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GRA-BRETANHA 1434

AHG (COELHO) MISTURADA, POLIESPECIFICA, ANTI-IGG E ANTI-C3D

INSTRUCOES DE UTILIZACAO

| AHG Elite (Clear) ou AHG Elite (Green): Para técnicas de antiglobulina.

RESUMO

Em 1945, Coombs, Mourant e Race descreveram a utilizagdo de soro AHG para
a detegdo de anticorpos nédo aglutinantes ligados a hemécias. Em 1957, Dacie et
al demonstraram que os anticorpos presentes em soros antiglobulina eram
dirigidos contra determinados componentes do complemento. Os reagentes
AHG detetam moléculas de anticorpos nédo aglutinantes, bem como moléculas
de complemento ligadas a hemécias ap6s reag6es antigénio-anticorpo in vivo ou
in vitro.

UTILIZAGAO PRETENDIDA

Estes reagentes sdo reagentes de determinagdo do grupo sanguineo,
poliespecificos, destinados a serem utilizados para detetar qualitativamente a
presenca ou auséncia de anticorpos IgG sensibilizantes (todas as 4 subclasses)
e fatores de complemento C3d e C3b em heméacias humanas, quando testadas
em conformidade com as técnicas recomendadas nestas Instrugbes de
utilizac&o.

PRINCIPIO

Os reagentes contém anticorpos contra anticorpos IgG humanos e fatores de
complemento C3 (C3d e C3b) em heméacias humanas, e provocam a aglutinagao
(agregacéo) direta de hemécias que estejam sensibilizadas com anticorpos IgG
humanos e/ou fatores de complemento C3 (C3d e C3b). A ndo ocorréncia de
aglutinagdo (auséncia de agrupamento) indica, geralmente, a auséncia de
anticorpos IgG humanos sensibilizantes e fatores de complemento C3 (C3d e
C3b) em hemécias humanas (consulte LIMITAGOES).

REAGENTES

Os reagentes Lorne AHG Elite Clear e AHG Elite Green contém anticorpos anti-
1gG derivados de coelhos com atividade ndo especifica removida por adsorcéo e
anticorpos IgM monoclonais de camundongo anti-C3d, clone BRIC-8. Os
anticorpos estéo diluidos numa solucédo tamponada contendo albumina bovina.
Os reagentes ndo contém nem consistem em substancias cancerigenas,
mutagénicas ou téxicas para a reprodugdo (CMR), substancias passiveis de
causarem a desregulagdo do sistema enddcrino nem substancias passiveis de
causarem sensibilizagdo ou uma reagao alérgica no utilizador. Cada reagente é
fornecido na diluicéo ideal para utilizagédo com todas as técnicas recomendadas
indicadas abaixo, sem necessidade de diluigdo ou acréscimo adicional. Para
obter informagdes sobre o nimero de referéncia do lote e o prazo de validade,
consulte o rotulo do frasco.

Reagente Linha/clone celular Cor Corante
utilizado
AHG Elite Clear 1gG anti-humana de Incolor Nenhum
coelho
BRIC-8 (Anti-C3d)
AHG Elite Green 1gG anti-humana de Verde Azul
coelho patenteado e
BRIC-8 (Anti-C3d) tartrazina

CONSERVAGAO

Apos rececdo, os frascos de reagente devem ser conservados entre 2-8 °C. A
conservagao prolongada a temperaturas fora deste intervalo pode resultar em
perda acelerada de reatividade do reagente. Este reagente foi submetido a
estudos de estabilidade durante o transporte a 37 C e —25 C, conforme descrito
no documento BS EN ISO 23640:2015.

COLHEITA E PREPARAGAO DE AMOSTRAS

As amostras devem ser colhidas de forma assética em EDTA, de modo a evitar
a ligagdo do complemento in vitro, e testadas logo que possivel. Caso néo esteja
disponivel EDTA, as amostras colhidas em ACD, CPD ou CPDA-1 séao
preferiveis as coaguladas. Se apenas estiverem disponiveis amostras
coaguladas, ndo as refrigere antes do teste.

PRECAUCOES

1.  Osreagentes destinam-se apenas a utilizagdo em diagndstico in vitro.

2. Se um frasco de reagente estiver partido ou apresentar fugas, elimine o
contetido imediatamente.

3. N&o utilize os reagentes ap6s o prazo de validade (consulte o rétulo do
frasco).

4. Nao utilize os reagentes se estiver presente precipitado.

5. Ao manusear reagentes deve utilizar-se vestuario de prote¢do, como luvas
descartaveis e uma bata de laboratério.

6. Os reagentes foram filtrados através de uma capsula de 0,2 um para
reduzir a carga biolégica, mas ndo séo fornecidos estéreis. Quando um
frasco é aberto, o contelido do mesmo devera manter-se viavel até ao fim
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do prazo de validade, desde que ndo exista turvacdo acentuada, a qual
pode indicar deterioragédo ou contaminagéo do reagente.

