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ANTI-HUMANO
FINALIDADE

Soro Antiglobulina humana (AGH) para pesquisa de anticorpos irregulares (PAl) , teste da antiglobulina direta (TAD)
e provas de compatibilidade.

PRINCIPIO DE ACAO

A imunizacao de coelhos com antiglobulina e complemento produzem a antiglobulina humana e anticomplemento
humano. No teste da antiglobulina as células sao lavadas sucessivamente para remoc¢ao das globulinas néo ligadas
as células, as lavagens sdo necessarias para impedir a neutralizagao da antiglobulina humana através da molécula
anti IgG C3d néo ligada. A globulina poliespecifica humana adicionada nas células lavadas causardo aglutinacao se
as células estiverem sensibilizadas com imunoglobulina ou complemento. Células ndo sensibilizadas ndo aglutinarao
com a globulina anti-humana.

REAGENTE UTILIZADO - APRESENTACAO

Composicao: a anti-imunoglobulina - anti IgG C3d poliespecifica € preparada pela injecdo em 2 coldnias de coelhos,
uma com anti IgG humano purificado e outra com componentes purificados de complemento humano. O soro obtido
de cada coelho é testado para especificidade e reatividade para depois serem misturados e adsorvidos, a fim de re-
mover anticorpos hetero-especificos. O “pool” é diluido com salina tamponada contendo albumina bovina e 0,1% de
azida s6dica como conservante.

Apresentacao: 1 x 10mL

ESTABILIDADE
Os reagentes séo estaveis até a da data de validade impressa no rotulo quando conservados de acordo com a tem-
peratura recomendada. Evitar a contaminagéo do produto durante o uso para nao afetar a sua estabilidade.

ARMAZENAMENTO
+ Atemperatura de armazenamento devera ser entre 2° a 8°C.
* Manter ao abrigo da luz e evitar umidade.
* Na&o congelar.

CUIDADOS ESPECIAIS

e Nao utilizar o produto apés a data de vencimento

e Nao reutilizar os frascos vazios.

e O reagente contém azida de S6dio que pode reagir com cobre e chumbo dos encanamentos formando sais
explosivos. No descarte, diluir com grande quantidade de agua para impedir a formacao destes compostos.

e (Os materiais de origem bioldgica devem ser considerados como pontecialmente infectantes. Devem ser esta-
belecidos métodos adequados para manuseio e descarte equivalentes aos utilizados no descarte das amos-
tras.

MATERIAIS NECESSARIOS NAO FORNECIDOS

Procedimento Manual
* Tubos de ensaio
+ Salina 0,85%
» Pipetas sorologicas
+ Centrifuga

* Ponteiras
* Relogio
AMOSTRA

e As heméacias obtidas de coagulo podem ser tipadas em 5 dias apds sangria. As amostras coletadas em EDTA ou Hepari-
na devem ser tipadas em até 48 horas. Se a demora para a execugéao do teste for inevitavel, hemécias de sangue coagu-
lado e as colhidas em EDTA ou heparina devem ser separadas do soro/plasma, lavadas e ressuspendidas em solugéo
preservativa de globulos. Estocar a 22-8°C por no maximo 20 dias. O armazenamento prolongado de hemacias antes da
execugao do teste pode causar deterioragdo de antigenos e resultar em reagdes mais fracas.

Preparo do paciente
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Nao é necessario nenhum preparo especial do paciente para a coleta da amostra. O sangue deve ser colhido com técnica assépti-
ca, com ou sem anticoagulante e o soro separado o mais breve possivel para realizagéo dos testes.

PREPARO DO REAGENTE DE TRABALHO
O reagente é fornecidos prontos para uso.

PROCEDIMENTO DE TESTE

» Teste da Antiglobulina Direto:

Aplicacoes:

Na pesquisa de anticorpos ja fixados as hemacias, como ocorrem em:
- Anemia Hemolitica Adquirida Autoimune

-Doencga Hemolitica de Recém Nascido

-Pacientes que tenham recebido transfusdes incompativeis

Procedimento:

1- Colocar em um tubo de ensaio uma gota de suspensao de eritrdcitos a 5% em solucgéo fisioldgica 0,85% ou
no préprio soro

2- Lavar as hemacias dos tubos 3 vezes com solugao fisioldgica 0,85%, e apds a ultima lavagem remover
completamente a salina secando bem as bordas do tubo.

