LORNE LABORATORIES LTD.
GRA-BRETANHA

MEIO DE OTIMIZAGAO SEROLOGICA
INSTRUCOES DE UTILIZACAO

PEG-ADD: para potenciar técnicas de antiglobulina indiretas.

RESUMO

E um facto comprovado que a redugéo da forga i6nica de um sistema de teste
aumenta a taxa de ligagdo antigénio-anticorpo em testes de antiglobulina
indiretas. A sensibilidade de técnicas de antiglobulina indiretas também pode ser
aumentada através da utlizacdo de polietilenoglicol (PEG) como meio
potenciador.

UTILIZAGAO PRETENDIDA

A solugdo PEG-ADD é uma solugdo de baixa forca iénica que contém um
polimero de elevado peso molecular e que se destina a ser utilizada na
determinagdo do grupo sanguineo para procedimentos de rastreio de
compatibilidade cruzada e anticorpos, quando utilizada em conformidade com as
técnicas recomendadas nestas Instrugdes de utilizag&o.

PRINCIPIO

Quando adicionados a uma solugdo de imunorreagentes, os polimeros de
elevado peso molecular deslocam outras moléculas, aumentando assim o grau
de contacto entre antigénios e anticorpos. Quando o PEG é dissolvido numa
solugdo de baixa forga ionica, as propriedades de otimizagdo de ambos sao
combinadas e pode ser adicionado a cada teste um volume mais pequeno do
que o que é utilizado quando o PEG é dissolvido em solugdo salina de forga
i6nica normal.

REAGENTE

A solucdo Lorne PEG-ADD é uma solugdo de baixa forga ionica, que contém
glicina, um tampdo fosfato e polietilenoglicol. O reagente ndo contém nem
consiste em substancias cancerigenas, mutagénicas ou toxicas para a
reproducdo (CMR), substancias passiveis de causarem a desregulagdo do
sistema endécrino nem substancias passiveis de causarem sensibilizagdo ou
uma reagdo alérgica no utilizador. O reagente é fornecido na diluigdo ideal para
utilizacdo com todas as técnicas recomendadas indicadas abaixo, sem
necessidade de diluigdo ou acréscimo adicional. Para obter informagdes sobre o
numero de referéncia do lote e o prazo de validade, consulte o rétulo do frasco.

CONSERVACAO

Apos rececgdo, os frascos de reagente devem ser conservados entre 2—-8 °C. A
conservacdo prolongada a temperaturas fora deste intervalo pode resultar em
perda acelerada de reatividade do reagente. Este reagente foi submetido a
estudos de estabilidade durante o transporte a 37 C e —25 C, conforme descrito
no documento BS EN ISO 23640:2015.

COLHEITA E PREPARAGCAO DE AMOSTRAS

As amostras de sangue podem ser colhidas em anticoagulantes EDTA, citrato e
CPDA, ou como amostras coaguladas. As amostras devem ser testadas assim
que possivel apés a colheita. Em caso de adiamento do teste, conserve as
amostras a 2-8°C. As amostras que apresentem hemdlise visivel ou
contaminagdo microbiana ndo devem ser utilizadas para teste. As amostras de
sangue que revelem evidéncias de lise podem apresentar resultados pouco
fiaveis. E preferivel (mas ndo essencial) lavar todas as amostras de sangue com
solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) ou solucdo salina isoténica antes
de testa-las.

PRECAUCOES

1. O reagente destina-se apenas a utilizagdo em diagndstico in vitro.

2. Se um frasco estiver partido ou apresentar fugas, elimine o contetdo
imediatamente.

3. Nao utilize o reagente ap6s o prazo de validade (consulte o rétulo do

frasco).

Na&o utilize o reagente se estiver presente precipitado.

Ao manusear o reagente deve utilizar-se vestuério de protecdo, como

luvas descartaveis e uma bata de laboratério.

6. O reagente foi filtrado através de uma capsula de 0,2 pm para reduzir a
carga biolégica, mas néo é fornecido estéril. Quando um frasco é aberto, o
contetdo do mesmo deverd manter-se viavel até ao fim do prazo de
validade, desde que ndo exista turvagdo acentuada, a qual pode indicar
deteriora¢do ou contaminagéo do reagente.

7. O reagente contém 0,1% de azida de sédio. A azida de so6dio pode ser
téxica se ingerida e pode reagir com tubagens de chumbo e cobre,
formando azidas metélicas explosivas. Aquando da eliminagdo, enxague
com grandes volumes de agua.

8.  Nenhum teste conhecido pode garantir que os produtos de origem animal
estdo isentos de agentes infecciosos. Deve ter-se cuidado na utilizagao e
eliminacéo de cada frasco e respetivo contetdo.
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ELIMINAGAO DO REAGENTE E CONTROLO DE DERRAMES

Para obter informacdes sobre a eliminagdo do reagente e a descontaminagéo de
um derrame, consulte a Ficha de Dados de Seguranca, disponivel mediante
pedido.

CONTROLOS E RECOMENDAGOES

1. Recomenda-se o teste de Lorne Precise Weak Anti-D e de hemécias
apropriadas (idealmente Ryr e rr) em paralelo com cada lote de testes. Os
testes devem ser considerados invalidos se os controlos ndo apresentarem
os resultados esperados.

2. Atécnica de antiglobulina apenas pode ser considerada valida se todos os
testes negativos reagirem positivamente com hemécias sensibilizadas com
19G.

3. A solugdo PEG-ADD, as suspensdes de hemécias e os soros de teste
devem estar a temperatura ambiente antes da utilizagcdo, de modo a evitar
reagOes positivas indesejaveis devidas a anticorpos “frios”.

