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Reagentes de determinacado de grupos sanguineos para a deteccdo do antigénio Fy? em eritrécitos humanos

Informacéo geral

O reagente Sanquin para a tipagem de sangue (o nimero de clone vem mencionado no certificado correspondente do documento de
andlise/autorizacdo, e no rétulo do produto) é preparado a partir dos sobrenadantes da cultura de linhas celulares de hibridoma estavel,
como em primeira-mao foi descrito por Kéhler e Milstein (Nature 1975). Este reagente monoclonal contém anticorpos humanos IgG e foi
especialmente seleccionado e desenvolvido para fornecer uma alternativa fidvel aos reagentes policlonais. Este reagente preenche os
requisitos dos padrdes e directrizes aplicaveis. As caracteristicas de desempenho encontram-se mencionadas nos documentos de
autorizacdo, que, a pedido, sdo fornecidos com o produto. O principio do teste é a técnica de aglutinacdo, baseada na reaccéo
antigénio/anticorpo. Recomenda-se vivamente a inclusdo de controlos positivos e negativos por cada série de determinacdes de grupo
sanguineo.

Precaucdes

Exclusivamente para o diagndstico in vitro. Os reagentes devem ser conservados a uma temperatura de 2-8°C. Os frascos danificados
ou com fugas ndo podem ser usados. Os reagentes (por abrir ou abertos) ndo devem ser utilizados para além do prazo de validade,
impresso no rétulo do frasco. NaNs a 0,1% (p/v) é usado como conservante. Apesar de todos os produtos sanguineos terem sido
testados quanto a presenca de doencas infecciosas, com resultado negativo, ndo pode presumir-se que os reagentes estejam isentos de
agentes infecciosos.

E necessario ter cuidado no uso e eliminacio de cada recipiente e do respectivo contetido. A turbidez pode indicar contaminacéo
microbiana. Para reconhecer a deterioracdo do reagente, recomenda-se o teste do reagente como parte do programa do controlo de
qualidade do laboratério, usando controlos apropriados. A eliminacao de residuos, depois de concluido o teste, deve ser efectuada de
acordo com as regulamentacdes do seu laboratério.

Colheita e preparacdo das amostras

As amostras de sangue devem ser colhidas assepticamente, com ou sem adicdo de anticoagulantes. Se houver atraso em testar as
amostras de sangue, a conservacao deve ser efectuada entre 2-8°C.

A preparacdo da amostra encontra-se descrita nos respectivos procedimentos do teste.

Procedimento do teste
Teste de antiglobulina indirecto (AGT — teste de Coombs indirecto)
Requisitos para os tubos: tubos de vidro de fundo redondo; dimensées 75 x 10/12 mm.

1. Preparar uma suspensao de células de eritrécitos a 3-5% para ser testada, em suspensado de soro fisiolégico isoténico.
2. Adicionar a um tubo de ensaio:

- 1 gota de reagente de AGT

- 1 gota de suspensédo de células a 3-5%

e misturar bem.

Incubar em banho-maria durante 15 minutos a 37°C.

Lavar o tubo trés vezes num excedente de soro fisiolégico isoténico. Decantar a ultima lavagem por completo.
Adicionar duas gotas de soro antiglobulina humana poli-especifico e misturar bem.

Centrifugar durante 20 segundos a 1000 rcf ou durante um periodo adequado a calibracdo da centrifuga.

Voltar a suspender as células através de agitacdo suave e proceder a leitura macroscépica quanto a aglutinacao.

Se ndo houver aglutinacéo visivel, adicionar 1 gota de Coombs Control Cells e repetir os passos 6 e 7; a reaccao deverd agora ser
positiva. Se o teste permanecer negativo, o resultado € invalido e o teste deve ser repetido.
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Interpretacéo
Uma reaccgao positiva (ou seja, aglutinacao) indica a presenca do antigénio correspondente. Uma reaccdo negativa (ou seja, sem
aglutinacao visivel) indica a auséncia do antigénio correspondente.

Ocorréncia Caucasianos Negréides
Fy? 66% 10%
LimitacGes

Resultados positivos inesperados devidos a: pseudo-aglutinacao, poli-aglutinacéo, auto-aglutinacdo, reaccdo de campo misto.
Resultados negativos ou fracos inesperados devidos a: antigénios fracos, reaccdo de campo misto, actividade reduzida do reagente.
Células variantes antigénicas podem causar reacgdes positivas ou negativas inesperadas em amostras previamente tipadas com
reagentes de grupagem sanguinea de fontes policlonais ou fontes monoclonais derivadas de outras linhas celulares.

Podem ocorrer resultados falsos positivos, ou falsos negativos, através da contaminacdo dos materiais de teste, ou de algum desvio da
técnica recomendada.



Eritrécitos revestidos in vivo com anticorpos IgG e/ou componentes de complemento serdo aglutinados pelo soro antiglobulina humana
poli-especifico e, consequentemente, causar um falso positivo na determinacédo de antigénios de grupos sanguineos. Para excluir esta
possibilidade, deve ser efectuado um TDA (teste directo de antiglobulina) & amostra antes da tipagem de antigénios de grupos
sanguineos.

Uma lavagem ineficaz dos eritrécitos a testar pode originar resultados falsos negativos, devido a neutralizacdo do soro poli-especifico
anti-humano pelas proteinas (IgG) que ainda estejam presentes no tubo.

Os reagentes Sanquin para determinacao do grupo sanguineo foram optimizados para serem utilizados com a técnica recomendada no
presente folheto informativo. Salvo indicacdo em contrério, a sua adequabilidade para utilizacdo com outras técnicas tera de ser
determinada pelo utilizador.
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Os produtos Sanquin tém garantia de desempenho conforme descrito nas instrucées de utilizacdo do fabricante original. E essencial uma
adesdo rigorosa aos procedimentos, configuracées de teste, reagentes e equipamento recomendados. A Sanquin declina qualquer
responsabilidade em caso de desvio em relacdo ao acima mencionado.



