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UTILIZAGAO: O Gamma ELU-KIT Il esta indicado para uma rapida eluicio 4cida
de anticorpos de glébulos vermelhos intactos.

SUMARIO DO TESTE: A eluicdo é um processo de recuperagdo de anticorpos

ligados a gloébulos vermelhos. O eluado, preparado com base em glébulos

vermelhos revestidos in vivo ou in vitro, pode ser utilizado em qualquer um dos

seguintes casos:

1. Identificar anticorpos que revestem globulos vermelhos em doentes com teste
de antiglobulina direto positivo.

Isolar anticorpos especificos a partir de soros contendo multiplas
especificidades, por absorcéo in vitro em glébulos vermelhos selecionados.

Determinar a presenga de antigénios de fraca expressdo em glébulos
vermelhos ap6s incubagéo prévia com anti-soro selecionado.

Preparar anti-soros especificos, livres de anticorpos indesejados. A presenca
de proteinas especificas pode ser testada no eluado por variadas técnicas
bioquimicas ou imunoquimicas.

Os anticorpos podem ser eluidos dos glébulos vermelhos intactos ou do estroma
residual, apés a lise das células. A eluigdo de anticorpos a partir dos globulos
vermelhos foi conseguida, através de aquecimento [1], por tratamento das células
sensibilizadas com solventes organicos [2,3] ou pela exposicdo a pH elevado ou
baixo [4,5,6,7].

PRINCIPIO DO TESTE: Os glébulos vermelhos revestidos com anticorpos séo
inicilamente lavados minuciosamente, de forma a remover qualquer vestigio de
proteinas ndo ligadas, utilizando para tal uma solucéo especial de lavagem, que
permite manter a ligacdo dos anticorpos. Apds a sua lavagem, os globulos
vermelhos sdo suspensos numa solugéo de glicina de pH baixo, a fim de dissociar
os anticorpos. Apds a centrifugagdo, o sobrenadante contendo os anticorpos
dissociados é separado dos glébulos vermelhos e neutralizado, pela adigdo de uma
solugdo tampé&o. O eluado esté entdo preparado para ser testado na detegéo e/ou
identificag@o de anticorpos.

REAGENTE: O Gamma ELU-KIT Il é constituido por trés solugdes com volumes
suficientes para aproximadamente dez eluados, usando o procedimento detalhado
neste folheto informativo.

o Solugdo de Lavagem Concentrada (Concentraded Wash Solution):
Solugéo concentrada e tamponada, que devera ser diluida em agua destilada
na propor¢do de 1 para 10, a fim de preparar a Solu¢do de Lavagem de
Trabalho. Contém 0,1% de azida sédica como conservante. A Solugdo de
Lavagem de Trabalho proporciona um tampao isoténico com a forga ionica
correcta, para a lavagem de dos glébulos vermelhos livres de anticorpos ndo
ligados.

Solugcdo de Eluigdo (Eluting Solution): solucdo tampédo de glicina de pH
baixo, quedissocia anticorpos ligados a globulos vermelhos previamente
lavados. Esta solugdo n&o contém conservantes.

Solugdo Tampzo (Buffering Solution): Solugdo Tris (hidroximetilo)-
aminometano, contendo albumina bovina e azida sédica numa concentragdo de

Legenda:
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A ANTES DE UTILIZAR O PRODUTO, VERIFIQUE O NUMERO DA INSTRUGAO DE
. USO E A VERSAO CORRESPONDENTE NA EMBALAGEM DO PRODUTO.

Para obter as instrugées de uso em formato impresso, sem custo adicional, contatar o
servigo de atendimento ao consumidor através do SAC 0800-707-3855 ou através do
email fresenius.br@fresenius-kabi.com.

0,1%. E utilizada para neutralizar a acidez da Solugdo de Eluicdo, apos a
dissociagdo dos anticorpos. Toda a albumina bovina utilizada no fabrico deste
produto tem origem em animais dadores dos EUA, que foram inspeccionados e
certificados por inspectores dos Servigos Veterinarios dos EUA (USDA Food
Safety and Inspection Service) como sendo saudaveis. Este produto de origem
ruminante € considerado como tendo um baixo risco de transmisséo de
Encefalopatia Espongiforme Transmissivel. Contém 0,1% de azida sodica
como conservante. Contém também um indicador azul para auxiliar a ajustar o
eluato de acordo com o indice correto de pH para fazer o teste.

