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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
Las Malvinas son argentinas

Disposicion
NUmero: DI-2022-6346-APN-ANMAT#MS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Martes 9 de Agosto de 2022

Referencia: EX-2020-77096623-APN-DGA#ANMAT

VISTO e N° EX-2020-77096623-APN-DGA#ANMAT del Registro de la Administracién Nacional de
Medicamentos Alimentosy TecnologiaMédicay,

CONSIDERANDCO:

Que por los presentes actuados la firma Hemomédica SRL. solicita la modificacion de los productos Médicos
para diagndstico en in vitro denominados 1) Anti-A (Monoclonal Murina) 2) Anti-B (Monoclonal Murina) 3)
Anti-A,B (Mezcla Monoclonal Murina) 4) Anti-D (Mezcla Monoclonal) 5) Referencells-4 (A1, A2, B, O) 6)
Referencells-2 (A1, B) 7) Referencells-1 (A2) 8) Control Monoclonal, autorizados por la Disposicion 7753/18.

Que en e mencionado expediente consta € informe técnico producido por e Servicio de Productos para
Diagnostico que establece que € producto redne las condiciones de aptitud requeridas para su autorizacion.
Asimismo, se debera comunicar por nota a Servicio de Productos para Diagndstico in vitro, la primera
importacién de los productos 9) Anti-A (Monoclonal Murina) Gamma-clone, 10) Anti-B (Monoclonal
Murina) Gamma-clone y 11) Anti-A,B (Monoclonal Murina) Gamma-clone incorporados a registro de
referencia, con el objetivo de efectuar la evaluacion del primer lote en el pais quedando sujetala comercializacion
de estos alos resultados obtenidos en dicha evaluacion.

Que € Instituto Nacional de Productos Médicos hatomado laintervencién de su competencia.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establecen laLey N° 16.463, Resolucion Ministerial N° 145/98 y
Disposicion ANMAT N° 2674/99.

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por €l Decreto N° 1490/92 y sus modificatorios.

Por dllo;



EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE
MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA
DISPONE:

ARTICULO 1°.- Autorizase la modificacion de los nombres comerciaes de los productos de diagnéstico in vitro
denominados: 1) Anti-A (Monoclonal Murina) Serie 1, 2) Anti-B (Monoclonal Murina) Serie 3, 3) Anti-A,B
(Mezcla Monoclonal Murina) Serie 1, 4) Anti-D (Mezcla Monoclonal) Serie4 'y Serie 5y laincorporacion de
los productos 9) Anti-A (Monoclonal Murina) Gamma-clone, 10) Anti-B (Monoclonal Murina) Gamma-
clone, 11) Anti-A,B (M onoclonal Murina) Gamma-clone, con los Datos Caracteristicos que figuran al pie dela
presente, de acuerdo con lo solicitado por lafirma Hemomédica SRL.

ARTICULO 2°.- Autorizase |os nuevos textos de |os proyectos de rétulos y Manual de Instrucciones que obran en
el documento N° |F-2022-03510416-APN-INPM#ANMAT.

ARTICULO 3°.-Practiquese la atestacion del certificado N° PM-1049-56, cuando e mismo se encuentre
acompafiado de la presente disposicion.

ARTICULO 4°- Registrese. Inscribase en e Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnologia
Médica la modificacion del producto. Por € Departamento de Mesa de Entrada, notifiquese al interesado,
haciéndole entrega de la presente Disposicion, conjuntamente con rotulos e instrucciones de uso autorizados.
Girese a la Direccion de Gestion de Informacion Técnica a los fines de confeccionar €l legajo correspondiente.
Cumplido, archivese.-

DATOS CARACTERISTICOS:
EMPRESA: HemomédicaS.R.L.

NOMBRE COMERCIAL: 1) Anti-A (Monoclona Murina) Serie 1, 2) Anti-B (Monoclonal Murina) Serie 3, 3)
Anti-A,B (Mezcla Monoclonal Murina) Serie 1, 4) Anti-D (Mezcla Monoclonal) Serie 4y Serie 5, 5) ,6), 7), y 8)
no modifica, 9) Anti-A (Monoclonal Murina) Gamma-clone, 10) Anti-B (Monoclonal Murina) Gamma-clone, 11)
Anti-A,B (Monoclonal Murina) Gamma-clone.

INDICACION DE USO: 1), 2), 3), 4), 5), 6), 7) y 8) No modifica. 9), 10) y 11) Los reactivos Anti-A
(monoclona murina), Anti-B (monoclona murina) y Anti-A,B (mezcla monoclona murina) Gamma-clone se han
disefiado para la deteccidn de antigenos del grupo sanguineo ABO en hematies mediante analisis en portaobjetos,
tubos o micropocillos.

FORMA DE PRESENTACION: 1), 2), 3), 4), 5), 6), 7) y 8) No modifica; 9) Anti-A (Monoclona Murina)
Gamma-clone: 3 frascos viaes goteros por 10 ml; 10 frascos viales goteros por 10 ml. 10) Anti-B (Monoclonal
Murina) Gamma-clone: 3 frascos viales goteros por 10 ml; 10 frascos viaes goteros por 10 ml. 11) Anti-A,B
(Monaoclonal Murina) Gamma-clone: 3 frascos viales goteros por 10 ml; 10 frascos viales goteros por 10 ml.

PERIODO DE VIDA UTIL Y CONDICIONES DE CONSERVACION: 1), 2), 3), 4), 5), 6), 7) y 8) No
modifica; 9), 10) y 11) 24 meses desde la fecha de elaboracion, conservados entre 1y 10°C.



NOMBRE Y DIRECCION DEL FABRICANTE: 1), 2), 3), 4), 5), 6), 7) y 8) No modifica, 9), 10) y 11)
IMMUCOR Inc. 3130 Gateway Dr. Norcross, GA 30071, Estados Unidos.

CONDICION DE VENTA/CATEGORIA: Venta a Laboratorios de andlisis clinicos. USO PROFESIONAL
EXCLUSIVO

N° EX-2020-77096623-APN-DGA#ANMAT

AM
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[Reactivo para tipificacién sanguineal

Anti-A y anti-B (monoclonales murinas) serie 1
Anti-B (monoclonal murina) serie 3 e Anti-A,B (mezcla monoclonal murina) serie 1

[Para pruebas en portas, tubos y microplacas|

» [ivD] .

- XW"C . Nocivo, conservante: 0.1%
1°C: Azida sodica
o Cumple los requisitos de potencia dela FDA. o  [Descartar si presenta turbidez evidente]

PRECAUCION: NO PIPETEAR CON LA BOCA; NO SE HA DETERMINADO LA AUSENCIA DE
VIRUS MURINOS. EL EMBALAJE DE ESTE PRODUCTO (GOTEROS) CONTIENE CAUCHO
NATURAL SECO.

Immucor, Inc.
“ Norcross, GA 30071, EE. UU.
LICENCIA en EE. UU. 886

IReactivo para tipificaciéon sanguinea)
Uso previsto:
Anti-A (monoclonal murina) serie 1, anti-B (monoclonal murina) serie 1, anti-B
(monoclonal murina) serie 3 y anti-AB (mezcla monoclonal murina) serie 1 de
Immucor estén disefiados para utilizarse en pruebas en portas, tubos y microplacas
A.

Resumen de la prueba:

En 1900, Landsteiner observd que los hematies de algunos de sus colegas se
aglutinaban por los sueros de algunos de los otros.! De acuerdo con las reacciones
observadas, Landsteiner dividié las sangres de sus colegas en tres fenotipos
diferentes: A, B y 0.2 Decastello y Sturli describieron el cuarto fenotipo de este
sistema, AB, en 1902.3

Los grupos ABO de la mayoria de los adultos pueden determinarse directamente en
pruebas de aglutinacion con reactivos de las tipologias anti-A y anti-B derivados del
suero humano o del sobrenadante de las células de hibridoma. Los anticuerpos
monoclonales derivados de lineas celulares cultivadas de hibridoma pueden utilizarse
para preparar reactivos para tipificacion sanguinea puros, potentes y bien definidos.
Varios grupos de investigadores, han demostrado que dichos anticuerpos
monoclonales pueden utilizarse de forma fiable para las pruebas fipificacion ABO.+7

Anti-A (monoclonal murina) serie 1, anti-B (monoclonal murina) serie 1, anti-B
(monoclonal murina) serie 3 y anti-AB (mezcla monoclonal murina) serie 1 de
Immucor estan disefiados para utilizarse en pruebas de tipologias ABO en hematies.

Principio de la prueba:

La aglutinacién directa de hematies con un reactivo concreto indica la presencia del
antigeno correspondiente. La ausencia de agiutinacién normalmente indica su
ausencia (consulte LIMITACIONES). El grupo ABO de una muestra de hematies
viene determinada por el patron de reactividad obtenido por los reactivos analizados
(consulte Interpretacion de los resultados).

Debido a que los sueros de la mayoria de los individuos de méas de 6 meses de edad
contienen, de forma congruente y predecible, anticuerpos para los antigenos ABO de
los que carecen, las pruebas para la tipificacion sérica (tipificacion inversa), con el
reactivo Ay y hematies B, se utilizan para confirmar los resultados obtenidos en las
pruebas de tipificacion de hematies de individuos que no sean bebés recién nacidos.
Las discrepancias entre |a fipificacion de hematies y la tipificacion sérica deben
resolverse antes de registrar el grupo sanguineo. La resolucion de las discrepancias
en la tipificacién se comenta en las referencias 8 y 9.

Reactivos:

Los reactivos para la tipificacién sanguinea anti-A (monoclonal murina), anti-B
(monoclonal murina) y anti-A,B (monoclonal murina) de Immucor deben utilizarse
como se suministran. Anti-A serie 1, derivado de una nica linea clonal Birma-1, se ha
coloreado con FD y C blue #1. Anti-B serie 1, de ES4 clonal, y anti-B serie 3, de LB-2
clonal, se colorean con Napthol Yellow. No se ha afiadido ningun colorante a anti-A,B
serie 1, que es una mezcla de anticuerpos de las lineas celulares secretoras Birma-1,
ES4 y ES15. Los anticuerpos se diluyen en una solucion salina tamponada que
contiene albimina bovina (sin estabilizadores), etilendiamina tetraacetato (EDTA) e
ingredientes para facilitar la resuspension de los fondos de hematies tras la
centrifugacién. La solucion de albimina bovina se obtiene exclusivamente de ganado
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Anti-A (monoclonal murina) serie 1
Anti-B (monoclonal murina) serie 1
Anti-B (monoclonal murina) serie 3
Anti-A,B (mezcla monoclonal murina)
serie 1

IPara pruebas en portas, tubos y microplacas|

IMMUCOR
GAMMA

de EE. UU. libre de enfermedades, de acuerdo con la inspeccion y la certificacion del
Servicio de Inspectores Veterinarios de EE. UU. (US Veterinary Services Inspectors).
Se considera que el producto de origen rumiante tiene un riesgo bajo de trasmitir EET
(encefalopatia espongiforme transmisible). Se ha afadido azida sodica (concentracion
final del 0,1 %) a cada reactivo como conservante. Anti-B serie 1 se ha acidificado
hasta aproximadamente el pH 6,0. Anti-B serie 3 no esta acidificado y su pH es de
aproximadamente 7,0, como los reactivos anti-A y anti-A,B serie 1.

Este reactivo contiene anticuerpos derivados de lineas celulares producidas por otros
fabricantes con licencia.
Cumple los requisitos de potencia de la FDA.

Precauciones:
Para uso diagnoéstico in vitro.

Este reactivo contiene azida sédica al 0,1 % y esta clasificado como nocivo
(Xn). R22 Nocivo si se ingiere.

La azida sodica puede reaccionar con el plomo o el cobre de las tuberias, y formar
componentes explosivos. Si se desecha por el desagle, debe afadirse un gran
volumen de agua.para evitar la acumulacién de azida.

Conservar a 1-10 °C cuando no se uyce. No congelar ni exponer a temperaturas
elevadas. -

La turbidez puede indicar deterioro o contaminacién del reactivo. No utilizar reactivos
contaminados. No utilizar después de la fecha de caducidad. No deben utilizarse
frascos con fugas. Evitar la contaminacion del reactivo.

Manipule y deseche los reactivos como si fueran potencialmente infecciosos.

PRECAUCION: NO PIPETEAR CON LA BOCA; NO SE HA DETERMINADO LA
AUSENCIA DE VIRUS MURINOS. EL EMBALAJE DE ESTE PRODUCTO
(GOTERQOS) CONTIENE CAUCHO NATURAL SECO.

El formato de la fecha de caducidad se expresa como AAAA-MM-DD (afio-mes-dia).

Se aplican determinadas precauciones y limitaciones a este reactivo cuando se usa
con los equipos automaticos. Estas condiciones se explican en detalle en los
manuales del usuario del equipo. A

Extraccion y preparacion de muestras:

Extraiga una muestra de sangre utilizando una técnica de flebotomia adecuada. Las
muestras deben extraerse en EDTA, heparina, ACD, CPD, CPDA-1, CPD2D o sin
anticoagulante. Es posible que los métodos semiautométicos requieran el uso de
muestras extraidas en anticoagulante. Consulte el manual del usuario del equipo
para conocer los anticoagulantes especificos. A Todas las pruebas deben realizarse
tan pronto como sea posible después de la recogida para minimizar las posibilidades
de-que oct reacciones falsamente positivas o negativas debido a una
conservacién inadecuada o a la contaminacion de la muestra. Las muestras que no
puedan analizarse &n 24 horas deberan aimacenarse a 1-10 °C. No utilice muestras
extraidas en tubos con separadores de gel neutros.—Pueden-cbtenerse resultados
falsamente positivos con este tipo de muestras.~ Las muestras de EDTA se pueden
analizar hasta 10'dias después y las muestras coaguladas hasta 2)1 dias. Los
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hematies extraidos en heparina, ACD, CPD, CPDA-1 o CP2D se pueden analizar
hasta la fecha de caducidad del anticoagulante.

Procedimiento:

Materiales suministrados:

Anti-A (monoclonal murina) serie 1, anti-B (monoclonal murina), anti-AB (mezcla
monoclonal murina) o anti-B (monoclonal murina) serie 3 de Immucor.

Otros materiales necesarios:
Todos los métodos:
1. Hematies del donante/paciente
2. Rotuladores
3. Solucién salina isotonica o solucién salina isotonica tamponada con
fosfato (aproximadamente 15 mM), pH 6,5-7,5

Método en portas:
1. Portas de vidrio
2. Marcador de cera (opcional)
3. Bastoncillos aplicadores
4. Cronoémetro o temporizador
5.  Pipetas de transferencia

Método en tubos:
1. Pipetas de transferencia
2. Tubos de ensayo de 10 x 75 mm o 12 x 75 mm, y gradilla para tubos de
ensayo
3. Centrifuga serologica
4. Temporizador de intervalos

Métodos en microplacas o micropocillos:

1. Pipetas de transferencia o sistema de pipeteo*

2. Microplacas, micropocillos, tiras de hemaglutinacién/dilucion de Immucor

3. Centrifuga® con rotor y portadores para alojar placas rigidas de 96

pocillos o tiras rigidas de 1 x 8 pocillos.

