CELLQUANT HPN
Kit para diagnéstico da Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna
em granuldcitos por citometria em fluxo

Para utilizagao no Diagndstico In Vitro em combinagéo
com o dispositivo REDQUANT HPN (Ref. 7301)
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Dispositivo para 12 determinagbes Ref. 7201

Fora da Europa, este produto destina-se exclusivamente a investigagao.

1 INTRODUGAO

A Hemoglobindria Paroxistica Nocturna (HPN) é uma doenca clonal, adquirida e rara,
que se manifesta por uma anemia hemolitica intravascular, caracterizada por uma lise
dos glébulos vermelhos.

A HPN resulta de um défice do gene PIG-A ao impedir a sintese de glicosil-
fosfatidilinositol (GPI), necesséria para permitir a ligagdo a membrana de determinadas
proteinas. O CD55 e o CD59 s&o moléculas GPI-ligadas que intervém na proteccéo das
células contra a lise produzida pelo complemento. Na HPN, as células apresentam um
défice em CD55 e CD59, ficando, por isso, sensiveis a acgdo do complemento.

2 METODO

Andlise citométrica simple-cor dos antigenes CD55 e CD59 a superficie dos granulécitos.
A proporgao relativa de granulécitos deficientes em CD55 e CD59 ¢ determinada por um
método que fixa um limiar. O método estabelece uma regido de analise na qual os
granuldcitos deficientes em CD55 e CD59 migram e podem ser diferenciados dos
granulécitos normais.

3 REAGENTES

¢ Reagente1: 1 frasco de 15 mL de diluente, 10 vezes concentrado.

¢ Reagente 2a: 1 frasco de 300 pL, AcM anti CD55.

¢ Reagente 2b: 1 frasco de 300 pL, AcM anti CD59.

¢ Reagente 3a: 1 frasco de 600 pL de esfera o pré-calibrada. Esta esfera é
caracterizada por a e 3, 2 valores de interpretagéo dos
défices em CD55 e CD59. Os valores a e B estdo indicados na
etiqueta de calibragao incluida em cada dispositivo. Os valores o
e 3 podem variar de lote para lote.

¢ Reagente 3b: 1 frasco de 300 pL de reagente de saturagdo.

e Reagente4: 1frasco de 900 pL de reagente de revelagéo, Anticorpo
policlonal anti IgG de ratinho, ligado a FITC.

e Reagente5: 3 frascos de 3,2 mL de solugdo de lise dos globulos vermelhos.

Para evitar contaminacdes inter-reagentes, o suporte apresenta entalhes para colocar
as tampas.

4 PRECAUCOES

- Respeitar as boas préaticas de laboratério.

- Todos os reagentes contém azida de sédio como conservante, pelo que devem ser
eliminados com precaucéo. Para eliminar tais solugdes na canalizagdo, é necessario
mistura-las com grandes quantidades de agua, por forma a evitar a formagéo de azidas
metalicas que, quando concentradas, podem provocar explosoes.

- O sangue deve ser considerado como potencialmente infeccioso.

- A eliminagdo dos residuos deve processar-se em conformidade com a regulamentagéo
local em vigor.

5 MATERIAIS NECESSARIOS NAO FORNECIDOS

. Agitador tipo Vortex.

. Crondémetro.

. Centrifugadora.

. Citémetro.

. Tubos de hemdlise para citometro.

. Tubos de 15 mL.

. Pipetas regulaveis com ponta descartavel (20 L a 1 mL).
. Pipetas graduadas (1, 2, 10 mL).

«  Agua destilada.

6 RECONSTITUIGAO E CONSERVAGAO DOS REAGENTES

Quando conservados a 2-8°C na embalagem de origem, os reagentes mantém-se
estaveis até ao termo do prazo de validade indicado na embalagem.”

¢ Reagente 1**:
Estabilidade apés abertura: 2 meses a 2-8°C na auséncia de qualquer
contaminagéo.

Preparar uma diluicao a 1/10 em agua destilada.
Estabilidade ap6s diluicdo: 15 dias a 2-8°C.
Preparar o volume necessario para a série a testar.
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e Reagentes 2a, 2b, 3b,4 e 5:

Prontros a usar. Estabilidade apds abertura: 2 meses a 2-8°C na auséncia de
qualquer contaminagao.

e Reagente 3a:
Apds agitacdo por vortex durante 5 sequndos, o reagente esta pronto a usar.
Estabilidade apds abertura: 2 meses a 2-8°C na auséncia de qualquer
contaminag&o.

Notas: * Nao congelar o dispositivo.
** A presenca de uma cristalizag&o ndo altera em nada a qualidade do reagente. Incubar
a 37 °C até total dissolugéo dos cristais.