Os componentes podem ser permutados entre lotes, desde que se encontrem
dentro do prazo de validade.

PRECAUGOES:
Para a Solucdo de Lavagem Concentrada Gamma ELU-KIT Il e Solucdo Tamp&o
Gamma ELU-KIT II:

Este reagente contém 0,1% de Azida de sodio. Aviso: H302 Nocivo por
ingestao.
Para a Solugdo Tamp&o Gamma ELU-KIT II:
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Este reagente é uma solucdo de pH baixo. Aviso: H314 Provoca
queimaduras cutaneas e lesdes oculares graves. H318 Provoca lesdes oculares
graves.

Para utilizacdo em diagnéstico in vitro. Armazenar a temperatura ambiente (15°-
30°C), entre utilizagdes. A Solugdo de Lavagem de Trabalho deve ser armazenada
a 1°-10°C, entre utilizagbes. Devem ser tomadas precaugdes no sentido de
minimizar a contaminagao durante a utilizagéo do produto.

Rejeitar se visivelmente turvo.

Nao congelar. Ndo utilizar para além do prazo de validade. Nao utilizar a Solugao
Tampéo se ndo apresentar uma coloragao azul, antes de tamponar o eluado.

Aviso: A azida sodica pode reagir com ligas de chumbo e cobre e formar azidas
metdlicas altamente explosivas. Se for despejada num lavatério, deitar de seguida
uma grande quantidade de agua para evitar que a azida se acumule.

Manusear e inutilizar o reagente como potencialmente infecioso.
O formato para a data de validade é AAAA-MM-DD (ano-més-dia).

COLHEITA E PREPARAGAO DA AMOSTRA: Antes da colheita da amostra nao é
necessaria qualquer preparagao especial do doente. O sangue devera ser colhido
usando uma técnica asséptica e ser testado de preferéncia, enquanto se encontra
ainda fresco. Caso no seja testado imediatamente, devera ser armazenado a 1°-
10°C, preferencialmente n&o mais de 72 horas. NOTA: O uso de amostras de
sangue colhido com mais de 72 horas pode provocar oaparecimento de manchas
de hemoglobina no eluado, acompanhado por dificuldades no ajuste do pH final do
eluado a ser testado.

E preferivel uma amostra em anticoagulante, quando se tratarem de individuos
cujos globulos



vermelhos s&o revestidos in vivo, dado o volume de globulos vermelhos
necessarios para o procedimento de eluigdo. E recomendado o uso de EDTA como
anticoagulante. Também s&o aceitaveis amostras desfibrinadas.

PROCEDIMENTO:

Materiais Fornecidos: Gamma ELU-KIT ||

Outros Materiais Necessarios: Tubos (12x75 mm para a eluigdo, 10x75 mm ou
12x75 mm para o teste do eluado), pipetas, agua destilada, estufa ou banho de
agua a 37°, soro fisioldgico isotdnico ndo tamponado, ou tamponado com fosfato
(aproximadamente 15 mM), pH 6.5-7.5,, cronémetro e centrifuga. Antiglobulina
humana contendo anti-IgG, glébulos sensibilizados com IgG e equipamento de
ajuda optica, como lupa ou espelho concavo para o teste do eluado. A utilizagéo do
Gamma PeG™ é opcional.

METODOS DE TESTE:

Preparagéo de Eluados

Aplica-se a globulos vermelhos revestidos com anticorpos in vivo, ou glébulos

vermelhos seleccionados, que tenham sido revestidos in vitro por incubagédo prévia

em anti-soro.

NOTA: A finalidade recomendada da Solugéo de Lavagem de Trabalho é minimizar

a quantidade de anticorpos, que se dissociam dos globulos vermelhos durante a

fase de lavagem. No entanto, existem registos de que o uso desta solugéo de baixa

forga ibnica, pode causar uma ligagdo inespecifica de anticorpos a gldbulos
antigénio-negativos, durante a fase de lavagem, principalmente quando os
anticorpos séo particularmente potentes [8]. Como opgdo, pode ser usado soro
fisiolodgico na lavagem dos glébulos vermelhos, antes da preparagdo do eluado.

