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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
2021 - Afio de Homengje a Premio Nobel de Medicina Dr. César Milstein

Disposicion
NUmero: DI-2021-9180-APN-ANMAT#MS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Miércoles 15 de Diciembre de 2021

Referencia: EX-2020-77502066-APN-DGA#ANMAT

VISTO e expediente N° EX-2020-77502066-APN-DGA#ANMAT del Registro de la Administracion Nacional
de Medicamentos Alimentos y TecnologiaMedicay,

CONSIDERANDCO:

Que por los presentes actuados la firma HEMOMEDICA S.R.L. solicita autorizacion para la venta a laboratorios
de andlisis clinicos de los Productos Médicos para diagnostico de uso “in vitro” denominados 1) Gamma ELU
KIT 11. 2) Gamma EGA Kit. 3) Gamma Quin. 4) W.A.R.M. & mencionado expediente consta el informe técnico
producido por el Servicio de Productos para Diagnéstico que establece que el producto retine las condiciones de
aptitud requeridas para su autorizacion.

Que €l Instituto Nacional de Productos Médicos ha tomado laintervencidn de su competencia.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establece la Ley N° 16.463, Resolucién Ministerial N° 145/98 y
Disposicion ANMAT N° 2674/99.

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

Por €llo;

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

DISPONE:

ARTICULO 1°.- Autorizase la inscripcion en e Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnologia



Médica (RPPTM) de la Administracién Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT)
de los productos médicos para diagnéstico de uso in vitro denominados 1) Gamma ELU KIT 1I. 2) Gamma EGA
Kit. 3) Gamma Quin. 4) W.A.R.M., con los Datos Caracteristicos que figuran al pie de la presente, de acuerdo
con lo solicitado por lafirmaHEMOMEDICA SR.L.

ARTICULO 2°.- Autoricense los textos de los proyectos de rétulos y Manua de Instrucciones que obran en €l
documento GEDO N° IF-2021-111709945-APN-INPM#ANMAT.

ARTICULO 3°.- En los rétulos e instrucciones de uso autorizados debera figurar la leyenda “ Autorizado por la
ANMAT PM N° 1049-75", con exclusion de toda otra leyenda no contemplada en la normativa vigente.

ARTICULO 4°. - Extiéndase € Certificado de Autorizacion e Inscripcion en e RPPTM con los datos
caracteristicos mencionados en esta disposicion.

ARTICULO 5°- Registrese. Inscribase en e Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnologia
Meédica a nuevo producto. Por el Departamento de Mesa de Entrada, notifiquese a interesado, haciéndole entrega
de la presente Disposicion, conjuntamente con rétulos e instrucciones de uso autorizados y el Certificado
mencionado en el articulo 4°. Girese a la Direccién de Gestién de Informacion Técnica a los fines de
confeccionar el legajo correspondiente. Cumplido, archivese. -

DATOSIDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS
LABORATORIO: HEMOMEDICA SR.L.
NOMBRE COMERCIAL: 1) GammaELU KIT Il. 2) Gamma EGA Kit. 3) Gamma Quin. 4) W.A.R.M.

INDICACION DE USO: 1) Esta disefiado para una €elucion &cida répida de anticuerpos unidos a hematies a
partir de hematies intactos. 2) Estaindicado para su uso en la disociacion de 1gG de los hematies de tal forma que
los hematies tratados se pueden clasificar también en funcion del tipo de antigeno o ser usados para pruebas
serolégicas. 3) Esta disefiado para la disociacion de inmunoglobulinas unidas a hematies. 4) Se utiliza para
separar autoanticuerpos calientes de los hematies parafacilitar lainterpretacion de complejidad serol 6gica.

FORMA DE PRESENTACION: 1) Gamma ELU-KIT Il consta de tres soluciones, en voltimenes suficientes
para al menos diez eluidos usando € procedimiento detallado en e prospecto de instrucciones (1 kit compuesto
por tres viales). ¢ Solucion de lavado concentrada (1vial por 50ml): Solucién tamponada concentrada que debe
diluirse en una proporcién 1 a 10 con agua de calidad de reactivo de laboratorio para preparar la solucion de
lavado de trabajo. Contiene azida sodica a 0,1% como conservante. ¢ Solucion de elucion (1 vial por 11ml): Un
tampon de glicina de pH bajo. » Solucion tampdn (1 via por 12ml): Una solucion de TRIS (hidroximetil)-
aminometano que contiene albumina bovina. Contiene azida sodica a 0,1 % como conservante. Se afiade un
indicador de color azul para ayudar a gjustar el eluido a pH correcto para la prueba. 2) Gamma EGA consta de
tres soluciones, con volumenes suficientes para al menos veinte procedimientos de disociacion de anticuerpos (1
kit compuesto por tres viales). ¢ Solucion EGA 1 (1 via por 4ml): Una solucion concentrada de EDTA sodica.
Contiene azida sddica a 0,1 % como conservante. » Solucion EGA 2 (1 vial por 10ml): Una solucién de glicina
con un pH bagjo. Esta solucidon no contiene conservantes. ¢ Solucion EGA 3 (lvia por 4ml): Una solucién de
TRIS (hidroximetil)- aminometano. Contiene azida sodica al 0,1 % como conservante. 3) Gamma-Quin (1 via
por 10ml) es una solucion a aproximadamente el 16 % de difosfato de cloroquina en una solucion salina



tamponada con fosfato con un pH de 5,0 £ 0,1. No se han afiadido conservantes. 4) W.A.R.M (1 vial con material
liofilizado) es una preparacion formulada especialmente de ditiotreitol y papaina activada con cisteina en tampén
de fosfato. El producto se hafiltrado y liofilizado. Este producto se debe reconstituir con agua desionizada.

PERIODO DE VIDA UTIL Y CONDICIONES DE CONSERVACION: 1) Gamma ELU KIT Il: 2 afios,
conservar a 15°C a 30°C. 2) Gamma EGA Kit: 2 afios, conservar a 15°C a 30°C. 3) Gamma Quin: 2 afios,
conservar 1°c a 10°C. 4) W.A.R.M: 2 afios, conservar 1°C a 10°C.

NOMBRE Y DIRECCION DEL FABRICANTE: 1), 2), 3) y 4) Immucor, Inc. 3130 Gateway Drive Norcross,
GA 30071, Estados Unidos.

EXPEDIENTE N° EX-2020-77502066-APN-DGA#ANMAT
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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
2021 - Afio de Homengje a Premio Nobel de Medicina Dr. César Milstein

Certificado - Redaccion libre

Numero: CE-2021-121940951-APN-ANMAT#MS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Miércoles 15 de Diciembre de 2021

Referencia: EX-2020-77502066-APN-DGA#ANMAT

CERTIFICADO DE AUTORIZACION E INSCRIPCION

PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO

Expediente N° EX-2020-77502066-APN-DGA#ANMAT

La Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentosy Tecnologia Médica (ANMAT) certifica que de
acuerdo con lo solicitado por lafirmaHEMOMEDICA S.R.L. se autorizalainscripcion en el Registro Nacional
de Productores y Productos de Tecnologia M édica (RPPTM), de nuevos productos médicos para diagnéstico de
uso in vitro con los siguientes datos:

NOMBRE COMERCIAL: 1) GammaELU KIT Il. 2) Gamma EGA Kit. 3) Gamma Quin. 4) W.A.R.M.

INDICACION DE USO: 1) Esta disefiado para una el ucion &cida rapida de anticuerpos unidos a hematies a
partir de hematies intactos. 2) Estaindicado para su uso en la disociacion de 1gG de los hematies de tal forma que
los hematies tratados se pueden clasificar también en funcion del tipo de antigeno o ser usados para pruebas
serol6gicas. 3) Esta disefiado parala disociacion de inmunoglobulinas unidas a hematies. 4) Se utiliza para
separar autoanticuerpos calientes de los hematies para facilitar lainterpretacion de complejidad serol 6gica.

FORMA DE PRESENTACION: 1) Gamma ELU-KIT Il consta de tres soluciones, en volmenes suficientes
para a menos diez eluidos usando e procedimiento detallado en e prospecto de instrucciones (1 kit compuesto
por tres viaes). « Solucién de lavado concentrada (1vial por 50ml): Solucion tamponada concentrada que debe
diluirse en una proporcion 1 a 10 con agua de calidad de reactivo de laboratorio para preparar la solucion de
lavado de trabajo. Contiene azida sddica a 0,1% como conservante. ¢ Solucién de elucion (1 via por 11ml): Un
tampdn de glicinade pH bajo.  Solucién tampon (1 vial por 12ml): Una solucién de TRIS (hidroximetil)-
aminometano que contiene albimina bovina. Contiene azida sddicaal 0,1 % como conservante. Se afiade un
indicador de color azul paraayudar a gjustar el eluido a pH correcto parala prueba. 2) Gamma EGA constade
tres soluciones, con volimenes suficientes para al menos veinte procedimientos de disociacion de anticuerpos (1
kit compuesto por tres viaes). « Solucion EGA 1 (1 via por 4ml): Una solucion concentrada de EDTA sodica
Contiene azida sddicaa 0,1 % como conservante. « Solucion EGA 2 (1 vial por 10ml): Una solucién de glicina



con un pH bajo. Esta solucion no contiene conservantes. ¢« Solucion EGA 3 (1vial por 4ml): Una solucion de
TRIS (hidroximetil)- aminometano. Contiene azida sodica a 0,1 % como conservante. 3) Gamma-Quin (1 vial
por 10ml) es una solucién a aproximadamente el 16 % de difosfato de cloroquina en una solucion salina
tamponada con fosfato con un pH de 5,0 + 0,1. No se han afiadido conservantes. 4) W.A.R.M (1 vial con material
liofilizado) es una preparacion formulada especia mente de ditiotreitol y papaina activada con cisteina en tampon
de fosfato. El producto se hafiltrado y liofilizado. Este producto se debe reconstituir con agua desionizada.

PERIODO DE VIDA UTIL Y CONDICIONES DE CONSERVACION: 1) GammaELU KIT I1: 2 afios,
conservar a15°C a 30°C. 2) Gamma EGA Kit: 2 afios, conservar a 15°C a 30°C. 3) Gamma Quin: 2 afos,
conservar 1°c a 10°C. 4) W.A.R.M: 2 afios, conservar 1°C a 10°C.

NOMBRE Y DIRECCION DEL FABRICANTE: 1), 2), 3) y 4) Immucor, Inc. 3130 Gateway Drive Norcross,
GA 30071, Estados Unidos.

