Soro Anti-A, Anti-B e Anti-AB

Anticorpos Monoclonais para Tipagem Sanguinea

ANVISA: 10159820204

Introducao

O sistema ABO descoberto por Landsteiner em 1901 é representado
por quatro grupos principais, A, B, A/Be O.

O grupo sanguineo de um individuo é determinado pelo teste das
hemacias com Anti- A e com Anti-B. O uso adicional do reagente
Anti-AB Ebram facilita o reconhecimento de certos subgrupos raros
e também para confirmagéo do grupo sanguineo ABO. Os anticorpos
Anti-A e Anti-B podem causar sérias reagdes hemoliticas transfusio-
nais assim como a Doenca Hemolitica do Recém Nascido. Sendo
assim, existe a necessidade de se testar tanto o sangue do receptor
quanto do doador para a presenga dos antigenos A e/ou B.

Qualquer discrepancia entre os resultados da tipagem direta e rever-
sa devem ser investigados antes de registrar os resultados

Principio do teste

Os reagentes causam aglutinagéo direta macroscdpica das hemécias
que carregam os antigenos correspondentes. As hemécias que pos-
suem o antigeno B se aglutinam quando misturadas ao reagente Anti-B
e as hemacias que possuem o antigeno A se aglutinam quando mistu-
radas ao reagente Anti-A.

O teste adicional empregando-se o reagente Anti-AB facilita o reco-
nhecimento de subgrupos raros de baixa reatividade, aglutinando as
hemacias dos grupos A,B e AB mas ndo as do grupo O.

Descricao dos reagentes

Este reagente foi obtido através de linhagens de células de hibrido-
ma de camundongo em cultura de célula, contém em sua formula-
cdo 0/1% de azida sédica como conservante e anticorpos monoclo-
nais cujo os clones sdo Anti-A: 11H5; Anti-B: 6F9; Anti-AB: 5E10 + 2D7.
S3o reagentes diagndsticos para uso “in vitro”, por quaisquer proce-
dimentos técnicos descritos nesta instrugdo de uso .

Utilizar o reagente com cuidado para manter a esterilidade dos pro-
dutos. Ndo utilizar os reagentes que apresentarem turvagdo. Nao
pipetar com a boca

O produto é fornecido em frascos de 10 mL acompanhado de conta gotas.

Anti-A céd. 100 liquido azul

Anti-B céd. 101 liquido amarelo

Anti-AB céd. 102 liquido levemente amarelado
Armazenamento

O reagente deve ser armazenado entre 2 - 8°C. Nao congelar ou ex-
por o produto a temperaturas elevadas.

Cuidados e precaugoes

1. N&o utilizar o produto apds a data de vencimento
2. N&o reutilizar os frascos vazios.
3. O reagente contém azida de Sédio que pode reagir com co-

bre e chumbo dos encanamentos formando sais explosivos.
No descarte, diluir com grande quantidade de agua para im-
pedir a formagado destes compostos.

4. Os materiais de origem biolégica devem ser considerados
como potencialmente infectantes. Devem ser estabelecidos
métodos adequados para manuseio e descarte equivalentes
aos utilizados no descarte das amostras.

Coleta e preparo das amostras
N&o é necessario nenhum preparo especial do paciente para a coleta
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da amostra. O sangue deve ser colhido com técnica asséptica, com
ou sem anticoagulante e o soro separado o mais breve possivel para
realizagdo dos testes.

As hemdcias obtidas de codgulo podem ser tipadas em 5 dias apds
sangria. As amostras coletadas em EDTA ou Heparina devem ser
tipadas em até 48 horas. Se a demora para a execugao do teste for
inevitavel, hemécias de sangue coagulado e as colhidas em EDTA
ou heparina devem ser separadas do soro/plasma, lavadas e res-
suspendidas em solugado preservativa de glébulos. Estocar a 2°-8°C
por no méximo 20 dias. O armazenamento prolongado de hema-
cias antes da execug3o do teste pode causar deterioragdo de anti-
genos e resultar em reagdes mais fracas.

Procedimento para teste
. Técnicaem Lamina:

1. Preparar a suspensgo de eritrécitos a 10% em solugéo fisiold-
gica 09%.
2. Colocar uma gota do reagente Ebram na lamina & tempera-

tura ambiente (20° a 25°C)

3. Adicionar uma gota da suspens&o de eritrdcitos.

4. Misturar o reagente com a suspensdo em uma area de 2 x 2
cm.

5. Movimentar gentilmente a lamina para promover a mistura e
examinar a presenga ou nao de aglutinagdo.

6. Os testes que ndo apresentarem aglutinagéo, deverdo ser
observados por 2 minutos e ndo mais. Ndo interpretar seca-
gem periférica como aglutinagao.

