
FINALIDADE. As expressões “Rh positivo” ou Rh negativo” são baseadas na 
presença ou ausência do antígeno D (RH1) nas hemácias. De acordo com Mol-
linson(1) aproximadamente 15% dos caucasianos não têm o antígeno D e são 
normalmente estimulados pelo D(+) a produzir Anti-D na gravidez ou transfu-
são sanguínea. Isto pode causar a Doença Hemolítica do Recém-nascido ou 
severa reação hemolítica transfusional.

Depois dos antígenos do sistema de grupos sanguíneos ABO, o D é o antígeno 
de grupo sanguíneo mais importante na rotina do Banco de Sangue. De modo 
diferente do Sistema ABO, os anticorpos do Sistema Rh não ocorrem regular-
mente no soro mas, quase sempre são resultados da exposição ao antígeno 
durante a gestação ou em uma transfusão de sangue.

O termo genérico Dfraco é usado para designar células que têm diferenças 
quantitativas ou qualitativas das hemácias normais D(+). O componente an-
ti-D IgM monoclonal deste reagente causará aglutinação direta das hemácias 
que têm antígeno D e a maioria das variantes Dfraco. O componente anti-D 
IgG monoclonal aglutinará as baixas expressões de Dfraco através do teste de 
antiglobulina indireto.

PRINCÍPIO DO TESTE. O procedimento do teste recomendado para uso dos 
reagentes é baseado na aglutinação das células vermelhas fracas que têm an-
tígeno D1 na presença de anticorpo ANTI-D e detecta a categoria D das células 
vermelhas VI. O reagente é uma mistura de Anti-D IgM monoclonal humano de-
rivado do clone Th28 e anti-D IgG monoclonal humano derivado do clone MS26. 
A presença ou a ausência do antígeno D é determinada testando as hemácias 
com Anti-D. A Aglutinação indica que as hemácias em teste são D positivo. A 
ausência de aglutinação indica que as hemácias em teste são D negativo, de-
vendo ser testadas para “D fraco”.
Para que o resultado do teste com o Soro Anti-D seja válido é necessário rea-
lizar em paralelo um teste com o reagente Controle Rh, a fim de se detectar 
falsas reações positivas que podem ser causadas por rouleaux, aglutininas 
frias ou auto-anticorpos.

DESCRIÇÃO DO REAGENTE. Anti-D monoclonal humano IgM + IgG combi-
nados é um reagente de baixa concentração protéica, formulado para uso em 
teste rápido em lâmina e em tubo. O uso deste reagente é apropriado para o 
método de detecção das variantes Dfraco. O reagente contém albumina bo-
vina. Isto tem favorecido os resultados apresentados pelas técnicas recomen-
dadas sem quaisquer diluições ou adições. O reagente contém 0,1% de azida 
sódica e é somente para uso no diagnóstico profissional “in vitro”. Utilizar o 
reagente com cuidado para manter a esterilidade dos produtos. Não utilizar os 

reagentes que apresentarem turvação. Não pipetar com a boca.
O produto é fornecido em frascos de 10 ml acompanhado de conta gotas.

Soro Anti-D cód. 103 líquido levemente amarelo

ARMAZENAMENTO. O reagente deve ser armazenado entre 2 - 8°C. Não 
congelar ou expor o produto a temperaturas elevadas.

COLETA E PREPARO DAS AMOSTRAS. Não é necessário 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 
possível para realização dos testes.
As hemácias obtidas de coágulo podem ser tipadas em 5 dias após sangria. As 
amostras coletadas em EDTA ou Heparina devem ser tipadas em até 48 horas. 
Se a demora para a execução do teste for inevitável, hemácias de sangue coa-
gulado e as colhidas em EDTA ou heparina devem ser separadas do soro/plas-
ma, lavadas e ressuspendidas em solução preservativa de glóbulos. Estocar 
a 2°-8°C por no máximo 20 dias. O armazenamento prolongado de hemácias 
antes da execução do teste pode causar deterioração de antígenos e resultar 
em reações mais fracas.

PROCEDIMENTO PARA TESTE. 
Técnica em Lâmina ( efetuar ao mesmo tempo o teste com o reagente 
Controle Rh Ebram) :
1. Preparar a suspensão de eritrócitos a 40% em solução fisiológica 0,9%.
2. Colocar uma gota do Soro Anti-D Ebram na lâmina pré-aquecida (não 

obrigatoriamente) em aglutinoscópico, facilitando a observação de 
reações fracas pelo efeito de iluminação e contraste

3. Adicionar 1 gota da suspensão de eritrócitos.
4. Misturar o reagente com a suspensão em uma área de 2 x 2 cm.
5. Movimentar gentilmente a lâmina para promover a mistura e examinar 

a presença ou não de aglutinação.
6. Os testes que não apresentarem aglutinação, deverão ser observados 

aos 2 minutos. Não interpretar secagem periférica como aglutinação.
7. Se o resultado for negativo executar os procedimentos da Tecnica para 

detecção das formas fracas do antígeno D.
 
