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Suero Anti-humano

(poliespecifico)

(Anti-lgG policlonal + anti-C3d monoclonal)

Para realizar Pruebas Antiglobulina (Coombs) Directa o Indirecta

SIGNIFICACION CLINICA

Las experiencias descriptas por Coombs, Mouranty Race en
1945 establecieron que las Pruebas Antiglobulina Humana
resultaban los mejores métodos para detectar anticuerpos
sensibilizantes pero no directamente aglutinantes. Origi-
nalmente, se hacia referencia a antigenos del sistema Rh
pero experiencias posteriores probaron el valor de estas
pruebas en la deteccion de anticuerpos en casi todos los
grupos sanguineos de importancia clinica, siendo empleadas
actualmente en los siguientes casos:

Prueba Antiglobulina Indirecta

- Screening de suero de donantes y pacientes para anti-
cuerpos irregulares.

- Pruebas de compatibilidad previas a la transfusion.

- Fenotipo de glébulos rojos.

- |dentificacién vy titulaciéon de anticuerpos encontrados en
suero o eluatos.

Prueba Antiglobulina Directa

- Diagnostico de laboratorio de anemia hemolitica y enfer-
medad hemolitica del recién nacido.

- Investigacion de reacciones dudosas en una transfusion.

- Investigacion de enfermedades autoinmunes que invo-
lucran la unién de inmunoglobulinas y/o fracciones del
complemento a los glébulos rojos.

FUNDAMENTOS DEL METODO
El agregado de Suero Anti-humano (poliespecifico) a glo-
bulos rojos cubiertos de inmunoglobulinas y/o fragmentos
de complemento produce una aglutinacion de los glébulos
rojos visible macroscopicamente.

REACTIVO PROVISTO

Suero Anti-humano (poliespecifico): mezcla de anti-IgG
policlonal (producido por inmunizacion de conejos con IgG
humana purificada) con anti-C3d monoclonal obtenido por
cultivo de linea celular BRIC-8 de hibridoma murino secre-
toras de IgM. El reactivo contiene colorante verde (que no
afecta las propiedades del reactivo) y < 1 g/l de azida sédica
como conservante.

REACTIVOS NO PROVISTOS

- Reactivos para la determinacion de grupos sanguineos.
De acuerdo a la técnica a emplear puede requerirse adi-
cionalmente:

- Solucién fisiolégica.

- Buffer fosfato (PBS) pH 7,0 + 0,2.

- Solucién fisiolégica de baja fuerza iénica (LISS).

INSTRUCCIONES PARA SU USO
El reactivo esta listo para usar. No debe diluirse. ‘lll

PRECAUCIONES

El Reactivo Provisto es para uso diagnéstico "in vitro" y
esta destinado a uso profesional por personal calificado con
comprobada competencia en inmunohematologia.

No utilizar el reactivo fuera de la fecha de vencimiento.

La azida puede reaccionar con las cafierias de plomo o cobre
generando compuestos explosivos. Al eliminar el reactivo,
se debe dejar correr grandes cantidades de agua.

Utilizar los reactivos guardando las precauciones habituales
de trabajo en el laboratorio de quimica clinica.

El reactivo y las muestras deben descartarse de acuerdo a
la normativa local vigente.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

El Reactivo Provisto es estable en refrigerador (2-10°C) hasta
la fecha de vencimiento indicada en la caja. No congelar ni
exponer a temperaturas elevadas.

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORO DE LOS
REACTIVOS

Desechar el reactivo si se observa contaminacion del mis-
mo. No debe utilizarse si presenta turbidez, presencia de
particulas o precipitado.

MUESTRA

Glébulos rojos

a) Recoleccion: la sangre debe ser obtenida asépticamente,
con o sin anticoagulante.

b) Aditivos: pueden emplearse como anticoagulantes:
EDTA, heparina, ACD (acido citrico, citrato, dextrosa),
CPD (citrato, fosfato, dextrosa) o CPDA-1 (citrato, fosfato,
dextrosa, adenina). Puede utilizarse Anticoagulante W de
Wiener lab.

