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Kit para a eluicdo de anticorpos a partir dos eritrécitos

® Conservar no escuro

Informacéo geral

O PeliStrip elution kit é utilizado para uma eluicdo &cida rdpida dos anticorpos a partir de eritrécitos intactos.

Por exemplo, para identificar os anticorpos nos doentes com um TDA (teste directo de antiglobulina) positivo, ou para identificar
anticorpos que sejam isolados a partir do soro ou do plasma, revestindo-os /in vitro com eritrécitos seleccionados.

O eluato pode ser testado sob a forma de soro ou plasma para detectar e identificar os anticorpos.

Componentes do kit:

Elution Solution 1: dois frascos (tampa branca) de 8 ml. Conservar a 18-25°C.

Neutralisation Solution 2: um frasco (tampa preta) de 12 ml. Este tampao de neutralizacdo Tris contém BSA e estad corado de azul para
indicacao do pH e para um reconhecimento facil. Conservar a 18-25°C no escuro.

Precaucdes

Exclusivamente para o diagndstico in vitro.

O kit deve ser armazenado a uma temperatura de 18-25°C. A Neutralisation Solution 2 deve ser conservada no escuro. A conservacao
prolongada a luz pode resultar na descoloracédo da Neutralisation Solution 2. Se a cor da Neutralisation Solution 2 ndo for azul, a solucéo
ndo deve ser utilizada.

A Neutralisation Solution 2 contém NaNs a 0,1% (p/v) como conservante. Ndo congelar.

Apesar de a albumina de soro bovino ter sido testada para as doencas infecciosas e ter sido considerada negativa, o reagente nao pode
ser dado como isento de agentes infecciosos. A manipulacdo e a destruicdo de cada recipiente devem ser efectuadas com cuidado.
Nao utilizar se as solucGes estiverem turvas, pois tal pode indicar contaminacado microbiana.

Os frascos danificados ou com fugas ndo podem ser usados.

O kit ndo deve ser utilizado para além do prazo de validade impresso no rétulo.

A manipulacdo e a eliminacdo de cada recipiente e respectivo conteddo devem ser efectuadas com cuidado.

A eliminacao de residuos, depois de concluido o teste, deve ser efectuada de acordo com as regulamentacdes do seu laboratério.

Colheita de amostras
As amostras de sangue devem ser colhidas assepticamente com a adicdo de anticoagulantes, de preferéncia EDTA. Caso o teste das
amostras de sangue seja adiado, as amostras terdo de ser conservadas a 2-8°C, de preferéncia durante ndo mais de 72 horas.

Método de teste

Os eritrécitos sensibilizados sdo lavados cuidadosamente com PBS ("phosphate buffered saline", soro fisiolégico tamponado com
fosfato) frio (2-8°C), para lavar todas as proteinas ndo ligadas e para minimizar a dissociacdo dos anticorpos ligados as células.

As células lavadas sdo misturadas com a Elution Solution 1 para dissociar os anticorpos. Apés a centrifugacdo, o eluato tem de ser
neutralizado com a Neutralisation Solution 2.

Procedimento do teste

Materiais necessarios mas nao fornecidos:

- Requisitos para os tubos: tubos de vidro de fundo redondo; dimensées 75 x 10/12 mm.
PBS (2-8°C) frio.

_

Centrifugue a amostra e retire tanto sobrenadante quanto possivel.

2. Lave pelo menos 1 ml de concentrado de eritrécitos sensibilizados 5 vezes em PBS frio (2-8°C) para remover qualquer anticorpo
ndo ligado. A aliquota deve ser suficiente para produzir 1 ml de concentrado de células quando a lavagem estiver concluida. A
ultima etapa de centrifugacdo deve ser a uma velocidade e tempo que resultem num concentrado de células, por ex. 5 minutos
a 3000 g ou conforme o seu protocolo de laboratério.

Guarde parte da ultima solucédo de lavagem para servir de controlo.

3. Utilize um tubo de teste em vidro, de 75 x 10/12 mm.

Para resultados 6ptimos, é necessério trabalhar SEM DEMORA até a neutralizacdo (etapa 6), mantendo o tempo de trabalho a

um pH baixo tdo curto quanto possivel. Além disso, recomendamos que se trabalhe junto a centrifuga.

Adicione 1 ml do concentrado de eritrécitos.

Adicione 1 ml de Elution Solution 1 (tampa branca).

Nota: Se houver menos de 1 ml de concentrado de eritrécitos disponivel, o eluato pode ser preparado adicionando um volume

igualmente reduzido de Elution Solution 1. Deve utilizar-se um minimo de 500 pl de concentrado de eritrécitos, um volume menor

pode originar resultados falsos.



