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ALBA Elution Kit

Para a eluicao acida de anticorpos de eritrocitos intactos

Z313 3

UTILIZACAO PREVISTA

O ALBA Elution Kit destina-se a ser utilizado na eluigdo acida de anticorpos de glébulos vermelhos
intactos para permitir uma maior detecao e/ou identificagdo.

Destina-se a utilizagao profissional em centros de doagéo de sangue ou laboratérios clinicos para
se realizar a eluigao cida de anticorpos relacionados com transfusdes na populagdo em geral.

Este procedimento pré-analitico é realizado manualmente.

O ALBA Elution Kit € um acessério apenas para preparagdo de amostras e ndo apresenta
resultados de diagnéstico para um analito.

RESUMO E EXPLICAGAO

Os anticorpos ligados aos glébulos vermelhos in vivo ou in vitro podem ser desassociados e
recuperados através de eluicdo 4&cida. Os anticorpos eluidos podem, entdo, ser
detetados/identificados através de métodos seroldgicos.

PRINCIPIO DO PROCEDIMENTO

Os anticorpos néo ligados sdo removidos da amostra por meio de lavagem minuciosa com a
Solugéo de Lavagem de Trabalho. Apos a lavagem, o complexo antigénio-anticorpo ¢ dissociado
pela adi¢do de uma Elution Solution (Solugdo de Elui¢do) de baixo pH. O eluato recuperado &,
entdo, colocado num pH adequado para testes serolégicos através da adicao de uma Buffering
Solution (Solugao Tampao).

REAGENTE
O ALBA Elution Kit € composto por:
Identificador Nome Descricio
do Frasco ¢
Concentrated Uma solugao tamponada de glicina usada para
Wash Solution minimizar a dissociagao de anticorpos durante a
n (Solugao de lavagem.
Lavagem 1 frasco de 30 ml. Conservante: azida de sédio a
Concentrada) 1%.
Elution Solution Um tampéo de glicina de baixo pH que contém um
E (Solugao de indicador de pH.
Eluicao) 1 frasco de 10 ml.
Buffering Uma solucao de Tris (hidroximetilaminometano) que
E Solution contém albumina de soro bovino.
(Solugéo 1 frasco de 11 ml. Conservante: azida de sédio
Tampé&o) <0,1%.
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Os componentes do kit podem ser trocados entre lotes, desde que estejam dentro do prazo de
validade.

A albumina de soro bovino foi obtida de animais declarados isentos de Encefalopatias
Espongiformes Bovinas (BSE) e considerados com baixo risco de Encefalopatias
Espongiformes Transmissiveis (TSE).

AVISOS E PRECAUGCOES

Para utilizagdo exclusiva em diagnéstico in vitro.

A utilizacao de equipamento/material recomendado e a estrita adesdo aos procedimentos sao
essenciais.

Né&o utilize se a integridade do produto estiver comprometida.

Use equipamento de protegao individual adequado e siga os procedimentos locais de seguranga
no laboratdrio.

Nao utilize apés o prazo de validade (ano, més, dia: AAAA-MM-DD).
Né&o utilize se estiver turvo.

Este produto tem componentes (conta-gotas) que contém borracha natural seca. Este
componente é certificado como isento de latex.

Consulte a Ficha de Dados de Seguranga para obter mais informagdes sobre seguranga.

Adverténcias de Perigo e Recomendacdes de Prudéncia da UE

Palavra-sinal — Adverténcia

Concentrated H312 Nocivo em contacto com a pele.
Wash Solution H371 Pode afetar os 6rgaos.
(Solugdo de H412 Nocivo para os organismos aquaticos com efeitos
Lavagem duradouros.
Concentrada) P260 Nao respirar as névoas/vapores/aerossois.
(Contém: azida de P273 Evitar a libertagdo para o ambiente.

n s6dio a 1%) P280 Usar luvas de protecao/vestuéario de

protecao/protecao ocular.
P308+P311 Em caso de exposi¢&o ou suspeita de
exposicao: contacte um CENTRO DE INFORMAGOES
% ANTIVENENOS/médico.

