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UTILIZA(}AO PREVISTA:
| Para utilizagio em Sorologia de Grupos Sanguineos |

O GammaZyme-B ¢ indicado para utilizagdo num sistema de teste enzimatico de
uma fase, para a detegéo de anticorpos de grupo sanguineo.

RESUMO DO TESTE: As enzimas proteoliticas, dentre elas a bromelina, possuem a
capacidade de modificar os glébulos vermelhos, de tal modo que possibilitam a
aglutinagao direta por parte de alguns anticorpos IgG, quando suspensos em meio
salino. Considera-se que o efeito é devido, em parte, a remogao do &cido sidlico da
membrana, reduzindo assim a carga superficial resultante e diminuindo a repuls&o
entre anticorpo e antigeno [1]. Os fatores que contribuem para este efeito, podem
incluir a clivagem ou a remogdo de cadeias polipeptidicas, provocando uma
diminuigdo do impedimento estéreo e resultando possivelmente na exposigdo de
mais locais antigeno, conduzindo a um aumento de captagao de anticorpo [2].

O tratamento enzimético dos gldbulos vermelhos para utilizagdo num procedimento
de detegéo de anticorpos pode ser realizado como um teste de uma ou de duas
fases. O método de uma fase envolve incubar em conjunto o soro a ser testado, a
enzima a ser utilizada e os glébulos vermelhos a serem tratados, enquanto no
método de duas fases, os gloébulos vermelhos séo primeiramente lavados e depois
pré-tratados com a enzima escolhida, que € posteriormente lavada antes dos
glébulos vermelhos tratados serem incubados com o soro. A abordagem de uma fase
possui algumas desvantagens importantes. Estas incluem a inibicdo do efeito da
enzima nos globulos vermelhos devido a presenga de inibidores de enzimas no soro
humano, bem como a tendéncia das enzimas proteoliticas clivarem a molécula de
imunoglobulina. A técnica de duas fases é considerada geralmente mais sensivel do
que um procedimento de uma fase, contudo, a sua realizagéo € menos conveniente.
Se for utilizado um método de uma fase, a bromelina é a enzima mais
frequentemente escolhida, uma vez que parece ser menos suscetivel aos efeitos
inibidores do soro humano.

Alguma atividade antigénica do grupo sanguineo (especialmente dos antigenos M,
N, Fya, Fy e Xg?) é diminuida, de modo acentuado, pelo tratamento com protease,
mas os antigenos Rh, P, Lewis e Kidd apresentam reatividade aumentada,
especialmente em testes diretos de aglutinagdo apés a incubagdo. A mesma
reatividade aumentada pode nem sempre ser observada na fase antiglobulina com
todos os anticorpos mas, por outro lado, um teste indireto de antiglobulina realizado,
apos a incubagao, com glébulos vermelhos, tratados com enzima, é reportado como
sendo a técnica mais sensivel para detectar certas especificidades. Quando o
complemento esta presente no sistema de teste, alguns anticorpos anti-eritrocitarios
(principalmente anti-Le?, anti-Jk?, anti-Vel, anti-P e anti-PP1PK, assim como anti-A e
anti-B) podem mostrar uma tendéncia para hemolisar glébulos vermelhos positivos
para o antigeno. Esta tendéncia é consideravelmente aumentada pelo tratamento
enzimatico dos gldbulos vermelhos, e sera portanto, observada mais frequentemente
num sistema de teste enzimatico.

PRINCIPIO DO TESTE: A utilizacdo de bromelina num procedimento de teste de
uma fase aumenta a reatividade de alguns antigenos eritrocitarios, melhorando desta
forma, a detegdo dos anticorpos correspondentes. Ao mesmo tempo, alguns
antigenos eritrocitarios, ficam inativos pelo tratamento com bromelina, o qual diminui
a reatividade dos glébulos vermelhos com anticorpos correspondentes. Estas
caracteristicas podem ser aplicadas para facilitar a detegéo de exemplos fracos de
determinados anticorpos e para auxiliar no reconhecimento de misturas de
anticorpos, por inibigdo da reatividade de determinadas especificidades.
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Antes de utilizar o produto verifique se a versdo desta Instrugdo de Uso
corresponde a versdo informada na embalagem do produto. Para obter as
Instrugdes de Uso também em formato impresso, sem custo adicional, contatar
o Servigo de Atendimento ao Consumidor através do SAC 0800-707-3855 ou
através do e-mail fresenius.br@fresenius-kabi.com

REAGENTE: GammaZyme-B é uma solugéo estabilizada de bromelina preparada
num diluente tamponado que contém azida sédica com uma concentragdo final de
0,1% como conservante.