Técnica em Tubo:

1. Preparar uma suspensdo a 3 - 5% das hemécias a serem tes-
tadas, em solugdo fisiolégica 0,9%, em seu préprio soro ou
plasma.

2. Colocar uma gota dos reagentes Ebram em um tubo devida-
mente identificado.

3. Acrescentar uma gota da suspenséo ao tubo. Misture bem o
contetdo

4. Centrifugar por 15 segundos a 3400 rpm (900 - 1000g) ou 1
minuto a 1000 rpm (100 - 125g)

5. Examinar a auséncia de hemdlise e ressuspender o botdo
de hemécias, agitando delicadamente o tubo, observando a
presenca ou ndo de aglutinagdo.

6. Graduar e registrar os resultados

Obs: A calibragédo adequada das centrifugas é imprescindivel para a

garantia da qualidade dos resultados.

Os testes para classificagdo ABO nunca devem ser incubados a 37°C.

Interpretacgao dos resultados

Positivo: Excluindo-se as limitagdes do teste, a aglutinagédo dos
eritrécitos pelo reagente indica a presenga de antigeno correspon-
dente.

Negativo: Excluindo-se as limitagdes do teste, a auséncia de aglu-
tinagdo dos eritrdcitos pelo reagente indica a auséncia de antigeno
correspondente.

A tabela seguinte fornece os padrdes de reagdes dos fenétipos
ABO mais comuns.



Classificagéo Direta Classificagdo reversa Grupo
Anti-A Anti-B Anti-AB Al B ABO
+ 0 + [ + A
0 + + + 0 B
0 0 0 + + (0]
+ + + (0] 0] AB

Obs: Qualquer discrepancia entre a prova direta e a prova reversa deve
ser resolvidas antes da liberagéo do resultado de gupo sanguineo.

leltagoes do teste
Reagdes fracas podem ocorrer quando: recém-nascidos que
n3o tenham antigenos A ou B bem expressos, nas leucemias
e outras doengas malignas, pacientes recentemente trans-
fundidos e detecgéo fraca das variantes A ou B que requerem
leitura microscépica.
Na presenga de crioaglutininas, lavar os eritrécitos de 4 a 6
vezes com solugdo fisiolégica 0,85% aquecida a 37°C, para
permanecer somente os caracteres ABO.
O antigeno B pode ser ocasionalmente adquirido em pacien-
tes do grupo A, devido a deacetilagdo do antigeno A por en-
zimas bacterianas, particularmente associadas com infecgao
intestinal. Estes pacientes serdo aparentemente AB com a
presenga de anti-B no sangue. A redugdo do pH do sangue
para 6.0 reduziré ou eliminara o antigeno B adquirido.
Em algumas patologias é comum a formagao de aglutinagéo
das hemécias observadas a microscopia. Esta anormalidade é
causada por alteragdes na superficie das células. Este feno-
meno é habitualmente encontrado nas hiperproteinemias tais
como Mieloma Multiplo, Macroglobulenemia de Waldens-
trom, Sindrome de Hiperviscosidade e Cirrose.
Resultados falso-positivo ou reagdes fracamente positivas
podem ocorrer com amostras de sangue de subgrupos A e B
ou apos estocagem prolongada.
No teste em Iamina, as amostras de sangue heparinizado, san-
gue de pacientes tratados com expansores plasmaticos (por
exemplo, dextrano ou hidroxietilamido), bem como pacientes
com plasmocitoma (alto teor de proteina, alteragdes na com-
posicado de proteinas), doenga oncoldgica (hemograma pato-
l6gico) ou disfungdes de coagulagdo podem ocasionalmente
reagir pela formagao de rouleaux, o que pode ser confundido
com uma aglutinagéo fraca e pode ser interpretado incorre-
tamente como um resultado positivo. Para esses pacientes,
deve-se usar o teste do tubo, pois esse fenébmeno geralmente
nao é detectavel em suspensodes.
Variaveis relativas ao procedimento técnico, tais como: técni-
ca, suspensdes muito concentradas ou diluidas, centrifuga-
¢Ses ou incubagdes inadequadas, amostra e salina contami-
nadas ou vidraria suja podem causar falsas reagées positivas
ou negativas

#l Ebram Produtos Laboratoriais Ltda.