7 RECOLHA E TRATAMENTO DA AMOSTRA

7.1 Colheita:

- Utilizar tubos de colheita ndo molhaveis (plastico ou vidro com silicone)
- Anticoagulante: EDTA (K3).

7.2 Tratamento da amostra:

- A amostra deve ser processada nas 8 horas seguintes & colheita, para limitar a
desgranulacéo dos granuldcitos.

- Deve ser conservada a temperatura ambiente (18-25°C).

- Nao congelar a amostra.

8 PROCEDIMENTO

Nota: Para cada um dos reagentes, dado que o volume utilizado é muito reduzido, é
imperativo deposita-lo no fundo dos tubos. Todos os reagentes devem estar a
temperatura ambiente.

Uma unica preparagdo de esfera o3 é necesséria para cada série a testar. Uma série
pode conter até 6 amostras.

Como controlo de qualidade, recomendamos a utilizagdo de uma amostra normal
e de uma amostra conhecida HPN para passar em paralelo em cada série de testes.

8.1 Preparagdo da amostra:

- Num tubo de 15 mL designado como TO, pipetar 800 uL de reagente 5 (lise).

- Adicionar 7,2 mL de agua destilada conservada a temperatura ambiente.

- Homogeneizar o tubo por meio de um agitador de tipo Vortex durante 5 segundos.

- Ap6s homogeneizagao da amostra sanguinea, pipetar 400 pL de sangue total no tubo
T0.

Nota: Qualquer gota de amostra presente no cimo do tubo ou na sua parede interna
deve ser eliminada para evitar o risco de contaminagéo por globulos vermelhos
nao lisados, que possa falsear os resultados.

- Homogeneizar o tubo por meio de um agitador de tipo Vortex durante 5 segundos.
- Incubar 8-12 minutos a temperatura ambiente.

- Centrifugar 5 minutos a 300 g.

- Eliminar o sobrenadante.

- Adicionar 2 mL de reagente 1 diluido (diluente).

- Suspender o fundo celular por meio de um agitador de tipo Vortex.

- Centrifugar 5 minutos a 300 g.

- Esvaziar o tubo TO por invers&o e aspirar o resto do sobrenadante.

- Verificar visualmente a presenca de fundo celular no fundo do tubo.

- Suspender de novo o fundo celular na pipeta, adicionando 150 uL de reagente 1
diluido.

- Homogeneizar o tubo por meio de um agitador de tipo Vortex durante 2 segundos.

Observacéo: uma lise incompleta dos glébulos vermelhos pode ser observada em certas
amostras. Recomenda-se entéo pré-aquecer a 37°C a agua destilada utilizada para diluir
alise.



8.2 Preparagao da esfera af3:
Tomar um tubo de plastico identificado como T1.

- Depois de suspender de novo o reagente 3a por vortex, pipetar 50 pL do reagente 3a
(esfera af) no tubo T1 e adicionar 25 L de reagente 3b ( reagente de saturagéo).
- Homogeneizar o tubo por meio de um agitador de tipo Vortex durante 2 segundos.

8.3 Determinagéo imunolégica da amostra:
Num suporte, dispor 2 tubos de plastico identificados como T2 e T3.

Em cada um dos tubos T2 e T3:

- Pipetar 50 pL de suspensao celular retirada do tubo TO.

- No tubo T2, pipetar 25 pL de reagente 2a (AcM anti CD55).

- No tubo T3, pipetar 25 pL de reagente 2b (AcM anti CD59).

- Homogeneizar os 2 tubos por meio de um agitador de tipo Vortex durante
2 segundos.

- Incubar 8-12 minutos a temperatura ambiente.

8.4 Revelagao:
Em cada um dos 3 tubos T1, T2 e T3:

- Distribuir 25 pL de reagente 4 (reagente de revelacéo).

- Homogeneizar os 3 tubos por meio de um agitador de tipo Vortex durante 2
segundos.

- Incubar 8-12 minutos a temperatura ambiente.

- Distribuir 3 mL de reagente 1 diluido em cada tubo.

As amostras assim processadas podem ser conservadas a 2-8°C durante 4 horas, antes
da analise citométrica.

8.5 Leitura citométrica:

Para efectuar a leitura citométrica, consultar o protocolo de utilizagdo do aparelho,
fornecido pelo fabricante.

A opcéo para o célculo estatistico das médias de fluorescéncia é a média geométrica
(Mn (x) ou GeoMean, conforme o citdmetro).

Antes da analise, homogeneizar cada tubo por meio de um agitador de tipo Vortex.

0 teste requer a analise de 5000 granuldcitos (ou esferas) por tubo.

¢ Analise da esfera af: tubo T1 (Figs. 1).

Criar um citograma FS vs SS.

