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{; BD HLA-B27 Kit

N.° de catalogo: 340183

23-2563(16)
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1. USO PREVISTO

El sistema BD® HLA-B27 es un método cualitativo de inmunofluorescencia directa de
dos colores para la deteccion rapida de la expresion del antigeno HLA-B27 en sangre
completa con eritrocitos lisados (LWB) con los citémetros de flujo BD FACSVia™,
BD FACSCanto™, BD FACSCalibur™, BD FACSort™ o BD FACScan™.

No se debe utilizar para la tipificacion de tejidos.

2. RESUMEN Y EXPLICACION

HLA-B27 es una molécula de clase [ del complejo de histocompatibilidad principal
(CHP). Las moléculas de clase I del CHP son glucoproteinas de la superficie celular que
se expresan en la mayoria de las plaquetas y células humanas nucleadas.!

La presencia del antigeno HLA-B27 estd estrechamente ligada a la espondilitis
anquilosante (EA), una enfermedad inflamatoria crénica del sistema locomotor axial, y a
algunos otros trastornos reumaticos (sindrome de Reiter, uveitis anterior aguda y
enteropatia inflamatoria).2 Los andlisis de HLA-B27 se utilizan de forma rutinaria para
detectar EA, ya que el 90 % de los pacientes con EA tienen el antigeno de superficie
HLA-B27, en comparacion con solo el 8 % de los individuos sanos.3

3. PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO
Preparacion celular

Cuando el reactivo de anticuerpos monoclonales Anti-HLA-B27 FITC/CD3 PE se afiade
a sangre completa humana, los anticuerpos marcados con fluorocromo se unen
especificamente a los antigenos de superficie de los leucocitos. Las muestras tefiidas se
tratan con BD® HLA-B27 BD FACS™ Lysing Solution para lisar los eritrocitos y, a
continuacidn, se lavan y se fijan antes del andlisis por citometria de flujo.

Calibracion del citometro de flujo
1-2024-123068735-APN-| NPMAANMAT
que

En esta seccion, se proporcionait difectfiCes para calibrar los citémetros de
requieren calibracion.
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La calibraciéon de todos los citdmetros de flujo de la familia BD FACSCanto™ se lleva a
cabo con BD FACS™ 7-Color Setup Beads y BD FACSCanto™ Clinical Software. El
citometro de flujo BD FACSCalibur™ se calibra inicialmente con BD Calibrite™ Beads y
el software BD FACSComp™.

El voltaje del detector FITC/FL1 se ajusta especificamente para el ensayo utilizando
HLA-B27 Calibration Beads. El sufijo del vial de microesferas es el valor objetivo, en
unidades de logaritmo de la mediana de fluorescencia (LMF) para escala completa de
256 canales. El sufijo debe introducirse correctamente en el software; de lo contrario, los
resultados pueden ser incorrectos. A continuacion, el software ajusta el voltaje del
detector hasta que la microesfera alcanza el valor objetivo de LMF. Solo en el caso del
instrumento BD FACSCalibur™, la microesfera se usa ademas para establecer la
ganancia de FSC. El software apropiado genera los informes correspondientes para
confirmar que la calibracién es correcta.

No es necesario calibrar el citémetro de flujo BD FACSVia™, ya que las definiciones de
analisis para cada ensayo definen los ajustes predeterminados de adquisicién y area de
seleccion. Sin embargo, para realizar el analisis BD® HLA-B27, se deben realizar el
control de calidad del instrumento y la calibracién de BD® HLA-B27. Para obtener
instrucciones sobre el control de calidad del instrumento en este citémetro, consulte las
Instrucciones de uso del sistema BD FACSVia™. Para obtener instrucciones para realizar
el andlisis BD® HLA-B27, consulte la Guia de aplicacién de BD® HLA-B27 para el
sistema BD FACSVia™.

En la Figura 1 se muestra el informe Application Setup Report de los citdmetros de flujo
de la familia BD FACSCanto™. En la Figura 2 se muestra el informe HLA-B27
Calibration Report del instrumento BD FACSCalibur™. En la Figura 3 se muestra el
informe HLA-B27 Setup Report del instrumento BD FACSVia™.

Adquisicion de las muestras

En esta seccidén y la siguiente, se proporcionan instrucciones para la adquisicion y el
analisis de las muestras con BD FACSCanto™ Clinical Software en citémetros de flujo de
la familia BD FACSCanto™, con el software BD® HLA-B27 en el citémetro de flujo

BD FACSCalibur™ o con el software clinico BD FACSVia™ en el citémetro de flujo

BD FACSVia™. Para obtener instrucciones sobre la adquisicion de muestras con otros
citometros, consulte las instrucciones de uso correspondientes.

Se adquieren aproximadamente 15 000 eventos totales o 2000 linfocitos T.
Analisis de muestras

El software de adquisicion analiza automaticamente la muestra adquirida. Los
linfocitos T se incluyen en areas de seleccién en los graficos de puntos de CD3 PE
(detector PE o FL2) frente a dispersion lateral (Flgura 4, Figura 5 y Figura 6). La

poblacidn de linfocitos T se Hmﬁp% P]‘b‘dll: N@W
Figura 6), donde se calcula el L as muestras con un superlor o 1gual al

marcador de decisiéon deben considerarse positivas para HLA-B27 (consulte Resultados
para obtener informacion detallada) y las muestras con un LMF inferior al marcador
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deben considerarse negativas para HLA-B27. El marcador de decision esta definido por
el sufijo del vial del reactivo HLA-B27 FITC/CD3 PE. El sufijo se expresa en unidades de
LMF y debe introducirse correctamente en el software antes de la adquisicién de la
muestra; de lo contrario, los resultados pueden ser incorrectos.

Figura 1 Ejemplo de informe HLA-B27 Setup Report del BD FACSCanto™ Clinical Software en el sistema
BD FACSCanto™
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Figura 2 Ejemplo de informe HLA-B27 Calibration Report del software BD FACSComp™ en el sistema
BD FACSCalibur™

HLA-B27 Calibration Repon

Institution B0 Date: Friday, July 15, 2005 11:15 A
Director:  C Software: FACSCompv5.2.1
Operator: A4, Cytometer: FACSCalibur 0344
Bead Lot ID: 122541141 HLA-B27 Lot ID: 12330:146
Average FL1: 141
24
283
T%
389
o
23
= T T T T T
o 30 100 150 200 230
FL1-H
FSC Histogram: Average FSC:56
2
24
23
2
r23
i3
23
= T T T T T
o 30 100 150 200 230
FSC-H
Instrument Settings :
Parameter Detector Amplifier Threshold
FSC E00 155 sz
53¢ 05 1.00
FL1 697 Log
FL2 616 Log
Compensation  FL1-%FL2 FL2-%FL1  Laser Power 16.10miats
0.0 2449
Results:  Calibration was successful.

