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Rabbit Erythrocyte Stroma
Estroma de eritrécito de coelho para a adsorgéo de Anti-I, Anti-H ou Anti-IH de aglutininas frias
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Utilizagao:
Rabbit Erthrocyte Stroma for adsorption | Estroma de eritrécito de coelho para a
of cold agglutinins anti-l,anti-H or anti-lH | adsor¢éo de anti-l,anti-H ou anti-IH de
aglutininas frias

O RESt é usado para adsorver auto-aglutininas reativas a frio, tais como anti-, anti-H
ou anti-IH, do soro ou plasma humano de modo a facilitar a resolugao de problemas
seroldgicos complexos .

Sumario do Teste:

As auto-aglutininas reativas frias, tais como anti-l ou anti-IH sdo componentes normais
na maioria dos soros humanos'2. Estes anticorpos tem habitualmente um baixo titulo,
uma amplitude térmica estreita e ndo sdo detectaveis nos testes serolégicos de rotina,
executados a temperatura ambiente ou superior. Contudo, os titulos destes anticorpos
podem aumentar até niveis detectaveis nos soros de doentes com determinadas
patologias ou infeccBes™. Nestes casos os anticorpos podem aglutinar glébulos
vermelhos a temperatura ambiente, 0 mesmo ndo acontecendo apés incubagdo a
37°C. Podem surgir problemas quando o complemento activado por estes anticorpos,
se liga aos glébulos vermelhos causando reacgdes fracamente positivas variaveis na
fase do teste de antiglobulina. Enquanto a maioria dos anticorpos anti-I ou anti-IH
encontrados no soro de adultos I-positivo s@o clinicamente insignificantes, as suas
reacgdes podem mascarar ou imitar outras, da responsabilidade de anticorpos com
maior significado clinico. As reaccées indesejaveis da fase de antiglobulina podem
normalmente ser evitadas, pela utilizagdo de um soro de antiglobulina monoespecifico
anti-lgG em vez de um reagente poliespecifico, ou executando o teste com pré-
aquecimento.57

Ocasionalmente, um auto-anticorpo frio pode ser tdo potente que as reacgdes de
aglutinagdo podem manifestar-se na fase do teste a 37°C e na fase de antiglobulina.
Para além disso, o anticorpo pode ser capaz de reagir numa grande amplitude
térmica. As técnicas de pré-aquecimento ou a utilizagdo de anti-lgG monoespecifico
podem nao abolir a reactividade interferente, de um anticorpo frio como este. Como
consequéncia, torna-se necessario dar outros passos, para libertar o soro de teste da
interferéncia do anticorpo.

A adsorgao do soro a 4°C com os glébulos vermelhos do doente (autélogos) é uma
das formas de conseguir a remog&o. Existem contudo, algumas desvantagens nas
adsorgdes autdlogas. Em primeiro lugar, a adsorgdo € um procedimento demorado,
especialmente se o soro tiver que ser adsorvido mais que uma vez. Os glébulos
vermelhos adsorventes precisam ser bem lavados e pré-modificados enzimaticamente
antes do teste, de forma a maximizar a adsorg&o do auto-anticorpo. Em segundo
lugar, s@o frequentemente precisas grandes quantidades de células autélogas para
adsorver até a exaustdo, um anticorpo potente numa amostra de soro. Em terceiro
lugar, ndo se deve fazer auto-adsorgdo, caso o doente tenha sido recentemente
transfundido, uma vez que hé o risco de remogéo de alo-anticorpos significativos pela
presenca de glébulos vermelhos do dador incompativeis na amostra do doente.

Como alternativa as autoadsorgdes a frio, o anti-l, anti-H e anti-lH podem ser
removidos com RESt, um reagente obtido a partir de estroma eritrocitario de coelho,
especialmente preparado. Vérios grupos de investigadores mostraram que o0s
eritrécitos de coelho possuem estruturas similares aos antigénios humanos |, IH e H&
", Para além disso, Marks, Reid e Ellisor demonstraram que os glébulos vermelhos
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de coelho fixados com formaldeido s&o eficazes na adsorgéo de anti-l, sem reduzir a
forca reaccional de anticorpos anti-eritrocitarios com maior significado clinico,
igualmente presentes nos soros de teste.'?

