LORNE LABORATORIES LTD.
GREAT BRITAIN

KIT DE ELUICAO ACIDA
Somente para uso diagnéstico in vitro

RED CELL ELUTE - Para eluigdo &cida de anticorpos de hemacias intactas.

& ANTES DE UTILIZAR O PRODUTO, VERIFIQUE O
NUMERO DA INSTRUCAO DE USO E A VERSAO CORRES-
PONDENTE NA EMBALAGEM DO MESMO.

PARA OBTER AS INSTRUC()ES DE USO EM FORMATO
IMPRESSO, SEM CUSTO ADICIONAL, CONTATAR O SER-
VICO DE ATENDIMENTO AO CONSUMIDOR: SAC (21)
3907-2534 / sac@kovalent.com.br

SUMARIO

Anticorpos adsorvidos em hemacias, tanto in vivo ou in vitro, podem ser dissoci-
ados e recuperados através da eluicdo. O eluato pode entédo ser utilizado para
identificar um anticorpo especifico em soros contendo anticorpos multiespecifi-
cos, demonstrar a presenga de um antigeno de baixa frequéncia, identificar o
anticorpo responsavel pelo resultado positivo do teste de antiglobulina direta na
anemia hemolitica auto-imune ou em reagdes transfusionais, identificar os
anticorpos causadores da doenga hemolitica do recém-nascido ou obter
anticorpos especificos a partir soros contendo anticorpos indesejaveis.

PRINCIPIO

Anticorpos ndo adsorvidos as hemécias sensibilizadas séo removidos através de
lavagens com uma solugdo que impede a perda dos anticorpos adsorvidos nas
hemécias. Ap6s a lavagem, o complexo antigeno-anticorpo é quebrado pela
adicdo de uma solugdo de baixo pH. O eluato recuperado é ajustado para o pH
7.0 £ 0.5 pela adicdo de uma solugdo tampao (ver limitagdes).

DESCRICAO DO KIT

Lorne Red Cell Elute é um kit de eluigdo acida. O Kit consiste em uma solugédo
de lavagem concentrada, que é usada para minimizar a dissociacéo dos anticor-
pos durante a lavagem, uma solucdo de eluicdo acida, que é um tampédo de
glicina de baixo pH contendo um corante (indicador de pH) e uma solu¢éo
tampdo, solugdo de Tris (hidroximetilaminometano) contendo albumina bovina.
Todas as solugdes séo fornecidas na diluicdo especifica para o uso, seguida de
todas as recomendacgfes técnicas sem a necessidade de diluicdo ou adicéo,
exceto a solugdo de lavagem concentrada. O nimero de referéncia do lote e a
data de vencimento estéo impressos nos rétulos dos frascos.

CONDIGOES DE ARMAZENAMENTO

Nao congelar. Os frascos originais devem ser armazenados de 2-25°C. O
armazenamento prolongado a temperaturas fora das especificagdes pode
resultar em perda acelerada de reatividade.

COLETA E PREPARAGAO DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue podem ser colhidas através das técnicas convencionais
de flebotomia. Quando utilizado na coleta da amostra o anticoagulante preferido
é o EDTA. Caso ocorra a demora para a execugdo do teste, armazenar as
amostras a 2-8°C. A utilizacdo de células com mais de 72 horas pode render
menos anticorpos e alterar o pH do eluato final.

PRECAUCOES

1. Oreagente é somente para uso em diagnéstico in vitro.

2. Se o frasco estiver rachado ou vazando, descartar o conteido imedi-
atamente.

3. Nao utilizar reagentes fora da data de vencimento (ver etiquetas).

4. N&o utilizar os reagentes se houver presenca de precipitados.

5 Durante a manipulacéo dos reagentes, deve-se utilizar equipamentos
de protecao individual (EPI), como luvas descartaveis e jalecos.

6. O reagente foi purificado através de um filtro de 0.2 pm para reduzir
a carga biolégica. Uma vez que o frasco for aberto, o contetdo per-
manece viavel até a data de vencimento, desde que ndo haja ne-
nhuma turbidez que indique contaminagao ou deterioragéo.

7. A solucdo de lavagem possui azida sodica (0,1%) que é classificada
pelas Diretrizes aplicaveis da comunidade Européia (CE) como noci-
vo (Xn). A azida sédica pode ser toxica se ingerida e pode reagir
com tubulagdes de cobre formando azidas explosivas. No descarte
utilizar &gua em abundancia.

8. Nenhum teste pode garantir que produtos derivados de fontes ani-
mais ou humanas estejam livres de agentes infecciosos, portanto,
todo cuidado deve ser tomado no manuseio e descarte de cada fras-
co e de seu conteldo.
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DESCARTE DO REAGENTE E MEDIDAS DE CONTROLE
DE DERRAMAMENTO

Para informagcdo de descarte dos reagentes do kit e descontaminagdo em
derramamentos, consultar a ficha de seguranca do kit que pode ser disponibili-
zada quando requerido.