Se extiende el presente Certificado de Autorizacion e Inscripcion del PRODUCTO PARA DIAGNOSTICO USO
IN VITRO PM N° 1049-75 . -----------
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Digitally signed by Gestion Documental Electronica
Date: 2021.12.15 22:54:43 -03:00

Valeria Teresa Garay
Subadministradora Nacional

Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentosy Tecnologia
Médica

Digitally signed by Gestion Documental
Electronica
Date: 2021.12.15 22:54:43 -03:00



Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
2021 - Afio de Homengje a Premio Nobel de Medicina Dr. César Milstein

Documentacion varia

Numero: 1F-2021-111709945-APN-INPM#ANMAT

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Miércoles 17 de Noviembre de 2021

Referencia: Rotulosy manuales

Se adjuntan rétulos y manuales solicitados ala empresa, como archivos embebidos.
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Sobre rétulo

Hemomedica

Importado por:

HEMOMEDICA S.R.L.

California 2082, Piso 2, Of D217, Ciudad Autonoma de Buenos Aires
Argentina

Autorizado por ANMAT PM 1049-75

Directora Técnica Ana Paula Zucchini.

Farmacéutica M.N. 12.855




Gamma EGA™ Kit
EDTA Glycine-Acid Kit
[For Dissociation of IgG from Red Blood Celld

molmow [ ol ™

[Do not used if markedly turbid) No U. 8. Standard of Potency

'i EGA Solution 2 : Harmful, Preservative 0.1% Sodium Azide

EGA Solutions 1and 3
[CAUTION: THE PACKAGING OF THIS PRODUCT (DROPPER BULB) MAY CONTAIN
DRY NATURAL RUBBEE
“ Norcross, GA 30071 USA
Immucor Medizinische Diagnostik GmbH

3023es-5
Robert-Bosch-Strasse 32
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Immucor, Inc.
3130 Gateway Drive

For Dissociation of 1gG from Red
Blood Cells

Para la disociacion de IgG de los
hematies

USO PREVISTO: El juego Gamma EGA esta indicado para su uso en la disociacién
de IgG de los hematies de tal forma que los hematies tratados se pueden clasificar
también en funcion del tipo de antigeno o usados para pruebas serolégicas.

RESUMEN DEL ENSAYO: Se puede esperar que los hematies revestidos de
inmunoglobulina, como en la anemia hemolitica autoinmune o en la enfermedad
hemolitica del neonato, presenten una prueba de antiglobulina directa positiva. Por
consiguiente, no se les puede realizar la prueba de antigenos de superficie por medio
de la prueba de antiglobulina indirecta ni con reactivos que contengan potenciadores
de aglutinacion si su revestimiento de 1gG es suficiente para causar aglutinacion
espontanea bajo dichas condiciones. La capacidad de disociar inmunoglobulina de
los hematies sin dafiar la reactividad de los antigenos de superficie es de un gran
valor al permitir la clasificacion de los hematies como una ayuda en el reconocimiento
e identificacion de uno o mas aloanticuerpos que coexisten con autoanticuerpos
calientes en el suero de un paciente[1,2,3].

PRINCIPIO DEL ENSAYO: En primer lugar, los hematies revestidos de IgG se lavan
bien y, posteriormente, se suspenden brevemente en una solucidon &cida de
glicina/EDTA para disociar el anticuerpo unido. La mezcla se introduce de forma
inmediata en un pH neutro con un tampén TRIS; los hematies se separan mediante
centrifugacion y se lavan mas con tres cambios de solucion salina. Si la prueba de
antiglobulina directa resulta negativa, los hematies lavados estan preparados para
realizar la prueba de sus antigenos de superficie empleando la prueba de
antiglobulina (o con un reactivo que contenga potenciadores). El tratamiento inactiva
los antigenos del sistema del grupo sanguineo Kell[4], asi como Er?[5], Bg[6], y
posiblemente ofros. Este reactivo no desnaturaliza los antigenos sensibles a
enzimas, como aquellos se los sistemas MNSs y Duffy. Se ha informado que el
método acido-glicina/EDTA es el procedimiento de eleccion para la clasificacion de
hematies revestidos de aloanticuerpos o autoanticuerpos IgG reactivos en
caliente[7].

REACTIVO: El juego Gamma EGA consta de tres soluciones, con volimenes

suficientes para al menos veinte procedimientos de disociacion de anticuerpos.

e Solucién EGA 1: Una solucion concentrada de EDTA sodica. Contiene azida
sodica al 0,1 % como conservante.

e Solucién EGA 2: Una solucion de glicina con un pH bajo. Esta solucion no
contiene conservantes.

e Solucién EGA 3: Una solucién de TRIS (hidroximetil)-aminometano. Contiene
azida sodica al 0,1 % como conservante.

PRECAUCIONES:

Para uso diagnéstico in vitro. Guardelo a temperatura ambiente (de 15 a 30 °C)

cuando no la emplee. Estas soluciones son estables en un entorno refrigerado,
aunque la refrigeracion puede provocar que la solucion EGA 1 se cristalice. En caso
de que esto ocurra, los cristales volveran a disolverse a temperatura ambiente,
momento a partir del cual la solucion debe mezclarse bien antesde su uso. Debe
procurarse minimizar la contaminacion durante el uso.

Clave:
Subrayado = Adicién o cambio significativo A = Eliminacion de texto

Socio Gerente
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Gamma EGA™ Kit

EDTA Glycine-Acid Kit
[For Dissociation of lgG from Red Blood Cells|

— T —
IMMUCOR

Do not use if markedly turbid] No debe utilizarse si presenta turbidez evidente.
No lo congele. No la utilice después de la fecha de caducidad.

Para las soluciones 1 y 3 del juego Gamma EGA:

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

Para la solucion 2 del juego Gamma EGA:

& .

Este reactivo es una solucion con un pH bajo. Advertencia: H314
Provoca dafos oculares y quemaduras cutaneas graves. H318 Provoca dafios
oculares graves.

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

Las soluciones de los componentes se pueden intercambiar entre lotes, siempre y
cuando no estén caducados.

CAUTION: The packaging of this
product (dropper bulb) may contain
dry natural rubber.

PRECAUCION: El envase de este
producto (ampolla cuentagotas)
puede contener caucho natural
Seco.

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

EXTRACCION Y PREPARACION DE MUESTRAS: No se requiere una preparacion
especial del paciente con anterioridad a la recogida de muestras. La sangre se debe
extraer mediante una técnica aséptica y debe realizarse la prueba mientras todavia
esta fresca. En caso de que se produzca un retraso en la prueba, la muesira debe
guardarse a una temperatura de 1a 10 °C, preferiblemente un tiempo no superior a
72 horas. Los hematies procedentes de muestras guardadas durante mas de 72
horas pueden mostrar un incremento en la hemélisis al ser tratados segln el
procedimiento recomendado.
Es preferible un muestra anticoagulada de personas cuyos hematies estén
revestidos in vivo debido al volumen de hematies requeridos para este
dimiento. EDTA es el anticoagulante de eleccion. Asimismo, es adecuada una

muestra desfibrinada.
PROCEDIMIENTO: '
Materiales suministrados: Gamma EGA Kit
/
/ y
5
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Otros materiales necesarios: Tubos de ensayo, pipetas, solucion salina isotonica
o solucion salina isotdnica tamponada con fosfato (aproximadamente 15 mM) con un
pH 6,5-7,5, temporizador y centrifuga.

METODO DEL ENSAYO:

NOTA: El procedimiento de tratamiento aqui descrito es, asimismo, de aplicacion
para clasificar hematies sin revestimiento de IgG con el objetivo de destruir la
reactividad del antigeno del sistema Kell como una ayuda para la identificacion de
anticuerpos. En tal caso, no es necesario el paso 9 del siguiente procedimiento.

1. Lave los hematies revestidos tres veces en una solucion salina y vuelva a
suspenderios a una concentracion del 3-5 %.

2. Cologue 30 gotas de la suspension de hematies lavados en un tubo de ensayo
limpio.

3. Centrifugue para sedimentar los hematies de la manera mas completa posible
y retire con cuidado el sobrenadante sin alterar los hematies. Como guia, un
minuto a 3400 rpm (rcf 900-1000) deberia agrupar suficientemente los
hematies.

4. En un tubo de ensayo separado, prepare la solucion acida de glicina/EDTA
afiadiendo 4 gotas de solucion EGA 1 a 16 gotas de solucion EGA 2.

5. Anada de forma inmediata la solucion acida de glicina/EDTA recién preparada
a los hematies lavados y sedimentados y mézclelo suavemente.

6. Inicie el cronémetro y deje a la mezcla a temperatura ambiente (23 + 3 °C)
durante no mas de dos minutos. Si los hematies adquieren un marcado color
canela o aparecen agrupados tras esta exposicion, puede que sea necesario
acortar el tiempo de tratamiento (en incrementos de 15 segundos) hasta que se
alcance un nivel de tratamiento que no provoque el marcado color canela o la
agrupacion de los hematies.

7. Afada de forma inmediata 4 gotas de solucion EGA 3; mézclelo bien y
centrifugue durante 30 segundos a 3400 rpm (rcf 900-1000).

8. Retirelo y deshagase del sobrenadante; posteriormente vuelva a suspender los
hematies tratados en solucion salina. Si, en este punto, los hematies tratados
no presentan un marcado color canela o aparecen agrupados (véase paso 6),
proceda a lavar los hematies con al menos tres cambios de solucion salina.
NOTA: Aunque el sobrenadante eliminado de los hematies tratados puede
contener anticuerpos eluidos, este se disuelve de forma sustancial. Por
consiguiente, no se recomienda que se trate como un eluido (esto es, usado
para determinar la especificidad del anticuerpo que reviste los hematies).

9. Realice la prueba de antiglobulina directa en los hematies tratados y lavados.
En caso de que fuera negativa, proceda a realizar la prueba a los hematies para
los antigenos que desee mediante el procedimiento de antiglobulina indirecta,
siguiendo las indicaciones del fabricante del reactivo. NOTA: El tratamiento
EGA hace que los hematies muestren una tendencia creciente a hemolizarse
tras permanecer en posicion vertical. Por consiguiente, si existe un retraso entre
el lavado de los hematies y la prueba de estado del antigeno, puede que sea
necesario un mayor lavado antes de su uso.

Sila prueba de antiglobulina directa de los hematies tratados es todavia positiva tras

un tratamiento, se puede repetir el procedimiento de tratamiento, aungue no méas de

una vez. Debe tenerse en cuenta que una mayor exposicion a condiciones cidas
puede provocar un dafio permanente irreversible a la membrana de los hematies.