7.  Os reagentes contém <0,1% de azida de sédio. A azida de sédio pode ser
téxica se ingerida e pode reagir com tubagens de chumbo e cobre,
formando azidas metdlicas explosivas. Aquando da eliminagédo, enxague
com grandes volumes de agua.

8. Os materiais utilizados para produzir os produtos foram testados na origem
e demonstraram ser negativos para anticorpos contra o VIH 1, VIH 2 e
VHC, bem como para HBsAg, utilizando testes microbiolégicos aprovados.

9. Nenhum teste conhecido pode garantir que os produtos de origem humana
ou animal estdo isentos de agentes infecciosos. Deve ter-se cuidado na
utilizacéo e eliminacdo de cada frasco e respetivo contetdo.

ELIMINAGCAO DO REAGENTE E CONTROLO DE DERRAMES

Para obter informacdes sobre a eliminacdo dos reagentes e a descontaminacéo
de um derrame, consulte a Ficha de Dados de Seguranca de Materiais,
disponivel mediante pedido.

CONTROLOS E RECOMENDAGOES

1. Recomenda-se que seja testado um controlo positivo (anti-D fraco
<0,1 Ul/ml) e um controlo negativo (um soro inerte) em paralelo com cada
lote de testes. Os testes devem ser considerados invéalidos se os controlos
ndo apresentarem os resultados esperados.

2. As técnicas de antiglobulina apenas podem ser consideradas validas se
todos os testes negativos reagirem positivamente com hemécias
sensibilizadas com IgG.

3. Antes da utilizac8o, deixe o reagente aquecer até a temperatura ambiente.
Assim que o reagente tiver sido utilizado, volte a conserva-lo a 2-8 C.

4. Nas Técnicas recomendadas, um volume corresponde a cerca de 50 pl
quando é utilizado o conta-gotas do frasco fornecido.

5. A utlizacdo dos reagentes e a interpretacdo dos resultados devem ser
realizadas por pessoal qualificado e com a devida formagdo, de acordo
com os requisitos em vigor no pais onde os reagentes séo utilizados.

6. O utilizador tem de determinar a adequabilidade dos reagentes para
utilizagdo com outras técnicas.

REAGENTES E MATERIAIS NECESSARIOS

. Agente de lavagem de células Coombs.

. Tubos de teste de vidro (10 x 75 mm ou 12 x 75 mm).

. Hemécias sensibilizadas com IgG, p. ex., Lorne Coombs Control Cells
(nimero de catalogo: 970010).

. Anticorpos inertes, p. ex., Lorne Inert AB Serum (nimero de catélogo:
110010).

. Solugdo de baixa forca idnica (LISS): com 0,03 M de NaCl, 0,003 M de

NaHPO,: tampdo NaH,PO, com pH 6,7a 22°C + 1°C e 0,24 M de

glicina.

Solugdo PBS (pH 6,8-7,2) ou solugdo salina isoténica (pH 6,5-7,5).

Pipetas volumétricas.

Banho-maria ou incubadora de calor seco calibrada para 37 °C + 2 °C.

Anticorpos anti-D fracos, p. ex., Lorne Precise Weak Anti-D (nimero de

catalogo: 209005).

TECNICAS RECOMENDADAS
A. Técnicade antiglobulina direta (TAD)

1. Lave 1volume de hemacias (suspensdo a 2-3% em solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS) ou solugdo salina isoténica) 4 vezes com
solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) ou solucéo salina isoténica,
tendo o cuidado de decantar a solucdo salina entre lavagens e de
ressuspender cada botdo de células apds cada lavagem. Decante
completamente a solugéo salina apds a Gltima lavagem.
Adicione 2 volumes de Lorne AHG Elite a cada bot&o de células secas.
Misture bem e, em seguida, centrifugue todos os tubos durante
20 segundos a 1000 rcf (forga centrifuga relativa) ou utilizando um periodo
de tempo e uma forca alternativos adequados.
4. Com cuidado, proceda a ressuspensdo do botdo de hemaécias e leia
macroscopicamente para detecédo de aglutinacéo.

B. Técnicade antiglobulina indireta (NISS IAT)

wnN

1. Prepare uma suspensdao a 2-3% de hemécias em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS) ou solugéo salina isoténica.

2. Coloque num tubo de teste rotulado: 2 volumes de soro de teste e
1 volume de suspenséo de heméacias.

3. Misture bem e incube a 37 °C durante 15 minutos.

4.  Lave as hemécias 4 vezes com solugdo salina tamponada com fosfato
(PBS) ou solucéo salina isoténica, tendo o cuidado de decantar a solugao
salina entre lavagens e de ressuspender cada botdo de hemécias ap6s
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INTERPRETACAO DOS RESULTADOS DE TESTE

1. Positivo: a aglutinagdo de hemacias constitui um resultado de teste
positivo e dentro das limitacdes aceites do procedimento de teste,
indicando a presenca de 1gG e/ou complemento (C3d/C3b) nas hemacias.