Comments:

IF-2024-123068735-APN-INPM#ANMAT
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Figura 3 Ejemplo de informe HLA-B27 Setup Report del software clinico BD FACSVia™ en el sistema
BD FACSVia™

ID: HLA-B27 Setup

Report Date: OCT 07, 2015 14:10:07 BD FACSVia Serial # Demo Serial
BD FACSVia Software Version: 10

Result: Successful

Date Acquired |  OCT 07, 2015 14:09:52 Operator |
Setup Bead Lot 4090508 Lab Director |  LIO
Expiration Date APR 30, 2016
Setup Bead Suffix 138
Reagent Lot 4107738
Expiration Date NOV 30, 2015
150

Reagent Suffix

Setup Report File Name: C:\Users\Public\Documents\BD Accuri Files\HLA-B27 Setup Reports\HLA-B27
Setup_20151007_140952.pdf

HLA-B27 Setup

Result

Setup Bead Suffix 138]

Setup Bead Median | 138

QC Messages

Comments:

IF-2024-123068735-APN-INPM#ANMAT
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Figura 4 Ejemplo de informe HLA-B27 Laboratory Report del BD FACSCanto™ Clinical Software en el sistema
BD FACSCanto™
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Figura 5 Ejemplo de informe HLA-B27 Laboratory Report del software BD® HLA-B27 en el sistema
BD FACSCalibur™
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Figura 6 Ejemplo de informe HLA-B27 Laboratory Report del software clinico BD FACSVia™ en el sistema
BD FACSVia™

ID: 9983514
Report Date: JUN 24, 2015 132858 BD FACSVia Serial #: Demo Seria
BD FACSVia Software Version: 10
Name: Craft, A
Case #: C556
Date Acquired JUN 24, 2015 1326146 Operator | PJT
Prep oD
Tube Rack
Lab Director | LIJO

BD FACSVia File Name:  Ci\Users\Public\Documents\BD Accuri Files\FACSVia Workspaces\HLA-B27_0624.cs

HLA-B27

» .
g 3 e

Result
Total events 23316
CD3+ events 2238
CD3+ Percent of total events 960%
Decision Marker/Reagent_Suffix 140
Sample Median 120
Conclusion Negative

QC Messages

En la Figura 7 se muestran ejemplos de una muestra positiva para HLA-B27 (histograma
inferior) y muestras negativas para HLA-B27 (histogramas superior y central). La
muestra del histograma central también es negativa porque el LMF es inferior al
marcador de decision, pero es mas brillante que la muestra del histograma superior. Ello
se debe a que el anticuerpo Anti-HLA-B27-FITC muestra cierta reactividad cruzada con
algunos otros tipos de HLA; en concreto, HLA-B7.45

IF-2024-123068735-APN-INPM#ANMAT
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Figura 7 Ejemplos de muestras negativas para HLA-B27 (histogramas superior y central) y muestra positiva para
HLA-B27 (histograma inferior)
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4. REACTIVOS

Reactivos suministrados

Suficiente para 50 analisis

El BD® HLA-B27 Kit consta de un frasco que contiene una combinacion de anticuerpos
monoclonales murinos, Anti-HLA-B27 conjugado con FITC y CD3 conjugado con PE;

un frasco de concentrado de BD® HLA-B27 BD FACS™ Lysing Solution 10X, y un
frasco de BD® HLA-B27 Kit Calibration Beads suficiente para 10 calibraciones.

Reactivo A, BD® HLA-B27 Kit Anti-HLA-B27/CD3

El reactivo A (suficiente para 50 andlisis) se suministra en 1,5 ml de solucién salina
tamponada con gelatina y azida sédica al 0,1 %. Contiene Anti-HLA-B27 marcado con
FITC, clon GS145.2 (IgGy, kappa),é para la identificacién del antigeno HLA-B27,y CD3
marcado con PE, clon SK7 (IgG,, kappa),’-10 para la identificacién de linfocitos T.

Consérvelo a 2-8 °C.
IF-2024-123068735-APN-INPM#ANMAT
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Reactivo B: BD® HLA-B27 BD FACS™ Lysing Solution

El reactivo B (30 ml) contiene BD® HLA-B27 BD FACS™ Lysing Solution tamponada
10X con menos del 50 % de dietilenglicol y menos del 9,77 % de formaldehido.
Consérvelo a 2-25 °C.

Para usarlo, diluya a 1:10 con agua apta para reactivos a temperatura ambiente (20-25 °C).
Si se almacena en un recipiente de vidrio o de polietileno de alta densidad (HDPE) a
temperatura ambiente, la solucién preparada se mantendra estable durante 1 mes.

Reactivo C, BD® HLA-B27 Kit Calibration Beads

El reactivo C (suficiente para 10 calibraciones) se suministra en 1,5 ml de solucién salina
tamponada con Tween® 20, gelatina y azida sddica al 0,1 %. Las microesferas se
utilizan para calibrar el citometro especificamente para el andlisis de HLA-B27.
Consérvelo a 2-8 °C.

Las concentraciones se muestran en la tabla siguiente:

Reactivo Concentracion

CD3 4,2 pg/ml
HLA-B27 5,0 pg/ml
Microesferas de 2,00 x 107 microesferas/ml
calibracion

Precauciones

PRECAUCION La ley federal restringe la venta de este dispositivo a profesionales
certificados.

PRECAUCION  El usuario no debe cambiar manualmente ninguno de los parametros del
instrumento una vez que se hayan fijado de acuerdo con los procedimientos de
calibracién. Consulte la informacién que figura en Citometria de flujo.

e Parauso diagnéstico in vitro.

* No se debe utilizar para la tipificacion de tejidos.

e Si se almacenan a 2-8 °C, los reactivos se mantienen estables hasta la fecha de
caducidad indicada en la etiqueta. No se deben utilizar después de la fecha de
caducidad.

¢ Los reactivos no deben congelarse ni exponerse a la luz directa durante el
almacenamiento o la incubacién con células. Mantenga secos los frascos de los reactivos.

e Realice la tincién dentro de los plazos que se especifican en Recogida y
preparacion de muestras. Antes de la tincién, conserve la sangre a temperatura
ambiente (20-25 °C). No use células previamente fijadas. Si se utilizan temperaturas
o tiempos de incubaciéq ﬁs%}gﬂ_dg_%@agy@g&@pﬂgmpm%l’qmmes en
los resultados. Las muestras de sangre refrigeradas antes de su tincion pueden dar
resultados anémalos.

Pégina 15 de 36
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Para obtener resultados 6ptimos, analice las muestras tefiidas en las 24 horas
siguientes a la tincion.

Cualquier alteracién en el aspecto de los reactivos, como precipitacion o decoloracion,
es un indicio de inestabilidad o deterioro. En ese caso, no utilice los reactivos.

El reactivo de anticuerpo y las microesferas de calibracién contienen azida sédica
como conservante; sin embargo, es preciso extremar las precauciones para evitar la
contaminacién microbiana, que podria causar resultados erréneos.

El reactivo B contiene 31,45 % de 2,2"-oxibisetanol (dietilenglicol), nlimero CAS
111-46-6, nimero CE 203-872-2, nimero CE 200-659-6; 9,77 % de formaldehido,
numero CAS 50-00-0, numero CE 200-001-8; y 3,43 % de metanol, nimero CAS
67-56-1. La solucidn de lisado se clasifica como peligrosa segtin el Sistema
Globalmente Armonizado de Clasificacién y Etiquetado de Productos Quimicos
(SGA). Visite regdocs.bd.com para descargar la ficha de datos de seguridad.

Peligro

H302+H312+H332: Nocivo en caso de ingestién, contacto con la piel o
inhalacién.

H314: Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves.
H317: Puede provocar una reaccién alérgica en la piel.

H335: Puede irritar las vias respiratorias.

H341: Se sospecha que provoca defectos genéticos.

H350: Puede provocar cancer.

H370: Provoca dafios en los 6rganos.

H373: Puede provocar dafios en los drganos tras exposiciones prolongadas o
repetidas.

Solo EE. UU.: H402: Nocivo para los organismos acuaticos.

Prevenciéon P201: Solicitar instrucciones especiales antes del uso.

P202: No manipular la sustancia antes de haber leido y comprendido todas las
instrucciones de seguridad.

