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Utilizagéo:
As Referencells® (Pool de Glébulos Vermelhos) estdo indicadas para utilizagdo em testes de
grupagem ABO no soro em tubo e microplaca.

Resumo do Teste:

Devido a importancia dos grupos ABO na transfusdo, os testes para grupagem sérica
(grupagem reversa), empregando glébulos reagentes de grupos ABO conhecidos, séo
utilizados como um complemento a tipagem globular ou grupagem direta (utilizando Anti-A e
Anti-B)."3 Para detectar o anti-A ou o Anti-B, os testes para grupagem sérica tém que utilizar,
pelo menos glébulos vermelhos A1 e B. Reagentes de glébulos vermelhos de grupagem sérica
adicionais podem ser incluidos para ajudar na resolugdo de discrepancias da grupagem de
glébulos vermelhos e soro. Os gldbulos vermelhos A2 sdo habitualmente usados na
identificacdo do anti-A1, no soro de individuos do grupo A. Os gldbulos vermelhos do grupo O
sdo utilizados para identificagdo de aglutinagbes devidas a aglutininas ndo-ABO.

Principio do Teste:

O sistema ABO é o unico sistema de grupo sanguineo conhecido em que individuos, com
mais de 6 meses de idade, produzem anticorpos contra os antigénios de que estao isentos.
Como consequéncia, a grupagem ABO deve ser realizada nos globulos vermelhos e no soro.
O soro é sistematicamente testado contra globulos vermelhos reagentes Referencells. A
aglutinagéo dos gldbulos vermelhos reagentes A1, A2 ou B corresponde a um teste positivo e
¢ o resultado de uma reagéo entre um antigeno e o respectivo anticorpo. A néo existéncia de
aglutinacdo pode indicar ou a auséncia de anticorpo (desde que os glébulos vermelhos de
teste contenham o respetivo antigeno), ou que um anticorpo, se presente, estd em
concentracdes muito baixas para ser detectado pelo método soroldgico utilizado. O grupo
ABO de uma amostra de soro ou plasma devera estar em concordancia com o dos glébulos
vermelhos. A aglutinagdo com os glébulos vermelhos reagentes do grupo O, mostra a
presenca de anticorpos reativos a frio para além do anti-A e do anti-B e indica que as reagdes
obtidas com glébulos vermelhos do grupo A ou B, podem néo ser devidas ao anti-A ou anti-B,
respectivamente.

Reagentes:

Referencells € um pool de glébulos vermelhos reagentes, disponivel nas apresentages:
Referencells - 4 caracteriza-se por uma embalagem de quatro frascos, o cada um de glébulos
vermelhos dos grupos A1, A2,B e O.

Referencells - 2 caracteriza-se por uma embalagem de dois frascos, em cada um de glébulos
vermelhos dos grupos A1 e B.

Referencells - 1 caracteriza-se por uma embalagem com um dnico frasco, contendo glébulos
vermelhos do grupo A2.

Cada frasco contém uma suspensdo a 2-4% de uma pool de glébulos vermelhos C-D-E-,
preparada numa solugdo conservante tamponada, contendo adenosina e adenina para
retardar a hemdlise elou a perda de antigenicidade, durante o prazo de validade. Foi
adicionado EDTA para inibir a ativagédo do complemento e para prevenir a hemdlise, quando
os globulos vermelhos reagentes séo testados com soro fresco. S&o adicionados cloranfenicol
(0,25 mg/ml), sulfato de neomicina (0,1 mg/ml) e sulfato de gentamicina (0,05 mg/ml) como
conservantes. O diluente ndo interfere com a hemdlise mediada pelo complemento.

Né&o existe padrdo de poténcia dos EUA.

Precaugoes:

Para utilizagéo em diagnoéstico in vitro. O utilizador deve ler com atengdo as instrugées antes
de utilizar este produto.

NAO CONGELAR.

Armazenar entre 1-10 °C entre utilizagdes. N&o congelar nem expor a temperaturas elevadas.
Evitar a contaminacdo deste produto durante a utilizagdo. A contaminagéo ird afetar
adversamente o desempenho do produto durante a sua validade. Ndo utilize reagentes
contaminados. N&o utilizar apés do prazo de validade. Nao utilizar frascos com derramamento.
Nao utilizar frascos sem rétulo.

REJEITAR SE APRESENTAR HEMOLISE SIGNIFICATIVA.