Desta forma, seré evitada a ligagdo de anticorpos a globulos antigénio-negativos,

mas podera resultar na dissociagéo de anticorpos com baixa afinidade durante o

procedimento de lavagem, conduzindo assim, a um eluado sem actividade ou com

menos anticorpos do que os expectaveis. Se decidir ndo utilizar a Solugéo de

Lavagem de Trabalho, ndo é necessario executar o passo 1 do seguinte

procedimento:

1. Preparar a Solugdo de Lavagem de Trabalho adicionando um volume de
Solugéo de Lavagem Concentrada a nove volumes de agua destilada. Misturar
completamente antes de usar. NOTA: A diluicdo da Solugdo de Trabalho
Concentrada reduz a concentragdo da azida sddica para um nivel, em que o
seu efeito conservativo ndo ¢ eficiente. Se for conservada a 1-10°C, a Solug&o
de Lavagem de Trabalho pode ser usada enquanto néo se apresentar turva e
ndo causar hemdlise dos glébulos vermelhos.

2. Centrifugar a amostra e remover todo o soro ou plasma possivel.

3. Lavar uma aliquota de glébulos vermelhos revestidos uma vez com solugéo
salina. O volume de aliquota deve ser suficiente para produzir 1 mL
(aproximadamente 20 gotas grandes) de células compactadas, quando a
lavagem estiver completa.

4. De forma a remover todos os anticorpos néo ligados, lavar os glébulos com a
Solugdo de Lavagem de Trabalho, repetindo a operagdo quatro vezes. Em
alternativa, este processo pode ser substituido por quatro lavagens com soro
fisiologico, em caso de suspeita de ligacdo inespecifica de anticorpos a
glébulos vermelhos antigénio-negativos. Se forem seguidas estas instrugdes, a
lavagem adequada até 1mL de glébulos vermelhos compactados, pode ser
levada a cabo num tubo de teste de 12x75 mm. Reserve uma pequena aliquota
de sobrenadante da lavagem final para servir de controlo.

5. Colocar 1 mL (20 gotas grandes) de glébulos vermelhos lavados num tubo
limpo de 12x75 mm, adicionar 20 gotas (aproximadamente 1 mL) de Solugéo
de Eluicdo e misturar SUAVEMENTE, invertendo o tubo quatro vezes. O
eluado poderéa ser preparado a partir de um volume inferior a 1mL de células
compactadas, se a quantidade da amostra for insuficiente. No entanto, tal
resultara, num volume inferior de eluado para teste. Neste caso, o volume de
Solugdo de Eluigdo a adicionar ndo serd 20 gotas, mas antes um volume
IGUAL ao de glébulos compactados no tubo.

6. Centrifugar imediatamente entre 45 e 60 segundos a 3.400 rpm (900 a 1.000
g’'s). A imersdo prolongada das células na Solugdo de Eluicdo provoca
hemolise. A consequente libertagdo da hemoglobina para o eluado altera o pH
e pode afetar o volume da Solugdo Tampé&oo necessario, para ajustar o pH do
eluado a neutro.

7. Transferir o eluato sobrenadante (eluado) para um tubo limpo. Os glébulos
vermelhos depositados devem ser rejeitados, uma vez que ja ndo sdo
apropriados para qualquer procedimento de tipagem antigénica.

