materialele conform reglementarilor locale.
6. A se vedea Figele Tehnice de Securitate pentru informatii suplimentare.
7. Complementul seric lasat la 2 - 8°C pe perioade Tndelungate de timp demonstreaza o activitate redusa a complementului.
8. Microsferele si conjugatul sunt SENSIBILE LA LUMINA. Expunerea obisnuita la lumin& nu trebuie sa depaseasca trei ore.
C. Purificarea sau tratarea necesara pentru utilizare

1. A se vedea “Recoltarea si prepararea probelor.”
2. Toate componentele sunt pregatite pentru utilizare si nu este necesara diluarea.

D. Indicatii de instabilitate

1. Nu folositi componente sau substante de control care sunt tulburi sau expirate.

MATERIALE, REACTIVI S| ECHIPAMENT necesare, dar NEPREVAZUTE

e  Kit-uri LIFECODES LSA Clasa | (P/N 265100, LSAL) sau LIFECODES LSA Clasa a ll-a (P/N 265200, LSA2).

e Echipament necesar pentru efectuarea testului LIFECODES LSA Clasa | sau Clasa a ll-a (a se vedea Prospectul Produsului
corespunzator, LC976CE)

RECOLTAREA S| PREPARAREA PROBELOR

Sangele trebuie sa fie recoltat fara anticoagulant prin metoda antiseptica si trebuie sa fie testat cand este inca proaspat sau depozitat corect
pentru a minimaliza sansa unor reactii fals-pozitive sau fals-negative datorate depozitarii incorecte sau contaminarii probelor. Serul trebuie
sa fie pastrat la 2 - 8°C timp de 48 de ore. Daca serul trebuie sa fie depozitat mai mult de 48 de ore, trebuie sa fie congelat la cel putin —20°C
sau -80°C timp de 2 ani. Fiecare laborator trebuie sa stabileasca si sa valideze metodele de depozitare a serului pe o perioada mai mare de
2 ani. Serul trebuie sa fie separat de globulele rosii cand este depozitat sau expediat. Evitafi congelarile si decongelarile repetate ale
probelor de ser.

| ATENTIE: Nu folositi ser contaminat microbiologic, hemolizat sau lipemic, deoarece aceste probe pot duce la rezultate neconsecvente. |
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Tnainte de testare, toate probele trebuie s fie agitate si centrifugate sumar (30 secunde la ~10.000xg) pentru a dispersa orice particule de
material care ar putea fi prezente.

INSTRUCTIUNI DE UTILIZARE

PRECAUTIL:
+  TREBUIE sa se acorde o atentie deosebita pentru a se evita contaminarea solutiei tampon pentru spalare si a reactivului anti-uman
C3d. Contaminarea accidentala a acestor reactivi cu ser uman poate duce ulterior la esecul testului.
* O proba de ser de control pozitiv si negativ trebuie sa fie inclus cu fiecare test pentru a ajuta la determinarea unor posibile erori
tehnice sau esecuri ale reactivilor.
* Complementul seric este un reactiv seric negativ necesar pentru testul de detectare C3d ca sursa standard a complementului.
» Tn plus, urmati precautiile generale descrise in Prospectul produsului LIFECODES LSA (LC976CE).

1. Porniti instrumentul Luminex pentru a permite incalzirea timp de 30 de minute.

2. Scoateti amestecul de microsfere LSA, microsfera de control pozitiv C3d (C3dPCB), complementul seric C3d (C3dCS) si
conjugatul C3d (C3dCJ) din congelator -65°C si pastrati-le la Tntuneric la temperatura camerei pana cand se dezgheata. Odata
decongelate, puneti-le imediat pe gheata si feriti-le de lumina.

3. Aduceti solutia tampon la temperatura camerei (20 pana la 24°C) Tnainte de utilizare. Tn acest timp, folositi Fisa format placa
(LC979) pentru a stabili o pozitie pe placa pentru fiecare dintre serurile si substantele de control care urmeaza a fi analizate.
Serul de control negativ (prevazut cu kit-urile LSA1 si LSA2) este utilizat drept control negativ.