ATENCAO: TODOS 0S PRODUTOS DE ORIGEM SANGUINEA DEVEM SER TRATADOS
COMO POTENCIALMENTE INFECIOSOS. A MATERIA-PRIMA  UTILIZADA NA
FABRICAGAO DESTE PRODUTO OBTEVE RESULTADOS NEGATIVOS QUANDO
TESTADA DE ACORDO COM OS TESTES ATUALMENTE EXIGIDOS PELA FDA. NAO
EXISTEM METODOS DE TESTE CONHECIDOS QUE POSSAM GARANTIR QUE
PRODUTOS DERIVADOS DE SANGUE HUMANO NAO IRAO TRANSMITIR QUAISQUER
AGENTES INFECIOSOS.

A EMBALAGEM DESTE PRODUTO (TAMPA CONTA-GOTAS) CONTEM BORRACHA
NATURAL SECA. PODE CAUSAR ALERGIA.

O formato para a data de validade € AAAA-MM-DD (ano-més-dia).

Coleta e Preparagdo da Amostra:

Coletar uma amostra de sangue usando uma técnica de flebotomia correta. Em testes
manuais € métodos semiautomaticos pode ser usado soro ou plasma fresco (EDTA, heparina,
ACD, CPD, CPDA-1, CP2D). Os testes devem ser realizados logo que possivel, apds a coleta,
para minimizar a possibilidade de ocorrerem reagdes falsamente positivas ou falsamente
negativas, devido a armazenamento improprio ou & contaminagéo da amostra. Amostras que
ndo possam ser testadas imediatamente devem ser armazenadas a 1-10 °C. Em alternativa, o
soro ou plasma pode ser separado dos gldbulos vermelhos e congelado. Os anticorpos
fracamente reativos podem deteriorar-se e tornar-se indetectaveis em amostras armazenadas
a temperatura ambiente durante alguns dias, antes de serem testadas, ou em amostras
armazenadas durante longos periodos a 1-10 °C. Nao utilizar amostras coletadas em tubos
com separadores de gel neutros. Podem ocorrer resultados positivos falsos com tais amostras.

Procedimento:
Materiais Fornecidos
1. Referencells em frascos de conta-gotas, prontos a serem usados

Todos os métodos:
1. Amostras do dador ou doente
2. Marcadores

Método em tubo:

1. Tubos de ensaio 10 x 75 mm ou 12 x 75 mm e um suporte de tubos

2. Pipetas

3. Centrifuga sorolégica*

4. Crondmetro

5. Soro fisiolégico isotdnico ndo tamponado, ou tamponado com fosfato (aproximadamente 15
mM), pH 6,5-7,5

Métodos em microplaca ou micropogos:

1. Pipetas ou sistema de pipetagem*

2. Microplacas, micropogos ou tira de hemaglutinagao/diluiao Immucor
3. Centrifuga®



4. Soro fisioldgico isotdnico ndo tamponado, ou tamponado com fosfato (aproximadamente 15
mM), pH 6,5-7,5

5. Agitador de microplacas mecanico* (opcional)

6. Leitor de microplacas* (opcional)

7. Galileo Echo* (conforme aplicavel)

8. Echo Lumena* (conforme aplicavel)

9. NEO lIris* (conforme aplicavel)

*E da responsabilidade do utilizador a validagdo do dispositivo que entender usar. A validagao
dos resultados devera ser mantida como parte dos registos do laboratdrio, para revisdo pelas
entidades competentes de certificagéo.

Método de Teste em Tubo:

1. Rotular um tubo para cada amostras a ser testada.

2. Colocar 2 gotas do soro ou plasma, em cada um dos tubos.

3. Inverter suavemente todos os frascos de reagente, varias vezes, até conseguir uma
suspensdo completa dos glébulos vermelhos.

4. Adicionar 1 gota de cada Referencells aos tubos devidamente rotulados. Agitar
completamente o conteddo de cada tubo.

5. Centrifugar cada tubo.* Suspender cuidadosamente cada botéo de glébulos vermelhos e
examinar a existéncia de aglutinacdo. Registar os resultados.**

*Tempo de centrifugagao sugerido: 15-30 segundos a 900-1000 x g ou um tempo apropriado &
centrifuga utilizada, que produza a reagéo mais forte de anticorpo com glébulos antigeno-
positivo, permitindo, no entanto, uma suspensdo facil dos glébulos vermelhos antigeno-
negativos.

