LORNE LABORATORIES LTD.
GRA-BRETANHA

ALBUMINA SEROLOGICA
INSTRUCOES DE UTILIZAGAO

22% Serological Albumin e 30% Serological Albumin

RESUMO

A albumina seroldgica foi reconhecida pela primeira vez como um potenciador
de certas interacdes antigénio-anticorpo em 1945 por Diamond. Desde entdo,
testes que empregam albumina serolégica tém sido amplamente utilizados para
a detecdo ou quantificagdo de anticorpos. A albumina seroldgica também
demonstrou otimizar a sensibilidade do teste de antiglobulina indireta para
algumas especificidades dos anticorpos.

UTILIZAGAO PRETENDIDA

As solucdes de albumina serolégica destinam-se a ser utilizadas para otimizar a
detecdo qualitativa de anticorpos anti-eritrécitos irregulares em plasma ou soro
humano, quando testado em conformidade com as técnicas recomendadas
nestas Instrugdes de utilizacéo.

PRINCIPIO

Quando utilizado empregando as técnicas recomendadas, o reagente nao
afetard a primeira fase de hemaglutinagdo (absor¢do de anticorpos), mas
otimizara a segunda fase (aglutinacdo), ao permitir que as hemacias revestidas
com anticorpos fiqguem mais préximas entre si do que ficariam num meio de
solucéo salina sem aditivos (consulte Limitagoes).

REAGENTES

As solugdes Lorne 22% Serological Albumin e Lorne 30% Serological Albumin
sd@o preparadas a partir de uma mistura de albumina de soro bovino e solugéo
salina tamponada. Ndo sdo adicionados quaisquer otimizadores de avidez
artificiais ou potenciadores de aglutinagcdo de elevado peso molecular a
nenhuma preparacéo de albumina de soro bovino (BSA). Nenhum dos reagentes
de BSA contém caprilato de sédio. Os reagentes ndo contém nem consistem em
substancias cancerigenas, mutagénicas ou toxicas para a reprodugdo (CMR),
substancias passiveis de causarem a desregulacdo do sistema enddécrino nem
substancias passiveis de causarem sensibilizagdo ou uma reacéo alérgica no
utilizador. Cada reagente de BSA é fornecido na diluicao ideal para utilizagao
com todas as técnicas recomendadas indicadas abaixo, sem necessidade de
diluicdo ou acréscimo adicional. Para obter informagdes sobre o nimero de
referéncia do lote e o prazo de validade, consulte os rotulos dos frascos.

CONSERVACAO

Apbs 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 PREPARAGAO 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 solucéo salina isotdnica antes
de testa-las.

PRECAUCOES

1.  Osreagentes destinam-se apenas a utilizagdo em diagndstico in vitro.

2. Se um frasco de reagente estiver partido ou apresentar fugas, elimine o
contetido imediatamente.

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

4. Na&o utilize os reagentes se estiver presente precipitado.

5. Ao manusear reagentes deve utilizar-se vestuario de protegdo, como luvas
descartaveis e uma bata de laboratoério.

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

7. A BSA tem sido obtida a partir de rebanhos fechados (fémeas) desde
1980, nos quais nenhum animal apresenta suspeita clinica de ter
Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB), e que ndo foram alimentados
com ragdes que contém proteinas derivadas de ruminantes durante esse
periodo.

8. O reagente contém <0,1% de azida de sddio. A azida de sédio pode ser
toxica se ingerida e pode reagir com tubagens de chumbo e cobre,
formando azidas metdlicas explosivas. Aquando da eliminagdo, enxague
com grandes volumes de agua.
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ELIMINAGAO DO REAGENTE E CONTROLO DE DERRAMES

Para obter informacdes sobre a eliminagdo dos reagentes e a descontaminacéo
de um derrame, consulte a Ficha de Dados de Seguranca de Materiais,
disponivel mediante pedido.

CONTROLOS E RECOMENDAGOES

1. As hemécias sensibilizadas com um autoanticorpo in vitro ou in vivo
podem aglutinar-se espontaneamente em concentra¢cdes de albumina
serolégica tdo baixas quanto 6%. Por conseguinte, é essencial preparar
rotineiramente testes de controlo nos quais as hemacias de teste sdo
misturadas apenas com a solugéo de albumina seroldgica apropriada.

2. As técnicas de antiglobulina apenas podem ser consideradas vélidas se
todos o0s testes negativos reagirem positivamente com hemacias
sensibilizadas com 1gG.