P260: No respirar el polvo/el humo/el gas/la niebla/los vapores/el aerosol.

P264: Lavarse bien la cara, las manos y la piel expuesta después de la
manipulacién.

P270: No comer, beber ni fumar durante su utilizacion.
P271: Utilizar Gnicamente en exteriores o en un lugar bien ventilado.

P272: Las prendas de trabajo contaminadas no podran sacarse del lugar de
trabajo.

P273: Evitar su liberacién al medio ambiente.

P280: Llevar guantes/prendas/gafas/mdscara de proteccién. 4
I - - - -
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11

23-2563(16)



Respuesta P301+P330+P331: EN CASO DE INGESTION: Enjuagarse la boca. NO provocar
el vomito.

P312: Llamar a un CENTRO DE TOXICOLOGIA o a un me?dico si la persona se
encuentra mal.

P303+P361+P353: EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL (o el pelo): Quitar
inmediatamente todas las prendas contaminadas. Aclararse la piel con agua o
ducharse.

P363: Lavar las prendas contaminadas antes de volver a usarlas.

P333+P313: En caso de irritacién o erupcién cutanea: Consultar a un médico.
P304+P340: EN CASO DE INHALACION: Transportar a la persona al aire libre
y mantenerla en una posicién que le facilite la respiracién.

P310: Llamar inmediatamente a un CENTRO DE TOXICOLOGIA/médico.
P305+P351+P338: EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: Aclarar
cuidadosamente con agua durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto, si
lleva y resulta facil. Seguir aclarando.

P307+P311: EN CASO DE exposicién: Llame a un CENTRO DE
TOXICOLOGIA o a un médico.

P308+P313: EN CASO DE exposicién manifiesta o presunta: Consultar a un
médico.

Conservacion |P405: Guardar bajo llave.

Eliminacion P501: Eliminar el contenido/el recipiente en una planta aprobada de acuerdo con
las reglamentaciones locales, regionales, nacionales e internacionales.

Se consideran de riesgo biolégico todas las muestras biolégicas y todos los materiales
que hayan entrado en contacto con ellas. Deben manipularse como si fueran
potencialmente infecciosos11.12 y desecharse respetando las precauciones adecuadas
de acuerdo con la normativa federal, estatal y local vigente. Nunca pipetee con la
boca. Utilice ropa protectora, proteccién ocular y guantes adecuados.

Los andlisis han demostrado que la expresion de HLA-B27 disminuye con el tiempo
en tubos de recogida de sangre con solucién B de acido citrato dextrosa (ACD-B).
Esta disminucién puede conllevar resultados incorrectos y, por lo tanto, no se
recomienda usar tubos ACD-B para la recogida de muestras.

Conservacién y manipulacion

5.

Conserve el reactivo A y el reactivo C en posicion vertical a 2-8 °C. No utilice el
producto después de la fecha de caducidad que figura en la etiqueta.

Conserve el reactivo B, sin diluir, a 2-25 °C. Una vez diluido, se puede conservar a
temperatura ambiente (20-25 °C) durante un mes como maximo.

No congele los reactivos ni los exponga a la luz directa durante el almacenamiento o
la incubacién con células. Mantenga secos los frascos de los reactivos.

INSTRUMENTO

Para obtener informacién de uso detallada, consulte la documentacién especifica del

producto.

IF-2024-123068735-APN-INPM#ANMAT

Sistema BD FACSVia™

Citémetro de flujo BD FACSVia™
Software clinico BD FACSVia™ version 2.0 o posterior : "
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¢ Moddulo del ensayo BD® HLA-B27 (definicién de andlisis)
Sistema BD FACSCanto™ o BD FACSCanto™ Il
¢ Familia de citometros de flujo BD FACSCanto™

¢ BD FACSCanto™ Clinical Software
e Mddulo de la aplicacién BD® HLA-B27

Sistema BD FACSCalibur™

e Citometro de flujo BD FACSCalibur™

e Sistema de gestion de datos BD FACStation™ (incluido en el sistema
BD FACSCalibur™)

* Software BD® HLA-B27

e Software BD FACSComp™

Todas las caracteristicas de rendimiento se obtuvieron utilizando estos instrumentos y
sistemas de software. Otros sistemas pueden tener caracteristicas diferentes.

6. RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Recoja la sangre de forma aséptica por venopuncioén, utilizando BD Vacutainer® Blood
Collection Tubes.13 Se requiere un minimo de 1 ml de sangre completa para este
procedimiento.

La sangre extraida en tubos de recogida de sangre con EDTA, heparina o solucion ACD
A (ACD-A) puede conservarse a temperatura ambiente (20-25 °C) durante un maximo
de 48 horas hasta que esté lista para la tincion. Una vez tefiidas, las muestras permanecen
estables durante un maximo de 24 horas a una temperatura de 2-8 °C.

Condiciones que causan interferencias

No use células previamente fijadas y almacenadas. Las muestras de leucocitos o de sangre
completa refrigeradas antes de la tincién pueden dar resultados anémalos. Las muestras
hemolizadas o con menos de 1 ml de sangre completa en el tubo de recogida deben
rechazarse.

7. PROCEDIMIENTO

Reactivos suministrados

Consulte Reactivos suministrados y Precauciones en la Seccién 4, Reactivos.
Reactivos y materiales necesarios pero no suministrados

¢ BD Vacutainer® EDTA Blood Collection Tubes o equivalentes

¢ Tubos de andlisis de poliestireno desechables Falcon® de 12 x 75 mm o equivalentes

e Agitador vorticial

+  Centrifuga de baja veloc|a(0elacidPBOBETSE NPl NPMEANIIATrio Y
soportes para tubos de 12 x 75 mm

e Aspirador de vacio con depbsito

¢ Micropipeta con puntas
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Solucién salina tamponada con fosfato (PBS) 1X
BD® CellWASH (n.2 de catalogo 349524) o un tampén de lavado de solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) con azida sédica al 0,1 %

NOTA La solucién BD® CellWASH no est4 disponible en todos los mercados.

BD CellFIX™ (n.2 de catdlogo 340181) o una solucién de paraformaldehido al 1 %
en PBS con azida sédica al 0,1 %

Consérvelos a 2-8 °C en un recipiente de vidrio ambar durante un maximo de
1 semana.

NOTA La solucién BD CellFIX™ no esta disponible en todos los mercados.

Agua apta para reactivos (destilada y desionizada)
BD FACSFlow™ Sheath Fluid (n.2 de catalogo 342003) o equivalente

PRECAUCION En los citémetros de flujo que no sean BD FACSVia™, utilice
Unicamente BD FACSFlow™ Sheath Fluid para diluir HLA-B27 Calibration Beads.

PRECAUCION En los citémetros de flujo BD FACSVia™, utilice inicamente PBS 1X
para diluir HLA-B27 Calibration Beads.

Agua desionizada con BD® Sheath Additive (n.2 de catalogo 660584) para el liquido
de recubrimiento en el citometro de flujo BD FACSVia™. Para conocer las
directrices, consulte las instrucciones de uso

Para el sistema BD FACSCanto™ o BD FACSCanto™ II: BD FACS™ 7-Color Setup
Beads (n.2 de catdlogo 335775). Para conocer las instrucciones y advertencias,
consulte las instrucciones de uso

Para el sistema BD FACSCalibur™: BD Calibrite™ Beads (n.2 de catalogo 349502 o
340486). Para conocer las instrucciones y advertencias, consulte las instrucciones de
uso

Para el sistema BD FACSVia™: BD® CS&T Beads (n.2 de catalogo 656504

[50 analisis] o n.2 de catdlogo 656505 [150 analisis]). Para conocer las instrucciones
y advertencias, consulte las instrucciones de uso

Tincion y fijacién de las células

El siguiente procedimiento debe llevarse a cabo a temperatura ambiente (20-25 °C)
utilizando reactivos a temperatura ambiente. Evite exponer los tubos a la luz directa.
Consulte Precauciones.