4. A utilizagdo de globulina anti-humana poliespecifica com a solugdo Lorne
PEG-ADD pode resultar em reag6es ndo especificas.

5. Nas Técnicas recomendadas, uma gota corresponde a cerca de 50 pl
quando é utilizado o conta-gotas do frasco fornecido.

6. A utlizacdo do reagente e a interpretacdo dos resultados devem ser
realizadas por profissionais qualificados e com a devida formacéo, de
acordo com os requisitos em vigor no pais onde os reagentes s&o
utilizados.

7. O utilizador tem de determinar a adequabilidade do reagente para
utilizag@o com outras técnicas.

REAGENTES E MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO
FORNECIDOS

. IgG anti-humana, ou seja, Lorne Anti-Human IgG (numero de catélogo:
402010 ou 401010).

. Agente de lavagem de células de Coombs.

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

Hemécias sensibilizadas com IgG, ou seja, Lorne Coombs Control Cells

(ndmero de catalogo: 970010).

Lorne Precise Weak Anti-D (nGmero de catalogo: 209005).

Solugédo PBS (pH 6,8-7,2) ou solugéo salina isoténica (pH 6,5-7,5).

Hemacias de controlo positivo (idealmente R;r) e controlo negativo (rr).

Pipetas volumétricas.

Banho-maria ou incubadora de calor seco calibrada para 37 °C + 2 °C.

TECNICA RECOMENDADA

1. Prepare uma suspensdo a 2-3% de hemécias em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS) ou solucéo salina isoténica.

2. Coloque num tubo de teste rotulado: 2 volumes de soro de teste, 1 volume
de suspensédo de hemacias de teste e 2 volumes de Lorne PEG-ADD.

3. Misture bem e incube a 37 °C durante 15 minutos.

4. Lave as hemacias 4 vezes com solugdo salina tamponada com fosfato
(PBS) ou solugéo salina isoténica, tendo o cuidado de decantar a solucédo
salina entre lavagens e de ressuspender cada botédo de células apés cada
lavagem. Decante completamente a solugéo salina ap6s a Gltima lavagem.

5.  Adicione 2 volumes de globulina anti-humana a cada botdo de células
secas.

6. Misture bem e, em seguida, centrifugue todos os tubos durante
20 segundos a 1000 rcf (forca centrifuga relativa) ou utilizando um periodo
de tempo e uma forga alternativos adequados.

7. Com cuidado, proceda a ressuspenséo das células e verifique a presenca
de aglutinagéo.

INTERPRETAGCAO DOS RESULTADOS DE TESTE

1. Positivo: a aglutinagdo de hemacias constitui um resultado de teste
positivo.

2. Negativo: a ndo ocorréncia de aglutinacdo de hemécias constitui um
resultado negativo.

ESTABILIDADE DAS REAGCOES

1. Os testes devem ser lidos imediatamente apds a centrifugacdo. Os atrasos
podem resultar na dissociagdo de complexos antigénio-anticorpo,
conduzindo a reacgdes negativas falsas ou positivas fracas.

2. Deve ter-se precaugdo na interpretacdo dos resultados de testes
realizados a temperaturas que ndo as recomendadas.

LIMITACOES
1.  Hemécias com um teste de antiglobulina direta (TAD) positivo devido a um

revestimento de IgG ndo podem ser submetidas a tipagem pela técnica de
antiglobulina indireta.
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2. A solugdo Lorne PEG-ADD ndo deve ser utilizada como meio para
suspensédo de heméacias.

3. Nem todas as reagdes antigénio-anticorpo sé@o otimizadas através da
utilizacéo da solugéo Lorne PEG-ADD na técnica de antiglobulina indireta.

4.  As hemécias tendem a agregar-se na presenca de polimeros lineares, pelo
que a solucdo Lorne PEG-ADD apenas pode ser utilizada no teste de
antiglobulina indireta.

5. E possivel que anticorpos IgM n&o sejam detetados pela técnica de
antiglobulina indireta.

6. Também podem ocorrer resultados positivos falsos ou negativos falsos

devido a:

. Contaminag&o dos materiais de teste

Concentracéo de células inadequada

Tempo ou temperatura de incubagéo inadequados

Centrifugagéo inadequada ou excessiva

Conservagao incorreta dos materiais de teste ou omissdo de
reagentes

. Desvio das técnicas recomendadas

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO ESPECIFICAS

1. Antes da libertacdo, cada lote da solucdo Lorne PEG-ADD demonstrou
otimizar muitas reagdes antigénio-anticorpo quando utilizada empregando
a Técnicarecomendada.

2. Asolugido cumpre as recomendacdes contidas na edicdo mais recente das

“Guidelines for the Blood Transfusion Services in the United Kingdom”
(Linhas de Orientagdo para os Servicos de Transfusdo de Sangue no
Reino Unido).

ISENGCAO DE RESPONSABILIDADE

1. O utilizador é responsavel pelo desempenho do reagente quando utilizado
em qualquer outro método que ndo os mencionados em Técnica
recomendada.

2. Eventuais desvios relativamente a Técnica recomendada devem ser
validados antes da utiliza(;éos.
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APRESENTACOES DISPONIVEIS DO REAGENTE

Tamanho Numero de Testes por
do frasco catalogo frasco
10 mi 485010 100
1000 ml 485000* 10 000

*Esta apresentacao é apenas para Utilizagdo em Fabrico Posterior (FFMU,

For Further Manufacturing Use), pelo que ndo possui a marca CE.
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Reino Unido

Tel.: +44 (0) 118 921 2264

Fax: +44 (0) 118 986 4518

E-mail: info@lornelabs.com
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