CONTROL DE CALIDAD:

Como prueba de que el tratamiento no destruye los antigenos que se van a examinar
en los hematies tratados, se recomienda que se traten hematies apropiados
conocidos por ser positivos para el antigeno en paralelo con hematies revestidos con
IgG y examinados con los reactivos adecuados para control positivo. Este control
puede omitirse si el laboratorio ha confirmado previamente que los antigenos
relevantes no se han destruido con el tratamiento.

Ademas, se recomienda realizar una prueba de antiglobulina indirecta con un
reactivo control inerte, como albimina bovina al 6 %, como confirmacion de que el
revestimiento de inmunoglobulina se ha eliminado con éxito de los hematies.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DEL ENSAYO: Si la prueba de
antiglobulina directa es negativa en los hematies tras el tratamiento, se puede realizar
la prueba a los hematies para ver el estado del antigeno (para otros antigenos que
se sabe que no han resultado destruidos por el tratamiento) mediante el
procedimiento de antiglobulina indirecta.

LIMITACIONES: Los factores que pueden dar lugar a resultados erroneos |nciuyen S )

los siguientes:
1. El tratamiento de los hematies debe limitarse a las veces recomendadas ef el
prospecto del envase. La incubacion prolongada de los hematies en el'medio
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&cido de glicina/EDTA altera la membrana de los hematies de forma irreversible.
Los signos visibles de un tratamiento en exceso pueden ser el desarrollo de una
coloracioén marron canela y el agrupamiento.

2. Eltratamiento de hematies mediante este procedimiento hace que los hematies
sean incapaces de ser clasificados para antigenos del sistema Kell. Esta
caracteristica se puede emplear para aprovecharse de una situacion donde la
muestra que esta siendo investigada contenga una mezcla de anticuerpos de los
que se sospecha que incluyen una especificidad que pertenece al sistema Kell,
En tales casos, se pueden tratar los hematies sin revestimiento clasificados para
otros antigenos para su uso en procedimientos de identificacion de anticuerpos.

3. Se ha informado, asimismo, de que el antigeno del grupo sanguineo Er® y Bg sa
considera inactivo mediante el tratamiento. Otros antigenos pueden aparecer
dafiados de forma similar. Los Gnicos antigenos que se ha demostrado que no
se desnaturalizan y destruyen mediante el tratamiento son; M, N, S, s, D, C, E,
c, e, Fy2, Fyb, Jkay Jke.

4. El procedimiento de tratamiento puede que no tenga éxito en la eliminacion
completa del IgG de hematies revestidos en todos los casos. Algunas veces, la
fuerza de la prueba de antiglobulina directa (PAD) solo puede reducirse, aunque
lo suficiente como para hacer posible una interpretacion fiable de la prueba de
antiglobulina indirecta. En otros casos, la fuerza de la reaccién PAD no se puede
reducir de forma perceptible. En dos informes publicados, los hematies tratados
una o dos veces con soluciones similares a aquellas que componen el juego
EGA no pudieron usarse para realizar fenotipados en el 15 %[1] y en el 18 %[2]
de los casos, respectivamente.

CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE RENDIMIENTO: Las soluciones que
componen el juego Gamma EGA se han examinado mediante el procedimiento
que se detalla en el prospecto de instrucciones y se ha descubierto que
disocian el IgG de los hematies revestidos. La disociacion es suficiente en la
mayoria de los casos para permitir realizar |a prueba a los hematies tratados en
busca de antigenos de superficie (excepto aquellos destruidos por el
tratamiento) usando la prueba de antiglobulina indirecta. Asimismo, se ha
demostrado que los hematies no revestidos pierden los antigenos del sistema
Kell K'y k como consecuencia del tratamiento. El rendimiento de este producto
va ligado al cumplimiento de los métodos recomendados en este prospecto,

Para obtener mas informacion o para ponerse en contacto con el servicio
técnico, llame a[mmucor al nimero 855-IMMUCOR (466-8267).
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USO PREVISTO:
[For Removal of Red Cell-Bound Immunoglobulin] Disociacién de inmunoglobulinas
unidas a hematies

Gamma-Quin esta disefiada para la disociacion de inmunoglobulinas unidas a
hematies.

RESUMEN DEL ENSAYO: Las dificultades a la hora de realizar estudios de
antigenos en los hematies que tienen una prueba de antiglobulina directa positiva
pueden ser un obstaculo para la investigacion minuciosa de algunos problemas
serologicos. Cuando la proteina que recubre los hematies es IgG, resulta imposible
|a tipificacién con reactivos empleando el procedimiento de antiglobulina indirecta y
solo pueden llevarse a cabo pruebas para otros antigenos si se dispone de reactivos
en solucion salina (fabricados a partir de IgM o 19G modificado quimicamente) o
reactivos de determinacion del grupo sanguineo monoclonales.

En 1964, Domokos y Aszddi estudiaron el efecto de la cloroquina en las reacciones
de antigeno-anticuerpo de los hematies [1] y su influencia in vivo en la reaccién
antigeno-anticuerpo Rh(D) [2]. La cloroquina es un derivado de la quinolina
cominmente utilizado como un agente antimalaria, que también se ha utilizado
empiricamente en el tratamiento de varias enfermedades inmunes. En 1976, Mantel
y Holtz estudiaron el uso del difosfato de cloroquina como agente in vitro para disociar
los autoanticuerpos de los hematies de pacientes con anemia hemolitica autoinmune
y fueron capaces de obtener eluidos reactivos mediante este procedimiento [3). Enla
mayoria de casos de anemia hemolitica autoinmune, los autoanticuerpos se pudieron
dividir completamente de los hematies por incubacién con una solucion de difosfato
cloroquina y proporcionaron un resultado negativo de la prueba de antiglobulina
directa después del tratamiento. En pacientes con anemia hemolitica autoinmune
sintomatica, se obtuvieron eluidos fuertemente reactivos tras la incubacién con
cloroquina, aunque la prueba de antiglobulina directa permanecio positiva la mayoria
de las veces, como lo hizo en los casos de dos donantes de sangre aparentemente
sanos con hematies revestidos de autoanticuerpos y en dos pacientes con
enfermedades no relacionadas con la hemdlisis. Edwards, Moulds y Judd aplicaron
el procedimiento de la cloroguina como un medio para disociar suficiente anticuerpo
de los hematies recubiertos de inmunoglobulina como para permitir a los hematies
tratados que se examinaran con reactivos de determinacion del grupo sanguineo
mediante la prueba de antiglobulina indirecta [4]. Aungue la cloroquina no puede
disociar los autoanticuerpos totalmente de los hematies positivos para la prueba de
antiglobulina directa en todos los casos, puede que sea suficiente incluso una
disociacion parcial para permitir que se estudie el estado de los antigenos de grupos
sanguineos de los hematies o para que se empleen con éxito en la autoadsorcion de
los autoanticuerpos calientes.

PRINCIPIO DEL ENSAYO: Los hematies que obtienen una prueba de antiglobulina

directa positiva se incuban en una solucién isosmética de difosfato de cloroquina

durante un tiempo limite de dos horas a temperatura ambiente, luego se lavan y sé
resuspenden en solucion salina. La reactividad de los antigenos de los hematies
posterior al tratamiento de cloroquina apenas se ve afectada, como ha
comprobado mediante reacciones con reactivos que cumplen los requisitos d
Clave:
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potencia de la FDA y se comportan como reactivos en un sistema de ensayo con alta
concentracion de proteinas, o bien mediante la prueba de antiglobulina indirecta. De
la misma manera, en los casos en los que la prueba de antiglobulina directa se vuelve
negativa después del tratamiento, los hematies se pueden determinar con reactivos
con alta concentracién proteinica o con aquellos reactivos mediante la prueba de
antiglobulina indirecta. Sin embargo, aquellas sustancias que sean reactivas a
soluciones salinas (tanto si estan fabricadas a partir de IgM o de IgG quimicamente
modificado) y reactivos de determinacion del grupo sanguineo monoclonales pueden
proporcionar reacciones perceptiblemente mas débiles con hematies tratados con
cloroquina de que lo que cabria esperar con hematies sin tratar y por esta razén se
recomienda que no se realice la tipificacion de antigenos con estos reactivos tras el
tratamiento. En cualquier caso, la aglutinacién esponténea de hematies revestidos
de mrnunoglobullna es relativamente extrafia en las pruebas realizadas con reactivos
de concentracion proteinica. En la mayoria de las situaciones, no es necesario tratar
los hematies posmvos para |a antiglobulina directa'ton cloroquina para llevar a cabo
la tipificacion de antigenos para los que estan disponibles sustancias que son
reactivas a la solucion salina

y reactivos monoclonales de la especificidad requerida. En funcién del rendimiento
de una prueba de control apta para detectar la autoaglutinacion espontanea (de
acuerdo con la recomendacion del

fabricante del reactivo del prospecto del envase), las pruebas con sustancias que son
reactivas a la solucion salina y reactivos monoclonales pueden realizarse en
hematies revestidos con inmunoglobulina sin un tratamiento previo con cloroguina.
Los hematies tratados con cloroquina se pueden asimismo emplear para la
autoadsorcion de autoanticuerpos calientes desde el suero del paciente antes de las
pruebas para la deteccion de la presencia de aloanticuerpos. Incluso cuando el
tratamiento efectie unicamente una disociacién parcial de la inmunoglobulina unida,
la fuerza de la prueba de antiglobulina directa puede reducirse lo suficiente como para
permitir la interpretacion de los resultados de las pruebas obtenidos en
procedimientos de determinacién del grupo sanguineo o como para mejorar la
eficacia de |a autoadsorcion caliente. El tratamiento no disocia los componentes del
complemento de los hematies, aunque no estos no interfieren con las pruebas de
antiglobulina indirectas realizadas con reactivos anti-lgG.

REACTIVO: Gamma-Quin es una solucion a aproximadamente el 16 % de difosfato
de cloroquina en una solucién salina tamponada con fosfato con un pH de 5,0 £ 0,1.
No se han afiadido conservantes.

PRECAUCIONES:

Para uso di ica_in vitro. Debe conservarse a una temperatura de entre 1 y
10 °C cuando no se util:ge No lo diluya. No lo congele. Se deben realizar esfuerzos
para minimizar la contaminacion. No lo utilice después dela fecha de caducidad.
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CAUTION: THE

PACKAGING OF THIS PRECAUCION: EL ENVASE DE ESTE
PRODUCT (DROPPER PRODUCTO (AMPOLLA CUENTAGOTAS)
BULB) MAY CONTAIN PUEDE CONTENER CAUCHO NATURAL
DRY NATURAL RUBBER SECO.

