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DIAGAST

INTRODUCERE

Reactivii sunt dispozitive medicale pentru diagnostic in vitro (DMDIV) pentru utilizare profesionala. Acestea sunt
destinate pentru analiza probelor biologice umane.

AGH MAESTRIA IGG+C3D si AGH MAESTRIA IGG sunt utilizati pentru fenotiparea eritrocitelor cu reactivi de
fenotipare a sangelui, in testarea pentru anticorpi imuni care necesita o metoda de test antiglobulinic indirect.

AGH MAESTRIA IGG+C3D, AGH MAESTRIA IGG si GH MAESTRIA C3D sunt utilizati in testul antiglobulinic direct
(testul Coombs direct) pe hematii umane.

AGH MAESTRIA IGG recunoaste anticorpii I9G.

AGH MAESTRIA C3D recunoaste doar fragmentele de complement C3d si, prin urmare, nu poate reactiona cu
componenta C4.

AGH MAESTRIA IGG+C3D: suplimentar fatd de recunoasterea anticorpilor IgG, acesta este capabil sa
recunoasca (la fel ca AGH MAESTRIA C3D) anticorpii IgM de pe suprafata hematiilor, deoarece anticorpii IgM
fixeaza intotdeauna complementul in vivo (si in vitro, dacéa reactia se produce Tn prezenta complementului, adica
atunci cand este utilizata o proba proaspata).

PRINCIPIU S| PREZENTARE GENERALA

Metodele de test antiglobulinic direct si indirect se bazeaza pe principiul hemaglutinarii. Addugarea de reactivi
induce aglutinarea hematiilor sensibilizate in vivo (testul antiglobulinic direct - testul Coombs direct) sau in vitro
(testul antiglobulinic indirect).

Acesti reactivi permit utilizatorului sa detecteze prezenta unor anticorpi specifici (imunoglobuline) legati de
antigenele corespunzatoare de pe suprafata hematiilor atunci cand nu a avut loc aglutinarea directa a hematiilor.

Aglutinarea indusa de reactivi se produce, de asemenea, daca pe suprafata hematiilor sunt prezente fragmente
de complement, in masura in care reactivii contin anticorpul specific, precum anticorpul anti-C3d (AGH
MAESTRIA IGG+C3D si AGH MAESTRIA C3D).

Testul antiglobulinic direct detecteaza sensibilizarea hematiilor in vivo fie prin autoanticorpi (anemie hemolitica
autoimuna), fie prin aloanticorpi (screening pentru boala hemoliticd a nou-nascutului, incompatibilitate de
transfuzie, diagnosticul complicatiilor hemolitice imunoalergice induse de medicamente).

Hematiile sunt spélate si amestecate direct cu reactivul.

Testul antiglobulinic indirect este utilizat pentru determinarea anumitor fenotipuri eritrocitare. Acesta
demonstreaza prezenta antigenului pentru care se efectueaza testarea pe suprafata hematiilor. De asemenea,
acesta poate fi utilizat pentru metoda efectuata in eprubeta de testare pentru anticorpi imuni prezenti in serul
pacientului.

Reactia are doua etape. Hematiile sunt expuse la anticorpi 1gG. Anticorpii se leaga de hematiile care poarta
antigenul corespunzator. Dupa spalare, este adaugat AGH MAESTRIA IGG+C3D si AGH MAESTRIA IGG,
inducand aglutinarea hematiilor sensibilizate care poarta antigenul corespunzator.

COMPOZITIE

Reactivii sunt preparati din anticorpi monoclonali intr-un mediu de depozitare. Anticorpii monoclonali sunt derivati
din supernatantii unor culturi in vitro de hibridoame de origine murina.

Acesti reactivi contin azida de sodiu (< 0,1%), arsenit de sodiu (0,02 %) si albumina bovina.

Reactivii sunt ambalati Tn kituri care contin 4 flacoane prevézute cu picuratoare calibrate.