c) Sustancias interferentes conocidas: las muestras
contaminadas o con hemélisis marcada no deben utilizarse.
d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento:
las muestras deben ser analizadas lo antes posible. Si el
analisis no se realiza en el momento, las muestras deberan
conservarse entre 2-10°C. Si se utilizé6 heparina o EDTA,
la tipificacion debe llevarse a cabo dentro de las 48 horas
de obtenida la muestra. Las muestras obtenidas con ACD,
CPD o CPDA-1 pueden ser ensayadas hasta los 35 dias
de extraidas. Si se emplean coagulos, debera efectuarse la
tipificacion dentro de los 7 dias de obtenida la muestra. Los
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coagulos no deben ser refrigerados antes de las pruebas
directas. Cuando se efectiian pruebas antiglobulina directas,
la sangre debe ser preferentemente fresca (menos de 24
horas de la extraccion).

Las muestras de sangre de donantes pueden ser analizadas
hasta su fecha de vencimiento.

Los sueros deben conservarse no mas de 24 horas a 2-10°C
o 1 mes a -20°C. Sueros almacenados a -20°C o menos por
periodos prolongados pierden la actividad del complemento.
Las pruebas antiglobulinicas directas deben realizarse en
eritrocitos frescos obtenidos con EDTA para evitar la sensi-
bilizacién “in vitro” con factores del complemento.

MATERIAL REQUERIDO (no provisto)
- Centrifuga

- Bafio de agua a 37°C

- Tubos de hemolisis

PROCEDIMIENTO

Este reactivo ha sido estandarizado segun los procedi-
mientos detallados a continuacion; su desempefio en el
uso mediante otras técnicas no puede ser garantizado.

|- PRUEBA ANTIGLOBULINA INDIRECTA (en solucién
salina de fuerza i6nica normal)

1) En un tubo de hemolisis colocar 2 gotas del suero a probar.
2) Agregar 1 gota de suspension de glébulos rojos a
probar al 3%, lavados 3 veces y resuspendidos en PBS.
El gotero provisto dispensa un volumen de 50 £ 5 ul. Es
importante que se mantenga la relacion reactivo:células
en todos los sistemas de ensayo.

3) Mezclar e incubar a 37°C durante 30-60 minutos.

4) Lavar los glébulos 3 veces con PBS. Asegurarse de
remover la mayor cantidad posible de solucion salina al
final de cada lavado, de manera de obtener un botén
celular “seco”. Descartar completamente el sobrenadante
luego del ultimo lavado.

5) Agregar 2 gotas de Suero Anti-humano (poliespecifico)
al botén de células. Mezclar perfectamente y centrifugar
durante 15 segundos a 1.000 g.

6) Agitar suavemente el tubo a fin de deshacer el boton
celular y observar macroscopicamente. La observacion
puede facilitarse si se emplea una fuente de luz difusa.
Tener en cuenta que agitaciones demasiado vigorosas
pueden dar lugar a lecturas negativas de un aglutinado
débil (falso negativo).

7) Los resultados negativos deben confirmarse por
adicion de glébulos rojos sensibilizados con IgG débiles
(Control de Coombs).

Il- PRUEBA ANTIGLOBULINA INDIRECTA (en solucion
fisiolégica de baja fuerza iénica).

El empleo de esta solucién permite reducir el tiempo de
incubacién a 15 minutos.

Los glébulos rojos deben lavarse 2 veces con PBS y una
vez con LISS. Finalmente preparar con esta solucién una
suspension de glébulos rojos al 3%.

1) Colocar en un tubo de hemolisis 1 gota de suero a probar.
2) Agregar 1 gota de glébulos rojos a probar al 3% en LISS.
3) Mezclar e incubar a 37°C durante 15 minutos en bafio
de agua.

4) Lavar los globulos 3 veces con PBS. Asegurarse de
remover la mayor cantidad posible de solucion salina al
final de cada lavado, de manera de obtener un botén
celular “seco”. Descartar completamente el sobrenadante
luego del ultimo lavado.

5) Agregar 2 gotas de Suero Anti-humano (poliespecifico)
al boton de células. Mezclar perfectamente y centrifugar
durante 15 segundos a 1.000 g.

6) Agitar suavemente el tubo a fin de deshacer el botén
celular y observar macroscopicamente. La observacion
puede facilitarse si se emplea una fuente de luz difusa.
Tener en cuenta que agitaciones demasiado vigorosas
pueden dar lugar a lecturas negativas de un aglutinado
débil (falso negativo).

