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‘ Para dissociacéo de IgG dos Gldbulos Vermelhos ‘

UTILIZAGAO PREVISTA: O Kit Gamma EGA é utilizado na dissociacéo de IgG dos
glébulos vermelhos, para que estes possam ser tipificados para os seus antigenos
ou utilizados em testes soroldgicos.

RESUMO DO TESTE: Os globulos vermelhos revestidos com imunoglobulina,
como na anemia hemolitica autoimune ou na doenga hemolitica do recém-nascido,
apresentam um teste de antiglobulina direto positivo. Como tal, ndo podem ser
testados para os antigenos de superficie através de testes de antiglobulina indiretos
nem através de reagentes contendo potenciadores de aglutinagdo, caso o
revestimento com IgG seja suficiente para causar, nestas condigdes, aglutinagao
espontanea. A capacidade para dissociar a imunoglobulina dos glébulos vermelhos
sem diminuir a reatividade do antigeno de superficie é de grande valor,
possibilitando que os glébulos sejam tipificados, o0 que ajuda no reconhecimento e
identificagdo de um ou mais aloanticorpos que coexistam com autoanticorpos no
soro do paciente [1,2,3].

PRINCIPIO DO TESTE: Em primeiro lugar, os glébulos vermelhos revestidos com
IgG deverdo ser completamente lavados, depois brevemente suspensos em
solugdo de glicina acida EDTA para dissociar os anticorpos ligados. A mistura é
imediatamente levada a pH neutro, por agdo do Tampao TRIS, e os glébulos s&o
separados por centrifugagdo e lavados trés vezes com solugéo salina. Se o teste de
antiglobulina direto for negativo, os glébulos vermelhos lavados estardo prontos
para serem testados para os antigenos de superficie, através do teste da
antiglobulina (ou com um reagente contendo potenciadores). O tratamento desativa
os antigenos do sistema de grupo sanguineo Kell [4], bem como Er? [5], Bg [6] e
possivelmente outros. Este reagente ndo desnatura antigenos sensiveis a enzimas,
tais como os dos sistemas MNSs e Duffy. O método acido com glicina EDTA é o
procedimento mais indicado para tipificagéo de glébulos vermelhos revestidos com
aloanticorpos ou autoanticorpos IgG reativos a quente [7].

REAGENTE: O Kit Gamma EGA consiste em trés solugdes, em quantidade
suficiente para pelo menos vinte procedimentos de dissociagao de anticorpos.

* Solugdo EGA 1: Uma solugéo concentrada de EDTA sddico. Contém 0,1% de
azida sddica como conservante.

* Solugdo EGA 2: Uma solugdo de glicina de pH baixo. Esta solugdo ndo
contém conservantes.

* Solugdo EGA 3: Uma solugdo TRIS (hidroximetil}-aminometano. Contém 0,1%
de azida sodica como conservante.

PRECAUGOES:

Para utilizagdo em diagndstico in vitro. Conservar a temperatura ambiente (15 °C a
30 °C), quando ndo estiver sendo utilizado. Em salas refrigeradas, as solugdes
mantém-se estaveis, apesar da refrigeragdo poder causar a cristalizagdo da
Solugdo EGA 1. Se isto acontecer, os cristais irdo dissolver-se quando a solug&o for
colocada a temperatura ambiente, sendo que esta devera depois ser bem agitada
antes da respectiva utilizagdo. Devem ser tomadas precaugdes para minimizar a
contaminag&o durante a utilizagao deste produto.

Legenda:
Sublinhado = adigao ou alteragao significativa A = eliminagéo de texto
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Né&o congelar. Nao utilizar além do prazo de validade.
Para Solugdes 1 e 3 do Kit Gamma EGA:

Este reagente contém 0,1% de azida sddica. Aviso: H302 nocivo se
ingerido

Para a Solugdo 2 do Kit Gamma EGA:

&

Aviso: A azida sédica pode reagir com encanamentos de chumbo e cobre e formar
compostos metalicos altamente explosivos. Se for despejada em um lavatério, lave
com uma grande quantidade de &gua para evitar que a azida se acumule.