1.

Para cada muestra, etiquete un tubo de 12 x 75 mm con el numero de identificacién
de la muestra.

Pipetee 30 pl de reactivo A en el tubo.

Para cada tubo de mues{ra, wtili j i ipe; W e-Fon
cuidado 50 pl de sangreﬁgﬁ%ﬂzgéﬂ?m g%g'r%iblgﬁ MM}% AI)O de
cada tubo. La concentracion de leucocitos recomendada es de 3,5 a

9,4 x 103 leucocitos/ul. Agite a conciencia en el agitador vorticial a baja velocidad
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10.

durante 3 segundos e incube durante 15-20 minutos en un lugar oscuro a
temperatura ambiente (20-25 °C).

NOTA Proteja las muestras de la luz directa durante este procedimiento de
incubacién y tenga cuidado para evitar que se vierta sangre por el lateral del tubo. Si
queda sangre completa en el lateral del tubo, no se tefiira con el reactivo.

Diluya BD® HLA-B27 BD FACS™ Lysing Solution 10X a 1X siguiendo las
instrucciones que se especifican en la Seccién 4, Reactivos. Afiada 2 ml de solucién
de lisado 1X a temperatura ambiente (20-25 °C) en cada tubo. Agite a conciencia
inmediatamente en el agitador vorticial a baja velocidad durante 3 segundos e incube
durante 10-12 minutos en un lugar oscuro a temperatura ambiente (20-25 °C). No
incube durante mas de 12 minutos.

PRECAUCION Evite la exposicién prolongada de las células a los reactivos liticos, ya
que podria provocar la destruccién de leucocitos.

Inmediatamente después de la incubacién, centrifugue los tubos a 300 g durante
5 minutos a temperatura ambiente (20-25 °C).

Aspire el sobrenadante, dejando aproximadamente 50 pl de liquido residual en el
tubo para no afectar al sedimento celular.

Agite los tubos a conciencia en el agitador vorticial a baja velocidad para volver a
suspender el sedimento celular en el liquido residual. Afiada 2 ml de solucién
BD® CellWASH o PBS con azida sddica al 0,1 % a cada tubo. Agite a conciencia
inmediatamente en el agitador vorticial a baja velocidad durante 3 segundos y
centrifugue a 200 g durante 5 minutos a temperatura ambiente (20-25 °C).

Aspire el sobrenadante, dejando aproximadamente 50 pl de liquido residual en el
tubo para no afectar al sedimento celular.

Agite el tubo a conciencia en el agitador vorticial a baja velocidad para volver a
suspender el sedimento celular en el liquido residual. Afiada 0,25 ml de solucién
BD CellFIX™ o paraformaldehido al 1 % en PBS con azida sédica al 0,1 % a cada
tubo y mezcle a conciencia en el agitador vorticial a baja velocidad durante

3 segundos. Compruebe que las células estén bien mezcladas con la soluciéon
fijadora. Fije las muestras durante 30 minutos antes de la adquisicién.

Las muestras estan ya listas para analizarse en el citometro de flujo. Tape o cubra los
tubos preparados y consérvelos a una temperatura de 2-8 °C en un lugar oscuro
hasta el momento del andlisis por citometria de flujo. Analice las células fijadas en
las 24 horas siguientes a la tincion. Agite a conciencia las células en el agitador
vorticial a baja velocidad para reducir la agregacion antes de analizarlas en el
citometro de flujo.

Citometria de flujo IF-2024-123068735-APN-INPM#ANMAT
Consulte Calibracién del citémetro de flujo, asi como las instrucciones de uso del
instrumento y el software correspondientes para conocer las instrucciones especificas.
Asegurese de que el citdmetro calibrado con BD Calibrite™ Beads, BD FACS™ 7-Color
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Setup Beads o BD® CS&T Beads ha superado ese mismo dia los criterios de control de
calidad del instrumento antes de continuar con el procedimiento de calibracion de
HLA-B27.

Siga las instrucciones detalladas a continuacién para el analisis por citometria de flujo.
Ademas, consulte la Seccién 5, Instrumento.

Calibracion de HLA-B27 para todos los instrumentos compatibles

La calibracién de HLA-B27 debe llevarse a cabo todos los dias que se procesen muestras.
Prepare una alicuota nueva de HLA-B27 Calibration Beads cada vez que se lleve a cabo
el siguiente procedimiento de calibracién. Diluya las microesferas justo antes de la
calibracion.

1. Mezcle el frasco de HLA-B27 Calibration Beads con suavidad y a conciencia en el
agitador vorticial.

2. Anada 2 gotas de microesferas a 1 ml de PBS 1X (para citometros de flujo
BD FACSVia™) o diluyente BD FACSFlow™ (para otros citémetros de flujo) en un
tubo de ensayo de 12 x 75 mm.

3. Mezcle a conciencia la suspension de microesferas en el agitador vorticial a baja
velocidad durante 3 segundos.

4. Procese las microesferas con el software BD FACSComp™ en el citometro de flujo
BD FACSCalibur™, con el BD FACSCanto™ Clinical Software en los citbmetros de
flujo de la familia BD FACSCanto™ o desde la pestafia BD® HLA-B27 Setup
(Calibracién de BD HLA-B27) de la seccién Instrument Q C (Control de calidad del
instrumento) del software clinico BD FACSVia™ en el citometro de flujo
BD FACSVia™.

Para poder continuar con la calibracién, la frecuencia de eventos debe ser, como
minimo, de 400 eventos/s. Si es inferior a 400 eventos/s, afiada otra gota de
microesferas al tubo.

El software generara un informe para confirmar que la calibracién es correcta
(consulte la Figura 1, la Figura 2 y la Figura 3).

PRECAUCION  De no seguir el procedimiento completo de calibracién del instrumento,
pueden producirse resultados erréneos.

PRECAUCION No cambie manualmente ninguno de los pardmetros del instrumento una
vez que se hayan fijado de acuerdo con estos procedimientos de calibracion.

Adquisicion y analisis de muestras

Adquiera todas las muestras en el citometro de flujo. En el caso de los citémetros de flujo
de la familia BD FACSCanto™, utilice el BD FACSCanto™ Clinical Software. Para el

citémetro de flujo BD FACS{RiR024dRBO6EE 35:A BN -dINEBMEFANMAT
BD® HLA-B27. A su vez, en el citometro de flujo BD FACSVia™, utilice el software
clinico BD FACSVia™. Consulte las instrucciones de uso del software correspondiente
para obtener directrices detalladas. Tras la adquisicion, cada software analiza
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automdticamente la muestra y genera un informe de laboratorio en el que se facilita
informacién detallada sobre el andlisis y se indica si la muestra es positiva o negativa
para HLA-B27.

Control de calidad

Para obtener resultados 6ptimos, BD exige utilizar el procedimiento de calibracién
descrito en los manuales enumerados a continuacién:

e BD® HLA-B27 Software Reference Manual (Manual de referencia del software
BD HLA-B27) (para el citometro de flujo BD FACSCalibur™)

e Guia de aplicacion de BD® HLA-B27 (para los citémetros de flujo de la familia
BD FACSCanto™)

e Guia de aplicacién de BD® HLA-B27 (para el sistema BD FACSVia™).