CONTROLES E AVISOS

1. O ensaio realizado com solugdo de lavagem certificara que os anti-
corpos detectados no eluato sdo provenientes da membrana das
hemécias e ndo anticorpos dissociados remanescentes de uma la-
vagem inadequada. Se os controles s&o positivos, a eluicdo deve ser
repetida usando solugdo de lavagem fria. Tomando cuidado para la-
var rapida e cuidadosamente.

2. As técnicas de antiglobulina podem ser consideradas validas somen-
te se todos os testes negativos reagirem positivamente com hema-
cias sensibilizadas por IgG.

3. Nas Técnicas Recomendadas um volume corresponde a aproxima-
damente 50 pl, quando usado o conta-gotas fornecido com o frasco.

4. O uso dos reagentes e a interpretacdo dos resultados devem ser rea-
lizados por pessoal treinado e qualificado, de acordo com os reque-
rimentos do pais onde o reagente esta sendo usado. O usuario deve
determinar a adequacéo do reagente para 0 uso em outras técnicas.

COMPONENTES DO KIT FORNECIDO

Solug&o de Eluigdo Acida 1 x 10 mL (solug&o 1);
Solugéo Tampéo 1 x 10 mL (solucéo 2);
Solugéo de Lavagem Concentrada 2 x 25 mL;
Frasco de Solugdo de Lavagem.

REAGENTES E MATERIAL NECESSARIO

Anti-globulina humana, Lorne Polyspecific AHG Elite;

Agua destilada ou deionizada;

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

Kit Red Cell Elute,

Hemécias sennsibilizadas por 1gG,

Tampéo salina fosfato (PBS) - pH 6.8-7.2 ou Solugdo Fisiolégica
0,9% - pH 6.5-7.5.

Centrifuga para tubos;

. Pipetas volumétricas;

. Banho-maria ou estufa de calor seco a 37°C + 2°C.

PREPARACAO DA SOLUCAO DE LAVAGEM

1. Coloque o conteddo de um frasco da Solugdo de Lavagem
Concentrada (25 mL) no frasco de solucéo de lavagem fornecido.

2. Adicione 4gua destilada ou desionizada até a marca no frasco (250
mL) e homogeinize bem.

3. A solucédo de lavagem esta pronta para uso e pode ser armazenada
por até seis meses a 2-8°C caso ndo seja observada turbidez.

4. O uso da solucdo de lavagem a baixas temperaturas ird minimizar a
dissociacédo de anticorpos durante a fase de lavagem do procedi-
mento.

TESTE DAS HEMACIAS ANTES DA ELUICAO

1. Realizar um teste de antiglobulina direta sobre a amostra de
hemécias a serem testadas e registre os resultados.

2. Caso o teste de antiglobulina direta seja positivo existe a presenca
de anticorpos ligados as hemacias, devido a sensibilizagdo in vivo ou
in vitro.

3.  Para determinar se a sensibilizagdo é devida a imunoglobulinas ou
ao complemento, teste a amostra com o anti-IlgG e anti-C3d.

4.  Se a amostra apresentar resultado positivo para o teste anti-lgG, o
resultado de antiglobulina direta positivo € devido a imunoglobulinas,
sendo a eluicdo realizada para remover e identificar anticorpos
presentes.

5.  Se a amostra apresentar um resultado positivo para o teste anti-C3d,
entdo o resultado de antiglobulina direta positivo é devido ao
complemento e uma elui¢do ndo deve ser realizada porque ira falhar
em demonstrar a atividade de anticorpos.

6. Quanto mais intenso for o resultado do teste de antiglobulina direta,
maior quantidade de anticorpos serdo eluidos da superficie das he-
macias.

TECNICA DE ELUICAO RECOMENDADA

Bula Red Cell Elute
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1. Pegar 2mL da amostra de hemacias a serem testadas, lavar uma vez
em solugdo fisiolégica 0,9% tomando cuidado para decantar
completamente a salina apds a lavagem.

2. Lave as hemécias quatro vezes com a Solucdo de Lavagem para
remocdo de qualquer anticorpo ndo adsorvido as hemacias,
certificando-se completamente de decantar a solugdo de lavagem
apos cada lavagem.

3. Reserve uma pequena aliquota do sobrenadante da Ultima lavagem,
o qual posteriormente serd utilizado para testar a atividade dos
anticorpos.

4. Cologue em um tubo de ensaio identificado: 1 ml das hemécias
lavadas e adicione 1 ml da solug&o 1 para eluir os anticorpos.

5. Misture bem e centrifugue o tubo por 60 segundos a 1000 FCR(for¢a
centrifuga relativa) ou por um tempo e forca alternativos adequados.