Este reagente é uma solugéo de pH baixo. Aviso: H314 Provoca
queimaduras cuténeas e lesbes oculares graves. H318 Provoca
lesdes oculares graves

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

ATENCAOQ: A embalagem deste produto (tampa de conta-gotas) pode conter
borracha natural seca

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

COLETA E PREPARAGAO DA AMOSTRA: Nio é necessaria qualquer
preparagao especifica do paciente antes da coleta da amostra. O sangue deve ser
coletado através de uma técnica asséptica e deve ser testado, preferencialmente,
enquanto ainda se encontra fresco. Caso néo seja testado imediatamente devera
ser conservado entre 1 °C a 10 °C, preferencialmente por ndo mais de 72 horas. Os
glébulos vermelhos de amostras de sangue armazenadas durante mais de 72
horas, podem apresentar uma hemolise aumentada ao serem tratados de acordo
com o procedimento recomendado.

E preferivel uma amostra em anticoagulante, quando se tratarem de individuos
cujos globulos vermelhos s&o revestidos in vivo, dado o volume de gl6bulos
vermelhos necessarios para o procedimento. E recomendado o uso de EDTA como
anticoagulante. Também s&o aceitaveis amostras desfibrinadas.

PROCEDIMENTO:

Materiais Fornecidos: Gamma EGA Kit

Outros Materiais Necessarios: Tubos de ensaio, pipetas, solugdo salina isotdnica
ou isotdnica tamponada com fosfato (aproximadamente 15 mM), pH 6,5-7,5,
crondmetro e centrifuga.



METODO DE TESTE:

NOTA: O procedimento de tratamento descrito pode ser igualmente aplicado a

tipificagdo de globulos vermelhos néo revestidos com IgG, com o objetivo de

destruir a reatividade dos antigenos do Sistema Kell, a fim de ajudar na
identificagdo de anticorpos. Nesse caso, ndo é necessario executar o Passo 9 do
procedimento seguinte.

1. Lavar os glébulos vermelhos trés vezes em solugéo salina e ressuspendé-los
numa concentragéo de 3% a 5%.

2. Colocar 30 gotas da suspensdo de glébulos vermelhos num tubo de ensaio
limpo.

3. Centrifugar para compactar os glébulos vermelhos o maximo possivel e
remover cuidadosamente 0 sobrenadante sem perturbar as células. A titulo
indicativo, um minuto a 3400 rpm (900 a 1000 fcr) devera ser o suficiente para
compactar os glébulos vermelhos.

4. Num outro tubo de ensaio, preparar a solugdo de glicina acida EDTA,
adicionando 4 gotas de Solug&o EGA 1 e 16 gotas de Solugdo EGA 2.

5. Adicionar imediatamente a solugdo de glicina &cida EDTA recém preparada
aos glébulos vermelhos compactados e lavados e agitar suavemente.

6. Acionar o crondmetro e deixar a mistura a temperatura ambiente (23 °C +
3°C), ndo mais do que dois minutos. Se os globulos vermelhos se tornarem
escuros ou se agruparem apés esta exposi¢do, podera ser necessario
diminuir o tempo de tratamento (em incrementos de 15 segundos), até que os
resultados do teste ndo demonstrem um agrupamento ou escurecimento
acentuado dos glébulos vermelhos.

7. Adicionar de imediato 4 gotas de Solugdo EGA 3, misturar energicamente e
centrifugar durante 30 segundos a 3400 rpm (900 a 1000 fcr).

8. Remover e rejeitar 0 sobrenadante; em seguida, suspender os glébulos
tratados em solugdo salina. Se neste ponto do tratamento os globulos
vermelhos n&o estiverem agrupados ou escurecidos (ver Passo 6), proceder a
lavagem dos globulos vermelhos, pelo menos, trés vezes com solugéo salina.
NOTA: Apesar do sobrenadante removido dos globulos vermelhos tratados
poder conter anticorpos eluidos, estes estdo substancialmente diluidos.
Assim, ndo é recomendado que seja tratado como uma eluigéo (por ex.,
usado para determinar a especificidade dos anticorpos de revestimento).

9. Executar um teste de antiglobulina direto nos globulos lavados e tratados. Se
este for negativo, proceder ao teste da antiglobulina indireto dos glébulos para
os antigenos pretendidos, seguindo as instrugdes do fabricante do reagente.
NOTA: O tratamento com EGA provocara tendencialmente um aumento da
hemdlise dos glébulos vermelhos assim preparados. Desta forma, se ocorrer
algum atraso entre a lavagem dos globulos vermelhos e o teste de tipificagdo
antigénica, poderdo ser necessérias mais lavagens antes da respectiva
utilizagéo.