P312 Caso sinta indisposi¢ao, contacte um CENTRO DE
INFORMAGOES ANTIVENENOS/médico.
P501 Eliminar em conformidade com os regulamentos

nacionais.
Frases EUH
n Concentrated Wash Solution EUH032 Em contacto com &cidos liberta gases
(Solugéo de Lavagem muito téxicos.
Concentrada)

(Contém: azida de s6dio a 1%)

E Buffering Solution (Solugao EUHO032 Em contacto com &cidos liberta gases
Tampao) muito toxicos.
(Contém: azida de so6dio <0,1%)

ARMAZENAMENTO, MANIPULAGAO E ELIMINACAO

O ALBA Elution Kit deve ser armazenado entre 2-25 °C quando nao estiver a ser utilizado. O
armazenamento prolongado a temperaturas fora deste intervalo pode resultar numa perda
acelerada da atividade do reagente. Nao congele. Consulte a seccao Preparacio de Reagentes
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para obter recomendagdes quanto ao armazenamento de Solugdo de Lavagem de Trabalho
preparada.

A azida de sédio pode ser tdxica por ingestdo e pode reagir com canos de chumbo e cobre,
formando compostos explosivos. Se for eliminada para a canalizagéo, enxague com um grande
volume de &gua para evitar a acumulagdo de azida.

Siga os regulamentos locais de eliminagdo com base na sua localizagéo, juntamente com as
recomendagdes e o conteldo indicados na Ficha de Dados de Seguranga, e/ou consulte as
informagdes quimicas fornecidas na secgdo Reagente para determinar como eliminar este
produto de forma segura.

COLHEITA E PREPARACAO DAS AMOSTRAS

A colheita das amostras deve ser feita através de uma técnica de colheita padrdo. A amostra deve
ser analisada o mais rapidamente possivel apés a colheita. Em caso de atraso do teste, a amostra
deve ser armazenada a temperaturas de refrigeracdo. A utilizagao de glébulos vermelhos com
mais de 72 horas pode resultar em menores quantidades de anticorpos recuperados. Da-se
preferéncia a amostras anticoaguladas recolhidas em EDTA.

PREPARAGAO DOS REAGENTES
Prepare a Solugdo de Lavaﬁem de Trabalho diluindo a Concentrated Wash Solution (Solugdo de

Lavagem Concentrada) de 1:10 em &gua destilada ou desionizada (uma parte de
Concentrated Wash Solution [Solugdo de Lavagem Concentrada] e nove partes de agua). A
solugédo é estavel durante até trés meses quando armazenada entre 2-8 °C, ou até 10 dias
quando armazenada entre 20-25 °C. A utilizagio de Solugdo de Lavagem de Trabalho fria pode
minimizar a dissociacao dos anticorpos durante a lavagem.

Se estiver a preparar o volume total de 30 ml da Concentrated Wash Solution (Solugdo de
Lavagem Concentrada) fornecida, combine com 270 ml de dgua.

Os outros componentes do kit sdo fornecidos prontos a usar.

PROCEDIMENTO
Este reagente foi padronizado para utilizagdo apenas pelo procedimento descrito abaixo.

Material Fornecido
o ALBA Elution Kit

Materiais Necessarios, mas nao Fornecidos

 Agua destilada ou desionizada
¢ Solugéo salina isotdnica

e Pipetas

o Centrifugadora

e Tubos de ensaio de 12 x 75 mm

Procedimento de Eluicao

Ao utilizar equipamento analitico suplementar (ou seja, uma centrifugadora), siga os

procedimentos constantes do manual do operador fornecido pelo fabricante do dispositivo.

1. Lave uma aliquota de glébulos vermelhos uma vez em solugéo salina isotonica. A aliquota
deve ser suficiente para produzir 1 ml de células embaladas. Remova o maximo de solugdo
salina possivel apés a lavagem.

2. Lave os glébulos vermelhos quatro vezes com a Solucdo de Lavagem de Trabalho para
remover qualquer anticorpo néo ligado. Remova o méaximo de sobrenadante possivel ap6s
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cada lavagem. Reserve uma pequena aliquota do sobrenadante da ultima lavagem como
controlo para analisar em paralelo com o eluato.