PRECAUGOES:

Para utilizagdo em diagndstico in vitro. Armazenar entre 1°C e 10°C entre utilizagdes.
N&o congelar nem permitir que esteja a temperatura ambiente durante periodos
prolongados, pois pode ocorrer perda de reatividade. N&o diluir. N&o utilizar apés o
prazo de validade. Pode desenvolver-se uma mudanga de cor durante o periodo de
validade. No entanto, a descoloragdo que exceda uma cor ambar ou o
desenvolvimento de turvagéo, podem ser sinais de deterioragao do produto. Deverédo
ser tomadas precaugbes no sentido de minimizar a contaminagdo durante a
utilizagéo deste produto.

| Rejeitar se apresentar turvagéo |

Este reagente contém 0,1% de azida sodica.
Aviso: H302 nocivo se ingerido.

Aviso: A azida sédica pode reagir com encanamentos de cobre e chumbo e formar
compostos metalicos altamente explosivos. Se for despejada em um lavatério, lave
com uma grande quantidade de agua para evitar que a azida se acumule.

| Rejeitar se apresentar turvagéo

ATENCAO: A EMBALAGEM DESTE PRODUTO (CONTA-GOTAS) PODE
CONTER BORRACHA NATURAL SECA

Para obter precaugdes especificas associadas ao método automatizado de teste de
grupo sanguineo, consulte as informagdes fornecidas no manual de operagéo do
equipamento.

COLETA E PREPARAGAO DA AMOSTRA: N&o é necessaria qualquer preparagao
especial do paciente para a coleta da amostra. O sangue deve ser coletado utilizando
uma técnica asséptica e deve ser testado logo que possivel. As amostras que nao
possam ser testadas imediatamente, devem ser armazenadas entre 1°C e 10°C. Os
glébulos vermelhos a serem tratados com bromelina, devem ser de amostras de
sangue coletadas num anticoagulante adequado (EDTA, heparina ou oxalato),
armazenadas ha ndo mais de 48 horas entre 1°C e 10°C, de um dador de sangue
ou de Reagentes de Globulos Vermelhos comerciais que se encontrem na validade,
ou de sangue coagulado ha até 21 dias. O soro ou plasma a serem testados através
de um procedimento de teste de uma fase com bromelina, devem ser separados
assim que possivel apds a coleta. No caso de se tratarem de amostras de pacientes
ou potenciais recetores de transfus&o, sé podem ser conservadas durante o tempo
permitido pela legislagdo em vigor.

Para teste(s) automatizados de grupos sanguineos que utilize(m) GammaZyme-B,
consultar o(s) folheto(s) informativo(s) do(s) Reagente(s) de Grupo(s) Sanguineo(s)
aplicavel(eis) no que diz respeito a coleta e preparacdo de amostras.

PROCEDIMENTO:

Materiais Fornecidos: GammaZyme-B

Materiais Adicionais Necessarios para o Método Manual: Tubos de teste
(12x75 mm ou 10x75 mm), pipetas, solu¢do salina isotonica ou salina isotdnica de
pH 6,5-7,5, tamponada com fosfato (aproximadamente 15 mm), banho de &gua a
37°C ou incubadora®, temporizador*, centrifuga*, um auxilio ético tal como uma lupa,




um espelho concavo ou um microscopio, globulina anti-humana contendo anti-IgG e
glébulos vermelhos com sensibilidade a IgG.

Materiais Adicionais Necessarios para o Método de Teste de Grupo Sanguineo
Automatizado: Galileo Neo* (conforme aplicavel).

Para outros materiais necessarios para o teste de grupo sanguineo automatizado,
consultar as informagdes fornecidas no manual de operagao do equipamento.

* E da responsabilidade do operador a validagao do dispositivo que escolher usar. A
validag&o dos resultados devera ser mantida como parte dos registos do laboratério,
para revisdo pelas entidades competentes de certificaggo.

METODO DE TESTE DE GRUPO SANGUINEO AUTOMATIZADO: Para a
execucdo de testes em microplaca com equipamento automatizado, consultar as
instrugdes fornecidas no manual de operagao do equipamento.

METODO DE TESTE MANUAL: Existe uma grande variagéo entre laboratorios no
que diz respeito ao método exato em que os testes de detegdo de anticorpos s&o
executados. Os métodos usados refletem normalmente preferéncias individuais
relacionadas com a razéo de soro para células, o tempo de incubacéo e o nivel de
prioridade atribuido as diferentes fases do teste. O procedimento de teste com
bromelina de uma fase descrito abaixo é o mais comumente utilizado. Pode ser
modificado conforme desejavel, sujeito a uma documentacéo adequada dos testes,
para provar a eficacia do método substituto.