Exemplos selecionados de anticorpos com as seguintes especificidades:

D,C,E e, c f K k Kp? Kpb, Js2, Jsb, Fya, Fyb, Jka, Jkb, Lea, Leb, M, N, S, s, Lu?, Lu®,
Xge, Tja foram testados e n&do s&o adsorvidos por RESt. O soro adsorvido com RESt
pode ser para avaliar a presenca ou auséncia de anticorpos adicionais com
significado clinico. A utilizagdo do RESt elimina a necessidade de grandes
quantidades de glébulos vermelhos do doente. Para além disso, o RESt diminui o
tempo necessario para completar a adsorgéo, uma vez que elimina os passos de
lavagem e pré-modificacdo enzimatica das células adsorventes. O RESt pode ser
usado com seguranga, para adsorver aglutininas indesejaveis de soros de doentes
recentemente transfundidos, bem como de néo transfundidos.

Principio do Teste:

As reagdes entre glébulos vermelhos de antigénio positivo e um anticorpo de grupo
sanguineo especifico, podem ser eliminadas, se o soro contendo esse anticorpo for
previamente incubado com um adsorvente, que transporte o receptor apropriado para
0 antigénio. Logo que o RESt tenha sido centrifugado para remover o diluente
sobrenadante, este é incubado com o soro suspeito de conter auto-anticorpos anti-l, -
H ou —IH. Durante este periodo os auto-anticorpos frios ligam-se ao RESt. Apés a
incubagdo, a mistura é centrifugada e o soro adsorvido é colhido e testado.
Comparando os resultados entre o soro adsorvido com RESt e 0 soro ndo adsorvido é
possivel confirmar a presenga da autoaglutinina fria e detetar ou identificar anticorpos
adicionais que possam estar presentes

Reagentes:
O RESt contém uma suspensdo salina de estroma eritrécitario de coelho. Foi
adicionada azida sédica (0,1%) como conservante.

Né&o existe padréo de poténcia nos EUA.

Precaugoes:
Para utilizagdo em diagnéstico in vitro.

: Este reagente contém 0,1% de azida sédica. Aviso: H302 Nocivo
por ingestéo.

A azida sodica pode reagir com ligas de cobre e chumbo e formar compostos
explosivos. Se for eliminada num lavatério, deitar em seguida uma grande quantidade
de &gua para evitar que a azida se acumule.

Manusear e eliminar este produto como sendo potencialmente infecioso.

Este reagente deve ser centrifugado e o sobrenadante removido antes da utilizagéo,
de forma a evitar a diluido do soro.

Armazenar 1-10°C. N&o usar para além da data de validade ou se tiver ocorrido
descoloragdo do material.



O formato para a data de validade &€ AAAA-MM-DD (ano-més-dia).

Colheita e Preparagdo da Amostra:

Colher a amostra num anticoagulante adequado ou sem anticoagulante, usando uma
técnica de flebotomia correcta e enviar para o laboratorio para testar imediatamente.
Se a amostra for colhida em EDTA, heparina ou sem anticoagulante, o teste deve ser
executado dentro de 48 horas. Se o atraso do teste for inevitavel, a amostra devera
ser colhida para um anticoagulante/conservante e refrigerada entre 1-10°C. Amostras
colhidas e armazenadas sob condicbes requeridas para transfusdo, devem ser
adequadas para o teste durante todo o periodo de duragéo do anticoagulante, no qual
a amostra foi colhida, e durante o tempo requerido para a retengao de amostras.

Procedimento:

Materiais fornecidos:

O RESt é fornecido como uma suspensdo salina de estroma, contida num tubo
rolhado adequado para armazenamento e adsorgao.

Outros Materiais Necessarios:
1. Solugéo salina isotdnica.
2. Tubosde 10 x 75 mmou 12 x 75 mm e suporte para tubos.
3. Pipetas.
4. Centrifuga serologica capaz de desenvolver Forga Centrifuga Relativa
(RCF) de 900-1000g.
5. Frigorifico a 4°C ou banho de gelo.
6.  Agitador Vértex.

Método de Teste:

1. Rotular um frasco de adsor¢do RESt para cada amostra de soro (ou
plasma) a ser adsorg&o.

2. Centrifugar o frasco de adsorgédo durante um periodo minimo de 2
minutos ou até o estroma estar bem concentrado. Nota: Para
assegurar que o estroma estd adequadamente concentrado, o frasco
do RESt deve estar equilibrado durante a centrifugagéo e ndo deve ser
usado o travdo, durante a fase de desaceleragao.

3. Remover a rolha do frasco e aspirar completa e cuidadosamente o

sobrenadante, usando uma pipeta.

Adicionar 1 mL de soro (ou plasma) a ser adsorvido.

Colocar de novo a tampa no frasco de adsorcdo e misturar

completamente, usando um agitador vértex ou por agitagdo manual

vigorosa.

6. Incubar a mistura soro-estroma a 1-10°C, durante 15-60 minutos.
Misturar ocasionalmente durante o periodo de incubag&o.