NOTA: recomenda-se a utilizagdo de Solugdo de Lavagem de Trabalho para minimizar a
dissociagdo de anticorpos durante a lavagem; contudo, pode ser utilizada solugdo salina
isoténica, se desejado.

3. Transfira 1 ml (aproximadamente 20 gotas) dos glébulos vermelhos lavados para um tubo
limpo.

4. Adicione 1 ml (aproximadamente 20 gotas) de Elution Solution (Solugdo de Eluicéo) E ao
tubo e misture suavemente, invertendo o tubo quatro vezes.

NOTA: se estiver a ser utilizado um volume alternativo de glébulos vermelhos embalados
para preparar o eluato, o volume de Elution Solution (Solugéo de Eluigao) utilizado deve ser
igual ao volume de glébulos vermelhos lavados e embalados.

5. Centrifugue imediatamente durante 60 segundos a 1000 rcf (aproximadamente 3400 rpm).*
6. Transfira o eluato para um tubo limpo e deite fora os glébulos vermelhos.
NOTA: se houver residuos celulares excessivos, o eluato pode ser centrifugado novamente

e transferido para um segundo tubo limpo antes de adicionar a Buffering Solution (Solugao
Tampéo).

7. Adicione Buffering Solution (Solugdo Tampao) B ao eluato, gota a gota, misturando bem
depois de cada gota até aparecer uma cor azul e esta permanecer apés a mistura. A cor azul
indica que o pH do eluato foi reposto dentro do intervalo adequado para testes.

8. Centrifugue o eluato durante 2 minutos a 1000 rcf (aproximadamente 3400 rpm)* para
remover quaisquer residuos celulares.

9. Transfira o eluato centrifugado para um tubo limpo.

10. Se o eluato for testado por técnicas de aglutinagdo em coluna, deve ser novamente
centrifugado a uma velocidade e durante o tempo adequados ao método de andlise e
transferido para um tubo limpo.

11. O eluato esta agora pronto para ser analisado.

O eluato pode ser analisado usando-se um teste convencional de antiglobulina indireta, com ou

sem meios de melhoria, ou técnicas de aglutinagao de coluna de acordo com os procedimentos

operacionais padrdo do seu laboratério ou as instrugdes de utilizagdo do fabricante.

O eluato pode ser armazenado entre 2-8 °C e analisado até sete dias ap6s a preparagao.

* Ou um tempo e velocidade adequados para a centrifugadora utilizada.

CONTROLO DE QUALIDADE

Quando o anticorpo é detetado no eluato, deve ser analisada uma aliquota do sobrenadante da
ultima lavagem como controlo. Um resultado de controlo negativo indica que qualquer anticorpo
detetado no eluato foi libertado de um estado de ligagao e ndo de qualquer anticorpo nao ligado
que permaneceu apds uma lavagem inadequada.

Se o resultado do teste de controlo for positivo, a eluicdo deve ser repetida, tendo-se o cuidado
de se lavar cuidadosamente os glébulos vermelhos.
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LIMITACOES

A quantidade de anticorpos obtida a partir do processo de eluicdo depende das seguintes
variaveis:

1. A quantidade de anticorpos ligada aos glébulos vermelhos.

2. O grau de dissociagdo dos anticorpos ligados durante o processo de lavagem.

3 O grau de recombinagao de anticorpos que ocorre antes de o eluato ser separado
dos glébulos vermelhos.

4. O grau de desnaturacdo da imunoglobulina pela Elution Solution (Solugdo de
Elui¢do) de baixo pH durante a dissociagéo.

O grau de hemdlise presente no eluato é afetado pela exposi¢do prolongada dos glébulos
vermelhos a Elution Solution (Solugdo de Eluigdo), bem como pelas carateristicas especificas da
amostra, como a idade e a fragilidade osmética dos glébulos vermelhos utilizados para se
preparar o eluato.

Né&o se ajustar o pH do eluato para um valor dentro do intervalo adequado pode resultar em
hemadlise dos glébulos vermelhos na andlise ou numa inibicdo da atividade dos anticorpos em
analises subsequentes.

A adi¢do de uma quantidade excessiva de Buffering Solution (Solugdo Tamp&o) ao se ajustar o
pH pode resultar numa diluicao dos anticorpos presentes no eluato.

