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RESUMO

O anticorpo adsorvido pelos glébulos vermelhos, seja in vivo ou in vitro, pode

ser dissociado e recuperado através do processo de eluicdo. O eluato

recuperado pode ser utilizado:

1. para identificar um anticorpo Unico em soros que contenham varias
especificidades de anticorpos;

2. para demonstrar a presenga de um antigénio fraco;

3. para identificar o anticorpo responsavel por um teste de antiglobulina directo
positivo para anemia hemolitica adquirida ou reacg&o a transfusao;

4. para identificar os anticorpos responsaveis pela doenga hemolitica em
recém-nascidos;

5. para preparar anticorpos especificos a partir de soros que contenham
anticorpos indesejados.

Os métodos para preparar eluatos incluem a eluigdo pelo calor, o congelamento-
descongelamento, a alteragdo do pH e o tratamento com solventes organicos,
tais como o éter, cloreto de metileno, cloroférmio ou xileno.

PRINCIPIO

O anticorpo néo adsorvido que rodeia os globulos vermelhos sensibilizados é
retirado através de irrigagdo com uma solugdo de lavagem que minimiza a
perda do anticorpo adsorvido pelos glébulos vermelhos. Apds a lavagem, o
complexo antigénio-anticorpo € dissociado adicionando uma solugédo de pH
baixo. O pH do eluato recuperado é entdo ajustado adicionando uma solugéo
tampao de base. O eluato fica entdo pronto a ser utilizado.

REAGENTE

O Kit ELU KIT™ PLUS consiste em trés solugdes:

1. Concentrado de solugdo de lavagem: contém 0,1% de azida de sédio
como agente antimicrobiano. Diluir o concentrado 1/10 (1+9) em &gua
destilada ou desionizada para preparar uma solugéo de lavagem de trabalho.

2. Solugdo |, solugdo de eluigdo em acido: um tampéo de glicina de pH
baixo, que contém um agente corante (indicador de pH). Nao contém
conservantes nem agentes antimicrobianos. Utilizada conforme fornecida.

3. Solugdo Il, solugdo tampdo de base: uma solugdo Tris (hidroximetil-
aminometano), que contém albumina bovina com 0,1% de azida de
so6dio como agente antimicrobiano. Utilizada conforme fornecida.

Apenas para utilizagdo em diagnoésticos profissionais in vitro.

PRECAUGOES

A turvagdo podera indicar contaminagdo bacteriana ou deterioragdo do
reagente. Nao utilizar reagentes contaminados ou recipientes sem rétulos.

Nao utilizar apos o prazo de validade.

O ELU KIT™ PLUS pode ser armazenado em drea refrigerada ou a
temperatura ambiente . Nao congelar.

@A AZIDA DE SODIO E TOXICA. NAO INGERIR. A AZIDA DE SODIO
PODERA REAGIR COM TUBAGENS DE CHUMBO OU COBRE E FORMAR
AZIDAS METALICAS EXPLOSIVAS. AO ELIMINAR, FAZER CORRER AGUA
EM GRANDE QUANTIDADE PARA PREVENIR A ACUMULAGAO DE AZIDAS.

ESTE PRODUTO DEVE SER CONSIDERADO COMO SENDO DE RISCO
BIOLOGICO, DEVENDO A SUA ELIMINACAO CUMPRIR OS REQUISITOS
APLICAVEIS A ELIMINAGAO DE MATERIAL BIOLOGICO PERIGOSO.
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QUALQUER ALBUMINA BOVINA UTILIZADA NO FABRICO DESTE
PRODUTO PROVEM DE ANIMAIS DOADORES INSPECCIONADOS E
CERTIFICADOS PELOS NOSSOS INSPECTORES DE SERVIGO
VETERINARIO COMO ESTANDO ISENTOS DE QUALQUER DOENGA.
ESTE PRODUTO DE BASE RUMINANTE E CONSIDERADO COMO
APRESENTANDO UM RISCO REDUZIDO DE EET (ENCEFALOPATIA
ESPONGIFORME TRANSMISSIVEL).

PROCEDIMENTO

Reagentes fornecidos: Concentrado de solugdo de lavagem ELU KIT™
PLUS, Solugéo | (solugédo de eluicdo em acido) e Solugéo Il (solugédo tampao
de base).