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

4. Antes da utilizag&o, deixe o reagente aquecer até a temperatura ambiente.
Assim que o reagente tiver sido utilizado, volte a conserva-lo a 2-8 C.

5. A utlizacdo dos reagentes e a interpretacdo dos resultados devem ser
realizadas por profissionais qualificados e com a devida formacéo, de
acordo com o0s requisitos em vigor no pais onde os reagentes sdo
utilizados.

6. O utilizador tem de determinar a adequabilidade dos reagentes para
utilizag@o com outras técnicas.

REAGENTES E MATERIAIS NECESSARIOS

. Globulina anti-humana, ou seja, Lorne Polyspecific AHG Elite (nimero de
catalogo: 435010) ou anti-lgG, ou seja, Lorne Monospecific Anti-IgG
(ndmero de catalogo: 401010).

. Agente de lavagem de células Coombs.

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

. Centrifugadora para tubos de teste.

. Hemécias sensibilizadas com IgG, ou seja, Lorne Coombs Control Cells
(nimero de catalogo: 970010).

. Lorne Inert AB serum (nimero de catalogo: 110010).

. Solugédo PBS (pH 6,8-7,2) ou solugédo salina isotonica (pH 6,5-7,5).

. Pipetas volumétricas.

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

TECNICAS RECOMENDADAS

A. Técnicade rotagao imediata de albumina

1. Prepare uma suspensdo a 2-3% de hemécias de teste lavadas em
solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) ou solugdo salina isotonica.

2. Coloque num tubo de teste rotulado: 2volumes de soro de teste,
2 volumes de suspensdo de hemacias de teste e 2 volumes de 22%
Serological Albumin.

3. 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.

4. Examine o sobrenadante para detecdo de hemdlise, em seguida volte a
suspender com cuidado o botdo de células e examine macroscopicamente
para detecdo de aglutinagao.

B. Técnica de rastreio com albumina e solucéo salina incubada
atemperatura ambiente

1. Prepare uma suspensdo a 2-3% de hemacias de teste lavadas em
solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) ou solucéo salina isotonica.

2. Coloque num tubo de teste rotulado: 2 volumes de soro de teste, 1 volume
de suspensdo de células de teste e 2volumes de 22% Serological
Albumin.

3. Misture bem e incube a 18-25 °C durante 5-30 minutos.

4. Centrifugue todos os tubos durante 20 segundos a 1000 rcf (forca
centrifuga relativa), ou utilizando um periodo de tempo e uma forca
alternativos adequados.

5. Examine o sobrenadante para detegdo de hemdlise, em seguida volte a
suspender com cuidado o botdo de células e examine macroscopicamente
para detecdo de aglutinacéo.

C. Técnicade albuminaa 37 °C

1. Prepare uma suspensdo a 2-3% de hemacias de teste lavadas em
solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) ou solucéo salina isotdnica.

2. Coloque num tubo de teste rotulado: 2 volumes de soro de teste, 1 volume
de suspensdo de células de teste e 2volumes de 22% Serological
Albumin.

3. Misture bem e incube a 37 °C durante 15-60 minutos.

4.  Centrifugue todos os tubos durante 20 segundos a 1000 rcf (forga
centrifuga relativa), ou utilizando um periodo de tempo e uma forca
alternativos adequados.
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Examine o sobrenadante para detegdo de hemdlise, em seguida volte a
suspender com cuidado o botéo de células e examine macroscopicamente
para detecéo de aglutinacéo.

Técnica de antiglobulina indireta (IAT)

Siga os passos 1 a 3 da técnica de albumina a 37 °C referida acima.

Lave as hemécias de teste 4 vezes com solucédo salina tamponada com
fosfato (PBS) ou solugdo salina isotonica, tendo o cuidado de decantar a
solugdo salina entre lavagens e de ressuspender cada botdo de células
apds cada lavagem. Decante completamente a solugdo salina apés a
Gltima lavagem.

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

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 forca alternativos adequados.

Com cuidado, proceda a ressuspensdo do botdo de hemacias e leia
macroscopicamente para dete¢éo de aglutinagéo.

Técnica de titulagdo de anticorpos

Prepare uma suspensdo a 2-3% de hemacias de teste lavadas em
solucé@o Lorne 22% Serological Albumin.

Prepare diluigdes duplas de soro de teste em soro AB inerte.

Adicione 1 volume de suspensdo de hemaécias de teste a 1 volume de
cada dilui¢do.

Misture bem e incube a 37 °C durante 15-60 minutos.