2. Negativo: a ndo ocorréncia de aglutinagdo das heméacias constitui um

resultado negativo e dentro das limitagdes aceites do procedimento de
teste, indicando a auséncia de IgG e/ou complemento (C3d/C3b) nas
hemaécias.

Force. Recommendations for evaluation, validation and implementation of
new techniques for blood grouping, antibody screening and cross
matching. Transfusion Medicine, 1995, 5, 145-150.

APRESENTAGOES DISPONIVEIS DO REAGENTE

ESTABILIDADE DAS REACOES

1.  Os passos de lavagem devem ser realizados sem interrupgoes e os testes
devem ser centrifugados e lidos imediatamente apés a adicéo do reagente.

Tamanho NUmero de Testes por

do frasco catalogo frasco
Lorne AHG Elite 10 ml 415010 100
(Clear) 1000 ml 415000* 10 000
Lorne AHG Elite 10 mi 435010 100
(Green) 1000 ml 435000* 10 000

Os atrasos podem resultar na dissociagdo de complexos antigénio-
anticorpo, causando resultados negativos falsos ou fracos positivos.

Deve ter-se precaucdo na interpretagdo dos resultados de testes
realizados a temperaturas que néo as recomendadas.

LIMITACOES

1.

Hemacias com um teste de antiglobulina direta (TAD) positivo devido a um

revestimento de IgG ndo podem ser submetidas a tipagem pela técnica de

antiglobulina indireta.

Um teste de antiglobulina direta (TAD) positivo devido a sensibilizacao do

complemento pode néo refletir a fixacdo do complemento in vivo se as

células de teste forem de uma amostra coagulada refrigerada.

A lavagem inadequada de hemécias na técnica de antiglobulina indireta

pode neutralizar o reagente AHG.

Ap6s a conclusdo da fase de lavagem, a solugédo salina residual em

excesso pode diluir o reagente AHG Elite, reduzindo a poténcia do mesmo.

Um teste de antiglobulina direta negativo ndo exclui necessariamente o

diagnostico clinico de doenca hemolitica do recém-nascido ABO ou de

anemia hemolitica autoimune. Também ndo exclui necessariamente a

doenga hemolitica do recém-nascido, especialmente em caso de suspeita

de incompatibilidade ABO.

Também podem ocorrer resultados positivos falsos ou negativos falsos

devido a:

. Contaminagdo dos materiais de teste

. Inadequagédo da coservagdo, concentragdo de células, tempo de
incubacao ou temperatura

. Centrifugagdo inadequada ou excessiva

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO ESPECIFICAS

1.

Antes da libertagdo, cada lote destes reagentes foi testado utilizando os
métodos de teste recomendados indicados nestas Instru¢des de utilizacéo,
comparativamente com hemacias revestidas com anti-D, anti-K e anti-Fy?,
de modo a verificar a reatividade adequada. Os testes cumpriram os
requisitos de teste indicados na versao/edigéao atual das “Guidelines for the
Blood Transfusion Services in the United Kingdom” (Linhas de Orientacédo
para os Servigos de Transfusdo de Sangue no Reino Unido).

As poténcias dos reagentes anti-lgG e anti-C3d foram testadas
comparativamente com o seguinte padrdo de referéncia de poténcia
minima do Instituto Nacional de Padrdes e Controlos Biolégicos (NIBSC,
National Institute of Biological Standards and Controls):

. padréo de referéncia anti-AHG 96/666

A poténcia do reagente anti-C3d é demonstrada em testes que utilizam
células revestidas com C3d e C3b.

A presenca de aglutininas heteroespecificas contaminantes ou de
anticorpos contra o C4d foi excluida em testes que utilizaram hemacias de
todos os grupos ABO e células revestidas com C4d.

A reatividade de eventuais componentes anti-lgM, anti-lgA ou anti-cadeia
ligeira, que poderdo estar presentes, nédo foi comprovada.

O controlo de qualidade dos reagentes foi realizado utilizando hemaécias
com fenétipos que foram verificados por um centro de transfusbes de
sangue no Reino Unido e tinham sido lavadas com solugcdo salina
tamponada com fosfato (PBS) ou solugdo salina isotonica antes da
utilizacéo.

LIMITACAO DE RESPONSABILIDADE

1. O utilizador é responsavel pelo desempenho dos reagentes quando
utilizados em qualquer outro método que ndo os mencionados em
Técnicas recomendadas.

2. Eventuais desvios relativamente as Técnicas recomendadas devem ser
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validados antes da utilizagéo®.

*Esta apresentacdo é apenas para Utilizagdo em Fabrico Posterior (FFMU,
For Further Manufacturing Use), pelo que n&o possui a marca CE.
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