REDQUANT HPN

Kit para el diagnéstico de Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna en
eritrocitos por citometria de flujo

Para uso diagnéstico in vitro en combinacion
con el kit CELLQUANT HPN (Ref. 7201)

C€

Kit de 12 determinaciones Ref. 7301

1 INTRODUCCION

La Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna (HPN) es una enfermedad clonal, adquirida y
rara, que se manifiesta por una anemia hemolitica intravascular caracterizada por la lisis
de los gldbulos rojos.

La HPN es el resultado de un defecto en el gen PIG-A que impide la sintesis de glicosil-
fosfatidilinositol (0 GPI) necesario para el anclaje a la membrana de ciertas proteinas. El
CD55 y el CD59 son moléculas GPl-ancladas y estan implicadas en la proteccion de las
células contra la lisis realizada por el complemento.

En la HPN, las células presentan un déficit en CD55 y CD59, por lo que son sensibles a
la accién del complemento.

2 METODO

Andlisis de citometria de un solo color de los antigenos de superficie de los globulos rojos
CD55 y CD59. La proporcion relativa de glébulos rojos deficientes en CD55 y CD59 se
determina por microesferas precalibradas en base a las que se fija un umbral de
discriminacion. Este método establece una region de anélisis en la que se localizan sélo
los glébulos rojos deficientes en CD55 y CD59 y de esta forma pueden distinguirse de los
glébulos rojos normales.

3 REACTIVOS
¢ Reactivo 1:
¢ Reactivo 2a:
¢ Reactivo 2b:
» Reactivo 3a:

1 vial de 15 mL de diluyente, concentrado 10 veces.

1 vial de 240 pL de AcM anti CD55.

1 vial de 240 L de AcM anti CD59.

1 vial de 480 uL de microesfera a precalibrada. Esta microesfera
proporciona un valor o para la interpretacion del déficit de CD55.

» Reactivo 3b: 1 vial de 480 pL de microesfera 3 precalibrada. Esta microesfera
proporciona un valor 3 para la interpretacion del déficit de CD59.
Los valores a y [3 se indican en la hoja de calibracion incluida en
cada kit. Los valores o y 3 pueden variar de un lote a otro.

* Reactivo 4: 1 vial de 960 pL de reactivo de revelado, Ac policlonal anti IgG de

ratén marcado con FITC.

Para evitar las contaminaciones entre los reactivos, el soporte presenta un sitio concreto
para dejar cada tapén.

4 PRECAUCIONES

- Respetar las buenas practicas de laboratorio.

- Todos los reactivos contienen azida sédica como conservante. Es preciso eliminar con
precaucion estos reactivos que contienen azida sddica. Si estas soluciones se vierten en
el desague del lavabo, mezclar con abundante agua para evitar la formacién de azidas
metalicas que, si estan concentradas, pueden provocar explosiones.

- Considerar la sangre como un producto potencialmente infeccioso.

- Los residuos se eliminaran con arreglo a la reglamentacion local vigente.

5 MATERIAL NECESARIO PERO NO SUMINISTRADO
. Agitador tipo Vortex.

. Crondémetro.

. Citémetro.

. Tubos de hemdlisis para citdmetro.

. Pipetas ajustables con puntas desechables (10 yL a 1 mL).
. Pipetas (1y 2 mL).

. Agua destilada.

6 RECONSTITUCION Y CONSERVACION DE LOS REACTIVOS
Conservados a 2-8°C en su embalaje original, los reactivos son estables hasta la fecha
de caducidad indicada en el kit. *
¢ Reactivo1 ™
Estabilidad tras la apertura: 2 meses a 2-8°C, en ausencia de contaminacion.
Preparar una dilucién al 1/10 en agua destilada. Preparar el volumen necesario
para la serie a ensayar.
Estabilidad tras la dilucion: 15 dias a 2-8°C.
e Reactivos 2a,2by 4:

Listos para usar.
Estabilidad tras la apertura: 2 meses a 2-8°C, en ausencia de contaminacion.
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e Reactivos 3ay 3b:

Tras agitar con vortex durante 5 segundos, los reactivos estan listos para usar.
Estabilidad tras la apertura: 2 meses a 2-8°C, en ausencia de contaminacion.