Técnica em Tubo:
1. Preparar uma suspensão a 3 – 5% das hemácias a serem testadas, em 

solução fisiológica 0,9%.
2. Colocar uma gota do Soro Anti-D Ebram em um tubo devidamente iden-

tificado. Em um segundo tubo (controle negativo) colocar uma gota do 
reagente Controle Rh Ebram
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3. Acrescentar uma gota da suspensão nos tubos do soro Anti D e no tubo 
do Controle Rh Ebram. Misture bem o conteúdo

4. Centrifugar por 20 segundos a 3000 rpm
5. Examinar a ausência de hemólise e ressuspender o botão de hemácias, 

agitando delicadamente o tubo, observando a presença ou não de 
aglutinação.

6. Graduar e registrar os resultados
7. Se o teste for negativo ou duvidoso, incubar a 37°C por 15 minutos, ho-

mogeneizar, centrifugar e verificar a presença ou não de aglutinação 
novamente. 

8. Em caso de resultado negativo, proceder a realização de teste para D 
fraco a partir do item 4 da técnica para detecção de antígeno D fraco.

Obs: A calibração adequada das centrífugas são imprescindível para a garantia 
da qualidade dos resultados.

Técnica para detecção de antígeno Dfraco

1. Preparar uma suspensão a 3 – 5% das hemácias a serem testadas, em 
solução fisiológica 0,9%

2. Colocar uma gota do Soro Anti-D Ebram em um tubo devidamente iden-
tificado. Em um segundo tubo (controle negativo) colocar uma gota do 
reagente Controle Rh Ebram

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

4. Incubar os tubos por 15 minutos à 37ºC ±1ºC
5. Lavar as hemácias dos tubos 3 vezes com solução fisiológica 0,9% e 

após a última lavagem remover completamente a salina
6. Adicionar 2 gotas do Soro Anti-Humano Ebram para cada tubo. Mis-

turar bem.
7. Centrifugar por 20 segundos a 3000 rpm
8. Examinar a ausência de hemólise e ressuspender o botão de hemá-

cias, agitando delicadamente o tubo, observando a presença ou não 
de aglutinação.

9. Graduar e registrar os resultados.

INTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS. 
POSITIVO: Excluindo-se as limitações do teste, a aglutinação dos eritróci-
tos pelo reagente indica presença de antígeno D.

NEGATIVO: Excluindo-se as limitações do teste, a ausência de aglutinação 
dos eritrócitos pelo reagente indica ausência de antígeno D.
A tabela seguinte fornece a interpretação dos resultados:

Anti-D Controle Rh Pesquisa do 
Antígeno D fraco Fator Rh

+ - Não testado Positivo

- - + Positivo

- - - Negativo

+ ou - + Teste inválido – Analisar se o procedimento 
realizado está de acordo com as instruções

LIMITAÇÕES DO TESTE. A reatividade das hemácias humanas D positivas 
podem variar bastante. Certos indivíduos D positivo possuem pequena quan-
tidade de sítios D de tal forma que não serão evidenciados pelas técnicas de 

classificação utilizando reagentes Anti-D Monoclonais. Assim, certos reagen-
tes Anti-D não detectam um antígeno D de baixa expressão de alguns indiví-
duos. O reagente de origem monoclonal IgG + IgM tem precisamente a proprie-
dade de melhora a detecção destes antígenos D de baixa expressão. Fenótipos 
D muito fracos tais como D parciais, particularmente os de categorias IV e VI 
podem, eventualmente, não ser detectados pela técnica direta.
• As hemácias com teste de antiglobulina direta positiva terão a pesqui-

sa das formas fracas do antígeno D prejudicada. Tratando-se de sangue 
de doador, o mesmo não deverá ser utilizado para fins transfusionais.

• Resultados falso-positivo ou reações fracamente positivas podem 
ocorrer com amostras de sangue de subgrupos A e B ou após estoca-
gem prolongada.

• Variáveis relativas ao procedimento técnico, tais como: técnica, sus-
pensões muito concentradas ou diluídas, centrifugações ou incuba-
ções inadequadas, amostra e salina contaminadas ou vidraria suja 
podem causar falsas reações positivas ou negativas.

GARANTIA. Este produto é garantido pela Ebram Produtos Laboratoriais Ltda 
se conservado na temperatura recomendada, utilizado durante o prazo de vali-
dade e seguindo recomendações do rótulo e dessa instrução de uso.
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