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Licenga de rétulo de utilizag&o restrita:

Ao abrir a embalagem que contém este kit (Que possui microesferas com marcador fluorescente autorizadas pela Luminex Corporation) ou utilizar
este kit de qualquer forma, estd a dar o seu consentimento e a sua concordancia para cumprimento dos seguintes termos e condigées. Também
concorda que os seguintes termos e condi¢cdes constituem um contrato vinculativo e legalmente vélido que pode ser executado contra si. Se nédo
concordar com todos os termos e condicdes a seguir descritos, deverd devolver de imediato este kit para que lhe seja reembolsado o valor
despendido antes de o utilizar de alguma forma.

Vocé, o cliente, adquire o direito, ao abrigo dos direitos de patentes da Luminex Corporation, caso existam, de utilizar este kit ou qualquer parte deste
kit, incluindo, sem limitagcdes, as microesferas nele contidas, apenas com a instrumentagdo de teste analitico fluorescente com laser da Luminex
Corporation comercializado sob a denominagéo instrumento Luminex.
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APLICACAO

O ensaio Pak Lx € um imunoensaio qualitativo para utilizagdo no instrumento Luminex. O ensaio Pak Lx foi concebido para detetar e
diferenciar anticorpos 1gG contra HPA-1, HPA-2, HPA-3, HPA-4, HPA-5, GPIV e HLA Classe | em soro humano.

RESUMO E EXPLICACAO

As plaquetas expressam diversas proteinas polimodrficas. Altera¢Bes nas proteinas, embora ndo afetem a funcéo proteica, tornam-se
alvos para anticorpos em resultado de gravidez ou transfusdo. A presenca de anticorpos que se ligam as glicoproteinas plaquetarias
estd associada a distarbios sanguineos potencialmente fatais, tais como a refratariedade a transfusdes plaquetarias (Platelet
Transfusions - PT), purpura pés-transfusdo (Post.Transfusion Purpura - PTP) e trombocitopenia aloimune fetal e neonatal (Fetal
andNeonatal Alloimmune - FNAITP).**3

Nas glicoproteinas-alvo (GP) dos anticorpos incluem-se a GPllb/llla, a GPIb/IX e a GPla/lla, a glicoproteina GPIV e os antigénios
leucocitarios humanos (Human Leukocyte Antigens — HLA) de Classe |. Os epitopos que se encontram nas glicoproteinas
GPlIb/llla, GPIb/IX e GPla/lla foram caracterizados em sistemas de antigénios de plaquetas humanas (Human Platelet Antigen —
HPA) de dois alelos cada (alelos “a” e “b”). Os HPA-1, HPA-3 e HPA-4 estdo todos localizados na GPllb/llla. O HPA-2 esta
localizado na GPIb/IX e 0 HPA-5 na GPla/lla.***® Os epitopos da GPIV séo apresentados apenas como isoantigénios. Por outras
palavras, o desenvolvimento de anticorpos anti-GPIV ocorre em individuos sem expressdo da GPIV ou com niveis de expressdo
significativamente reduzidos, mas que foram expostos a GPIV.Y O HLA Classe | é codificado por véarios alelos que expressam um
grande numero de diversos epitopos. A grande maioria dos anticorpos produzida em resposta a gravidez ou a transfusdo sera
reativa com o HLA Classe | altamente polimérfico. '8

PRINCIPIO DO PROCEDIMENTO

As esferas Pak Lx s&o reconstituidas e incubadas com uma amostra de soro & temperatura ambiente. As esferas sdo depois lavadas
para remogdo dos anticorpos ndo ligados. Em seguida, € adicionado um anticorpo 1gG anti-humano conjugado com a ficoeritrina
(Phycoerythrin PE). ApOs nova incubacdo a temperatura ambiente, a mistura de reacdo é diluida e analisada no instrumento
Luminex. A intensidade do sinal de cada esfera € comparada com a intensidade do sinal de trés esferas de controlo negativo
incluidas na preparacéo das esferas, para determinar se a esfera é positiva ou negativa para o anticorpo ligado.

REAGENTES
Numero méximo de testes por kit:

" PLX: 16 testes por kit

Todos os reagentes devem ser conservados tal como indicado no rotulo.

REF

PLXB 403620 Mistura de microesferas liofilizada: uma mistura de esferas nas quais foram imobilizadas glicoproteinas
HPA, GPIV e HLA, bem como quatro esferas de controlo. As microesferas estéo liofilizadas num tampé&o

a base de fosfato contendo albumina sérica bovina e metietilsotiazolona a 0,02% e bromonitrodioxano a
0,02% como conservantes. SENSIVEL A LUZ. Manter a exposi¢éo de rotina & luz por um periodo inferior
ou igual a trés horas. Conservar entre 2 °C e 8 °C em local escuro na caixa de Kkit.

PLBD 405160 Diluente de Microesferas: um tampdo a base de fosfato contendo NaCl, Tween-20, ProClin 300,
albumina sérica bovina e soro murino. Conservar entre 2 °C e 8 °C.