Outros fatores que podem levar a resultados falsos incluem a utilizagcdo de quantidades desiguais
de glébulos vermelhos embalados e Elution Solution (Solugdo de Eluicdo), uma técnica
inadequada, parametros de centrifugagédo improprios, a utilizacdo de amostras de sangue com
mais de 72 horas ou equipamento, materiais ou amostras contaminados.

Os glébulos vermelhos utilizados no procedimento de eluicdo ndo devem ser utilizados para a
tipificagdo de antigénios.

CARATERISTICAS ESPECIFICAS DE DESEMPENHO

O ALBA Elution Kit foi langado na sequéncia de testes de controlo de qualidade satisfatérios
realizados pelo fabricante.

Estudo de Comparagao

Os procedimentos de eluigdo foram realizados em amostras de glébulos vermelhos sensibilizados
in vivo e in vitro por IgG (RBC) utilizando-se o ALBA Elution Kit e um kit de comparagao
comprovado. Os eluatos obtidos foram analisados em sorologia manual de tubos, com e sem
potenciagdo de PEG, e em técnicas de aglutinagdo em coluna, incluindo ORTHO BioVue® e o
Sistema Bio-Rad ID, e os resultados comparados quanto a equivaléncia.

Concordancia (%) do
Tipo de Amostra Numero Analisado ALBA Elution Kit com kit
de comparacao

Sensibilizagao in vitro por

1gG RBC 45 100
Sensibilizag&o in vivo por
1gG RBC 16 100

Demonstrou-se uma equivaléncia de 100% nos resultados entre os eluatos produzidos pelo ALBA
Elution Kit e os do kit de comparagao.

Estudo de Precisao
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Repetibilidade: foram realizados 10 procedimentos de eluicdo numa amostra de glébulos
vermelhos sensibilizados in vitro com um anticorpo policlonal humano da classe IgG,
utilizando-se o ALBA Elution Kit. As eluigées foram realizadas no mesmo dia e pelo mesmo
operador.

Reprodutibilidade: um procedimento de eluigao foi realizado por dois operadores numa amostra
de glébulos vermelhos sensibilizados in vitro com um anticorpo policlonal humano da classe
1gG, utilizando-se dois lotes de ALBA Elution Kit duas vezes por dia durante cinco dias ndo
consecutivos.

Os eluatos obtidos foram analisados em testes de triagem de anticorpos por sorologia manual
de tubos e técnicas de aglutinagdo em coluna (ORTHO BioVue®, Sistema Bio-Rad ID) e os
resultados comparados quanto a equivaléncia entre as ocasides de andlise para se demonstrar
a precisao do desempenho do kit.

Método de Analise Repetibilidade Reprodutibilidade
Tubo Manual 100% 100%
ORTHO BioVue® 100% 100%
Sistema BIO-Rad ID 100% 100%
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Marcagédo CE Uniao Europeia

Para utilizadores na Unido Europeia e em paises com um quadro regulamentar idéntico (RDIV),
qualquer incidente grave ocorrido em relagéo ao dispositivo deve ser comunicado ao fabricante
e/ou ao representante autorizado e a autoridade nacional competente do pais onde o utilizador
esté estabelecido. O fabricante e o representante autorizado podem ser contactados através das

seguintes informagdes de contacto.
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W
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Alba Bioscience Limited
5 James Hamilton Way
Milton Bridge

Penicuik

EH26 OBF - UK

Emergo Europe B.V.
Westervoortsedijk 60
6827 AT, Arnhem
The Netherlands

MedEnvoy Global BV
Prinses Margrietplantsoen
33 — Suite 123

2595 AM The Hague

The Netherlands

N.¢detel.: +44 (0) 131 357 3333

E-Mail: customer.serviceEU@quotientbd.com
Web: www.quotientbd.com

m Quotient Suisse SA

Business Park Terre Bonne

Route de Crassier 13
1262 Eysins
Switzerland

Para obter informagdes sobre o apoio ao cliente, consulte: www.quotientbd.com ou contacte o
seu distribuidor local.

HISTORICO DE REVISOES

Verséao

Seccao Alteracao

1

N/A Novo produto
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