NATURAL SECO.

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

EXTRACCION Y PREPARACION DE MUESTRAS: No se requiere una preparacion
especial del paciente con anterioridad a la recogida de muestras. La sangre debe
extraerse mediante una técnica aséptica, preferiblemente en un anticoagulante. La
muestra debera analizarse lo antes posible tras la extraccion. Si se retrasa el anélisis,
la muestra se puede conservar a una temperatura entre 1 y 10 °C. Si la muestra
presenta contaminacién bacteriana, los resultados pueden ser errdneos. Las
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. Las muestras coaguladas son aptas, aunque se pueden
experimentar dificultades a la hora de obtener el volumen requerido de hematies para
el procedimiento. Los hematies de los coagulos o de las muestras extraidas en el
ACD o el CPD se pueden tratar hasta 21 dias después de su recogida.

PROCEDIMIENTO:

Materiales suministrados: Gamma-Quin

Otros materiales necesarios: Tubos de ensayo (se recomiendan de 12 x 75 mm),
pipetas, solucién salina isotonica o solucion salina isoténica tamponada con fostato
(aproximadamente 15 mM) con un pH 65-7,5, centrifuga y temporizador.
Antiglobulina humana y reactivos de determinacién del grupo sanguineo apropiados
para cualquier prueba posterior prevista.

METODO DEL ENSAYO:

1. Prepare los hematies a fratar lavandolos al menos tres veces en grandes
volimenes de solucién salina para eliminar el suero o el plasma humanos
contaminados. Calcule para un minimo de 0,5 ml de hematies empaguetados.
Si son necesarios los hematies tratados para la autoadsorcion caliente, sera
necesario un volumen mayor

y el volumen de Gamma-Quin que se afiada en el paso 3 se debera ajustar
conforme a ello. El cociente de reactivo con respecto a los hematies
empaquetados y lavados debe ser de 4:1.

2. Introduzca 10 gotas (aproximadamente, 0,5 ml) de los hematies empaquetados
y lavados en un tubo de ensayo debidamente etiquetado.

3. Afada 40 gotas (aproximadamente, 2,0 ml) de Gamma-Quin y mézclelas bien.

4. Incube la mezcla durante un periodo de hasta dos horas a temperatura
ambiente (23 + 3 °C). El tiempo de disociacion varia entre los pacientes. Treinta
minutos debe considerarse como el tiempo minimo en el cual se espera que
ocurra una disociacion significativa de la inmunoglobulina. Si se desea, se
puede llevar a cabo una prueba de antiglobulina directa en intervalos de 30
minutos en los hematies que se estan tratando para asi controlar el progreso
de la disociacion. No alargue el tratamiento més de dos horas.

5. Lave los hematies al menos fres veces con abundante solucién salina para
eliminar la solucién de cloroquina. Se puede observar una ligera hemdlisis en
algunas muestras, aunque no se debe prestar demasiada atencion a este
fendmeno. NOTA: Puede que sean necesarios mas de tres lavados si se lleva
a cabo la prueba en un tubo de ensayo mas pequerio que el que se recomienda.

6. Efectlie una prueba de antiglobulina directa para comprobar si el autoanticuerpo
se ha disociado lo suficiente como para permitir determinar de forma precisa de
qué tipo son los antigenos de los hematies.

7. Vuelva a suspender los hematies en una concentracion al 34 % de solucién
salina para posteriores ensayos. Si los hematies se van a usar para la
autoadsorcion caliente, se deben dejar empaquetados. Los hematies se pueden
tratar con una enzima antes de usarse para la autoadsorcion, si asi se desea.

CONTROL DE CALIDAD: El dnico control necesario es la prueba de antiglobulina
directa en los hematies después del tratamiento, como se indica en el paso 6 del
procedimiento del tratamiento. Este no se volvera negativo en todos los casos, pero
su fuerza se puede reducir lo suficiente mediante el tratamiento para permitir que se
lleven a cabo y se interpreten correctamente las pruebas de determinacion del grupo.
sanguineo, o para permitir que los hematies tratados se usen de forma eficaz para la
autoabsorcion caliente.

El procedimiento de disociacion de la cloroquina puede que no funcione en todos lo
casos, pero si el tratamiento no consigue reducir la fuerza de la prueba e
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antiglobulina directa in vivo en hematies revestidos de diferentes pacientes en
repetidas ocasiones, puede ser indicio de que el producto estd deteriorado. La
eficacia del producto se puede probar incubando los hematies D+ con anti-D e
intentando  disociar a continuacién el anticuerpo que lo reviste mediante el
procedimiento del tratamiento. El anticuerpo que reviste los hematies in vitro por lo
general es mas resistente a la disociacion de lo que lo suelen ser mayoria de los
autoanticuerpos. No obstante, si la potencia de la reaccion antiglobulinica se reduce
de forma significativa con posterioridad al tratamiento, seria indicativo que el producto
continua siendo eficaz.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS POR EL
TRATAMIENTO: Una prueba de antiglobulina directa negativa en los hematies
tratados indica que la inmunoglobulina se ha disociado completamente de estos y
que los hematies tratados se pueden tipificar mediante el procedimiento de prueba
de antiglobulina indirecta o con reactivos que contengan potenciadores que pueden
producir la aglutinacion espontanea de hematies revestidos con inmunoglobulina.
Incluso una reduccion sustancial en la fuerza de la prueba de antiglobulina directa
después del fratamiento puede ayudar en estudios posteriores de los hematies del
paciente o hara que el procedimiento de autoadsorcion caliente sea mas efectivo.
La reactividad de algunos antigenos de grupos sanguineos puede verse perjudicada
de alguna manera por el fratamiento de cloroquina. Edwards, Moulds y Judd, en su
estudio original, no notaron ninguna pérdida de reactividad mediante la prueba de
antiglobulina indirecta con los anticuerpos de grado reactive [4]. Sin embargo, un
estudio posterior de Sassetti y Nicholls indico que pueden darse resultados negativos
falsos en la prueba cuando examinamos los hematies tratados con cloroquina con
reactivos Rh fabricados a partir del IgG modificade quimicamente [5]. Aunque
normalmente no es necesario tratar los hematies revestidos con antiglobulina como
un paso preliminar para obtener resultados verdaderos con sustancias reactivas a la
solucidn salina (tanto fabricados a partir de IgM como IgG modificada quimicamente),
esta observacion si que indica que el tratamiento con cloroquina puede verse
acompariado de dafios en las estructuras de la superficie de los antigenos, con
independencia de que estos sean indetectables o no en el franscurso de una prueba
normal. Estudios mas modernos [6,7] sugieren que el tratamiento de cloroquina
puede causar resultados de prueba negativos falsos incluso cuando se usa la prueba
de antiglobulina indirecta para la determinacion del antigeno. McShane y Comwall [7]
desaconsejan utilizar anticuerpos de baja avidez o bajo titulo de un Unico donante
para tipificar los, hematies tratados con cloroquina y apoyan la idea de que los
reactivos para la determinacion del grupo sanguineo con licencia pueden
considerarse fiables para esta finalidad. Se puede €oncebir, sin embargo, que incluso
los anticuerpos de grado reactivo puedan ofrecer reacciones engafiosas cuando se
usan para examinar las células tratadds con cloroquina si el antigeno en cuestion
resulta tener una expresion débil. A la luz de las observaciones anteriormente
mencionadas, se deben tomar precauciones a la hora de interpretar los resultados de
los procedimientos de determinacion de los antigenos en los hematies tratados con
cloroguina.

Si la prueba de antiglobulina directa con antiglobulina humana anti-lgG,-
C3d; poliespecifica sigue siendo positiva después del tratamiento con cloroquina, se
debe considerar la posibilidad de que solo los componentes de complemento se
quedan unidos a los hematies. Se debe llevar a cabo la prueba de antiglobulina
directa con antiglobulina humana anti-IgG. Si esta ofrece un resultado negativo, la
determinacion del antigeno solo se puede realizar con seguridad con antiglobulina
humana anti-lgG.

Si el procedimiento del tratamiento no reduce de una manera significativa la fuerza
de la reaccion de antiglobulina directa con antiglobulina humana anti-lgG, este
meétodo no se puede usar para disociar el anticuerpo en este caso.

LIMITACIONES: Como en todos los exdmenes serologicos, factores tales como los
materiales contaminados, un tiempo de incubacion, una temperatura, una
centrifugacion y un examen de la aglutinacién incorrectos, asi como el no seguimiento
del procedimiento de prueba recomendado pueden dar lugar a resultados falsos en
las pruebas. Ademas:

1. La aplicacion del tratamiento durante un periodo de dos horas puede que no
consiga obtener un resultado positivo de la prueba de antiglobulina directa en
todos los casos. La prolongacion del fratamiento, o su repeticion en hematies ya
tratados una vez, puede provocar el deterioro de la reactividad del antigeno.
Eltratamiento no disocia los componentes de complemento de los hematies.
Puede preducirse hemdlisis durante el tratamiento con algunas muestras de
sangre, pr;d'o es posible ignorarla siempre y cuando no sea excesiva. La hemdlisis
puede ir asociada a la maduracion de la muéstra de los hematies que se estan
tratando,’ la naturaleza del anticoagulante al cual fue extraido o, en pocas
ocasiones, a la mayor fragilidad de los hematies que se estan Iratando.
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Los resultados obtenidos en la tipificacion de antigenos mediante hematies
tratados con cloroquina se deben interpretar con precaucion, ya que las
reacciones pueden ser algo mas débiles que con hematies no tratados, incluso
si se utilizan reactivos de antiglobulina o reactivos con alta concentracion
proteinica que cumplan los requisitos de potencia de la FDA. Los reactivos de
determinacion del grupo sanguineo monoclonales o reactivos a la solucion salina
(tanto fabricados a partir de IgM o de IgG modificado quimicamente) no deben
emplearse para la ipificacion de antigenos en hematies tratados con cloroquina,
ya que las reacciones pueden ser marcadamente mas débiles a las esperadas,
lo que trae como consecuencia la posibilidad de falsos resultados negativos.