4, Agitador mecanico de microplacas* (optativo)

5. Lector de microplacas* (optativo)
“Es responsabilidad del usuario validar un dispositivo accesorio para su uso indicado
(tanto si se enumera como si no). Los resultados de las validaciones deben
mantenerse como parte de los registros del laboratorio para su revision por parte de
los organismos normativos.

A

Método automatico:
Para las pruebas en microplacas con un equipo automatico. consulte las
instrucciones del manual de usuario del equipo.

Método de prueba:

Prueba en tubos

1. Etiquete un tubo de ensayo para cada reactivo para tipificacion
sanguinea que vaya a analizar.

2. Afada una gota de cada reactivo para tipificacion sanguinea al tubo
etiquetado de forma adecuada.

3. Mediante una pipeta de transferencia, afiada a cada tubo 1 gota de
una suspension del 2-5 % de hematies preparados en solucion salina,
plasma o suero. (Los hematies pueden lavarse antes de su
resuspension en solucion salina). De forma alternativa, se pueden
emplear bastoncillos aplicadores para transferir suficientes hematies
desde muestras coaguladas o anticoaguladas como para conseguir
una suspension del 2-5 % en cada tubo con un reactivo.

4. Mezcle por completo el contenido de cada tubo y centrifugue.

5. Agite suavemente cada tubo para volver a suspender los fondos de
hematies. Compruebe la presencia de aglutinacion. Anote los
resultados.

NOTA: La incubacion durante 5-60 minutos a 18-30 °C puede ser

necesaria para mejorar la reactividad de los reactivos para tipificacion
sanguinea con algunos de los subgrupos débiles de Ay B.

Pruebas en portas
1. Coloque una gota de cada reactivo para tipificacion sanguinea gue
vaya a analizar en portas de vidrio limpios individuales o en extremos
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opuestos de portas limpios. No cologue los portas sobre una superficie
iluminada calefactada.

2. Mediante una pipeta de transferencia o bastoncillos aplicadores, anada
a cada gota de reactivo 1 gota de una suspension del 35-45 % de
hematies preparados en solucion salina o en plasma o suero
compatibles con el grupo.

3. Con bastoncillos aplicadores independientes y limpios, combine cada
mezcla de reactivos de hematies sobre un area ovalada de 20 x 40
mm aproximadamente.

4.  Gire lentamente cada porta y observe en espera de la aglutinacion
macroscopica durante un periodo que no supere los 2 minutos.
(NOTA: No coloque los portas sobre una superficie iluminada
calefactada). Anote los resultados.

Prueba en microplacas/micropocillos

1. Efiquete las placas de tiras de pocillos que se vayan a utilizar en la
prueba.

2. Afada una gota de cada reactivo que se vaya a analizar a pocillos
etiquetados o identificados.

3. Prepare una suspension de aproximadamente el 2 % de hematies en
solucion salina, suero o plasma. (Los hematies pueden lavarse antes
de su resuspension en solucion salina). De forma altemativa, se
pueden emplear bastoncillos aplicadores para transferir hematies
desde muestras coaguladas o anticoaguladas para preparar la
suspension en cada pocillo con reactivo. (NOTA: Las velocidades de
centrifugacion o agitacion necesarias para los hematies suspendidos
en suero o plasma pueden diferir significativamente de las utilizadas
para los hematies suspendidos en solucion salina).

4. Con una pipeta de transferencia, afiada una gota de cada suspension
de hematies a los pocillos adecuados.

5. Mezcle por completo el contenido de cada pocillo golpeando
manualmente y con suavidad la placa o utiizando un agitador
mecanico de microplacas.

6. Centrifugue la placa a 150-250 x g durante 60 segundos o durante un
tiempg y con una velocidad adecuados para obtener resultados
positivos con hematies positivos para el antigeno y resultados
negativos'con hematies negativos para el antigeno.

7. Agite la placa para volver a suspender cada fondo de hematies
golpeando manualmente y ¢6n suavidad la placa o colocando la placa
en un agitador. Compruebe cada pocillo en busca de aglutinaciones.
Si asi lo desea, puede usar un espejo o lector para comprobar la
reaccion en cada pocillo. Anote los resultados.

NOTA: La incubacion durante 5-60 minutos a 18-30 °C puede ser
necesaria para mejorar la reactividad de los subgrupos débiles de Ay B.

Método automatico

Para las pruebas en microplacas con un equipo automatico, consulte las instrucciones
del manual de usuario del equipo.

Estabilidad de la reaccion:

Después de la cenfrifugacion, todas las pruebas en tubos deberan leerse
inmediatamente y los resultados se interpretaran sin demora. Los retrasos pueden
originar disociacion de los complejos antigeno-anticuerpo lo que proporciona
resultados falsamente negativos o, si no, reacciones débimente positivas. Las
pruebas en portas deben realizarse en el tiempo indicado para evitar la posibilidad de
que un resultado negativo sea interpretado como positivo de forma incorrecta debido
al secado de los reactivos. Las pruebas en microplacas deberan interpretarse
inmediatamente después de la resuspension para evitar resultados erréneos de la
prueba debido a la sedimentacién o la disociacion de aglutinados de hematies.

El equipo automatizado lee los resultados al terminar la prueba y los almacena para
los informes al finalizar el trabajo con el lote.
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antigeno, como hematies AzB . Estos reactivos pueden considerarse satisfactorios si
se aglutinan los hematies positivos para el antigeno.

. Para las pruebas en microplacas con un equipo automatico, consulte las instrucciones
del manual de usuario del equipo.

A

Interpretacion de los resultados:
Prueba positiva: aglutinacion de los hematies.

Prueba negativa: ausencia de aglutinacion de hematies.
El equipo interpreta autométicamente los resultados de la prueba.

RESULTADOS DE TIPOLOGIAS ESPERADAS DE HEMATIES

Sangre Reactivo | Anti- Frecuencia (%)1°

Grupo Anti-A Anti-B AB Raza Raza
blanca negra

A + 0 + 40 27

B 0 + + 11 20

0 0 0 0 45 49

AB + + + 4 4

Limitaciones:

Pueden producirse resultados falsamente posiivos o negativos debido a una
contaminacion bacteriana o quimica de los materiales de la prueba, un tiempo de
incubacién o una temperatura inadecuados, una centrifugacion incorrecta, un
almacenamiento inadecuado de los materiales o la omision de reactivos en la prueba.
Centrifugaciones excesivamente bajas o altas pueden causar numerosos falsos
negativos o falsos positivos.

Ciertos subgrupos de A y B pueden producir reacciones mas débiles que las
abtenidas con hematies A o B de la mayoria de los donantes aleatorios. En funcion
de subgrupo involucrado, algunos pueden parecer no reactivos en pruebas de
aglutinacion directa en tubos, placas de microtitulacion o portas.

Los hematies de personas con algunas enfermedades pueden presentar reacciones
falsamente positivas o negativas con anti-A o anti-B.% Algunas muestras sanguineas
del corddn pueden presentar reacciones debilitadas con estos reactivos. Los hematies
del cordén contaminados con la gelatina de Wharton pueden presentar reacciones
falsamente positivas.

El sistema ABO es el tnico sistema de grupos sanguineos en el que las personas de
mas de seis meses de edad producen, de manera congruente y predecible,
anticuerpos para los antigenos de los que carecen. Las pruebas de fipificacion sérica,
que utilizan hematies de grupos ABO conocidos, se utilizan para confirmar los
resultados de los procedimientos de tipologias de hematies. Sin embargo, pueden
producirse discrepancias entre la tipificacion del suero y los hematies si la muestra
analizada presenta antigenos o aglutininas no esperados, o si la muestra carece de
los antigenos o aglutininas esperados. Consulte la referencia 9 para obtener
informacién mas detallada sobre las discrepancias en la tipificacion ABO. Cualquier
discrepancia que se produzca debera resolverse antes de asignar un grupo ABO.

No utilice reactivos monaclonales murinos en pruebas de antiglobulina indirecta con
reactivos de antiglobulina humana.

En algunas situaciones clinicas, los hematies del grupo A pueden adquirir antigenos
similares al B in vivo durante la accion de enzimas bacterianas denominadas
deacetilasas. Las enzimas cambian la acetilgalactosamina (el azlicar
inmunodominante del grupo sanguineo A) a galactosamina. Algunas reactivos anti-B
de origen monoclonal o policlonal pueden reaccionar con la galactosamina porque es
similar en su estructura a la galactosa, el azicar inmunodominante del grupo
sanguineo B. En funcién del grado de transformacion en los hematies concretos que
se estan analizando, anti-B (de ES4 clonal) serie 1 puede reaccionar con fuerza con
los hematies B adquiridos a menos que el anticuerpo se prepare en un diluyente
acidificado.  El reactivo anti-B serie 1 se ha formulado para un pH de
aproximadamente 6,0 con el fin de reducir la frecuencia y la fuerza de la reaccién con
hematies B adquiridos. Debera provocar reacciones con hematies B adquiridos que
sean mas comparables con los observados con anti-B policlonal humano. Sin
embargo, es posible que, en algunos casos, el anti-B serie 1 siga reaccionando con
mas fuerza que el anti-B humano. En los casos en los que los resultados con el
reactivo anti-B serie 1 sean cuestionables, deberan seguirse analizando hematies con
anti-B policlonal humano o anti-B monoclonal derivados de una linea celular de’
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hibridoma que no sea ES4, ya que se sabe que esta no reacciona con hematies B
adquiridos, como anti-B (de LB-2 clonal) serie 3. No debera intentarse aumentar la
acidificacion de anti-B serie 1.

Las autoaglutininas reactivas a temperatura ambiente son una posible fuente de eror
de las pruebas de tipificacion ABO. La presencia de estos anticuerpos no puede
predecirse. Cuando son lo suficientemente fuertes, pueden provocar aglutinaciones
no especificas del reactivo A+ y las células B en pruebas de tipificacion sérica
(inversa). También pueden provocar la aglutinacion no especifica en pruebas de
hematies (directas) con anti-A, anti-B y anti-AB cuando se utilizan hematies
suspendidos en suero o plasma sin lavar. Este es el motivo por el que se realizan las
pruebas de tipificacion directa e inversa, y los resultados se comparan antes de
realizar las interpretaciones sobre ABO. Todas las pruebas ABO deberan realizarse
con cuidado. Las discrepancias entre los resultados directos e inversos deberan
investigarse en profundidad antes de asignar un grupo ABO, con independencia de la
fuerza de las reacciones obtenidas en cualquier prueba con suero o hematies. No
puede asumirse que las reacciones fuertes obtenidas en las pruebas directas sean
mas correctas que las reacciones mas débiles observadas en las pruebas inversas
con la misma muestra y viceversa. Las autoaglutininas reactivas a temperatura
ambiente reaccionan mejor cuando el entomo de la prueba esta por debajo del pH
6,5. Anti-A serie 1, anti-B serie 3 y anti-A,B serie 1 de Immucor estan preparados en
un diluyente a un pH aproximado de 7,0. Por el confrario, anti-B serie 1 derivado de
ES4 clonal esta preparado a un pH de aproximadamente 6,0 para inhibir la deteccion
del antigeno B adquirido. Asi, cuando se utilizan hematies no lavados o lavados de
forma insuficiente para las pruebas, |as autoaglutininas que dependen de &cidos son
una posible fuente de aglutinaciones falsamente positivas en las pruebas con anti-B
serie 1. La misma reactividad no especifica puede no verse en las pruebas con
reactivos anti-A serie 1, anti-A,B serie 1 o anti-B serie 3, o puede ser perceptiblemente
més débil que en la prueba con anti-B serie 1. La aglutinacién no especifica
provocada por las autoaglutininas puede ir de débil a fuerte. Cuando se utilizan
hematies sin lavar y la discrepancia sobre ABO persiste tras repetir la prueba, se
pueden evaluar los hematies con ofros reactivos para fipificacion sanguinea
(preparados con un pH de 7,0) o analizar el suero o el plasma con hematies reactivos
adicionales.

A

Caracteristicas especificas de rendimiento:

Antes de la comercializacion, cada lote de anti-A, anti-B y anti-A,B (monoclonal
murina) de Immucor se prueba con los métodos del prospecto con un panel de
hematies positivos para el antigeno con el fin de garantizar una reactividad adecuada.
El rendimientode este producto va ligado al cumplimiento de los métodos
recomendados en este prospecto. La presencia de anticuerpos contaminantes para
antigenos con una incidencia del 1 % o mayor en la poblacién aleatoria, incluidos Moo
Wre, se ha excluido mediante pruebas yectas que utilizan los hematies compatibles
con ABO o pruebas que utilizan reactivos absorbidos previamente para eliminar el
anti-A o anti-B. Los anticuerpos para los antigenos Le¢ y Le? no estan necesariamente

excluidos. Si requiere informacion adicional o soporte técnico, consulte con el
Servicio Técnico en el 800-492-BLUD (2583) o 770-441-2051.
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[Reactivo para tipificacién sanguinea
Anti-D (serie 4)
Mezcla monoclonal
[Para pruebas en portas, tubos y microplacas|

- [1i]
. |z| Nocivo, conservante: 0.1%
Azida sodica

®  |Descartar si presenta turbidez evidente]

.
10°C
¢ 1°c/i[

o Cumple los requisitos de potencia de la FDA.

PRECAUCION: NO SE HA DETERMINADO LA AUSENCIA DE TODOS LOS VIRUS. EL EMBALAJE
DE ESTE PRODUCTO (GOTEROS) CONTIENE CAUCHO NATURAL SECO.

Immucor, Inc.
Norcross, GA 30071, EE. UU.
LICENCIA en EE. UU. 886

Uso previsto:
El reactivo anti-D (mezcla monoclonal) serie 4 de Immucor esté disefiado para utilizarse
en portas, tubos, microplacas y pruebas automatizadas.

Resumen de la prueba:

Los términos “Rh positivo” y “Rh negativo” hacen referencia a la presencia o ausencia del
antigeno de hematies D (Rho). El determinante D es uno de los mas de 40 antigenos
que forman el sistema Rhesus.!2 Aproximadamente el 85 % y el 92 % de las personas de
raza blanca y negra, respectivamente, han heredado el gen D.3

El antigeno D, es después del A y B, el antigeno mas importante en la practica
transfusional. La probabilidad de que este antigeno provoque una respuesta de
anticuerpos en una persona Rh negativa es muy alta.# Por este motivo, es fundamental
que las pruebas de tipologias de hematies con anti-D se realicen con las muestras de
todos los pacientes y donantes.