Rua Julio de Castilhos, 500 - Belenzinho - Sao Paulo - SP
Tel.: +55 1122912811 - CEP 03059-001 - IndUstria Brasileira
CNPJ.: 50.657.402/0001-31

Responsavel Técnica
Dra. Nadjara Novaes Longen - CRF-SP - 37451

SAC Ebram

Para mais informagdes, entrar em contato
com o SAC 0800 500 2424 ou (© 112574 7110
sac@ebram.com | ebram.com.br

Garantia

Este produto é garantido pela Ebram Produtos Laboratoriais Ltda
se conservado na temperatura recomendada, utilizado durante
o prazo de validade e seguindo recomendagdes do rétulo e dessa
instrugdo de uso.
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Suero Anti-A, Anti-By Anti-AB
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Anticuerpos monoclonales para la determinacion del grupo sanguineo

ANVISA: 10159820204

Introduccién

El sistema ABO descubierto por Landsteiner en 1901 esté represen-
tado por cuatro grupos principales, A, B, A/By O.

El grupo sanguineo de un individuo se determina analizando los
glébulos rojos con Anti-A y Anti-B. El uso adicional del reactivo An-
ti-AB Ebram facilita el reconocimiento de ciertos subgrupos poco
frecuentes y también la confirmacién del grupo sanguineo ABO.
Los anticuerpos Anti-A y Anti-B pueden causar graves reacciones
hemoliticas transfusionales, asi como la enfermedad hemolitica del
recién nacido. Por lo tanto, es necesario analizar tanto la sangre del
receptor como la del donante para detectar la presencia de los an-
tigenos Ay/oB.

Cualquier discrepancia entre los resultados de la tipificacion directa
e inversa debe investigarse antes de registrar los resultados

Principio de la prueba

Los reactivos provocan una aglutinacién macroscépica directa de los
hematies portadores de los antigenos correspondientes. Los glébulos
rojos portadores del antigeno B se aglutinan cuando se mezclan con el
reactivo Anti-By los glébulos rojos portadores del antigeno A se agluti-
nan cuando se mezclan con el reactivo Anti-A.

La prueba adicional que utiliza el reactivo Anti-AB facilita el recono-
cimiento de subgrupos raros con baja reactividad, aglutinando los
glébulos rojos de los grupos A, By AB pero no los del grupo O.

Descripcion de los reactivos

Este reactivo se ha obtenido a partir de lineas celulares de hibridoma
de ratén en cultivo celular, contiene azida sédica al 0]1% como con-
servante y anticuerpos monoclonales cuyos clones son Anti-A: 11H5;
Anti-B: 6F9; Anti-AB: 5E10 + 2D7.

Se trata de reactivos de diagndstico para uso "in vitro", por cualquiera
de los procedimientos técnicos descritos en estas instrucciones de
uso.

Utilice el reactivo con cuidado para mantener la esterilidad de los
productos. No utilice reactivos que estén turbios. No pipetear con
laboca

El producto se suministra en frascos de 10 mL con cuentagotas.

Anti-A c6digo 100  liquido azul
Anti-B cédigo 101 liquido amarillo
Anti-AB cbdigo102  liquido ligeramente amarillo

Almacenamiento

El reactivo debe almacenarse entre 2 - 8°C. No congelar ni exponer
a la intemperie. No congelar ni exponer el producto a altas tempe-
raturas.

Cuidado y precauciones

1. No utilizar el producto después de la fecha de caducidad
2. No reutilizar las botellas vacias.
3. El reactivo contiene azida sédica que puede reaccionar con

el cobrey el plomo de las tuberias formando sales explosivas.
Cuando se deseche, diluir con gran cantidad de agua para
evitar la formacién de estos compuestos.

4. Los materiales de origen biolégico deben considerarse po-
tencialmente infecciosos. Deben establecerse métodos
apropiados de manipulacién y eliminacién equivalentes a los
utilizados para la eliminacién de muestras.

Recogida y preparacion de muestras

No se requiere ninguna preparacion especial del paciente para la re-
cogida de muestras. La sangre debe extraerse asépticamente, con
o sin anticoagulante, y el suero debe separarse lo antes posible para
su anélisis.

Los GR obtenidos de codgulos pueden tipificarse en los 5 dias si-
guientes a su sangrado. Las muestras recogidas en EDTA o Hepa-
rina deben tipificarse en 48 horas. Si es inevitable un retraso en la
realizacién de la prueba, los GR procedentes de sangre coagulada y
los recogidos en EDTA o heparina deben separarse del suero/plas-
ma, lavarse y resuspenderse en una solucién conservante de célu-
las sanguineas. Conservar a 2°-8°C durante un maximo de 20 dias.
El almacenamiento prolongado de los hematies antes de realizar
la prueba puede causar el deterioro de los antigenos y dar lugar a
reacciones mas débiles.

