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REAGENTE DE GRUPO SANGUINEO
Somente para uso diagnéstico in vitro — Pronto para uso

Anti-k, Anti-Kp® e Anti—Kpb: Para técnicas de antiglobulina indireta

SUMARIO

Os antigenos K, k, Kp®* e Kpb foram relatados em 1946, 1949, 1957 e 1958
respectivamente. O sistema de antigenos Kell esta totalmente desenvolvido ao
nascimento e o antigeno K é muito imunogénico. Anti-K, Anti-k, Anti-Kp® e Anti-
KpD estdo implicados em reagBes hemoliticas transfusionais e doenca hemolitica
do recém-nascido.
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PRINCIPIO

Os reagentes causam aglutinagéo indireta (clumping) das células vermelhas
teste que carregam o antigeno Kell correspondente, na fase antiglobulina do
teste. A auséncia de aglutinacédo geralmente indica a auséncia do antigeno Kell
correspondente (ver limitagGes).

REAGENTES

Os reagentes de grupo sanguineo Anti-Kell Lorne séo preparados a partir de
soro humano diluido em solucao de cloreto de sédio contendo potencializadores
macromoleculares e albumina bovina. Cada reagente é fornecido em uma
diluigdo 6tima para ser usado com todas as técnicas recomendadas, sem a
necessidade de diluicéo ou adigéo posterior. O numero de referéncia do lote e a
data de vencimento estéo impressos nas etiquetas individuais dos frascos.

CONDIGCOES DE ARMAZENAMENTO

Os frascos originais devem ser armazenados de 2-8° C. N&o congelar. O
armazenamento prolongado a temperaturas fora das especificagdes pode
resultar em perda acelerada da reatividade. O reagente permanece estavel por
até 7 dias quando submetido a temperaturas ndo superiores a 30°.C.

COLETA E PREPARACAO DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue colhidas com ou sem anticoagulante podem ser usadas
para tipagem antigénica. Se ocorrer algum atraso no teste, armazenar as
amostras a 2-8°C. As amostras colhidas em EDTA ou citrato devem ser
analisadas em 48 horas. As amostras colhidas em ACD, CPD ou CPDA-1
podem ser testadas até 35 dias apés a coleta. Todas as amostras devem ser
lavadas no minimo duas vezes com tamp&do PBS ou Solucéo Fisiolégica 0,9%
antes de serem testadas.

PRECAUCOES

1-  Oreagente é somente para uso em diagnéstico in vitro.

2- Se o frasco estiver rachado ou vazando descartar o contelido
imediatamente.

3-  Nao utilizar reagentes fora da data de vencimento (ver etiquetas).

4-  Nao utilizar os reagentes se houver presenca de precipitados.

5-  Durante a manipulagdo dos reagentes, deve-se utilizar equipamentos
de protecédo individual (EPI), como luvas descartaveis e aventais de
protecao (jalecos).

6- O reagente foi esterilizado por filtrag&o através de um filtro de 0.2 um
para reduzir a contaminagdo. Uma vez que o frasco for aberto, o
contetdo permanece viavel até a data de vencimento, desde que
ndo haja nenhuma turbidez que indique contaminagdo ou
deterioracéao.

7-  Este reagente possui <0,1% de azida sédica que pode ser toxica se
ingerida e pode reagir com encanamentos de cobre e chumbo
formando azidas explosivas. Ao descartar, fluir em grandes volumes
de agua.
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8-  Os materiais usados foram testados como negativos para HBsAg,
anticorpos de HIV 1+2 e HCV com técnicas microbioldgicas
aprovadas.

9-  Nenhum teste conhecido pode garantir que produtos derivados de
fontes animais ou humanas estejam livres de agentes infecciosos,
portanto, todo cuidado deve ser tomado no manuseio e descarte de
cada frasco e seu contetdo.

DESCARTE DO FRASCO DE REAGENTE E CONTEUDO

Para informagdo de descarte do reagente e descontaminagdo, seguir as
disposicbes da resolugdo sobre o regulamento técnico para gerenciamento de
residuos de servicos de saude, bem como outras praticas de biosseguranca
equivalentes, vide revisdo em vigor.

Caso necessario, consultar o MSDS (Material Safety Data Sheets) que pode ser
disponibilizado quando requerido.

CONTROLES E AVISOS

1. Recomenda-se que sejam testados um Controle Positivo (idealmente
células heterozigéticas) e um Controle Negativo em paralelo a cada
bateria de testes. O teste deve ser considerado invalido se os
controles ndo demonstrarem os resultados esperados.

2. As técnicas de antiglobulina podem ser consideradas vélidas se
todos os testes negativos reagirem positivamente com células
vermelhas sensibilizadas por 1gG.

3. Nas Técnicas Recomendadas um volume corresponde a
aproximadamente 40 pl, quando usando o conta-gotas fornecido
com o frasco.

4. O uso dos reagentes e a interpretacdo dos resultados devem ser
realizados por pessoal treinado e qualificado, de acordo com os
requerimentos do pais onde o reagente esta sendo usado.

5. O usuario deve determinar a adequacao do reagente para o uso em
outras técnicas.

MATERIAL NECESSARIO

. Globulina anti-humana, Lorne Polyspecific AHG Elite ou anti-lgG,

Lorne Anti-lgG monospecific.

Lavador de células Coombs.

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

Hemacias sensibilizadas com IgG.

Tampao salina fosfato (PBS)-NaCl 0,9% pH 7.0 + 0.2 & 22°C + 1°C

ou Solugéo Fisiolégica 0,9%.

. Controle de hemécias positivo (idealmente heterozigéticas) e
negativo.

. Centrifuga de tubos teste.

. Pipetas volumétricas.

. Banho-maria ou incubadora de calor seco equilibradas a 37°C + 2°C.