Advertencias:

* No congelar el kit.

**|a presencia de cristalizacion no altera la calidad del reactivo. Incubar a 37 °C hasta la
total disolucion de los cristales.

7 OBTENCION Y TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

7.1 Obtencion:

- Utilizar tubos para extraccién no humedecibles (plastico o vidrio siliconado)
- Anticoagulante: EDTA ( K3)

7.2 Conservacion de la muestra:

- La muestra debe procesarse en las 8 horas siguientes a la extraccién de sangre para
evitar una disminucion de la expresion de los antigenos CD55 y CD59.

- Conservar a temperatura ambiente (18-25 °C).

- No congelar la muestra.

8 PROCEDIMIENTO

Nota: como el volumen utilizado de cada reactivo es muy pequefio, es imprescindible que
se deposite en el fondo de los tubos.

Todos los reactivos deben encontrarse a temperatura ambiente.

En cada serie a ensayar se debe utilizar una preparacion de microesferas a y . Una
serie puede incluir hasta 6 muestras.

Como control de calidad, recomendamos utilizar en paralelo una muestra normal y
una muestra diagnosticada HPN en cada serie de pruebas.

8.1 Preparacion de la muestra:

Marcar un tubo como TO.

- Tras homogeneizar la muestra sanguinea, pipetear 10 uL de sangre total en el tubo TO0.
- Aiadir 1,5 mL de reactivo 1 diluido.

- Homogeneizar el tubo TO con un agitador de tipo Vortex durante 5 segundos.

8.2 Preparacion de las microesferas a y f3:
En una gradilla, colocar 2 tubos marcados como T1y T2.

Resuspender con vortex los reactivos 3a y 3b.
- En el tubo T1: pipetear 40 pL de reactivo 3a (microesfera a).
- En el tubo T2: pipetear 40 pL de reactivo 3b (microesfera 3).

8.3 Inmunomarcaje de la muestra:
Marcar otros 2 tubos como T3 y T4.

En cada uno de los tubos T3 y T4:
- Pipetear 20 pL de muestra diluida obtenida en el tubo TO.

Nota: Se debe eliminar cualquier gota de muestra que quede en la parte superior
del tubo o en la pared interna para evitar los riesgos de contaminacion que puedan
falsear los resultados.

- En el tubo T3, pipetear 20 pL de reactivo 2a (AcM anti CD55).

- En el tubo T4, pipetear 20 pL de reactivo 2b (AcM anti CD59).

- Homogeneizar los 2 tubos con un agitador de tipo Vortex durante 2 segundos.
- Incubar 8-12 min a temperatura ambiente.



8.4 Revelado:
En cada uno de los tubos de T1 a T4:

- Distribuir 20 L de reactivo 4.

- Homogeneizar los 4 tubos con un agitador de tipo Vortex durante 2 segundos.
- Incubar 8-12 minutos a temperatura ambiente.

- Afiadir 2 mL de reactivo 1 diluido en cada tubo T1, T2, T3 y T4.

Las muestras asi tratadas se pueden conservar a 2-8 °C durante un maximo de 4 horas
antes de efectuar el andlisis citométrico.

8.5 Lectura citométrica:

Para efectuar la lectura citométrica, consultar el manual de utilizacién del aparato
suministrado por el fabricante.

El parametro para el calculo estadistico de las medias de fluorescencia es la media
geomeétrica (Mn (x) o GeoMean segun el citdmetro).

Antes del andlisis, homogeneizar cada tubo con un agitador tipo Vortex.
Esta prueba requiere el analisis de 10.000 gldbulos rojos (o microesferas) por tubo.

e Anilisis de las microesferas a y p: tubos T1y T2 (Figs. 1)

Construir un citograma FS LOG vs SS LOG.

Trazar una ventana de andlisis "A" alrededor de la principal poblacion de microesferas o
o B (Fig. 1a).

Crear un histograma FL1 LOG.

Limitar este histograma con la ventana de analisis "A".