Legenda:
Sublinhado = Adig&o ou alteragdo significativa; A = Eliminacéo de texto

8. Adicionar ao eluado &cido uma quantidade de Solugédo Tampé&o suficiente para
restabelecer o seu pH, fixando-o no intervalo referido para o teste (6.4 a 7.6). A
presenca de um indicador azul auxilia ao ajuste adequado do pH. Nao utilizar a
Solugdo Tampao se ndo apresentar uma coloragéo azul, antes de tamponar o
eluado. Esta coloragdo pode ser observada, durante a aspiragdo da Solugdo
Tampdo com uma pipeta. Quando adicionada a um eluado preparado
recentemente, a Solugdo Tampao muda para uma coloragdo amarela, ao
entrar em contacto com a solucdo &cida. Contudo, a medida que o volume da
Solugdo Tampé&o se aproxima da quantidade original do eluado, a sua cor
altera-se para azul claro. Esta situagdo pode manter-se apés agitacéo, caso o
pH do eluado tiver sido ajustado dentro do intervalo desejado. A quantidade de
Solugdo Tamp&o necessaria para esta operagdo varia com os diferentes
eluados, dependendo de um conjunto de factores, entre os quais se destaca a
extensdo da hemolise, durante a eluigio. Para além do prolongamento
excessivo do processo de eluigdo, j& mencionado, o grau de hemédlise pode ser
influenciado pela idade e fragilidade osmotica dos glébulos vermelhos a partir
dos quais foi elaborado o eluado. Ressalva-se, que as quantidades podem ndo
ser exactas, quando as solugdes sdo dispensadas por um processo de conta-
gotas. A presenga de um indicador na Solugdo Tampao facilita o ajuste do pH
do eluado, tornando-o adequado para teste. Se a cor amarela do eluado n&o se
alterar apés a adicdo de 20 gotas (aproximadamente 1mL) de Solugdo
Tampéo, continue a adicionar esta solugdo, a razdo de uma gota de cada vez,
até que a cor azul clara se mantenha ap6s agitacao.

9. Misturar bem e centrifugar para remover qualquer precipitado ou residuo
celular. Depois transferir o eluado para um tubo de teste limpo e devidamente
rotulado.

O eluado esta agora pronto para o teste de detegéo ou identificagéo de anticorpos.

Caso o teste nédo seja efectuado imediatamente, o eluado devera ser armazenado a

uma temperatura de 1°-10°C, e pode ser utilizado até sete dias apds a sua

preparagdo, desde que ndo apresente turvacdo. A turvacdo pode indicar

contaminagdo bacteriolégica, 0 que pode conduzir a falsos resultados. Nao é

excluida a hipotese de armazenar por um periodo de tempo maior, caso o eluado

for esterilizado por uma membrana de filtragéo, e armazenado seguidamente 1°-
10°C, e se os testes posteriores forem controlados com glébulos vermelhos

estabelecidos como tendo reagdes positivas e negativas com eluados fracos. O

indicador azul podera perder a cor durante o periodo de armazenamento.

Testar os Eluados

Os eluados podem ser testados por métodos convencionais de dete¢do de

anticorpos, através de procedimentos que o técnico possa validar, produzindo

dados que demonstrem a validade dos resultados, ou pelos procedimentos

seguintes, aplicando a técnica modificada de antiglobulina indirecta. Dado que o

eluado j& se encontra num substrato ionico baixo, a utilizagdo de potenciadores

como a albumina bovina ou aditivos de baixa forga iénica ndo é habitualmente
necessaria. No caso de uso do reagente aditivo de polietilenoglicol (por exemplo,

Gamma PeG™) n&o é necessario o teste modificado de antiglobulina. Neste caso,

0s glébulos deverdo ser lavados pelo menos 3 vezes com soro fisioldgico, apds

incubagdo com o eluado, uma vez que & necessério eliminar o aditivo antes da
adicao de Antiglobulina Humana.

NOTA: O teste de antiglobulina humana modificado ndo contempla lavagens

repetidas de globulos vermelhos testados, ap6s incubagdo com o eluado, mas

depende de uma remogdo adequada de proteinas humanas dos gldbulos em
suspenséo, apos incubagéo. Os reagentes comerciais de globulos vermelhos séo
lavados suficientemente durante o seu fabrico, a fim de poderem ser usados
directamente do frasco, mas as amostras de globulos vermelhos de doentes ou
dadores devem ser bem lavadas, pelo menos duas vezes, em soro fisiologico,
colocando uma ou duas gotas de sangue num tubo de 75x12 mm, tendo o cuidado

de decantar completamente entre lavagens e ressuspender as células, apés a

adi¢do de soro na lavagem seguinte. Ap6s a segunda lavagem, o soro fisiolégico

devera ser decantado completamente e devera ser adicionado soro suficiente, para

fazer uma suspenséo de globulos a 3-4%.