1. Colocar duas gotas do soro ou plasma a ser testado num tubo de teste
devidamente rotulado.

2. Adicionar 1 gota de suspensdo de aproximadamente 3-4% dos globulos

vermelhos apropriados em solugao salina. Os glébulos vermelhos de dadores

podem ser lavados uma vez em solugéo salina antes de serem utilizados. Os
glébulos vermelhos reagentes comerciais podem ser utilizados diretamente do
frasco ou em conformidade com as instrugdes do fabricante.

Adicionar uma gota de GammaZyme-B e misturar bem.

4. Se desejar, a mistura de teste pode ser centrifugada e examinada para
hemdlise e/ou aglutinagdo conforme descrito nos passos 6 a 8, contudo, isto
de pouco servird uma vez que a enzima néo teve tempo suficiente para atuar
nos glébulos vermelhos.

5. Incubar durante 10 a 15 minutos a 37°C+1°C. A incubagdo até ao limite
maximo de tempo pode melhorar o tratamento enzimatico.

6. Centrifugar durante:

(@ 1 minuto a 1000 rpm (100 a 125 fcr) ou
(b) 15 segundos a 3400 rpm (900 a 1000 fcr) ou
(c) um tempo adequado a calibragéo da centrifuga.

7. Examinar a presenga de hemdlise e registar se esta estiver presente. NOTA:
Assumindo a auséncia de contaminacéo becteriana ou quimica, a hemolise
pode indicar uma reagdo antigeno-anticorpo. Na maioria das vezes, os
anticorpos com capacidade de produzir hemolise tém especificidade nos
sistemas de grupo sanguineo ABO, P, Lewis, Kidd e Vel. A capacidade dos
anticorpos para causar hemolise € aumentada pelo tratamento enzimatico.

8.  Voltar a suspender os glébulos vermelhos agitando gentilmente, examinar
macroscopicamente para aglutinaco e registar os resultados do teste.

9.  Sedesejado, agora é possivel realizar um teste de antiglobulina na mistura de
teste, conforme descrito nos passos 10 a 14 abaixo.

10.  Lavar os glébulos vermelhos com os tubos cheios de soro fisioldgico, pelo
menos trés vezes, tendo o cuidado de decantar o soro fisiolégico entre cada
lavagem e voltar a suspender completamente os globulos apés a adi¢éo de
soro fisiolégico para a lavagem seguinte. Decantar completamente, apés a
Gltima lavagem.

11.  Adicionar 1 ou 2 gotas de Globulina Anti-humana Gamma-clone® a cada
"botdo seco” de glébulos vermelhos ou seguir as instrugdes do fabricante da
Globulina Anti-humana. Foi reportado, que alguns reagentes de antiglobulina
podem demonstrar que ndo sdo especificos, quando usados com glébulos
vermelhos tratados com enzima[3]; no entanto, os reagentes comerciais de
Antiglobulina Humana atualmente disponiveis foram provavelmente testados
com glébulos tratados com enzima, antes da sua colocagéo no mercado, tendo
confirmado a sua especificidade.

12.  Centrifugar novamente todos os tubos , conforme indicado no passo 6.

13.  Voltar a suspender os glébulos vermelhos agitando suavemente e examinar
aglutinagdo. As reagdes negativas podem ser examinadas com um auxiliar
otico. Registar os resultados.

14.  Confirmar todos os testes negativos adicionando glébulos vermelhos
sensibilizados com IgG, tal como Checkcell® repetindo depois centrifugagéo e
leitura. Um resultado de teste positivo nesta altura indica que antiglobulina
ativa (anti-IgG) foi adicionada ao sistema de teste e que estava presente
quando o teste original de antiglobulina foi interpretado como negativo.

Legenda:
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Estabilidade da Reagdo: A fase de lavagem do teste de antiglobulina deve ser
executada sem interrupgdes e os resultados do teste devem ser interpretados
imediatamente apds a sua conclus&o.

CONTROLE DE QUALIDADE:

Método de Teste de Grupo Sanguineo Automatizado: Para a execug&o de testes
em microplaca com equipamento automatizado, consultar as informagdes fornecidas
no manual de operagéo do equipamento.

Método de Teste Manual: S&o essenciais controles apropriados na execugdo de
todos os procedimentos de laboratorio. Mais especificamente, em testes de soros
através de um procedimento de teste enzimatico, &€ recomendado utilizar um controle
autdlogo utilizando os proprios glébulos vermelhos do paciente como auxilio no
reconhecimento de autoanticorpos, a maioria dos quais s@o aumentados na sua
reatividade quando é aplicado um procedimento de teste enzimatico.