Obtener la media de fluorescencia (MFI) de las microesferas o y (3 sobre el total del
histograma (Figs. 1b y 1c, cursores "B" y "E").

En condiciones de analisis dptimas, el pico de la microesfera (3 debe colocarse en
la 3? década (102-10%) sobre el histograma FL1. Para conseguirlo, ajustar el voltaje
del fotomultiplicador FL1.

Fig. 1a: Citograma de las microesferas a o 3

FS LOG

SS LOG
Fig. 1b: Histograma de la microesfera 3 Fig. 1c: Histograma de la microesfera

COUNT COUNT

FL1LOG FL1LOG

e Colocacion de las regiones de interpretacion (Figs. 1by 1¢)

En cada uno de los dos histogramas FL1 LOG limitados por la ventana "A", colocar dos
cursores "C" y "D" correspondientes a la localizacién esperada de las células deficientes
de la siguiente manera: el extremo izquierdo del cursor (Min, left) debe situarse en el primer
canal y el extremo derecho del cursor (Max, right) en una intensidad de fluorescencia (IF)
obtenida por las siguiente formulas de calculo:

CD55 ('C")
CD59 ('D")

IFa = a x MFI Microesfera a
IFB = B x MFI Microesfera 8

Los valores a y 3 son indicados en la hoja de calibracién incluida en el kit.

e Anilisis de las muestras: tubos T3 (CD55) y T4 (CD59) (Fig. 2)

No variar los ajustes de fluorescencia FL1 LOG (voltaje del fotomultiplicador, PMT
FL1) anteriormente fijados.

En el histograma FS LOG vs SS LOG, aislar la poblacién de glébulos rojos que nos interesa
con la ventana de anélisis F (Fig. 2).

Fig. 2: Colocacion de la ventana de andlisis "F" alrededor de la poblacion de glébulos
rojos

FS LOG

SS LOG

En el histograma FL1 LOG, limitado por la ventana de anélisis "F" de los glébulos rojos:
Tubo T3: obtener el porcentaje de células situadas en el cursor "C".
Tubo T4: obtener el porcentaje de células situadas en el cursor "D".

9 RESULTADOS E INTERPRETACION DE LA PRUEBA

Advertencia: Esta prueba solo se puede aplicar cuando las intensidades de
fluorescencia se expresan en unidades lineales y no en nimero de canal.

Segun los procedimientos indicados para muestras sin clon deficiente, los cursores "C" y
"D" no contienen mas de un 3% de células.

Ejemplo de marcajes CD55 y CD59 en globulos rojos y granulocitos (muestra

normal):

Marcaje CD55 en glébulos rojos | Marcaje CD59 en glébulos rojos

D<3%

Marcaje CD55 en granulocitos Marcaje CD59 en granulocitos

1 C<3% b

— D<3%
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Interpretacion de la prueba:

11.3 Rango de medida:
De 0% a 24,8% de células deficientes en CD55.
De 0,1% a 58% de células deficientes en CD59.

11.4 Repetibilidad de la prueba:

4 muestras normales tratadas 5 veces con el mismo kit.

En todos los ensayos se obtienen porcentajes de células deficientes en CD55 y en CD59
inferiores al 3%.

11.5 Reproducibilidad en el lote:

Una muestra normal tratada con 6 kits diferentes tomados al azar de un mismo lote.
Todas las pruebas dan porcentajes de células deficientes en CD55 y en CD59 inferiores
al 3%.

12 CAUSAS DE ERROR
Problemas

observados

Causas probables

Soluciones posibles

En una muestra normal,
aparece un  marcaje
equivalente a ruido de
fondo en los tubos CD55
y CD59 (> 3% de células
deficientes)

Se han utilizado 20 pL
de sangre total en lugar
de 20 pL de sangre
total diluida. En ese
caso, los AcMs no
estan en condiciones
de saturacion