405159 Conjugado concentrado: IgG caprina anti-humana conjugada com ficoeritrina, fornecida num tampéo de
CCX conservacdo a base de fosfato contendo NaCl, Tween-20, < 0,1% de azida de sodio e albumina sérica
bovina. SENSIVEL A LUZ. Evitar a exposi¢ao a luz direta por periodos de tempo prolongados (2 horas

ou menos). Conservar entre 2 °C e 8 °C em local escuro. Diluir 1:10 em Diluente Conjugado antes do
uso.

403586 Conjugado diluente: um tampao a base de fosfato contendo NaCl, Tween-20, azida de sédio a 0,1%,
albumina sérica bovina e soro murino. Conservar entre 2 °C e 8 °C.

405314 Solugdo Tampdo: um tampao a base de fosfato contendo NaCl, Tween-20, azida de sédio a 0,1% e
albumina sérica bovina. Conservar entre 2 °C e 8 °C.

LMWB
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403595 Soro controlo positivo: este soro ou mistura sérica é obtido de um ou mais individuos com anticorpos
PCX conhecidos para HPA-1-A, com ou sem anticorpos contra HLA de classe |. Conservar entre 2 °C e 8 °C.
Contém azida de sédio a 0,1%.

403592 Soro controlo negativo: este soro ou mistura sérica € obtido de individuos(s) que ndo tém anticorpos
NCX conhecidos contra HPA, GPIV e HLA Classe I. Conservar entre 2 °C e 8 °C. Contém azida de sédio a
0,1%.

PRECAUCOES

=  Para utilizagdo no diagnéstico in vitro.

= Na&o utilizar reagentes com turvagéo ou contaminagao.

=  Na&o utilizar reagentes além do respetivo prazo de validade.

=  Eliminar todos os controlos positivos, controlos negativos e conjugado ndo usados/diluidos ap6s a utilizagdo.

=  Os reagentes contidos no kit ndo se destinam a ser utilizados em conjunto com qualquer outro sistema de teste.

= A substituicdo de componentes por outros além dos fornecidos neste kit pode conduzir a resultados inconsistentes ou erréneos.

= Seguir as instrugdes do fabricante de pipetas relativas as técnicas adequadas de distribuicdo e enxaguamento ao efetuar as
diluigBes.

= DEVE ter-se cuidado para evitar a contaminacédo do Conjugado diluente ou do reagente de IgG anti-humano. A contaminagao
acidental destes reagentes com soro humano originard a neutralizagédo da IgG anti-humana e resultar4 subsequentemente em
falha do teste.

= Deve ter-se cuidado ao pipetar para a placa com filtro, certificando-se de que as esferas ndo aderem a parte lateral dos pocos
da microplaca para os quais se esta a pipetar, tendo ainda cuidado para ndo tocar na membrana com a ponta. O contacto da
membrana com a ponta da pipeta pode levar a perfuracdo da membrana e posterior falha do ensaio.

= Deve ter-se cuidado para garantir, durante os passos da incubacgdo, que as esferas ndo estdo a salpicar e a aderir as partes
laterais dos pogos. Os controlos positivo e negativo tém de ser incluidos em cada teste para ajudar a determinar a ocorréncia de
erros técnicos ou falhas de reagentes.

= Deve ter-se cuidado para controlar a intensidade da aspiragdo. Uma pressédo de aspiragdo forte poderad fazer com que as
esferas adiram a membrana, o que origina uma falha na sua contagem.

ATENCAO

= Todo o soro humano utilizado nos controlos positivo e negativo deste produto foi testado, por métodos aprovados pela FDA,
tendo-se obtido resultados negativos para anticorpos contra o VIH, VHC e AgHBs. Nenhum método de teste pode, contudo
oferecer a total garantia de auséncia de VIH, virus da hepatite C, virus da hepatite B ou de outros agentes infeciosos. Por
conseguinte, estes materiais devem ser manuseados como se fossem potencialmente infeciosos.

= Alguns reagentes contém azida de sédio como conservante, um composto que podera reagir com a canalizagdo de chumbo e
de cobre e formar azidas metalicas explosivas. Utilizar grandes quantidades de 4gua quando eliminar estes materiais pelo cano.

=  Eliminar todos os materiais ap6s a utilizagdo de acordo com os regulamentos locais.

INSTRUMENTAGAO

O instrumento Luminex onde é executado o software Luminex IS 2.3 ou xXPONENT 3.1 destina-se a ser utilizado na realizagdo do
ensaio Pak Lx. O sistema de instrumento Luminex baseia-se nos principios da citometria de fluxo e inclui o analisador Luminex, a
plataforma de manuseamento de placas Luminex XY™ e o sistema de distribuicdo do fluido envolvente (“sheath fluid”), o software e
o0 PC Luminex SD™. O sistema Luminex resulta da combinacao de trés tecnologias xMAP principais. A primeira sdo as microesferas,
uma familia de 100 microesferas de poliestireno de 5,6 um com corante fluorescente que atuam como o identificador e a superficie
sélida onde decorre o ensaio. A segunda é um instrumento a base de citometria de fluxo, o analisador Luminex, que integra
importantes componentes da detecdo, tais como lasers, componentes 6ticos, fluidos e processadores de sinais digitais de alta
velocidade. O terceiro componente € o software, concebido para a aquisicdo de dados baseada em protocolos.