Se recomienda tefiir las muestras de control conocidas positivas para HLA-B27 y
negativas para HLA-B27 y procesarlas a modo de comprobacién de calidad del sistema
cada vez que se realice el analisis BD® HLA-B27. En la Figura 7 se muestran ejemplos de
resultados de sujetos positivos para HLA-B27 y negativos para HLA-B27.

BD FACSCanto™ Clinical Software y el software clinico BD FACSVia™ identifican
eventos de linfocitos T CD3+. Debe haber una separacioén suficiente (segin determine el
software) entre las poblaciones positivas y negativas de CD 3. Si el 4rea de seleccién no se
sitia correctamente, aparecera un mensaje de control de calidad. Consulte el manual del
software correspondiente para obtener informacion.

Para los citometros de flujo BD FACSCalibur™ o BD FACSVia™, el software
correspondiente utiliza los siguientes criterios para evaluar los graficos de puntos y el
analisis de control de calidad de los datos.

e Como minimo, el 2 % de todos los eventos deben ser linfocitos T (eventos FL2
brillantes) para que el software pueda situar el area de seleccién en el gréafico de
puntos de FSC frente a FL2.

¢ Debe haber una separacion suficiente (segtin determine el software) entre las
poblaciones positivas y negativas de CD3.

Si estas condiciones no se cumplen, aparecera un mensaje de error. Consulte Solucién de
problemas para obtener mas informacion. Si no se cumplen los criterios de control de
calidad, los resultados del analisis BD® HLA-B27 pueden ser sospechosos.

Inspeccione visualmente el grafico de puntos de dispersion frente a CD3 PE (detector de
PE/FL2) para asegurarse de que el area de seleccion de linfocitos T esté correctamente
establecida.

8. RESULTADOS
Los sistemas de instrumentopBIP0R 123068 A85 e Rl 488NMA T

expresion del antigeno HLA-B27 en la muestra, tal como se ilustra en la Figura 4, la
Figura 5, la Figura 6 y la Figura 7. La muestra se sefiala como positiva o negativa para
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HLA-B27. En el caso del sistema BD FACSVia™, los resultados también se pueden
comunicar como no concluyentes.

9. LIMITACIONES

La informacién obtenida del andlisis BD® HLA-B27 debe combinarse con otra
informacion y someterse a la interpretaciéon de un profesional de diagndstico médico
cualificado para establecer la presencia o ausencia de estados de enfermedad concretos.

Anti-HLA-B27 produce una reaccién cruzada con algunos de los antigenos HLA-B, sobre
todo con HLA-B7.45 El LMF de las muestras positivas para HLA-B7 en el detector
FITC/FL1 puede estar, asi, en el rango de muestras positivas para HLA-B27, lo que
produce algunos resultados falsos positivos.

Inspeccione visualmente el grafico de puntos de dispersion frente a CD3 PE para
asegurarse de que el area de seleccion de linfocitos T esté correctamente establecida. Si el
area de seleccion se ha establecido incorrectamente sobre la poblacién de granulocitos,
recomendamos volver a analizar la muestra.

Las caracteristicas de rendimiento de este producto no se han establecido en muestras
con recuentos de leucocitos fuera del rango normal del laboratorio participante. El rango
recomendado de concentracion de leucocitos es de 3,5 a 9,4 x 103 leucocitos/pl.

10. CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Sistema BD FACSVia™

Concordancia

Se realiz6 un estudio de concordancia entre los sistemas BD FACSVia™ y

BD FACSCalibur™ en tres centros de investigacion clinica. En el marco de este estudio,

597 muestras se compararon y analizaron en ambos sistemas (Tabla 1). La concordancia
se calculd con la siguiente formula:

(positivas en ambas plataformas + negativas en ambas
plataformas + no concluyentes en FACSVia™ y zona gris en
FACSCalibur™)

100 % x
(ntimero total de muestras)

Tabla 1 Estudio de concordancia2

Método de analisis
(analisis BD® HLA-B27
en el sistema Método comparativo
BD FACsvia™) 1(BD® HLA-B27 en el sistema BD FACSCalibur™
|F-20eA 123008 35T RN NP VHANMAT
Positivas 72 9 0 81
No concluyentes 3 11 3 17
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Tabla 1 Estudio de concordancia2

Negativas 0 0 499 499

Total 75 20 502 597

a. Laconcordancia global es del 97,5 %.

Precision
Precision intercentros de los citometros de flujo BD FACSVia™

Se realiz6 un estudio de cinco dias en tres centros (dos externos y uno de BD Biosciences)
para evaluar la precisién intercentros a partir de dos donantes: uno positivo para HLA-
B27 y otro negativo para HLA-B27. En el marco de este estudio, cinco réplicas de las
muestras de sangre completa de los donantes se tifieron con un lote de reactivo

BD® HLA-B27y, a continuacién, se adquirieron una vez al dia en un citémetro de flujo
BD FACSVia™. En este estudio participaron uno o més usuarios en cada centro. Para
cada una de las variables, se calcul6 la desviacion estandar (DE) de la media de los
valores de LMF de HLA-B27 FITC (consulte la Tabla 2).

Tabla 2 Precision intercentros de BD FACSVia™

Media de la
mediana de la | DE de la mediana de la
Tipo de donante Precision muestra muestra
Negativas Repetibilidad 136 09
Intercentro 1,2
Reproducibilidad 1,5
total
Positivas Repetibilidad 173 09
Intercentro 0,1
Reproducibilidad 09
total

Precision intracentro de los citdmetros de flujo BD FACSVia™

La precision del sistema BD FACSVia™ se evalu6 utilizando 42 muestras (21 positivas y
21 negativas para el antigeno HLA-B27). Las muestras se procesaron por duplicado
durante 21 dias, en dos ensayos cada dia, utilizando tres usuarios y tres instrumentos.
Para cada una de las variables, se calculé la desviacién estandar (DE) de la media de las
medianas de la muestra HLA-B27 FITC (consulte la Tabla 3).

IF-2024-123068735-APN-INPM#ANMAT
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Tabla 3 Precision intracentro de BD FACSVia™

Media de la
mediana de la DE de la mediana de la
Tipo de donante Precision muestra muestra
Negativas Repetibilidad 124 22
Interserie 19
Intracentro 29
Positivas Repetibilidad 166 08
Interserie 13
Intracentro 15

Sistemas BD FACSCanto™y BD FACSCanto™ Il
Concordancia

Se realizé un estudio de concordancia entre los sistemas BD FACSCanto™ Il y

BD FACSCanto™ en las instalaciones de BD Biosciences. En el marco de este estudio,
125 muestras, cada una de ellas recogidas por duplicado, se analizaron en ambos
sistemas (Tabla 4). La concordancia se calcul6 con la siguiente férmula:

100% x (positivas_en.ambas plataformas + negativas_en ambas plataformas)

(ndmero total de muestras)

Tabla 4 Estudio de concordanciaa,b

Método de analisis (analisis Método comparativo
BD® HLA-B27 en el sistema (analisis BD® HLA-B27 en el sistema
BD FACSCanto™ II) BD FACSCanto™)

Positivas Negativas Total
Positivas 54,5 0 54,5
Negativas 0 70,5 70,5
Total 54,5 70,5 125

a. La concordancia global es del 100 %.
b. Ambas réplicas de una muestra concuerdan en el andlisis y los métodos comparativos, pero no concuerdan en el
método mismo (una réplica positiva y una réplica negativa en cada sistema dentro de dos canales).