Se o teste direto da antiglobulina nos glébulos vermelhos tratados ainda for positivo

apds um tratamento, o procedimento pode ser repetido, mas ndo mais do que uma

vez. Note que a exposicdo prolongada a condi¢des acidas pode causar lesdes
irreversiveis na membrana celular.

CONTROLE DE QUALIDADE:

Como prova de que o(s) antigeno(s) a serem testados nos glébulos vermelhos ndo
sdo destruidos pelo tratamento, recomenda-se que os glébulos vermelhos
antigenos-positivos, conhecidos e adequados, sejam fratados em paralelo com
glébulos vermelhos revestidos com IgG e testados com os respetivos reagentes
para efeitos de controle positivo. Caso o laboratério confirme previamente que os
antigenos né@o sdo destruidos pelo tratamento, este controle podera ndo ser
efetuado.

Recomenda-se ainda que seja executado em paralelo um teste de antiglobulina
indireto com um reagente de controle inerte, tal como albumina bovina a 6%, a fim
de confirmar que o revestimento com imunoglobulina foi removido com sucesso dos
glébulos vermelhos.

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS DO TESTE: Se o teste direto de
antiglobulina dos glébulos vermelhos for negativo ap6s o tratamento, estes podem
ser testados para tipificagdo dos antigenos (outros que ndo os destruidos pelo
tratamento) através do procedimento da antiglobulina indireto.

LIMITAGOES: Fatores que podem causar resultados de teste falsos incluem:

1. O tratamento dos glébulos vermelhos deve ser limitado ao numero de vezes
recomendadas neste folheto informativo. Prolongar a incubagéo dos globulos
vermelhos em meio acido de glicina EDTA ira alterar irreversivelmente a
membrana celular. O escurecimento acentuado dos glébulos ou o seu
agrupamento poderao ser indicadores de tratamento excessivo.

Legenda:
Sublinhado = adigao ou alteragao significativa A = eliminagéo de texto

2. 0 tratamento de gldbulos vermelhos por este procedimento incapacita-os de
serem tipificados para os antigenos do sistema Kell. Esta caracteristica podera
ser vantajosa, numa situagdo em que uma amostra em investigagdo contenha
uma mistura de anticorpos suspeita de incluir especificidades pertencentes ao
sistema Kell. Em tais circunstancias, globulos vermelhos néo revestidos
tipificados, poderéo ser tratados e usados em procedimentos de identificagdo
de anticorpos.

3. Existem também registos de que os antigenos do grupo sanguineo Er? e Bg se
tornaram inativos devido ao tratamento. Outros antigenos podem ser
igualmente prejudicados. Os Unicos antigenoss que demonstraram ndo ser
desnaturados ou destruidos pelo processo de tratamento séo: M, N, S, s, D, C,
E, c, e, Fya, Fyb, Jka e JKP.

4. Em alguns casos, o procedimento descrito podera ndo obter sucesso na
remogdo completa do IgG dos glébulos vermelhos revestidos. Por vezes, a
intensidade do teste da antiglobulina direto (TAD) pode ser reduzida, mas
apenas o suficiente para tornar possivel a interpretagdo fidedigna de um teste
de antiglobulina indireto. Noutros casos, a intensidade da reagdo do TAD pode
ndo ser percetivelmente reduzida. Em dois estudos publicados, é descrito que
0s glébulos vermelhos tratados uma ou duas vezes com solugdes similares as
que constituem Kit Gamma EGA, ndo podem ser usados para fenotipificagdo
em 15% [1] e em 18% [2] dos casos, respetivamente.

CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE DESEMPENHO: As solugdes que
constituem o Kit Gamma EGA foram testadas pelo procedimento detalhado neste
folheto informativo e mostraram dissociar o IgG dos glébulos vermelhos revestidos.
A dissociagdo ¢ suficiente, na maioria dos casos, para possibilitar que os glébulos
tratados possam ser testados para os antigenos de superficie (exceto para aqueles
destruidos pelo tratamento), usando o teste da antiglobulina indireto. Os glébulos
ndo revestidos, também mostraram perder os antigenos K e k do sistema Kell,
como consequéncia do tratamento. O desempenho deste produto depende da
aplicagéo dos métodos recomendados neste folheto informativo.

Para obter mais informagdes ou apoio técnico, contate a Immucor pelo telefone
855-IMMUCOR (466-8267) ou o distribuidor local.
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