Repetir la manipulacién diluyendo
con cuidado la muestra de sangre

N° parametros REDQUANT HPN CELLQUANT HPN .
Conclusion
> 3% CD55 CD59 CD55 CD59
4 >3 % >3 % >3 % >3% HPN
3 >3 % >3 % >3 % <3% HPN
3 >3 % >3 % <3% >3% HPN
3 <3% >3 % >3 % >3 % HPN
3 >3% <3% >3% >3% HPN
2 >3% >3% <3% <3% HPN
2 <3% <3% >3 % >3% HPN
2 <3% >3% <3% >3% No HPN
2 <3% >3% >3 % <3% No HPN
2 >3% <3% >3 % <3% No HPN
2 >3 % <3% <3% >3 % No HPN
1 >3% <3% <3% <3% No HPN
1 <3% >3% <3% <3% No HPN
1 <3% <3% >3% <3% No HPN
1 <39% <39% <3% >3% No HPN
0 <3% <3% <3% <3% Normal

a- Si3 04 parametros / 4 son > 3%, se establece que la muestra es HPN.

b-  Si 2 parametros CD55 y CD59 en una misma poblacion (bien granulocitos, bien
glébulos rojos) son > 3%, se establece que la muestra es HPN.

c- Si2 parametros / 4 son > 3% (diferentes a los del caso b citado anteriormente) o 1
parametro / 4 es > 3%, no se establece que la muestra es HPN. Se recomienda realizar
una prueba de confirmacion en un plazo no lejano.

d-  Si0 parametro / 4 es > 3%, la muestra es normal.

Ejemplos de marcajes CD55 y CD59, sobre dos muestras HPN, en glébulos rojos y
granulocitos:

En una muestra normal,
aparece un marcaje
equivalente a ruido de
fondo en el tubo CD55
ylo CD59 (> 3% de
células deficientes)

Se ha olvidado el
reactivo con
anticuerpos R2a ylo
R2b

Repetir la manipulacion
depositando con cuidado todos los
reactivos

En una muestra normal,
aparece un  marcaje
equivalente a ruido de
fondo en las
microesferas y en las
células

Se ha olvidado el
reactivo R4

Repetir la manipulacion
depositando  con cuidado el
reactivo

Se detectan pocas o
ninguna microesfera o
ylo 3 en el histograma FS

Mala resuspension de
las microesferas a ylo

B

Comprobar que, antes de abrir y
pipetear, se han agitado el reactivo
R3a ylo el reactivo R3b con el
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10 LIMITACIONES DEL KIT

10.1 Microcitosis:

En las muestras que presentan microcitosis (glébulos rojos de tamafio pequefio) se puede
obtiener como artefacto porcentajes de células deficientes > 3%.

10.2 Transfusion:

Los pacientes que hayan recibido recientemente una transfusién no se pueden estudiar
con el kit REDQUANT HPN. La transfusion enmascara la posible deficiencia de CD55 y/o
CD59 por lo que se puede obtener un resultado falso negativo (se establece que la muestra
es falsamente normal).

11 ESPECIFICACIONES
La prueba se ha validado para los instrumentos Becton Dickinson tipo FACSCan y
Beckman Coulter tipos XL y XL MCL (sistema logicial II).

11.1 Sensibilidad (para la utilizacién combinada de los kits REDQUANT HPN y
CELLQUANT HPN): 100%

Las 23 muestras HPN se han confirmado como HPN con el uso combinado de los kits
CELLQUANT HPN y REDQUANT HPN ®)

11.2 Limite de deteccion:
0% de células deficientes en CD55 y en CD59.

vortex durante al menos 5
segundos

Asignar correctamente el cursor
"C"a CD55 y el cursor "D" a CD59

Log vs SS Log

En una muestra normal, | Los parametros de
se detectan méas del 3% | interés CD55 y CD59
de células deficientes en | se han interpretado con
CD55y el picoCD59esta | los cursores
lejos del cursor "C" incorrectas ("C" 0 "D")

13 RESPONSABILIDAD

La utilizacién en diagnostico in vitro sélo es valida si se aplica estrictamente el
procedimiento descrito en la ficha técnica y si los kits REDQUANT HPN y CELLQUANT
HPN se utilizan en combinacion.

Cualquier modificacién o cambio asi como el uso de reactivos de otros lotes puede influir
en los resultados de la prueba. En este caso no se aceptara ninguna discusidn ni cambio
del producto.
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