1. Colocar 1 gota da suspenséo de glébulos vermelhos num tubo devidamente
rotulado. Adicionar uma pequena quantidade de soro fisiologico (5-10 gotas).
Centrifugar durante 30 segundos a 3,400 rpm (900 a 1,000 g's), decantar o
soro e tapar os tubos secos.

2. Adicionar 2 gotas de eluado ao botdo de glébulos em cada tubo.

3. Misturar bem o contelido de todos os tubos e incubar durante 10 minutos a
37°£1°C. A incubagéo podera ser prolongada até 30 minutos. A incubagéo até
ao limite maximo de tempo pode aumentar a reatividade.



4. Apobs a incubagao, adicionar 5-10 gotas de Solugdo de Lavagem de Trabalho
no tubo e misturar. Adicionar 10 gotas de Solugéo de Lavagem de Trabalho
pode aumentar a eficiéncia do processo de lavagem.

5. Centrifugar durante 30 segundos a 3.400rpm (rcf 900 a 1.000).

6. Decantar completamente a Solugdo de Lavagem de Trabalho e tapar os tubos
Secos.

7. Adicionar 1 ou 2 gotas de Antiglobulina Humana Gamma-clone® a cada botéo
de glébulos, ou seguir as instrugdes do fabricante da Antiglobulina Humana em
uso. A adi¢do 2 gotas de AGH pode aumentar a reatividade.

8. Misturar bem e centrifugar os tubos durante:

(@) 1 minutoa 1.000 rpm (100 a 125 g's) ou
(b) 15 segundos a 3400 rpm (900 a 1.000 g's) ou
(c) um tempo adequado a calibragdo da centrifuga.

9. Ressuspender os glébulos, agitando suavemente e examinar a presenca ou
auséncia de aglutinagdo. As reagdes negativas podem ser examinadas com
ajuda dtica. Registar os resultados.

Estabilidade da Reagédo: O procedimento de lavagem do teste de antiglobulina
deve ser levado a cabo sem qualquer interrupcdo. Os resultados deverdo ser
interpretados imediatamente, ap6s a concluséo do teste.

CONTROLO DE QUALIDADE:

1. Todos os testes de antiglobulina negativos devem ser confirmados, adicionando
globulos vermelhos sensibilizados com IgG, tais como Checkcell®, repetindo
depois a centrifugagdo e a leitura. Um resultado de teste positivo nesta altura
indica que foi adicionada antiglobulina (anti-IgG) ativa ao sistema de teste e
estava presente, quando o teste original de antiglobulina foi interpretado como
negativo.

2. Uma amostra retirada apds a lavagem final devera ser testada em paralelo com
0 eluado, para identificacdo de actividade de anticorpos. O objetivo deste
controlo € assegurar que os anticorpos presentes no eluado derivam de uma
ligagdo com os gldbulos vermelhos originais e que ndo s&o apenas anticorpos
ndo ligados, que permaneceram como resultado de lavagem inadequada. Se
houver atividade de anticorpos na Ultima lavagem, o procedimento de eluigdo
deve ser repetido apés a lavagem minuciosa dos glébulos. Deve considerar-se,
a possibilidade da presenca de atividade dos anticorpos na Solugdo de
Lavagem, derivar da dissociagdo dos anticorpos dos globulos vermelhos,
durante a lavagem. Sempre que existir esta suspeita, a dissociagdo dos
anticorpos pode ser minimizada com o uso da Solugéo de Lavagem de Trabalho
a 1°-10°C, para lavar as células antes do procedimento de eluigéo.

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS DE TESTE: Uma reacdo de aglutinagdo
que ocorra durante o teste do eluado contra os glébulos vermelhos de fenétipos
apropriados, indica que um anticorpo foi recuperado das células originais, sujeito a
testes de controlo satisfatorios. Na suspeita de um teste de antiglobulina directo
positivo, relacionado com farmacos, o eluado deve ser testado contra os glébulos
vermelhos revestidos com o referido farmaco (por exemplo, penicilina), antes de se
concluir que nenhum anticorpo foi eluido dos glébulos. A auséncia de aglutinacéo
quando o eluado é testado contra os globulos vermelhos apropriados, indica que
nao foi recuperado nenhum anticorpo dos glébulos.