** Pode ser necessaria uma incubagéo a temperatura ambiente, durante 5 a 60 minutos, para
realcar reag6es com anticorpos ABO fracamente reativos.

Método em Microplaca:

1. Rotular as microplacas ou tiras a utilizar no teste.

2. Inverter suavemente todos os frascos de reagente, vérias vezes, até conseguir uma
suspensao completa dos glébulos vermelhos.

3. Adicionar 25-50pL (+ 5pL) de cada um dos glébulos vermelhos (Referencells) aos pogos
apropriados.

NOTA: Os glébulos vermelhos (Referencells) sdo produzidos a suspensées de 2-4%. Alguns
utilizadores deste método preferem suspensées a aproximadamente 1%. Se desejar uma
suspensdo mais fraca, dilua uma aliquota de cada reagente Referencells em soro fisiologico. A
diluigo dos reagentes reduz a quantidade de EDTA, portanto os glébulos vermelhos podem
hemolizar na presenga de anti-A ou anti-B hemolitico. As Referencells assim diluidas devem
ser usadas nas 24 horas seguintes.

4. Adicionar 2 gotas (100 + 5uL) de plasma ou soro, do paciente ou doador a cada pogo.
Misturar completamente os contelidos de cada pogo, agitando a placa manualmente ou
utilizando um agitador de microplacas mecanico.

5. Centrifugar os testes a 150-250 x g durante 60 segundos ou durante um tempo e velocidade
apropriados, que produzam resultados positivos com soro ou plasma positivo para o anticorpo
e resultados negativos com soro ou plasma negativo para o anticorpo.

6. Suspender cada botdo de glébulos agitando manualmente a placa ou colocando-a num
agitador de microplacas. Suspender suavemente cada botéo de globulos vermelhos e verificar
a existéncia de aglutinagdo. Registar os resultados.* (se desejavel, pode ser utilizada uma
ajuda otica para examinar a reagdo em cada pogo.)

* Pode ser necessaria uma incubagao a temperatura ambiente, durante 5 a 60 minutos, para
realgar reagdes com anticorpos ABO fracamente reativos.

Para realizagao de testes em microplaca com equipamento automatizado, incluindo titulos de
isohemaglutininas, consultar as instrucdes fornecidas no manual do utilizador do equipamento.

Estabilidade da Reagéo:

Apbs centrifugagdo, todos os testes deverdo ser lidos imediatamente e os resultados
interpretados sem demora. Os atrasos podem resultar na dissociagdo dos complexos
antigeno-anticorpo, conduzindo a reagdes falsamente negativas ou, no maximo, a reagdes
fracamente positivas. Os testes de microplaca devem ser interpretados imediatamente, a
seguir a suspensao, para evitar resultados de teste errdneos, devido a fixagdo dos gldbulos
vermelhos ou a dissociagdo de aglutinados de glébulos.

Controle da Qualidade:

Para confirmar a reatividade dos glébulos vermelhos reagentes A1, A2 e B recomenda-se que
estes sejam testados, em cada dia de utilizagdo, com o antissoro ABO correspondente,
fracamente reativo. A falta de reatividade indica que o reagente estd improprio para ser
utilizado.

Para a execugdo de testes em microplaca com equipamento automatizado, consultar as
instrugdes fornecidas no manual de operagao do equipamento

Interpretagéo dos Resultados:
Teste positivo: aglutinagéo dos glébulos vermelhos
Teste negativo: auséncia de aglutinagéo

RESULTADOS ESPERADOS NA GRUPAGEM SERICA

Glébulos Vermelhos Reagentes
Grupo Sanguineo A A B
0
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A2
Az com anti-A1
B
AiB
A:zB com Anti-Aq
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Limitagoes:

Podem ocorrer resultados de teste falsamente positivos ou falsamente negativos se tiver
havido contaminag&o bacteriana ou quimica dos materiais de teste, tempo e temperatura de
incubag&o inadequados, centrifugacéo impropria ou omissao de amostra ou reagente.

Os globulos vermelhos reagentes A1, A2 e B possuem antigenos para além do A ou B. E
possivel que, ocasionalmente, um determinado soro contenha uma fase salina aglutinada que
defina um desses antigenos. Estas aglutinagdes néo relacionadas com o sistema ABO, podem
interferir com a grupagem sérica. A aglutinagdo direta de um controle negativo (glébulos
vermelhos do grupo O) com uma amostra a testar, indica que a aglutinagéo obtida com os
glébulos vermelhos do grupo A ou B com essa amostra, deve ser investigada adicionalmente.
As Referencells de glébulos vermelhos do grupo O (Pool de Glébulos Vermelhos), NAO
CUMPREM OS REQUISITOS DO FDA para Glébulos Vermelhos Reagentes, indicados para a
deteccdo e identificagéo de anticorpos irregulares.

