SORO ANTI-D (ANTI-Rho)

Monoclonal IgM + IgG combinados
ANVISA: 10159820203

Finalidade

As expressées “Rh positivo” ou Rh negativo” sdo baseadas na pre-
senga ou auséncia do antigeno D (RH1) nas hemdcias. De acordo
com Mollinson(1) aproximadamente 15% dos caucasianos ndo tém
o antigeno D e sdo normalmente estimulados pelo D(+) a produzir
Anti-D na gravidez ou transfusdo sanguinea. Isto pode causar a
Doenga Hemolitica do Recém-nascido ou severa reagédo hemolitica
transfusional.

Depois dos antigenos do sistema de grupos sanguineos ABO,o D é o
antigeno de grupo sanguineo mais importante na rotina do Banco de
Sangue. De modo diferente do Sistema ABO, os anticorpos do Sis-
tema Rh ndo ocorrem regularmente no soro mas, quase sempre sao
resultados da exposi¢do ao antigeno durante a gestagéo ou em uma
transfusdo de sangue.

O termo genérico Dfraco é usado para designar células que tém di-
ferengas quantitativas ou qualitativas das hemécias normais D(+). O
componente anti-D IgM monoclonal deste reagente causaré aglu-
tinagdo direta das hemécias que tém antigeno D e a maioria das
variantes D, O componente anti-D IgG monoclonal aglutinara
as baixas expressdes de Dfraco através do teste de antiglobulina
indireto.

Principio do teste

O procedimento do teste recomendado para uso dos reagentes é
baseado na aglutinagdo das células vermelhas fracas que tém anti-
geno D1 na presenga de anticorpo ANTI-D e detecta a categoria D
das células vermelhas VI. O reagente é uma mistura de Anti-D IgM
monoclonal humano derivado do clone Th28 e anti-D IgG mono-
clonal humano derivado do clone MS26. A presenca ou a auséncia
do antigeno D é determinada testando as hemécias com Anti-D. A
Aglutinagao indica que as hemacias em teste sdo D positivo. A au-
séncia de aglutinagdo indica que as hemacias em teste sdo D negati-
vo, devendo ser testadas para “D fraco”.

Para que o resultado do teste com o Soro Anti-D seja vélido é neces-
sério realizar em paralelo um teste com o reagente Controle Rh, a fim
de se detectar falsas reagdes positivas que podem ser causadas por
rouleaux, aglutininas frias ou auto-anticorpos.

Descrigao do reagente

Anti-D monoclonal humano IgM + IgG combinados é um reagente
de baixa concentragdo protéica, formulado para uso em teste rapido
em lamina e em tubo. O uso deste reagente é apropriado para o mé-
todo de detecgédo das variantes Dfraco. O reagente contém albumina
bovina. Isto tem favorecido os resultados apresentados pelas técni-
cas recomendadas sem quaisquer diluigdes ou adi¢des. O reagente
contém 0/1% de azida sédica e é somente para uso no diagndstico
profissional “in vitro”. Utilizar o reagente com cuidado para manter a
esterilidade dos produtos. N&o utilizar os reagentes que apresenta-
rem turvagado. Ndo pipetar com a boca.

O produto é fornecido em frascos de 10 mlacompanhado de conta gotas.

Soro Anti-D  ¢6d.103  liquido levemente amarelo
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Armazenamento
O reagente deve ser armazenado entre 2 - 8°C. Ndo congelar ou ex-
por o produto a temperaturas elevadas.

Cuidados e precaugoes

1. N3o utilizar o produto apés a data de vencimento.
2. Na&o reutilizar os frascos vazios.
3. O reagente contém azida de Sédio que pode reagir com co-

bre e chumbo dos encanamentos formando sais explosivos.
No descarte, diluir com grande quantidade de dgua para im-
pedir a formagdo destes compostos.

4. Os materiais de origem biolégica devem ser considerados
como potencialmente infectantes. Devem ser estabelecidos
métodos adequados para manuseio e descarte equivalentes
aos utilizados no descarte das amostras.