Los reactivos para tipificacion sanguinea anti-D de Immucor se utilizan para comprobar la
presencia o ausencia de D en los hematies. La mayoria de las muestras Rh positivas
pueden categorizarse con facilidad como D positivas, ya que muestran reacciones de
aglutinacion de corte claro con reactivos anti-D en la fase de centrifugacion inmediata de
la prueba. Sin embargo, algunos hematies Rh positivos no se aglutinan de forma
inmediata. Para distinguir estos hematies D positivos de los que son realmente Rh
negativos, deberan realizarse pruebas adicionales (prueba D débil). 4

Principio de la prueba:

La aglutinaciéon de hematies en la centrifugacion inmediata o las fases de prueba
incubadas a 37 °C con anti-D indican la presencia de antigeno D (consulte la seccién
sobre CONTROL DE CALIDAD). La ausencia de aglutinacién en estas fases indica la
ausencia de D o que los hematies poseen una forma débil del antigeno D. Las
reacciones negativas obtenidas en la fase de la antiglobulina de la prueba confirmaran la
ausencia de D.

Reactivos:

El reactivo para tipificacion sanguinea anti-D (mezcla monoclonal) serie 4 de Immucor se
prepara mezclando anticuerpos anti-D monoclonales IgM segregados por un
heterohibridoma humano/murino (MS201) con anti-D IgG de otro heterohibridoma
(MS26). Los anticuerpos se diluyen en una solucién salina tamponada que contiene
albumina bovina (sin estabilizadores), etilendiamina tetraacetato (EDTA) e ingredientes
para facilitar la resuspensién de los fondos de hematies tras la centrifugacion. La
solucién de albimina bovina se obtiene exclusivamente de ganado de EE. UU. libre de
enfermedades, de acuerdo con la inspeccidn y la certificacion del Servicio de Inspectores
Veterinarios de EE.UU. (US Veterinary Services Inspectors). Se considera que el
producto de origen rumiante tiene un riesgo bajo de trasmitir EET (encefalopatia
espongiforme transmisible). La mayoria de las muestras de hematies D+ se aglutinaran
en pruebas de centrifugacion inmediata por los anticuerpos anti-D monoclonales IgM. La
deteccién de ciertas muestras de mosaico D+ o D de reaccion débil no detectadas por el
componente monoclonal IgM la facilitara el componente IgG en pruebas D débiles.

Se afiade azida sddica (concentracion final del 0,1 %) a este reactivo como conservante.
El reactivo debe utilizarse tal como se suministra.

Este reactivo puede contener anticuerpos derivados de lineas celulares producidas por
otros fabricantes con licencia.

Anti-D (mezcla monoclonal) serie 4 cumple los requisitos de potencia de la FDA.

Precauciones:

Para uso diagnéstico in vitro.

Conservar a 1-10 °C cuando no se utilice.
elevadas.

No congelar ni exponer a temperaturas
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La turbidez puede indicar deterioro o contaminacion del reactivo. No utilizar reactivos
contaminados. No utilizar después de la fecha de caducidad. No deben utilizarse
frascos con fugas. Evitar la contaminacion del reactivo.

X

La azida sddica puede reaccionar con el plomo o el cobre de las tuberias formando
componentes explosivos. Si se desecha por el desagie, debe afiadirse un gran volumen
de agua para evitar la acumulacién de azida.

Este reactivo contiene azida sddica al 0,1 % y esta clasificado como nocivo
(Xn). R22 Nocivo si se ingiere.

Manipule y deseche los reactivos como si fueran potencialmente infecciosos.

PRECAUCION: NO SE HA DETERMINADO LA AUSENCIA DE TODOS LOS VIRUS.
EL EMBALAJE DE ESTE PRODUCTO (GOTEROS) CONTIENE CAUCHO NATURAL
SECO.

El formato de la fecha de caducidad se expresa como AAAA-MM-DD (afio-mes-dia).

Extraccion y preparacion de muestras:

Extraiga una muestra de sangre utilizando una técnica de flebotomia adecuada. En las
pruebas manuales, se puede utilizar una muestra extraida en EDTA, heparina, ACD,
AS-1, AS-3, AS-5, CPD, CPDA-1, CP2D o sin coagulante. Es posible que los
métodos semiautomaticos requieran el uso de muestras extraidas en anticoagulante.
Consulte el manual del usuario del equipo para conocer los anticoagulantes
especificos.  Las pruebas deben realizarse tan pronto como sea posible después
de su recogida para minimizar las posibilidades de que ocurran reacciones falsamente
positivas o negativas debido a una conservacion inadecuada o a la contaminacion
de la muestra. Las muestras que no puedan analizarse en 24 horas deberan
almacenarse a 1-10 °C. No utilice muestras extraidas en tubos con separadores de gel
neutros. Pueden obtenerse resultados falsamente positivos con este tipo de muestras.
Las muestras de EDTA se pueden analizar hasta 10 dias después y las muestras
coaguladas hasta 21 dias. Los hematies extraidos en heparina, ACD, AS-1, AS-3
AS-5, CPD, CPDA-1 o CP2D se pueden analizar hasta la caducidad del
anticoagulante.

Procedimiento:
Materiales suministrados
Anti-D (mezcla monoclonal) serie 4 de Immucor
Otros materiales necesarios
Todos losHaétaitkssde donante o paciente
2. Rotuladores
3. Solucién salina isotonica o solucion salina isoténica tamponada con fosfato
(aproximadamente 15 mM), pH 6,5-7,5
Método en portas:
1. Portas de vidrio
Marcador de cera (opcional)
Pipetas de transferencia
Bastoncillos aplicadores
Dispositivo de visualizacion iluminado y calefactado
6.  Cronémetro o temporizador
Método en tubos:

i/
1. Pipetas de transferencia "ﬁv
o
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2. Tubos de ensayo de 10 x 75 mm o 12 x 75 mm, y gradillas para tubos de
ensayo

Centrifuga serologica

Temporizador de intervalos

Reactivo de antiglobulina humana con anti-IgG (para prueba D débil)

Células de control de Coomb (hematies cubiertos con IgG) (para prueba D
débil)

Incubador de aire seco a 37 °C o bafio

8. Control monoclonal

ook w

~

Métodos en microplacas o micropocillos:

1. Pipetas de transferencia o sistema de pipeteo®

2. Microplacas, micropocillos o tiras de hemaglutinacién/dilucion de Immucor

3. Centrifuga* con rotor y portadores para alojar placas rigidas de 96 pocillos o

tiras rigidas de 1 x 8 pocillos.

4. Agitador mecanico de microplacas* (por ejemplo, IBG Systems) (opcional)

5. Lector de microplacas* (por ejemplo, IBG Systems Reader) (opcional)
*Es responsabilidad del usuario validar un dispositivo accesorio para su uso indicado
(tanto si enumera como si no). Los resultados de las validaciones deben mantenerse
como parte de los registros del laboratorio para su revision por parte de los organismos
normativos.

Método automatico:
Para las pruebas en microplacas con un equipo automatizado, consulte las instrucciones
del manual de usuario del equipo.

Método de prueba:
Pruebas en portas

1. Precaliente un porta de vidrio limpio a 40-50 °C en un dispositivo de
visualizacion iluminado.

2. Cologque una gota de anti-D (mezcla monoclonal) serie 4 de
Immucor en el porta.

3. Con una pipeta de transferencia, afiada al reactivo 2 gotas de una
suspension de un 35-45 % de hematies preparados en su suero o
plasma propios o compatibles con el grupo.

4. Con un bastoncillo aplicador limpio, combine la mezcla de hematies
y reactivo sobre un &rea ovalada de 20 x 40 mm aproximadamente.

5. Balancee el dispositivo de visualizacién hacia delante y hacia atras,
y observe la aglutinacién macroscépica durante un periodo que no
supere los 2 minutos (consulte la seccién sobre ESTABILIDAD).
Anote los resultados.

6. Para detectar formas débiles del antigeno D, debera realizarse una
prueba D débil en todas las muestras con reacciones negativas o
positivas dudosas por el procedimiento de prueba en portas.
(Consulte la seccion sobre PRUEBA D DEBIL)

Prueba en tubos

NOTA: Los hematies cubiertos in vivo con moléculas de IgG a menudo se
aglutinan de forma espontanea en las pruebas con reactivos que contienen
mas de un 12 % de proteinas. Este es un reactivo para tipificacion sanguinea
bajo en proteinas. Por lo tanto, los hematies cubiertos de anticuerpos tienen
menos probabilidades de aglutinarse en presencia del entorno bajo en
proteinas. Sin embargo, en algunos casos (como cuando el paciente ha
producido aglutininas frias potentes o en condiciones asociadas a anomalias
en las proteinas séricas, como en el mieloma mdiltiple), es posible que se siga
pudiendo producir la agregacién o aglutinacién espontaneas, lo que conlleva
resultados de pruebas falsamente positivos. En estos casos, la agregacion o
aglutinacion también se observaran, con mucha probabilidad, en las pruebas
con solucién salina, como en las que emplean reactivos monoclonales para
tipificacion ABO de Immucor. No es fundamental analizar un control en
paralelo con este reactivo a menos que la muestra se comporte como si fuera
del grupo AB, D+. En este caso, el control monoclonal puede servir como
reactivo de control cuando es necesario en la centrifugacion inmediata o en
pruebas D débiles. Una prueba de antiglobulina directa también puede servir
como prueba de control D débil. Los resultados de la prueba D débil no
pueden considerarse validos si los hematies analizados dan resultados positivos
en pruebas de antiglobulina directa.

1. Afada una gota de anti-D (mezcla monoclonal) serie 4 de Immucor
a un tubo de ensayo etiquetado correctamente.
2. Con una pipeta de transferencia, afiada a cada tubo 1 gota de
suspension con un 2-5% de hematies preparados en solucion
Key:
Underline = Addition or significant change; A = Deletion of text

salina 0 en su suero o plasma propio o compatible con el grupo.

Alternativamente, se pueden utilizar bastoncillos aplicadores para

transferir la cantidad suficiente de células de muestras coaguladas o

anticoaguladas hasta conseguir una suspension al 2-5 % en el tubo.

Mezcle por completo el contenido del tubo y centriflguelo.

4. Agite suavemente el tubo para volver a suspender el fondo de
hematies. Compruebe la presencia de aglutinacién. Anote los
resultados.

5. Debera realizarse una prueba D débil en todas las muestras de
donantes con reacciones negativas o positivas dudosas. (Contintie
con la PRUEBA D débil).

e

PRUEBA D débil

1. Afada una gota de anti-D serie 4 y una gota de hematies
preparados como se indica en el paso 2 (de la prueba en tubos) a
un tubo de ensayo limpio, y continte en el paso 2 a continuacion.
También puede pasar la prueba negativa obtenida en el paso 4 (de
la prueba en tubos) al paso 2 a continuacion. Si asi lo desea, puede
afiadir ofra gota de anti-D serie 4 a la prueba antes de continuar en
el paso 2.

2. Mezcle por completo el contenido del tubo. Incube el tubo a 36—

38 °C durante 15-60 minutos. La incubacién durante un tiempo

cercano al limite superior puede mejorar la reactividad. (OPCIONAL:

Las pruebas pueden centrifugarse y leerse tras la incubacion a

37 °C).

Lave al menos tres veces con solucién salina isotonica.

4. Afiada antiglobulina humana en la cantidad especificada por el
prospecto del fabricante. Mezcle por completo el contenido.

5. Centrifugue el tubo. Vuelva a suspender con cuidado el fondo de
hematies y compruebe macroscopicamente la presencia de
aglutinacion. Anote los resultados.

6. Utilice hematies cubiertos con IgG para confirmar la validez de una
prueba antiglobulina negativa.

o

PRECAUCION: LOS RESULTADOS DE PRUEBA D DEBIL POSITIVA SOLO
SON VALIDOS SI SE PUEDE DEMOSTRAR QUE LOS HEMATIES DE LA
PRUEBA PRODUJERON RESULTADOS NEGATIVOS EN LAS PRUEBAS DE
ANTIGLOBULINA DIRECTA.

PRUEBA EN MICROPLACAS
Método en microplacas o micropocillos:

1. Etiquete las placas o tiras de pocillos que se vayan a utilizar en la
prueba.

2. Afada una gota de anti-D (mezcla monoclonal) serie 4 de Immucor
a un pocillo etiquetado o identificado.

3. Prepare una suspensién de aproximadamente el 2% de los
hematies de la prueba en solucion salina.

4. Con una pipeta de transferencia, afiada una gota de suspension de
hematies al pocillo adecuado.

5. Mezcle por completo el contenido del pocillo golpeando
manualmente y con suavidad la placa o utilizando un agitador
mecanico de microplacas.

6. Centrifugue la placa.

7. Agite la placa para volver a suspender el fondo de hematies
golpedndola manualmente y con suavidad, o utilizando un agitador
de microplacas. Compruebe el pocillo en busca de aglutinaciones.
Si asi lo desea, puede usar un espejo de lectura de pruebas en
microplacas para comprobar las reacciones en el pocillo. Anote los
resultados.

8. Debera realizarse una prueba D débil en todas las muestras de
donantes con reacciones negativas o positivas dudosas (continlie
con PRUEBA D DEBIL).

Método automatico:
Para las pruebas en microplacas con un equipo automatizado, consulte las
instrucciones del manual de usuario del equipo.
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Estabilidad de la reaccion:

Después de la centrifugacion, todas las pruebas en tubos deberan leerse
inmediatamente y los resultados se interpretaran sin demora. Los retrasos pueden
originar disociacién de los complejos antigeno-anticuerpo lo que proporciona resultados
falsamente negativos o, si no, reacciones débilmente positivas. Las pruebas en portas
deben realizarse en el tiempo indicado para evitar la posibilidad de que un resultado
negativo sea interpretado como positivo de forma incorrecta debido al secado de los
reactivos. Las pruebas en microplacas deberan interpretarse inmediatamente después
de la resuspension para evitar resultados erréneos de la prueba debido a la
sedimentacion o la disociacion de aglutinados de hematies.

El equipo automatizado lee los resultados al terminar la prueba y los almacena para los
informes al finalizar el trabajo con el lote.

Control de calidad:

Para confirmar la reactividad de anti-D (mezcla monoclonal) serie 4 de Immucor, se
recomienda analizar este reactivo cada dia de uso con hematies D positivos y D
negativos. Este reactivo puede considerarse apto para el uso si reacciona de forma
adecuada con hematies D positivos.

Para las pruebas en microplacas con un equipo automatizado, consulte las instrucciones
del manual de usuario del equipo.

Interpretacion de los resultados:

Prueba positiva: aglutinacion de hematies en la centrifugacion inmediata, a 37 °C o en
las fases de antiglobulina

Prueba negativa: ausencia de aglutinacion de hematies en cualquier fase de la prueba

NOTA: Las aglutinaciones en los pocillos de las microplacas son pruebas de reaccién
positiva. Las reacciones negativas con una resuspension adecuada apareceran como
una suspension uniforme de hematies sin aglutinados.

El equipo interpreta automéaticamente los resultados de la prueba.

RESULTADOS DE TIPOLOGIAS ESPERADAS DE HEMATIES

Interpretacion Frecuencia %?
D débil Raza blanca
Prueba Control Prueba DAT
+ 0 / / D positiva 85
0 0 + 0 D positiva
0 0 0 0 D negativa 15
0 0 + + Prueba no
+ + / / valida
Prueba no
valida
Limitaciones:

Pueden producirse resultados falsamente positivos o negativos debido a una
contaminacion bacteriana o quimica de los materiales de la prueba, un tiempo de
incubacién y una temperatura inadecuados, una centrifugacion incorrecta, un
almacenamiento inadecuado de los materiales o la omision de reactivos en la prueba. La
calibracién adecuada de la centrifuga es especialmente importante para el rendimiento
correcto de los métodos de prueba en microplacas. Las centrifugaciones excesivamente
bajas o altas pueden causar numerosos falsos negativos o falsos positivos.

