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OBJETIVO

Este procedimento operacional padrao (POP) descreve como processar:

- sangue periférico obtido de pacientes para o fracionamento do mesmo para a
obtencao de fragdes de soro, plasma, creme leucocitario e hemacias.

- outras amostras bioldgicas (fezes, urina, liquido amnidtico, lavados e secregdes e

amostras de tecidos de biopsias)

APLICACAO
Este POP aplica-se ao manuseio de amostras biolégicas de pacientes para os

laboratdrios participantes do Biobanco .

DIVULGAGAO

Este POP é mantido em arquivo e uma copia em papel com autorizacido do
responsavel pelo biobanco.

Uma copia papel pode ser emitida pelo Responsavel Documentacéo:

- desde que o nome da pessoa ou entidade destinataria desta copia conste do
quadro abaixo de Usuarios Principais com a mengéao “Cdpia papel”;

- OU, em caso excepcional, com a prévia autorizacdo do emitente deste POP.

EMISSAO, REVISAO E APROVAGAO

Este POP foi:

* Emitido por : Erika R. Manuli

* Revisado por : Dra. Léa Campos de Oliveira

» Aprovado por: Profa. Dra. Ester C. Sabino
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Principio:

Fracionamento de sangue: sao procedimentos técnicos que utilizam uma
centrifuga para separagdo da parte liquida do sangue (soro e/ou plasma) das
hemacias. Posteriormente, apenas com auxilio de micropipetas, faz-se a separagao
do material desejado.

Outras amostras biolégicas: sdo procedimentos técnicos que utilizam uma
centrifuga para separacao de células de amostras de urina, secre¢des e lavados e
de liquido amnidtico, e manutengdo de amostras de fezes e de material das

bidpsias.

Aplicacao: Separacao de fracbes do sangue (soro, plasma, creme leucocitario e
hemacias) a partir de amostra sangue de sangue periférico e de células de amostras
de urina, secrecodes e lavados e de liquido amnidtico e manutencao de amostras de

fezes e de material de bidpsia

Amostras:

- amostra de sangue total periférico, obtida a partir de coleta em tubo primario
contendo o anticoagulante EDTA ou gel separador.

- outras amostras bioldgicas (fezes, urina, liquido amnidtico, lavados e secregdes e

amostras de tecidos de biopsias)
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Materiais e equipamentos

Avental, mascaras, 6culos de protecao e luvas Pipetas automaticas

Ponteiras de filtro estéril

Solugao fisiologica salina estéril

Tubos de 1,5 mL a 2,0 mL estéreis

Tubos de coleta sangue a vacuo com anticoagulante EDTA

Tubos de coleta sangue a vacuo com gel separador -PPT

Tubos de coleta sangue a vacuo com gel separador

Criotubos de 0,5 mL

Gaze estéril

Caixas de armazenamento

Centrifuga de tubos de angulo movel

Centrifuga para microtubos

Banho-maria
Freezer -20° e -80°C

Reagentes e equipamentos

Centrifuga de tubos

Cuidados basicos:

a. Coleta:

- sangue periférico: apds a coleta, inverter varias vezes o tubo contendo EDTA

cuidadosamente para homogeneizacao.
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Proceder a etapa de fracionamento do sangue.

O sangue devera ser fracionado no momento da coleta, ou no caso de tubo com gel

separador, podera ser centrifugado para separacao das hemacias e mantido a -20°C

até o momento do fracionamento.

- outras amostras bioldgicas (fezes, urina, liquido amniético, lavados e

secregoes e amostras de tecidos de bidpsias): apds a coleta, as amostras devem

ser encaminhadas para o processamento imediatamente.

Proceder a etapa de fracionamento do sangue.

b. Laboratorio:

Materiais:

Qualquer material utilizado deve ser previamente autoclavado e as superficies das

bancadas e suportes limpas com etanol 70%.

Reagentes que devem ser preparados:

N&o ha necessidade de utilizagdo de nenhum reagente para estes procedimentos.

Procedimentos

a) Obtencao de soro
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1. Identificar os tubos primarios com etiqueta de codigo de barras e os tubos de
criopreservacao que serao utilizados para o armazenamento dos soros.

2. Verificar os tubos primarios com amostra de sangue visualmente para ver se
houve a formacéo e retracdo do coagulo. Se o coagulo néo tiver retraido,

colocar o tubo a 37°C por 15min.

3. Centrifugar os tubos de gel separador por 10 min a 3000rpm a temperatura
ambiente.

4. Retirar todo o volume de soro com auxilio de uma micropipeta transferindo
500uL de soro para cada tubo de criopreservagao, etiquetados com etiquetas
de cbdigo de barras correspondentes ao tubo primario. Descartar o tubo

primario em coletor de material pérfuro-cortante.

5. Estocar as aliquotas de soro em freezer -20°C em caixas de armazenagem.
Obs.: a caixa de armazenagem deve ser bem identificada. Cada aliquota deve estar
em caixas e em freezers diferentes. Anotar as posi¢coes e caixas onde as aliquotas

forem estocadas.

b) Obtencao de plasma
1. Identificar os tubos primarios com EDTA ou com gel separador PPT, com
etiqueta de cbédigo de barras e os tubos de criopreservacdo que serao

utilizados para o armazenamento dos soros.
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2. Centrifugar os tubos primarios por 10 min a 3000rpm a temperatura

ambiente.