Com vista ao controle de qualidade de rotina, sugere-se a utilizagdo de um anticorpo
fraco (ou diluido) para testar a eficacia do procedimento de teste com bromelina de
uma fase em cada dia de utilizagdo. Deve ser escolhido um anticorpo que tenha
demonstrado reatividade aumentada num sistema de teste com enzimas. O anticorpo
de controle selecionado n&o deve ser um reagente de grupo sanguineo comercial
diluido em albumina bovina, uma vez que tem de ser representativo dos inibidores
de enzimas presentes no soro humano fresco que podem diminuir a eficacia do teste.

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS DO TESTE: A aglutinagéo e/ou a hemdlise
dos glébulos vermelhos de teste indicam a presenga de uma reacdo antigeno-
anticorpo. A n&o existéncia de aglutinagdo e hemolise indicam a auséncia de um
anticorpo anti-eritrocitario reativo por um procedimento de teste enzimatico e dirigido
a um antigeno presente nos glébulos vermelhos de teste. Se os glébulos vermelhos
tratados com bromelina ndo apresentarem reatividade, quando testados com um
soro que apresentou reatividade com os mesmos glébulos vermelhos néo tratados,
a explicagao pode ser, que o soro contém um anticorpo dirigido a um antigeno que
esta destruido ou inativo, por tratamento com protease.

Para o método de teste de grupo sanguineo automatizado, o instrumento interpreta
automaticamente os resultados do pogo da microplaca. Consultar o manual de
operagao do equipamento para obter informagdes especificas sobre a interpretagéo
dos resultados do teste automatico.

LIMITAGOES: Como em todos os testes sorolégicos, fatores como materiais
contaminados, tempo ou temperatura de incubagdo inadequados, centrifugagéo
imprépria ou ma interpretacdo das aglutinagdes, e desvios dos procedimentos de
teste recomendados, podem dar origem a resultados falsos. As técnicas enzimaticas
podem ser especialmente propicias ao aparecimento de reagfes duvidosas. O
aumento da sensibilidade ndo esta limitado a anticorpos clinicamente significativos,
estendendo-se também aos auto-anticorpos frios e quentes, que podem ser
demasiado fracos para a detecgdo com métodos convencionais. O aparecimento de
reatividade contra os globulos vermelhos do controle autélogo, também tratados com
bromelina, pode ser uma ajuda Utl no reconhecimento de auto-anticorpos.
Adicionalmente:

1. O elevado potencial dos glébulos vermelhos antigeno-positivo para serem
hemolisados por alguns anticorpos, se tratados enzimaticamente, deve ser
levado em consideragao, quando se interpretam os resultados dos testes, uma
vez que a falha no reconhecimento da hemolise como indicagdo de um teste
positivo, pode resultar na ndo detecgéo de anticorpos significativos.

2. Né&o deve ser usado um procedimento de teste enzimatico como o Unico método
para a detec@o de anticorpos anti-eritrocitarios irregulares, uma vez que alguns
antigenos s&o destruidos ou ficam inativos por tratamento enzimatico. Ao
mesmo tempo, uma vez que a destruigdo ou a inativagao destes antigenos pode
ser apenas parcial, alguns exemplos dos anticorpos correspondentes podem
continuar a apresentar reatividade com os glébulos tratados com enzima,
embora a um grau inferior, ao que pode ser observado com os mesmos globulos
nao tratados. Alguns exemplos de anti-S podem ser reativos com os glébulos S—
s+ (mas ndo com glébulos S-s-)ap6s o tratamento enzimatico.

3. O armazenamento impréprio deste produto pode levar & perda de reatividade
antes do fim do prazo de validade.

4. E possivel observar alguma descoloragdo dos glébulos vermelhos quando o
produto é utilizado pelo procedimento de teste descrito. Isto ndo prejudica a
sensibilidade do teste e pode ser ignorado.

5. Para obter limitagbes especificas associadas ao método de teste de grupo
sanguineo automatico, consulte as informagdes fornecidas no manual de
operacéo do equipamento.

CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE DESEMPENHO: Todos os lotes de
GammaZyme-B™ Solugdo Estabilizada de Bromelina sédo cuidadosamente



preparados e padronizados para produzir um aumento na reatividade com os
anticorpos Rh selecionados, quando utilizados com o procedimento de teste
recomendado neste folheto informativo.

Para obter mais informagdes ou apoio técnico, contate a Immucor pelo telefone 855-
IMMUCOR (466-8267) ou o distribuidor local.
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