TECNICAS RECOMENDADAS

TECNICA DA ANTIGLOBULINA INDIRETA (IAT)

1.  Preparar uma suspenséo a 2-3% de células vermelhas teste lavadas
em PBS ou Solucéo Fisioldgica 0,9%.

2. Colocar em um tubo teste etiquetado: 1 volume do reagente Kell
Lorne e 1 volume de suspenséao de células vermelhas teste.

3. Misturar cuidadosamente e incubar a 37° C por 15 minutos.

4. Lavar as células vermelhas teste 4 vezes com PBS ou Solucédo
Fisiolégica 0,9%, cuidando para decantar a salina entre as lavagens
e ressuspender cada base de células vermelhas apés cada lavagem.
Decantar completamente a salina ap6s a Ultima lavagem.

5.  Adicionar 2 volumes de antiglobulina humana ou anti-lgG a cada
base de células.

6. Misturar cuidadosamente e centrifugar todos os tubos durante 20
segundos a 1000 rcf ou por um tempo e forca alternativos
adequados.

7. Ressuspender suavemente o botdo de células vermelhas e examinar
macroscopicamente a presencga de aglutinagéo.

8. Confirmar a validacdo de todas as reagfes negativas com células
vermelhas sensibilizadas com IgG.
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INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

1.

Positivo: A aglutinagdo das células vermelhas teste constitui um
resultado positivo e, dentro das limitagbes aceitas para o
procedimento, indica a presenca do antigeno Kell apropriado nas
células vermelhas teste.

Negativo: Nenhuma aglutinagéo das células vermelhas teste constitui
um resultado negativo e, dentro das limitagSes aceitas para o
procedimento, indica a auséncia do antigeno Kell apropriado nas
células vermelhas teste.

ESTABILIDADE DAS REACOES

1.

As etapas de lavagem devem ser completadas sem interrupgao e os
testes devem ser centrifugados e lidos imediatamente apés a adi¢édo
do reagente. Atrasos podem resultar na dissociacdo dos complexos
antigeno-anticorpo, levando a resultados falso- negativos ou
positivos fracos.

Deve-se ter cuidado na interpretacdo dos resultados dos ensaios
realizados em temperaturas diferentes das recomendadas.

LIMITACOES

1.

2.

Eritrécitos com um DAT positivo devido a um revestimento de 1gG
ndo podem ser tipificados pela técnica de antiglobulina indireta..
Anticorpos direcionados a antigenos de baixa frequéncia podem
ocorrer como contaminantes insuspeitos em anti-soros de grupos
sanguineos. Adicionalmente, certos antigenos (Bg, Sd®) podem estar
presentes em um estado exacerbado nas células vermelhas. Este
fendmeno pode ser fonte de reagdes falso-positivas raras, que
podem ocorrer com mais de um lote de uma determinada
especificidade.

N&o é possivel a auséncia de todos os anticorpos contaminantes,
pois as células vermelhas que carregam antigenos de baixa
frequéncia ou antigenos exacerbados ndo estdo sempre disponiveis
para teste.

A supressdo ou expressdo diminuida de certos antigenos de grupo
sanguineo pode aumentar as reagdes falso-negativas, portanto todo
cuidado deve ser tomado na determinagdo de genétipos baseados
nestes resultados.

Resultados falso-positivos ou falso-negativos podem ocorrer devido
a:

Contaminacgdo do material a testar

Concentragéo celular inadequada

Tempo de incubacéo ou temperatura inadequada
Centrifugagéo inadequada ou excessiva.

Armazenamento inadequado dos materiais de teste

Desvio das técnicas recomendadas

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO ESPECIFICAS

O reagente foi caracterizado pelos procedimentos mencionados nas
Técnicas Recomendadas.

Antes de ser liberado, cada lote de Anti-K, Anti-k, Anti- Kpa e Anti-
Kpb Lorne é testado pelas Técnicas Recomendadas contra um
painel de células vermelhas antigeno-positivas, para assegurar
reatividade adequada.

A presenga de anticorpos contaminantes contra antigenos com uma
incidéncia de 1% ou mais dentro de uma populacdo randomizada foi
excluida tanto em testes empregando células vermelhas antigeno-
negativas apropriadas, bem como em testes empregando o0s
reagentes previamente absorvidos para a remogéo de interferentes
especificos.

Anticorpos contra Xga, Doa, Yta, Cob, Wra, Bga, e Vw ndo podem
ser excluidos no teste de especificidade de rotina e a detecgcdo
dependerd da disponibilidade de células teste apropriadas. Isso
também pode ser dito de Ytb, Mg e Vw e outros antigenos de baixa
frequéncia que ndo podem ser excluidos no teste de especificidade
de rotina e a detecg¢éo dependera da disponibilidade de células teste
apropriadas.

O Controle de Qualidade destes reagentes foi realizado usando
células vermelhas lavadas com tampao PBS ou Solugdo Fisiolégica
0,9% antes do uso.

Os reagentes estdo de acordo com recomendacdes do Ultimo artigo
Guia de Transfuséo de Sangue de United Kingdon.

GARANTIA

O usuério é responsavel pelo desempenho dos reagentes e outras técnicas ndo
recomendadas. Qualquer desvio das Técnicas Recomendadas deve ser
validado antes do uso (6).

Estas instrugbes de uso devem ser lidas atentamente antes da utilizagdo do
produto e as instrugdes nela contidas devem ser rigorosamente cumpridas. A
confiabilidade dos resultados do ensaio ndo podera ser garantida em caso de
desvio as instrugdes.
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APRESENTACOES

1X2mL

Anti-k 10 X2 mL

1X2mL

H a
Anti- Kp 10X 2 mL

1X2mL

N b
Anti- Kp 10X2mL
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