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Determinacion cualitativa de anti-lg G y anti-C3d humanos en hematies
IVD

Conservar a 2-8°C

PRINCIPIO DEL METODO

Utilizando las técnicas recomendadas, los reactivos reaccionaran con
inmunoglobulina y/o complemento ligados a la superficies de los hematies,
provocando la aglutinacion de las células sensibilizadas adyacentes. Las
células no sensibilizadas no aglutinaran (ver Limitaciones).

SIGNIFICADO CLINICO

En 1945 Coombs, Mourant y Race descubrieron el uso de la anti-globulina
humana para la deteccidn de anticuerpos no aglutinantes de los hematies. En
1957, Dacie y col. mostraron que los anticuerpos de un suero de
antiglobulina eran directamente contra ciertos componentes del complemento.
Los reactivos antiglobulina humana detectan tanto moléculas de anticuerpos no
aglutinantes, como moléculas de complemento ligados a los hematies
siguiendo reacciones antigeno-anticuerpo in vivo o in vitro.

REACTIVOS

Los reactivos Reactiva Search Anti-globulina humana poliespecifica contienen
anti-IgG derivadas de conejo, cuya actividad inespecifica ha sido eliminada por
absorcion y IgM monoclonal de raton anti-C3d, clon BRIC-8. Los anticuerpos son
diluidos en una solucion tamponada que contiene alblimina bovina. Cada
reactivo es suministrado en la dilucion dptima para su utilizacién en todas las
técnicas aqui recomendadas sin necesidad de diluciones o adiciones
suplementarias. Ver el lote y caducidad de cada referencia en la etiqueta del vial.

Reactivo Color Colorante utilizado
Antiglobulina humana verde Verde Tartracina y azul patentado
PRECAUCIONES

1.Los reactivos son sélo para uso en

diagnéstico in vitro.

2. Si el vial del reactivo estd roto o agrietado, descartar
inmediatamente su contenido.

3. No utilizar reactivos caducados. (ver la

etiqueta de vial).

4. No utilizar reactivos que presenten

precipitados.

5. La manipulacién del reactivo debe realizarse con la apropiada indumentaria de
proteccion, talescomo guantes desechables y bata de laboratorio.

6. Los reactivos han sido filtrados a través de capsulas de 0.2 pm para reducir
la carga biolégica.Una vez abierto el vial, el contenido debe permanecer
viable hasta la fecha de caducidad,siempre y cuando no haya una marcada
turbidez la cual podria ser indicativa de deterioracién o contaminacion del
reactivo.

7. Los reactivos contienen < 0.1% de azida sédica. La azida sédica puede ser
toxica, si se ingiere y puede reaccionar con cobre o plomo de las tuberias y
formar azidas metalicas explosivas. En caso de eliminacion del producto, hacerlo
con abundante agua del grifo.
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8. Ninglin método puede garantizar que los productos derivados de fuentes
humanas o animales estan libres de enfermedades infecciosas. Manipular y
desechar con precaucion los viales y su contenido.

9. Para mayor informacion sobre  la eliminacion del producto o
descontaminacion en caso de derrame, ver las fichas de seguridad.

NOTAS

1. Se recomienda la utilizacién de un control positivo (Anti-D débil 0.1 IU/mL) y
un control negativo (suero inerte) para testar de forma paralela en cada lote de
tests. Los tests deben considerarse invalidos si los controles no muestran los
resultados esperados.

2. Las técnicas antiglobulinas so6lo pueden considerarse validas si todos
los tests negativos reaccionan positivamente con hematies sensibilizados
con IgG.

3. En las, técnicas recomendadas un volumen es aproximadamente 40l
utilizando el gotero suministrado.

4. La utilizacién de los reactivos y la interpretacion de los resultados deben
llevarse a cabo por personal cualificado y formado de acuerdo a los
requisitos del pais dénde los reactivos estan siendo utilizados. El usuario
debe detemminar la idoneidad de los reactivos para otras técnicas.

CONSERVACION

No congelar. Los viales de reactivo deben ser conservados a 2-8°C.
Almacenamientos prolongados, a temperaturas fuera de este rango, pueden
provocar una aceleracion de la pérdida de reactividad.

MATERIAL NECESARIO

- Tubos de vidrio (10 x 75 mm 0 12 x 75 mm).

- Centrifuga de tubos.

- Pipetas volumétricas.

- Tampon fosfato salino (PBS): NaCl 0.9%, pH 7.0 + 0.2 a 22°C + 1°C.
- Hematies sensibilizados con IgGSuero de anticuerpo inerte.

- Anti-D débil.

- Bafio caliente o incubador de calor seco equilibrado a 37°C + 2°C.

- Lavador de células CoombsSolucion lisante.

MUESTRAS

Las muestras deben tratarse asépticamente en EDTA para prevenir la union
in vitro del complemento y analizarse en 24 horas. En caso que el EDTA no esté
disponible, es preferible muestras tratadas en ACD. CPD o CPDA-1, que muestras
coaguladas, Si sdlo se dispone de muestras coaguladas, no refrigerar antes de
analizar. Todas las muestras de sangre deben ser lavadas con PBS al menos dos
veces antes de realizar el test.