Se realizé un estudio de concordancia entre los sistemas BD FACSCanto™ y

BD FACSCalibur™ en un laboratorio de referencia. En el marco de este estudio, se
compararon 397 muestras, dfl29ORIPF2306B7BEAPNNPNIAANNMATF27 y
74 eran positivas (Tabla 5). No hubo muestras discordantes. La concordancia se calculé
con la siguiente férmula:
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100% x (positivas en ambas plataformas + negativas en ambas plataformas)_

(nimero total de muestras)

Tabla 5 Estudio de concordanciaa,b

Método de analisis Método comparativo
(analisis BD® HLA-B27 en el (analisis BD® HLA-B27 en el sistema
sistema BD FACSCanto™) BD FACSCalibur™)

Positivas Negativas Total
Positivas 74 0 74
Negativas 0 323 323
Total 74 323 397

a. La concordancia global es del 100 %.
b. Resultados calculados basandose en el intervalo de confianza inferior del 95 % = concordancia del 99 %.

Precision

La precision del sistema BD FACSCanto™ II se calculd utilizando diez muestras: cinco
positivas y cinco negativas para el antigeno HLA-B27. Las muestras se procesaron por
duplicado durante dos dias, en dos ensayos cada dia, utilizando tres instrumentos y tres
usuarios. Para cada una de las variables, se calculé la desviacion estandar (DE) de la
media de los valores de LMF de HLA-B27 FITC. Consulte Tabla 6.

Tabla 6 Estudio de precision global

Precision DE de LMF
Intraserie 0,62
Interserie 0,99
Interdiaria 0,54
Total del sistema 1,18

La precision del sistema BD FACSCanto™ se calculé utilizando diez muestras: cinco
positivas y cinco negativas para el antigeno HLA-B27. Las muestras se procesaron por
duplicado durante dos dias, en dos ensayos cada dia, utilizando tres instrumentos

BD FACSCanto™ y tres usuarios. Para cada una de las variables, se calculé la DE de la
media de los valores de LMF de HLA-B27 FITC (Tabla 7).

/

Tabla 7 Estudio de precision global
F=2024-123068735ARN-INPM#ANMAT

/

Intraserie 0,7 |

Interinstrumental 13
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Tabla 7 Estudio de precision global

Precision DE de LMF
Interdiaria 08
Total del sistema 15

Caracterizacion de la reactividad cruzada

El anticuerpo Anti-HLA-B27, clon GS145.2, empleado en el andlisis BD® HLA-B27, ha
demostrado producir una reaccién cruzada, sobre todo con HLA-B74. La LMF de
algunas muestras en las que se produce reaccion cruzada puede incluirse en la parte
positiva del marcador de decisidn, lo que produce resultados falsos positivos3-5.

Se llevé a cabo un estudio para caracterizar esta reactividad cruzada. Cada uno de los
tres usuarios tifi6 por triplicado y adquirié en dos instrumentos BD FACSCanto™

29 muestras con antigenos con reaccién cruzada ante HLA-B conocida y 6 muestras
positivas para HLA-B27 segtn los andlisis de citotoxicidad o los andlisis moleculares de
baja resolucion. Los resultados se presentan en la Figura 8. Las seis muestras
confirmadas como positivas para HLA-B27 estaban por encima del marcador de
decision. Las cinco muestras falsas positivas fueron predominantemente de HLA-B7, en
consonancia con los estudios publicados#. De acuerdo con la poblacién analizada, las
muestras con reaccion cruzada que se registraron en el lado positivo del marcador de
decision (canal 144 de LMF) tenian una LMF de entre 144 y 154 (Figura 8). Esta zona de
diez canales también se justifica en las publicaciones actuales3. Esta zona es la que se
denomina zona gris en los sistemas BD FACSCalibur™ y BD FACSCanto™. En los
sistemas BD FACSVia™, las muestras que se registran en esta zona se rotulan como no
concluyentes. Los resultados que se registran en esta zona deben confirmarse mediante
un método alternativo.

La prevalencia y distribucion de la reactividad cruzada del antigeno HLA-B pueden
variar3-5. Es recomendable que los laboratorios confirmen esta zona gris (muestras no
concluyentes) mediante la realizacién de sus propios estudios.

|F-2024-123068735-APN-INPM#ANMAT
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Figura 8 Caracterizacion de la reactividad cruzada
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A Zona gris (no concluyente)
B Negativo
C Positivo

Sistema BD FACSCalibur™

El rendimiento del analisis BD® HLA-B27 en el sistema BD FACScan™ se establecio
mediante analisis realizados en tres centros clinicos europeos y en los laboratorios de
BD Biosciences de Erembodegem (Bélgica) y San José (California, EE. UU.). Un estudio
interno demostrd la equivalencia del sistema BD FACSCalibur™ con el sistema

BD FACScan™.

Analisis BD® HLA-B27 frente a métodos comparativos

En estos estudios, se analizaron muestras de sangre completa lisada de 1418 sujetos,
entre los que se incluian 258 sujetos positivos para HLA-B27, en el sistema

BD FACScan™, utilizando el analisis BD® HLA-B27 y el método de microcitotoxicidad
(Tabla 8). La concordancia se calculé con la siguiente férmula:

(positivas en ambas plataformas + negativas en ambas plataformas)

5 P8 +4a068735-APN-INPM#A N M AT

100% x
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Tabla 8 Analisis BD® HLA-B27 frente al método comparativo para la validacion del
marcador de HLA-B27a

Método de anélisis
(analisis BD® HLA-B27 en el Método comparativo
sistema BD FACScan™) (método de microcitotoxicidad)

Positivas Negativas Total
Positivas 258 30 288
Negativas 0 1130 1130
Total 258 1160 1418

a. La concordancia global es del 97,9 %.

Reproducibilidad intramuestral

Se obtuvieron muestras de sangre completa lisada de cada uno de cinco individuos
positivos para HLA-B27, cinco positivos para HLA-B7/negativos para HLA-B27 y cinco
negativos para HLA-B27 /negativos para HLA-B7. Cada muestra se dividid en tres
muestras parciales (alicuotas). Cada alicuota se tifié con reactivo Anti-HLA-B27 FITC/
CD3 PE y se lis6, lavo y fijoé en las 6 horas siguientes a su recogida. Se llevé a cabo el
analisis por citometria de flujo en un citémetro de flujo BD FACScan™ en las 8 horas
siguientes a la tincion. La variabilidad intramuestral observada no alter? las
determinaciones de la presencia o ausencia del antigeno HLA-B27. Los resultados
demostraron una reproducibilidad intramuestral aceptable.

Reproducibilidad interinstrumental

Se obtuvieron muestras de sangre de dos sujetos positivos para HLA-B27 y dos negativos
para HLA-B27, se dividieron en alicuotas (tres veces), se tifieron con reactivo Anti-HLA-
B27 FITC/CD3 PE y se lisaron, lavaron y fijaron en las 6 horas siguientes a la recogida de
las muestras. Se llevo a cabo el andlisis por citometria de flujo en tres citometros de flujo
BD FACScan™ en el mismo laboratorio en las 8 horas siguientes a la tincién. Los
citometros de flujo se configuraron empleando una dilucién nueva de BD Calibrite™
Beads con el software AutoComp y se calibraron con una dilucién nueva de HLA-B27
Calibration Beads para FL1 y el software BD® HLA-B27 antes de adquirir cada muestra
tefiida. No hubo diferencias interinstrumentales en la determinacién de la presencia o
ausencia del antigeno HLA-B27.