As informacdes especificas sobre as carateristicas do software, instalagdo do equipamento, funcionamento, a manutencédo e a
seguran¢a do instrumento s&o fornecidas no Luminex IS Training Manual (Manual de formagdo Luminex IS). O utilizador deve
contactar a Luminex Corporation para servigos especificos relativos ao sistema de instrumento Luminex.

Os ficheiros do ensaio necessarios para utilizar com o ensaio Pak Lx séo fornecidos pela Immucor GTI Diagnostics no seu website
para serem transferidos pelo utilizador. O utilizador deve contactar a Immucor GTI Diagnostics em relagdo a quaisquer duvidas
relativas a produtos necessarios para o ensaio Pak Lx.

COLHEITA E CONSERVAGCAO DE AMOSTRAS

Proceder a colheita de sangue sem anticoagulante, utilizando uma técnica asséptica. Processar o sangue enquanto ainda esta
fresco para minimizar a probabilidade de obter rea¢des falso-positivas ou falso-negativas devido a conservacao inadequada ou a
contaminacao da amostra.
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Apenas o soro é adequado para este ensaio.

O soro deve ser separado dos glébulos vermelhos quando conservado ou transportado.

As amostras que contenham particulas deverao ser clarificadas por centrifugagéo antes da realizagao do teste.

As amostras de soro que ndo possam ser testadas de imediato devem ser conservada entre 2 °C e 8 °C, durante um periodo nao

superior a 48 horas, ou congeladas. As amostras congeladas a uma temperatura inferior ou igual a —20 °C mantém-se em bom
estado até 2 anos. Evitar congeladores sem gelo (“frost-free”). Evitar a congelacdo e descongelacéo repetidas das amostras de soro.

PROCEDIMENTO

Materiais fornecidos:
(Consulte a secgdo REAGENTES para obter informag6es mais especificas.)

Os frascos podem conter mais reagente do que o indicado nos rétulos. Ao fazer diluicbes, ndo se esqueca de medir o reagente com
um dispositivo adequado.

3 x Microesferas liofilizada

1 x 850 pl de diluente de Microesferas
1 x 120 pl de Conjugado concentrado
1 x 1,2 ml de Conjugado diluente

1 x 50 ml de Solugao Tampéo

1 x 80 pl de soro controlo positivo

1 x 80 pl de soro controlo negativo

NogohrwnE

Materiais adicionais necessarios:
(conforme listados ou equivalentes)

1. Pipetas regulaveis de 5 pl a 50 pl com pontas de pipeta adequadas
2. Pipeta multicanal de 250 pl com pontas correspondentes e canal para tampé&o
3. Tubos de microcentrifugadora de 1,5 ml para diluicbes do conjugado
4. Tubos de ensaio
5. Temporizador
6. Marcador
7. Selantes de placa
8. Fluido envolvente Luminex
628005 (1X); 628025 (20X)
9. Esferas de calibracdo e de controlo Luminex

628006 (CALL); 628007 (CAL2); 628008 (CON1); 628009 (CON2)

10. Agua destilada
11. Agitador rotativo ou de virtex com adaptador para placas
12. Placas com filtro Millipore Multiscreen

888633 Millipore MSBV1210/MSBVN1250/MABVN1210/MABVN1250
13. Tubo de aspiracdo Multiscreen

888315 Millipore MAVMO960R: Qiagen 19504; Pall 5017
14. Microcentrifugadora
15. Ficheiro de modelo de aquisi¢cdo Luminex (IDT/LXT) especifico do lote

Ficheiro IDT para uso com IS 2.3

Ficheiro LXT para uso com xPONENT3.1
16. Arquivo de lotes especificos Folha de Dados Eletronicos (EDS); disponivel no site.
17. Instrumento Luminex com software IS 2.3 ou xPONENT 3.1; www. immucor.com
18. PFS Plate Format Sheet (folha de disposicéo da placa)

19. CD de anticorpos antiplaquetas
Software de anticorpos antiplaquetas MATCHIT! v1.0.1
Manual do utilizador do software de anticorpos antiplaguetas MATCHIT!; www. immucor.com
Guia de consulta rapida do software de anticorpos antiplaquetas MATCHIT!; www.immucor.com

Procedimento de teste
1. Transfira 0 modelo de aquisicdo Luminex especifico do lote (ficheiro IDT/LXT) do website (www.immucor.com) e guarde-0 no
computador ligado ao instrumento Luminex. Anote a localizagdo do ficheiro guardado. Este ficheiro serd importado para o

instrumento Luminex numa fase posterior.