7) Los resultados negativos deben confirmarse por
adicién de glébulos rojos sensibilizados con IgG débiles
(Control de Coombs).

Ill- PRUEBA ANTIGLOBULINA DIRECTA

Se emplea para demostrar la absorcién “in vivo” de IgG y/o frac-
ciones del complemento en la superficie de los gldbulos rojos.
1) Preparar una suspensién de glébulos rojos a probar
en PBS al 3%.

2) En un tubo de hemdlisis colocar 1 gota de esta suspension.
3) Lavar los glébulos 3 veces con PBS. Asegurarse de
remover la mayor cantidad posible de solucién salina al
final de cada lavado, de manera de obtener un botén
celular “seco”. Descartar completamente el sobrenadante
luego del ultimo lavado.

4)Agregar 2 gotas de Suero Anti-humano (poliespecifico)
al botén de células. Mezclar perfectamente y centrifugar
durante 15 segundos a 1.000 g.

5) Agitar suavemente el tubo a fin de deshacer el botén
celular y observar macroscopicamente. La observacion
puede facilitarse si se emplea una fuente de luz difusa.
Tener en cuenta que agitaciones demasiado vigorosas
pueden dar lugar a lecturas negativas de un aglutinado
débil (falso negativo).

6) Los resultados negativos deben confirmarse por
adicion de glébulos rojos sensibilizados con IgG débiles
(Control de Coombs).

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
La observacion de aglutinacion (con cualquiera de las téc-
nicas empleadas) en presencia del Suero Anti-humano
(poliespecifico) indica la presencia de IgG o componentes
del complemento en la membrana del glébulo rojo; la reac-
cion es positiva.

Si no se observa aglutinacién, la reaccién es negativa.

METODO DE CONTROL DE CALIDAD
Debe realizarse un control de los reactivos al comienzo de
cada jornada de trabajo con glébulos rojos sensibilizados
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con IgG, como por ejemplo, Glébulos R1r sensibilizado con
Anti-Rh (D) débil.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Reacciones falsas positivas y falsas negativas pueden ocurrir

por las siguientes causas:

- Contaminacion quimica o bacteriana de la muestra u otros
materiales empleados para la prueba.

- Lavado inadecuado de las células. Los pasos de lavado de-
ben completarse lo antes posible y sin interrupcion. Retrasos
en completar los pasos de lavado o en la lectura pueden
ocasionar la disociacién del complejo antigeno-anticuerpo
obteniendo resultados falsos negativos o positivos débiles.

- Todo resto de solucién lavadora puede diluir el reactivo mas
alla de la concentracién éptima de funcionamiento. Por lo
tanto es importante remover la mayor cantidad del liquido
de lavado al finalizar dicho proceso.

- Tiempo o temperatura de incubacion inadecuados.

- Tiempo o velocidad de centrifugacion inadecuados.

- Concentracioén inadecuada de glébulos rojos.

- Agitacion excesiva para despegar los glébulos rojos aglutinados.

- Luego de agregar el reactivo Anti-globulina humana, los
ensayos deben ser centrifugados y leidos inmediatamente.

Los eritrocitos positivos en una prueba antiglobulinica directa

no deben utilizarse para una prueba antiglobulinica indirecta.

Los reactivos han sido estandarizados para detectar inmuno-

globulinas humanas y fragmentos C3 unidos a los glébulos

rojos. No son aptos para detectar anticuerpos de otro origen.

PRESENTACION
-1x10 ml (Cod. 1443156)
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SIMBOLOS
Los siguientes simbolos se utilizan en todos los kits de
reactivos para diagnéstico de Wiener lab.

Este producto cumple con los requerimientos previstos
por la Directiva Europea 98/79 CE de productos sanitarios

para el diagnoéstico "in vitro"
Representante autorizado en la Comunidad Europea
Uso diagnéstico "in vitro"
Contenido suficiente para <n> ensayos
Fecha de caducidad
Limite de temperatura (conservar a)
No congelar
Riesgo bioldgico
Volumen después de la reconstitucion
Contenido
Numero de lote
Elaborado por:
Nocivo
Corrosivo / Caustico

Irritante

Consultar instrucciones de uso
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