LORNE LABORATORIES LTD.
GREAT BRITAIN

REAGENTE DE GRUPO SANGUINEO MONOCLONAL
Somente para uso diagndstico in vitro — Pronto para uso

Anti-D DuoClone Monoclonal (IgG + IgM) - Para técnicas em Tubo, Microplaca e Lamina

A ANTES DE UTILIZAR O PRODUTO, VERIFIQUE O
NUMERO DA INSTRUCAO DE USO E A VERSAO
CORRESPONDENTE NA EMBALAGEM DO MESMO.

PARA OBTER AS INSTRUC}()ES DE USO EM FORMATO
IMPRESSO, SEM CUSTO ADICIONAL, CONTATAR O
SERVICO DE ATENDIMENTO AO CONSUMIDOR: SAC (21)
3907-2534 / sac@kovalent.com.br

SUMARIO

O grupo sanguineo Rh foi descoberto em 1940. O antigeno D é, clinicamente, o
mais significativo fora do sistema ABO, e esta implicado tanto nas reagfes de
transfusdes hemoliticas como nas doencas hemoliticas dos recém-nascidos.

Anti-D Feno6tipo Caucasianos % | Afro-Americanos %
+ Rh D +ve 85 72
0 Rh D -ve 15 28
PRINCIPIO

O reagente causa a aglutinacdo direta das hemécias teste que carregam o
antigeno D, e a aglutinagdo indireta das hemécias categorizadas como DV' na
fase antiglobulina do teste. A auséncia de aglutinacdo geralmente indica a
auséncia do antigeno D (ver LIMITACOES).

REAGENTES

O reagente de grupo sanguineo Anti-D DuoClone Monoclonal Lorne é um
reagente de baixa concentragdo proteica, contendo IgM e IgG anti-D monoclonais
diluidos em tampéo fosfato, contendo cloreto de s6dio 0,9%, albumina bovina 3%
e potencializadores macromoleculares. Na tipificacdo das amostras de pacientes,
usando as técnicas recomendadas, este reagente ir4 aglutinar diretamente
células RhD positivas, incluindo a maioria de variantes (exceto DV') e uma grande
proporcéo de fenétipos fracos D(D"). Cada reagente é fornecido em uma dilui¢éo
6tima para ser usado com todas as técnicas recomendadas, sem a necessidade
de diluicdo ou adi¢do posterior. O nimero de referéncia do lote e a data de
validade estdo impressos nos rétulos dos frascos.

IgM / 19G Linha Celular /Clone
laM RUM-1
19G MS-26

EXPRESSAO ENFRAQUECIDA DO ANTIGENO RhD

O termo coletivo D" é largamente usado para descrever hemacias com uma
expressdo mais fraca do antigeno D do que o normal. O termo D fraco indica um
individuo com um numero reduzido de epitopos de antigenos D nas hemacias. O
termo D parcial indica individuos com falta de epitopos D. A célula DV' é uma
categoria D parcial onde falta a maioria das epitopos D. O Reagente Anti-D
DuoClone detectard a maioria das heméacias D fraco e parcial por aglutinagédo
direta, mas ndo detectara células DV'. Este reagente detectara DV' e células D
parcial na fase TAI.

CONDIGOES DE ARMAZENAMENTO

Os frascos devem ser armazenados de 2-8° C. N&o congelar. O armazenamento
prolongado a temperaturas fora das especificagbes pode resultar em perda
acelerada da reatividade.

COLETA E PREPARACAO DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue colhidas com ou sem anticoagulante podem ser usadas
para tipagem antigénica. Se ocorrer algum atraso no teste, armazenar as
amostras de 2-8°C. Amostras colhidas em EDTA ou citrato devem ser analisadas
assim que possivel. Amostras colhidas em ACD, CPD ou CPDA-1 podem ser
testadas até 35 dias ap6s a coleta. Amostras com evidéncia de hemolise podem
fornecer resultados néo confiaveis.

PRECAUCOES

1. Oreagente é somente para uso diagndstico in vitro.

2.  Se o frasco estiver rachado ou vazando, descartar o conteddo
imediatamente.

3. Nao utilizar reagentes fora da data de validade (ver rétulos).

4. Né&o utilizar reagentes se houver presenca de precipitados.

5 Durante a manipulagdo dos reagentes, deve-se utilizar equipamentos
de protegdo individual (EPI), como luvas descartaveis e aventais de
protecdo (jalecos)
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6. O reagente foi esterilizado por filtragdo através de um filtro de 0.2 um
para reduzir a contaminagdo. Uma vez que o frasco for aberto, o
contetido permanece viavel até a data de vencimento, desde que nédo
haja nenhuma turbidez que indique contaminagdo ou deterioragéo.

7.  Este reagente possui <0,1% de azida s6dica que pode ser téxica se
ingerida e pode reagir com encanamentos de cobre e chumbo
formando azidas explosivas. Ao descartar, fluir em grandes volumes
de agua.

8.  Os materiais usados foram testados como negativos para HBsAg e
anticorpos anti HIV1+2 e HCV com técnicas microbiol6gicas
aprovadas.