2. Deixe todos os reagentes, exceto o Conjugado concentrado e o Conjugado diluente, atingirem a temperatura ambiente (21 °C a
24 °C) antes da utilizacéo.
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10.

11.

12.

13.

Reconstitua a mistura de Microesferas liofilizada, conforme indicado na tabela 1, mais abaixo.

O numero de frascos fornecido na tabela 1 inclui volume suficiente para analisar um controlo positivo e um controlo negativo em
conjunto com o numero de amostras indicado na coluna 1.

Tabela 1
Numero de amostras Frasco(s) de
Grénulos liofilizada
1-4 1

5-10 2

11-16 3
a. Adicione 275 pl de diluente de Microesfeas a cada frasco de Microesferas liofilizadas. Deixe que o frasco reconstituido

fique a temperatura ambiente durante pelo menos 5 minutos.

b. Nesta altura, ndo misture nem agite no agitador de vortex as Microesferas liofilizadas com o diluente de Micoresferas.

® Os frascos reconstituidos podem ser conservados entre 2 °C e 8 °C, em local escuro, durante um periodo maximo de
15 dias.

ATENCAO: NAO AGRUPAR FRASCOS RECONSTITUIDOS EM DIAS DIFERENTES NUM SO FRASCO.
ATENCAO: NAO MISTURAR AS MICROESFERAS NO AGITADOR DE VORTEX EM NENHUMA ALTURA DO ENSAIO
PARA EVITAR A FORMAGAO DE ESPUMA.

Prepare as amostras, misturando-as no agitador de vortex. Centrifugue a uma velocidade > 10 000 x g durante pelo menos 60
segundos para sedimentacdo de eventuais particulas insollveis antes da utilizacao.

Registe as informacgdes da amostra na folha de disposicdo da placa. Podera fazer a transferéncia desta folha a partir do website
(www. immucor.com).

Cubra os pocos da placa com filtro sem amostras com um selante de placas.
Adicione 250 pl de Solugdo Tamp&o aos pogos atribuidos.
a. Deixe o0 Solugdo Tampéo repousar nos pocos pelo menos durante 3 minutos.

b. Retire 0 Solugdo Tampéo, aspirando suavemente com o tubo de aspiracao.
(Consulte as recomendacgdes do fabricante para uma utilizagdo correta.)

Misture as Microesferas reconstituidas, pipetando para cima e para baixo cerca de 15 a 20 vezes para evitar a formacédo de
espuma.

Adicione 40 pl de Micoresferas reconstituidas a cada poco de teste da placa com filtro. Certifique-se de que as Microesferas
reconstituidas sao misturadas durante a adicdo das Micoresferas a placa com filtro. Pipete para cima e para baixo 2 a 3 vezes
apos a distribuicdo em cada 2 a 3 pogos.

ATENCAO: E importante manter as esferas ressuspensas com o objetivo de garantir a adicdo uniforme das esferas aos pocos.
Se ndo misturar intermitentemente as esferas, elas ficardo assentes no fundo do frasco. Isto terd como resultado a distribuicéo
de diferentes quantidades de esferas nos poc¢os, que podera afetar os tempos de execucao e a andlise dos resultados.

Adicione 10 ul de soro do doente ou de soro controlo, consultando a folha de disposicao da placa.

Volte a colocar as por¢fes ndo usadas de soros de controlo e esferas na refrigeracdo, entre 2 °C e 8°C, em local escuro, para
utilizacao futura.

Cubra a placa com um selante de placas.
Incube durante 60 minutos a temperatura ambiente (21 °C a 24 °C), em local escuro, numa plataforma rotativa

(aproximadamente 200 rota¢cdes por minuto) ou num agitador de vértex com um conjunto de adaptador para placas numa
velocidade que permitira a mistura adequada sem entornar as amostras.

a. Durante esta incubacéo, deixe que o Conjugado concentrado e o Conjugado diluente atinjam a temperatura ambiente (21
°Ca24°C).
b. Durante esta incubacéo, aqueca e prepare o instrumento Luminex.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

C. Configure o ensaio no instrumento Luminex, utilizando o ficheiro IDT especifico do lote (modelo de aquisi¢éo) transferido
do website (www. immucor.com). Consulte o manual do software Luminex sobre como adicionar/importar um ficheiro
modelo para o software.

NOTA: Quando utilizando o modo “Automated Batch Setup” utilise como referéncia o manual do software MATCH IT que se
encontra no CD [PACD| de instalacéo de Anticorpos Antiplaquetarios ou no sitio da internet (www. immucor.com).

ATENCAO: A néo utilizacdo do ficheiro IDT/LXT correto resultara na recolha de dados fora de sequéncia e na captura incorreta
ou incompleta dos dados do ensaio a partir do instrumento Luminex.