3. Retirar todo o volume de plasma com auxilio de uma micropipeta transferindo
500uL de plasma para cada tubo de criopreservagao, etiquetados com
etiquetas de codigo de barras correspondentes ao tubo primario.

Obs.: proceder com muito cuidado quando tratar-se de tubo primario com EDTA
para que a ponteira nao toque as hemacias. Descartar o tubo primario em coletor
de material pérfuro-cortante, se for obter hemacia ou creme leucocitario da

amostra cujo plasma foi separado.

4. Estocar as aliquotas de soro em freezer -80°C em caixas de armazenagem.
Obs.: a caixa de armazenagem deve ser bem identificada. Cada aliquota deve estar
em caixas e em freezers diferentes. Anotar as posicoes e caixas onde as aliquotas

forem estocadas.

c) Obtencao de creme leucocitario

1. Identificar os tubos primarios com EDTA , com etiqueta de cédigo de barras e

os tubos de criopreservacao que serdo utilizados para o armazenamento dos

SOros.

2. Centrifugar os tubos com EDTA por 10 min a 3000rpm a temperatura
ambiente.
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3. Retirar os tubos da centrifuga com muito cuidado para nao mexer o creme

leucocitario (“nuvem branca” entre o plasma e as hemacias).

4. Retirar todo o volume de plasma com auxilio de uma micropipeta com muito

cuidado para nao tocar no creme leucocitario.

5. Com outra ponteira retirar toda a “nuvem branca” acima das hemacias e
transferir para 1 tubo de criopreservacgéao, etiquetado com etiqueta de codigo

de barras correspondentes ao tubo primario.

6. Estocar as aliquotas em freezer -80°C em caixas de armazenagem.
Obs.: a caixa de armazenagem deve ser bem identificada. Cada aliquota deve estar
em caixas e em freezers diferentes. Anotar as posi¢coées e caixas onde as aliquotas

forem estocadas.

d) Obtencao de hemacias
1. Identificar os tubos primarios com EDTA ou com gel separador PPT, com
etiqueta de codigo de barras e os tubos de criopreservacido que seréo

utilizados para o armazenamento dos soros.

2. Centrifugar os tubos primarios por 10 min a 3000rpm a temperatura ambiente.
3. Retirar todo o volume de plasma com auxilio de uma micropipeta.

4. Nos tubos contendo EDTA, vortexar o tubo para homogeneizar bem as

hemacias retirar todos o volume de hemacias com auxilio de pipeta Pasteur,
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transferindo 1000uL de hemacias para cada tubo de criopreservacao,
etiquetados com etiquetas de cdédigo de barras correspondentes ao tubo
primario. Descartar o tubo primario em coletor de material pérfuro-cortante.

Nos tubos de gel separador-PPT, apos retirar todo o plasma, com auxilio da
ponteira utilizada para esse procedimento, retirar o gel separador, enfiando-se
a ponteira no gel e girando-a até o gel soltar-se do tubo e ficar aderido a

ponteira.

. Vortexar o tubo para homogeneizar bem as hemacias e retirar todo o volume
de hemacias com auxilio de pipeta Pasteur, transferindo 1000uL de hemacias
para cada tubo de criopreservagéao, etiquetados com etiquetas de codigo de
barras correspondentes ao tubo primario. Descartar o tubo primario em

coletor de material pérfuro-cortante

. Estocar as aliquotas de hemacias em freezer -20°C em caixas de

armazenagem.
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Obs.: a caixa de armazenagem deve ser bem identificada. Cada aliquota deve estar

em caixas e em freezers diferentes. Anotar as posi¢coes e caixas onde as aliquotas

forem estocadas.

e) Obtencao de células (urina, liquido amniético, secre¢oes e lavados)

1. Identificar os frascos com as amostras, com etiqueta de cédigo de barras e os

tubos de criopreservagcdo que serdo utilizados para o armazenamento dos

mesmos.
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2. Transferir os materiais para tubos tipo falcon de 15mL e centrifugar 15 min a

2000rpm a temperatura ambiente.

3. Retirar todo o sobrenadante com auxilio de uma pipeta Pasteur, transferindo

para 2 tubos de 5mL, deixando cerca de 500uL.

4. Homogeneizar o sedimento e transferir para um tubo de criopreservagéo,

etiquetado com etiquetas de cédigo de barras correspondentes ao frasco da

amostra. Descartar o frasco com a amostra biolégica em coletor de material

pérfuro-cortante.

5. Estocar as aliquotas de células a -80°C em caixas de armazenagem e a

aliquotas dos sobrenadantes a -20°C..

Obs.: a caixa de armazenagem deve ser bem identificada. Cada aliquota deve estar

em caixas e em freezers diferentes. Anotar as posicoes e caixas onde as aliquotas

forem estocadas.

f) Manutencgao de fezes e material de bidpsia

1. Identificar os frascos com as amostras, com etiqueta de codigo de barras e os

tubos de criopreservacao que serao utilizados para o armazenamento dos

mesmos.

2. Transferir cerca 5g de fezes para um tubo tipo falcon de 15mL contendo 10ml

de solugao fisioldgica estéril e vortexar para homogeneizar bem. Guardar o
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material a -20°C.Para amostras de bidspias, transferir o material diretamente

para um tubo de criopreservagao e estocar a -80°C.

Obs.: a caixa de armazenagem deve ser bem identificada. Cada aliquota deve estar
em caixas e em freezers diferentes. Anotar as posicoes e caixas onde as aliquotas

forem estocadas.
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