NR. CATALOG AMBALAJ ETICHETA CLONE
76318 4x10ml AGH MAESTRIA IGG+C3D 18833 + 18896 + 12011D10
76218 4x10ml AGH MAESTRIA IGG 18833 + 18896
76118 4 x5ml AGH MAESTRIA C3D 12011D10
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PRECAUTII

Se recomanda purtarea de manusi si de ochelari de protectie si manipularea cu prudentad a probelor de origine
umana. Toate substraturile care au venit in contact cu probele trebuie manipulate ca fiind produse potential
infectioase. Trebuie implementate masuri de protectie speciale si conditi pentru eliminare si dezinfectie, in
conformitate cu reglementarile locale.

Nu utilizati reactivi deteriorati sau care prezinta scurgeri.

PASTRARE

Reactivii trebuie pastrati la temperaturi cuprinse intre +2 °C si +8 °C. Performantele acestora sunt garantate cu
metodele recomandate de la prima utilizare pana la data de expirare indicata pe eticheta. Reactivii nu trebuie
utilizati dupa data de expirare. Este recomandabil sa se reduca la minimum timpul cat acestia nu se afla in frigider
si sa se evite sa fie lasati la temperatura camerei intre utilizari.

REACTIVI S| MATERIALE NECESARE
Solutie salina izotona (Na Cl 0,9%).

- Incubator sau baie de apa la +37 °C.

- 10 sau 12 eprubete din sticla de 75 mm, stativ pentru eprubete.

- Pipete automate cu precizie ajustabila.

- Centrifuga cu forta relativa de 100-1200 g.

- Hematii sensibilizate cu IgG si/sau cu complement.

- Controale negative adecvate pentru testul antiglobulinic direct

- Controale interne ale calitatii adecvate pentru dispozitive asociate pentru testul antiglobulinic direct (paneluri de
hematii pentru screening de anticorpi si reactivi de fenotipare)

PROBE - CONTROALE

Sangele recoltat in anticoagulant EDTA, heparina sau anticoagulant citrat, intr-o eprubeta sterila cu dop, si pastrat
la temperaturi cuprinse ntre +2 °C si +8 °C trebuie testat cat mai curand posibil dupé recoltare si intr-un interval de
timp de 48 de ore, cu conditia s& nu existe hemoliza vizibila.

In momentul testarii, centrifugati proba de sange la 1200 g timp de 3 minute.

PROCEDURA

Testul antiglobulinic direct (testul Coombs direct)

- Spalati hematiile de 3 ori cu solutie salina izotona si preparati o suspensie de 5% (volum/volum) in solutie salina
izotona.

- Transferati 50 pl de suspensie si 2 picaturi de reactiv intr-o eprubeta, utilizand picuratorul flaconului.
Daca utilizati AGH MAESTRIA C3D, lasati eprubeta la incubat la temperatura camerei (+18... +25 °C) timp de 5
minute.

- Agitati cu grija eprubeta pentru a omogeniza amestecul.

- Centrifugati la 120 g timp de 1 minut.

- Cititi macroscopic, agitand cu grija eprubetele pentru a detasa sedimentul eritrocitar.

Sistemul de analiza trebuie validat prin utilizarea de hematii sensibilizate in vitro cu IgG sau posibil cu complement.
Utilizarea acestor probe permite detectarea unor anormalitati (manipulare, reactivi, aparate si mediu de lucru) si
implementarea unor actiuni corective.

Testul antiglobulinic indirect (testul Coombs indirect)
Consultati prospectul reactivului pentru fenotipare eritrocitara utilizat sau prospectul furnizorului panelului de hematii
pentru testare pentru anticorpi imuni gata de utilizare.

INTERPRETARE

Validarea reactiilor

Pentru a valida reactiile negative, adaugati hematii sensibilizate cu 1gG si/sau posibil cu complement (a se vedea,

de asemenea, prospectele reactivilor corespunzatori).

- daca reactia este pozitiva, activitatea AGH MAESTRIA IGG+C3D, AGH MAESTRIA IGG si AGH MAESTRIA
C3D este confirmata si este validata reactia negativa prealabila adaugarii de hematii sensibilizate.

- daca reactia este negativa, testul antiglobulinic si validarea trebuie repetate.

Testul antiglobulinic direct

- Daca se produce aglutinarea (hematiile formeaza una sau mai multe aglomerari), reactia este pozitiva.
Aglutinarea hematiilor in prezenta AGH MAESTRIA IGG+C3D, AGH MAESTRIA IGG si AGH MAESTRIA C3D
este o reactie pozitiva care indica faptul cd hematiile au fost sensibilizate de IgG uman si/sau componente sau
fragmente ale complementului.