Desenhar uma janela de analise "A" em volta da populagao de esferas a3 (Fig. 1a).
Criar um histograma FL1 LOG.

Limitar este histograma pela janela de analise "A".

Determinar a média de fluorescéncia (MFI) do histograma da esfera af (Fig. 1b), na
totalidade da populago (cursor "B").

Para dispor das condices de andlise ideais, o pico da esfera ap deve ser
posicionado, em FL1, na 3% década. Para isso, regular a tensdo do
fotomultiplicador FL1.

Fig. 1a: Citograma da esfera o8 Fig. 1b: Histograma da esfera a8
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¢ Posicionamento dos cursores de interpretagao (Fig. 1b)

No histograma FL1 LOG limitado pela janela "A", posicionar dois cursores "C" e "D",
correspondendo a localizagdo prevista das células deficientes, como segue: a
extremidade esquerda do cursor (Min, left) deve ficar posicionada no primeiro canal e a
extremidade direita do cursor (Max, right) a uma intensidade de fluorescéncia (IF) obtida
pelas formulas de calculo seguintes:

CD55 ('C") IFor = o x MFI Esfera af
CD59 ('D") IFB = B x MFI Esfera af

Os valores o e 3 estdo indicados na etiqueta de calibragéo incluida no dispositivo.

e Analise das amostras: tubos T2 (CD55) e T3 (CD59) (Figs. 2)

Nao alterar as definigdes de fluorescéncia FL1 LOG (tensdo do fotomultiplicador,
PMT FL1) anteriormente fixadas.

As definicoes de ganho em varrimento lateral ("side scatter" - SS) devem ser
adaptadas para isolar, no citograma FS vs SS, a populagdo granulocitaria de
interesse (janela de analise "A", Fig. 2a).

A janela de analise A devera ser preferencialmente elipsoidal e restringir-se a parte
densa da nuvem, por forma a evitar a inclusdo de células ndo granulocitarias (por
exemplo, monacitos).

No histograma FL1 LOG, limitado pela janela de analise A dos granulécitos:
Tubo T2: determinar a percentagem de células situadas no cursor C
Tubo T3: determinar a percentagem de células situadas no cursor D.

Fig. 2a: Posicionamento da janela A Fig. 2b: Posicionamento da janela A em
em volta da populagdo de granuldcitos  volta da populagéo de granuldcitos ndo
desgranulados
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SS

Nota: o envelhecimento da amostra traduz-se no aparecimento de uma subpopulagao
granulocitaria de tamanho inferior (Fig. 2b). E necessario posicionar a janela de analise
A sobre os granuldcitos nativos ndo desgranulados.

9 RESULTADOS E INTERPRETA(}AO DO TESTE
Nota: O teste s6 é aplicavel para uma expressao das intensidades de fluorescéncia em
unidades lineares e ndo em nimero de canal.

Seguindo os procedimentos sugeridos para amostras sem clone deficiente, os cursores
"C" e "D" ndo contém mais de 3% de células.

Exemplo de determinagdées CD55 e CD59 em granuldcitos e gldbulos vermelhos
(amostra normal):

Determinagao CD55 em granulécitos | Determinagdo CD59 em granuldcitos

1C <3% )
D<3%

Determinagao CD55 em glébulos
vermelhos

Determinagao CD59 em glébulos
vermelhos
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Interpretacao do teste:

N CELLQUANT REDQUANT
HPN HPN
parametros > Concluséo
% CD5 | CD59 | CD5 | CD59
5 5

4 >3% | >3% | >3% | >3% HPN
3 >3% | >3% | >3% | <3% HPN
3 >3% | >3% | <3% | >3% HPN
3 <3% | >3% | >3% | >3% HPN
3 >3% | <3% | >3% | >3% HPN
2 >3% | >3% | <3% | <3% HPN
2 <3% | <3% | >3% | >3% HPN
2 <3% | >3% | <3% | >3% Nao HPN
2 >3% | <3% | <3% | >3% Nao HPN
2 >3% | <3% | >3% | <3% Nao HPN
2 <3% | >3% | >3% | <3% N&o HPN
1 >3% | <3% | <3% | <3% Nao HPN
1 <3% | >3% | <3% | <3% Nao HPN
1 <3% | <3% | >3% | <3% N&o HPN
1 <3% | <3% | <3% | >3% N&o HPN
0 <3% | <3% | <3% | <3% Normal

a- Se 3 ou 4 parametros / 4 forem > 3%, a amostra é declarada HPN.

b-  Se 2 pardmetros CD55 ¢ CD59 numa mesma populagdo (granulécitos ou glébulos

vermelhos) forem > 3%, entdo a amostra é declarada HPN.

c-  Se 2 parametros / 4 forem > 3%, (diferentes dos casos b acima) ou 1 pardmetro / 4

for > 3%, a amostra ndo é declarada HPN. Recomenda-se proceder a um teste de

confirmagao dentro de um curto espago de tempo.

d-  Se 0 parémetros / 4 forem > 3%, a amostra é normal.