Reagdes negativas podem ser obtidas com um ou mais globulos vermelhos reagentes, se a
amostra contém anticorpos em concentragdes demasiado baixas para serem detectados pelo
método utilizado. A diminui¢do da atividade do anticorpo para os antigenos A e B, foi descrita
em amostras de pessoas idosas ou criangas com menos de 6 meses de idade.

Os anticorpos ABO da maioria dos grupos A, B ou O de adultos, aglutinam fortemente (3-4+),
com glébulos vermelhos do tipo A1, A2 e B. Reagdes iguais ou inferiores a 2+, podem indicar
que a reacdo é devida a outro anticorpo, para além do anti-A ou anti-B. Assim, as reagdes
fracamente positivas devem ser analisadas cuidadosamente para assegurar que ndo existem
discrepancias ABO e que o grupo ABO é corretamente identificado.

As amostras de corddo, podem conter anti-A e/ou anti-B materno, que néo ira dar resultados
de grupagem crediveis.

Raramente, podem ocorrer resultados falsamente positivos pela presenga de anticorpos
dirigidos contra componentes do diluente dos glébulos vermelhos. Estas reagdes indesejaveis
podem geralmente ser evitadas, utilizando glébulos vermelhos reagentes que tenham sido
lavados com soro fisiolégico, antes da utilizagéo no teste.

Com referéncia ao método em microplaca, as microplacas de plastico novas e nunca utilizadas
podem adsorver passivamente células e proteinas do soro nas suas superficies. Esta
adsorgdo ndo especifica, pode conduzir a resultados de teste errdneos. Para superar esta
caracteristica, as microplacas devem ser tratadas, antes de serem utilizadas, para bloquear a
adsorgdo ndo especifica. As tiras de Hemaglutinagdo/Diluicdo da Immucor s&o pré-tratadas,
nao necessitando de mais nenhum tratamento adicional.

A reatividade dos Glébulos Vermelhos Reagentes pode diminuir durante o periodo de
validade. A taxa a que ¢ perdida a reatividade do antigeno (ou seja, aglutinabilidade) esta
parcialmente dependente das caracteristicas individuais do doador, que ndo s&o controladas
nem previstas pelo fabricante.

A licenca dos EUA né&o é aplicavel aos glébulos de controle do grupo O.

Para titulos de isohemaglutininas (anti-A e anti-B), a interpretac&o clinica e a importancia do
cut-off tém de ser definidas pelo utilizador.

Carateristicas Especificas de Desempenho:

Antes de ser comercializado, cada lote de Referencells Immucor ¢ testado pelos métodos
recomendados e indicados nas instrugdes de uso com Anti-A, Anti-B e com lectina Anti-A1. O
desempenho deste produto depende da aplicagdo dos métodos recomendados nestas
instrugdes de uso. Cada amostra de doador, foi tipada como D-C-E-c+e+, por dois laboratérios
independentes, utilizando pelo menos dois anticorpos de origens diferentes. Todas as
suspensoes sao testadas e mostraram ter um teste de antiglobulina direto negativo, utilizando
soro de antiglobulina humana poliespecifico.

O prazo de validade é de 67 dias ap6s a data de fabricagdo, o que corresponde a primeira
coleta de sangue de qualquer um dos dadores utilizados neste reagente.

Para obter mais informagdes ou apoio técnico (EUA/Canada), contate a Immucor pelo telefone
855-IMMUCOR (466-8267) ou o distribuidor local
Para obter um Certificado de Analise (CoA) ou copia impressa do Folheto Informativo ou da
Ficha de Seguranga, contante o distribuidor local.

Caracteristicas de Desempenho no Galileo Echo e no Echo Lumena:

Foram efetuados estudos de comparagéo de métodos em quatro locais clinicos externos. As
amostras foram testadas no Galileo Echo e/ou Echo Lumena e Galileo Neo. As amostras que
apresentaram resultados iniciais de teste equivocos (?) com Referencells foram submetidas a
novos testes no analisador que forneceu os resultados equivocos iniciais. Os resultados dos
testes foram avaliados quanto a concordancia entre os equipamentos. Os resultados
combinados de todos os locais encontram-se resumidos nos quadros seguintes:

Nota: a concordancia entre métodos n&o indica qual € o método correto.