PROCEDIMIENTO

A.  Técnica antiglobulina directa (DAT)
1. Lavar 4 veces en PBS los hematies a testar, cuidando de decantar la
solucion salina.
2. Adadir 2 volumenes de antiglobulina humana a cada boton celular.
3. Mezclar minuciosamente y centrifugar los tubos durante 20 segundos a
1000 ref (g) 0 a una fuerza y tiempo alternativos adecuados.

4. Resuspender  cuidadosamente el  boton  celular 'y
macroscopicamente por aglutinacion.

B. Técnica antiglobulina indirecta (NISS IAT):

1. Preparar una suspension al 2-3% de hematies lavados en PBS.

2. Depositar en un tubo identificado: 2 volimenes del suero a testar y 1
volumen de la suspension de hematies a testar.

3. Mezclar minuciosamente e incubar a 37°C durante 15 minutos.

4. Lavar 4 veces los hematies en PBS cuidando de decantar la
solucién salina entre lavados y resuspendiendo el botén celular tras cada
lavado. Tras el Ultimo lavado, decantar completamente la solucion salina.

5. Afadir 2 volumenes de antiglobulina humana a cada botén celular.

6. Mezclar minuciosamente y centrifugar los tubos durante 20 segundos a
1000 rcf (g) o a una fuerza y tiempo alternativos adecuados.

7. Resuspender cuidadosamente el boton celular 'y leer
macroscopicamente por aglutinacion.

C. Técnica antiglobulina indirecta LISS (LISS IAT):
1. Preparar una suspension al 1.5 - 2% de hematies a testar lavados en
solucién lisante.

2. Depositar en un tubo identificado: 2 volumenes del suero a testar y 2
vollmenes de la suspensién de hematies a testar.

3. Mezclar minuciosamente e incubar a 37°C durante 15 minutes.
4. Seguir los pasos 4 a 7 de la técnica (NISS IAT)
INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

1. Positivo:

La aglutinacion de los hematies a testar constituye un resultado positivo y
dentro de las limitaciones aceptadas para el procedimiento del test, indica la
presencia IgG y/o complemento (C3) en los hematies a testar.

2. Negativo:

La ausencia de aglutinacion de los hematies a testar constituye un resultado
negativo y dentro de las limitaciones aceptadas para el procedimiento de la
técnica, indica la ausencia en hematies de IgG y/o complemento (C3) en los
hematies a testar.

Estabilidad de las reacciones

1. Las etapas de lavado deben completarse sin interrupcion alguna y la
centrifugacion y lectura debe realizarse inmediatamente tras la adicion del
reactivo. Los retrasos pueden suponer la disociacion de los complejos
antigeno-anticuerpo, causando falsos negativos o resultados positivos
débiles.

2. Los resultados, de tests realizados a otras temperaturas de las aqui
recomendadas, deben ser interpretados con cautela.
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LIMITACIONES

1. Los hematies que resultan positivos por DAT debido a un recubrimiento
de IgG, no pueden ser tipados por las técnicas Antiglobulina Indirectas.

2. Un DAT positivo por sensibilizacién con complemento puede no reflejar la
fijacion in vivo de complemento, si las células a atestar provienen de una
muestra coagulada refrigerada.

3. Lavados inadecuados en técnicas antiglobulina indirectas pueden
neutralizar el reactivo antigobulina humana.

4. Tras completar la fase de lavado, el exceso de fase salina residual
puede diluir la antiglobulina humana, reduciendo su potencia.

5. Un resultado negativo por técnicas antiglobulina directa no excluye
necesariamente un diagnéstico clinico del Sindrome hemolitico ABO
del Recién Nacido o Anemia Hemolitica Autoinmune. Tampoco no
descarta de HDN, especialmente si se sospecha de incompatibilidad ABO.

6.  Puede también ocurrir falsos resultados positivos o negativos debido a:

- Contaminacion de los materiales del test

- Conservacion inadecuada, concentracion celular, tiempo o temperatura de

incubacion

- Centrifugacion inapropiada o excesiva.

7. Elusuario es responsable del funcionamiento de los reactivos en cualquier

otro método distinto de los mencionados aqui.

8. Cualquier desviacion de las técnicas, aqui detalladas, deberia ser validada

antes de su utilizacion

CARACTERISTICAS DEL METODO

1. Los reactivos han sido caracterizados para todos los
procedimientos aqui mencionados.

2. Préviamente a su liberacién, cada lote de Antiglobulina humana es
testado a través de las técnicas recomendadas frente a un panel de
hematies Anti-D, Anti-K y Anti-Fy , a fin comprovar la adecuada
reactividad.

3. La potencia anti-lgG y anti-C3d ha sido testada frente al
estandar de referencia de potencia  minima,  Anti-AHG
96/666,procedente  del National Institute of Biological Standards
and Controls (NIBSC).

4. La potencia anti-C3d esta demostrada en tests que emplean células
recubiertas con C3.

5. La presencia de aglutininas contaminantes heteroespecificas o de
anticuerpos anti-C4d ha sido excluida en tests que emplean hematies
de todos los grupos ABO y células recubiertas con C4.

6. No se ha establecido la reactividad de cualquier Anti-IgM, Anti-IgA o
Anti-componentes de cadena ligera, que pudieran estar presentes.

7. El Control de Calidad de los reactivos se llevé a cabo utilizando
hematies lavados dos veces en PBS, previa utilizacion.

8. Los reactivos cumplen las recomendaciones de la Ultima version de
las Guias para los Servicios de transfusién de sangre del Reino
Unido.
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