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PRINCIPIO

O procedimento do teste recomendado para uso dos reagentes é baseado na aglutinacdo das heméacias
que tém antigeno D na presenca de anticorpo ANTI-D. O reagente é uma mistura de Anti-D IgM monoclonal
humano derivado do clone Th28 e anti-D IgG monoclonal humano derivado do clone MS26. A presenca ou
a auséncia do antigeno D é determinada testando as hemacias com Anti-D. A Aglutinacédo indica que as
hemécias em teste sdo D positivo. A auséncia de aglutinagdo indica que as hemacias em teste sdao D
negativo, devendo ser testadas para “D fraco”. Para que o resultado do teste com o Soro Anti-D seja valido
€ necessario realizar em paralelo um teste com o reagente Controle Rh, a fim de se detectar falsas reacfes
positivas que podem ser causadas por rouleaux, aglutininas frias ou auto-anticorpos.

DESCRICAO DO REAGENTE

Anti-D monoclonal humano IgM + 1gG combinados é um reagente de baixa concentracdo protéica,
formulado para uso em teste rapido em lamina e em tubo. O uso deste reagente é apropriado para o
método de deteccao das variantes Dfraco. O reagente contém albumina bovina. Isto tem favorecido os
resultados apresentados pelas técnicas recomendadas sem quaisquer diluicbes ou adi¢cdes. O reagente
contém 0,1% de azida sodica e é somente para uso no diagnostico profissional “in vitro”.

Utilizar o reagente com cuidado para manter a esterilidade dos produtos. Nao utilizar os reagentes que
apresentarem turvacdo. N&o pipetar com a boca

O produto é fornecido em frascos de 10 mL acompanhado de conta gotas.

e Soro Anti-D Céd: 103 - Liquido incolor
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ARMAZENAMENTO
O reagente deve ser estocado entre 2°-8°C. Nao congelar ou expor o produto temperaturas elevadas.

CUIDADOS E PRECAUCOES

N&o utilizar o produto apés a data de vencimento

N&o reutilizar os frascos vazios.

O reagente contém azida sodica que pode reagir com cobre e chumbo dos encanamentos formando sais
explosivos. No descarte, diluir com grande quantidade de agua para impedir a formagao destes compostos.
Os materiais de origem biol6gica devem se considerados como pontecialmente infectantes. Devem ser
estabelecidos métodos adequados para manuseio e descarte equivalentes aos utilizados no descarte das
amostras.

COLETA E PREPARO DAS AMOSTRAS

Ndo 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
realizacdo dos testes. As hemacias 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
execucgdo do teste for inevitavel, hemacias de sangue coagulado e as colhidas em EDTA ou heparina
devem ser separadas do soro/plasma, lavadas e ressuspendidas em solugéo preservativa de glébulos.
Estocar a 2°-8°C por no maximo 20 dias. O armazenamento prolongado de hemacias antes da execucgédo do
teste pode causar deterioracao de antigenos e resultar em reagdes mais fracas.
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PROCEDIMENTO

e Técnicaem Lamina ( efetuar ao mesmo tempo o teste com o reagente Controle Rh Ebram):
1- Preparar a suspenséo de eritrécitos a 40% em solucao fisioldgica 0,85%.
2- Colocar uma gota do Soro Anti-D Ebram na lamina pré-aquecida (ndo obrigatoriamente) em
aglutinoscopico, facilitando a observacao de reagfes fracas pelo efeito de iluminacéo e contraste.
3- Adicionar 2 gotas da suspenséo de eritrécitos.
4- Misturar o reagente com a suspens&do em uma area de 2 x 2 cm.
5- Movimentar gentilmente a lamina para promover a mistura e examinar a presenga ou néao de aglutinagéo.
6- Os testes que ndo apresentarem aglutinacdo deverdo ser observados por 2 minutos e ndo mais. Ndo
interpretar secagem periférica como aglutinagéo.
7- Se o resultado for negativo executar os procedimentos da Tecnica para deteccdo das formas fracas do
antigeno D.

