LORNE LABORATORIES LTD.
GRA-BRETANHA

KIT DE ELUIGAO ACIDA
INSTRUCOES DE UTILIZACAO

Red Cell Elute: para eluigdo acida de anticorpos de hemacias intactas.

RESUMO

Alo e autoanticorpos adsorvidos em hemécias, tanto in vivo ou in vitro, podem
ser dissociados e recuperados através de eluicdo. O eluato pode entdo ser
utilizado para identificar um anticorpo especifico em soros contendo anticorpos
multiespecificos, demonstrar a presenga de um antigénio fraco, identificar o
anticorpo responséavel pelo teste de antiglobulina direta positivo na anemia
hemolitica adquirida ou em reagdes transfusionais, identificar os anticorpos
causadores da doenga hemolitica do recém-nascido ou preparar anticorpos
especificos a partir de soros contendo anticorpos indesejaveis.

UTILIZAGAO PRETENDIDA

Este kit destina-se a ser utilizado para dissociar (eluir) anticorpos do tipo IgG de
hemécias humanas, utilizando um tampé&o de eluicdo acidica, e para ajustar
subsequentemente a acidez do eluato utilizando um tampéo alcalino para que os
anticorpos 1gG presentes no eluato possam ser identificados utilizando
procedimentos de teste imuno-hematolégicos.

PRINCIPIO

Os anticorpos néo adsorvidos presentes na amostra sdo removidos por lavagem
com a solucéo de lavagem de trabalho. Apés a lavagem, o complexo antigénio-
anticorpo é quebrado pela adi¢éo de uma solucéo de baixo pH. O eluato
recuperado é ajustado para o pH 7,0 + 0,5 pela adi¢cdo de uma solugdo tampéao
alcalina (consulte Limitagdes). Para assegurar que o eluato apenas contém
anticorpos ligados a hemécias, o sobrenadante da Ultima lavagem de hemécias
a serem eluidas tem de ser testado em paralelo com o eluato.

DESCRIGCAO DO KIT

O kit Lorne Red Cell Elute é um kit de eluicdo acida. O kit é constituido pela
Solugéo de Lavagem Concentrada, que € utilizada para minimizar a dissociagao
de anticorpos durante a lavagem, a Solugdo de Eluicéo Acida, que é um tampéo
de glicina

de baixo pH contendo um agente corante (indicador de pH) e a Solugdo Tampéao
Alcalina, uma solucdo de Tris (hidroximetilaminometano) contendo albumina
bovina. O kit ndo contém nem consiste em substancias cancerigenas,
mutagénicas ou toxicas para a reproducdo (CMR), substancias passiveis de
causarem a desregulacdo do sistema endécrino nem substancias passiveis de
causarem sensibilizacdo ou uma reagdo alérgica no utlizador. Todas as
solugdes sdo fornecidas na diluicdo ideal para utilizagdo com todas as técnicas
recomendadas indicadas abaixo, sem necessidade de diluigdo ou acréscimo
adicional, com excegdo da Solu¢do de Lavagem Concentrada. Para obter
informag6es sobre o nimero de referéncia do lote e o prazo de validade,
consulte o rotulo do frasco.

CONSERVACAO

N&o congele. Apds rececdo, os frascos de reagente devem ser armazenados a
temperatura ambiente. A conservagéo prolongada a temperaturas fora deste
intervalo pode resultar em perda acelerada de atividade 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 PREPARAGAO DE AMOSTRAS

As amostras podem ser colhidas utilizando uma técnica de flebotomia assética.
Séo preferidas as amostras anticoaguladas colhidas em EDTA. Se o teste for
adiado, conserve as amostras a 2—8 °C. A utiliza¢éo de células colhidas ha mais
de 72 horas pode resultar na presenca de menos anticorpos e alterar o pH do
eluato final.

PRECAUCOES

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

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

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

4. Na&o utilize o reagente se estiver presente precipitado.

5. Ao manusear o reagente deve utilizar-se vestuario de protegdo, como
luvas descartaveis e uma bata de laboratério.

6. Os reagentes foram filtrados através de uma cépsula de 0,2 pm para
reduzir a carga biolégica, mas nédo séo fornecidos estéreis. Quando um
frasco é aberto, o conteido do mesmo devera manter-se viavel até ao fim
do prazo de validade, desde que ndo exista turvacdo acentuada, a qual
pode indicar deterioracéo ou contaminacéo do reagente.