Coleta e preparo das amostras

N&o é necessario nenhum preparo especial do paciente para a coleta
da amostra. O sangue deve ser colhido com técnica asséptica, com
ou sem anticoagulante e o soro separado o mais breve possivel para
realizagdo dos testes.

As hemécias obtidas de codgulo podem ser tipadas em 5 dias apds
sangria. As amostras coletadas em EDTA ou Heparina devem ser
tipadas em até 48 horas. Se a demora para a execugdo do teste for
inevitavel, hemacias de sangue coagulado e as colhidas em EDTA ou
heparina devem ser separadas do soro/plasma, lavadas e ressuspen-
didas em solugédo preservativa de glébulos. Estocar a 2°-8°C por no
méximo 20 dias. O armazenamento prolongado de hemacias antes
da execugdo do teste pode causar deterioragdo de antigenos e re-
sultar em reagdes mais fracas.

Procedimento para teste
Técnicaem Lamina ( efetuar ao mesmo tempo o teste com o reagente
Controle Rh Ebram) :

1. Preparar a suspensao de eritrécitos a 40% em solug&o fisiolo-
gica 0,9%.
2. Colocar uma gota do Soro Anti-D Ebram na lamina pré-aque-

cida (ndo obrigatoriamente) em aglutinoscépico, facilitando
a observagdo de reagdes fracas pelo efeito de iluminagédo e
contraste

3. Adicionar 1gota da suspensdo de eritrécitos.

4. Misturar o reagente com a suspensdo em uma dreade 2 x 2cm.

5. Movimentar gentilmente a lamina para promover a mistura e
examinar a presencga ou ndo de aglutinagdo.

6. Os testes que ndo apresentarem aglutinagado, deverdo ser ob-

servados aos 2 minutos. Ndo interpretar secagem periférica
como aglutinagdo.

7 Se o resultado for negativo executar os procedimentos da
Tecnica para detecgdo das formas fracas do antigeno D.

Técnica em tubo:

1. Preparar uma suspenséo a 3 - 5% das hemécias a serem tes-
tadas, em solugéo fisiolégica 0,9%.

2. Colocar uma gota do Soro Anti-D Ebram em um tubo devida-

mente identificado. Em um segundo tubo (controle negativo)
colocar uma gota do reagente Controle Rh Ebram
3. Acrescentar uma gota da suspensdo nos tubos do soro Anti
D e no tubo do Controle Rh Ebram. Misture bem o contetido
4. Centrifugar por 20 segundos a 3000 rpm



5. Examinar a auséncia de hemdlise e ressuspender o botdo de
hem@cias, agitando delicadamente o tubo, observando a pre-
sencga ou ndo de aglutinagdo.

6. Graduar e registrar os resultados

7 Se o teste for negativo ou duvidoso, incubar a 37°C por 15
minutos, homogeneizar, centrifugar e verificar a presenga ou
nao de aglutinagédo novamente.

8. Em caso de resultado negativo, proceder a realizagao de tes-
te para D fraco a partir do item 4 da técnica para detecgédo de
antigeno D fraco.

Obs: A calibragdo adequada das centrifugas sdo imprescindivel para

a garantia da qualidade dos resultados.

Técnica para detecgao de antigeno D™

1. Preparar uma suspenso a 3 - 5% das hemécias a serem tes-
tadas, em solugdo fisiolégica 0,9%
2. Colocar uma gota do Soro Anti-D Ebram em um tubo devida-

mente identificado. Em um segundo tubo (controle negativo)
colocar uma gota do reagente Controle Rh Ebram

3. Acrescentar uma gota da suspensdo nos tubos do soro Anti
D e no tubo do Controle Rh Ebram. Misture bem o contetido

4. Incubar os tubos por 15 minutos a 37°C +1°C

5. Lavar as hemacias dos tubos 3 vezes com solugdo fisiolégica
0,9% e ap6s a Ultima lavagem remover completamente a salina

6. Adicionar 2 gotas do Soro Anti-Humano Ebram para cada

tubo. Misturar bem.

7. Centrifugar por 20 segundos a 3000 rpm

8. Examinar a auséncia de hemdlise e ressuspender o botéo
de hemécias, agitando delicadamente o tubo, observando a
presenga ou ndo de aglutinagdo.