Se ha propuesto un método alternativo al uso de difosfato de cloroquina en
estudios seroldgicos de grupo sanguineo, concretamente la extraccion de los
llamados antigenos Bg de los hematies a modo de ayuda para la identificacion
de los anticuerpos [8]. Este método esta basado en la observacion de que los
antigenos HLA se pueden disociar de las plaquetas y de los neutréfilos mediante
el tratamiento de cloroquina, y puede tener éxito en la reduccién de la reactividad
de los antigenos Bg en los hematies. Los resultados obtenidos en esta aplicacion
deben interpretarse con un cuidado extremo, ya que existen evidencias claras de
que la reactividad de los antigenos de la superficie de los hematies puede
presentar dafios por el tratamiento con cloroquina, lo que puede provocar una
reaccion negativa con un anticuerpo reactivo débil diferente a uno de la
especificidad "anti-Bg".

CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE RENDIMIENTO: Los ensayos a los que
se ha sometido la solucion de difosfato de cloroquina Gamma-Quin han
demostrado que, cuando se emplea con el fratamiento recomendado, disocia la
IgG unida in vivo e in vitro a los hematies humanos. Este efecto se consigue
reduciendo marcadamente la reactividad de los antigenos heredados comunes
de los hematies tratados, como se ha medido con los reactivos de determinacion
del grupo sanguineo con licencia a través de la prueba de antiglobulina indirecta
o en un sistema de pruebas con alta concentracién proteinica. El producto no se
ha probado para verificar su capacidad de disociar los antigenos llamados Bg de
los hematies. Estos estdn sujetos a una amplia variacién en la fuerza de su
expresion y no seria posible generalizar sobre la eficacia del procedimiento con
tan solo las pruebas de unos ejemplos disponibles de hematies "Bg+". El
rendimiento de este producto va ligado al cumplimiento de los métodos

recomendados en este prospecto.

Para obtener mas informacion o para ponerse en contacto con el servicio técnico,
llame a Immucor al nimero 855-IMMUCOR (466-8267).
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Uso previsto:
Warm Autoantibody Removal Medio de extraccion de
Medium autoanticuerpos calientes

W.A.RM. se utiliza para separar autoanticuerpos calientes de los hematies para
facilitar la interpretacion de complejidades serolgicas.

Resumen del ensayo:

Los autoanticuerpos reactivos en caliente constituyen complejos problemas seroldgicos
que pueden ocasionar grandes pérdidas de tiempo al ftratar de resolverlos,
particulamente en aquellos pacientes que requieren una prueba de compatibilidad
pretransfusional. Tales autoanticuerpos son producidos por pacientes con anemia
hemolitica autoinmune por anticuerpos calientes, con anemia hemolitica inducida por
medicamentos y en cierta poblacién de individuos normales sin sintomas clinicos
aparentes.

Algunos de los autoanticuerpos presentan una especificidad Gnica (ej. anti-c, anti-E,
anti-e y anti-Jk*). Sin embargo, la mayoria de los autoanticuerpos encontrados
presentan especificidades que no se pueden clasificar sin el uso de hematies
infrecuentes, tales como hematies Ko o con eliminacion de Rh. Las muestras de
pacientes con autoanticuerpos y que requieren transfusion pueden manifestarse
mediante: 1) una prueba de antiglobulina directa (PAD) positiva debido al recubrimiento
in vivo de hematies autblogos, y 2) una prueba de antiglobulina indirecta (PAI) o de
deteccion de anticuerpos positiva debido a los autoanticuerpos libres en el suero. El
autoanticuerpo suele reaccionar con practicamente todos los reactivos y hematies de
donantes. Por tanto, es muy dificil determinar si en la muestra existen aloanticuerpos
subyacentes con una posible importancia clinica.

En el pasado se han utilizado miltiples técnicas para ayudar en la deteccion de
aloanticuerpos en muestras con autoanticuerpos reactivos en caliente. A veces, puede
resultar Util la utilizacién de procedimientos de valoracion con hematies indicadores de
fenotipos variados. Sin embargo, los estudios con fitulaciones asumen que los
aloanticuerpos tienen un titulo mas alto que el autoanticuerpo. Ademds, los resultados
de las titulaciones suelen ser dificiles de interpretar.

Los procedimientos de adsorcion han demostrado ser mas Utiles en el reconocimiento
de autoanticuerpos subyacentes. La adsorcion de muestras de donantes con hematies
RiR1, R2Rz y rr ha servido para determinar la presencia de aloanticuerpos en pacientes
con autoanticuerpos libres en suero. Aunque el procedimiento es Gtil, es muy laborioso
y consume mucho tiempo. En la mayoria de los laboratorios, no se dispone facilmente
de los hematies con el fenotipo requerido en cantidades suficientes. Ademas, existe
un riesgo inherente de que un aloanticuerpo no detectado pueda ser adsorbido
simultaneamente por los hematies del donante.

El procedimiento de adsorcion autblogo para extraer los autoanticuerpos reactivos en
caliente es la técnica mas adecuada para ayudar en la interprefacion de estas
complejidades seroldgicas, en especial en pacientes que no han recibido una
Iransfusion recientemente. Los hematies necesarios para realizar estos procedimientos
estan disponibles en la muestra del paciente. Dado que el procedimiento es una
autoadsorcion, existe una pequefia preocupacion de que los antigenos extrafios
extraigan un aloanticuerpo oculto a menos que el paciente haya sido recientemente
transfundido.

El autoanticuerpo libre en suero no suele estar presente hasta que los locus antigénicos '

correspondientes de los propios hematies del paciente no se hayan saturado con”
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anticuerpos. Por tanto, los hematies de estos pacientes suelen asociarse a una prueba
de antiglobulina directa positiva. Los sitios antigénicos saturados extraen los
anticuerpos adicionales de una muestra muy deficiente en anticuerpos. Para maximizar
la eficiencia de una autoadsorcion, deben extraerse todas o casi todas las proteinas
fijadas (principalmente las inmunoglobulinas IgG).

Los autoanticuerpos pueden extraerse de los hematies tratando los_hematies con
enzimas, sometiéndolos a altas temperaturas (entre 45 y 56 °C) o tratandolos con
ciertos productos quimicos (como la cloroquina difosfato).

WARM. es una solucion de sulfhidrilos y enzimas disefiada para preparar los
hematies recubiertos con IgG para el procedimiento de autoadsorcion en caliente. El
reactivo se basa en el reactivo ZZAP descrito por Branch y Petzé, en el que se emplea
difiotreitol y papaina activada con cisteina para eluir el anticuerpo. La preparacion de
sulfhidrilos/enzimas disocia algunos depésitos de IgG y C3 de los hematies
sensibilizados. Venyaminov et al.” postulan que el componente de sulfhidrilo reduce
|as fijaciones de disulfuro entre cadenas de las moléculas de la inmunoglobulina y, como
resultado, hace a la molécula mas susceptible a la digestion por el enzima. Los estudios
sobre tratamierftos consecutivos realizados por Branch y Petz® apoyan esta hipdtesis.

. P

Dado que W.ARM. contiene un enzima proteolitica, los hematies tratados con el
reactivo también muestran caracteristicas de hematies premodificados con enzimas;
por ejemplo, la potenciacion de los antigénos del Rh y la destruccién o alteracion de los
antigenos sensibilizados con enzimas (Fy2, Fy?, M, N, etc.). Los antigenos del sistema
del grupo sanguineo Kell se desnaturalizan con el componente ditiotreitol, a excepcion
del Ks«. que ha que quedado demostrado que se ve potenciado, mientras que Km ha
demostrado no verse afectado. 5% Los antigenos de los sistemas LW, Sc, Yte In y de
los grupos Knops, Gregory y JMH se desnaturalizan de la misma forma.?

Tras la extraccion de una porcion del autoanticuerpo del recubrimiento, los hematies
autdlogos fratados se pueden utilizar para la autoadsorcion. El suero adsorbido se
puede utilizar en la deteccién e identificacion de anticuerpos.

Principio del ensayo:

Los hematies de un paciente con PAD positiva y autoanticuerpos libres en suero se
tratan con W.A.R.M. Mediante este tratamiento, se extraen los autoanticuerpos y, en
consecuencia, se reduce la potencia de la PAD positiva y se liberan los locus
antigénicos para la adsorcion, Al mismo tiempo, el enzima premodifica los hematies.
Los hematies preparados de esta forma se combinan con suero autdlogo y la mezcla
se incuba a 37 °C. El autoanticuerpo reactivo en caliente se fija al antigeno presente en
los hematies del paciente. Esta interaccion inmunocompleja se ve potenciada por el
tratamiento enzimatico de los hematies. Tras la incubacién, la mezcla se centrifuga y
se exirae el suero adsorbido para analizarlo. Al comparar los resultados obtenidos con
el suero adsorbido con W.AARM. y los obtenidos con el suero no adsorbido,
normalmente se puede confirmar la presencia de autoanticuerpos reactivos en caliente,
ademas de delectar o identificar cualquier aloanticuerpo adicional que pueda estar
presente.

preparacion formulada especialmente de ditiotreitol y papaina
activada con cisteina en tampén de fosfato. El pmdugq se ha filtrado y liofilizado.
-~ .
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Este producto se debe reconstituir con agua desionizada y mezclarse
concienzudamente antes de su uso. Consulte la etiqueta del contenedor para conocer
el volumen de reconstitucion.

W.AR.M. esta fabricado por Immucor.

Precauciones:
Para uso diagnéstico in vitro.

No existen normas de potencia estadounidenses.
Almacene el medio WARM. lioflizado y el medio WARM. reconstituido a

temperaturas comprendidas entre 1 y 10 °C. No lo congele. No la utilice después de
la fecha de caducidad. No lo utilice transcurridos cinco (5) dias de la reconstitucion.

Discard if markedly turbid Descartar si presenta
turbidez evidente.

Pueden aparecer particulas o una ligera turbidez una vez reconstituido. Una turbidez
muy marcada puede indicar un posible deterioro del reactivo, que puede confirmarse
con las pruebas seroldgicas descritas en la seccién de controles.

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

Extraccion y preparacion de muestras:

Extraiga una muestra en un anticoagulante adecuado o sin anticoagulante utilizando
una técnica de flebotomia adecuada. Sila muestra se extrae en EDTA, heparina o sin
anticoagulante, el ensayo debe realizarse en 48 horas. Sino puede evitar un retraso
superior a las 48 horas, la muestra debe exiraerse en un anticoagulante o conservante
y conservarse refrigerada a una temperatura enfre 1y 10 °C. Las muestras extraidas y
conservadas en estas condiciones conforme a los requisitos previos de transfusion
deben ser satisfactorias para los ensayos durante la vida Util del anticoagulante en el
que se ha extraido la muestra y el intervalo de tiempo necesario para la retencion de
las muestras.

Procedimiento:

Material suministrado.

W.A.R.M. en viales precintados.