3- Adicionar 2 gotas do Soro Anti-Humano Ebram para cada tubo. Misturar bem.

4- Centrifugar por 15 segundos a 3400 rpm ( 900 — 1000g) ou 1 minuto a 1000 rpm (100 — 1259)

5- Ressuspender suavemente o botao de hemdacias, agitando delicadamente o tubo, observando a presencga ou
nédo de aglutinacéo.

6- Graduar e registrar os resultados.

Interpretacao
Teste da Antiglobulina Direto / Coombs Direto
Aglutinagao Positivo
Auséncia de Aglutinagao Negativo

» Teste da Antiglobulina Indireto:

Aplicacoes:

-Provas de compatibilidade pré-transfusional

-Pesquisa de anticorpos no soro de gestantes

-ldentificagédo de anticorpos utilizando hemécias com antigenos desconhecidos
-Titulagao de anticorpos

-Pesquisa de variantes fracas do antigeno D

Procedimento:

1- Colocar em um tubo de ensaio uma gota de suspensao de eritrocitos a 5% escolhidas para teste, previamente
preparada em solugao fisiolégica 0,85%.

2- Adicionar duas gotas do soro a ser utilizado no teste

3- Adicionar duas gotas de Albumina Bovina Ebram. Misture bem .

4- Incubar em Banho-Maria durante 15 - 30 minutos a 37°C

5- Lavar as hemacias dos tubos 3 vezes com solucao fisiologica 0,85%, e apds a ultima lavagem remover comple-
tamente a salina secando bem as bordas do tubo.

6- Adicionar 2 gotas do Soro Anti-Humano Ebram para cada tubo. Misturar bem.

7- Centrifugar por 15 segundos a 3400 rpm ( 900 — 1000g) ou 1 minuto a 1000 rpm (100 — 1259)

8- Ressuspender suavemente o botdo de hemacias, agitando delicadamente o tubo, observando a presenca ou nao
de aglutinagao.

9- Graduar e registrar os resultados.
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Interpretacao
Teste da Antiglobulina Indireta / Coombs Indireto
Aglutinacao Positivo
Auséncia de Aglutinacao Negativo

> Teste de Compatibilidade “Maior”’Pré-Transfusional
Aplicacao:
Este teste visa a detecgao, sem prejuizo da sensibilidade e precisdo de todos os anticorpos de grupo sanguineos
clinicamente significativos e capazes de causar uma reacdo hemolitica pds-transfusional em receptores de sangue.
Este teste evindeciara também incompatibilidade em que as hemacias do doador podem ser destruidas seletivamen-
te, sem sinais ou sintomas visiveis das reagdes hemoliticas transfusionais.

Procedimento:

1- Pesquisa de anticorpos salinos (a temperatura ambiente)

-Em um tubo de ensaio colocar duas gotas do soro do receptor

-Adicionar uma gota de suspensao a 5% em solugéo fisiolégica 0,85%de hemécias do doador

-Centrifugar por 15 segundos a 3400 rpm ou 1 minuto a 1000 rpm

-Ressuspender suavemente o botdo de hemacias, agitando delicadamente o tubo, observando a presenca ou ndo de
aglutinagéo.

-Graduar e registrar os resultados.

2- Pesquisa de anticorpos albuminosos ( a temperatura ambiente)

-Adicionar ao mesmo tubo, duas gotas de Albumina Bovina Ebram

-Centrifugar por 15 segundos a 3400 rpm ou 1 minuto a 1000 rpm

-Ressuspender suavemente o botdo de hemacias, agitando delicadamente o tubo, observando a preseng¢a ou ndo de
aglutinacéao.

-Graduar e registrar os resultados.