4. Acoperiti alveolele nedesemnate ale placii filtrante cu o pelicula din plastic adeziv. Umeziti apoi alveolele care trebuiesc folosite
cu 100-300 pL de apa distilata. Dupa 2-5 minute, scoateti apa prin aspiratie usoara folosind colectorul cu vid. (Pentru o utilizare
corecta, vezi recomandarile producatorului).

5. Pregatiti microsferele LSA centrifugand eprubeta pentru scurt timp (30 secunde) la ~600 — 800 x g pentru a indeparta orice
microsfera sau lichid din capacul sau de pe peretii eprubetei. Agitati bine (~1 minut) pentru a resuspenda uniform microsferele.
Tntr-o eprubet& separatd, combinati 1 uL/proba de C3dPCB cu volumul adecvat de microsfere LSA (40 uL/proba). Agitati bine (~1
minut) pentru a resuspenda uniform microsferele.

6. Adaugati 40 pL de amestec de microsfere LSA cu C3dPCB la fiecare alveola desemnata. Agitati din nou eprubeta cu microsfere
LSA o data la 2 minute pentru a pastra miscrosferele in suspensie n timp ce le distribuiti. Apoi centrifugati serul (30 secunde la
~10.000 x g) si adaugati 10 pL de ser sau ser de control si amestecati.

ATENTIE: Este important sa mentineti microsferele resuspendate pentru a va asigura ca sunt alicotate suficiente microsfere Tn
alveole si pentru a asigura o numarare rapida. Daca microsferele nu sunt agitate intermitent, acestea se vor depune pe fundul eprubetei.
Aceasta va duce la distributia diferentiata a microsferelor in alveole, ceea ce ar putea afecta in mod negativ durata centrifugarii si
analiza rezultatelor.

7. Acoperiti placa cu o pelicula din plastic adeziv, apoi acoperiti-o cu folie sau puneti-o Tntr-o cutie pentru a o proteja de lumina.
Incubati timp de 30 minute la temperatura camerei (20-24°C), la Tntuneric, pe o platforma rotativa (200 rotaijii pe minut). Returnati
portiunile de ser de control nefolosite spre depozitare la 2 - 8°C, pentru o utilizare ulterioara. Returnatii portiunile nefolosite de
amestec de microsfere LSA si C3dPCB spre depozitare la £-65°C, la intuneric, pentru o utilizarea ulterioara.

8. Dupa 30 de minute de incubare, nlaturati pelicula din plastic adeziv si adaugati 30 pL din C3dCS in fiecare alveola, inclusiv
alveola de control negativ. Returnati C3dCS spre depozitare la -65°C imediat dupa utilizare. Acoperiti placa cu folie sau
puneti intr-o cutie pentru a o proteja de lumina. Puneti-o pe o platforma rotativa (la 200 rotatii pe minut) sau agitati usor o data la
5-10 minute. Incubatfi timp de 30 minute la temperatura camerei (20 pana la 24°C).

9. Dupa 30 de minute de incubare, indepartati pelicula din plastic adeziv si adaugati 100 pL de solutie tampon pentru spalare n
fiecare alveola. Amestecati lovind usor latura placii si aspirati usor placa.

ATENTIE: Folosirea unei presiuni mari de evacuare va face ca microsferele sa se lipeasca de membrana si poate duce la esecul
probei. Folositi presiunea minima de evacuare necesara aspirarii probele.

10. Adaugati 250 pL de solutie tampon pentru spalare la fiecare alveola, aspirati si repetati de inca trei ori.

ATENTIE: O spalare incompleta poate reduce capacitatea conjugatului de a detecta legatura C3d la complexul anticorp/antigen si
poate duce la rezultate negative false.

11. Centrifugati C3dCJ timp de 30 secunde intr-o microcentrifuga (~600 — 800 x g). C3dCJ este pregatit pentru utilizare si nu este
necesara diluarea. Adaugati 50 pL de C3dCJ la fiecare alveola. Pastrati C3dCJ ramas la 4°C pana la trei luni sau depozitaii la <-
65°C péna la data expirarii.