Prepare o concentrado de conjugado diluido, misturando os volumes de Conjugado concentrado ( - CCX) e Conjugado diluente
(- CDX), conforme indicado na tabela 2, mais abaixo. Os volumes apresentados na Tabela 2 incluem volume suficiente para
incluir um controlo positivo e um controlo negativo juntamente com o numero de amostras apresentadas na primeira coluna.

O numero de frascos fornecido na tabela 2 inclui volume suficiente para analisar um controlo positivo e um controlo negativo em
conjunto com o nimero de amostras indicado na coluna 1.

a. Cubra o conjugado diluido com pelicula metalizada ou conserve-o em local escuro, a temperatura ambientem até ser
utilizado.
b. Volte a colocar as porgdes ndo usadas de Conjugado concentrado e Conjugado diluente na refrigeracéo, entre 2 °C e

8°C, em local escuro, para utilizag&o futura.

Tabela 2

NUmero de Volume de CCX Volume de CDX

amostras (uh) (uh
1 20,0 180,0
2 25,0 225,0
3 30,0 270,0
4 35,0 315,0
5 40,0 360,0
6 45,0 405,0
7 50,0 450,0
8 55,0 495,0
9 60,0 540,0
10 65,0 585,0
11 70,0 630,0
12 75,0 675,0
13 80,0 720,0
14 85,0 765,0
15 90,0 810,0
16 95,0 855,0

Apéds 60 minutos de incubacéo, retire o selante de placas e adicione 200 pl de Solu¢cdo Tampé&o a cada pogo. Retire o Solucédo
Tampé@o, aspirando suavemente com o tubo de aspiracéo.

ATENCAO: uma forca de aspiragéio excessiva podera fazer com que as esferas adiram & membrana, o que podera resultar em
falha da amostra. Aplique a pressdo de aspiragdo minima necessaria para aspirar as amostras. Consulte o
manual de instru¢des do fabricante para mais informagdes de como usar as placas de filtro e o aparelho de vacuo.

Adicione 250 pl de Solugdo Tamp&o a cada pogo e aspire. Repita mais duas vezes.

ATENCAO: a falha na lavagem completa poderéa reduzir a capacidade do conjugado detetar a IgG ligada a esferas
sensibilizadas.

Adicione 50 ul de conjugado diluido a cada pogo. Tape com um selante de placas. Incube durante 30 minutos a temperatura
ambiente (entre 21 °C e 24 °C), em local escuro, numa plataforma rotativa (aproximadamente 200 rota¢Bes por minuto) ou num
agitador de vortex com um conjunto de adaptador para placas numa velocidade que permitird a mistura adequada sem entornar
as amostras. Ndo guarde conjugado diluido para uso futuro.

Retire o selante de placas. Adicione 150 pl de Solugdo Tampdao a cada pogo que contém a amostra. Volte a colocar as porcdes
ndo usadas do Solu¢éo Tampdao na refrigeragdo, entre 2 °C e 8°C, para utilizacéo futura.

Recolha de imediato os dados com o instrumento Luminex utilizando as instru¢des do fabricante.
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OBSERVACAO: € necessario recolher um minimo de 60 eventos por regido de esfera.

CONTROLO DE QUALIDADE

Os soros controle, positivo e negativo, servem como controles de ensaio externos e devem ser incluidos em cada teste. O soro de
controle positivo é preparado a partir de doadores disponiveis e podem mudar com cada lote de Pak Lx. O soro controle positivo
deve ter um resultado positivo citado para esses anticorpos, relatados no Certificado de Controle de Qualidade. O soro controle
negativo deve ter um resultado negativo citado para qualqueresfera HPA, GPIV ou HLA Classe |. Se estes requerimentos nao forem
cumpridos, as amostras afetadas devem ser consideradas invalidas.

O controle de qualidade do Pak Lx assay esta embutido no sistema pela inclusdo de quatro esferas de controle, (uma esfera de
controle positivo e trés esferas de controle negativo). A esfera de controle positivo é revestida com IgG humana e deve fornecer
valores de MFI > 10.000 com o soro controle negativo. Se forem obtidos valores ,com o soro de controle begativo, <10.000 MFI, o
ensaio pode ter sido insuficientemente lavado ou o conjugado pode estar comprometido. As amostras podem apresentar uma grande
variedade de reatividade com a esfera de controle positivo , mas devem produzir um sinal > 3500 MFI. Se estes requerimentos nao
forem cumpridos, as amostras afetadas devem ser consideradas invalidas.

A interpretacédo dos dados da amostra é baseado em ter um namero minimo de cada bead recolhido durante um ensaio. Quando
poucos beads sédo adquiridos para uma amostra, um " Bead Failure"(Erro Bead) é anotado e todos os resultados de anticorpos para
a amostra afetada séo consideradas invalidas

Por favor, consulte a se¢do de solucéo de problemas destas instru¢des para obter mais detalhes

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

Interpretacéo pelo software: E necessario o software de anticorpos antiplaquetas MATCHIT! v1.0.1 para a interpretacéo dos
resultados. Para a analise, é necessario um ficheiro EDS especifico do lote, que esté disponivel para transferéncia no website
(www.immucor.com).

