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INDICAGOES DE UTILIZAGAO RECOMENDADAS

RESUMO

Moreschi descreveu inicialmente o principio do teste da antiglobulina em
1908'. Em 1945, Coombs, Mourant e Race aplicaram inicialmente os
principios deste teste a serologia de grupos sanguineos“. O teste da
antiglobulina constitui uma técnica sensivel para detectar imunoglobulina
humana e/ou componentes do complemento ligados a eritrécitos humanos.
Antiglobulina humana é um anticorpo produzido pelos animais em resposta a
imunizagdo deliberada com imunoglobulinas humanas purificadas ou
complemento (principalmente beta globulinas). Antiglobulina humana é
utilizada num Teste Directo de Antiglobulina (DAT) para detectar anticorpos
e/ou complemento ligados a glébulos vermelhos in vivo. Os resultados do
teste directo de antiglobulina podem apoiar no diagnoéstico de Anemia
Hemolitica Autoimune (AIHA), Doenga Hemolitica do Feto e Recém-nascido
(HDFN) e Reacgdes Hemoliticas Tardias a Transfusdo (DHTR). Um Teste
Indirecto de Antiglobulina (IAT) detecta imunoglobulina e/ou complemento
ligados a glébulos vermelhos in vitro, e constitui a base para uma ampla
variedade de testes de imuno-hematologia, incluindo: testes para D fraco (D"),
testes de correspondéncia cruzada, detecgéo e identificagdo de anticorpos de
grupo sanguineo inesperado e fenotipagem de glébulos vermelhos.

No quadro que se segue indicam-se as aplicagdes mais adequadas dos
reagentes antiglobulina humana Poliespecifica, Anti-lgG Monoespecifica e
Anti-C3d Monoespecifica disponiveis junto da Dominion Biologicals Limited.

— - - - o -
Aplicagées do Teste (-1gG. - C3d) (19G) (-C3d)
Investigagéo/diagnéstico de:

Doenga hemolitica do feto e recém- SIM SiM
nascido
Anemia hemolitica autoimune SIM SIM® SIM®
Reacgdes a transfusdo SIM SIM® SIM®
Sensibilizagéo de glébulos vermelhos SIM SIm° SIM®
induzida por farmacos
Identificagéo de revestimento na
superficie celular:
Geral SIM
Especifico SiM SIM
Testes de compatibilidade SIM sIM®
Detecgéo de anticorpos inesperados:
Soros de dadores SIM sIM®
Soros do doente SIM sIM°®
Detecgéo de antigénios de globulos
vermelhos: SIM SIM
Identificagéo de anticorpos de globulos
vermelhos inesperados:
Soro/Plasma SIM SIM®
Eluido SIM Sim
NOTAS:
a) Este reagente ndo deve ser usado como um reagente antiglobulina exclusivo.

As células devem ser testadas relativamente a presenca de IgG e C3d utilizando
Antiglobulina humana Poliespecifica (-IgG, -C3d) ou usando Anti-IgG e Anti-C3d
separados em testes simultdneos.

b) Foi referido que alguns anticorpos de grupo sanguineo inesperados sdo melhor
detectados quando o reagente Antiglobulina humana contém anti-lgG e anti-
comp. fo. A evidéncia cientifica actual indica que a utilizagédo exclusiva de
Anti-lgG monoespecifica para estes testes pode, em raras ocasides, impedir a
detecgéo de alguns anticorpos de grupo sanguineo.

PRINCIPIO

O teste da antiglobulina baseia-se no principio de detecgdo de complemento
ou IgG humano ligado a eritrécitos, através de anticorpos heteréfilos, como os
produzidos no coelho ou por hibridomas derivados de ratos imunizados.
A antiglobulina humana ira reagir com proteinas humanas, quer estas estejam
ligadas @ membrana de glébulos vermelhos ou presentes na fase liquida. Para
a detecgd@o especifica apenas de proteinas ligadas a glébulos vermelhos, é
necessario primeiro remover globulinas séricas livres mediante uma série de
procedimentos de lavagem sequenciais, visando garantir que estd apenas
presente globulina ligada a glébulos vermelhos para reagir com o reagente
antiglobulina humana. Desta forma, a antiglobulina humana ira ligar-se a
glébulos vermelhos sensibilizados e mediar a hemaglutinagéo directa.

REAGENTE

Antiglobulina Humana Anti-C3d NOVACLONE™ é preparada utilizando
sobrenadante de cultura celular contendo anticorpo monoclonal produzido pela
linha celular de hibridoma murino 139 4B4. Este reagente é formulado para
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reagir, de forma ideal, com células revestidas por C3 (C3b e/ou C3d).
O diluente utilizado para este reagente contém cloreto de sodio, albumina de soro
bovino e tampdes seleccionados. A azida de sédio é adicionada como agente
antimicrobiano.