Materiais e equipamento nao fornecidos:

Tubos de ensaio em vidro descartaveis (recomendados: 12 x 75 mm),
pipetas de transferéncia, temporizador, banho de agua ou incubadora a
37 °C (x 1 °C), centrifuga serolégica (900-1000 rcf), agua destilada ou
desionizada, solugdo salina isoténica (recomendada: solugdo salina de
tampéo fosfato com pH de 6,5 a 7,5) e outros reagentes para efectuar testes
com o eluato.

I PROCEDIMENTO DE ELUIGAO

NOTA: Deixar que todos os reagentes/solugées atinjiam a temperatura

ambiente (18 - 25 °C), antes de utilizar neste procedimento. Agitar todas as

solugées completamente antes de serem utilizadas.

1. Diluir o Concentrado de solugdo de lavagem adicionando um volume da
solugdo a nove volumes de agua destilada ou desionizada. Esta solucéo
de lavagem de trabalho devera ser conservada entre 1 e 10 °C num
recipiente fechado. Esta solucdo podera ser utilizada até seis meses
depois, caso n&o se observe turvacéo ou outros sinais de contaminagéo
durante a conservagdo. A utilizagdo de uma solucédo de lavagem “fria”
podera minimizar acrescidamente a dissociagéo de anticorpos durante a
fase de lavagem do procedimento.

2. Efectuar um teste de antiglobulina directo na amostra de glébulos
vermelhos que foi sensibilizada com o anticorpo in vivo ou in vitro.
Registar os resultados.

3. Centrifugar a amostra de glébulos sensibilizados num tubo de ensaio
limpo e rotulado. Retirar o excesso de plasma ou de soro. Lavar uma
vez com solugao salina isoténica.

4. Transferir um volume adequado de glébulos vermelhos aglomerados

para um tubo de ensaio limpo e rotulado (recomenda-se 1 mL de
glébulos aglomerados)*.
Lavar os glébulos vermelhos aglomerados com a solugdo de lavagem
de trabalho, pelo menos, quatro vezes para eliminar o anticorpo nao
ligado. Reservar uma pequena aliquota do sobrenadante da ultima
lavagem para testar relativamente a actividade do anticorpo. A lavagem
inadequada podera resultar na contaminacéo de anticorpos no soro.

5. Transferir os glébulos lavados para um tubo de ensaio limpo e rotulado.
Adicionar 20 gotas (~1 mL) de Solugdo | a 1 mL de glébulos vermelhos
aglomerados lavados para a eluigdo do anticorpo*. Misturar
cuidadosamente. Centrifugar imediatamente durante 45 a 60 segundos
a 900-1000 rcf. Misturar em excesso ou ndo centrifugar imediatamente
podera resultar em hemolise, alterando o pH do eluato.

6. Transferir o sobrenadante para um tubo de ensaio limpo. Eliminar os
glébulos. Adicionar 5 gotas de Solugéo Il para tamponar o eluato*.
Misturar bem. Continuar a adicionar Solugéo Il gota a gota, misturando
bem cada gota até surgir uma cor azul distintiva. A cor azul indica uma
gama de pH de ~6,5-7,5.

*NOTA: Este procedimento baseia-se nhum volume de amostra recomendado
de 1 mL de glébulos vermelhos aglomerados. No entanto, podem utilizar-se
volumes inferiores se a relagdo proporcional entre os glébulos aglomerados e
a Solugdo | ELU KIT™ PLUS se mantiver. A utilizagdo de um volume de
globulos aglomerados inferior a 1 mL resultara num volume final de eluato
inferior para a realizagdo de testes.



7.  Centrifugar o eluato para eliminar detritos celulares.
8. Transferir o eluato clarificado para um tubo de ensaio limpo e rotulado.
O eluato esta pronto a ser testado.

Se néo for imediatamente testado, o eluato podera ser conservado entre 1 e
10 °C durante até sete dias e testado, caso ndo se observe turvacéo durante a
conservacédo. Devera observar-se uma reactividade éptima com eluatos que
se encontrem dentro da gama de pH de 6,5 a 7,5.

I TESTAR O ELUATO ATRAVES DO TESTE DE ANTIGLOBULINA
MODIFICADA

Podem utilizar-se globulos vermelhos reagentes comerciais, ou amostras de
doentes ou de doadores como glébulos de teste. Se forem utilizadas amostras
de doentes ou de doadores, lavar os globulos, pelo menos, trés vezes em
solugdo salina isoténica antes de preparar a suspensdo de glébulos. E
necessario lavar exaustivamente os glébulos de teste, uma vez que o método
de teste de antiglobulina modificada elimina a fase de lavagem do teste de
antiglobulina.