- Absenta aglutindrii indica faptul ca pe suprafata hematiilor nu au fost detectate 1gG si/sau componente sau
fragmente ale complementului.

- Testul necesita utilizarea concomitenta si independenta a AGH MAESTRIA IGG si AGH MAESTRIA C3D si a
controalelor adecvate.

ROMANA DIA01506



Testul antiglobulinic indirect
Consultati prospectul reactivului pentru fenotipare eritrocitara utilizat sau prospectul furnizorului panelului de hematii
pentru testare pentru anticorpi imuni gata de utilizare.

LIMITARILE METODEI
Reactivul trebuie utilizat numai de personal cu calificare adecvata.

- Este obligatorie utilizarea picuratorului calibrat al flaconului DMDIV pentru transferul reactivului.

- Pot fi observate rezultate fals negative daca hematiile nu sunt spalate suficient.

- Este necesara validarea reactiilor negative cu hematii sensibilizate cu IgG si/sau complement.

- Tn eventualitatea bolii hemolitice a nou-n&dscutului, testul antiglobulinic direct (testul Coombs direct) poate fi
negativ, in special in eventualitatea unei incompatibilitati ABO.

- Este esential sa lucrati cu echipamente curate si produse necontaminate (contaminare bacteriand sau de alta
natura).

- Este necesara respectarea stricta a urmatoarelor:
o conditiile de pastrare si data de expirare,
e procedurile de utilizare,
o calibrare, intretinere preventiva si intretinerea echipamentelor recomandate.

PERFORMANTA
Studiile privind speC|f|C|tatea fractiunilor anti-lgG ale AGH MAESTRIA IGG+C3D si AGH MAESTRIA IGG fata de
imunoglobulina G umana, realizate prin metoda de inhibitie a hemaglutinarii si pe BIACORE®, au demonstrat o
specificitate perfecta a anticorpilor pentru alele, G1m, GZm G3m si G4m din subclasele IgG1 19G2, 1gG3 si
IgG4.

- Studiile privind specificitatea pe AGH MAESTRIA C3D fata de hematiile umane etichetate sau neetichetate cu
diverse fragmente ale complementului uman sau anticorpi eritrocitari au demonstrat specificitatea perfecta a
reactivului. AGH MAESTRIA C3D este specific pentru componenta C3 si fragmentele C3d, iC3b si C3d ale
complementului uman. Reactivul nu recunoaste hematiile etichetate cu componenta C4 sau cu fragmentele C4b
sau C4d ale complementului uman sau cu anticorpi eritrocitari nefixatori de complement.

- Evaluarea performantelor AGH MAESTRIA IGG+C3D si AGH MAESTRIA IGG in ceea ce priveste screeningul si
identificarea anticorpilor imuni prin utilizarea testului antiglobulinic indirect efectuat in eprubeta, realizat pe 15000
probe aleatorii de ser si plasma (donatori de séange, pacienti, femei gravide), care au inclus 18,40% probe
pozitive, a aratat o specificitate a reactiei de 99,97% in comparatie cu globulina policlonala anti-umana de
referinta.

- Testele, realizate pe un panel de 304 probe de la donatori si pacienti dintre care 49 (16,12%) erau cunoscuti ca
avand rezultat pozitiv la testul antiglobulinic direct (IgG sau C3d), au aratat o specificitate a reactiei de 100% in
comparatie cu globulina policlonaléd anti-umana polispecifica de referinta.

- Au fost realizate peste 500 de teste pe un panel de probe aleatorii (donatori de sange, pacienti si nou-nascuti)
recoltate pe anticoagulantele recomandate prin utilizarea DMDIV DIAGAST (ANTI-D (RH1) IgG, ANTI-D (RH1)
TOTEM...) destinate pentru fenotiparea eritrocitara Rhesus D (RH1) cu testul antiglobulinic indirect si combinat
cu AGH MAESTRIA IGG. Aceste teste au aratat o specificitate a reactiei de 100% fata de fenotipurile Rhesus D
(RH1) frecvente.
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