e Técnicaem Tubo:
1- Preparar uma suspensao a 3 — 5% das hemacias a serem testadas, em solucao fisiolégica 0,85%,
2- Colocar uma gota do Soro Anti-D Ebram em um tubo devidamente identificado. Em um segundo tubo
(controle negativo) colocar uma gota do reagente Controle Rh Ebram.
3- Acrescentar uma gota da suspensao nos tubos do soro Anti D e no tubo do Controle Rh Ebram. Misture
bem o conteudo.
4- Centrifugar por 15 segundos a 3400 rpm ( 900 — 1000g) ou 1 minuto a 1000 rpm (100 — 125g).
5- Examinar a auséncia de hemdlise e ressuspender o botdo de hemécias, agitando delicadamente o tubo,
observando a presenc¢a ou nédo de aglutinagéo.
6- Graduar e registrar os resultados.
7- Se o teste for negativo ou duvidoso proceder a realizagdo de teste para D fraco a partir do item 4 da
técnica para detecgao de antigeno D fraco.

Obs: As calibragcdes adequadas das centrifugas sdo imprescindivel para a garantia da qualidade dos
resultados.

e Técnica para deteccao de antigeno Dfraco .
1- Preparar uma suspensao a 3 — 5% das hemacias a serem testadas, em solucao fisiolégica 0,85%.
2- Colocar uma gota do Soro Anti-D Ebram em um tubo devidamente identificado. Em um segundo tubo
(controle negativo) colocar uma gota do reagente Controle Rh Ebram.
3- Acrescentar uma gota da suspensao nos tubos do soro Anti D e no tubo do Controle Rh Ebram. Misture
bem o contetdo.
4- Incubar os tubos por 15 minutos a 37°C.
5- Lavar as hemacias dos tubos 3 vezes com solugéo fisiolégica 0,85% e apos a Ultima lavagem remover
completamente a salina.
6- Adicionar 2 gotas do Soro Anti-Humano Ebram para cada tubo. Misturar bem.
7- Centrifugar por 15 segundos a 3400 rpm ( 900 — 1000g) ou 1 minuto a 1000 rpm (100 — 125g)
8- Examinar a auséncia de hemdlise e ressuspender o botdo de hemacias, agitando delicadamente o tubo,
observando a presenca ou nédo de aglutinagéo.
9- Graduar e registrar os resultados.

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

Positivo: Excluindo-se as limitagbes do teste, a aglutinacdo dos eritrocitos pelo reagente indica presenca de
antigeno D.

Negativo: Excluindo-se as limitagfes do teste, a auséncia de aglutinagéo dos eritrocitos pelo reagente indica
auséncia de antigeno D.

A tabela seguinte fornece a interpretacao dos resultados:

: Controle Pesguisa do
Anti-D Rh Antigs{;qno D fraco Fator Rh
+ - Nao testado Positivo
- + Positivo
- - - Megativo
+0U - + Tes_te inualidp — Analisar se 0 propedime_nto
realizado esta de acordo com as instrucies)
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LIMITAGOES DO TESTE

A reatividade das hemécias humanas D positivas podem variar bastante. Certos individuos D positivos
possuem pequena quantidade de sitios D de tal forma que ndo serdo evidenciados pelas técnicas de
classifica¢@o utilizando reagentes Anti-D Monoclonais. Assim, certos reagentes Anti-D ndo detectam um
antigeno D de baixa expresséo de alguns individuos. O reagente de origem monoclonal IgG + IgM tem
precisamente a propriedade de melhora a deteccao destes antigenos D de baixa expressao. Fenotipos
D muito fracos tais como D parciais, particularmente os de categorias IV e VI podem, eventualmente,
nao ser detectados pela técnica direta.

As hemécias com teste de antiglobulina direta positiva terdo a pesquisa das formas fracas do antigeno
D prejudicadas. Tratando-se de sangue de doador, 0 mesmo ndo devera ser utilizado para fins
transfusionais.

Resultados falso-positivos ou reacdes fracamente positivas podem ocorrer com amostras de sangue de
subgrupos A e B ou apés estocagem prolongada.

Variaveis relativas ao procedimento técnico, tais como: técnica, suspensdes muito concentradas ou
diluidas, centrifugagBes ou incubagBes inadequadas, amostra e salina contaminadas ou vidraria suja
podem causar falsas reag0es positivas ou negativas.

GARANTIA DA QUALIDADE

Este produto € garantido pela Ebram Produtos Laboratoriais Ltda se conservado na temperatura
recomendada, utilizado durante o prazo de validade e seguindo recomendacdes do rétulo e dessa instrugao
de uso.
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