Las reacciones positivas obtenidas con muestras almacenadas pueden ser mas débiles
que las obtenidas con muestras frescas.

Es responsabilidad del usuario validar un dispositivo accesorio para su uso indicado
(tanto si es enumerado como si no). Los resultados de las validaciones deben
mantenerse como parte de los registros del laboratorio para su revision por parte de los
organismos normativos.

Los hematies que muestren una prueba de antiglobulina directa positiva no podran
analizarse de forma correcta en la prueba D débil con este reactivo.

Pruebas interpretadas de forma manual

Los hematies con el antigeno de baja incidencia de Rh33 y con el fenotipo Ror se
clasifican como portadores de un antigeno D debilitado de acuerdo con los resultados de
las pruebas con anti-D policlonal humano. El antigeno D debilitado no se detecta con
facilidad ni en la fase de la antiglobulina de las pruebas de tipologia D, y la clasificacion
D+ a menudo se realiza Unicamente cuando se muestra en los hematies con el método
de absorcidn-elucion de anti-D. La porcion de IgM de este reactivo, derivada del anti-D
MS201, reacciona bien con el antigeno D de los hematies R en la fase de
centrifugacion inmediata de las pruebas. Asi, cuando se analicen estos hematies es
posible que resulten no reactivos con anti-D policlonal humano, aunque si sean reactivos
con anti-D serie 4.

Key:
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Los hematies D+ de la mayoria de las personas produciran reacciones fuertes (3—4+)
con anti-D (mezcla monoclonal) serie 4. Las reacciones de menos de 2+ en las pruebas
de centrifugacién inmediata deberan evaluarse de forma exhaustiva, ya que es posible
que estas reacciones no se deban a la interaccion entre el reactivo anti-D y el antigeno D
de los hematies. En las pruebas directas, pueden producirse resultados falsamente
positivos con anti-D serie 4 en presencia de aglutininas frias fuertes o factores fuertes de
formacion de pilas de monedas. Dichos factores conllevan la agregacion celular que
puede interpretarse incorrectamente como un resultado positivo cuando se utilizan
hematies suspendidos en suero o plasma sin lavar. Los mismos factores normalmente
provocan resultados discrepantes en las tipologias de hematies ABO cuando se utilizan
hematies preparados de forma similar. Para determinar la validez de los resultados
positivos obtenidos en presencia de aglutininas frias potentes o proteinas de formacién
de rouleaux, pueden analizarse en paralelo controles del 6-30 % de albumina bovina en
solucién salina. Los resultados positivos obtenidos con el control de albimina indican
que las reacciones obtenidas con anti-D podrian ser no vélidas. Dichos problemas
pueden eliminarse si los hematies de la prueba se lavan en profundidad con solucién
salina caliente y se vuelven a suspender en solucion salina antes de la prueba.

Los hematies con expresiones comparativamente débiles del antigeno D podrian no
reaccionar bien dentro del limite de 2 minutos de la prueba en portas o durante la
centrifugacion inmediata en las pruebas en tubos.?

Caracteristicas especificas de rendimiento:

Antes de la comercializacion, cada lote de anti-D (mezcla monoclonal) serie 4 de
Immucor se prueba con los métodos del prospecto con un panel de hematies positivos
para el antigeno con el fin de garantizar una reactividad adecuada. El rendimiento de
este producto depende del correcto seguimiento de la metodologia recomendada en el
prospecto. No se han determinado las reacciones de anti-D serie 4 con los hematies de
los fenotipos raros: D-, D, Rhmea y Rhnut. No se conocen las caracteristicas de la reaccion
de anti-D serie 4 con hematies modificados previamente por enzimas. La presencia de
anticuerpos contaminantes para antigenos con una incidencia del 1 % o mayor en la
poblacion aleatoria, incluidos M3 o Wre, se ha excluido mediante pruebas directas que
utilizan los hematies D negativos adecuados o pruebas que utilizan el reactivo absorbido
previamente para eliminar el anti-D. Los anticuerpos para antigenos Le¢ y Led no estén
necesariamente excluidos.

Algunos hematies D+ raros reaccionaran de forma inesperada con este reactivo. Los
hematies RoHer producen reacciones de débiles a fuertes en la fase de prueba de
centrifugacion inmediata, aunque dichos hematies suelan ser no reactivos en la fase D
débil con anti-D derivado de fuente policlonales u otras fuentes monoclonales. Es
posible que algunos hematies D+w, incluidos algunos hematies DVa y DVc, reaccionen
en la centrifugacion inmediata con este reactivo, pero solo en la fase D débil con
reactivos alternativos. Todavia no se ha encontrado ningun reactivo para tipificacion
sanguinea de origen monoclonal que detecte todas las partes del antigeno D.

Si requiere informacion adicional o soporte técnico, consulte con el Servicio Técnico en el
800-492-BLUD (2583) 0 770-441-2051.

Bibliografia:

1. Issitt PD. Serology and genetics of the Rhesus blood group system. Cincinnati:
Montgomery Scientific, 1979.

2. Race RR, Sanger R. Blood groups in man. 6% ed. Oxford: Blackwell Scientific,
1975: 179-260.

3. Brecher ME, ed. Technical manual. 15t ed. Bethesda MD: AABB, 2005.

4. Mollison PL, Englefriet CP, Contreras M. Blood transfusion in clinical medicine. 9t
ed. Oxford: Blackwell Scientific, 1992.

Cédigo del prospecto:
336-8 Rev. 09/21

' HE! AEBICA =2 A1 “*{
|F-2022-03510416-APN-INPM#ANMAT

Pégina 18 de 29



[Reactivo de tipificacién sanguined|

Anti-D (serie 5)
Mezcla monoclonal
|Para andlisis en portaobjetos, tubos y microplacas|

* [IVD] - [1i]

. /ﬂ,w"c o lzl Nocivo, Conservante: 0.1%
1°C Azida sddica

o Cumple los requisitos de potencia de la FDA o |Descartar si presenta turbidez evidente |

Reactivo de tipificacion
sanguinea

Anti-D (serie 5)

(Mezcla monoclonal)

PRECAUCION: NO SE HA DETERMINADO LA AUSENCIA DE TODOS LOS VIRUS. EL ENVASE
DE ESTE PRODUCTO (AMPOLLA DEL CUENTAGOTAS) CONTIENE GOMA NATURAL SECA.

353 e s -7

Immucor, Inc.
Norcross, GA 30071 USA
LICENCIA en EE. UU. 886

Uso previsto:
Anti-D serie 5 (mezcla monoclonal) de Immucor se ha disefiado para su uso en
analisis en portaobjetos, tubos y microplacas.

Resumen del andlisis:

Los términos “Rh positivo” y “Rh negativo” se refieren a la presencia o ausencia del
antigeno de hematies D (Rho). El determinante D es uno de los mas de 40 antigenos
que conforman el sistema Rhesus.! 2 Aproximadamente el 85 % y el 92 % de los
sujetos de raza blanca y de raza negra, respectivamente, han heredado el gen D.3

El antigeno D, es después del A y B, el antigeno mas importante en la practica
transfusional. La probabilidad de que este antigeno provoque una respuesta de
anticuerpos en una persona con Rh negativo es muy alta.* Por este motivo, es
esencial que los andlisis de tipologia sanguinea que utilicen el anti-D se realicen con
todas las muestras de pacientes y donantes.

Los reactivos de tipificacion sanguinea Anti-D de Immucor se utilizan para analizar los
hematies con el objeto de determinar la presencia, o ausencia, del antigeno D. La
mayoria de las muestras Rh positivas se pueden categorizar facilmente como D
positivas ya que muestran unas reacciones de aglutinacion claras con reactivos Anti-D
en la fase de centrifugacion inmediata del analisis. Sin embargo, algunos hematies
Rh positivos no se aglutinan de forma inmediata. Para diferenciar estos hematies D
positivos de lo que son verdaderamente Rh negativos, debe realizarse un analisis
adicional (prueba para la deteccidn de la expresion débil del antigeno D).4

Principio del analisis:

La aglutinacion de hematies en las fases de centrifugacién inmediata o de incubacion
a 37 °C del analisis con el reactivo Anti-D indica la presencia del antigeno D (consulte
la seccion CONTROL DE CALIDAD). La ausencia de aglutinacién en estas fases
indica la ausencia del antigeno D o que los hematies poseen una expresion débil del
antigeno D. Las reacciones negativas obtenidas en la fase de la antiglobulina del
anélisis confirmaran la ausencia del antigeno D.

Reactivos:

El reactivo de tipificacion sanguinea Anti-D serie 5 (mezcla monoclonal) de Immucor
se prepara mediante la mezcla de anticuerpos monoclonales IgM anti-D secretados
por un heterohibridoma humano/murino (TH28) con anticuerpos IgG anti-D de otro
heterohibridoma (MS26). Los anticuerpos se diluyen en una solucién salina
tamponada que contiene albimina bovina (sin estabilizadores), etilendiamino
tetraacetato (EDTA) e ingredientes para facilitar la resuspension de los botones de
hematies tras la centrifugacion. La solucion de albimina bovina se obtiene
exclusivamente de ganado de EE. UU. que ha sido inspeccionado y certificado por los
inspectores del Servicio de Veterinaria de EE.UU.. que estd libre de cualquier
enfermedad. Se considera que el producto de origen rumiante tiene un riesgo bajo de
trasmitir EET (encefalopatia espongiforme transmisible). La mayoria de las muestras
de hematies D+ se aglutinaran en las fases de centrifugacion inmediata mediante el
anticuerpo monoclonal IgM anti-D. La deteccion de determinadas muestras de D
mosaico o D+ débilmente reactivas que no se detecten mediante el componente
monoclonal IgM se facilitara a través del componente IgG en las pruebas de deteccion
de expresion débil del antigeno D.

Key:
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‘ IPara analisis en portaobjetos, tubos y microplacas|
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Se ha afiadido azida sddica (concentracion final al 0,1 %) como conservante. El
reactivo debe utilizarse tal como se suministra.

Este reactivo puede contener anticuerpos derivados de estirpes celulares producidos
por otros fabricantes autorizados.

El reactivo Anti-D serie 5 (mezcla monoclonal) cumple los requisitos de potencia de la
FDA.

Precauciones:
Para uso diagnéstico in vitro.

Conserve a entre 1 y 10 °C cuando no se utilice. No congele ni exponga a
temperaturas elevadas.

La turbidez puede indicar un deterioro o una contaminacion del reactivo. No utilice
reactivos contaminados. No utilice después de la fecha de caducidad. No utilice
frascos con fugas. Evite la contaminacion del reactivo.

x Este reactivo contiene azida sddica al 0,1 % y esta clasificado como nocivo
(Xn). R22 Nocivo por ingestion.

La azida sédica puede reaccionar con el plomo o el cobre de las tuberias formando
componentes explosivos. Si se desecha por el desagiie, debe afiadirse un gran
volumen de agua para evitar la acumulacion de azidas.

Manipule y deseche los reactivos como si fueran potencialmente infecciosos.

PRECAUCION: NO SE HA DETERMINADO LA AUSENCIA DE TODOS LOS VIRUS.
EL ENVASE DE ESTE PRODUCTO (AMPOLLA DEL CUENTAGOTAS) CONTIENE
GOMA NATURAL SECA.

El formato de la fecha de caducidad se expresa como AAAA-MM-DD (afio-mes-dia).

Extraccion y preparacion de muestras:

Extraiga una muestra de sangre utilizando una técnica de flebotomia adecuada. En
los analisis manuales, se pueden utilizar las muestras extraidas en EDTA, heparina,
ACD, AS-1, AS-3, AS-5, CPD, CPDA-1, CP2D o sin anticoagulante. Puede que los
métodos semiautomatizados precisen el uso de muestras extraidas en un
anticoagulante. Consulte el manual del operador del instrumento para obtener los
anticoagulantes especificados. Los andlisis deben realizarse tan pronto como sea
posible después de su recogida para minimizar las posibilidades de que ocurran
reacciones falsamente positivas 0 negativas debido a un almacenamiento inadecuado
0 a la contaminacién de la muestra. Las muestras sobre las que no se puedan
realizar andlisis en 24 horas deben guardarse a una temperatura de 1 a 10 °C lo
antes posible. No utilice muestras extraidas en tubos con gel separador neutro.
Pueden obtenerse resultados falsamente positivos con separadores de gel neutros.
Las muestras de EDTA se pueden analizar hasta 10 dias después de su extraccion y
las muestras coaguladas, hasta 21 dias. Los hematies extraidos en heparina, ACD,
AS-1, AS-3, AS-5, CPD, CPDA-1 o CP2D se puede analizar hasta la caducidad del
anticoagulante.
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Procedimiento:
Materiales suministrados
Anti-D serie 5 (mezcla monoclonal) de Immucor

Otros materiales necesarios
Todos los métodos:
1. Hematies de donante o paciente
2. Rotuladores
3. Solucion salina isotonica o solucion salina isotonica tamponada con fosfato
(aproximadamente 15 mM), pH 6,5-7,5
Método en portaobjetos:
Portaobjetos de vidrio
Papel de cera (opcional)
Pipetas de transferencia
Bastoncillos aplicadores
Negatoscopio iluminado calefactado
6.  Crondémetro o temporizador
Método en tubos:
1. Pipetas de transferencia
2. Tubos de ensayo de 10 x 75 mm o0 12 x 75 mm y gradillas para tubos de
ensayo
3. Centrifuga serolégica
4. Cronémetro
5. Reactivo de anticuerpo contra globulina humana que contienen anti-lgG
(para la prueba de D débil)
6.  Hematies de control de Coomb (células revestidas de IgG) (para la prueba
de D débil)
7. Incubadora de aire seco a 37 °C o bafio Maria
8. Control monoclonal

oo =~

Métodos en microplacas o micropocillos:
1. Pipetas de transferencia o sistema de pipeteo*
2. Microplacas, micropocillos o tiras de hemaglutinacion/dilucion de Immucor
3. Centrifuga* con rotor y soportes capaces de alojar placas de 96 pocillos
rigidas de 1 x 8 tiras de pocillos rigidas
Agitador de microplacas mecanico*
Lector de microplacas*
* Es responsabilidad del usuario validar un dispositivo accesorio para su uso indicado
(tanto si figuran como si no). Los resultados de las validaciones deben mantenerse
como parte de los registros del laboratorio para su revisién por parte de los agentes
reguladores pertinentes.

o

Método automatizado:
Para los analisis en microplacas con equipo automatizado, consulte las instrucciones
del manual del usuario del equipo.

Métodos de analisis:

ANALISIS EN PORTAOBJETOS
1. Caliente previamente un portaobjetos de vidrio transparente a

una temperatura de 40 a 50 °C en un negatoscopio iluminado.