9. Graduar e registrar os resultados.

Interpretacgao dos Resultados
POSITIVO: Excluindo-se as limitagdes do teste, a aglutinagdo dos

eritrécitos pelo reagente indica presencga de antigeno D.

NEGATIVO: Excluindo-se as limitagdes do teste, a auséncia de aglu-
tinagdo dos eritrdcitos pelo reagente indica auséncia de antigeno D.

A tabela seguinte fornece a interpretagéo dos resultados:

Assim, certos reagentes Anti-D ndo detectam um antigeno D de
baixa expressdo de alguns individuos. O reagente de origem mo-
noclonal IgG + IgM tem precisamente a propriedade de melhora a
detecgdo destes antigenos D de baixa expressao. Fenétipos D muito
fracos tais como D parciais, particularmente os de categorias IV e VI
podem eventualmente, ndo ser detectados pela técnica direta.
As hemdcias com teste de antiglobulina direta positiva te-
rdo a pesquisa das formas fracas do antigeno D prejudicada.
Tratando-se de sangue de doador, o mesmo n3do deveré ser
utilizado para fins transfusionais.
Resultados falso-positivo ou reagdes fracamente positivas
podem ocorrer com amostras de sangue de subgrupos A e B
ou ap6s estocagem prolongada.
Variéveis relativas ao procedimento técnico, tais como: técni-
ca, suspensdes muito concentradas ou diluidas, centrifuga-
cOes ou incubagdes inadequadas, amostra e salina contami-
nadas ou vidraria suja podem causar falsas reagdes positivas
ou negativas.

Garantia

Este produto é garantido pela Ebram Produtos Laboratoriais Ltda se
conservado na temperatura recomendada, utilizado durante o prazo de
validade e seguindo recomendagdes do rétulo e dessa instrugdo de uso.
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Limitagoes do Teste

A reatividade das hemacias humanas D positivas podem variar bas-
tante. Certos individuos D positivo possuem pequena quantidade de
sitios D de tal forma que n3do serdo evidenciados pelas técnicas de
classificag¢do utilizando reagentes Anti-D Monoclonais.
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SUERO ANTI-D (ANTI-Rho)

Monoclonales IgM + IgG combinadas
ANVISA: 10159820203

Objetivo

Los términos "Rh positivo" o "Rh negativo" se basan en la presencia
o ausencia del antigeno D (RH1) en los glébulos rojos. Segiin Mol-
linson(1) aproximadamente el 15% de los caucésicos carecen del an-
tigeno D y normalmente son estimulados por el D(+) para producir
Anti-D en el embarazo o la transfusién de sangre. Esto puede pro-
vocar una enfermedad hemolitica del recién nacido o una reaccién
hemolitica grave a la transfusion.

Después de los antigenos del sistema de grupos sanguineos ABO, el
D es el antigeno de grupo sanguineo mas importante en la rutina de
los bancos de sangre. A diferencia del sistema ABO, los anticuerpos
Rh no se producen regularmente en el suero, sino que son casi siem-
pre el resultado de la exposicién al antigeno durante el embarazo o
una transfusion de sangre.

El término genérico Ddébil se utiliza para referirse a las células que
presentan diferencias cuantitativas o cualitativas con respecto a los
hematies D(+) normales. El componente monoclonal anti-D IgM de
este reactivo provocaré la aglutinacién directa de los GR que ten-
gan antigeno D y la mayoria de las variantes D#"!. E| componente
monoclonal anti-D IgG aglutinara bajas expresiones de Ddébil me-
diante la prueba de antiglobulina indirecta.

Principio de la prueba

El procedimiento de prueba recomendado para el uso con los reac-
tivos se basa en la aglutinacién de glébulos rojos débiles que tienen
antigeno D1 en presencia de anticuerpo ANTI-D y detecta la cate-
goria D de glébulos rojos VI. El reactivo es una mezcla de IgM anti-D
monoclonal humana derivada del clon Th28 e IgG anti-D monoclonal
humana derivada del clon MS26. La presencia o ausencia del anti-
geno D se determina analizando los glébulos rojos con Anti-D. La
aglutinacién indica que los hematies analizados son D positivos. La
ausencia de aglutinacién indica que los glébulos rojos que se estan
analizando son D negativos y deben analizarse para "D débil".