6.  Transferir o sobrenadante (eluato) para um tubo limpo e descartar as
células.

7. Adicionar no eluato a Solugéo 2, gota a gota, misturando bem apés
cada gota, até aparecer a cor azul. A cor azul indica que a mistura
estd em uma faixa de pH de 6,5 a 7,5 indicando que o eluato foi
tamponado para o pH correto.

8.  Para testar o eluato veja abaixo. O eluato pode ser armazenado por
até 7 dias a temperatura de 2-8 ° C.

SELECAO DAS HEMACIAS PARA TESTE DE ELUICAO

1. A escolha das hemacias utilizadas no teste contra o eluato é de
responsabilidade de cada Laboratério.

2. Hemaécias comerciais a 3% podem ser utilizadas.

3. Amostras de hemécias de doadores ou pacientes também podem ser
utilizadas, desde que sejam lavadas ao menos por 3 vezes em
solucdo fisiolégica isotdénica e em seguida ressuspendidas a 3%
antes do uso.

4.  Se ha suspeita de anemia hemolitica induzida por droga entdo o
eluato deve ser testado utilizando as hemécias sensibilizadas com a
droga em questéao.

TESTE DO ELUATO

1.  Coloque em um tubo de ensaio identificado: 2 volumes * do eluato e

1 volume de hemécias teste.

Misture bem e incube a 37 °C por 15 minutos.

Apbs a incubacéo, adicione 10 gotas da Solugéo de Lavagem.

Misture bem e centrifugue todos os tubos por 30 segundos a 1000

FCR ou por um tempo e forga alternativos adequados.

5. Decantar a solucdo e, em seguida, adicionar duas gotas de anti-
globulina humana.

6.  Misture bem e centrifugue por 20 segundos de 900-1000 RCF.

7. Ressuspender as células e fazer leitura da aglutinagdo. Registrar os
resultados.

8. Validar todas as reagbes negativas utilizando hemécias
sensibilizadas com IgG (vide CONTROLES E AVISOS).

AW

*Caso o teste da antiglobulina direta tenha obtido um resultado muito
baixo (2+ ou menor), podem ser utilizadas de 3 a 4 volumes do elua-
to para aumentar a sensibilidade do teste.

INTERPRETAGCAO DOS RESULTADOS

1. Positivo: a aglutinagdo das hemacias teste constitui um resultado
positivo do teste, e dentro dos limites admitidos no procedimento,
indica que um ou mais anticorpos foram recuperados a partir das
hemécias sensibilizadas.

2. Negativo: a auséncia de aglutinagdo das hemacias teste constitui
um resultado negativo do teste, e dentro dos limites admitidos no
procedimento, indica que nenhum anticorpo foi recuperado a partir
das hemécias sensibilizadas.

LIMITACOES

1. A atividade do eluato é limitada pela quantidade de anticorpos
adsorvidos as hemécias, pela quantidade de dissociacdo de
anticorpos durante o procedimento de lavagem e pelo grau de
desnaturacéo dos anticorpos pelo baixo pH durante a dissociacéo.

2. A contaminagéo do eluato por anticorpos ndo adsorvidos devido a la-
vagem inadequada das hemaécias durante o processo de eluicdo
pode limitar a atividade do eluato.

3.  Uma falha em ajustar o pH a faixa adequada pode resultar em
hemolise.

4. A diluicdo excessiva do eluato pode ocorrer pela adicdo de
quantidades excessivas de reagentes durante o ajuste do pH do
eluato.

5.  Hemécias utilizadas em estudos de elui¢do ndo devem ser utilizadas
para fenotipagem.

6.  Resultados falso-positivos ou falso-negativos também podem ocorrer
devido a:

. Contaminagdo de materiais utilizados no teste;
. Concentragéo inadequada de células;

. Tempo ou temperatura de incubagéo incorretos;
. Centrifugagéo excessiva ou inadequada;
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. Armazenamento inadequado de materiais ou negligéncia
no uso dos reagentes;
. Descumprimento das técnicas recomendadas.

CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE DESEMPENHO

1. O Kit tem sido caracterizado por todos do procedimentos
mencionados nas Técnicas Recomendadas.

2. Antes do lancamento, cada lote de Lorne Red Cell-Eluite foi testado
de acordo com as Técnicas Recomendadas e sido demonstrado
pelo eluato uma ampla gama de anticorpos IgG de heméacias
sensibilizadas.

3. O kit estd em conformidade com as recomendacdes contidas na
Ultima edi¢édo da Guidelines for the UK Blood Transfusion Services.

GARANTIA

1. O usuéario é responsavel pela performance do Kit caso utilizado
qualquer outro meio que ndo os mencionados nas Técnicas
Recomendadas.

2. Qualquer desvio das Técnicas Recomendadas deve ser validado
antes da sua utilizagdo.
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INFORMAGCOES AO CONSUMIDOR

Fabricado por:

Lorne Laboratories Ltda
Unit 1 Danehill

Cutbush Park Industrial Estate
Lower Earley

READING
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United Kingdom

Importado e Distribuido por:
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