2. Coloque 1 gota de Anti-D serie 5 (mezcla monoclonal) de
Immucor en el portaobjetos.

3. Con ayuda de una pipeta de transferencia, afiada al reactivo 2
gotas de una suspension de hematies al 35-45 % preparados en
su propio suero o plasma, o en un suero o plasma compatible con
el grupo.

4. Usando bastoncillos aplicadores limpios, mezcle la mezcla de
reactivo-hematies en un area oval de 20 x 40 mm
aproximadamente.

5. Mueva el negatoscopio hacia delante y hacia atras, y vigile en
busca de aglutinacién macroscépica durante un periodo de
tiempo que no supere los 2 minutos (consulte la seccion
ESTABILIDAD DE LA REACCION). Registre los resultados.

6. Para detectar la expresion débil del antigeno D, debe realizarse
una prueba de D débil en todas las muestras en que las que se
detecten reacciones positivas dudosas o negativas mediante el
procedimiento de analisis en el portaobjetos. (Consulte la
seccion PRUEBA DE D DEBIL).
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ANALISIS EN TUBOS

NOTA: Los hematies revestidos in vivo con moléculas de IgG suelen
aglutinarse de manera espontanea en andlisis con reactivos que contienen
mas del 12 % de proteinas. Este es un reactivo de tipificacion sanguinea de
bajo nivel de proteinas. Por tanto, los hematies revestidos con anticuerpos
presentan una menor probabilidad de aglutinacién en entornos con bajo
nivel de proteinas. Sin embargo, en algunos casos (como cuando el
paciente ha producido aglutininas frias potentes o en condiciones asociadas
con anomalias de proteinas séricas como mieloma multiple) puede seguir
produciéndose la agregacion o la aglutinacion espontaneas con los
consiguientes resultados falsamente positivos. En estos casos, lo mas
probable es que la agregacion o la aglutinacion también se observaré en los
andlisis con soluciones salinas tales como los que emplean los reactivos de
tipificacion ABO monoclonales de Immucor. No es esencial analizar un
control en paralelo con este reactivo a menos que la muestra se comporte
como si se tratara de un grupo AB, D+. En este caso, el control monoclonal
puede servir de reactivo control cuando sea necesario en la prueba de D
débil o en la fase de centrifugacion inmediata. Una prueba de antiglobulina
directa también puede servir de analisis de control de la prueba de D débil.
Los resultados de la prueba de D débil no se pueden considerar validos
cuando los hematies del analisis produzcan resultados positivos en las
pruebas de antiglobulina directa.

1. Afada 1 gota de Anti-D serie 5 (mezcla monoclonal) de Immucor
a un tubo de ensayo etiquetado correctamente.

2. Con ayuda de una pipeta de transferencia, afiada a cada tubo 1
gota de una suspension de hematies al 2-5 % preparados en
solucion salina, en su suero o plasma propio o en suero o plasma
compatible con el grupo. De forma alternativa, se pueden
emplear bastoncillos aplicadores para transferir hematies desde
muestras coaguladas o anticoaguladas suficientes para realizar
una suspension al 2-5 % en el tubo.

3. Mezcle el contenido del tubo de manera concienzuda y
centrifugue* el tubo.

4. Agite suavemente el tubo para volver a suspender el botén de
hematies. Examine la presencia de aglutinacion. Registre los
resultados.

5. Debe realizar una prueba de D débil en todas las muestras de
donantes que arrojen unos resultados negativos o positivos
dudosos. (Contintie en PRUEBA DE D DEBIL).

PRUEBA DE D DEBIL

1. Afada 1 gota de Anti-D serie 5y 1 gota de hematies tal como se
han preparado en el paso 2 (del andlisis en tubos) a un tubo de
ensayo limpio y continle con el paso 2 a continuacién. De
manera alternativa, el andlisis negativo que se obtiene en el paso
4 (del andlisis en tubos) puede continuar en el paso 2 a
continuacién. Si lo desea, puede afadir una gota adicional de
Anti-D serie 5 al anélisis antes de continuar con el paso 2.

2. Mezcle bien el contenido del tubo. Incube los tubos a una

temperatura de 36 a 38 °C durante un periodo de 15 a 60

minutos. _La incubacién durante un tiempo cercano al limite

superior puede mejorar la reactividad. (OPCIONAL: Los analisis
se pueden centrifugar y leer tras una incubacién a 37 °C).

Lave al menos tres veces con una solucién salina isoténica.

4. Afiada anticuerpos contra la globulina humana en la cantidad
especificada por el fabricante en el prospecto. Mezcle bien el
contenido.

5. Centrifugue el tubo.* Vuelva a suspender suavemente el boton de
hematies y compruebe macroscopicamente la presencia de
aglutinacion. Registre los resultados.

6. Utilice hematies revestidos de IgG para confirmar la validez de
una prueba de antiglobulina negativa.

w

PRECAUCION: LOS RESULTADOS POSITIVOS DEL ANALISIS DE
DETERMINACION DE EXPRESION DEBIL DEL ANTIGENO D SOLO SON
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VALIDOS SI SE PUEDE DEMOSTRAR QUE LOS HEMATIES DEL
ANALISIS ARROJARON RESULTADOS NEGATIVOS EN LAS PRUEBAS
DE ANTIGLOBULINA DIRECTA.

*Tiempo de centrifugacion sugerido: un tiempo adecuado a la centrifugacion
empleada que produzca la reaccion de anticuerpos mas fuerte con hematies
positivos al antigeno y que permita una facil resuspension de los hematies

NOTA: Los aglutinados en los pocillos de las microplacas son indicativos de una
reaccidn positiva. La resuspension adecuada en reacciones negativas aparecera
como una suspension de hematies uniforme sin aglutinados.

La instrumentacién interpreta de manera automatica los resultados de los analisis.

RESULTADOS DE TIPOLOGIAS ESPERADAS DE HEMATIES

negativos al antigeno. Interpretacion % de
Prueba frecuencia3
METODO EN MICROPLACAS/MICROPOCILLOS Andlisis  Control  Andlisis DAT en raza
blanca
1. Etiquete las placas o las tiras de pocillos que va a utilizar en el * 0 / / D positivos } 85
analisis. 0 0 + 0 D positivos
2. Aviada 1 gota de Anti-D serie 5 (mezcla monoclonal) de Immucor 0 0 0 0 D negativos 15
a un pocillo etiquetado o identificado. 0 0 + + Prueba no valida
3. Prepare una suspension de los hematies a analizar al 2 % + + / / Prueba no valida
(aproximadamente) en una solucion salina.
4.  Con ayuda de una pipeta de transferencia, afiada 1 gota de la Limitaciones:

suspension de hematies al pocillo adecuado.

5. Mezcle el contenido de cada pocillo agitando manualmente la
placa o mediante un agitador de microplacas mecanico.

6.  Centrifugue la placa.*

7. Agite la placa para resuspender el botén de hematies agitdndolo
manualmente o mediante un agitador de microplacas.
Compruebe la presencia de aglutinacion en el pocillo. Si lo
desea, puede usarse un espejo de lectura de andlisis de
microplacas para examinar las reacciones en el pocillo. Registre
los resultados.

8.  Debe realizar una prueba de D débil en todas las muestras de
donantes que arrojen unos resultados negativos 0 positivos
dudosos. (Contintie en PRUEBA DE D DEBIL).

*Tiempo de centrifugacion sugerido: un tiempo adecuado a la centrifugacion
empleada que produzca la reaccion de anticuerpos mas fuerte con hematies
positivos al antigeno y que permita una facil resuspension de los hematies
negativos al antigeno.

METODO AUTOMATIZADO
Para los analisis en microplacas con equipo automatizado, consulte las instrucciones
del manual del usuario del equipo.

Estabilidad de la reaccion:

Después de la centrifugacion, deberan leerse inmediatamente todos los tubos del
analisis y los resultados se interpretaran con la mayor brevedad. Los retrasos en la
lectura pueden originar una disociacion de los inmunocomplejos lo que redunda en
reacciones falsamente negativas o, lo mas probable, en reacciones débilmente
positivas. Los analisis en portaobjetos deben efectuarse en el periodo de tiempo
indicado para evitar la posibilidad que un resultado negativo sea interpretado de
manera incorrecta como positivo a causa del secado de los reactivos. Los analisis en
microplacas deben interpretarse inmediatamente después de la resuspensién con el
objeto de evitar resultados erroneos debido a la sedimentacion o la disociacion de
aglutinados de hematies.

La instrumentacién automatizada lee los resultados al finalizar el analisis y los
almacena para la posterior elaboracion de informes al terminar el funcionamiento por
lotes.

Control de calidad:

Para confirmar la reactividad de Anti-D serie 5 (mezcla monoclonal) de Immucor se
recomienda que se analice este reactivo los dias que se utilice con hematies D
positivos y D negativos. El reactivo se puede considerar satisfactorio para el uso si
reacciona de manera adecuada solo con hematies D positivos.

Para los analisis en microplacas con equipo automatizado, consulte las instrucciones
del manual del usuario del equipo.

Resultados:

Analisis positivo: aglutinacion de hematies en las fases de centrifugacién inmediata,
de incubacién a 37 °C o de antiglobulina

Analisis negativo: ninguna aglutinacion de hematies en ninguna fase
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Pueden obtenerse resultados falsamente positivos o falsamente negativos debido a la
contaminacion bacteriana o quimica de los materiales del andlisis, un tiempo de
incubacion o temperatura inadecuados, una centrifugacion incorrecta, un
almacenamiento inadecuado de los materiales o la omision reactivos del analisis. Una
adecuada calibracion de la centrifuga es particularmente importante para el correcto
rendimiento de los métodos de andlisis en microplacas. Las centrifugaciones
excesivamente bajas o altas pueden causar numerosos falsos negativos o falsos
positivos.

Las reacciones positivas obtenidas con muestras almacenadas pueden ser mas
débiles que aquellas obtenidas con muestras frescas.

Es responsabilidad del usuario validar un dispositivo accesorio para su uso indicado
(tanto si figura como si no). Los resultados de las validaciones deben mantenerse
como parte de los registros del laboratorio para su revision por parte de los agentes
reguladores pertinentes.

Los hematies que muestran una prueba de antiglobulina directa positiva no se pueden
analizar de forma precisa en la prueba de determinacion de expresion débil del
antigeno D con este reactivo.

Analisis interpretados manualmente

Los hematies que transportan el antigeno Rh33 de baja incidencia y pertenecen al
fenotipo RoHer se clasifican como si transportaran un antigeno D débil basandose en
los resultados de los analisis con el Anti-D policlonal humano. El antigeno D débil no
se detecta facilmente ni siquiera en la fase de antiglobulina de los andlisis de tipologia
Dy la clasificacién de D+ solo suele realizarse cuando se demuestra que los hematies
adsorberan y eluiran el antigeno D. La porcidn de IgM de este reactivo, derivada del
antigeno D TH28, reacciona bien con el antigeno D de hematies R en la fase de
centrifugacién inmediata de los andlisis. Por tanto, al analizar estos hematies es
posible considerarlos no reactivos al antigeno D humano policlonal, pero reactivos al
Anti-D serie 5.

Los hematies D+ de la mayoria de las personas produciran reacciones fuertes (3-4+)
con Anti-D serie 5 (mezcla monoclonal). Las reacciones menores que 2+ en las fases
de centrifugacién inmediata de los analisis deben evaluarse de manera concienzuda,
ya que dichas reacciones pueden no deberse a una interaccion entre el reactivo Anti-
D y el antigeno D en los hematies del andlisis. Los resultados falsamente positivos se
pueden producir en andlisis directos con el reactivo Anti-D serie 5 en presencia de
antiglobulinas frias fuertes o factores de formacion de Rouleaux fuertes. Estos
factores redundan en la agregacién celular que se puede interpretar de manera
incorrecta como un resultado positivo cuando se utilicen hematies sin limpiar,
suspendidos en plasma o en suero. Los mismos factores suelen arrojar resultados
discrepantes en la tipificacion celular ABO cuando se utilizan hematies preparados de
manera similar.

Para determinar la validez de los resultados positivos obtenidos en presencia de
aglutininas frias potentes o proteinas de formacién de Rouleaux, se pueden realizar
en paralelo controles de albimina bovina del 6 al 30 % en solucidn salina. Los
resultados positivos obtenidos con el control de albumina indican que las reacciones
obtenidas con el reactivo Anti-D pueden no ser vélidas. Estos problemas se pueden
eliminar si los hematies del andlisis se lavan bien con una solucion salina calentada y
se vuelven a suspender en una solucién salina antes de analizarlos.
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Los hematies que presenten expresiones comparablemente débiles del antigeno D
pueden no reaccionar bien dentro del limite de tiempo de 2 minutos del analisis en el
portaobjetos o en la fase de centrifugacion inmediata en los analisis en tubos.?

Caracteristicas especificas de rendimiento:

Antes de su salida al mercado, cada lote de Anti-D serie 5 (mezcla monoclonal) de
Immucor se analiza siguiendo los métodos del prospecto con un panel de hematies
positivos al antigeno para garantizar una reactividad adecuada. El rendimiento de
este producto depende del correcto seguimiento de la metodologia recomendada en
este prospecto. No se han determinado las reacciones de Anti-D serie 5 con hematies
de los fenotipos poco frecuentes -D-, .D., Rhmos y Rhnu. Se desconocen las
caracteristicas de las reacciones de Anti-D serie 5 con hematies modificados
previamente con enzimas. La presencia de anticuerpos a antigenos contaminantes
con una incidencia del 1 % o superior en una poblacion aleatoria, incluidos Mg o Wre,
se ha excluido de los andlisis directos que utilizan los hematies D negativos
correspondientes o en anélisis que emplean el reactivo adsorbido anteriormente para
eliminar el antigeno D. Los anticuerpos de los antigenos Le¢ y Led no se excluyen
necesariamente.

Algunos hematies D+ raros reaccionaran de manera inesperada con este reactivo.
Los hematies Ro" producen reacciones débiles a fuertes en la fase del anélisis de
centrifugacion inmediata, aunque dichos hematies no suelen ser reactivos en la fase
de D débil con Anti-D derivado de fuentes policlonales o de otras fuentes
monoclonales. Algunos hematies D+w, incluidos algunos hematies DVa y DVc,
pueden reaccionar en la fase de centrifugacion inmediata con este reactivo, pero solo
reaccionaran en la fase de D débil con otros reactivos. No se ha encontrado aun
ningun reactivo de tipificacion sanguinea de origen monoclonal que detecte todas las
partes del antigeno D.

Si requiere informacién adicional o asistencia técnica, consulte con el Servicio técnico
en el teléfono 800-492-BLUD (2583) o 770-441-2051.
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«  Preservatives: chioramphenicol (0.25 mg/mL) neomycin sulfate (0.1 mg/mL)
gentamycin sulfate (0.05 mg/mL)

CAUTION: ALL BLOOD PRODUCTS SHOULD BE TREATED AS POTENTIALLY INFECTIOUS. THE
PACKAGING OF THIS PRODUCT (DROPPER BULBS) CONTAINS DRY NATURAL RUBBER.
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Intended Use:
Referencells (Pooled Cells) are intended for use in tube and microplate ABO serum
grouping tests.

Summary of the Test:

Because of the importance of the ABO groups in transfusion, serum or reverse
grouping, employing cells of known ABQO groups, is used as an adjunct to red blood cell
or forward typing (using Anti-A and Anti-B).* As a minimum, serum grouping tests
must employ at least Ai and B red blood cells to detect the anti-A or anti-B. Additional
serum grouping red blood cell reagents can be used to resolve serum and red blood cell
grouping discrepancies. Az red blood cells are most commonly used to identify anti-A
in the sera of group A people. Group O red blood cells are used to identify agglutination
due to non-ABO agglutinins.

Principle of the Test:

The ABO system is the only blood group system where persons, older than 6 months of
age, consistently and predictably produce antibodies to antigens that they lack. As a
consequence, ABO grouping is performed with serum as well as red blood cells. Serum
is systematically tested against Referencells reagent red cells. Agglutination of A1, Az or
B cells constitutes a positive test and is the result of a reaction between an antigen and
its respectively antibody. No agglutination may indicate either the absence of antibody
(providing the test red blood cells possess the corresponding antigen) or that an
antibody, if present, is in concentrations too low to be detected by the serologic
technique employed. The ABO group of a serum or plasma specimen should match
that of the red blood cells. Agglutination of group O red blood cells shows the presence
of a cold-reactive antibody other than anti-A and anti-B and indicates the reactions with
A and B cells may not be due to anti-A or anti-B.

Reagents:
Referencells - 4 is a four-vial set of one vial each of A, Az, B and O cells.

Referencells - 2 is a 2-vial set of Ay and B cells.
Referencells - 1 s a single vial reagent of Az cells.

Each cell vial contains a 2-4% suspension of pooled C-D-E- red blood cells suspended
in a buffered preservative solution containing adenosine and adenine to retard
hemolysis and/or loss of antigenicity during the dating period. EDTA is added to inhibit
complement activation and to prevent hemolysis when red blood cells are tested with
fresh serum. Chloramphenicol (0.25 mg/mL), neomycin sulfate (0.1 mg/mL), and
gentamycin sulfate (0.05 mg/mL) are added as preservatives. The diluent does not
interfere with complement mediated hemolysis.

No US standard of potency.

Precautions:
For in vitro diagnostic use.

Store at 1-10 C when not in use. Do not freeze or expose to elevated temperatures.
Avoid contaminating this product during use. Contamination will adversely affect the
product’s performance during its shelf life. Do not use contaminated reagents. Do not
use beyond the expiration date. Do not use leaking vials. Do not use unlabeled vials.
The format for the expiration date is expressed as CCYY-MM-DD (year-month-day).

Suspend red blood cells before use by gently inverting each vial several times. Reagent
red blood cells should not be used if the red blood cells darken, spontaneously clump, or
if there is significant hemolysis. Slight hemolysis may occur with age. In this instance,
the red blood cells may be washed and suspended in saline immediately prior to use.
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NOTE: Washing will remove the EDTA contained in the diluent. Thus, Referencells that
are washed before testing may hemolyze in fresh sera that contain hemolytic anti-A or
anti-B.

Handle and dispose of the reagent red blood cells as if potentially infectious.

CAUTION: ALL BLOOD PRODUCTS SHOULD BE TREATED AS POTENTIALLY
INFECTIOUS. SOURCE MATERIAL FROM WHICH THIS PRODUCT WAS DERIVED
WAS FOUND NEGATIVE WHEN TESTED IN ACCORDANCE WITH CURRENT FDA
REQUIRED TESTS. NO KNOWN TEST METHODS CAN OFFER ASSURANCE THAT
PRODUCTS DERIVED FROM HUMAN BLOOD WILL NOT TRANSMIT INFECTIOUS
AGENTS. THE PACKAGING OF THIS PRODUCT (DROPPER BULBS) CONTAINS
DRY NATURAL RUBBER.

Specimen Collection and Preparation:

Draw a blood specimen using an acceptable phlebotomy technique. In manual tests, or
in tests using semiautomatic instruments, fresh serum or plasma (EDTA, heparin, ACD,
CPD, CPDA-1, CP2D) may be used. Testing should be performed as soon as possible
following collection to minimize the chance that falsely positive or falsely negative
reactions will occur due to improper storage or conlammatlon of the specimen. Should
delays in testing occur, specimens should be stored at 1-10 C if possible. Alternatively,
serum or plasma can be separated from red blood cells and stored frozen. Weakly
reactive antibodies may deteriorate And become undetectable in samples stored at
room temperature for several days before testing or in samples stored for prolonged
periods at 1-10 C. Do not use samples drawn into tubes with neutral gel separators.
False-positive results may occur with such samples.

Procedure:
Materials Provided:
Referencells in dropper vials ready for use
Additional Materials Required:
All methods:
1. Donor or patient sample
2. Marking pens
Tube methods:
10 x 75 mm or 12 x 75 mm test tubes and a test tube rack
2. Transfer pipettes
3. Serological centrifuge*
4. Interval timer
5.  Isotonic saline or phosphate-buffered (approximately 15 mM) isotonic
saline, pH 6.5-7.5

=

Microplate or microwell methods:

1. Transfer pipettes or pipetting system*

2. Microplates, microwells or Immucor Hemagglutination/Dilution Strips

3. Centrifuge*

4. Isotonic saline or phosphate-buffered (approximately 15 mM) isotonic

saline, pH 6.5-7.5
5. Mechanical microplate shaker* (optional)
6. —Microplate reader* (optional)

vice for its intended use.
Validation results should be maintained as part of the Iaboratory‘g records for review by
regulatory agencies.
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Tube Test Method:
1. Label 1 test tube for each of the Referencells to be tested.
Add 2 drops of serum or plasma to each tube.
Gently invert each reagent several times to completely suspend the red
bloed cells.
4. Add 1 drop of each reagent to the appropriately labeled tubes. Mix the
contents of each tube thoroughly.
5. Centrifuge each tube.* Gently suspend each red blood cell button and
examine for agglutination. Record results.**
* Suggested centrifugation time: 15-30 seconds at 800-1000 x g or a time, appropriate
for the centrifuge used, that produces the strongest reaction of antibody with antigen-
positive red blood cells, yet allows easy suspension of antigen-negative red blood cells.
** Room temperature incubation for 5-60 minutes may be necessary to enhance
reactions due to weakly reactive ABO antibodies.

[ZEN)

Microplate Method:

1. Label the plate or strip to be tested.

2. Gently invert each reagent several times to completely suspend the red blood
cells.

3. Add 25-50 uL (+ 5 uL) of each Referencells to separate wells.

NOTE: Referencells are manufactured as 2-4% suspensions. Some microplate
users prefer suspensions of approximately 1%. If a lighter suspension is desired,
dilute an aliquot of each Referencells reagent with isotonic saline. Dilution of the
reagents will reduce the content of EDTA, therefore red cells may hemolyze in the
presence of hemolytic anti-A or anti-B. Referencells diluted in saline should be
used within 24 hours.

4. Add 2 drops (100 + 5 uL) of the patient's or donor's serum or plasma to each of
the wells. Mix the contents of each well gently but thoroughly by manually tapping
the plate or with a microplate shaker.

5. Centrifuge the tests at 150-250 x g for 60 seconds, or for an appropriate time and
speed to produce positive results with antibody-positive serum or plasma and
negative results with antibody-negative serum or plasma.

6.  Agitate the wells to suspend the cell buttons by manually tapping the plate or with
a mechanical microplate shaker. Gently suspend each red blood cell button and
examine for agglutination. Record results.” (An optical aid can be used to
examine the reactions in each well, if desired.)

* Room temperature incubation for 5-60 minutes may be necessary to enhance
reactions due to weakly reactive ABO antibodies.

For microplate testing with automated instrumentation, refer to instructions provided in

the instrument operator manual.

Stability of Reaction:

Following centrifugation, all tests should be read immediately and results interpreted
without delay. Delays may result in dissociation of antigen-antibody complexes leading
to falsely negative, or at most, weakly positive reactions. Microplate tests should be
interpreted immediately following resuspension to avoid erroneous test results due to
the settling or dissociation of red cell agglutinates.

Quality Control:

To confirm the reactivity of the As, Az and B red blood cells, it is recommended they be
tested each day of use with the appropriate weakly reactive ABO antibody. Lack of
reactivity indicates a reagent is not suitable for use.

For microplate testing with automated instrumentation, refer to instructions provided in
the instrument operator manual.

Interpretation of Results:
Positive test: agglutination of red blood cells

Negative test: no agglutination

EXPECTED SERUM GROUPING RESULTS

Reagent Red Blood Cells
Blood Group A B
0
A
A2
Az with anti-As
B
A:B
AzB with Anti-A

+ O+ + OO +
co+o000 + P
OO+ + + +

coococooo00

Limitations:
Falsely positive or falsely negative test results can occur form bacterial or chemlcai
contamination of test materials, inadequate incubation time or temperature, lmproper
centrifugation, or omission of sample or reagent.

Key:
Underline = Addition or significant change; A = Deletion of text

Reagent Aj, A2 and B red blood cells posess antigens other than A or B. It is possible
that on occasion a particular serum will contain a saline phase agglutinin defining one of
these antigens. Non-ABO-related agglutination may interfere with serum grouping tests.
Direct agglutination of a negative control (group O red blood cells) by a test sample
suggests that the agglutination of A or B cells with the sample should be further
investigated.

Referencells Group O red blood cells (Pooled Cells) DO NOT MEET THE
REQUIREMENTS OF THE FDA for reagent red blood cells intended for antibody
screening for unexpected antibodies.

Negative reactions may be obtained with one or more reagent red blood cells if the
sample contains antibodies in concentrations that are too low to be detected by the test
method employed. Decreased antibody activity to A and B antigens has been reported
with samples from debilitated or elderly patients or patients who are less than 6 months
old.

The ABO antibodies of most group A, B or O adults agglutinates As, Az and B cells
strongly (3-4+). Reactions of 2+ or less may indicate the reaction is due to an antibody
other than anti-A or anti-B. Thus, weakly positive reactions should be evaluated
carefully to ensure no ABO discrepancy exists and the correct ABO group is assigned.

Umbilical samples may contain materal anti-A and/or anti-B and will not give reliable
serum grouping results.

Infrequently, falsely positive results may occur in the presence of antibodies directed to
components of the red blood cell diluent. These unwanted reactions can usually be
avoided by utilizing reagent red blood cells that have been washed with saline prior to
testing.

With reference to the microplate method, new and unused plastic microplates are
capable of passively adsorbing cells and serum proteins to their surfaces. This
nonspecific adsorption can lead to erroneous test results. To overcome this
characteristic, microplates should be treated prior to use to block nonspecific adsorption.
Immucor Hemagglutination/Dilution Strips are pretreated by the manufacturer and
require no further treatment.

The reactivity of Reagent Red Blood Cells may diminish over the dating period. The
rate at which antigen reactivity (ie, agglutinability) is lost is partially dependent upon the
individual donor characteristics that are neither controlled nor predicted by the
manufacturer.

Specific Performance Characteristics:

Prior to relegse, each lot of Immucor Referencells is tested with Anti-A, Anti-B and
Anti-As lectin according to the insert method. The performance of this product is
dependent upon adhering to the insert's recommehded methodology. Each donor
sample has been shown to be D-C-E-c+e+ by two independent laboratories using

no less than two donor sources of antibody. All suspensions are tested and shown

to have a negative direct antiglobulin test using polyspecific anti-human globulin.

For additional information or for technical support. contact Immucor at 855-

IMMUCOR (486-8267).

The expiration date is set at 67 days from the date of manufacture which is the earliest
date that blood is withdrawn from any donor used in a component of the product.

US license does not apply to the group O control cell.

Blbllography
Issitt PD, Anstee DJ. Applied blood group serclogy, 4% ed. Durham NC:
Montgomery Scientific Publications, 1998.

2. Race R, Sanger R. Blood groups in man, 6" ed. Oxford: Blackwell Scientific,
1975.

3. Brecher ME. ed. Technical manual. 15" ed. Bethesda MD: AABB, 2005.
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CONTROL MONOCLONAL
[cowmor]

l Para pruebas en portaobjetos, tubos y microplacas

.

. j'"’"c ocivo, Conservante: 0.1%
1°C Azida sddica

« Sin norma de potencia en EE. UU. o | Descartar si presenta turbidez

evidente

PRECAUCION: EL ENVASE DE ESTE PRODUCTO (AMPOLLA CUENTAGOTAS) CONTIENE
GOMA NATURAL SECA.

Immucor, Inc.
Norcross, GA 30071 (EE. UU.)

Uso previsto:

El control monoclonal esta disefiado para utilizarse como un control para los reactivos

para tipificacién sanguinea de baja concentracién proteinica Immucor y los reactivos
ara tipificacién sanquinea Gamma-clone® utilizados en pruebas en portacbjstos,

tubos y microplacas.

Resumen de la prueba:

Algunas muestras sanguineas (es decir, las que contienen hematies sensibilizados,
autoaglutininas potentes o proteinas séricas anémalas) pueden producir reacciones
positivas falsas en pruebas en portaobjetos, tubos y microplacas realizadas mediante
ensayos de aglutinacion directa y pruebas de la expresion débil del antigeno D
realizadas mediante pruebas de antiglobulina indirectas. El uso del control
monoclonal permite reconocer los resultados falsos. Una prueba positiva de control
monoclonal invalida los resultados positivos obtenidos con los reactivos monoclonales
para tipificacion sanguinea.

Principio de la prueba:

Las pruebas paralelas de todas las suspensiones de hematies con un reactivo de
control que contiene los mismos aditivos que el reactivo para tipificacion sanguinea
que se esté controlando permiten reconocer las reacciones positivas falsas debidas a
todas las causas enumeradas anteriormente. Es posible que las soluciones de
reactivos de albimina bovina o los reactivos de control de Rh con una férmula
diferente no detecten la aglutinacién esponténea o no la detecten en el mismo grado
que el diluyente utilizado en el reactivo para tipificacion sanguinea que se esta
controlando. Asimismo, los hematies sensibilizados con anticuerpos IgG pueden
demostrar reacciones positivas falsas en el rendimiento de las pruebas que requieren
pruebas antiglobulina (es decir, expresion débil del antigeno D).

Reactivos:

El control monoclonal Immucor es una solucién salina tamponada con fosfato que
contiene glicina, EDTA, albUmina bovina, gelatina y azida sédica en concentraciones
similares a las encontradas en los reactivos monoclonales para tipificacion sanguinea
Immucor y los reactivos para tipificacion sanguinea Gamma-clone. La albimina
utilizada puede contener o no contener caprilato de sodio. Se deriva exclusivamente
de fuentes de los Estados Unidos de ganado sin enfermedades inspeccionado y
certificado por los inspectores del Servicio de Veterinaria de los EE. UU. Se considera
que el producto de origen rumiante tiene un riesgo bajo de trasmitir EET
(encefalopatia espongiforme transmisible). E! control monoclonal se utiliza como se
suministra de acuerdo con los procedimientos detallados en el prospecto.

Se ha afiadido azida sddica (0,1 % de concentracion final) como conservante de este
reactivo.

Sin norma de potencia en EE. UU.
Precauciones:
Para uso diagnéstico in vitro.

No utilizar como un control para reactivos para tipificacion sanguinea con
potenciadores de alto peso molecular.

Conserve el producto a entre 1y 10 °C cuando no se utilice. No lo congele ni exponga
a temperaturas elevadas.

Clave:
Subrayado = Adicion o cambio significativo; A = Eliminacién de texto
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CONTROL MONOCLONAL
Gonror]

| Para pruebas en portaobjetos, tubos y microplacas

IMMUCOR
GAMMA

Evite la contaminacion del producto durante su uso. La contaminacion afectara
negativamente al funcionamiento del producto durante su vida dfil. La turbidez
evidente puede indicar deterioro o contaminacion del reactivo. No utilice reactivos
contaminados. No lo utilice después de la fecha de caducidad. No utilice frascos con
fugas. No deben utilizarse frascos sin etiquetar.

Este reactivo contiene azida sédica al 0,1 % y esta clasificado como nocivo
(Xn). R22 Nocivo por ingestion.

La azida sédica puede reaccionar con el plomo o el cobre de las tuberias formando

componentes explosivos. Si se desecha por el desagile, debe afiadirse un gran

volumen de agua para evitar la acumulacién de azida.

Manipule y deseche este reactivo como si fuera potencialmente infeccioso.

PRECAUCION: EL ENVASE DE ESTE PRODUCTO (AMPOLLAS CUENTAGOTAS)
CONTIENE GOMA NATURAL SECA.

El formato de la fecha de caducidad se expresa como AAAA-MM-DD (afio-mes-dia).

Extraccion y preparaclén de muestras:
Consulte el prospecto del envase del reactivo moroclonal para fipificacion sanguinea
€n uso.

-

Procedimiento:
Materiales suministrados:
Control monoclonal Immucor, en frascos con cuentagotas listos para usar.

Otros materiales necesarios (segun corresponda)
Todos los métodos de prueba manual:
1. Hematies del donante o paciente
2. Rotuladores
3. Pipetas de transferencia
4. Solucion salina isoténica o solucion salina isoténica tamponada con fosfato
(aproximadamente 15 mM), pHde 6,5a 7,5

5. Temporizador de intervalos

Método en portaobjetos:
1. Portaobjetos de vidrio y marcador de cera
2. Bastoncillos aplicadores

3. Negatoscopio de Rh
4, Rotulador de cera u otro

Método en tu bos:
1. Tubos de ensayo de 10 x 75 mm o0 12 x 75 mm, y una gradilla para tubos de
ensayo

2. Centrifuga serologica®

Métodos en microplacas o micropocillos:

1. Microplacas o micropocillos de fondo redondeado

2. Centrifuga con rotor y soportes para alojar placas rigidas de 96 pocillos o
tiras rigidas de 1 x 8 pocillos*.

m@o}mecamco de microplacas (opcional)*
“Es responsabilidad del usuario validar un dispositivo accesorio para su uso previsto
(tanto si se enumera como si no). Los resultados~de las validaciones deben
mantenerse como parte de los registros del laboratorio para su revisién: por parte de
los organismos reguladores pertinentes.

f
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Métodos de prueba manual:

El control monoclonal Immucor debe analizarse en paralelo con los reactivos
monoclonales para tipificacion sanguinea Immucor y los reactivos para tipificacion
sanguinea Gamma-clone, disefiados para utilizarse en pruebas en portaobjetos, tubos
y microplacas. ESTE REACTIVO NO PUEDE UTILIZARSE POR S| MISMO PARA
ANALIZAR HEMATIES. EI control monoclonal debera analizarse de acuerdo con los
procedimientos indicados en el prospecto del envase del reactivo monoclonal para
tipificacion sanguinea que se va a controlar.

Caliente el control monoclonal a 18-30 °C antes de la prueba.

Método automatico:

Caliente el control monoclonal a 18-30 °C antes de la prueba.

Para las pruebas en microplacas con equipo automatizado, consulte las instrucciones
del manual del usuario del equipo.

Estabilidad de la reaccion:

Tras la centrifugacion, todas las pruebas en tubos y microplacas deberan leerse
inmediatamente y los resultados interpretarse sin demora. Las demoras pueden
provocar la disociacion de los complejos anticuerpo-antigeno, lo que da lugar a
resultados negativos falsos o, como mucho, a reacciones débilmente positivas. Las
pruebas en portaobjetos deben efectuarse en el periodo de tiempo indicado para
evitar la posibilidad que un resultado negativo sea interpretado de manera incorrecta
como positivo a causa del secado de los reactivos.

Interpretacion de los resultados:

La aglutinacién de los hematies de la prueba con el control monoclonal indica que
ninguno de los resultados positivos obtenidos con los reactivos monoclonales para
tipificacion sanguinea es valido. Si se produce una aglutinacién en la prueba de
control, el resultado obtenido con los reactivos monoclonales para fipificacion
sanguinea que se esta controlando no debe interpretarse como positivo sin realizar
mas pruebas.

Si no se produce una aglutinacion con el control monoclonal, los resultados de la
prueba obtenidos con los reactivos monoclonales para tipificacion sanguinea podran
considerarse validos.

Limitaciones:

Pueden producirse resultados positivos o negativos falsos debido a una
contaminacién bacteriana o quimica de los materiales de la prueba, un tiempo de
incubacion y una temperatura inadecuados, una centrifugacién incorrecta, un
almacenamiento inadecuado de los materiales o la omision de reactivos en la prueba.

El control monoclonal no se debe utilizar con reactivos para tipificacion sanguinea con
potenciadores de alto peso molecular.

Los hematies del cordon contaminados con la gelatina de Wharton pueden presentar
reacciones positivas falsas.

Caracteristicas especificas de rendimiento:

Antes de la comercializacion, cada lote del control monoclonal Immucor se analiza con
procedimientos para verificar su uso previsto como control para reactivos para
tipificacién sanguinea de baja concentracién proteinica. El rendimiento de este
producto depende del correcto seguimiento de la metodologia recomendada en el
prospecto. Si necesita informacion adicional o asistencia técnica, consulte con el
Servicio tecnico en el teléfono 800-492-BLUD (2583) o 770-441-2051.

Bibliografia:

1. White WD, Issitt CH, Mcguire D. Evaluation of the use of albumin controls in Rh
phenotyping. Transfusion 1974; 14:67.

2. Reid ME, Ellisor SS, Frank BA. Another potential source of error in Rh-Hr typing.
Transfusion 1975; 15:485.

3. Brecher ME, ed. Technical manual. 15" ed. Bethesda MD: AABB, 2005.
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[BLOOD GROUPING REAGENT|

Anti-A (Murine Monoclonal), Anti-B (Murine Monoclonal)
[By Slide, Tube or Microwell Tesf|

Anti-A,B (Murine Monoclonal Blend)
D [ o

Gamma-clonee
Harmful, Preservative: 0.1% Sodium Azide Meets FDA Potency Requirements

Do not use if
markedly turbid.

CAUTION: DO NOT PIPETTE THIS PRODUCT BY MOUTH, AS
THE ABSENCE OF MURINE VIRUS HAS NOT BEEN
DETERMINED.  THE PACKAGING OF THIS PRODUCT
(DROPPER BULB) MAY CONTAIN DRY NATURAL RUBBER.

Immucor, Inc.

u 3130 Galeway Drive
Noreross, GA 30071 USA
US LICENSE 886

3006es—2~

USO PREVISTO: Los reactivos Anti-A (monoclonal murino), Anti-B (monoclonal
murino) y Anti-A,B (mezcla monoclonal murina) Gamma-clone se han disefiado
para la deteccion de antigenos del grupo sanguineo ABO en hematies mediante
andlisis en portaobjetos, tubos o micropocillos.

RESUMEN DEL ENSAYO: El sistema de tipificacion sanguinea ABO es Unico en el
sentido de que una persona cuyos hematies no contienen los antigenos A o B
normalmente contiene el anticuerpo en el suero especifico para el antigeno o los
antigenos que le faltan (Tabla 1).

Grupos Antigenos presentes en los| Anticuerpos normalmente
sanguineos hematies presentes
en el suero
0 H (niAoB) anti-A y anti-B
A anti-B
B B anti-A
AB AyB ninguno

Tabla 1: Principales antigenos y anticuerpos del sistema ABO.

Por ello, a pesar de que el grupo sanguineo de una persona se determine
directamente mediante el anélisis de los hematies con Anti-A y Anti-B (analisis de
hematies o prueba directa), los resultados de los anlisis se confirman mediante el
analisis del suero con hematies del grupo A y del grupo B (prueba sérica o inversa).
El anélisis adicional de los hematies con Anti-A,B facilita el reconocimiento de
algunos subgrupos raros (como A,) y, en ocasiones, se utiliza como una
confirmacion adicional de las reacciones obtenidas con Anti-A y Anti-B.

El lector que esté interesado puede consultar el capitulo correspondiente de Blood
Groups in Man de Race y Sanger para obtener informacién detallada completa
sobre el sistema de fipificacion sanguinea ABO, incluida informacién sobre los
subgrupos conaocidos [1].

PRINCIPIO DEL ENSAYO: El grupo sanguineo de una persona se determina
mediante el andlisis de los hematies con Anti-A y Anti-B. La aglutinacion de los
hematies del ensayo indica la presencia del antigeno pertinente, mientras que la
ausencia de aglutinacién indica su carencia. La confirmacion de los resultados de
los ensayos se lleva a cabo mediante el andlisis del suero sanguineo en cuestion
con hematies del grupo A, y del grupo B, asi como mediante la comparacion de los
patrones de reaccion con los observados en el andlisis de hematies (consulte la
tabla 2 en “Interpretacion de los resultados del ensayo”). Cualquier discrepancia
entre los resultados de tipificacion de los hematies y sérica debe examinarse antes
de registrar el grupo sanguineo.

Clave:
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Anti-A (Murine Monoclonal)
Anti-B (Murine Monoclonal)
Anti-A,B (Murine Monoclonal Blend)

Gamma-clone®
[By Slide, Tube or Microwell Test]
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Si opta por analizar hematies desconocidos con Anti-A,B, la aglutinacién en el
andlisis con dicho producto indicara la presencia de los antigenos A o B, o bien
puede sugerir que la sangre pertenece a un subgrupo (como A,).

REACTIVO: El reactivo para determinacion del grupo sanguineo Anti-A
(monoclonal murino) y Anti-B (monoclonal murino) Gamma-clone se ha fabricado a
partir de anticuerpos desarrollados mediante el cultivo en un medio liquido de las
estirpes celulares Birma-1 y GAMA110 del hibridoma murino, que secretan los
anticuerpos anti-A y anti-B, respectivamente. El producto Anti-AB (mezcla
monoclonal murina) es una mezcla de anticuerpos monoclonales de las estirpes
celulares Birma-1 y ES-4, junto con uno que reacciona tanto con el antigeno A
como con el antigeno B. Este es un producto de la estirpe celular de hibridoma
ES-15. Estos reactivos pueden incluir anticuerpos producidos por otros fabricantes
con licencia. Lka formula final incluye un tampén patentado para mejorar la
aglutinacion, conio sin albimina bovina. Ademés, el reactivo Anti-A contiene azul
patentado y el reactivo Anti-B contiene amarillo naftol como agentes colorantes.
Toda la albimina bovina usada en |a fabricacién de este producto proviene de
animales donantes de EE. UU. que han sido inspeccionados y certificados por los
inspectores del Servicio de Inspeccién y Seguridad Alimentaria de EE. UU. y no
presentan enfermedades. Se considera que el producto de origen rumiante tiene un
riesgo bajo de trasmitir EEB (Encefalopatia espongiforme bovina). Contiene azida
sodica al 0,1 % como conservante.

PRECAUCIONES:

Para uso diagnéstico in vitro. Debe conservarse a una temperatura de entre 1y

10 °C cuando no se utilice. No lo congele. No diluir. No usar después de la fecha de
caducidad. Debe hacerse todo lo posible para minimizar la contaminacion durante
el uso del producto. No debe utilizarse si presenta turbidez evidente.

PRECAUCION: NO PIPETEE ESTE PRODUCTO CON LA BOCA, YA QUE NO SE
HA DETERMINADO LA AUSENCIA DE VIRUS MURINOS. EL ENVASE DE ESTE
PRODUCTO (AMPOLLAS CUENTAGOTAS) PUEDE CONTENER CAUCHO
NATURAL SECO.

Este reactivo contiene azida sddica al 0,1 %. Advertencia: H302 Nocivo
en caso de ingestion.

Advertencia: La azida sodica puede reaccionar con el cobre y el plomo de las
tuberias para formar azidas metélicas muy explosivas. Si se desecha por el
desagiie, debe aiadirse un gran volumen de agua para evitar la acumulacién de
azidas.

El reactivo debe manipularse y eliminarse como potencialmente infeccioso.

El formattrdxa fecha de caducidad se expresa como AAAA-MM-DD (afio-mes-
dia). -

EXTRACCION | Y PREPARACION DE MUESTRAS: No. se requiere una
preparacion especlal del paciente con anterioridad a la recogida de muestras. La
sangre debe extraerse mediante una técnica aséptica, con o siry anticoagulante. La
muestra debera analizarse lo antes posible tras la extraccion. Si se retrasa el

nsayo, la muestraIM@MBS&O&&RMMPM#ANMAT C. Las
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muestras extraidas con EDTA no deberan almacenarse mas de siete dias. Es mejor
analizar las muestras de sangre con oxalato o heparinizadas en los dos dias
posteriores a la extraccion. Se puede realizar el ensayo a las muestras coaguladas
hasta 14 dias después de su recogida y se puede realizar el ensayo a la sangre del
donante hasta la fecha de caducidad. El almacenamiento puede provocar
reacciones mas débiles de lo normal.

PROCEDIMIENTO:

Materiales suministrados: Anti-A (monoclonal murino), Anti-B (monoclonal
murino) o Anti-A,B (mezcla monoclonal murina) Gamma clone.

Otros materiales necesarios: Tubos de ensayo (12 x 75 mm o 10 x 75 mm),
placas de micropocillos con pocillos de fondo redondeado (tanto los pocillos rigidos
como los flexibles son igualmente aptos), pipetas, portaobjetos, bastoncillos
aplicadores, solucién salina isoténica o solucion salina isoténica tamponada con
fosfato (aproximadamente 15 mM) con un pH de 65 a 7,5 temporizador,
centrifuga, soportes de placas de micropocillos o un dispositivo mecanico para la
resuspension de los andlisis en las microplacas, un instrumento de ampliacion
optica como una lupa o un espejo concavo. Hematies que se sabe que son
positivos con los antigenos A y B, como controles.

Métodos del ensayo:

Método en portaobjetos

1. Coloque 1 gota de Anti-A y Anti-B Gamma-clone en los extremos opuestos de
un portacbjetos limpio etiquetado correctamente. Coloque 1 gota de Anti-A,B
Gamma-clone en un portaobjetos separado para la confirmacion del grupo O.