12. Acoperiti placa cu folie sau puneti-o intr-o cutie pentru a o feri de lumina. Puneti-o pe o platforma rotativa (la 200 rotatii pe minut)
sau gitati usor la fiecare 5-10 minute. Incubatfi timp de 30 minute la temperatura camerei (20 pana la 24°C).

13. Dupa 30 de minute de incubare, Tnlaturati pelicula din plastic adeziv si adaugati 100 uL de solutie tampon pentru spalare la
fiecare alveola. Amestecati lovind usor latura placii si aspirati usor placa.
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14. Adaugati 250 pL de solutie tampon pentru spalare la fiecare alveola si aspirati.

15. Folosind un vérf curat de pipeta, adaugati 200 uL de solutie tampon pentru spalare la fiecare alveola si amestecati pentru a
resuspenda microsferele.

16. Colectati datele cu ajutorul instrumentului Luminex conform recomandarilor producatorului si utilizati un model Luminex C3d
(consultati LIFECODES LSA pentru informatii specifice privind lotul). intarzierile mai mari de 3 ore la temperatura camerei
pot spori posibilitatea de a obtine reacitii fals-pozitive sau fals-negative. Returnati portiunea nefolosita de solutie tampon pentru
spalare spre depozitare la 2 - 8°C pentru o utilizare ulterioara.

REZULTATE

C3d Detection: Pentru a analiza rezultatele pentru un lot de probe:
1. Creati o fisa de lucru in Excel deschiz&nd o copie a fisierului CVS obfinut cu rezultatele din lotul Luminex si “Save as”(Salvati ca)
fisier Excel. Acest fisier va fi folosit pentru calculele utilizate in vederea analizarii rezultatelor.
2. Din Fisa de lucru de inregistrare specifica lotului care a fost prevazuta cu Kit-ul LSA, copiati numele antigenului care corespunde
fiecarei microsfere.
3. Tncontinuare, scadeti valorile MFI ale serului de control negativ (MFI al serului NC) din MFI brut pentru fiecare microsfera pentru a
calcula MFI ajustat de fond (BG Ajustat).

(a) BG Ajustat MFI = MFI probei — MFI serului NC
4. Apoi, impariiti MFI BG adjustat la MFI serului de control calculat (CalcCON) al locusului respectiv pentru a genera raportul corectat
de fond (BCR-Neg). CalcCON pentru fiecare locus este valoarea MFI bruta a microsferei de antigen celei mai mici pentru acel
locus.

(b) BCR-Neg = MFIBG Ajustat de antigen
Cea mai mica valoare MFI bruta de locus

5. 1nfinal, impértiti MFI BG Ajustat de antigen la valoarea MFI corespunzatoare a antigenului pentru serul de control negativ LSA (NC)
pentru a genera valoarea relativa (valoare R).

(c) Valoarea R= MFIBG ajustat de antigen
MFI valoare bruta pentru antigen

O microsfera este considerata pozitiva daca doua sau mai multe valori ajustate sunt peste valorile de referinta. Consultati Certificatul de
Analiza al produsului C3d Detection (265400) pentru valorile de referinta pozitive si negative prestabilite. Se pot obtine sensibilitafi
superioare sau inferioare prin ajustarea valorii de referinta.

CONTROLUL CALITATII

Controlul calitaii pentru C3d Detection este integrat in sistemul de testare prin includerea microsferei de control pozitiv si a serului de control
pozitiv si negativ (prevazute cu kit-urile LSA1 si LSA2). Aceste mijloace de control trebuie sa fie incluse in fiecare test pentru a ajuta la
determinarea erorilor tehnice sau esecurilor reactivilor. Serul de control pozitiv va reactiona cu o serie de microsfere conjugate LSA,
generand un model similar cu cel gasit in graficul de detectare C3d. Serul de control negativ va reactiona cu foarte putine sau nu va
reactiona deloc cu microsferele conjugate LSA.

Microsfera de control pozitiva C3d trebuie sa prezinte valori MFI 210.000 cu un test care foloseste ser de control negativ. Valorile probelor
mai mici de 10.000 MFI pot indica ca nu a fost adaugat suficient C3dCJ, ca testul poate fi spalat insuficient sau ca C3dCJ poate fi
compromis.