Nao diluir - utilizar tal como fornecido.

Apenas para utilizagdo em diagnéstico profissional in vitro.

PRECAUGOES

Uma turvagéo acentuada poderé indicar contaminagéo bacteriana e/ou deterioragao
do reagente. A contaminagdo de antiglobulina humana com soro humano pode
provocar a neutralizagdo do reagente. Nao utilizar reagentes contaminados ou
frascos sem rotulos. Nao utilizar apoés o prazo de validade. Conservar entre 1 e
10 °C sempre que n&o estiver a ser utilizado. Nao congelar. Nao ingerir.

Deixar que o reagente atinja a temperatura ambiente (~18 e 25 °C) antes de
utilizar.

@A AZIDA DE SODIO E TOXICA. NAO INGERIR. A AZIDA DE SODIO
PODERA REAGIR COM TUBAGENS DE CHUMBO OU COBRE E FORMAR
AZIDAS METALICAS EXPLOSIVAS. AO ELIMINAR, FAZER CORRER AGUA EM
GRANDE QUANTIDADE PARA PREVENIR A ACUMULAGAO DE AZIDAS.

ESTE PRODUTO POSSUI COMPONENTES (SISTEMA CONTA-GOTAS) QUE
CONTEM LATEX DE BORRACHA NATURAL, CONHECIDA POR CAUSAR
REACCAO ALERGICA EM ALGUNS INDIVIDUOS.

TODOS OS REAGENTES DE GRUPAGEM DE SANGUE DEVEM SER
TRATADOS COMO POTENCIALMENTE INFECCIOSOS. NAO INGERIR.
A AUSENCIA DE VIRUS MURINOS NAO FOI DETERMINADA.

ESTE PRODUTO DEVE SER CONSIDERADO COMO SENDO DE RISCO
BIOLOGICO, DEVENDO A SUA ELIMINACAO CUMPRIR OS REQUISITOS
APLICAVEIS A ELIMINACAO DE MATERIAL BIOLOGICO PERIGOSO.

QUALQUER ALBUMINA BOVINA UTILIZADA NO FABRICO DESTE PRODUTO
PROVEM DE ANIMAIS DOADORES INSPECCIONADOS E CERTIFICADOS
PELOS NOSSOS INSPECTORES DE SERVICO VETERINARIO COMO
ESTANDO ISENTOS DE QUALQUER DOENCA. ESTE PRODUTO DE BASE
RUMINANTE E CONSIDERADO COMO APRESENTANDO UM RISCO
REDUZIDO DE EET (ENCEFALOPATIA ESPONGIFORME TRANSMISSIVEL).

COLHEITA DE AMOSTRAS

NZo é necessaria qualquer preparagdo especial do doente/dador antes da colheita
da amostra. As amostras de sangue devem ser colhidas mediante procedimentos
médicos aprovados. As amostras de sangue devem ser colhidas com ou sem
anticoagulante. Os glébulos vermelhos de amostras coaguladas ou amostras
anticoaguladas EDTA poderédo ser testadas durante um periodo de até 14 dias apés
a colheita'®. As amostras de sangue anticoagulado ACD, CPD e CPDA-1 podem ser
testadas até a respectiva data de validade. Todas as amostras de glébulos
vermelhos devem ser armazenadas adequadamente a 1-10 °C. Podera ser utilizada
uma solugao conservante de glébulos vermelhos para o armazenamento prolongado
de glébulos vermelhos. O armazenamento prolongado de glébulos vermelhos
anterior ao procedimento de teste podera resultar na deterioragdo dos antigénios
dos glébulos vermelhos e numa reacgdo de teste mais fraca do que o esperado.

Para prevenir uma fixagao significativa in vitro de complemento, o sangue anti-
coagulado deve ser colhido em EDTA, permitindo assim a detecgdo especifica da
sensibilizagdo ao complemento de glébulos vermelhos invivo. Outros
anticoagulantes tais como ACD, CPD, oxalato ou heparina podem ser menos
eficazes do que EDTA, mas continuam a ser aceitaveis para utilizagdo. Apos a
colheita, as amostras de sangue devem ser testadas o mais rapidamente possivel.
Caso s6 esteja disponivel sangue coagulado, este ndo deve ser colocado no
frigorifico antes da realizagdo do teste DAT (consultar Limitagdes do Procedimento
de Teste).

PROCEDIMENTO
Reagentes fornecidos: Antiglobulina Humana Monoclonal de Murino Anti-C3d
NOVACLONE™

Materiais e equipamento nao fornecidos:

Pipetas de transferéncia, solugdo salina isoténica (recomenda-se solugéo salina
com tampéo de fosfatos com pH de 6,5-7,5), incubadora/banho-maria a 37 °C
(#1°C), 12 x 75 mm ou 10 x 75 mm tubos de ensaio de vidro descartaveis, suportes
para tubo de ensaio, temporizador, centrifuga serologica (900-1000 rcf).