Se se suspeitar de um teste de antiglobulina directo positivo induzido por
farmacos, podera ser necessario efectuar mais testes com o eluato,
comparando-o com glébulos sensibilizados com o farmaco, para avaliar a
recuperagao do anticorpo.

1. Preparar um bot&o de gloébulos vermelhos “seco” para testes do seguinte

modo:
Adicionar uma gota de uma suspenséao de glébulos de 3 a 5% a um tubo
de ensaio limpo e rotulado. Adicionar 5 a 10 gotas de solugdo salina
isoténica. Centrifugar a 900-1000 rcf durante, pelo menos, 30 segundos.
Decantar completamente a solugéo salina sobrenadante para garantir
a eliminagdo de toda a solugéo salina residual, resultando num botao
de glébulos vermelhos “seco”.

2. Adicionar duas gotas de eluato ao botéo de globulos vermelhos “seco”.
NOTA: Se se observar um teste de antiglobulina directo com os glébulos
sensibilizados, poderdo ser utilizadas 3 a 4 gotas de eluato para
aumentar a sensibilidade do teste.

Né&o adicionar albumina bovina ou outros potenciadores.

3. Misturar bem e incubar a 37 °C (x1 °C) durante 15 minutos.

4. Apés a incubagao, adicionar 5 a 10 gotas da solugdo de lavagem de
trabalho a cada tubo. Centrifugar a 900-1000 rcf durante, pelo menos,
30 segundos. Decantar completamente a solugdo de lavagem
sobrenadante para garantir a eliminacao de toda a lavagem residual,
resultando num botao de glébulos vermelhos “seco”.

5. Adicionar duas gotas de globulina anti-humana (consultar as
Indicagbes de utilizagdo do fabricante apropriadas para a Globulina
anti-humana).

6. Misturar cuidadosa, mas exaustivamente, o conteldo de cada tubo
para ressuspender os botées de glébulos vermelhos.

7. Centrifugar os tubos durante:

a) 15 segundos a 900-1000 rcf
b) ou centrifugagéo com forga equivalente*

* NOTA: a forga centrifuga aplicada deve ser a minima necessaria para
produzir um sobrenadante transparente e um botéo de glébulos vermelhos
nitidamente delineados que possam ser faciimente ressuspensos. Ndo é
possivel recomendar uma tnica velocidade ou tempo de centrifugagédo para
todos os tipos de centrifugas ou aplicacbes de teste disponiveis. As
centrifugas devem ser calibradas individualmente para determinar o tempo
e velocidade ideais para obter os resultados pretendidos.

8. Ressuspender com cuidado o botdo de glébulos vermelhos e
examinar a existéncia de aglutinagdo. Classificar e registar os
resultados.

NOTA: Recomenda-se a utilizagdo de um microscopio ou auxiliar dptico apenas
para a confirmagéo de reacgdes de hemaglutinagdo negativas ou fracas.

9. Os resultados do teste de antiglobulina negativos ou positivos fracos
deverdo ser adequadamente controlados adicionando globulos de
controlo reagentes sensibilizados com IgG (consultar Controlos).

CONTROLOS

1. E necessério efectuar testes com a solugdo de lavagem reservada (“Ultima
lavagem” - consultar o Procedimento de elui¢do, Parte |, Passo 4) para
garantir que o anticorpo detectado no eluato foi libertado a partir de um estado
ligado e ndo se trata de um anticorpo “livre” residual que tenha permanecido
ap6s uma lavagem inadequada. Se o teste de controlo da “Ultima lavagem”
for positivo, a eluigdo devera ser repetida utilizando solugdo de lavagem fria,
com cuidado para lavar rapida e exaustivamente.

2. A aplicagdo de glébulos de controlo reagentes sensibilizados com IgG
para ajudar a confirmar a validade dos resultados de testes de
antiglobulina negativos é um teste de controlo essencial para os
procedimentos que incluam uma fase de teste de antiglobulina
(consulte as Indicagdes de utilizagdo do fabricante relevantes para
glébulos de controlo sensibilizados com IgG).