Determinacgédo da reatividade de cada esfera: Para determinar se uma esfera especifica de um antigénio € positiva ou negativa, a
MFI da esfera especifico desse antigénio é dividida pela MFI de cada esfera de controlo negativo (CON1, CON2, CON3), produzindo
trés racios para cada esfera especifica de um antigénio. Observacao: quando a MFI de qualquer esfera CON for inferior ao “cutoff”
minimo (Minimum Cutoff — MC), entdo esse “cutoff’ é utilizado no célculo. A partir dos trés racios calculados, um réacio
predeterminado, o fator de ajuste do fundo (Background Adjustment Factor - BAF), € subtraido de cada combinacéo de esfera
especifica de antigénio/controlo para obter trés racios ajustados.

e Um valor positivo para dois ou mais dos trés racios ajustados indica uma reacéo positiva da esfera.

e Um valor negativo para dois ou mais dos trés racios ajustados indica uma reagao negativa da esfera.

Interpretacdo dos resultados: Consulte o relatério do software MATCHIT! para saber os resultados. A tabela seguinte mostra os
possiveis resultados que poderédo ser obtidos ao testar uma determinada amostra.

Antigénio GPIV HLA Classe | HPA-1, -3, -4 | HPA-2 HPA-5
| (GPIIb-llla) (GPIb-IX) (GPla-lla)
Resultado Pos. Pos. Reactivo Pos. Pos.
possivel Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
Indeterminado | Indeterminado

e Os resultados para HLA Classe |, GPIV, HPA-2 e HPA-5 sdo apresentados diretamente pelo software MATCHIT!
e Quaisquer resultados indeterminados para HPA-2 e HPA-5 devem ser repetidos utilizando o ensaio Pak Lx ou um

método alternativo.

e Para determinar a reatividade do HPA-1, -3 e -4, utilize a tabela seguinte:

HPA Microesferas Revestidas

Padrao de reatividade das esferas**

HPA — 1a-3a-4a Pos. Neg. Pos. Neg. Pos. Neg.
HPA — 1a-3b-4a Pos. Neg. Neg. Pos. Pos. Neg.
HPA — 1b-3a-4a Neg. Pos. Pos. Neg. Pos. Neg.
HPA — 1b-3b-4a Neg. Pos. Neg. Pos. Pos. Neg.
HPA — 1ab-3ab-4a Pos.* Pos.* Pos.* Pos.* Pos.* Neg.
HPA - 1a-3ab-4b Pos. Neg. Pos.* Pos.* Neg.* Pos.

Interpretacdo dos resultados

Anticorpos anti-HPA-1

Anticorpos anti-HPA-3

Anticorpos anti-HPA-4

detetados detetados detetados
Este padrdo pode mascarar a HPA-4b HPA-4b not HPA-4b HPA-4b HPA-1a, -1b, | HPA-1a,
presenca de um anticorpo reativo masked -3a, -3b -1b, -3a,
com: -3b not
masked
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* As esferas heterozigéticas podem ser positivas ou negativas, dependendo do titulo de anticorpos na amostra ou do nivel de fundo
nas esferas de controlo negativas.

**Qaulquer outro padrao nao representado na tabela, acima apresentada, devera ser considerado como um resultado indeterminado

gue se pode dever a presenca de auto-anticorpos ou a uma combinagdo de auto- e alo- anticorpos. Tal facto pode temabém ficar a
dever-se a reatividade de variantes polimérficas nao identificadas neste teste.

LIMITACOES

=  Este produto néo foi concebido para detetar anticorpos da classe de imunoglobulinas IgA ou IgM.

= Os resultados deste ensaio ndo devem ser utilizados como o Unico critério para uma deciséo clinica. Um teste positivo apenas
indica a presenca de anticorpos especificos do HLA Classe |, GPIV ou HPA-1, HPA-2, HPA-3, HPA-4 e HPA-5, e ndo se destina
a diagnosticar uma condicao clinica.'>**

= Os sistemas HPA ocorrem em diferentes frequéncias em diferentes populacdes. Os sistemas HPA com frequéncia mais elevada
séo considerados “publicos”, enquanto os sistemas HPA de frequéncia mais baixa sdo considerados “privados”. O ensaio Pak Lx
utiliza glicoproteinas capturadas em dadores cuja tipagem s6 foi feita para os sistemas de HPA publicos: HPA-1, -2, -3, -4 e -5.
Trés destes sistemas HPA publicos (HPA-1, -3, -4) s&o expressos na mesma glicoproteina, GPIIb/llla.***** As amostras de
soro podem ter anticorpos contra um ou mais destes sistemas HPA publicos, e a presenc¢a de anticorpos contra um sistema de
HPA pode mascarar a presenca de anticorpos contra outros sistemas. Por exemplo, a presenca de um elevado titulo de
anticorpo reativo com um epitopo HPA-4 poderd mascarar a presencga de titulos de anticorpos mais baixos reativos a um dos
epitopos HPA-1. Por favor, consulte a sec¢do Interpretacdo de resultados destas instru¢cdes de utilizacdo para obter mais
pormenores.