Outros materiais recomendados mas nao fornecidos: Células de controlo
sensibilizadas para C3, auxiliar optico.

METODO DE TESTE

PROCEDIMENTO DE TESTE DIRECTO DE ANTIGLOBULINA:

1. Lavar uma aliquota de glébulos vermelhos em teste pelo menos uma vez com
solugdo salina isoténica e preparar uma suspensao de glébulos vermelhos a
2-5 % em solugao salina.

2. Adicionar uma a duas gotas (~40-100uL) da suspenséo de glébulos vermelhos
a 2-5 % lavada a um tubo de ensaio adequadamente rotulado.



3. Lavar os globulos vermelhos pelo menos trés vezes com grande volume
de solugdo salina isotonica. Decantar completamente o sobrenadante
salino depois de cada lavagem e garantir uma nova suspensdo e
homogeneizagdo exaustivas dos globulos vermelhos com cada nova
adigéo de solugdo salina para as lavagens subsequentes.

4. Depois da lavagem final, decantar completamente o sobrenadante salino
para garantir a remogéo de toda a solugdo salina residual e um botéo
"seco" de globulos vermelhos resultante.

5. Adicionar duas gotas de Antiglobulina Humana Anti-C3d NOVACLONE™
a cada tubo contendo um bot&o 'seco' de glébulos vermelhos lavados.

6. Homogeneizar o tubo, suave mas exaustivamente, para voltar a
suspender os glébulos vermelhos.

7. Centrifugar:

a) 15 segundos a 900-1000 rcf.
b) ou centrifugagédo com forga equivalente.

8. Voltar a suspender com cuidado o botéo de globulos vermelhos e
examinar a existéncia de aglutinagéo.

9. Classificar e registar os resultados. (Pode ser utilizado um microscépio ou
outro auxiliar éptico para confirmar reacgées de hemaglutinagdo fracas ou
negativas).

10. Incubar o tubo durante 5-10 minutos a temperatura ambiente (~18-25 °C)

11. Centrifugar:

a) 15 segundos a 900-1000 rcf.
b) ou centrifugagao com forga equivalente.

12. Voltar a suspender com cuidado o botdo de glébulos vermelhos e
examinar a existéncia de aglutinagéo.

13. Classificar e registar os resultados. (Pode ser utilizado um microscépio ou
outro auxiliar éptico para confirmar reacgbes de hemaglutinagdo fracas ou
negativas).

*NOTA: A forga das reacgdes anti-complemento é aumentada depois de uma incubagéo de
5-10 minutos & temperatura ambiente (~18-25 °C) com nova centrifugagdo subsequente,
conforme se descreve em acima (passos 10 a 13).

"Nao é possivel recomendar uma tnica velocidade ou tempo de centrifugagdo para todos
os tipos de centrifugas ou aplicagbes de teste disponiveis. Cada laboratério devera calibrar
o respectivo equipamento de centrifugagao para determinar a velocidade e tempo de
centrifugacdo ideais que produzem a mais forte reacgdo de aglutinagdo com glébulos
positivos ao antigénio e permitir a ressuspensdo completa e simples de reacgdes negativas.

INTERPRETAGAO DE RESULTADOS

POSITIVO: A aglutinagdo de glébulos vermelhos na fase de teste de
antiglobulina do procedimento de teste directo de antiglobulina
constitui um resultado de teste positivo e, dentro das limitagdes
aceites do procedimento de teste, indica a presenca de
complemento (C3b e/ou C3d) nos glébulos vermelhos.

NEGATIVO: A auséncia de aglutinagdo de glébulos vermelhos na fase de
teste de antiglobulina de um procedimento de teste directo de
antiglobulina constitui um resultado negativo e, dentro das
limitagGes aceites do procedimento de teste, indica a auséncia de
complemento (C3b e/ou C3d) detectavel serologicamente nos
glébulos vermelhos.

ESTABILIDADE DA REACGAO:
Todos os resultados do teste deverao ser lidos e interpretados imediatamente
depois da centrifugagao.

CONTROLOS
Os testes de controlo adequados sdo essenciais para todos os
procedimentos de teste laboratoriais.

1. A aplicagédo de células de controlo sensibilizadas para o complemento (ou
seja, EC3b) para ajudar na confirmagdo da validade de testes
antiglobulina negativos pode constituir um controlo util para testes de
antiglobulina que utilizam reagentes antiglobulina humana anti-C3.
(Consultar as Instrugdes de Utilizagdo do fabricante em questdo para
células de controlo sensibilizadas para o complemento).

2. A especificidade e reactividade da antiglobulina humana podem ser
confirmadas por procedimentos de controlo de qualidade de rotina.
A antiglobulina humana Anti-C3d NOVACLONE™ pode ser testada contra
glébulos vermelhos sensibilizados com IgG e contra glébulos vermelhos
revestidos com C3b e/ou C3d para confirmar a auséncia de Anti-IgG e a
presenca de anti-C3 activo e especifico, respectivamente. Devem testar-
se em paralelo glébulos vermelhos ndo sensibilizados, como controlo
negativo. (Consultar as Instru¢des de Utilizagdo para as células de
controlo sensibilizadas para o complemento).

LIMITES DO PROCEDIMENTO DE TESTE

1. NOVACLONE™ Anti-C3d s6 contém actividade anti-complemento (anti-
C3d). Este reagente ndo pode ser usado para a detec¢do de anticorpos
IgG, IgM ou IgA. Este reagente pode ser usado associado, mas ndo em
substituicdo de um reagente antiglobulina humana poliespecifica.

2. Resultados DAT positivos associados a sensibilizagdo do complemento
podem néo reflectir a fixagdo do complemento in vivo se as células de
teste forem provenientes de uma amostra de sangue coagulada
previamente refrigerada.

3. A omisséo da fase de incubagdo de 5-10 minutos com nova centrifugagéao
subsequente (para a detecgéo ideal de sensibilizagdo do complemento
fraca no procedimento DAT) pode originar resultados fracos ou
falsamente negativos.

4. NOVACLONE™ Anti-C3d nédo é adequado para a detecgdo de Doenga
Hemolitica do Feto e Recém-nascido (HDFN) e ndo pode ser usado para
teste de D fraco (D").

5. Um resultado negativo de DAT n&o exclui necessariamente um
diagnéstico clinico de Doenga Hemolitica do Feto e Recém-Nascido
(HDFN) ou Anemia Hemolitica Autoimune (AIHA) ABO.

6. Alguns estados patologicos e terapéuticas farmacologicas podem estar
associados a testes directos de antiglobulina positivos.

7. Podem ocorrer resultados do teste de antiglobulina fracos ou falsamente
negativos devido a inactivagdo por proteina sérica humana residual apos
procedimentos de lavagem inadequados ou diluigho do reagente
Antiglobulina Humana associada a solugdo salina residual excessiva
decorrente de procedimentos de lavagem.

8. As reacgdes anti-complemento sdo caracteristicamente frageis; uma nova
suspensdo de globulos vermelhos demasiado vigorosa ou inadequada em
procedimentos de teste de antiglobulina pode produzir resultados fracos
ou falsamente negativos.

9. Atrasos do procedimento no desempenho do teste de antiglobulina pode
produzir resultados fracos ou falsamente negativos.

10. Outras variaveis tais como uma técnica inadequada, uma centrifugagao
ou incubagéo indevida, vidros incorrectamente lavados, pH de solugédo
salina errado e/ou materiais contaminados poderdo originar resultados
falsamente negativos ou falsamente positivos.

CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DO DESEMPENHO

Todos os lotes de Antiglobulina Humana Anti-C3d NOVACLONE™ foram testados
para garantir poténcia e especificidade de acordo com os métodos recomendados
pelo FDA dos EUA. A poténcia de Anti-C3d é avaliada em testes serol6gicos
efectuados com glébulos vermelhos especificamente revestidos com C3b e C3d, de

acordo

com os procedimentos de teste aprovados.

A especificidade definida é confirmada por testes contra células ndo sensibilizadas e
células revestidas com varias proteinas humanas. A auséncia de heteroaglutininas
contaminantes é confirmada em testes serolégicos contra células ndo sensibilizadas
de todos os grupos ABO. A auséncia de anti-IgG e anti-C4 detectaveis é confirmada
em testes serologicos contra células revestidas com IgG e C4b e C4d. Este
reagente reage especificamente com glébulos vermelhos revestidos com C3 (C3b
e/ou C3d) humano quando usado de acordo com as Instrugées de Utilizagdo
recomendadas.

Qualquer desvio as Indicagbes de utilizagdo recomendadas podera resultar num
desempenho menos ideal do produto. As modificagdes definidas pelo utilizador para
aos procedimentos de teste podem exigir validagao.
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A

ANTES DE UTILIZAR O PRODUTO, VERIFIQUE O NUMERO DA INSTRUGAO DE
USO E A VERSAO CORRESPONDENTE NA EMBALAGEM DO PRODUTO.

Para obter as instrugées de uso em formato impresso, sem custo adicional, contatar o

servigo de atendimento ao consumidor através do SAC 0800-707-3855 ou através do

email fi

kabi.com.
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