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PORTUGUES

IMPORTANCIA CLINICA

O sistema Rh foi descoberto por Wiener, Landsteiner e Levine em 1940 quando faziam
estudos de sensibilizagdo Em meio salino (NaCl 0,85%), ions positivos de sodio (Na+)
sdo atraidos para junto das hemacias, criando uma camada dupla de cargas positivas,
que gera uma forte repulsao interglobular. A nuvem de ions positivos que envolve cada
hemécia torna-se menos densa a medida que se distancia da hemacia. A diferenca de
potencial elétrico criada entre a camada dupla de ions positivos (Na+) proxima da
heméacia e o meio com ions de sddio e cloro em equilibrio (neutro), é chamada
“Potencial Zeta". Aforca de repulsdo entre as hemacias, em meio salino, depende do
valor do potencial Zeta.

A aglutinabilidade de um sistema é maior quanto mais baixo for o valor do potencial
Zeta. Pollack relacionou os termos da sua expressdo, de acordo com a seguinte
equagao:
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onde:

y =carga elétricada hemacia
D = constante dielétrica

p =forcaidnica do meio

Esta equacdo mostra que as redugdes do potencial Zeta aumentam a aglutinabilidade
do sistema, ou até mesmo promovem a aglutinagdo das hemécias em suspenséo se o
potencial Zeta critico (Zc) é atingido.

Como o potencial Zeta critico (Zc) da suspensdo de hemacias sensibilizadas por
anticorpos anti-RhD de classe IgM é superior, em valor absoluto, ao da propria
suspensdo em NaCl 0,85%, estes anticorpos sao ditos “aglutinantes”. Ao contrario, o
potencial Zeta critico (Zc) na presenca de anticorpos anti-RhD de classe IgG, sendo
inferior ao da suspensao em NaCl 0,85%, ndo ocorre aglutinagéo das hemécias e estes
anticorpos séo ditos “ndo aglutinantes”.

O teste da antiglobulina humana ou teste de Coombs representa a forma mais
importante de aglutinagéo artificial em imunohematologia. Por um procedimento
imunoldgico, essa reagdo nos permite revelar a presenga de anticorpos "ndo
aglutinantes" na membrana eritrocitaria.

A sensibilidade do Teste de Coombs Indireto pode ser aumentada por procedimentos
que modificam a primeira etapa da reacao, ou seja, da fixagdo dos anticorpos durante a
incubagao. Um dos procedimentos mais utilizados é a adi¢éo de albumina bovinaa 22%
aomeio.

A adicéo de albumina bovina a 22% aumenta a constante dielétrica (D) do meio de
suspensdo e baixa o valor do potencial Zeta (Z), favorecendo a aglutinagdo das
hemécias. Favorece, também, a fixagéo inicial dos anticorpos @ membrana eritrocitaria
pela dissipag&o de ions positivos proximos 8 membrana.

O Imuno-HEMATO ALBUMINA BOVINA 22% da WAMA é uma solugdo para
potencializar a sensibilidade do teste de gamaglobulina humana, Coombs indireto, na
detecgao de anticorpos anti-Rh (D) “incompletos”, podendo ser utilizado em testes de
compatibilidade, na identificagdo e triagem de anticorpos. O uso da albumina bovina
também permite a redugao do tempo de realizagao do teste.

PRINCIPIO DO METODO

O procedimento do ensaio é baseado no principio da aglutinagdo, onde células
vermelhas possuindo o antigeno correspondente aglutinardo na presenga do anticorpo
especifico dirigido contra o antigeno. O uso da albumina bovina a 22% amplificara a
sensibilidade do teste.

APRESENTAGAO DOKIT
1057010-D-10ml

1. Albumina Bovinaa22% (1x 10 ml)
2. Instrugdes para uso

1057050-D—50ml
1.AlbuminaBovinaa22% (5x10ml)
2. Instrugdes para uso

1057100-D-100ml
1.Albumina Bovinaa 22% (10 x 10 ml)
2. Instrugdes para uso

PREPARAGAO E ESTABILIDADE DOS REATIVOS

* ALBUMINA BOVINA 22% (1): pronto para uso. Estavel entre 2 - 8 °C até a data de
vencimento impressa na etiqueta do frasco. Armazenamento inadequado prejudica a
eficacia do reagente. Contém azida sddica < 0,095% (w/v) como conservante.
Fornecido em frascos conta-gotas com volume de 50 pl por gota. NAO CONGELAR.
Somente para usoin vitro.

Obs.: O kit mantém o mesmo desempenho apds a primeira utilizagéo, e € estavel até a
data de validade descrita no rétulo, desde que mantido na temperaturaindicada (2-8°C).

AMOSTRAS

Usaramostra de sangue fresco. Evitar amostras hemolizadas.

Se nao for possivel realizar os testes apds a coleta, a amostra deve ser conservada
refrigerada entre 2—8°C.

O armazenamento prolongado da amostra pode causar deterioragdo do antigeno e
resultar em classificagao incorreta.

MATERIAL NECESSARIO, MAS NAO FORNECIDO
* Tubostestes (10x 75 mmou 12x 75 mm)

* Micropipeta de 50pl, 100ule 1000ul, e ponteiras

* Centrifuga

» Solug&o salinafisiologica 0,85 ou 0,9%

* Banho Maria

* Recipiente para descarte de material.

PROCEDIMENTO

I. PESQUISA DE ANTICORPOS IRREGULARES EM PROVA INDIRETA DA
GLOBULINAANTI-HUMANA (COOMBS INDIRETO)

Seu objetivo é o de detectar anticorpos dos grupos sanguineos capazes de causar
reagdes hemoliticas. E realizada em 4 fases: a 12, 22 ¢ 32 fases s&o mais eficientes na
detecgao de IgM, enquanto a 4% fase detecta IgG.

12 FASE: Meio Salino a Temperatura Ambiente

1. Preparar uma suspensao a 5% de hemécias compativeis com o soro do paciente
(geralmente do grupo “O”, Rh positivo), as quais deverdo ser lavadas em solugao salina
isotonica (lavar as hemécias 3 vezes em salina a 0,85% ou 0,9% e, em um tubo de
ensaio 12 x 75 mm, pipetar 50 yl das hemacias lavadas + 1 ml de salina. Outros
volumes podem ser usados). Ha hemacias comerciais para a realizagéo do teste.

2. Em um tubo de ensaio 10 x 75 mm ou 12 x 75 mm marcado, pipetar 50 ul da
suspensédo de hemaciasa5%.

3. Pipetar no mesmo tubo 100 pl do soro a ser testado.

4. Homogeneizar através de leve agitagéo e centrifugar a 1.000 RPM (+ 100 a 125 g)
por 1 minuto.

5. Ressuspender delicadamente o botdo de hemacias e examinar a presenga ou ndo de
aglutinagdo e/ou hemdlise.

2°FASE: Meio Protéico a Temperatura Ambiente

6. Pipetar no mesmo tubo acima 100 pl (2 gotas) de Albumina Bovinaa 22% (1).

7. Homogeneizar através de leve agitagao e centrifugar a 1.000 RPM (+ 100 a 125 g)
por 1 minuto.

8. Ressuspender delicadamente o botdo de hemacias e examinar a presenga ou ndo de
aglutinagdo e/ou hemdlise.

32FASE: Meio Protéico a Temperatura de 37°C

9. Incubar o tubo a 37°C por 15-30 minutos.

10. Centrifugar a 1.000 RPM (+ 100 a 125 g) por 1 minuto.

11. Ressuspender delicadamente o botdo de heméacias e examinar a presenga ou ndo
de aglutinagao e/ou hemdlise.

42FASE: AntiglobulinaHumana (Coombs Indireto)

12. Completar o tubo com solugéo salina fisioldgica e centrifugar a 1.000 RPM (+ 100 a
125g) por 1 minuto.

13. Decantar o sobrenadante por inversao do tubo, ressuspender o sedimento de
hemacias e completar novamente com a solugdo salina fisiolégica. Repetir esse
procedimento por 3 vezes.

14. Apds a Ultima lavagem, decantar completamente o sobrenadante, invertendo o
tubo e enxugando a borda com papel defiltro.

15. Pipetar 100 pl (2 gotas) do SORO DE COOMBS da WAMA.

16. Homogeneizar através de leve agitagdo e centrifugar a 1.000 RPM (+ 100 a 125 g)
por 1 minuto.

17. Ressuspender delicadamente o botdo de hemacias e examinar a presenga ou ndo
deaglutinag&o.

INTERPRETAGAO DO TESTE:

TESTE POSITIVO: presenca de aglutinagdo e/ou hemoélise em uma ou mais fases do
teste, caracterizando presenca de anticorpos irregulares.

TESTE NEGATIVO: auséncia de aglutinagdo e/ou hemoélise em todas as fases do
teste, caracterizando auséncia de anticorpos irregulares.

II. TITULAGAO DE ANTICORPOS EM MEIO PROTEICO

1. Preparar uma suspensao a 5% de hemécias contendo o antigeno cujo anticorpo se
pretende titular, as quais deverdo ser lavadas em solug&o salina fisioldgica (lavar as
hemacias 3 vezes em salina a 0,85% ou 0,9% e, em um tubo de ensaio 12 x 75 mm,
pipetar 50 pl das hemécias lavadas + 1 ml de ALBUMINA BOVINA 22%. Outros
volumes podem ser usados).

2. Numerar tubos de ensaio 12 x 75 mm, conforme o quadro abaixo.

3. Pipetar em cada tubo, a partir do 2° tubo, 100 ul (2 gotas) da ALBUMINABOVINA22%.
4. Pipetar 100 pl do soro, cujo anticorpo se pretende titular, nos tubos 1 e 2. Usando
uma ponteira descartavel, homogeneizar a solugdo do tubo 2 e transferir 100 pl do
homogeneizado para o tubo 3. Repetir o procedimento até o tubo 10, sempre usando
uma ponteira para cada diluigéo.

5. Pipetar 100 pl da suspensao de hemécias a 5% em ALBUMINA BOVINA 22% em
cadatubo.

6. Homogeneizar através de leve agitagdo e incubar a 37°C por 15 minutos.
7.Centrifugara1.000 RPM (+ 100 a 125 g) por 1 minuto.

8. Ressuspender delicadamente o botdo de hemécias de cada tubo e examinar a
presenca ou ndo de aglutinagdo. Anotar os resultados.

9. Nos tubos cuja aglutinagéo for fraca (1+) ou ausente, realizar o teste da Antiglobulina
Humana (vide 42 Fase da Prova de Compatibilidade).

No. Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Albiimina 4+ RE VA I G B 0 0 0 0 0
Antiglobulina | - - - 3+ 2+ I+ | "t 0 0 0

TITULO 1:1 122 14| 18] 1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:512

INTERPRETAGAO DO TESTE:

O titulo do anticorpo sera a maior diluicdo que apresentar aglutinagéo no teste da
Antiglobulina Humana (Teste de Coombs Indireto). No quadro acima o titulo seria de
1:64.

ESPECIFICIDADE DO TESTE

O desempenho do Imuno-HEMATO Albumina Bovina foi avaliada em 91 amostras
colhidas com os anticoagulantes recomendados. A avaliagdo demonstrou
especificidade de 100% de cada reagente quando comparados com os resultados de
um Kit utilizado no mercado.

Coeficiente de Variagao (inter ensaio/ intra ensaio)/ Limite de Aplicagao:
a.Precisdo Intra-Ensaio

Foram selecionadas 2 amostras do controle de qualidade (2 negativas) para realizar o
teste de repetibilidade. Foram feitas 20 repeticées do teste com mesmo operador no
mesmo dia.

De acordo com os testes realizados, foi verificado que o kit Imuno-Hemato Albumina
Bovina 22% repetiu de maneira satisfatdria os resultados com as amostras testadas
nas mesmas condigdes.

b. Precisao Inter-Ensaio

Foram selecionadas 10 amostras do controle de qualidade (10 negativas) para realizar
o teste de reprodutibilidade; foram realizados 03 testes com as mesmas amostras em
dias e operadores diferentes e com mesmo lote.

De acordo com os testes realizados, foi verificado que o kit Imuno-Hemato Albumina
Bovina 22% reproduz de maneira satisfatdria os resultados com as amostras testadas
mesmo em diferentes condices.

LIMITAGOES DE USO

* Resultados falso-positivos e negativos podem ocorrer por contaminagdo dos
materiais do ensaio, concentragao inadequada das suspensdes de células, tempo de
incubagao ou temperatura inadequados, ou por erros de procedimento.

* Os tempos de centrifugagdo mencionados s&o meras sugestdes. Um tempo de
centrifugacdo adequado deve ser determinado por cada laboratério, e sera aquele que
produz a mais forte reag@o do anticorpo com o antigeno nas reagdes positivas, mas
também que permita a ressuspensao facil do botdo de hemécias.

* Reagdes mais fracas podem ser observadas com sangue armazenado do que com
sangue fresco.

+ Armazenamento inadequado prejudica a eficacia do reagente.

* Os procedimentos descritos s&o para uso com o soro de Coombs da WAMA. A
principio, soro de Coombs de outros fabricantes pode ser usado, mas o Laboratério
deve seguir os procedimentos desses fabricantes. Também o Laboratério deve seguir
procedimentos de validagdo aprovados para demonstrar a compatibilidade desses
produtos.

PRECAUGOES EADVERTENCIAS

1. Os reagentes devem ser conservados entre 2—-8°C.

2. A data de validade corresponde ao Ultimo dia do més assinalado nos rétulos dos
frascos e da caixa do kit.

3. Deve ser evitado expor os reagentes a temperaturas elevadas, bem como
diretamente ao sol.

4.Nao congelar nenhum reagente, pois isto causara deterioragao irreversivel.

5. 0 Imuno-HEMATO ALBUMINA BOVINA 22% da WAMA, embora seja derivado de
fonte animal, ndo se pode afirmar que esteja isento de agentes infecciosos. Portanto,
recomenda-se tratar todos os reagentes como materiais potencialmente infecciosos,
bem como ter o mesmo cuidado no descarte destes materiais.

6. Como se emprega azida sddica como conservante dos reagentes, o descarte dos
reativos deve ser acompanhado de grandes volumes de agua para evitar acumulo de
residuos de azida nos encanamentos, pois esta pode reagir com chumbo ou cobre
formando sais altamente explosivos. Além disso, a azida é toxica quando ingerida.

7. Deixar os reagentes adquirir a temperatura ambiente (20 — 25 °C) antes de iniciar os
testes.

8. Os reagentes devem sertampados imediatamente apds o uso.

9. Nao usarreagentes apos a data de validade.

10. Os procedimentos informados s&o apenas para testes manuais. Ao usar
instrumentos automaticos ou semiautomaticos, deve ser seguido o procedimento que
esta contido no manual do operador fornecido pelo fabricante do instrumento.

11. Descartar o material conforme regulamentagdes locais.

12. Utilizar a Boas Préaticas de Laboratérios (BPLs) na conservagéo, manuseio e
descarte dos materiais.

TERMO DE GARANTIA

AWAMA Diagnéstica garante a troca deste conjunto diagnéstico, desde que o mesmo
esteja dentro do prazo de validade e que seja comprovado por sua assessoria técnica
que ndo houve falhas na execugao, manuseio e conservagao deste produto. AWAMA e
seus distribuidores ndo se responsabilizardo por falhas no desempenho do kit sob
essas condicdes.

ENGLISH

SUMMARY

The Rh system was discovered by Wiener, Landsteiner and Levine in 1940 when they
were studying sensitization. In saline solution (NaCl 0.85%), positive ions of sodium
(Nat) are attracted to the erythrocytes, creating a double layer of positive charges,
which generates a strong interglobular repulsion. The cloud of positive ions thatinvolves
each erythrocyte becomes less dense as it moves away from the erythrocyte. The
difference of electric potential created between the double layer of positive ions (Na+)
next erythrocyte and the middle with ions of sodium and chlorine in equilibrium (neutral),
is called "Zeta Potential". The force of repulsion between the erythrocytes, in saline,
depends on the value of the Zeta potential.

The agglutinability of a system is greater the lower the value of the Zeta potential.
Pollack has enlisted the terms of its expression, according to the following equation:

where:

y =electric charge of erythrocyte
D =dielectric constant

M =ionic strength of the medium

This equation shows that the reductions in Zeta potential increase the agglutinability of
system, or even promote the agglutination of erythrocytes in suspension if the critical
Zeta potential (Zc) is reached.

As the critical Zeta potential (Zc) of suspension of sensitized red blood cells by anti RhD
antibodies of IgM class is greater, in absolute value, the suspension itself in NaCl 0.85
%, these antibodies are called "binders". In contrast, the critical Zeta potential (Zc) in the
presence of IgG anti-RhD antibodies, being lower than the suspension in 0.85% NaCl,
no agglutination of erythrocytes occurs and these antibodies are called "non binders".
The human antiglobulin test or Coombs test represents the most important way of
artificial agglutination in immunohematology. By an immunological procedure, this
reaction allows us reveal the presence of "non-binding" antibodies in the erythrocyte
membrane.

The sensitivity of the Indirect Coombs Test can be increased by procedures that modify
the first step of the reaction, i.e. the setting of antibodies during incubation. One of the
most used procedures is the addition of bovine serum albumin at 22%.

The addition of 22% bovine albumin increases the dielectric constant (D) of suspension

medium and lowers the Zeta potential value (Z), favoring the agglutination of
erythrocytes. Also favors the initial fixation of antibodies to erythrocyte membrane by the
dissipation of positive ions near the membrane.

The Imuno-HEMATO ALBUMINA BOVINA 22% from WAMA is a solution to enhance
the sensitivity of the human gamma globulin test, indirect Coombs, in the detection of
"incomplete” anti-Rh (D) antibodies, and can be used in tests of compatibility, the
identification and screening of antibodies. The use of bovine albumin also allows the
time reduction for the completion of the test.

PRINCIPLE OF THE METHOD

The procedure of the test is based on the principle of agglutination, where red blood cells
possessing the corresponding antigen will agglutinate in the presence of specific
antibody directed against the antigen. The use of 22% bovine serum albumin will amplify
the sensitivity of the test.

KIT PRESENTATION
1057010-D-10ml

1.22% Bovine Albumin (1x 10 mL)
2. Instructions for use

1057050-D - 50ml
1.22% Bovine Albumin (5x 10 mL)
2. Instructions for use

1057100-D - 100m!
1.22% Bovine Albumin (10x 10 mL)
2. Instructions for use

REAGENT PREPARATION AND STABILITY

* 22% BOVINE ALBUMIN (1): ready to use. Stable at 2 — 8 °C until expiration date
printed on the bottle. Improper Storage affects the effectiveness of the reagent. Contains
sodium azide < 0.095% (p/v) as preservative. Supplied in dropper bottles with a volume
of 165 pL per drop. DO NOT FREEZE. For in vitro diagnostic use only.

Note: The kit has the same performance after first use, and is stable until the expiration
date described on the label ifitis keptin the indicated temperature (2-8 °C).

SPECIMENS

Use fresh blood sample. Avoid hemolyzed samples.

If it is not possible to perform the tests after collection, the sample must be kept
refrigerated at2—-8°C.

The long term storage of the sample may cause deterioration of the antigen and resultin
incorrect classification.

MATERIAL REQUIRED BUTNOT PROVIDED

* Test Tubes (10x 75 mmor 12x 75mm)

* Micropipette of 50 pl, 100l and 1000 pland tips.
+ Centrifuge

* Physiological saline Solution 0.850r 0.9%

« Water Bath

« Container for material disposal.

PROCEDURE

I. SURVEY OF IRREGULAR ANTIBODIES IN INDIRECT ANTI-HUMAN GLOBULIN
(INDIRECT COOMBS)

Its purpose is to detect antibodies of blood groups capable of causing hemolytic
reactions. Itis carried out in 4 phases: the 1st, 2nd, and 3rd stages are more efficient in
the detection of IgM, while the 4th phase detects IgG.

1STPHASE: Saline solution at Room Temperature

1. Prepare a suspension in 5% of washed erythrocytes compatible with the patient
serum (usually from type O, positive Rh), which should be washed in physiological
saline solution (wash the cells 3 times in 0.85% or 0.9% saline solution, pipette 50 l of
washed erythrocytes + 1 ml of saline into a 12 x 75 mm test tube. Other volumes can be
used). There is commercial RBCs to perform the test.

2.In alabeled 10 x 75 mm or 12 x 75 mm test tube, pipette 50 pl of 5% erythrocytes
suspension.

3. Pipette inthe same tube 100 il of the serum to be tested.

4. Mix by gentle agitation and centrifuge at 1,000 RPM ( 100 to 125 g) for 1 minute.

5. Gently re suspend the button of erythrocytes and examine for the presence of
agglutination and/or hemolysis.

2ND PHASE: Protein Environment at Room Temperature

6. Pipette in the same tube referred to above 100 pl (2 drops) of Bovine Albumin at22% (1).
7.Mix by gentle agitation and centrifuge at 1,000 RPM ( 100 to 125 g) for 1 minute.

8. Ence of agglutination and/or hemolysis.

3RD PHASE: Protein Environmentat 37°C

9. Incubate the tube at 37°C for 15-30 minutes.

10. Centrifuge at 1,000 RPM (+ 100 to 125 g) for 1 minute.

11. Gently re suspend the button of erythrocytes and examine for the presence of
agglutination and/or hemolysis.



4THPHASE: Human Antiglobulin (Indirect Coombs)

12. Complete the tube with physiological saline solution and centrifuge at 1,000 RPM (+
100to 125g) for 1 minute.

13. Decant the supernatant by inverting the tube, resuspend the erythrocyte pellet and
complete again with physiological saline solution. Repeat this procedure 3 times.

14. After the last wash, decant the supernatant completely, inverting the tube and drying
the edge with filter paper.

15. Pipette 100 pl (2 drops) of SORO DE COOMBS from WAMA.

16. Mix by gentle agitation and centrifuge at 1,000 RPM (+ 100 to 125 g) for 1 minute.

17. Gently resuspend the button of erythrocytes and examine for the presence of
agglutination.

TESTINTERPRETATION:

POSITIVE TEST: presence of agglutination and/or hemolysis in one or more phases of
the test, characterizing presence of irregular antibodies.

NEGATIVE TEST: absence of agglutination and/or hemolysis in all phases of the test,
characterizing absence of irregular antibodies.

1. TITRATION OF ANTIBODIES IN PROTEIC MEDIUM

1. Prepare a suspension in 5% erythrocytes containing antigen whose antibody is
intended to titrate, which should be washed in physiological saline solution (wash the
cells 3 times in 0.85% or 0.9% saline solution, pipette 50 ul of washed erythrocytes + 1
mLof22% BOVINEALBUMIN into a 12 x 75 mm test tube. Other volumes can be used).
2.Number 12 x 75 mm test tubes, according to the table below.

3. Pipet into each tube, starting from the 2nd tube, 100 pl (2 drops) of 22% bovine
albumin.

4. Pipette 100 pl of serum, whose antibody is intended to titrate, into tubes 1 and 2. Using
a disposable pipette tip, homogenize the solution of tube 2 and transfer 100 pl of the
homogenate to tube 3. Repeat the procedure until the tube 10, always using a pipette tip
for each dilution.

5. Dispense 100 pl of the suspension of 5% erythrocytes into 22% bovine albumin in
eachtube.

6. Mix by gentle agitation and incubate at 37°C for 15 minutes.

7. Centrifuge at 1,000 RPM (+ 100 to 125 g) for 1 minute.

8. Gently resuspend the button of erythrocytes of each tube and examine for the
presence of agglutination. Record the results.

9. Tubes whose agglutination is weak (1+) or absent, perform the Human Antiglobulin
test (see Phase 4 of compatibility Test).

Tube No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Albumin 4+ | 24| 1+ | Wt 0 0 0 0 0
Antiglobulin - - B B i I+ | %t 0 0 0
1:1 12| 14| 1.8 1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:512
TITER | AM

INTERPRETATION OF THE TEST:
The titer of the antibody will be the highest dilution that shows agglutination in the Human
Antiglobulin Test (Indirect Coombs). In table above the title would be 1:64.

TEST SPECIFICITY:

The performance of the Imuno-HEMATO Albumina Bovina 22% was evaluated in 91
samples collected with the recommended anticoagulants. The evaluation showed 100%
specificity for each reagent when compared with the results of a Kit used on the market.

Coefficient of Variation (inter / intra assay test) / Application Limit:

a.Intra-Assay Precision

2 samples were selected from quality control (2 negative) to perform the repeatability
test. 20 repetitions of the test was done by the same operator on the same day.
According to the tests carried out, it was verified that the kit Imuno-Hemato Albumina
Bovina 22% repeated satisfactorily the results with the samples to be tested under the
same conditions.

b.Inter-Assay Precision

10 semples were selected from quality control (10 negatives) to perform the test of
reproducibility; 3 tests were performed with the same samples in different days and
technicians and with same lot.

According to the tests carried out, it was verified that the kit Imuno-Hemato Albumina
Bovina 22% repeated satisfactorily the results with the samples to be tested even under
different conditions.

LIMITATIONS OF USE

* False-positive and negative results can occur due to contamination of the test
materials, inadequate concentration of suspensions of cells, inadequate incubation time
ortemperature, or errors of procedure.

« The centrifugation times mentioned are recommendations. A appropriate
centrifugation time must be determined by each laboratory, and will be the one that
produces the strongest reaction of the antibody with the antigen in positive reactions,
and will also to allow for easy resuspension of RBC buttons.

« Weaker reactions will occur more frequently with stored blood than with fresh blood.

« Improper Storage affects the effectiveness of the reagent.

« The described procedures are for use with the Coombs sera of WAMA. As a principle,
Coombs sera from other manufacturers may be used, but the Laboratory must follow the

procedures of these manufacturers. Also the laboratory must follow approved validation
procedures to demonstrate the compatibility of these products.

PRECAUTIONS AND WARNINGS

1. The reagents should be kept between 2- 8 °C.

2. The expiry date refers to the last day of the month indicated on the labels of the vial
and of the kitbox.

3. Avoid exposing the reagents to high temperatures and direct sunlight.

4. Donot freeze the reagent, as this may cause irreversible damage.

5. The Imuno-HEMATO ALBUMINA BOVINA 22% from WAMA, though derived from
animal source, cannot assume to be free of infectious agents. Therefore, it is
recommended to treat all reagents as potentially infectious, as well as having the care in
disposing of these materials.

6. Because there is sodium azide as a preservative in the reagents, the disposal of
reagents must be followed by large volumes of water to prevent azide buildup in pipes,
because this can react with lead or copper, forming highly explosive salts. Furthermore,
the azide is toxic when ingested.

7. Allow the reagents to reach the room temperature (20 -25°C) before starting the test.
8. The reagents must be capped immediately after use.

9. Do notuse the reagent after the expiration date.

10. The procedures are only for manual testing. When using automatic or semi-
automatic instruments, procedure contained in the operator's manual provided by the
instrument manufacturer must be followed.

11. Discard the material following local regulations.

12. Use the Good Laboratory Practices (GLPs) in storage, handling and disposal of
materials.

WARRANTY

WAMA Diagnéstica guarantees the exchange of the diagnostic kit, provided it is within
the expiration date and is proven by its technical support that there were no technical
mistakes in the execution, handling and storage of this product. WAMA and its
distributors are not liable for failures on the performance of the kits under these
conditions.

ESPANOL

IMPORTANCIA CLINICA

El sistema Rh fue descubierto por Wiener, Landsteiner y Levine en 1940 cuando
estudiaban sensibilizacion. En solucion salina (0,85% NaCl), iones positivos de sodio
(Nat) son atraidos por los eritrocitos, creando una doble capa de cargas positivas, lo
que genera una fuerte repulsion interglobular. La nube de iones positivos que envolve
cada eritrocito se vuelve menos denso cuando se aleja del eritrocito. La diferencia de
potencial eléctrico entre la doble capa de iones positivos (Na+) junto a eritrocitos y el
medio con los iones de sodio y cloro en equilibrio (punto muerto), se denomina
"Potencial Zeta". La fuerza de repulsién entre los eritrocitos, en la salina, depende del
valor del potencial zeta.

La capacidad de aglutinacién de un sistema es mayor cuanto menor sea el valor del
potencial zeta. Pollack ha contratado los términos de su expresion, de acuerdo con la
siguiente ecuacion.

Y

2= D

Donde:

Y =cargaelétrica de eritrocitos
D =constante dieléctrica
u =fuerzaionica del medio

Esta ecuacion muestra que reducciones de potencial zeta aumenta la aglutinabilidad
del sistema, o incluso promover la aglutinacién de eritrocitos en suspension si se
alcanza el potencial zeta (Zc).

A medida que el potencial zeta critico (Zc) de la suspension de globulos rojos
sensibilizados por anticuerpos anti-RhD de clase IgM es mayor, en valor absoluto, la
propia suspension en 0,85% NaCl, estos anticuerpos se denominan "aglutinantes". En
contraste, el potencial Zeta critica (Zc) en presencia de anticuerpos IgG anti - RhD,
siendo méas baja que la suspension en 0,85% de NaCl, no se produce aglutinacion de los
eritrocitos y los anticuerpos se denominan "no carpetas”

La prueba de antiglobulina humana o prueba de Coombs representa la forma mas
importante de aglutinacion en inmunohematologia. Por un procedimiento inmunolégico,
esta reaccion nos permite revelar la presencia de anticuerpos "non-binding" en la
membrana del eritrocito.

La sensibilidad de la prueba de Coombs indirecta puede ser aumentado por los
procedimientos que modifican el primer paso de la reaccion, es decir, de la fijacion de
anticuerpos durante la incubacion. Uno de los procedimientos mas utilizados es la
adicion de albumina de suero bovino al 22%.

La adicion de albtimina bovina 22% aumenta la constante dieléctrica (D) de lo medio de
suspension y reduce el potencial zeta (Z), favoreciendo la aglutinacion de eritrocitos.
También favorece la fijacion inicial de anticuerpos a membrana de los eritrocitos por la
disipacion de iones positivos cercala membrana.

La Imuno-HEMATO ALBUMINA BOVINA 22% de WAMA es una solucion para

mejorar la sensibilidad del test gammaglobulina humana, Coombs indirecto, en la
deteccion de anticuerpos "incompletos” anti-Rh (D) y se pueden utilizar en las pruebas
de compatibilidad, la identificacion y deteccién de anticuerpos.  El uso de albimina
bovina también permite la reduccion de el tiempo necesario para la realizacion de la
prueba.

PRINCIPIO DELMETODO

El procedimiento del ensayo se basa en el principio de aglutinacion, donde las células
rojas de los individuos que poseen antigeno correspondiente en su superficie
aglutinaran en presencia del anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno. Lo uso de
albumina sérica bovina 22% amplificarala sensibilidad de la prueba.

PRESENTACION DELKIT
1057010-D-10ml

1.22% Albumina Bovina (1x 10 ml)
2. Instrucciones de uso

1057050-D - 50ml
1.22% Albumina Bovina (5x 10 ml)
2. Instrucciones de uso

1057100-D-100ml
1.22% Albumina Bovina (10 x 10 ml)
2. Instrucciones de uso

PREPARACION Y ESTABILIDAD DE REACTIVOS

* 22% ALBUMINA BOVINA (1): Listo para usar. Estable a 2 - 8 °C hasta la fecha de
caducidad impresa en el envase. Almacenamiento inadecuado afecta a la eficacia del
reactivo. Contiene azida de sodio < 0,095 % (p/v) como conservante. Se suministra en
frascos de goteo con un volumen de 50yl por gota. NO CONGELAR. Para uso
diagnéstico in vitro.

Nota: El kit mantiene el mismo rendimiento después de la primera utilizacion, y es
estable hasta la fecha de caducidad descrita en la etiqueta, siempre que se mantenga a
latemperaturaindicada (2 - 8°C).

ESPECIMENES

Utilice muestra de sangre fresca. Evite muestras hemolizadas.

Si no es posible realizar las pruebas después de la recoleccion, la muestra debe
mantenerse refrigerada a una temperaturade 2-8 °C.

El almacenamiento a largo plazo de la muestra puede provocar el deterioro de los
antigenos y resultado de clasificacion incorrecta.

MATERIAL NECESARIO, PERO NO SUMINISTRADO
* Tubos deensayo (10x75mmo 12x 75 mm)

« Micropipeta de 50pl, 100ply 1000ply puntas de pipeta.
« Centrifuga

« Solucién salina fisiolégica 0,850 0,9 %

« Bafiode agua

« Recipiente para descarte de material.

PROCEDIMIENTO

I. ESTUDIO DE ANTICUERPOS IRREGULARES EN ANTI-GLOBULINA HUMANA
INDIRECTA (COOMBS INDIRECTO)

Su propdsito es detectar anticuerpos de grupos sanguineos capaces de provocar
reacciones hemoliticas. Se lleva a cabo en 4 fases: la 12, 22y 32 etapas son mas
eficientes en la deteccion de IgM, mientras que la4 ?fase detecta IgG.

12 FASE: Solucion salina atemperatura ambiente

1. Preparar una suspension en 5% de eritrocitos lavados compatibles con el suero de
paciente (generalmente de tipo O, Rh-positivo), que deben ser lavadas con solucién
salina fisiologica (lavar las células 3 veces en solucion salina 0,85 % 0 0,9 %, pipetear
50 pl de eritrocitos lavados + 1 ml de solucién salina en un 12 x 75 mm tubo de ensayo.
Otros volimenes pueden ser utilizados). Existe RBC comerciales para realizar la
prueba.

2. En un tubo de ensayo etiquetado de 10 x 75 mm 0 12 x 75 mm , pipetear 50 ul de
suspension de eritrocitos a 5%.

3. Pipetear en el mismo tubo 100 ul del suero a ser probado.

4. Mezclar por agitacion suave y se centrifugue a 1.000 RPM (z 100 a 125 g) durante 1
minuto.

5. Re suspender suavemente el botén de eritrocitos y examinar la presencia de
aglutinacion y/o hemolisis.

22fase: Ambiente Proteico a temperatura ambiente

6. Pipetear en el mismo tubo anteriormente mencionado 100 pl (2 gotas) de albimina
bovinaal22% (1).

7. Mezclar por agitacion suave y se centrifugue a 1.000 RPM (+ 100 a 125 g) durante 1
minuto.

8.Resuspende s suavemente el botén de eritrocitos y examinar la presencia de
aglutinacion y/o hemolisis.

3?fase: Ambiente Proteico a 37°C
9. Incubar los tubos a 37 °C por 15-30 minutos.

10. Centrifugara 1,000 RPM (+ 100 a 125 g) durante 1 minuto.
11. Resuspende r suavemente el boton de eritrocitos y examinar la presencia de
aglutinacion y/o hemolisis.

4?fase: Antiglobulina Humana (Coombs indirecto)

12. Complete el tubo con solucion salina fisioldgica y se centrifugue a 1.000 RPM (+ 100
a1259) durante 1 minuto.

13. Decantar el sobrenadante invirtiendo el tubo, resuspenda el sedimento de
eritrocitos y complete de nuevo con solucion salina fisioldgica. Repita este
procedimiento 3 veces.

14.Después del Ultimo lavado, decantar el sobrenadante completamente, invirtiendo el
tubo y secando la borda con papel de filtro.

15. Pipetear 100 pl (2 gotas) de SORO DE COOMBS de WAMA.

16. Mezclar por agitacion suave y se centrifugue a 1.000 RPM (£ 100 a 125 g) durante 1
minuto.

17. Resuspender suavemente el boton de eritrocitos y examinar la presencia de
aglutinacion.

INTERPRETACION DE LAPRUEBA:

PRUEBA POSITIVA: presencia de aglutinacion y/o hemdlisis en una o mas fases de la
prueba, caracterizando presencia de anticuerpos irregulares.

PRUEBA NEGATIVA: ausencia de aglutinacion y/o hemdlisis en todas las fases de la
prueba, caracterizando ausencia de anticuerposirregulares.

IL.TITULACION DE ANTICUERPOS EN MEDIO PROTEICO

1. Preparar una suspension en eritrocitos 5% que contiene antigeno cuyo anticuerpo se
destina a titular, que debe ser lavados en solucion salina fisiologica (lavan las células 3
veces en solucion salina 0,85 % 0 0,9 %), pipetear 50 pl de eritrocitos lavados + 1 ml de
ALBUMINABOVINE 22% en un tubo de ensayo 12 x 75 mm. Otros volimenes pueden
ser utilizados).

2. Numere tubos de ensayo 12 x 75 mm, de acuerdo con la tabla de abajo.

3. Pipetearen cada tubo, a partir del 2° tubo, 100 pl (2 gotas) de albumina bovina 22%.
4. Pipetear 100 pl de suero, cuyo anticuerpo esta destinada para titular, en los tubos 1y
2. Utilizando una punta de pipeta desechable, homogeneizar la solucién del tubo 2 y
transferir 100 pl del homogeneizado al tubo 3. Repetir el procedimiento hasta el tubo 10,
siempre utilizando una punta de pipeta para cada dilucion.

5. Pipete 100 pl de la suspecion de eritrocitos al 5% en 22% albumina bovina en cada
tubo.

6. Homogeneizar por agitacion suave e incubar a 37° C por 15 minutos.

7. Centrifugara 1,000 RPM (+ 100 a 125 g) durante 1 minuto.

8. Resuspender suavemente el boton de eritrocitos y examinar la presencia de
aglutinacion. Registre los resultados.

9. Tubos cuya aglutinacion es débil (1+) o ausente, realizar la prueba de antiglobulina
humana (ver Fase 4 del Test de compatibilidad).

No. Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Albiimina 4+ 3t M| I+ | 0 0 0 0 0
Antiglobulina | - - S| ] 2+ I+ | %t 0 0 0

TITULO 1| 122 14 ] 18| 1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:512

INTERPRETACION DEL TEST:
El titulo de anticuerpos sera la mayor dilucién que muestra aglutinacion en la prueba de
antiglobulina humana (Coombs indirecto). En la tabla anterior el titulo seria 1:64.

ESPECIFICIDAD DE LAPRUEBA:
El rendimiento de Imuno-HEMATO Albumina Bovina 22% fue evaluada en 91
muestras obtenidas con los anticoagulantes recomiendados. La evaluacién demuestra
una especificidad del 100% de cada uno de los reactivos en comparacion con los
resultados de un Kiten el mercado.

Coeficiente de variacion (prueba inter/intra ensayo)/ Limite de Aplicacion:
a.Precision Intraensayo

Se seleccionaron 2 muestras de control de calidad (2 negativos) para realizar la prueba
de repetibilidad. 20 repeticiones del test fueran corridas por el mismo técnico en mismo
dia.

De acuerdo a las pruebas realizadas, se verificd que el kit Imuno-Hemato Albumina
Bovina 22%, repitié satisfactoriamente los resultados con las muestras del ensayo en
las mismas condiciones.

b. Precision Interensayo

Se seleccionarn 10 muestras de control de calidad (10 negativos) para realizar la
prueba de reproducibilidad; 3 pruebas se han llevado a cabo con las mismas muestras
endias y técnicos diferentes y con lamisma suerte.

De acuerdo a las pruebas realizadas, se verificd que el kit Imuno-Hemato Albumina
Bovina 22%, repitié satisfactoriamente los resultados con las muestras de ensayo,
incluso bajo diferentes condiciones.

LIMITACIONES DE USO

* Resultados falso positivos y negativos pueden ocurrir debido a la contaminacion de
los materiales de ensayo, concentracion inadecuada de las suspensiones de células,
insuficiente tiempo de incubacion o temperatura, o errores de procedimiento.

*Los tiempos de centrifugacion mencionadas son recomendaciones. Un tiempo de

centrifugacion apropiado debe ser determinado por cada laboratorio, y sera el que
produce la reaccion mas fuerte del anticuerpo con el antigeno en las reacciones
positivas, y también para permitir una facil resuspension de botones de RBC.
 Reacciones méas débiles seran mas frecuentes con sangre almacenada que con
sangre fresca.

« Almacenamiento inadecuado afecta a la eficacia del reactivo.

* Los procedimientos descritos son para su uso con los sueros de Coombs de WAMA.
Como principio, suero Coombs de otros fabricantes puede ser utilizado, pero el
laboratorio deben seguir los procedimientos de estos fabricantes. También el
laboratorio debe seguir los procedimientos de validacion aprobados para demostrar la
compatibilidad de estos productos.

PRECAUCIONES YADVERTENCIAS

1. Los reactivos deben conservarse entre 2—8°C.

2. La fecha de caducidad se refiere al dltimo dia del mes indicado en las etiquetas del
frascoy dela caja del kit.

3. Evite la exposicion de los reactivos a altas temperaturas y la luz solar directa.

4.No congele el reactivo, ya que esto puede causar dafios irreversibles.

5. La Imuno-HEMATO ALBUMINA BOVINA 22% de WAMA , aunque derivados de
origen animal, no puede dar por sentado que se libre de agentes infecciosos. Por lo
tanto, se recomienda tratar todos los reactivos como materiales potencialmente
infecciosos, asi como tener cuidado al deshacerse de estos materiales.

6. Porque hay azida de sodio como conservante en los reactivos, la eliminacion de los
reactivos deben ser seguidos por los grandes volimenes de agua con el fin de evitar
acumulacién de azida de los tubos, ya que este puede reaccionar con plomo o cobre,
formando sales altamente explosivos. Por otra parte, la azida sodica es toxico por
ingestion.

7. Dejar que los reactivos adquieran la temperatura ambiente (20 — 25 °C) antes de
iniciar los tests.

8. Los reactivos deben taparse inmediatamente después de su uso.

9. No utilice el reactivo después de la fecha de caducidad.

10. Los procedimientos son sélo para prueba manual. Al usar instrumentos autométicos
o0 semiautomaticos, procedimiento que figura en el manual del operador proporcionado
por el fabricante del instrumento debe ser seguido.

11. Desechar el material siguiendo regulaciones locales.

12. Utilice las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL) en el almacenamiento, la
manipulacion y eliminacion de los materiales.

TERMINO DE GARANTIA

WAMA Diagnéstica garantiza el cambio del kit de diagnéstico, siempre que esté dentro
de la fecha de caducidad y que ha sido probado por su apoyo técnico que no hubo
errores técnicos en la ejecucion, la manipulacion y el aimacenamiento de este producto.
WAMA y sus distribuidores no se responsabiliza por fallas en el rendimiento de los kits
enestas condiciones.
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