LIMITAGOES: O rendimento dos anticorpos obtidos pela eluigdo de globulos

vermelhos revestidos depende dos seguintes fatores variaveis:

1. A quantidade de anticorpos ligados as células. Quando a eluicdo é obtida a
partir de glébulos vermelhos previamente incubados com amostras de soro ou
plasma in vitro, relaciona-se com a razao soro/células na mistura incubada, o
modo da ligagdo constante do anticorpo particular, o nUmero, tipo e
acessibilidade das posi¢des dos receptores antigénicos, mas também com o
equilibrio alcangado, ou néo, da reagéo.

2. O grau de dissociagéo do anticorpo que ocorre durante os procedimentos de
lavagem. Isto pode ser minimizado pela lavagem a 1°-10°C com a Solugéo de
Lavagem de Trabalho. Na maioria dos casos, podem ser feitos eluados
satisfatorios, apds a lavagem das células com a Solugdo de Lavagem de
Trabalho a temperatura ambiente.

3. O grau de recombinagdo dos anticorpos que ocorre antes de ser separado o
eluato das células. Ocorre a um pH que néo é favoravel para a associagéo do
anticorpo. Isto é minimizado com o procedimento de eluicdo acida, uma vez que
a separagdo do eluado das células ocorre a um pH que ndo ¢ favoravel a
associagdo de anticorpos.

Legenda:
Sublinhado = Adig&o ou alteragdo significativa; A = Eliminacéo de texto

4. O grau a que a imunoglobulina é desnaturada pelo baixo pH durante a
dissociagdo. Isto & minimizado se o procedimento for efetuado como
recomendado.

Outros factores a serem considerados s&o:

5. Glébulos vermelhos que tém um teste de antiglobulina directo positivo, devido
unicamente & presenga do complemento, vao normalmente levar a um eluado
em que aactividade do anticorpo nao é visivel.

6. Um restabelecimento incorrecto do pH no eluado, pode causar hemoélise dos
glébulos vermelhos ou pode inibir a actividade do anticorpo, nos testes
seguintes.

7. Amostras de células armazenadas por mais de 72 horas, poderdo produzir
eluados de menor poténcia do que os preparados a partir de amostras de
sangue colhidas recentemente. Procedimentos de eluicdo alternativos s&o
preferiveis para a preparacéo de eluados, a partir de amostras armazenadas.

8. Pode ocorrer um teste falso-negativo, se o procedimento do teste de
antiglobulina modificado for usado e se a suspensao de glébulos vermelhos de
teste ndo for suficientemente lavada, de modo a eliminar as proteinas humanas
livres, antes da incubagdo com o eluado, ou se o sistema de teste se tornar
contaminado com proteinas humanas por qualquer motivo, que n&o
necessariamente pelo anticorpo dissociado, durante a fase de eluigdo. Um teste
de Controlo de Coombs negativo (Passo 1 do Controlo de Qualidade) devera
alertar os investigadores para esta fonte de erro.

9. A utilizagdo de uma solugdo de lavagem de baixa forga iénica, foi descrita como
sendo uma possivel causa da ligagdo ndo especifica dum anticorpo muito
potente, dirigido a glébulos vermelhos antigénio-negativos, conduzindo a um
eluado, que é efectivamente falsamente positivo.

10. O n&o desenvolvimento da cor azul clara ao adicionar a Solugdo Tamp&oo no
eluado recentemente preparado, pode indicar a degradagdo da solugdo € o
eluado deve ser rejeitado. Neste caso, deve confirmar-se se a Solugdo Tamp&o
esta azul antes de ser usada e o eluado deve ser repetido.

CARATERISTICAS ESPECIFICAS DE DESEMPENHO: As solugdes que
constituem o Gamma ELU-KIT I, s@o testadas e apresentam resultados
satisfatorios quando utilizadas com o procedimento detalhado neste folheto
informativo, na preparagéo de eluados de glébulos vermelhos revestidos com uma
elevada gama de anticorpos IgG. O desempenho deste produto depende da
aplicagdo dos métodos recomendados neste folheto informativo.
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