Numarul de microsfere trebuie sa fie de cel putin 40 evenimente.

RESTRICTII ALE PROCEDURII

Pot aparea rezultate eronate datorita contaminarii bacteriene a materialelor de testare, a perioadelor inadecvate de incubare, a spalarii sau
decantarii inadecvate a microsferelor, expunerii C3dCJ la lumina difuza sau a omiterii reactivilor sau etapelor de testare.

Prezenta complexelor imune sau a altor aglomerari de imunoglobulina Tn proba de ser poate determina o legatura nespecifica ridicata si
poate conduce la rezultate eronate ale testului.

Titrurile de anticorpi ai serului sunt specifici probei si momentului. Daca numeroase microsfere produc valori MFI peste 15.000, s-ar putea sa
fie necesar sa diluati serul.
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Datorita naturii complexe a testarii HLA si a factorilor multipli care pot afecta cascada de complemente care conduce la formarea C3d,
personalul calificat trebuie sa analizeze si sa interpreteze rezultatele. Utilizarea unui ser de control si a valorilor de referinta diferite de cele
prevazute in Certificatul de Analiza nu a fost validata.

Acest test nu trebuie sa fie folosit ca singura baza pentru luarea unei decizii clinice.

PROBLEME TEHNICE

(A se vedea, de asemenea, prospectul produsului LIFECODES LSA Clasa | si Clasa a ll-a LC976CE).

PROBLEMA

CAUZA POSIBILA

SOLUTIE

Numar redus de microsfere numai
pentru C3dPCB

Nu s-au adaugat suficiente microsfere la amestecul de
microsfere LSA

Pulsati agitatorul pentru a resuspenda
complet, evitati adaugarea cu pipeta <3
UL, folositi pipete calibrate

Instrument defect — nu este calibrat

Vezi Manualul Luminex

Microsfere foto-decolorate

Folositi o eprubeta noua de C3dPCB

Valori MFI de control pozitiv C3d
cu Ser <10.000 MFI

C3dCJ foto-decolorat sau insuficient adaugat la reactie

Repetati testul.
Folositi o eprubeta noua de C3dCJ

Spalare insuficienta

Repetatj testul si monitorizati spalarile

MFI redus pentru ser de control
pozitiv

S-a adaugat o proba incorecta

Repetatj testul cu o proba de control
corecta

Nu s-a adaugat suficient C3dCJ la reactie

Repetatj testul cu cantitatea corecta de
C3dCJ

Insuficient C3dCS sau nu s-a adaugat deloc la reactie

Repetatj testul adaugand C3dCS

Temperatura joasa a testului

Confirmati efectuarea testului la 20°C-
24°C. Incercati limita superioara de
temperatura pentru MFI mai ridicat.

Model anormal pentru ser de
control pozitiv

S-a adaugat o proba incorecta

Repetatj testul cu o proba de control
corecta

Spalare insuficienta

Repetatj testul si monitorizati spalarile

MFI ridicat pentru ser de control
negativ (>1.500 MFI)

Spalare insuficienta

Repetati testul si monitorizati spalarile
pentru a va asigura ca microsferele sunt
resuspendate in timpul spalarii

Reduceti puterea colectorului

CARACTERISTICI SPECIFICE DE PERFORMANTA

Atunci cand LIFECODES C3d Detection este folosit in conformitate cu procedura descrisa mai sus, rezultatele dezvaluie prezenta sau
absenta complementului legat la complexul anticorp/antigen.

S-a desfasurat un studiu comparativ care a folosit 142 de probe intre LIFECODES C3d Detection si citotoxicitate dependenta de complement
(CDC). Pentru acest set de probe, sensibilitatea LIFECODES C3d Detection a fost mai bun decét testul CDC pentru detectarea anticorpului
HLA legat la complement Tn probele de ser pozitiv dupa cum este masurat de testele LIFECODES LSA Clasa | si Clasa a ll-a.
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PRODUCATOR S| REPREZENTANT AUTORIZAT

Producator: Immucor Transplant Diagnostics, Inc., 550 West Avenue, Stamford, CT 06902 S.U.A.
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