Células A 4 Galileo Neo

N=5044

Positivo | Negativo | Equivoco

Concordancia
de % Positiva
CPP (IC
unilateral de
limite inferior
de 95%)
Concordancia

de % 97 4%
Negativa
CPN(IC

unilateral de
limite inferior
de 95%)

Os resultados destinam-se a ensaios do mercado norte americano. Testes do Galileo Echo
realizados com software v2.1. O IC de 95% inferior de CPN n&o atingiu 99% devido a 52
resultados positivos falsos. Os resultados dos testes de grupagem ABO no soro que néo séo
concordantes com os resultados dos testes de grupagem (direta) da célula ABO resultam em
interpretagdo NTD (No Type Determine).

Positivo 3039 52 0 99,3%

Negativo 21 1932 0 99,0%

Galileo
Echo

Equivoco 0 0 0
96,7%

Células B
N=5322

Paositivo

Galileo Neo
Negativo | Equivoco

Concordancia
” o
Positivo 4066 12 0 de % Positiva 99 5%

CPP(IC
unilateral de
limite inferior

Echo de 95%)
Lumena Concordancia
de % Negativa

CPN (IC
unilateral de
limite inferior

de 95%)

Os resultados destinam-se a ensaios do mercado norte americano. O IC de 95% inferior de
CPN n&o atingiu 99% devido ao tamanho da amostra negativa (N) testada.

Negativo 22 881 1 99,3%

98,7%

Equivoco 0 0 0
97,8%

Caracteristicas de Desempenho no NEO Iris:

Os testes de comparagdo de métodos foram executados em trés locais clinicos externos,
incluindo centros de dadores e servigos de transfus&o. A Immucor, Inc., enquanto fabricante,
foi 0 quarto local. As amostras foram testadas no NEO Iris e Galileo Neo. Os resultados dos
testes foram avaliados quanto a concordancia entre os equipamentos. As amostras com

CPN n&o atingiu 99% devido ao tamanho da amostra negativa (N) testada.

Galileo Neo
Negativo | Equivoco

Concordancia
it 0,
Positivo 4185 27 0 de % Positiva 99,6%

CPP(IC
unilateral de
limite inferior

de 95%)
Concordancia

de % 96,8%

Negativa

CPN (IC
unilateral de
limite inferior

de 95%)

Os resultados destinam-se a ensaios do mercado norte americano. Testes do Galileo Echo
realizados com software v2.1. O IC de 95% inferior de CPN n&o atingiu 99% devido a 27
resultados positivos falsos. Os resultados dos testes de grupagem ABO no soro que ndo sao
concordantes com os resultados dos testes de grupagem (direta) da célula ABO resultam em
interpretagdo NTD (No Type Determine).

Células B
N=5044

Positivo

Negativo 16 815 1 99,4%

Galileo
Echo

Equivoco 0 0 0
95,6%

Células A 1 Galileo Neo resultados de teste equivocos foram novamente submetidas a testes e os resultados
N=5322 Positivo | Negativo | Equivoco equivocos ou discordantes foram submetidos a novos testes através de métodos manuais. Os
- Concordancia resultados combinados de todos os locais encontram-se resumidos nos quadros seguintes:
Positivo 3190 19 0 o " 99.2% Nota: a concordancia entre métodos néo indica qual &€ o método correto.
de % Positiva
CPP (IC
unilateral de 5 Galileo
o Células A 1
Negativo % 2088 0 limite inferior %.9% N=2945 Neo/Manual
Echo de 95%) Positivo | Negativo
Lumena Concordéncia 90 1% Concordancia de % Positiva 99,8%
de % Negativa Positivo 1794 0 CPP (IC unilateral de limite 99 5%
. . s 0
Equivoco 0 0 0 unﬁ:t:r(a:\cde NEO inferior de 95%)
9 . Concordancia de %
limite inferior 98,7% Iris ) ° 100,0%
) Negativa
de 95%) Negativo 3 1148 -
- - : S CPN (IC unilateral de limite 99 7%
Os resultados destinam-se a ensaios do mercado norte americano. O IC de 95% inferior de inferior de 95%) A

Os resultados destinam-se a ensaios do mercado norte americano
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