Para que el resultado de la prueba Anti-D Serum sea vilido, debe
realizarse paralelamente una prueba con el reactivo Rh Control para
detectar reacciones falsas positivas que puedan estar causadas por
rouleaux, aglutininas frias o autoanticuerpos.

Descripcion del reactivo

Anti-D monoclonal humano IgM + IgG combinado es un reactivo de
baja concentracion proteica formulado para su uso en pruebas répidas
de portaobjetos y tubos. El uso de este reactivo es apropiado para el
método de deteccién de la variante Ddébil. El reactivo contiene albimi-
na bovina. Esto ha favorecido los resultados presentados por las técni-
cas recomendadas sin diluciones ni adiciones. El reactivo contiene azida
sodica al 01% y es para uso profesional exclusivo en diagnéstico in vitro.
Utilice el reactivo con cuidado para mantener la esterilidad de los pro-
ductos. No utilice reactivos que estén turbios. No pipetear con la boca.
El producto se suministra en botellas de 10 ml acompafiadas de un
cuentagotas.

Sueroanti-D cédigo 103 liquido ligeramente amarillo
Almacenamiento

Elreactivo debe almacenarse entre 2 - 8°C. No congelar ni exponer el
producto a altas temperaturas.
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Cuidado y precauciones

1. No utilizar el producto después de la fecha de caducidad
2. No reutilizar las botellas vacias.
3. El reactivo contiene azida sédica que puede reaccionar con

el cobrey el plomo de las tuberias formando sales explosivas.
Cuando se deseche, diluir con gran cantidad de agua para
evitar la formacién de estos compuestos.

4. Los materiales de origen biolégico deben considerarse po-
tencialmente infecciosos. Deben establecerse métodos
apropiados de manipulacién y eliminacién equivalentes a los
utilizados para la eliminaciéon de muestras.

Recogida y preparacion de muestras

No se requiere ninguna preparacion especial del paciente para la re-
cogida de muestras. La sangre debe recogerse asépticamente, con
o sin anticoagulante, y el suero debe separarse lo antes posible para
su anélisis.

Los GR obtenidos de coagulos pueden tipificarse en los 5 dias si-
guientes a la hemorragia. Las muestras recogidas en EDTA o he-
parina deben tipificarse en un plazo de 48 horas. Si es inevitable un
retraso en la realizacién de la prueba, los GR procedentes de sangre
coagulada y los recogidos en EDTA o heparina deben separarse del
suero/plasma, lavarse y resuspenderse en una solucion conservante
de células sanguineas. Conservar a 2°-8°C durante un maximo de 20
dias. El almacenamiento prolongado de los hematies antes de reali-
zar la prueba puede provocar el deterioro de los antigenos y dar lugar
areacciones méas débiles.

Procedimiento de la prueba
Técnica de portaobjetos (realizar la prueba con el reactivo Ebram Rh
Control al mismo tiempo) :

1. Preparar una suspension de hematies al 40% en solucién salina
al 09%.
2. Colocar una gota de Suero Anti-D de Ebram en el portaob-

jetos precalentado (no es obligatorio) en un aglutinoscopio,
lo que facilita la observacién de reacciones débiles debido al
efecto de iluminacién y contraste

3. Afiadir 1gota de la suspension de eritrocitos.

4. Mezclar el reactivo con la suspensién en un dreade 2 x 2 cm.

5. Mover suavemente el portaobjetos para favorecer la mezcla'y
examinar la presencia o ausencia de aglutinacién.

6. Las pruebas que no muestren aglutinacién deben observar-

se a los 2 minutos. No interpretar el secado periférico como
aglutinacion.

7 Si el resultado es negativo, realizar los procedimientos de la
Técnica para la deteccion de formas débiles del antigeno D.

Técnica del tubo:

1. Preparar una suspension al 3 - 5% de los hematies a analizar
en solucion salina al 0,9%.

2. Colocar una gota de Suero Ebram Anti-D en un tubo debi-

damente etiquetado. Colocar una gota de reactivo Ebram Rh
Control en un segundo tubo (control negativo)

3. Afadir una gota de la suspensién a los tubos de suero AntiD y
al tubo Ebram Rh Control. Mezclar bien el contenido

4. Centrifugar durante 20 segundos a 3000 rpm

5. Examinar la ausencia de hemdlisis y resuspender el botén de
hematies, agitando suavemente el tubo, observando la pre-
sencia o ausencia de aglutinacion.



6. Calibrar y anotar los resultados

7 Si la prueba es negativa o dudosa, incubar a 37°C durante 15
minutos, homogeneizar, centrifugar y comprobar de nuevo la
presencia o ausencia de aglutinacion.

8. Si el resultado es negativo, proceder con la prueba de D débil
del punto 4 de la técnica de deteccién del antigeno D débil.

Nota: La calibracién adecuada de las centrifugas es esencial para ga-

rantizar la calidad de los resultados.

Técnica de deteccion del antigeno D débil

1. Preparar una suspension al 3 - 5% de los hematies a testar en
solucién salina al 0,9%
2. Colocar una gota de Suero Anti-D de Ebram en un tubo debi-

damente etiquetado. Colocar una gota de reactivo Ebram Rh
Control en un segundo tubo (control negativo)

3. Afiadir una gota de la suspensién a los tubos de suero AntiD y
al tubo Ebram Rh Control. Mezclar bien el contenido

4. Incubar los tubos durante 15 minutos a 37°C +1°C

5. Lavar los hematies de los tubos 3 veces con solucién salina al

0,9% y eliminar completamente la solucién salina después del
ultimo lavado

6. Afiadir 2 gotas de suero Ebram Anti-Humano a cada tubo.
Mezclar bien.

7. Centrifugar durante 20 segundos a 3000 rpm

8. Examinar la ausencia de hemdlisis y resuspender el botén de
hematies, agitando suavemente el tubo, observando la pre-
sencia o ausencia de aglutinacion.

9. Calificar y registrar los resultados.

Interpretacion de los resultados
POSITIVO: Excluyendo las limitaciones de la prueba, la aglutinacién
de los hematies por el reactivo indica la presencia del antigeno D.

NEGATIVO: Excluyendo las limitaciones de la prueba, la ausencia de
aglutinacién de glébulos rojos por el reactivo indica la ausencia de

antigeno D.

La siguiente tabla ofrece la interpretacion de los resultados:

El reactivo monoclonal IgG + IgM tiene la propiedad precisa de me-
jorar la deteccién de estos antigenos D de baja expresién. Los fenoti-
pos D muy débiles, como el D parcial, en particular los de las catego-
rias IV y VI, pueden no ser detectados por la técnica directa.
Los GR con una prueba de antiglobulina directa positiva ten-
dran sus formas débiles del antigeno D detectadas alteradas.
En el caso de sangre de donante, no debe utilizarse con fines
transfusionales.
Pueden producirse resultados falsos positivos o reacciones
débilmente positivas con muestras de sangre de los subgru-
pos Ay B o tras un almacenamiento prolongado.
Las variables relacionadas con el procedimiento técnico,
como: técnica, suspensiones muy concentradas o diluidas,
centrifugacion o incubacién inadecuadas, muestray suero sa-
lino contaminados o material de vidrio sucio pueden provocar
reacciones falsas positivas o negativas.

Garantia

Este producto esté garantizado por Ebram Produtos Laboratoriais Ltda
si es almacenado a la temperatura recomendada, utilizado dentro de la
fecha de caducidad y siguiendo las recomendaciones del rétulo y de es-
tas instrucciones de uso.
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Limitaciones de la prueba

La reactividad de los glébulos rojos humanos D-positivos puede
variar enormemente. Ciertos individuos D-positivos tienen un pe-
quefio nimero de sitios D de modo que no seran detectados por las
técnicas de clasificacion que utilizan reactivos Anti-D monoclonales.
Por lo tanto, ciertos reactivos Anti-D no detectan el antigeno D de
baja expresion de algunos individuos.
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