3- Pesquisa de anticorpos albuminosos ( a temperatura de 372C)

- Incubar o tubo em Banho-Maria durante 15 - 30 minutos a 37°C

-Centrifugar por 15 segundos a 3400 rpm ou 1 minuto a 1000 rpm

-Ressuspender suavemente o botdo de hemacias, agitando delicadamente o tubo, observando a presenca ou ndo de
aglutinagéo.

-Graduar e registrar os resultados.

4- Pesquisa de anticorpos bloqueadores

- Lavar as hemécias do tubo 3 vezes com solugao fisiologica, e apds a ultima lavagem remover completamente a
salina secando bem as bordas do tubo.

-Adicionar 2 gotas do Soro Anti-Humano Ebram para cada tubo. Misturar bem.

-Centrifugar por 15 segundos a 3400 rpm ou 1 minuto a 1000 rpm

-Ressuspender suavemente o botao de hemacias, agitando delicadamente o tubo, observando a preseng¢a ou ndo de
aglutinagéao.

-Graduar e registrar os resultados.

Interpretacao
Se nédo ocorrer aglutinagdo em nenhuma das fases, o sangue pode ser considerado compativel

> Teste de Compatibilidade “Menor”’Pré-Transfusional
Aplicacéo:
Este teste vem completar a prova anterior e tem como objetivo detectar anticorpos presentes no plasma do doador,
0s quais, se transfundidos, poderam causar destrui¢cdo dos glébulos do receptor.
Procedimento:
Executar o mesmo procedimento para o Teste de Compatibilidade “Maior” Pré- Transfusional, com as seguintes alte-
ragoes:
- Usar duas gotas do doador
- Usar suspensao de heméacias do receptor a 5% em solugao fisiologica 0,85%.

VALORES DE REFERENCIA
Nao se aplica
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LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

Resultados falsos positivos ou falsos negativos podem ocorrer por contaminagéo quimica ou por microorganismos, o
tempo de incubacdo ou temperatura inadequados, centrifugacao indevida, lavagem inadequada das hemacias ou
contaminagdo em soro humano ou gama globulina e a armazenagem inadequada do reagente.

INTERFERENTES
O armazenamento prolongado de hemacias antes da execugao do teste pode causar deterioragdo de antigenos e resultar em
reacdes mais fracas.

SENSIBILIDADE
Nao se aplica

LINEARIDADE
Nao se aplica.

CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais
Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e nimero de catalogo.
Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados.

Controle Interno

Descrever a calibragéo periddica de pipetas, centrifuga, e outros equipamentos utilizados, controle de temperatura
ambiente e geladeiras para armazenamento dos kits.

Deve ser pratica rotineira do Laboratério Clinico o uso de soro controle para checar a precisdo e exatidao das dosa-
gens.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo
Descrever os procedimentos utilizados nas avaliagdes de qualidade feitas por programas de comparagao entre labo-
ratorios ou outros controles de qualidade.

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo
Definir como os dados de controle sdo arquivados e gerenciados.
Fazer referéncia ao manual ou POP de garantia da qualidade.

SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

As experiéncias descritas por Coombs, Mourant e Race em 1945 estabeleceram que as Provas Anti-Globulina Hu-
mana resultariam os melhores métodos para a detec¢éo de anticorpos sensibilizantes mas nédo diretamente agluti-
nantes. O exemplo descrito originalmente fazia referéncia aos anti- genos do sistema Rh. Experiéncias posteriores
deram valor as provas de detec- ¢do de anticorpos em quase todos as tipagens sanguineas com importancia clinica,
sendo utilizadas atualmente nos seguintes casos:

Prova Anti-Globulina Indireta - Screening de soro de doadores e pacientes para anticorpos irregulares. - Provas de
compatibilidade anteriores a transfusao. - Fenotipo de glébulos vermelhos. - Identificagao e titulagdo de anticorpos
achados no soro ou eluatos.

Prova Anti-Globulina Direta - Diagndstico de laboratério da anemia hemolitica e doenga hemolitica do recém-
nascido. - Investigacdo de doencas duvidosas numa transfusdo. - Investigagdo de doencgas autoimunes que envolve
a ligacao de imunoglobulinas e/ou fragdes de complemento dos glébulos vermelhos.
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