Otros materiales necesarios.

Suero o plasma para ser adsorbido.

Solucién salina isoténica

Tubos de ensayo y gradilla para tubos de ensayo.
Pipetas de transferencia.

Centrifuga serologica capaz de proporcionar una fuerza centrifuga relativa
(FCR) de 900-1000 g.

Bafo Maria a 37 +2 °C o incubador de aire seco.
Agua desionizada.

Rotulador.

Cronémetro de intervalos.

oob WP
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Método del ensayo:

1. Identifique los tubos que va a utilizar en el procedimiento de adsorcion.

2. Reconstituya un vial de W.ARM. afadiendo 5 ml de agua
desionizada. Mézclelo bien.

3. Afada 1 volumen de concentrado de hematies del paciente al tubo.
No es necesario lavar los hematies del paciente antes del tratamiento
con WARM.

4.  Afada al tubo 2 volimenes de W.A.R.M. reconstituido (por ejemplo,

1 ml de hematies por cada 2 ml de W.A.R.M.).

5. Mézclelo bien e incibelo a 37 + 2 °C durante aproximadamente 30
minutos.

6. Lavarlos hematies tratados con W.A.R.M. un minimo de tres (3) veces
con una solucion salina. Elimine la maxima cantidad posible de
solucion salina después de cada lavado.

7. Afada unvolumen igual de suero o plasma de paciente al concentrado
de hematies tratados con W.A.R.M.

8. Mézclelo bien e inclbelo durante un periodo de 30 a 60 minutos a
37+ 2°C. Una incubacion de 60 minutos puede ofrecer una mayor
adsorcion que una incubacion de 30 minutos.

Nota: Debido a la fragilidad de ciertos hematies, se puede observar
hemolisis durante el tratamiento. El tratamiento de dichos ties
con W.A.R.M. debe limitarse a treinta (30) minutos-—
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9. Centrifiguelo durante aproximadamente dos (2) minutos o hasta que
los hematies estén bien compactados.

10. Recoja el suero (o plasma) adsorbido con una pipeta de transferencia.

11, Analice una alicuota de la muestra adsorbida a 37 £ 2°C y en la fase
de antiglobulina para determinar si se han extraido todos los
autoanticuerpos reactivos en caliente. (Consulte Interpretacion de
los resultados). Si el resultado indica que la adsorcion ha sido
insuficiente, repita los pasos del 1 al 10 con una nueva alicuota de
hematies del paciente. Si la adsorcion es completa, la muestra
adsorbida del paciente estd lista para su uso en la deteccion e
identificacion de anticuerpos.

Control de calidad:

La actividad de W.A.RM. puede ser comprobada tras de su reconstitucion para
asegurar la efectividad de la solucion. Se puede suponer que W.ARM. es
suficientemente activo si se demuestra que los hematies tratados presentan
potenciamiento del antigeno del Rh y desnaturalizacion de los antigenos del sistema
Kell. Se recomienda tratar con W.A.R.M. los hematies reactivos con fenotipo conocido
para demostrar el potenciamiento y la desnaturalizacion con los anticuerpos
correspondientes.

Interpretacion de los resultados:
ADSORCION COMPLETA
La adsorcién completa de los autoanticuerpos reactivos en caliente se consigue cuando
el suero adsorbido ya no reacciona mas veces donde previamente lo hacia con;

a.  los propios hematies del paciente tratados con WARRM., y

b.  los hematies reactivos que no cuentan con antigenos a los que estan

dirigidos los aloanticuerpos adicionales.

ABSORCION INCOMPLETA
Si los autoanticuerpos reactivos en caliente no han sido suficientemente extraidos, o
los autoanticuerpos no pueden ser adsorbidos por hematies tratados con WA.RM, la
aglutinacion se detectara cuando el suero se analice segln los puntos a o b citados
anteriormente.
NOTA: La adsorcion completa de autoanticuerpos reactivos en caliente puede no ser
siempre posible. Sin embargo, en algunos casos, una adsorcion parcial de los
autoanticuerpos puede ser suficiente para revelar la presencia de aloanticuerpos
subyacentes.

Limitaciones:

Marsh y sus gplaboradores™ han indicado que aproximadamente uno (1) de cada
doscientos cir{qnpnta (250) individuos con inmunidad a los hematies presentan
autoanticuerpos dirigidos contra especificidades del-Sistema de grupo sanguineo Kell.
Dado que el tratamiento con W.A.R.M. destruye o desnaturaliza los antigenos del
sistema Kell, los autoanticuerpos de estersistema no se adsorberan. La especificidad
de los autoanticuerpos del sistema Kell puede confirmarse con la obtencién de unos
resullados negativos al analizar un eluido preparado a partir de hematies del paciente
con un conjunto de hematies reactivos tratados con W.AR.M.

Algunos autoanticuerpos se dirigen a antigenos sensibilizados enzimaticamente, tales
como M o Xg2."! Dado que el Iratamiento con W.A.R.M. destruye estos antigenos, la
autoadsorcién con hematies fratados con W.A.R\M. no extraerd el autoanticuerpo
comrespondiente.

No se recomienda la utilizacion de hematies tratados con W.A.R.M. para la tipificacion
de los antigenos puesto que los antisueros comerciales pueden ser o no ser especificos
cuando se emplean de esta manera.

En ocasiones, es posible que los hematies tratados con WARM no adsorban
completamente un autoanticuerpo reactivo en caliente. Como resultado, puede que no
sea posible asignar una especificidad definiliva a las reacciones obtenidas tras la
adsorcion. Y lo que es més, la completa adsorcion de autoanticuerpos reactivos en
caliente no asegura que dichos anticuerpos remanentes en el suero adsorbido puedan
ser identificarse facilmente.

Las pruebas de reaclividad cruzada realizadas en un suero autoadsorbido con
W.A.R.M. no se pueden considerar “compatibles’, ya que los anticuerpos exiraidos
mediante los procedimientos de autoadsorcion de W.ARR.M. se activan a 37 °C. El
procedimiento de autoadsorcion en caliente solo sirve como ayuda en la deteccion e
identificacion de los aloanticuerpos subyacentes que pueden estar enmascarados por
un autoanticuerpo reactivo en caliente.

Como existe la posibiidad de que se adsorba una cantidad significativa de
aloanticuerpos en hematies transfundidos, los resultados de los procedimientos de
autoadsorcion realizados en muestras de-patientesrecientemente transfundidos deben
interpretarse con precaucion. J
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Caracteristicas especificas de rendimiento:

La capacidad de WARM. para extraer anticuerpos fiados de los hematies
sensibilizados se confirma probando cada lote de material conforme al procedimiento
del prospecto. Ademas, cada lote se somete a un ensayo serolégico para demostrar la
actividad del enzima y de los agentes reductores. El rendimiento de este producto
depende del sequimiento correcto de la metodologia recomendada en el prospecto.
Para obtener mas informacion o para ponerse en contacto con el servicio técnico, llame
a Immucor al nimero 855-IMMUCOR (466-8267),
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For Rapid Acid Efution of Antibodies from
Intact Red Blood Cells

Para una elucibn &cida répida de
anticuempos a partir de hematies intactos

USO PREVISTO: El juego Gamma ELUXKIT Il esté disefiado para una elucion acida
rapida de anticuerpos a partir de hematies intactos.

RESUMEN DEL ENSAYO: La elucion es el procedimiento de la recuperacion de

anticuerpos unidos a hematies. Los eluidos preparados a partir de hematies

revestidos in vivo o in vitro se emplean para cualquiera de las siguientes finalidades:

1. Identificar anticuerpos revistiendo hematies de pacientes que presentan una
prueba de antiglobulina directa positiva.

2. Aislar anticuerpos especificos a partir de sueros gue contengan muitiples
especificidades mediante 1a adsorcion in vifro en hematies seleccionados.

3. Determinar la presencia de antigenos débilmente expresados en hematies tras
una incubacion anterior con antisueros seleccionados.

4. Preparar antisueros especificos libres de anticuerpos no deseados. Asimismo,
se pueden realizar psuebas a los eluidos en busca de presencia de proteinas
especificas mediante una gran variedad de técnicas inmunoquimicas y
bioquimicas.

Los anticuerpos se pueden someter a un proceso de elucion a partir de hematies

intactos o de estroma restante tras Ia lisis de los hematies. La elucion de los

anticuerpos a partir de fos hematies.se ha conseguido mediante calentamiento[1),

mediante el tratamiento de las células sensibilizadas con disolventes organicos[2, 3)

o mediante exposicion a un pH alto o bajo[4, 5, 6, 7}.

PRINCIPIO DEL ENSAYO: En primer lugar, se lavan bien los hematies revestidos
de anticuerpos para eliminar todos los restos de proteina no unida, con una solucion
de lavado especial para mantener la asociacion con el antigeno unido. Los hematies
lavados se suspenden posteriormente en una solucion de glicina con un pH bajo para
disociar el anticuerpo unido. Tras la centrifugacion, el sobrenadante que contiene
todos los anticuerpos disociados se separa de los hematies y se neutraliza aftiadiendo
una solucién tampon. Entonces, el eluido se encuentra preparado para la prueba de
deteccion o identificacion de anticuerpos.

REACTIVO: Gamma ELU-KIT Il consta de tres soluciones, en volmenes suficientes
para al menos diez eluidos con usando el procedimiento detallado en este prospecto
de instrucciones.

« Solucion de lavado concentrada: Solucion tamponada concentrada que debe
diluirse en una proporcion 1 a 10 con agua de calidad de reactivo de laboratorio
para preparar [a solucion de lavado de trabajo. Contiene azida sodica al 0,1 %
como conservante. La solucion de lavado de trabajo ofrece un tampon isotonico
con una fuerza ionica adecuada para lavar los hematfes y liberarlos de
anticuerpos no unidos.

¢ Solucién de elucién: Un tampon de glicina de pH 'bajo, disefiado para disociar
el anticuerpo unido de los hematies lavados. Este producto no contiene agentes
conservantes.

» Solucién tampon: Una solucion de TRIS (hidroximetil}-aminometano que
contiene albumina bovina, que se utiliza para neutralizar la acidez de la solucion
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de elucion tras la disociacion del anticuerpo unido. Toda la albéimina bovina
usada en la fabricacién de este producto proviene de animales donantes de
EE. UU. que han sido inspeccionados y cetificados por los inspectores del
Servicio de Inspeccion y Seguridad Afimentaria de EE. UU. y no presentan
enfermedades. Se considera que e} producto de origen rumiante tiene un riesgo
bajo de trasmitir EEB (Encefalopatia espongiforme bovina). Contiene azida
sodica al 0,1 % como conservante, Se afiade un indicador de color azul para
ayudar a ajustarel eluido al pH correcto para la prueba.