= O ensaio Pak Lx utiliza glicoproteinas capturadas de dadores cuja tipagem para sistemas HPA privados néo foi feita. As
amostras de soro podem ter anticorpos contra ou mais destes sistemas HPA privados. A presenca destes anticorpos contra
epitopos privados podera simular os padrdes de reatividade que indicariam a presenca de um anticorpo reativo com um epitopo
HPA publico e/ou originar resultados indeterminados.

= Alguns anticorpos de baixo titulo e baixa avidez, incluindo anticorpos contra antigénios HLA Classe | com baixa incidéncia
poderédo néo ser detetadas por este produto.

= Este ensaio ndo foi validado para utilizacédo na dete¢do de autoanticorpos.

RESOLUGAO DE PROBLEMAS

PROBLEMA

POSSIVEL CAUSA

SOLUCAO

Soro de controle positivo
mostra reatividade adicional de
anticorpos néo indicado no
certificado QC

Controle Positivo contaminado
com outra amostra

Usuario deve empregar boas técnicas de laboratério
incluindo métodos de aliquotas adequadas para
eliminar a transicdo de amostras para pogos
adjacentes; Repetir 0 ensaio

Pouca lavagem.

Repetir 0 ensaio seguindo instru¢fes de lavagem.

Soro Controle Negativo mostra
anticorpo reativo

Reagentes contaminados

Usuario deve empregar boas técnicas de laboratdrio
incluindo métodos de aliquotas adequadas para
eliminar a transicdo de amostras para pogos
adjacentes; Repetir 0 ensaio

Pouca lavagem

Repetir 0 ensaio seguindo instru¢cfes de lavagem

Para o Soro Controle Negativo,
o valor de MFI no bead de
controle positivo (Probe 77) é
<10.000

Descoloracdo do Conjugado.

Usar novo kit. Repetir o ensaio.

Pouca lavagem

Repetir 0 ensaio seguindo instru¢des de lavagem

Para as amostras de teste, o
valor MFI no Controle Bead
Positivo (Probe 77) é <3.500

Descoloracdo do Conjugado.

Usar novo kit. Repetir o ensaio

Pouca lavagem

Reteste a amostra seguindo as instru¢des de
lavagem

Valores das MFI de beads de
antigenos sédo cerca de 30 MFI
enquanto Controle Positivo
bead MFI é> 10.000

Amostra ndo adicionada

Reteste a amostra

Pak Lx Assay (ensaio)
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Beads n&o foram bem
misturados ou ressuspendidos

Misturar bem com pipeta para ressuspender
completamente os beads; Teste novamente a
amostra

Instrument failures - out of
calibrationFalha do instrument,
sem calibracdo

Consulte o Manual do Instrumento; Repetir 0 ensaio

Falha Bead (eventos bead

insuficientes contados) (<60 Falhas do instrumento - o fluxo

da amostra bloqueada

Consulte 0 Manual do Instrumento; Repetir o ensaio

eventos coletados
) Photobleached beads

Descoloracdo do beads

Use novo kit. Repita 0 ensaio

Vacuum pressure too
strong/beads stuck to membrane
Presséo de vacuo muito forte /
beads presos a membrana

Reduza a pressédo do vacuo. Reteste a amostra.

Uso de arquivo incorreto ou
aquisicdo modelo (IDT / LXT)

Verifigue se o numero do lote no arquivo IDT / LXT
utilizado para a aquisi¢cdo de dados corresponde ao
kit Pak Lx usado para testes. Se estiver incorreto,
repita o teste e aquisicao de dados usando o
arquivo IDT / LXT correta.

Resutados sem interpretacao.
Uso de arquivo incorreto EDS
(BAF) para realizar a analise por
matchit! Software Anticorpo de
plaguetas

Verifique se o nimero do lote no arquivo EDS
utilizado para a analise de dados corresponde ao kit
Pak Lx usado para testes. Se estiver incorreto,
repita a analise de dados usando o arquivo EDS
correto.

CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DO DESEMPENHO

Quando os kits Pak Lx forem utilizados de acordo com o procedimento descrito, os resultados revelam a presenca ou auséncia de
anticorpos 1gG contra HPA, GPIV e HLA. Nas tabelas seguintes é indicada a co-positividade (sensibilidade), a co-negatividade
(especificidade) e a concordancia para os nimeros de amostras testadas para anticorpos reativas com cada HPA ou GPIV, em
comparacao com resultados obtidos utilizando a imobilizagdo de anticorpos monoclonais de antigénios plaquetarios ( MAIPA); ou
anticorpos reativos com o HLA Classe | quando comparado com os resultados obtidos com o ensaio LifeScreen Deluxe (LMX). Estes
dados foram compilados de dois estudos clinicos realizados nos Sanquin Diagnostic Services (Amsterddo, Paises Baixos) e no The

Blood Center of Wisconsin (Milwaukee, Wisconsin, EUA).