2. Anada 1 gota de una suspension aproximadamente al 35-45 % de los hematies
que se van a analizar a cada gota de reactivo. Los hematies se pueden
suspender en una solucion salina, en su propio suero o plasma, o bien puede
transferir la cantidad adecuada de sangre completa al portaobjetos mediante
bastoncillos aplicadores o un cuentagotas.

3. Mezcle bien cada gota (utilizando bastoncillos aplicadores separados) en un
area circular de aproximadamente 20 mm de didmetro. Mueva los portaobjetos
(lentamente) durante un periodo de dos minutos como méaximo. Precaucion: La
ampliacion de este periodo mas de dos minutos antes de la interpretacion de
los resultados puede producir el secado de los reaccionantes del portaobjetos y
pueden producirse resultados falsamente positivos.

4. Compruebe macroscopicamente la presencia de aglutinacion y registre los
resultados de los ensayos.

Método en tubos

1. Coloque 1 gota de Anti-A, Anti-B y Anti-AB (si se utiliza) Gamma-clone,
respectivamente, en tres tubos de ensayo etiquetados correctamente.

2. Afada 1 gota de una suspension aproximadamente al 3-4 % de los hematies
que se van a analizar (lavados o no lavados) a cada tubo. Los hematies se
pueden transferir directamente desde el coagulo con los bastoncillos
aplicadores o pueden prepararse como suspension en una solucién salina o en
su propio suero o plasma.

3. Mezcle bien agitando el tubo y centrifugue durante:

(a) 1 minutoa 1000 rpm (rcf de 100 a 125), o
(b) 15 segundos a 3400 rpm (rcf 900 a 1000), o
(c) un tiempo adecuado a la calibracion de la centrifuga.

4. Compruebe la ausencia de hemélisis. NOTA: La hemélisis puede deberse a la
contaminacion bacteriana y no debe interpretarse como un resultado positivo.

5. Vuelva a suspender los hematies agitandolos suavemente y compruebe
macroscopicamente la presencia de aglutinacion. Puede utilizarse un
instrumento de ampliacion dptica. Registre los resultados.

6. Se puede esperar que la mayoria de los hematies del fenotipo Ax muestre

aglutinacion macroscopica con Anti-A,B en la fase de centrifugacion inmediata
del método de ensayo en tubos. Sin embargo, la aglutinacién débil asociada
con subgrupos débiles puede adquirr mas fuerza con la incubacion (por
ejemplo, durante 5 minutos) a temperatura ambiente (23° +3 °C). La
incubacion no debe superar los 30 minutos.

Estabilidad de la reaccién: Los resultados del ensayo deben interpretarse
inmediatamente después de la finalizacion de este.

Método en micropocillos
(en microplacas convencionales)
NOTA: En algunos casos, las microplacas de pléstico pueden requerir un
tratamiento previo, como un enjuague con agua destilada o puede que deban
reposar en una toalla himeda cuando se llenen para disipar la electricidad estﬁbca
El laboratorio sera responsable del desarrollo de sus pmpios pmcedfmtentos para el
tratamiento previo de las microplacas, si fuera necesario.

r‘

Clave:

Qiihravardn = AdiriAn n ramhin cinnifirativn A = FliminariAn da tavin

1. Coloque 1 gota de Anti-A, Anti-B y Anti-A,B Gamma-clone, respectivamente, en
tres micropocillos identificados. NOTA: Si las reacciones deben interpretarse
mediante el examen de los patrones circulatorios de los hematies del ensayo,
se recomienda utilizar el control Gamma-clone, en cuyo caso debe colocarse 1
gota del control Gamma-clone en un cuarto micropocillo.

2. Afada una gota a cada micropocillo de una suspension de aproximadamente el
3 a 4% de los hematies que se van a analizar y que se han preparado
previamente en una solucién salina. Para obtener unas reacciones dptimas
cuando el ensayo se vaya a interpretar por su circulacién, la gota de la
suspension de hematies debera ser igual en volumen a la gota de suero
afiadida en el paso 1. Los hematies pueden utilizarse lavados o sin lavar.

3. Mezcle el contenido de los micropacillos agitando manualmente o mediante un
dispositinico.

4. Centrifugue la microplaca a una velocidad y durante un tiempo adecuados para
la centrifuga que esta utilizando. Como guia, se sugiere una velocidad de 1000
rpm (rcf de 280 a 300) durante 15 segundos para la centrifuga Sorvall GLC-2B.
NOTA: La centrifugacion es esencial para obtener unos resultados de ensayo
adecuados. Cada laboratorio debe calibrar sus propias centrifugas con el
objeto de determinar la velocidad y el tiempo de centrifugacién dptimos
necesarios para obtener unos patrones de reaccion aceptables en el método
de ensayo en micropocillos con suspensiones de hematies de fenotipos
conocidos. La velocidad de centrifugacion variard en funcién de si se utilizan
placas flexibles o rigidas y entre las diferentes centrifugas. La interpretacién
correcta de las reacciones de los ensayos depende de la aplicacion de una
fuerza centrifuga adecuada a la microplaca para producir botones de hematies
diferenciados con unos claros sobrenadantes. La circulacion de los hematies
en ensayos negativos debe comenzar en un periodo de entre 15 y 60
segundos tras la inclinacion de la placa de micropocillos con un dngulo de entre
60 y 90°, y los patrones de circulacion deberan poder interpretarse en un
periodo de entre 2 y 4 minutos.

5. Compruebe la ausencia de hemdlisis. NOTA: La hemdlisis puede deberse a la
contaminacion bacteriana y no debe interpretarse como un resultado positivo.

6. Lea mediante la inclinacion de la placa de micropocillos con un éngulo de entre
60 y 90° con respecto a la mesa de trabajo y el examen del patron de
circulacion de los hematies en cada micropocillo. En un periodo de 2 a 4
minutos se observaran de manera nitida los patrones de circulacién de los
hematies, aunque la circulacion puede comenzar en un periodo de tan solo
entre 15 y 60.segundos. Se recomienda que no se interpreten los resultados de
las pruebas hasta que hayan transcurrido ‘cuatro minutos. En el caso de una
reaccion negativa, el boton de hepaties se desplazara hacia abajo. En el caso
de una reaccién positiva, los hematies permaneceran como un botén nitido en
el fondo del micropocillo, tal como se deposité durante la centrifugacion, pero
puede deshacerse si se altera y, por tanto, puede caer como una masa maciza
de gran tamafio sin fluir o puede plegarse y presentar una apariencia de "media
luna". Los resultados dudosos se pueden confirmar mediante la resuspension
suave de los hematies manualmente o mediante un dispositivo mecéanico, al
tiempo que observa dicha resuspension para detectar una aglutinacién débil.
Cada laboratorio debe determinar la velocidad y el tiempo ptimos para sus
propios dispositivos de resuspensién mecanicos. En general, solo debe
aplicarse una fuerza suficiente que haga que los botones de hematies se
separen de la base de los pocillos. Durante la resuspension, las reacciones
positivas se interpretan basandose en la apariencia normal de los hematies
aglutinados en un ensayo en tubos convencional; mientras que una reaccion
negativa se mostrara como una ligera suspension de hematies en el
micropocillo. Silo desea, puede utilizar un instrumento de ampliacién 6ptica.

Registre los resultados del ensayo.

8. Se puede esperar que la mayoria de los hematies del fenotipo Ay muestre

aglutinacién macroscopica con Anti-A,B en la fase-de centrifugacion inmediata
del ensayo. Sin embargo, la aglutinacién débil asociada con subgrupos débiles
puede adquirir mas fuerza con la incubacion (por ejemplo, durante 5 minutos) a
temperatura ambiente (23° +3 °C). La incubacion no debe superar los 30
minutos.

Estabilidad de la reaccion: Los resultados del ensayo deben interpretarse

M}dialamente después de la finalizacion de este.

N

~~CONTROL DE\ CALIDAD: La confirmacion de los resultados obtenidos en la

tipificacion de los hematies (ensayo directo) debe-obte
tipificacion séri
eben examin

e mediante el ensayo de
(inversa), en la que el suero o el plasma sanguineos que se
se analizan para detectar la presencia de los anticuerpos
idos [2] Ademas, la



confirmarse todos los dias que se utilicen mediante su analisis con hematies
positivos canocidos.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DEL ENSAYO: La aglutinacion en el
método de andlisis en portaobjetos, tubos y micropocillos (cuando se leen para
detectar la resuspensitn) y la ausencia de circulacion en el método de andlisis en
micropocillos (cuando se leen para detectar la circulacion) indican un resultado
positivo (+) y la presencia del antigeno correspondiente. La ausencia de
aglutinacion en el método de andlisis en portaobjetos, tubos y micropocillos (cuando
se leen para detectar la resuspension) y la circulacion en el método de anélisis en
micropocillos (cuando se leen para detectar la circulacion) indican un resultado
negativo (0) y la ausencia del antigeno correspondiente. Los patrones de reaccion
de los fenotipos de ABO mas comunes figuran en |a tabla 2.

Tipificacién celular Tipificacion sérica ABO
Anti-A | Anti-B | Anti-A,B HemAaties Hematies B Hen;tles Grupo
+ 0 + 0 + 0 A

0 + + + 0 0
0 0 0 + ¥ 0
+ + + 0 0 0 AB

Tabla 2: Patrones de reaccion comunes obtenidos en los procedimientos de
tipificacion de hematies (ensayo directo) y sérica (ensayo inverso).

% de frecuencia
Grupo Blancos Afroamericanos Asiaticos
A 40 27 27
B 11 20 25
0 45 49 43
AB 4 4 5

Tabla 3: Frecuencias aproximadas entre raza blanca, afroamericana y asiética.

*Los hematies del grupo O se ufilizan en andlisis de deteccién de anticuerpos.
Dado que la deteccion de anticuerpos suele emplearse en el procesamiento de
muestras sanguineas tanto de pacientes como de donantes, todos los sueros se
analizan con hematies de uno o mas grupos O. Esto sirve de control para los
andlisis de tipificacion sérica y facilita el reconocimiento de factores que no sean
anti-A y anti-B que puedan causar la agregacion celular en el andlisis de tipificacion
sérica (por ejemplo, autoaglutinacion, anticuerpos inesperados, rouleaux, etc.).

La interpretacion de las reacciones obtenidas cuando se analiza sangre de lactante
puede verse dificultada por el hecho de que el suero del lactante no contiene
necesariamente anticuerpos para antigenos ausentes en los hematies y los anti-A o
anti-B pasivos de la circulacion materna pueden derivar en reacciones conflictivas
cuando se realicen andlisis en muestras sanguineas del cordén umbilical. Las
muestras sanguineas del cordén umbilical también pueden producir reacciones mas
débiles de lo normal en andlisis de fipificacion sanguinea, ya que los antigenos
ABH no suelen estar desarrollados de manera perfecta en el momento del
nacimiento. Esto puede traducirse en unos resultados falsamente negativos,
especialmente con Anti-A.

En los demas casos, cualquier discrepancia entre la tipificacion sérica y de
hematies debe analizarse y solucionarse antes de registrar el grupo sanguineo. La
investigacion preliminar de dicha discrepancia incluira la repeticion de la tipificacion
de hematies en hematies lavados. Si la discrepancia persiste al repetir el anlisis,
puede estar indicado el andlisis de los hematies con otros reactivos de tipificacion
sanguinea y del suero con hematies del reactivo adicionales. Las posibles causas
de discrepancias entre los ensayos de tipificacion de hematies y sérica son
numerosas y se encuentran fuera del alcance de este prospecto de directrices. Se
describen en detalle en el manual técnico de la American Association of Blood
Banks [3].

LIMITACIONES:

Otros factores que puedan causar resultados de ensayo erroneos son los

siguientes:

1. Contaminacién de la muestra de sangre, reactivo o materiales suplementarios.

2. Muestras de sangre viejas, que pueden provocar reacciones mas débiles que
aquellas obtenidas con muestras frescas de hematies. Se puede realizar el
analisis a las muestras de sangre que superen los limites temporales indicados,
en “Extraccion y preparacion de muestras” con estos reactivos; no obstante, la
aglutinacion puede ser mas débil con hematies antiguos que con aquellos
procedentes de muestras sanguineas recién extraidas.

Clave:

Qithravadn = AdiriAn n rambhin cinnifiratiun A = FliminariAn da tavin

ETA {f‘)f‘ RELX .vj

Suspensidn de hematies demasiado ligera o demasiado pesada.

Tiempo o temperatura de incubacién inadecuados.

La calibracion de la centrifuga es esencial. Centrifugacion excesiva, que puede

provocar dificultades en la resuspension del botén de hematies en el ensayo en

fubo. Al mismo tiempo, una centrifugacion inadecuada puede presentar
patrones de botén de hematies poco definidos, asi como aglutinados que se
dispersan con demasiada facilidad.

6. Examen inadecuado de aglutinacién (normalmente una agitacion demasiado
fuerte). La resuspension de las reacciones en el procedimiento de ensayo en
tubo debe realizarse agitando suavemente. Si se agita demasiado fuerte,
puede producirse una dispersion de las aglutinaciones.

7. Incumplimiento del procedimiento de ensayo recomendado.

8. Puede que no se detecten subgrupos muy débiles (de A y B) con estos
reactivos.

9. El método en portaobjetos no se considera apto para la deteccion del fenotipo

A,

o s w

CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE RENDIMIENTO: Ant-A (monoclonal
murino), Anti-B (monoclonal murino) y Anti-A,B (mezcla monoclonal murina)
Gamma-clone cumplen los requisitos de potencia de la FDA. Cada lote se ha
analizado por lo menos con 10 muestras de hematies positivos para el antigeno
pertinente, a fin de garantizar una reactividad adecuada durante su uso. Los
hematies del analisis incluyen al menos tres ejemplos del fenotipo A2B en el
caso de Anti-A Gamma-clone y la reactividad de Anti-A,B Gamma-clone con
hematies Ay en el andlisis manual se prueba mediante la inclusion de al menos
tres ejemplos de dicho fenotipo en los hematies a analizar. Ademas, todos los
lotes se han analizado con una serie de al menos 10 muestras seleccionadas
de hematies negativas para el antigeno en cuestion, con el propésito de
garantizar una especificidad verdadera cuando se utilice con los métodos de
prueba recomendados. La serie consiste en hematies positivos (o
presuntamente positivos) para los antigenos que tienen una frecuencia del 1% o
mas en la poblacion general estadounidense. Esta confirmada la ausencia de

anticuerpos contra V, VS y Js&. Sin embargo, los anticuerpos contra LeC y Led
no estdn necesariamente excluidos, ni tampoco los anticuerpos con baja

incidencia como Wr8, M9, Di y Vw, aunque se pueden asumir los andlisis si
estan disponibles los hematies adecuados. El rendimiento de este producto va
ligado al cumplifiiento de los métodos recomendados en este prospecto. Para
obtener més infofmacién o para ponerse en centacto con el servicio técnico,
llame a Immucor al nimero 855-IMMUCOR (466-8267).

~
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