IMEDIATAMENTE DEPOIS DE ADICIONAR A Elution Solution 1, agite o tubo cuidadosamente, invertendo 5 vezes.

Centrifugue imediatamente durante 1 minuto a 1000 g ou durante um tempo e velocidade apropriados para a centrifuga formar
um pellet de células e residuos celulares.

TRANSFIRA DIRECTAMENTE o sobrenadante utilizando uma pipeta transparente (de vidro) para um tubo de teste em vidro (o
pellet deve ser eliminado, as células ja ndo podem ser utilizadas).

O eluato acido TEM DE SER NEUTRALIZADO IMEDIATAMENTE adicionando Neutralisation Solution 2 (tampa preta) gota-a-gota
até a cor azul permanecer apés adicionar e misturar a gota. O aparecimento e persisténcia da cor azul indicam que o pH do eluato
foi ajustado para o intervalo pretendido (6,6-7,4). O volume de Neutralisation Solution 2 necessério pode variar, dependendo de
varios aspectos; o aspecto principal é o grau de hemdlise dos eritrécitos antes da eluicdo ou devido a exposicdo durante um
tempo prolongado a um pH baixo durante a eluicdo. Se o eluato acido tiver a cor vermelha ou castanha devido a hemdlise dos
eritrécitos, ird ficar turbido em vez de azul devido através da adicdo de Neutralisation Solution 2.

Centrifugue durante pelo menos 1 minuto a > 1000 g para remover qualquer precipitado ou residuo celular, ou durante um

tempo e velocidade apropriados para a centrifuga formar um pellet de qualquer precipitado e residuos celulares.
Transfira o eluato utilizando uma pipeta transparente (de vidro) para um tubo de teste em vidro transparente.

O eluato esté agora pronto para o teste de anticorpos na técnica de aglutinacédo indirecta com PEG. Os procedimentos alternativos para o
teste de anticorpos devem ser validados pelo utilizador.

Utilizar o sobrenadante guardado da ultima lavagem como controlo. Se o teste ndo puder ser efectuado imediatamente, o eluato pode ser
armazenado a 2-8°C, de preferéncia durante um periodo de até 72 horas, mas durante ndo mais de 7 dias. A turbidez pode indicar
contaminacdo microbiana.

Interpretacéo dos resultados

Uma reaccéo positiva (por ex., aglutinacdo) do eluato indica que o eluato contém anticorpos de eritrécitos (eluidos dos eritrécitos
originais) contra os antigénios presentes nos eritrécitos em teste.

Uma reacc¢do negativa (isto €, sem aglutinacdo visivel) do eluato indica que o eluato ndo contém anticorpos contra os antigénios
presentes nos eritrécitos em teste.

Caso haja suspeita de anemia hemolitica induzida por farmacos, o eluato deve ser testado relativamente a células sensibilizadas com o
farmaco apropriado.

Limitac6es

Uma reaccgao positiva (por ex., aglutinacdo) da solucdo de lavagem guardada pode indicar a presenca de anticorpos devido a lavagem
inadequada, o que pode interferir com a actividade dos anticorpos do eluato. Por conseguinte, o procedimento de eluicdo deve ser
repetido apés uma lavagem mais cuidadosa das células com PBS frio (2-8°C). No entanto, uma reacg¢ao positiva da solucdo de lavagem
guardada também pode indicar a presenca de anticorpos de baixa afinidade eluidos a partir das células durante o procedimento de
lavagem.

Caso o eluato apresente uma reaccdo negativa (por ex., sem aglutinacéo visivel) enquanto os dados clinicos indicam a presenca de
anticorpos revestidos, aconselha-se vivamente a utilizacdo de um método de eluicdo alternativo.

As amostras de sangue com mais de 72 horas podem resultar em eluatos menos potentes do que os das amostras frescas.

A incubacédo prolongada na Elution Solution 1 pode causar a hemdlise dos eritrécitos e a desnaturacdo dos anticorpos eluidos.
Podem ocorrer reaccoes falso-positivas ou falso-negativas devido a contaminacado dos materiais de teste ou a qualquer desvio do
procedimento do teste e outras técnicas recomendadas descritas nas Instrucdes de Utilizacdo.

A troca da Elution Solution 1 e da Neutralisation Solution 2 ird resultar em reacc¢des fracas ou falso-negativas.
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Os produtos Sanquin tém garantia de desempenho conforme descrito nas instrucées de utilizacdo do fabricante original. E essencial uma
adesdo rigorosa aos procedimentos, configuracées de teste, reagentes e equipamento recomendados. A Sanquin declina qualquer
responsabilidade em caso de desvio em relacdo ao acima mencionado.