Centrifugue todos os tubos durante 20 segundos a 1000 rcf (forca
centrifuga relativa), ou utilizando um periodo de tempo e uma forca
alternativos adequados.

Com cuidado, proceda a ressuspensdo de cada botdo de células e leia
macroscopicamente para detecdo de aglutinagéo.

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS DE TESTE

1.

2.

Positivo: a aglutinagdo de hemécias de teste constitui um resultado de
teste positivo e dentro das limitagGes aceites do procedimento de teste.
Negativo: a ndo ocorréncia de aglutinagdo de hemacias de teste constitui
um resultado de teste negativo e dentro das limitagbes aceites do
procedimento de teste.

ESTABILIDADE DAS REAGOES

1.  Ostestes em tubo devem ser lidos imediatamente ap6s a centrifugagéo.

2. Os passos de lavagem devem ser realizados sem interrupgdes e os testes
devem ser centrifugados e lidos imediatamente ap6s a adigao de globulina
anti-humana. Os atrasos podem resultar na dissociacdo de complexos
antigénio-anticorpo, conduzindo a reagfes negativas falsas ou positivas
fracas.

3. Deve ter-se precaucdo na interpretacdo dos resultados de testes
realizados a temperaturas que néo as recomendadas.

LIMITACOES

1. Hemacias com um teste de antiglobulina direta (TAD) positivo devido a um
revestimento de IgG nédo podem ser submetidas a tipagem pela técnica de
antiglobulina indireta.

2. Podem ocorrer resultados positivos falsos devido ao facto de aglutininas
para albumina estarem presentes numa pequena percentagem de
amostras de soro.

3. A eficacia da reagente albumina tem de ser controlada no decurso da
utilizagéo do mesmo.

4. A albumina serolégica nédo otimizara a reatividade dos anticorpos de todos
0S grupos sanguineos.

5. A albumina serolégica nédo deve ser utilizada como controlo negativo para
reagentes de determinagéo do grupo sanguineo IgG potenciados.

6. Podem ocorrer resultados positivos falsos ou negativos falsos devido a:

. Contaminacgdo dos materiais de teste

. Concentragdo de células, tempo de incubacdo ou temperatura
inadequados

. Centrifugagdo inadequada ou excessiva

. Conservagdo incorreta dos materiais de teste ou omissdo de
reagentes

. Introducéo de soro humano/globulinas gama no teste

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO ESPECIFICAS

1.

Antes da libertag&o, cada lote de solugcdo de albumina serolégica da Lorne
foi testado utilizando os métodos de teste recomendados indicados nestas
Instrucdes de utilizacdo. Os testes cumpriram 0s requisitos de teste
indicados na versdo/edicdo atual das “Guidelines for the Blood Transfusion
Services in the United Kingdom” (Linhas de Orientagdo para os Servicos
de Transfusédo de Sangue no Reino Unido).

Antes da libertagéo, cada lote de Lorne 22% Serological Albumin e Lorne
30% Serological Albumin demonstrou otimizar a aglutinagdo de anticorpos
Rh e outros anticorpos quando utilizado de acordo com as técnicas
recomendadas.

Cada lote é testado para assegurar especificidade num sistema isento de
anticorpos com hemaécias que se sabe possuirem os antigénios de grupos
sanguineos herdados com maior frequéncia.

O controlo de qualidade dos reagentes foi realizado utilizando hemécias
com fenétipos que foram verificados por um centro de transfusbes de
sangue no Reino Unido e tinham sido lavadas com solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS) ou solugdo salina isotonica antes da
utilizacéo.
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Os reagentes cumprem as recomendacdes contidas na edigcdo 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).

ISENCAO DE RESPONSABILIDADE

1. O utilizador é responsavel pelo desempenho dos reagentes quando
utilizados em qualquer outro método que ndo os mencionados em
Técnicas recomendadas.

2. Eventuais desvios relativamente as Técnicas recomendadas devem ser
validados antes da utilizag&o”.
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APRESENTAGCOES DISPONIVEIS DO REAGENTE

Tamanho Nimero de Testes por
do frasco catalogo frasco
22% Serological 10 ml 451010 100
Albumin 1000 ml 451000* 10 000
30% Serological 10 ml 452010 100
Albumin 1000 ml 452000* 10 000

*Estas apresentagdes sdo apenas para Utilizagdo em Fabrico Posterior
(FFMU, For Further Manufacturing Use), pelo que ndo possuem a marca

CE.
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