Los productos de los componentes se pueden intercambiar entre jotes, siempre y

cuando no estén caducados.

PRECAUCIONES:
Para Ia solucion de lavado concentrada Gamma ELU-KIT Il y la solucién tampon
Gamma ELU-KIT Ii:

Este reactivo contiene azida sodica al 0,1 %. Advertencia; H302 Nocivo
en caso de ingestion,
Para la solucion de eluatos Gamma ELU-KIT I

. i Este reactivo es una solucion con un pH bajo. Advertencia: H314
Provoca dafios oculares y quemaduras cutaneas graves. H318 Provoca dafios
oculares graves.

Para uso diagnéstico in vitro. Guardelo a temperatura ambiente (de 15 a 30 °C)
cuando no la emplee. La solucion de lavado de trabajo debe guardarse a una
temperatura de 1 a 10 °C cuando no se emplee. Debe hacerse fodo {o posible para
minimizar {a contaminacion durante el uso de! producto.

Eo not use if markedly turbid, No debe utilizarse si presenta turbidez evidente.

No lo congele. No la ufilice después de la fecha de caducidad. No use la solucion
tampon si no esta de color azul antes de tamponar el eluido.

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

El reactivo debe manipularse y eliminarse como potencialmente infeccioso.

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

EXTRACCION Y PREPARACION DE MUESTRAS: No se requiere una preparacion
especial del paciente con anterioridad a la recogida de muestras. .a sangre se debe
extraer mediante una técnica aséptica y debe realizarse-ta prueba
esta fresca. En caso de que se produzca un refrasd’en la prueba, la

72 horas. NOTA: Ef uso de muestras sanguyirieas con, un tiempo superior @ 72 horas
puede asociarse a eluidos coloreados p/o/la hemogfobina y con fa dificu
de ajustar ef pH final del eluido para faprueba.
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Es preferible una muestra anticoagulada de personas cuyos hematies estén
revestidos in vivo debido al volumen de hematies requeridos para el procedimiento
de elucion. EDTA es el anticoagulante de eleccion. Asimismo, es adecuada una
muestra desfibrinada.

PROCEDIMIENTO:

Materiales suministrados: Gamma ELU-KIT li

Otros materiales necesarios: Tubos de ensayo (12 x 75 mm para la elucion, 10 X
75 mm 0 12 x 75 mm para la prueba de eluidos), pipetas, agua de laboratorio de
calidad de reactivo, bafio Maria a 37 °C o incubadora, solucion safina isotonica o
solucion salina isotnica tamponada con fosfato (aproximadamente 15 mM) con un pH de
6.57,5, temporizador y centrifuga. Antiglobulina humana con anti-IgG, hematies
sensibilizados a IgG y una ayuda 6ptica como lentes de mano o espejos concavos
para la prueba de eluidos. El uso de Gamma PeG™ es opcional,

METODOS DE LA PRUEBA:
Preparacion de eluidos
Se aplica a todos los hematies que se hayan revestido de anticuerpos in vivo 0 a
aquellos hematies seleccionados que se han revestido in vitro mediante una
incubacion previa con un antisuero.
NOTA: La finalidad recomendada de fa solucién de lavado de trabajo especial es
reducir al minimo la cantidad de anticuerpos que se disocia de los hematies durante
{a fase de lavado. Se ha infonmado, no obstante, de que el uso de esta solucién con
fuerza idnica baja puede producir una captacién no especifica de anticuerpos para
las células negativas para el antigeno durante la fase de lavado, en especial cuando
los anticuerpos son particularmente fuertesf8]. Como opcidn, se puede emplear una
solucién salina para lavar los hematies antes de preparar el eluido. Esto debe evitar
la captacion no especifica de los anticuerpos para las células negativas para el
antigeno, pero puede provocar la disociacion de anticuerpos de baja afinidad durante
el proceso de lavado, lo que causaria que el eluido no tuviera actividad o que la
tuviera a menos anticuerpos de 0s. esperados. En caso de que se tome fa decision
de no lavarios con fa solucion de lavado de trabajo, no seré necesario el paso 1 del
siguiente procedimiento.

1. Prepare la solucién de lavado de trabajo afiadiendo un volumen de solucién de
lavado concentrada a nueve volimenes de agua de faboratorio de calidad de
reactivo. Mézclela bien antes de usarla. NOTA: La dilucién de la solucién de
lavado concentrada reduce fa concentracitn de azida sédica a un nivel en ef que
¥a no es eficaz como agente conservante. £n caso de guardaria a una
temperatura de 1 a 10 °C, Ia solucién delavado de {rabajo se podré usar siempre
que no muestre una turbidez evidente y no provoque hemdlisis de los hematies.

. Centrifugue la muestra y efimine tanto suero o plasma como sea posibie.

. Lave la alicuota de los hematies revestidos una vez con una solucion salina. £l
volumen de la alicuota deberd ser suficiente para - producir 1 ml
{aproximadamente 20 gotas grandes) de hematies empaquetados una vez
completado el lavado.

4. Use la solucion de lavado de trabajo para lavar los hematies cuatro veces mas
con el fin de eliminar todos los anticuerpos no unidos. De forma altemativa, se
pueden sustituir cuatro lavados mas con solucion salina en caso de que
sospeche la union no especifica de anticuerpos a los hematies negativos para
et antigeno. Si se siguen estas instrucciones, se puede conseguir el lavado
adecuado de hasta 1 ml de hematies empaquetados en un tubo de ensayo de
12 x 75 mm. Reserve una alicuota pequefia del sobrenadante del lavado final
como control.

5. Cologue 1 m! (20 gotas grandes) de hematies lavados en un tubo de ensayo
limpio de 12 x 75 mm; afiada 20 gotas (aproximadamente 1 mi) de solucion de
elucién y mézclelo CON CUIDADO invirtiendo ef tubo cuatro veces. Si el tamafio
de la muestra de prueba no es suficiente para producir 1 mi de hematies
empaquetados, el etuido puede preparase a partir de un volumen menor de
hematies, aunque produciré un volumen inferior de eluido para fa prueba, En tal
caso, el volumen de solucion de elucion afiadido no seria de 20 gotas, sino de
un volumen [GUAL al volumen de hematies empaquetados en ef tubo.

6. Centrifugue deforma inmediata durante de 45 a 60 segundos a 3400 rpm (rcf de
900 a 1000). La inmersion prolongada de los hematies en la solucion de elucion

w N

provoca hemolisis. La consiguiente liberacion de hemoglobina en el eluido altera -

el pH y puede afectar al volumen requerido de la solucion tampdn para ajustar
el pH det eluido a niveles neutros.
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7. Transfiera el eluido sobrenadante a un tubo de ensayo limpio. Los hematies
depositados deben desecharse, ya que ya no son adecuados para los
procedimientos de tipificacion de antigenos.

8. Con respecto al eluido del &cido separado, afiada una solucion lampdn suficiente
para restaurar el pH del eluido dentro dei intervalo necesario para la prueba (de
6,4 a 7,6). La presencia de un indicador azul en la solucicn fampén ofrece un
medio para determinar que el eluido se ha ajustado de forma adecuada. No use
fa solucién tampon si no esta de color azul antes de tamponar e} efuido. Esto se
puede observar cuando se aspira la solucién tampén con una pipeta. Cuando se
afiada en primer lugar la solucion tampén a un eluido recién preparado, se
apreciara que se vuelve de color amarillo al contacto con la solucién de &cido.
No obstante, a medida que el volumen de la soltucion tampén se aproxima al
volumen original del eluido, el color cambia a azul claro. Esto persiste al
mezclario si ef pH del eluido se ha ajustado a dentro de! intervalo deseado. Ef
volumen de la solucion tampdn que se requiere para esta finalidad puede variar
con los diferentes eluidos, en funcion de cierto ndmero de factores, de entre los
cuales el mas importante es el grado de hemdlisis durante el paso de elucion.
Ademas de la prolongacion indebida def paso de elucion ya méncionada, el
grado de hemolisis puede estar influenciado por la edad y |a fragilidad osmética
de los hematies a partir de los cuales se prepara el efuido. Debe tenerse en
cuenta que los volimenes podrian no ser exactos cuando las soluciones se
preparan gota a gota. L a presencia de un indicador en la solucion tampén facilita
el ajuste del eluido al intervalo de pH requerido para la prueba. Si el color del
eluido sigue siendo amarillo tras afiadir 20 gotas (aproximadamente 1 ml) de
solucion tampén, siga afadiendo esta, una gota cada vez, hasta que aparezca
el color azul claro at mezclarlo.

9. Mezclelo bien y centrifiguelo para eliminar cualquier sedimento o residuo
celular, y posteriomente transfiera el eluido a un tubo de ensayo limpio,
comectamente etiquetado.

£l eluido estard en este momento preparada para la prueba o para detectar o
identificar anticuerpos. En caso de que se produzca un retraso en la prueba, se debe
conservar el eluido a una temperatura de entre 1 y 10 °C, y la prueba puede
realizarse hasta siete dias después de su preparacion, siempre y cuando no se
desarrolle turbidez. La turbidez puede indicar contaminacion bacteriana y puede
provocar resultados falsos. No se descarta una conservacion mayor si el eluido se
esteriliza mediante una membrana de filtracion y se conserva a una temperatura de
entre 1y 10 °C, y sila prueba posterior se controta con hematles establecidos como
reactivos positivos y negativos con el eluido recién preparado. Se debe tener en
cuenta que el color azul del indicador se desvanece durante (a conservacion,
Pruebas de eluidos
Se pueden realizar pruebas de eluidos mediante métodos de deteccion de
anticuerpos fradicionales y el usuario puede validarlas obteniendo” datos para
demostrar resultados fiables de forma continuada mediante un procedimiento
alternativo, o mediante el siguiente procedimiento usando la técnica de antiglobufina
indirecta madificada. Los potenciadores como la albimina bovina o un aditivo con
baja fuerza iénica normatmente no son necesarios, ya que el eluido se encuentra ya
en un sustrato de baja fuerza ionica. Si se emplea un reactivo aditivo de
polietilenglicol (por ejemplo, Gamma PeG™) para mejorar la sensibilidad de la
prueba, no se debe emplear la prueba de la antiglobulina modificada. En este caso,
los hematies deben lavarse al menos tres veces con una solucion salina tras la
incubacion con el eluido, ya que es necesario eliminar el aditivo antes de afiadir
antiglobulina humana.