7. A solugdo de lavagem contém 0,1% de azida de sodio. A azida de sédio
pode ser toxica se ingerida e pode reagir com tubagens de chumbo e
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cobre, formando azidas metélicas explosivas. Aquando da eliminagéo,
enxague com grandes volumes de agua.

8. Deve ter-se cuidado na utilizagdo e eliminacédo de cada frasco e respetivo
contetdo.

ELIMINAGAO DO REAGENTE E CONTROLO DE DERRAMES

Para obter informagbes sobre a eliminacdo de reagentes do kit e a
descontaminagdo de um local afetado por um derrame, consulte a Ficha de
Dados de Seguranca, disponivel mediante pedido.

CONTROLOS E RECOMENDAGOES

1. O teste de solucdo guardada da Ultima lavagem confirmara que os
anticorpos detetados no eluato sé@o provenientes de um estado de ligagdo
e ndo sdo anticorpos dissociados remanescentes de uma lavagem
inadequada. Se os tubos de controlo forem positivos, a eluigdo deve ser
repetida tendo o cuidado de lavar bem.

2. Atécnica em tubo de antiglobulina apenas pode ser considerada valida se
todos os testes negativos reagirem positivamente com hemécias
sensibilizadas com 1gG (células de controlo de Coomb).

3. Nas Técnicas recomendadas, um volume corresponde a cerca de 50 pl
quando é utilizado o conta-gotas do frasco fornecido.

4. A utilizag&o do kit e a interpretacdo dos resultados devem ser realizadas
por pessoal qualificado e com a devida formagdo, de acordo com os
requisitos em vigor no pais onde o kit é utilizado. O utilizador tem de
determinar a adequabilidade do kit para utilizagdo com outras técnicas.

COMPONENTES DO KIT FORNECIDOS

Solugaio de Eluigdo Acida 1 x 10 ml (Solug&o I).
Solugao Tampéo Alcalina 1 x 10 ml (Solugéo I1).
Solugdo de Lavagem Concentrada 2 x 25 ml.
Frasco de lavagem.

REAGENTES E MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO
FORNECIDOS

Técnica em tubo

. Globulina anti-humana, isto é., Lorne AHG Elite (nimero de catélogo:
435010 ou 415010) ou IgG anti-humana, ou seja, Lorne Anti-Human 1gG
(ndmero de catalogo: 402010 ou 401010).

Agente de lavagem de células Coombs.

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

Solugdo PBS (pH 6,8-7,2) ou solugédo salina isoténica (pH 6,5-7,5).
Hemacias sensibilizadas com IgG, ou seja, Lorne Coombs Control Cells
(ndmero de catalogo: 970010).

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

Técnica de microtipagem Bio-Rad-ID

. Bio-Rad ID-Cards (LISS/Coombs ou Coombs Anti-IgG).
Bio-Rad ID-Centrifuge.

Bio-Rad ID-CellStab ou ID-Diluent 2.

Bio-Rad ID-Incubator calibrada para 37 °C + 2 °C.

Técnica de tipagem Ortho BioVue

. Cassetes do Ortho BioVue System (AHG Polyspecific ou AHG Anti-IgG).

. Centrifugadora Ortho BioVue System.

. Bloco de aquecimento do Ortho BioVue System calibrado para 37 °C *
2°C.

. Diluente de heméacias Ortho a 0,8%.

Todas as técnicas
. Pipetas volumétricas.

PREPARACAO DA SOLUGCAO DE LAVAGEM DE TRABALHO

1. Despeje o contetdo de 1 frasco de Solucdo de Lavagem Concentrada
para o frasco de lavagem fornecido.

2. Adicione agua destilada ou desionizada suficiente de boa qualidade para
encher o frasco de lavagem até a linha de enchimento (250 ml) e misture
bem.

3. A Solugdo de Lavagem de Trabalho estd pronta a utilizar e pode ser
armazenada a 2—8 °C por um periodo maximo de seis meses e utilizada se
ndo apresentar turvagao.

4. A utlizagdo de Solugdo de Lavagem de Trabalho fria minimizara a
dissociagdo de anticorpos durante a fase de lavagem do procedimento.
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TESTE DA AMOSTRA DE HEMACIAS ANTES DA ELUIGAO

1. Proceda a um teste de antiglobulina direta com a amostra de hemécias a
testar e registe os resultados.

2. Se a amostra apresentar um resultado positivo no teste de antiglobulina
direta, entdo presentes anticorpos ligados nas hemécias, devido a
sensibilizag¢&o in vivo ou in vitro.

3. Para determinar se a sensibilizacdo se deve a imunoglobulina ou ao
complemento, teste a amostra comparativamente com anti-lgG e anti-C3d.

4. Se a amostra apresentar um resultado positivo com anti-IlgG, entao o teste
de antiglobulina direta positivo deve-se a imunoglobulina e pode ser
realizada uma eluigdo para remover e identificar os anticorpos presentes.

5. Se a amostra apresentar um resultado positivo com anti-C3d, ent&o o teste
de antiglobulina direta positivo deve-se ao complemento e a eluigdo ndo
deve ser realizada, pois ndo conseguira demonstrar atividade de
anticorpos.

6. Quanto mais forte for o resultado do teste de antiglobulina direta, maior
quantidade de anticorpos seréo eluidos da superficie das hemacias.

TECNICA DE ELUIGAO RECOMENDADA

1. Retire uma amostra de 2 ml das hemécias a testar e lave-as uma vez em
solugédo salina isotdnica, tendo o cuidado de decantar completamente a
solugéo salina apds a lavagem.

2. Lave as heméacias quatro vezes com a Solugdo de Lavagem de Trabalho
para remover eventuais anticorpos néo ligados.

3. Reserve uma pequena aliquota do sobrenadante da ultima lavagem, a qual
sera utilizada mais tarde para testar a atividade de anticorpos.

4, Certifique-se de que decanta completamente a solugdo de lavagem apés
cada lavagem.

5. Coloque num tubo de teste rotulado: 1ml das hemécias lavadas
sensibilizadas e adicione 1 ml da Solug&o 1 para eluir os anticorpos.

6. Misture bem e centrifugue o tubo durante 60 segundos a 1000 rcf (forca

centrifuga relativa) ou utilizando um periodo de tempo e uma forca

alternativos adequados.

Transfira o sobrenadante (eluato) para um tubo limpo e elimine as células.

Para a eluigdo, adicione a Solucéo Il gota a gota, misturando bem apds

cada gota, até aparecer uma cor azul. A cor azul indica um intervalo de pH

de 6,5-7,5 e significa que o eluato foi tamponado para o pH correto.

9. Se aparecerem precipitados, proceda a centrifugacdo durante
60 segundos a 1000 rcf ou utilizando um periodo de tempo e uma forga
alternativos adequados.

10. Para ensaiar o eluato consulte abaixo. O eluato pode ser armazenado por
um periodo maximo de 7 dias a 2-8 °C.

© N

SELEGCAO DE HEMACIAS PARA ELUIGAO/SOBRENADANTE DA
ULTIMA LAVAGEM

1. A escolha das hemécias utilizadas no teste de comparagédo com o eluato
depende de cada laboratério individual.

2. Podem ser utilizadas hemacias a 3-5% ou reagentes de hemaécias a 0,8%
disponiveis no mercado.

3. Também podem ser utilizadas amostras de hemécias de doentes ou
dadores desde que sejam lavadas, pelo menos, 3 vezes em solugédo salina
isoténica e, em seguida, suspendidas a 3% ou 0,8% antes da utilizag&o.

4.  Em caso de suspeita de anemia hemolitica induzida por farmacos, o eluato
deve ser testado comparativamente com células sensibilizadas com o
farmaco em questéo.

TESTE DO ELUATO/SOBRENADANTE DA ULTIMA LAVAGEM

A. Técnicade teste em tubo

1. Coloque num tubo de teste rotulado: 2 volumes* de eluato ou
sobrenadante da Ultima lavagem e 1 volume de heméacias.

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

3. Apo6s aincubagéo, adicione 10 gotas da Solugao de Lavagem de Trabalho.

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

5. Decante a solucé@o e, em seguida, adicione duas gotas de globulina anti-

humana.

Misture bem e centrifugue durante 20 segundos a 900-1000 rcf.

Volte a suspender as células e verifigue a presenca de aglutinacéo.

Registe os resultados.

8. Confirme a validade de todas as reacdes negativas utilizando hemécias
sensibilizadas com IgG (consulte Controlos e Recomendacdes).

No

* Caso se observe um teste de antiglobulina direta fraco (2+ ou menos) com
as células sensibilizadas, podem ser utilizadas 3-4 gotas de eluato para
aumentar a sensibilidade do teste.

B. Técnica de microtipagem Bio-Rad-ID

1. Prepare uma suspenséo a 0,8% de hemacias lavadas em Bio-Rad ID-
Diluent 2.

2. Remova a pelicula de aluminio dos microtubos de cartdo de gel
necessarios Bio-Rad LISS/Coombs ou Coombs Anti-IgG.

3. Coloque no microtubo apropriado: 50 pl de suspensao de hemécias e 25 pl
de eluato.

Non

PO

N

5.
6.
7

Coloque num outro microtubo: 50 pl de suspenséo de hemacias e 25 pl de
sobrenadante da Ultima lavagem.

Incube o(s) LISS/Coombs ID-Card(s) durante 15 minutos a 37 °C.
Centrifugue o(s) LISS/Coombs ID-Card(s) na Bio-Rad ID-Card Centrifuge.
Leia macroscopicamente para detecao de aglutinacéo.

Técnica de tipagem Ortho BioVue

Prepare uma suspenséo a 0,8% de hemacias lavadas em Diluente de
hemacias Ortho a 0,8%.

Remova a pelicula de aluminio das camaras de reagéo necessarias na
cassete Ortho AHG Polyspecific ou AHG Anti-IgG.

Coloque na camara de reagdo apropriada: 50 pl de suspenséo de
hemécias de teste e 40 pl de eluato.

Coloque numa outra camara de reagdo: 50 pl de suspensédo de hemacias e
40 pl de sobrenadante da dltima lavagem.

Incube a(s) cassete(s) durante 15 minutos a 37 °C.

Centrifugue a(s) cassete(s) numa centrifugadora Ortho BioVue System.
Leia macroscopicamente para detecédo de aglutinacéo.

INTERPRETAGCAO DOS RESULTADOS

1.

Positivo: a aglutinagdo de heméacias constitui um resultado de teste
positivo e dentro das limitacdes aceites do procedimento de teste,
indicando que um ou mais anticorpos foram recuperados a partir das
hemacias sensibilizadas.

Negativo: a ndo ocorréncia de aglutinagdo de heméacias constitui um
resultado negativo e dentro das limitacdes aceites do procedimento de
teste, indicando que nenhum anticorpo foi recuperado a partir das
hemécias sensibilizadas.

Os resultados do sobrenadante da Gltima lavagem tém de ser negativos. O
teste deve ser repetido caso se obtenham resultados positivos.

LIMITACOES

1.

A atividade do eluato é limitada pela quantidade de anticorpos ligados as
hemécias, a quantidade de dissociacdo de anticorpos durante o
procedimento de lavagem e o grau em que a imunoglobulina é
desnaturada pelo baixo pH durante a dissociacao.

A contaminag&o do eluato com anticorpos néo ligados devido a lavagem
inadequada das hemaécias durante o procedimento de eluigdo pode limitar
a atividade do eluato.

O néo ajuste do pH para o intervalo adequado pode resultar em hemdlise.
A diluicdo excessiva do eluato devido a adicéo de quantidades excessivas
de Solugdo Tampéao Alcalina ao ajustar o pH do eluato pode causar
resultados mais fracos ou negativos falsos.

As hemécias utilizadas para estudos de eluigdo ndo devem ser utilizadas
para fenotipagem.

Também podem ocorrer resultados positivos falsos ou negativos falsos
devido a:

. Contaminag&o dos materiais de teste

Concentragdo de células inadequada

Tempo ou temperatura de incubagéo inadequados

Centrifugagdo inadequada ou excessiva

Conservagdo incorreta dos materiais de teste ou omissdo de
reagentes

. Desvio das técnicas recomendadas

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO ESPECIFICAS

1.

2.

O kit foi caracterizado por todos os procedimentos mencionados nas
Técnicas recomendadas.

Antes da libertacédo, cada lote de Lorne Red Cell-Elute foi testado pelas
técnicas recomendadas e demonstrou eluir uma ampla gama de
anticorpos 1gG de hemécias sensibilizadas.

O kit cumpre as recomendagdes 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).

ISENGAO DE RESPONSABILIDADE

1.

O utilizador é responséavel pelo desempenho do kit quando utilizado em
qualquer outro método que ndo os mencionados em Técnicas
recomendadas.

Eventuais desvios relativamente as Técnicas recomendadas devem ser
validados antes da utilizag&o.
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