Ensaio
Pak Lx
(HPA-1)

Ensaio
Pak Lx
(HPA-2)

Ensaio
Pak Lx
(HPA-3)

MAIPA (HPA-1)

Positivo | Negativo Total
Positivo 52 2 54 Concordancia:
Negativo 0 292 292 Co-positividade:
Total 52 294 346 Co-negatividade:
MAIPA (HPA-2)
Positivo | Negativo Total
Positivo 8 0 8 Concordancia:
Negativo 1 336 337 Co-positividade:
Total 9 336 345 Co-negatividade:
MAIPA (HPA-3)
Positivo | Negativo Total
Positivo 4 0 4 Concordancia:
Negativo 2 341 343 Co-positividade:
Total 6 341 347 Co-negatividade:

99,4% Intervalo de confianca de 95% =
100,0% Intervalo de confianca de 95% =
99,3% Intervalo de confianca de 95% =
99,7% Intervalo de confianca de 95% =
88,9% Intervalo de confianca de 95% =
100,0% Intervalo de confianca de 95% =
99,4% Intervalo de confianga de 95% =
66,7% Intervalo de confianca de 95% =
100,0% Intervalo de confianca de 95% =

97,9%-99,8%
93,1%-100,0%
97,6%-99,8%

98,4%-99,1%
56,5%-98,0%
98,9%-100,0%

97,9%—-99,8%
30,0%-90,3%
98,9%-100,0%
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MAIPA (HPA-4)

Positivo | Negativo Total
Ensaio Positivo 4 0 4
Pak Lx -
(HPA-4) Negativo 0 160 160
Total 4 160 164
MAIPA (HPA-5)
Positivo | Negativo Total
Ensaio Positivo 29 1 30
Pak Lx -
(HPA-5) Negativo 2 297 299
Total 31 298 329
MAIPA (GPIV)
Positivo | Negativo Total
Ensaio Positivo 5 0 5
Pak Lx -
(GPIV) Negativo 1 162 163
Total 6 162 168
LMX (HLA Cl-1)
Positivo | Negativo Total
Ensaio Positivo 67 1 68
Pak Lx -
(HLA CI-I) Negativo 3 104 107
Total 70 105 175
Preciséo

Concordancia:

Co-positividade:

Co-negatividade:

Concordancia:

Co-positividade:

Co-negatividade:

Concordancia:

Co-positividade:

Co-negatividade:

Concordancia:

Co-positividade:

Co-negatividade:

100,0%
100,0%
100,0%

99,1%
93,5%
99,7%

99,4%
83,3%
100,0%

97, 7%
95,7%
99,0%

Intervalo de confianga de 95% =
Intervalo de confianga de 95% =

Intervalo de confianga de 95% =

Intervalo de confianca de 95% =
Intervalo de confianga de 95% =

Intervalo de confianga de 95% =

Intervalo de confianga de 95% =
Intervalo de confianca de 95% =

Intervalo de confianga de 95% =

Intervalo de confianga de 95% =
Intervalo de confianga de 95% =

Intervalo de confianga de 95% =

97,7%-100,0%

51,0%-100,0%
97,7%-100,0%

97,4%-99,7%
79,3%-98,2%
98,1%-99,9%

96,7%-99,9%
43,6%-97,0%
97,7%-100,0%

94,3%-99,1%
88,1%-98,5%
94,8%-99,8%

O ensaio Pak Lx mostrou 100% de concordancia em resultados apresentados para oito amostras, quando testadas com um lote em
duplicado durante mais de 20 eventos de teste separados, realizados por dois operadores. As amostras selecionadas tiveram uma
reatividade de anticorpos contra HPA-1a, -1b, -3a, -4a, -5b, GPIV e HLA Classe I.

Substancias interferentes

Foram realizados estudos sobre substancias interferentes utilizando a norma de testes de interferéncia em quimica clinica EP07-A2
do CLSI; norma aprovada.
Estas substancias ndo demonstraram interferir com o ensaio Pak Lx nas concentragdes indicadas:

Hemoglobina
Triglicéridos

Bilirrubina

< 500 mg/dl
< 500 mg/dl
< 20 mg/dl

Pak Lx Assay (ensaio)
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Warning Atencéo

H317 Pode provocar uma reaccao alérgica cutanea.

P261 Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois.

P272 A roupa de trabalho contaminada ndo pode sair do local de trabalho.

P280 Usar luvas de proteccao/vestuario de proteccao/protec¢é@o ocular/proteccao facial.

P302 + P352 SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: lavar com sabonete e 4gua abundantes.
P333 + P313 EM CASO DE exposi¢do ou suspeita de exposi¢do: consulte um médico.

P501 Eliminar o contetdo / recipiente em uma instalagdo de eliminagdo de residuos aprovado.
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