NOTA: La técnica de antiglobulina modificada omite ef lavado repetido de fa prueba

de hematles tras la incubacion con ef eluido, aunque depende de la efiminacién

adecuada de la profefna humana de fas suspensiones de hematfes anfes de la
incubacidn. Los reactivos de gl6bulos rojos comerciales pueden lavarse
suficientemente durante su fabricacidn para usarse directamente sobre el vial,
aunque los giébulos rojos procedentes de pacientes o muestras de donantes deben
favarse perfectamente con al menos dos cambios de solucion safina, teniendo

cuidado en decantar fa solucién salina compfetamente entre lavados y de voiver a

suspender bien los gibbulos rojos cuando se aiiada Ia solucion safina en el siguiente

lavado. Tras ef segundo favado, se decanta la solucién salina completamente y se
afiade suficiente sofucin safina para realizar una suspension del 3-4% de glébuios
rojos.

1.} Coloque 1 gota de suspensién de hematies lavados en un tubo de en ayo
convenientemente etiquetado. Afiada un pequefio volumen de solucién salina
(5-10 gotas). Centrifugue durante 30 segundos a 3400 rpm (ref de 900 a 10@0)
decante la solucion salina y seque los tubos

2. Afada 2 gotas de eluido al botdn seco de hematies

cada tubo.
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3. Mezcle bien los contenidos de todos los tubos e inciibelos durante 10 minutos a
una temperaturade 37 + 1 °C, La incubacion puede ampliarse hasta 30 minutos.
La incubacién durante un fiempo cercano al limite superior puede formentar la
reactividad.
4, Tras una incubacion adecuada, afiada 5-10 gotas de solucion de lavado de
trabajo al tubo y mézclelo. La adicion de 10 gotas de solucién de lavado de
trabajo puede mejorar la eficacia dei proceso de lavado.
Centrifugue durante 30 segundos a 3400 rpm {rcf de 900 a 1000}.
Decante completamente la solticion de lavado de trabajo y seque los tubos.
Afada 1 o 2 gotas de anliglobutina humana Gamma-clone® a cada boton seco
de hematies o consulte las instrucciones de uso del fabricante de la antiglobulina
humana. La adicién de 2 gotas de antiglobulina humana puede mejorar la
reactividad.
8. Meézclelo bien y centrifugue los tubos durante;
(a) 1 minutc a 1000 rpm (rcf 100 a125), o
(b) 15 segundos a 3400 rpm (rcf 900 a 1000), o
(c) un tiempo adecuado a la calibracién de la centrifuga.
9. Resuspenda los hematies agitandolos suavemente y examinando la presencia
de aglutinacion. Las reacciones negativas pueden examinarse mediante un
instrumento de ampliacion dptica. Registre los resultados.

Estabilidad de la reaccion: Las fases de lavadode la prueba de antiglobulina deben
realizarse sin interrupcion y el resultado final debe interpretarse inmediatamente una
vez finalizado el test

CONTROL BE CALIDAD:

1. Todas las pruebas negativas de antiglobufina deben confirmarse aﬁadlendo
hematies sensibilizados a IgG, como por ejemplo, Checkcell® y repitiendo
posteriormente la centrifugacion y la fectura. Un resultado de prueba positivo en
este punto confirma que se afiadi¢ antiglobulina (anti-IgG) activa al sistema de
pruebas y que estaba presente cuando [a prueba de antiglobulina original se
interpreté como negativa.

2. Se debe realizar la prueba a una muestra del lavado ﬁnal en busca de actividad
de anticuerpos en paralelo con ‘el eluido. La finalidad de este control es
asegurarse de queel anticuerpo presente en el eluido se ha derivado de un estado
de unién con los hematies originales y no esta simplemente presente como
resultado de un lavado inadecuado. Si hay actividad de anticuerpos presente en
el dltimo lavado, el procedimiento de elucién debera repetirse después de un
{avado mas completo de los hematies. No obstante, se debe considerar la
posibilidad de que la presencia de actividad de anticuerpos en la solucién de
lavado se deba a la disociacion de tos anticuerpos de los hematies durante el
lavado. Siempre que exista una razon para sospechar esta posibilidad, se puede
minimizar la disociacion de anticuerpos usando la solucion de lavado de trabajo a
una temperatura de 1 a 10 °C para lavar los hematies antes del procedimiento de
elucion.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DEL ENSAYQ: Una reaccion de
aglutinacién, que suceda cuando se esta realizando [a prueba al eluido con respecto
a hematies de los fenotipos adecuados, indica que se ha recuperado el anticuerpo
de los hematies originales, sujeta a pruebas tesfigo satisfactorias. En pruebas de
antiglobulina directa positivas que se sospeche estén relacionadas con
medicamentos, se debe realizar pruebas al eluido con respecto a hematies
revestidos con el medicamento adecuado (por ejemplo, penicilina) antes de llegar a
la conclusion que no se ha producido la efucién de ningun anticuerpo a partir de los
hematies.

La ausencia de aglutinacion cuando se realiza la prueba al eluido con respecto a
hematies adecuados indica que no se ha recuperado ning(n anticuerpo a partir de
los hematies.
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LIMITACIONES: La recagida de anticuerpos obtenidos de la elucion a partir de
hematies revestidos depende de Ios siguientes factores variables:

1. La cantidad de anticuerpos unidos a los hematies. Cuando se intenta la elucion a
partir de hematies que se han incubado con una muestra de suero o plasma in
vitro, esta esta relacionada con la muestra con respecto al coeficiente celular en
lamezclade incubacion, la constante de union media de} anticuerpo en particular,
el nimero, tipo y accesibilidad de los sitios receptores de antigenos, y a si se ha
permitido 0 no que la reaccion alcance un equilibrio.

2. E} grado de disociacion del anticuerpo que se produce durante los procesos de
lavado. Esto se puede minimizar con un lavado en solucion de lavado de trabajo
a entre 1y 10 °C. En la mayoria de los casos, se pueden realizar eluidos
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satisfactorios tras lavar los hematies con solucion de lavado a temperatura
ambiente.

3. El grado de recombinacion de anticuerpos que se produce antes de que e} eluido
se separe de fos hematies. Este es minimo con el procedimiento de elucion acida,
ya que la separacion del eluido de los hematies se produce con un pH que ro es
favorable para laasociacion de anticuerpos.

4. El grado con el que se desnaturaliza la inmunoglobulina por un pH bajo durante
la disociacion. Este es minimo si el procedimiento se lleva a cabo tal y como se
recomienda.

Otros factores que considerar son los siguientes:

5.Los hematies que presenten una prueba de antiglobulina directa positiva
atribuible al complemento de unién solo normalmente produciran un eluido que
no muestra reactividad a los anticuerpos.

6. La restauracion incorrecta del pH del eluido puede provocar hemoélisis de fos
hematies o puede inhibir la actividad de los anticuerpos en pruebas posteriores.

7. Los hematies conservados a partir de muestras de sangre durante mas de 72
horas pueden producir eluidos menos potentes que aquellos extraidos a partir de
muestras recientes. Un procedimiento de elucion altemativa puede ser preferible
para la preparacion de eluidos a partir de hematies conservados.

8. Se puede producir una prueba negativa falsa si se emplea el procedimiento de
prueba de antiglobulina modificado y la suspension de hematies de la prueba no
se lava suficientemente para liberarlos de proteina humana antes de su
incubacion con el eluido, o si el sistema de pruebas se contamina con proteina
humana distinta de cualquier anticuerpo disociado durante fa fase de elucion. Una
prueba negativa tras afiadir hematies sensibilizados a IgG (paso 1 de! control de
calidad) debe alertar al investigador de esta fuente de errores.

9. Se ha informado de que el uso de fa solucion de lavado de baja fuerza iénica
suministrada[8] da lugar a la posibilidad de una captacion no especifica de
anticuerpos particularmente fuertes en hematies negativos para el antigeno, lo
que provoca un eluido, que es, en efecto, un positivo falso.

10. Cualquier fallo al desarrollar el color azul claro cuando se afiade la solucion
tampén a una eluido recién preparado puede indicar la degradacion de lasolucion
tampon y que el eluido debe eliminarse posteriomnente. En este caso, confirme
que la solucién tamponada presenta un color azulado antes de su uso y ef eluido
debera repetirse posteriormente.

CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE RENDIMIENTO: Las soluciones que
componen Gamma ELU-KIT Il se han probado y se ha demostrado que ofrecen
resultados satisfactorios cuando se emplean segiin e! procedimiento detallado
en este prospecto de instrucciones para preparar eluidos a partir de hematies
revestidos con una amplia gama de anticuerpos IgG. El rendimiento de este
producto va ligado al cumplimiento de los métodos recomendados en este
prospecto.

Para obtener mas informacion o para ponerse en contacto con el servicio-
técnico, llame a Immucor al nomero 855-IMMUCOR (466-8267).

BIBLIOGRAFIA:

1. Landsteiner K, Miller CP. Serological studies on the blood of primates. lI. The
blood groups of anthropoid apes. J Exp med 1925; 42:853-862.

2. Rubin H. Antibody elution from red cells. J Clin Path 1963; 16:70-73.

3. Chan-Shu SA, Blair O. A new method of antibody elution from red blood cells.
Transfision 1979; 19:182-185.

4. Kidd P. Elution of an incomplete type of antibody from the erythrocytes in acquired
haemolytic anaemia. J Clin Path 1949; 2:103.

5. Rekvig DP, Hannestad K. Acid elution of blood group antibadies from erythrocytes.
Vox Sang 1977; 33:280-285.

6. Melvin JR, Sanfillipo JS, Dobra KW, Cronholm LS, Maldonado. An improved
method of acid elution and its application in obstefric and immunohematology. Am
J Obstet Gynecol 1981; 141:25.

7. van Oss CJ, Beckers D, Engelfriet CP, Absolom DR, Neumann AW. Elufion of
blood group antibadies from red cells. Vox Sang 1981; 40:367-371.

8. Leger RM, Amdt PA, Ciesielski DJ, Garratty G. Fals;@k’me reactivity due
to the low-ionic wash solution used with commerciat-atid-elution kits i
1998; 38:565-572.

q3




	fecha: Miércoles 15 de Diciembre de 2021
	numero_documento: DI-2021-9180-APN-ANMAT#MS
	localidad: CIUDAD DE BUENOS AIRES
	usuario_0: Valeria Teresa Garay
	cargo_0: Subadministradora Nacional
	reparticion_0: Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica


