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MANUAL DE INSTRUCCIONES

REDIAR® ADD LISS
Solucién potenciadora de baja fuerza ionica

INTRODUCCION

Se ha observado que las reacciones antigenc-anticuerpo se ven potenciadas al
reducir la fuerza iénica del medio de reaccién. La fuerza idnica es uno de los
factores mas importantes que determina la tasa y la cantidad de captacion de
anticuerpos por parte de los antigenos eritrocitarios especificos (1, 2,3, 4,5).

Pollack propuso que la sensibilizacién de eritrocitos con anticuerpos incompletos
se ve influida por la fuerza iénica del medio que rodea los eritrocitos y demostré
que una reduccion de esta fuerza optimiza dicha sensibilizacion de los eritrocitos
con los respectivos anticuerpos.

La primera aplicacién practica de este principio en la deteccion rutinaria de
anticuerpos la registraron Low y Messeter en 1974 (), quienes propusieron el uso
de una solucién de baja fuerza iénica a una molaridad optima de cloruro de sdédio
de 0,03, en lugar de una solucién salina fisioldgica, como medio de suspension de
los hematies en los sistemas de pruebas de anticuerpos.

El uso de medios de reaccién de baja fuerza idnica permite disminuir el tiempo de
incubacién y potenciar las reacciones de los anticuerpos sin incrementar las
reacciones inespecificas (7).

PRINCIPIO

REDIAR ADD LISS es utilizado para reducir la fuerza i6nica del medio de reaccién
en los procedimientos de deteccion e identificacion de anticuerpos irregulares y en
las pruebas de compatibilidad. La presencia de este reactivo refuerza la
interaccién antigeno-anticuerpo, lo que permite que el tiempo de incubacién se
acorte sin perder sensibilidad.

REACTIVO

Se provee listo para su uso. REDIAR ADD LISS esta disefiado para ser agregado
a las mezclas de suero y células a diferencia de los utilizados para resuspension
celular.

Contiene Glicina, Glicinato de sodio, NaCl, Naz HPO., NaH.P04.2H20 y Albimina.
Ademas contiene 0,9 g/l de azida de sodio como preservante.

REDIAR ADD LISS es un reactivo LISS modificado con una fuerza idnica
aproximada de 1=0,02.

OBTENCION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Obtener la muestra de sangre mediante una técnica aséptica, para un optimo
resultado la determinacién debe realizarse con una muestra recién extraida.
Preferiblemente, las muestras de sangre deben recogerse utilizando EDTA, citrato

o CPD-A como anticoagulante. También es posible utilizar muestras recogidas en

fubos sin anticoagulante.

Cuando se emplee suero en vez de plasma, la muestra debe someterse a una
centrifugacién a 1500 g durante 15 minutos antes de su uso para evitar la
presencia de residucs de fibrina que podrian interferir con el patron de reaccion. Si
la prueba se demorara, la muestra se conservara a 2-8°C por no mas de 48 hs. Se
recomienda que la muestra no presente signos de hemdlisis que puedan
entorpecer la lectura e interpretacion del ensayo.

PROCEDIMIENTO
Materiales Provistos: REDIAR ADD LISS (Frasco gotero x 10 ml.)

Materiales Adicionales Requeridos no provistos: Tubos de ensayo (12x75 mm o 10
x 75 mm), solucién salina isotonica, pipetas, incubador o bafio termostatizado a
37°C, ayuda optica, centrifuga, cronometro, reactivo anti-globulina humana y
células sensibilizadas con IgG.

Técnica

La proporcién del numero de gotas (suero/plasma, suspension de eritrocitos,
REDIAR ADD LISS) debe respetarse estrictamente para obtener la fuerza ionica
deseada.

Fuerza i6nica deseada: 0,1 M
Fuerza i6nica suero: 1=0,16 M
Fuerza i6nica solucion salina fisiolégica: 1=0,15 M

Fuerza i6nica REDIAR ADD LISS: I=0,02 M e

e .\\"'\\.
Relacion: 2 partes de suero/plasma, 1 parte de"{jna suspensig M
5% en solucion salina fisiolégica o solucién dg fuerza ionica no-rmf! como REIA}R

NISS o similar y 2 partes de REDIAR ADD LISS. M

Fuerza ionica de la mezcla:

I= (2 x 0.16) + (1 x 0,15) + (2 x 0,02) = 0,102 M
5

1) Rotular un nimero apropiado de tubos de X
realizar.

2) Lavar los glébulos rojos en solucién sali
ionica normal.

3) Preparar una suspension globular a
solucién de fuerza iénica normal. ‘

4) Colocar 2 gotas de suero 0 plasma en un )
rotulado.
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5) Agregar 1 gota de la suspensién globular.

6) Centrifugar durante 10 segundos a 1000 g.

7) Examinar la no existencia de hemdlisis y regsstrar en caso de gue Ia
hubiera.

8) Resuspender los hematies agitando suavemente y examlnar que no haya

aglutinacién. Registrar los resultados. -
"9) Agregar 2 gotas de REDIAR ADD LISS. Mezciar blen ;

10) Incubar durante 10 minutos a 37°C en un bafic humedo/seco. No
extender la incubacién mas alla de los 30 minutos.

11) Centrifugar inmediatamente por 10 segundos a 1000g o a otra
combinacién adecuada de g y tiempo. Examinar el sobrenadante en
busca de hemdlisis, agitar suavemente para resuspender el botén celular
y examinar la aglutinacién. Registrar los resultados.

12) Lavar exhaustivamente 3-4 veces como minimo con salina isotonica,
cuidando de descartar la salina completamente luego de cada lavado.

13) Agregar dos gotas de reactivo antiglobulina humana segun las
instrucciones del fabricante. Mezclar bien. Centrifugar a 1000 g durante
10 segundos o a otra combinacion adecuada de g y tiempo. Resuspender
el botén celular y examinar la presencia o ausencia de aglutinacién. Las
reacciones negativas pueden examinarse mediante una ayuda optica.
Registrar los resultados.

CONTROLES

Los controles adecuados son necesarios en todos los procedimientos de
laboratorio.
1. Para confirmar la validez de las reacciones negativas, se puede
utilizar células sensibilizadas con IgG segun las instrucciones del
fabricante.
2. La capacidad de este producto de potenciar la reactividad debe ser
verificado periédicamente. Se puede ensayar, con intervalos de tiempo
adecuadamente regulares, anticuerpos Rh débiles incompletos conocidos
como para evidenciar si la actividad potenciadora sigue presente.
3. Se recomienda realizar un autocontrol para las pruebas de
compatibilidad y los estudios de deteccién e identificacion de anticuerpos.
También se puede llevar a cabo un autocontrol en las pruebas de
deteccion de anticuerpos.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

La hemdlisis o la aglutinacion representan un resultado positivo e indican la
presencia de una reaccién antigeno-anticuerpo. Los resultados negativos se deben
verificar por el agregado de células control sensibilizadas con 1gG. Si las células
sensibilizadas no son aglutinadas, las pruebas negativas deben ser consideradas
invalidas y el test debe ser repetido.

Positivo: Los eritrocitos se aglutinan o hemolizan.
Negativo: Los eritrocitos no se aglutinan.

"

LIMITACIONES

Se ‘sabe que algunos farmacos dan lugar a reacciones positivas en
pruebas con antiglobulina humana.

También‘se ha referido que algunos estados patoldgicos pueden provocar
reacciones positivas en este tipo de pruebas.

La contaminacién de los materiales empleados, bacteriana o de ofro tipo,
puede provocar falsos positivos o falsos negativos.

Es esencial- atenerse estrictamente a los procedimientos y equipos
recomendados. El equipo debe comprobarse periédicamente segln la
normativa de practicas de laboratorio correctas (GLP).

a)
. b)
<)

d)

PRECAUCIONES PARA EL USO Y LA ELIMINACION

Este reactivo contiene 0,09% de azida sddica y esta clasificado como nocive si se
ingiere. La azida sodica puede reaccionar con plomo y cobre para formar
compuestos explosivos. Si se descarta por el desagote, enjuagar con grandes
volimenes de agua para prevenir la acumulacién de azidas en las carierias.

No usar el producto en caso de observarse turbidez.

Para uso diagnostico in-vitro.

No congelar. No diluirlo.

No emplear mas alla de la fecha de caducidad.

NOTAS
1) REDIAR ADD LISS esté disefiado para ser agregado a las mezclas de
suero y suspension de eritrocitos a diferencia de los utilizados para
resuspensién celular. Es importante que los volimenes de suspension de
eritrocitos, suero/plasma y REDIAR ADD LISS sean agregados como se

indica en el Procedimiento. La prueba recomendada para este producto
requiere que el volumen de REDIAR ADD LISS utilizado en cada ensayo

sea igual al volumen de suero/plasma que se
alcanzar la fuerza iénica final deseada g6 0,1 M. La
respecto a estas proporcicnes, mediante el uso de g

diferente o el aumento del nimero d,e gotas de suero sin un aur en”to ;
correspondiente en las gofas de REDIAR ADD LISS; puede 3 erar' Ia‘

sensibilidad de la prueba. Ty
Los anticuerpos frios tienen menor tendenma a adherirse a 1¢f
rojos si la solucién se mantiene a temperatura ambiente.antes
3) No utilizar si se observa turbidez.

2)

ALMACENAMIENTO
Conservar entre 2°-8 i
ambiente para evitar los inconvenientes creados por los-anti
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