7. Centrifugar o frasco de adsor¢&o por um periodo minimo de 2 minutos,
até que o estroma fique bem concentrado.

8. Colher o soro (ou plasma) adsorvidos usando uma pipeta.

9. Testar uma aliquota da amostra adsorvida a temperatura ambiente
(18-30°C) ou 36-38°C, para verificar se toda a actividade da aglutinina
fria foi removida. Se os resultados evidenciarem que a adsorgéo foi
insuficiente, repetir os passos de 1-8 usando um novo frasco de RESt.
Se a adsor¢&o foi completa, a amostra adsorvida esta pronta para ser
usada para detegéo e identificagdo de anticorpos.
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ATENGAO:

Uma vez que o anti-B se liga a este material, o soro adsorvido RESt néo deve ser
usado para grupagem ABO. Além disso, o soro adsorvido pelo RESt ndo deve ser
usado para testes de compatibilidade.

Interpretagdo dos Resultados:

ADSORGAO COMPLETA

Uma adsorgao completa da aglutinina fria indesejavel foi conseguida, quando o soro
adsorvido deixa de reagir a temperatura ambiente ou a 37°C (dependendo do sistema
de teste usado) com os glébulos vermelhos do doente e com os glébulos vermelhos
reagentes, que ndo apresentam os antigénios contra os quais se dirigem os
aloanticorpos adicionais.

ADSORGAO INCOMPLETA OU NAO-ADSORGAO

A aglutinagdo dos gldbulos vermelhos do doente e dos glébulos vermelhos reagentes,
que ndo apresentam os antigénios contra os quais se dirigem alo-anticorpos
adicionais a temperatura ambiente, ou a 37°C (dependendo do sistema de teste
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utilizado) com o soro adsorvido com o RESt, indica que a aglutinina fria indesejavel
nao foi suficientemente removida, ou que o anticorpo ndo pode ser adsorvido pelo
estroma de coelho.

NOTA: A adsorgdo completa de auto-aglutininas frias indesejaveis pode ndo ser
sempre possivel. Contudo, em algumas situagbes, a adsorgdo parcial das auto-
aglutininas pode ser suficiente para revelar aloanticorpos subjacentes que possam
estar igualmente presentes. A matéria-prima para o fabrico deste produto partilha
determinantes antigénicos com o antigénio B, com antigénios relacionados com a
substancia H e com antigénios de sistema P. E previsivel que anticorpos anti-B ou
alguns anticorpos dos sistemas H ou P sejam adsorvidos por este reagente.

Limitagdes:

1. Adicionalmente aos anticorpos anti-I, anti-IH e anti-H; o anti-B e o0 anti-P serdo
completa ou parcialmente adsorvidos pelo RESt. Embora os exemplos
selecionados de anti-D, -C, -E, -e, -c, -f, K, -k, -Kpa, -Kpb, -Jsa, -Jsb, -Jka, -
Jkb, -Fya, -Fyb, -Lea, -Leb, -Lua, -Lub, -M, -N, -S, -s, -Xga e -Tja ndo sejam
adsorvidos, a possibilidade de um alo-anticorpo raro ser adsorvido por este
reagente ndo pode ser inequivocamente excluida.

2. Uma falha na aspiragéo total do diluente em suspenséo do RESt provocara uma
diluicdo do soro a ser adsorvido. Como resultado, anticorpos clinicamente
significativo, fracamente reativos, podem ser detetados em testes
subsequentes.

3. Os eritrocitos de coelho ativam rapidamente a via alternativa do complemento
no soro humano.’* Algum ou a maior parte do complemento presente num
soro, serd inativado, apés a incubagdo com RESt. Anticorpos cuja presenca
seja apenas demonstravel indiretamente pelo complemento que ativam, podem
nao ser detetados em testes seroldgicos que empreguem soro adsorvido RESt.

4. Ocasionalmente, é possivel que uma auto-aglutinina fria ndo seja
completamente adsorvida pelo RESt. Como resultado, pode nédo ser possivel
atribuir uma especificidade definitiva as reacgdes obtidas, apds a adsorcéo.
Além disso, a adsorcdo completa de auto-aglutininas frias ndo garante que os
anticorpos que permanecem no soro adsorvido, possam ser identificados.

Carateristicas Especificas de Desempenho:

A capacidade do RESt para adsorver anticorpos selecionados, relacionados com o

glébulo vermelho, tem sido confirmada através de testes com exemplos selecionados

de anticorpos anti-l, utizando a metodologia deste folheto informativo. O

desempenho deste produto depende do cumprimento da metodologia

recomendada neste folheto informativo.
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