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS DOS TESTES
TESTES DO ELUATO:

Positivo (+): aglutinagao

Negativo (-): sem aglutinagéo

Teste invalido: auséncia de reacgédo dos glébulos sensibilizados com IgG
quando adicionados a testes negativos.
Teste invalido: a “Ultima lavagem” reservada demonstra resultados positivos.

A aglutinacéo de gloébulos testados em comparagéo com o eluato e a auséncia
de aglutinag&o dos testes de controlo da “Ultima lavagem” reservada indicam
que o anticorpo serologicamente detectavel foi recuperado dos glébulos
sensibilizados. A auséncia de aglutinagdo indica que nao foi recuperado
qualquer anticorpo serologicamente detectavel ou que o anticorpo recuperado
talvez ndo demonstre especificidade de um grupo sanguineo.

LIMITES DO PROCEDIMENTO DE TESTE

A actividade do eluato limita-se ao seguinte:

1. A quantidade inicial de anticorpo ligado aos glébulos vermelhos
sensibilizados.

2. O grau de dissociagdo do anticorpo ocorrido durante o procedimento de
lavagem. Em raras ocasides, registou-se a ocorréncia de absor¢do ndo
especifica de anticorpos de alta poténcia; este fenomeno registou-se
como estando associado a utilizagdo combinada da solucéo de lavagem
de baixa forga iénica na presenga de um anticorpo em soro fortemente
reactivo. Neste caso, poderd ocorrer um potencial resultado de eluato
falso-positivo®.

3. Os globulos conservados durante mais de 72 horas poderdo resultar em
niveis inferiores de anticorpo recuperado e na reactividade mais reduzida do
eluato resultante. Adicionalmente, a utilizagdo de amostras conservadas
podera resultar em eluatos corados com hemoglobina e na dificuldade em
ajustar o pH final do eluato @ gama necessaria para os testes.

4. O grau a que a imunoglobulina é desnaturada pelo pH baixo durante a
dissociagdo (que se prevé que seja minimo se o procedimento for
efectuado conforme recomendado).

5. Podem ocorrer resultados falso-positivos resultantes da contaminagéo
do eluato com anticorpo néo ligado devido a lavagem inadequada dos
glébulos vermelhos na Parte |, Passo 4 do procedimento de eluigdo.

6. Podem ocorrer testes falso-negativos se as suspensdes de glébulos
vermelhos para teste nédo forem suficientemente lavadas antes da
incubagéo com o eluato, ou se o sistema de teste ficar de algum modo
contaminado com proteina humana, além do anticorpo recuperado
durante a fase de eluigéo.

7. A incapacidade de ajustar o pH a gama adequada podera resultar na
hemdlise dos glébulos de teste. Adicionalmente, a actividade do
anticorpo recuperado podera ser adversamente afectada pela variagéo
de pH acima ou abaixo da gama ideal.

8. O excesso de diluigdo do eluato devido a adigao incorrecta de volume
dos componentes do ELU KIT™ PLUS ou a adigdo de quantidades
excessivas de reagentes durante o ajuste da gama de pH do eluato
podera resultar em resultados enfraquecidos ou falso-negativos.

9. E pouco provavel que os procedimentos de eluigdo efectuados em
glébulos vermelhos que tenham sido sensibilizados apenas com
complemento apresentem eluatos reactivos.

10. Os globulos vermelhos utilizados em estudos de eluigdo ndo podem ser
utilizados em fenotipagem.

11.  Outras variaveis de teste, tais como uma técnica inadequada, uma
centrifugacdo ou incubacéo indevida, vidros incorrectamente lavados
e/ou materiais contaminados poderdo originar resultados falso-
negativos ou falso-positivos.

CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE DESEMPENHO

Quando utilizado segundo o método recomendado descrito, o ELU KIT™
PLUS demonstra resultados satisfatérios na preparagdo de eluatos a partir de
glébulos vermelhos sensibilizados in vitro com uma gama de anticorpos IgG
de diferentes especificidades.

Nao existem padrées de poténcia para este produto.
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cODIGO DO
PRODUTO A TAMANHO
ELU KIT™ PLUS ]
Red Cell Elution System 5800073 Kit de teste

l ANTES DE UTILIZAR O PRODUTO, VERIFIQUE O NUMERO DA INSTRUGAO DE
“*~ USO E A VERSAO CORRESPONDENTE NA EMBALAGEM DO PRODUTO.

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