Reproducibilidad entre laboratorios

Se evaluaron muestras de 1418 sujetos, incluidos 258 sujetos positivos para HLA-B27,
en tres centros europeos situados en Bremen (Alemania), Gante (Bélgica) y Estrasburgo
(Francia). Entre estos centros, las poblamones ositivas para HLA-B27 se evaluaron para
comprobar la concordancia H; ﬂg&7 -Q&BNPM\IBMI#AM _]_P
mediante citometria de flujo. Dado que el procedimiento analitico necesita un valor de
marcador predeterminado especifico del lote, que separa los valores negativos de los
positivos, la estabilidad de la IFM en una muestra teflida es crucial para la
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reproducibilidad. Las determinaciones en los tres centros fueron similares de acuerdo con
los calculos de media y desviacion estandar de la IFM de las muestras positivas para B27.

Reproducibilidad interdiaria

La reproducibilidad interdiaria (longitudinal) se evalu6 en Bremen (Alemania). Se
recogieron muestras de sangre de cinco donantes positivos para HLA-B27, cinco
donantes negativos para HLA-B27/positivos para B7 y cinco negativos para HLA-B27/
negativos para B7. Las muestras de cada donante se recogieron y analizaron en tres dias
distintos para valorar la variabilidad longitudinal de este ensayo.

Los resultados demuestran una reproducibilidad interdia aceptable. Ninguna
variabilidad observada en las muestras de los donantes alter6 las determinaciones de la
presencia o ausencia del antigeno HLA-B27.

Concentracion de leucocitos

Todos los lotes de reactivo BD® HLA-B27 se analizan para compararlos con
suspensiones celulares (muestra de sangre completa) a fin de garantizar un rendimiento
6ptimo en 50 pl de sangre completa. Para este estudio, el rango normal fue de 3,5 x 103
a 9,4 x 103 leucocitos/pl. Los resultados demuestran ser exactos en el rango de 3,5 x 103
a 9,4 x 103 leucocitos/pl.

Se recogieron muestras de sangre de cuatro donantes positivos para HLA-B27. A fin de
validar que una muestra de sangre con un recuento total de leucocitos dentro del rango
de concentracién normal de 3,5 a 9,4 x 103 leucocitos/pl arrojaria resultados exactos y
reproducibles, se analiz6 un rango de concentraciones de 100 leucocitos/pl a

3,3 x 105 leucocitos/ul de cada muestra, que posteriormente se comparé con los
resultados de la muestra de sangre completa de ese donante. Todas las muestras siguieron
siendo positivas en el rango de concentracién celular de 100 leucocitos/pl a

4,6 x 104 leucocitos/pl. Los resultados indican exactitud dentro del rango normal de
concentraciones de leucocitos periféricos.

Estabilidad de la sangre completa y estabilidad de la sangre tefiida
Sistema BD FACSVia™

Se llevé a cabo un segundo estudio en el sistema BD FACSVia™ con 46 donantes

(18 positivos, 2 no concluyentes y 26 negativos) utilizando tubos de recogida de sangre
con EDTA, ACD-A y heparina. Los resultados demostraron que las muestras
conservadas a temperatura ambiente (20-25 °C) eran estables durante un maximo de
48 horas antes de la tincién. Una vez tefiidas y conservadas a 2-8 °C, las muestras eran
estables durante un maximo de 24 horas.

Sistemas BD FACSCanto™ y BD FACSCalibur™

Se llevé a cabo un estudio sobre los sistemas BD FACSCanto™ y BD FACSCalibur™ con
30 donantes (11 de los cualekter: M@ﬁﬁ?ﬁﬁﬁlﬂb&-&&? con
EDTA y ACD-A. Los resultados demostraron que las muestras con EDTA y ACD-A
conservadas a temperatura ambiente (20-25 °C) eran estables durante un maximo de
48 horas antes de la tincién. Una vez tefiidas y conservadas a 2-8 °C, las muestras eran
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estables durante un maximo de 24 horas. Los analisis han demostrado que la expresién
de HLA-B27 disminuye con el tiempo en tubos ACD-B de recogida de sangre, lo que
puede producir resultados incorrectos. Por lo tanto, no se recomienda usar tubos con
ACD-B para la recogida de muestras.

Se llevé a cabo un segundo estudio en el sistema BD FACSCanto™ con 16 donantes (5 de
los cuales eran positivos) utilizando tubos de recogida de sangre con EDTA y heparina.
Los resultados demostraron que las muestras con EDTA y heparina conservadas a
temperatura ambiente (20-25 °C) eran estables durante un maximo de 48 horas antes de
la tincién. Una vez tefiidas y conservadas a 2-8 °C, las muestras eran estables durante un
maximo de 24 horas.

Estos estudios demuestran que el uso de EDTA, heparinay ACD-A como anticoagulantes
produce resultados equivalentes en las dos plataformas.

Sistema BD FACScan™

Se llevé a cabo un estudio en el sistema BD FACScan™ con 10 donantes (5 de los cuales
eran positivos) utilizando tubos de recogida de sangre con EDTA, heparina o citrato,
fosfato y glucosa (CFG). Los resultados demostraron que las muestras con EDTA,
heparinay CFG conservadas a temperatura ambiente (20-25 °C) eran estables durante
un maximo de 24 horas antes de la tincién. Una vez tefiidas y conservadas a 2-8 °C, las
muestras eran estables durante un maximo de 24 horas.

|F-2024-123068735-APN-INPM#ANMAT

Pégina 31 de 36
26



SOLUCION DE PROBLEMAS

Problema

observado Posibles causas Soluciones recomendadas

No se encuentra | Menos del 2 % de los eventos son

un area de linfocitos T, lo que puede deberse a:

seleccion " -

aceptable * Pardmetros del instrumento Compruebe que todos los

incorrectos parametros del instrumento

concuerden con el informe de
calibracién actual.

¢ Lisis de eritrocitos incompleta Compruebe que se han seguido

correctamente todos los pasos del
procedimiento. Consulte el punto 4
de Tincidén y fijacién de las células,

* Uso de reactivos incorrectos Compruebe que se estén usando los

reactivos adecuados; prepare una
muestra nueva.

* Fallo del instrumento Vuelva a calibrar el instrumento.

* Adquisicién de muy pocos Adquiera més eventos; cambie los
linfocitos T criterios de detencion del software,

si es necesario.

Separacion insuficiente entre

poblaciones CD3*y CD3- debido a:

 La preparacién de la muestra es Prepare una muestra nueva.
inadecuada

* Muestra de sangre demasiado Obtenga del sujeto una muestra de
antigua (consulte Recogida y sangre nueva y repita la tincién.
preparacion de muestras)

* Preparacion tefiida demasiado Prepare y tifia muestras nuevas;
antigua (>24 horas después de la | analicelas en las 24 horas siguientes
tincion) a la tincion.

Reactivo caducado o no usado segtin | Compruebe la fecha de caducidad

las instrucciones del reactivo; asegtirese de que se ha

almacenado y manipulado de
acuerdo con las condiciones que se
indican en estas instrucciones de
uso.

Calibracién incorrecta del Compruebe que todos los

instrumento parametros del instrumento

concuerden con el informe de
calibracion actual. Compruebe que
se haya usado el sufijo correcto
para microesferas de calibracién
HLA-B27.

Error en las No se ha realizado la calibracién Realice la calibracion del

muestras de instrumento.

control

La pr agion de Ja T, repa a

e e d024- 123068736~ R PR TRIBM#ANM /

Sufijos de las microesferas, del Vuelva a introducir los nimeros de

reactivo o de ambos introducidos sufijo correctosy repita la

incorrectamente calibracion de BD® HLA-B27.
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GARANTIA

A menos que se indique lo contrario en alguna de las condiciones generales de venta de BD para
clientes fuera de Estados Unidos, se aplica la garantia siguiente a la compra de estos productos.