11.3 Dominio de medigao:
De 0% a 98,8% de células deficientes em CD55.
De 0% a 99,9% de células deficientes em CD59.

11.4 Repetibilidade do teste:
4 amostras normais testadas 5 vezes com 0 mesmo dispositivo.
Todos os testes fomeceram percentagens de células deficientes CD55 e em CD59

inferiores a 3%.

11.5 Reprodutibilidade

dentro do lote:

Uma amostra normal testada com 6 dispositivos diferentes aleatoriamente retirados do

lote.

Todos os testes forneceram percentagens de células deficientes em CD55 e em CD59

inferiores a 3%.

12 CAUSAS DE ERRO

Problemas
observados

Causas provaveis

Solucoes possiveis

Numa amostra normal, o
CD59 é > 3%

Lise de glébulos vermelhos
néo ideal

Pré-aquecer a agua destilada a 37°C
para diluir a lise

Numa amostra normal, uma
determinagéo correspondente
ao ruido de fundo aparece no
tubo CD55 efou CD59 (> 3%
de células deficientes)

Foi esquecido o reagente R2a
elou R2b

Repetir a manipulagdo, tendo o
cuidado de depositar todos os
reagentes

Numa amostra normal, uma
determinagdo correspondente
ao ruido de fundo aparece nas
esferas e nas células (> 3% de
células deficientes)

Foi esquecido o reagente R4

Repetir a manipulagdo, tendo o
cuidado de depositar o reagente

Poucas ou nenhuma esfera
af foram detectadas no
histograma FS vs SS

Re-suspensao incorrecta das
esferas afy

Ter o cuidado de homogeneizar
durante um minimo de 5 segundos,
antes da abertura e pipetagem do
reagente R3a

Apos a andlise das esferas,
néo sao detectados
granulécitos no histograma FS
vs SS

O PMT SS ndo esta
devidamente regulado

Aumentar o ganho no SS para
optimizar o posicionamento da
populagao granulocitaria

A nuvem de granulécitos é
heterogénea e o CD55 e/ou 0
CD59 sdo > 3% numa amostra
normal

A amostra deve ter sido
recolhida ha mais de 8 horas
e 0s granuldcitos estdo
desgranulados

Posicionar a janela de analise "A" na
nuvem de granulécitos  ndo
desgranulados.

Exemplo de determinaces CD55 e CD59 em duas amostras HPN, em
granulécitos e glébulos vermelhos:

CELLQUANT HPN - CD55 CELLQUANT HPN - CD59 REDQUANT HPN - CD55 REDQUANT HPN - CD59
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10 LIMITACOES DO DISPOSITIVO

Uma lise incompleta pode ser observada em certas amostras. Tal pode dar origem a um
resultado falsamente positivo no CD59 (> 3% de células deficientes) devido a fixagdo do
anticorpo CD59 aos glébulos vermelhos residuais.

11 DESEMPENHOS
O teste é validado para instrumentos Becton Dickinson tipo FACSCan e Beckman
Coulter tipos XL e XL MCL (software system II).

11.1 Sensibilidade (para utilizagdo combinada dos dispositivos CELLQUANT
HPN e REDQUANT HPN): 100%

As 23 amostras HPN foram confirmadas HPN na utilizagdo combinada dos dispositivos
CELLQUANT HPN e REDQUANT HPN @),

11.2 Limite de detecgéo:
0% de células deficientes em CD55 e em CD59.

A janela de analise "A" devera ser,
de preferéncia, elipsoidal e restringir-
se a parte densa da nuvem, para
evitar a inclusdo de células ndo
granulocitérias

Numa amostra normal, mais|Os parametros de interesse|Atribuir correctamente o cursor "C"
de 3% de células deficientes|CD55 e  CD59  foram|a0 CD55 e o cursor "D" a0 CD59
em CD55 foram detectadas e |interpretados com cursores
0 pico CD59 esta longe do|errados ("C" ou "D")

cursor "C"

13 RESPONSABILIDADE

A utilizagdo em diagnostico in vitro s6 é vélida em rigorosa aplicagdo das instrucées e
em utilizacdo combinada dos dispositivos CELLQUANT HPN e REDQUANT HPN.
Qualquer modificagdo ou alteragéo, bem como a utilizagéo de reagentes de outros lotes
pode influenciar os resultados dos testes. Nestas circunstancias ndo sera aceite
qualquer reclamagao ou substituicéo do produto.
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