Procedimiento de la prueba
. Técnica de portaobjetos:

1. Preparar una suspensién de hematies al 10% en solucién salina
al 09%.
2. Colocar una gota de reactivo de Ebram en el portaobjetos a

temperatura ambiente (20° a 25°C)

3. Afadir una gota de la suspension de eritrocitos.

4. Mezclar el reactivo con la suspensién en un dreade 2 x 2cm.

5. Mover suavemente el portaobjetos para promover la mezcla
y examinar la presencia o ausencia de aglutinacion.

6. Las pruebas que no muestren aglutinacién deben obser-
varse durante 2 minutos y no més. No interpretar el secado
periférico como aglutinacion.

Técnica del tubo:

1. Preparar una suspension al 3 - 5% de los hematies a analizar,
en solucién salina al 0,9%, en su propio suero o plasma.

2. Colocar una gota de reactivos de Ebram en un tubo debida-
mente etiquetado.

3. Afiadir una gota de la suspensién al tubo. Mezclar bien el con-
tenido

4. Centrifugar durante 15 segundos a 3400 rpm (900 - 1000g)
o 1minuto a1000 rpm (100 - 125g)

5. Examinar la ausencia de hemdlisis y resuspender el botén de
hematies, agitando suavemente el tubo, observando la pre-
sencia o ausencia de aglutinacioén.

6. Graduar y registrar los resultados

Nota: La calibracién adecuada de las centrifugas es esencial para ga-

rantizar la calidad de los resultados.

Las pruebas para la clasificacion ABO nunca deben incubarse a 37°C.

Interpretacién de los resultados

Positivo: Excluyendo las limitaciones de la prueba, la aglutinacion
de eritrocitos por el reactivo indica la presencia del antigeno cor-
respondiente.

Negativo: Excluyendo las limitaciones de la prueba, la ausencia de
aglutinacién de eritrocitos por el reactivo indica la ausencia del an-
tigeno correspondiente.

En la tabla siguiente se indican los patrones de reaccién de los fe-
notipos ABO més frecuentes.



Clasificacion directa Clasificacién inversa Grupo Garantia

Este producto esté garantizado por Ebram Produtos Laboratoriais
Anti-A Anti-B Anti-AB Al B ABO Ltda si se almacena a la temperatura recomendada, se utiliza den-
R o . o R A trq de lafechade cg\ducidat_ﬁyse siguen las recomendaciones de la
etiqueta y de estas instrucciones de uso.
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Nota: Cualquier discrepancia entre la prueba directa y la prueba inver-
sa debe resolverse antes de emitir el resultado del grupo sanguineo.

leltacmnes de la prueba

Pueden producirse reacciones débiles en los siguientes ca-
sos: recién nacidos que no presentan antigenos A o B bien
expresados, en leucemias y otras enfermedades malignas,
pacientes transfundidos recientemente y deteccién débil de
variantes A o B que requieren lectura microscopica.

En presencia de crioaglutininas, lavar los eritrocitos de 4 a 6
veces con solucién salina al 0,85% calentada a 37°C, de forma
que sélo permanezcan los caracteres ABO. 6
El antigeno B puede adquirirse ocasionalmente en pacientes .
del grupo A, debido a la desacetilacion del antigeno A por en-
zimas bacterianas, particularmente asociada a una infecciéon

. ] ; P 1993.
|ntesAt|naI. ESt,OS pacientes seran aparerjfemente AB con pre- 8. Mollison PL. Transfusién sanguinea en medicina clinica. 7th
sencia de anti-B en la sangre. La reduccién del pH de la sangre ediditon

a 6,0 reducira o eliminara el antigeno B adquirido. 9
En algunas patologias, es frecuente la formacién de aglutina- '
ciones de glébulos rojos observadas al microscopio. Esta ano-
malia esta causada por alteraciones de la superficie de las cé-
lulas. Este fenémeno es frecuente en hiperproteinemias como
el nlﬂieloma mL'JIt!pIe, l_a ma.croglobulinenjia de Waldenstrom, Simbolos universales utilizados en los envases
el sindrome de hiperviscosidad y la cirrosis. diagnéstico in vitro

Pueden producirse resultados falsos positivos o reacciones
débilmente positivas con muestras de sangre de los subgru-
pos Ay B o tras un almacenamiento prolongado.

En la prueba en portaobjetos, las muestras de sangre hepa-

rinizada, la sangre de pacientes tratados con expansores del W El contenido 8 Fecha de
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ca (hemograma patoldgico) o disfunciones de la coagulaciéon
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