SE GARANTIZA UNICAMENTE QUE LOS PRODUCTOS VENDIDOS SE AJUSTAN A LA CANTIDAD Y AL
CONTENIDO INDICADOS EN LA ETIQUETA, O EN EL ETIQUETADO DEL PRODUCTO, EN EL MOMENTO DE
SUMINISTRARLO AL COMPRADOR. POR LA PRESENTE, BD RENUNCIA A CUALQUIER OTRA GARANTIA,
EXPRESA O IMPLICITA, INCLUIDAS LAS GARANTIAS DE COMERCIABILIDAD E IDONEIDAD PARA UN FIN
DETERMINADO Y DE NO INFRACCION. LA UNICA RESPONSABILIDAD DE BD QUEDA LIMITADA A LA
SUSTITUCION DE LOS PRODUCTOS O AL REEMBOLSO DEL PRECIO DE COMPRA. BD NO ES RESPONSABLE DE
LOS DANOS MATERIALES NI DE NINGUN DANO ACCIDENTAL O DERIVADO, INCLUIDOS DANOS
PERSONALES O PERDIDAS ECONOMICAS, CAUSADOS POR EL PRODUCTO.
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PATENTES Y MARCAS COMERCIALES

Para conocer las patentes de EE. UU. que pueden aplicarse, consulte bd.com/patents.

BD, el logotipo de BD, BD CellFIX, BD CellWASH, BD FACSComp, BD FACSFlow,

BD FACSort, BD FACStation, Calibrite, FACS, FACSCalibur, FACScan, FACSCanto,
FACSVia y Vacutainer son marcas comerciales de Becton, Dickinson and Company o de
sus empresas afiliadas. Las demas marcas comerciales son propiedad de sus respectivos
propietarios. © 2023 BD. Todos los derechos reservados.

HISTORIAL

Revision Fecha Cambios realizados

23-2563(15) 2023-10 Se ha modificado el niimero de revisién para la alineacién de la gestién de
documentos.

23-2563(16) 2023-10 Se ha actualizado la direccién legal del fabricante. Se han afiadido las
direcciones de los importadores de la UE y Suiza. Se ha actualizado el
glosario de simbolos. Se han actualizado las declaraciones de peligro y
precaucion.
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GLOSARIO DE SIMBOLOS

GLOSARIO DE SIMBOLOS

Remitase al etiquetado del producto para consultar los simbolos aplcables.

Simbolo Significado Simbolo  Significado

™| Fabricante

Rer]  Represertante autorizado en la Unién Europea

Representznte autorizado en Suiza

Sistema de barmera estl dnica

. Contenido o presenda de lakto: combinacion de di(2-etihexi) falto (DEHP)
¥ (88P)

- Recoger por separado
¢A] e e fobricaitn Indica l recogid por seperado obigatoria de los resns de apaatos €4S
gJ electrbnicos.

- Fecha de caducidad
C € Marcado CE; significa que cumple con la especificacion técnica europea
Codigo de lote:
Némero de catdlogo ﬂ Prueba diagnostica en el lugar de asistencia al paciente.
Nimero de serie ﬁ o o
Producto para autodiagndstico
STERLE Estéril
& & Esto solo se aplica a EE. UL.: «Precaucion: La ley federal estadounidense
Esterizado ublizando técricas de procesado aséplica
oo ulizendo Eeicas de tess R, ONlY  impone resicones sbre ese cspostin, cuye venta debe e realzach por
Esteriizado wtilizando éxido de etileno un médico o por orden de este.
[remen] Esterizado utiizando radiacien Pas de fabricacién

Srend || Esteriizado utizando vepor de agua o calor s

£ Novoher 3 esterzar
o Noesté
575 Noutizar s el envase esté dafiado y consiitense las instrucciones de uso.

L Q0 debe susttuise por el oddigo de pais de dos o tres letras.

17 Horde recogida

Despegar por aqui

Fecha de recogida

kel Viafluida esténl

kel Vi fluida estérl (6xdo de etieno)

el Via fuida estérl (imadiacitn)

Frégl, manefar con cuidado

Manténgase fuera de la luz del sol

Manténgase seo

Manténgase fuera de la kz

W  Seproduce gas de hidrigeno

Perforacion

Nimero de secuencia del panel de inicio

Nimero de secuencia del panel final

Limite inferor de temperatura

Limite superior de temperatura

s<|e<| g 1 e

T imero de secuenci intemo

<nOde emese>/<total de envases>

Limite de temperatura

-

Contiene sustancias peligrosas

Limitacion de humedad

-

Marca de conformidad ucraniana

Cumple los requisitos de la FCC conforme a 21 GRR, parte 15

e Riesgos bioldgicos

No reutiizar

1 Consiitense las instructiones de uso o consitense las instrucciones de uso
P electrtnicas

Precaucion

Contenido o presenca de Iétex de caucho natural

Producto sanitario para diagnéstco n it

Certficacién de producto UL para EE. UU. y Canadd

Identiicador tnico de dispositivo

Importador

Colocar I3 etiqueta del paciente (nicamente en el érea enmarcada

Control negativo

Compatible con fa resonancia magnética (RM)

Control positvo

Contenido suficente para <7 pruebas

Compatibiidad condiconal con la resonancia magnética (RM)

U S6lo para la evaluacion del funcionamiento en diagndstico in viro

Incompatible con I resonancia magnética (RM)

@ 1=

A ppirsgeno

Forusewith]  Para uso con

[This Product Contains Dry Natural Rubber] Este producto contiene goma natural seca

P Nomero de paciente

[ForExpartOny] solo para exporacién

—

X vowir
La diposi

Nota:
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INFORMACION DE CONTACTO

Becton, Dickinson and Company
BD Biosciences

155 North McCarthy Boulevard
Milpitas, California 95035 USA

Becton Dickinson Ireland Ltd.
Benex Limited

Pottery Road, Dun Laoghaire
Co. Dublin, Ireland

Becton Dickinson Distribution Center NV
Laagstraat 57
9140 Temse, Belgium

BD Switzerland Sarl
Route de Crassier 17
Business Park Terre-Bonne
Batiment A4

1262 Eysins

Switzerland

Becton Dickinson AG
Binningerstrasse 94
4123 Allschwil
Switzerland

BD Biosciences
European Customer Support
Tel +32.53.720.600

help.biosciences@bd.com

Australian and New Zealand Distributors:

Becton Dickinson Pty Ltd.
66 Waterloo Road

Macquarie Park NSW 2113
Australia

Becton Dickinson Limited
14B George Bourke Drive

Mt. Wellington Auckland 1060
New Zealand

Servicio técnico: pongase en contacto con el

representante local ﬁ%\zﬁe %%A PN-INPM #A N M AT

ClinicalApplications@bd.com

eifu.bd.com
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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
ANO DE LA DEFENSA DE LA VIDA, LA LIBERTAD Y LA PROPIEDAD

Hoja Adicional de Firmas
Anexo

Numero: |F-2024-123068735-APN-INPM#ANMAT

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Viernes 8 de Noviembre de 2024

Referencia: Rotulo y Manual de Instrucciones.

El documento fue importado por el sistema GEDO con un total de 36 paginals.

Digitally signed by GESTION DOCUMENTAL ELECTRONICA - GDE
Date: 2024.11.08 16:12:32 -03:00

Lorena Terrizzano
Director Nacional
Instituto Nacional de Productos Médicos

Administracién Nacional de Medicamentos, Alimentosy Tecnologia
Médica
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