9.  Nenhum teste pode garantir que produtos derivados de fontes animais
ou humanas estejam livres de agentes infecciosos, portanto, todo o
cuidado deve ser tomado no manuseio e descarte de cada frasco e
seu contetdo.

DESCARTE DO FRASCO DE REAGENTE E CONTEUDO

Para informacdo de descarte do reagente e descontaminacdo, seguir as
disposi¢Ges da resolugdo sobre o regulamento técnico para gerenciamento de
residuos de servicos de salde, bem como outras praticas de biosseguranca
equivalentes, revisdo em vigor.

Caso necessario, consultar o MSDS (Material Safety Data Sheets) que pode ser
disponibilizado quando requerido.

CONTROLES E AVISOS

1. Recomenda-se que sejam testados um Controle Positivo (ideal células
Rir), um Controle Negativo (ideal células rr) em paralelo a cada
bateria de testes; e um Controle Negativo ( Controle Anti-D
Monoclonal Lorne ) em paralelo a cada teste realizado. O teste deve
ser considerado invalido se os controles ndo demonstrarem os
resultados esperados.

2. Quando tipificar heméacias de um paciente é importante o uso de um
controle negativo, pois os potencializadores macromoleculares podem
causar reagOes falso-positivas com células revestidas com IgG,
exemplo no caso de AHAI ou DHPN. Recomenda-se a utilizagdo do
Controle Negativo ( Controle Anti-D Monoclonal Lorne ) em paralelo a
cada testes realizado.

3. As variantes do antigeno D parcial e fraco sdo fracamente detectadas
pela técnica de cartdes de gel, placa e lamina. Recomenda-se o uso
da técnica em tubos.

4. A determinagdo de amostras teste de categoria DV' é feita somente
pela Técnica de Antiglobulina Indireta.

5. A técnica em tubo de antiglobulina somente pode ser considerada
vélida se todos os testes negativos reagirem positivamente com
células vermelhas sensibilizadas por 1gG.

6. Nas Técnicas Recomendadas um volume corresponde a
aproximadamente 50 pl, quando usado o conta-gotas fornecido com o
frasco.

7. O uso dos reagentes e a interpretacdo dos resultados devem ser
realizados por pessoal treinado e qualificado, de acordo com os
requerimentos do pais onde o reagente esta sendo usado.

8. O usuéario deve determinar a adequacéo do reagente para 0 uUso em
outras técnicas.

MATERIAL NECESSARIO

Bastdes aplicadores

Leitor de placas automatico

Laminas de vidro para microscopia

Tubos teste de vidro (10 x 75mm ou 12 x 75mm)

Centrifuga de microplaca

Agitador de placa

Tampao Salina Fosfato (PBS) - pH 6.8-7.2 ou Solugéo Fisiologica
0,9% - pH 6.5-7.5.

Controle de hemaécias positivo (ideal R1r) e negativo (rr)

Centrifuga de tubos teste.

Microplacas “U” validadas.

Pipetas volumétricas

Banho maria ou incubadora equilibrada a 37°C +2°C.

Globulina anti-humana Polyspecific AHG Lorne ou Anti-IlgG
Monospecific Lorne.

. Hemacias sensibilizadas por IgG.
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TECNICAS RECOMENDADAS (NAQ PARA CATEGORIA DY

Técnica em Tubo

1.

2.

Preparar uma suspensdo de hemacias a testar a 2-5% em tampéao
PBS ou Solugéo Fisiol6gica 0,9%.

Colocar em um tubo teste identificado:1 volume de Reagente
Duoclone Lorne e 1 volume de suspensédo de hemacias a testar.
Centrifugar todos os tubos por 20 segundos a 1000 rcf ou por tempo e
forga alternativos adequados.

Ressuspender suavemente o botdo de heméacias e ler a aglutinagéo
macroscopicamente.

Qualquer tubo que apresentar um resultado negativo ou duvidoso
(que pode ocorrer com amostras D" ou D fraco), deve ser incubado
por 15 minutos a 37° C.

Ap6s a incubagéo, repetir as etapas 3 e 4.

Caso o resultado permanega negativo ou duvidoso prosseguir com as
TECNICAS RECOMENDADAS PARA DETECGAO DE CATEGORIA
DV (ver adiante).

Técnica em Microplaca Usando Cavidades em “U”

1.

2.

Preparar uma suspensdo de hemacias a testar a 2-5% em tampéao
PBS ou Solugéo Fisiol6gica 0,9%.

Colocar na cavidade adequada: 1 volume de Reagente Duoclone
Lorne e 1 volume de suspensdo de hemécias a testar.

Misturar totalmente, preferivelmente com um agitador de microplacas,
tomando cuidado para evitar a contaminacdo cruzada entre as
cavidades.

Incubar a temperatura ambiente por 15 minutos.

Centrifugar a microplaca por 1 minuto a 140 rcf ou por tempo e forga
alternativos adequados.

Ressuspender suavemente o botdo de heméacias usando agitagédo
controlada em um agitador de microplacas.

Ler a aglutinagdo macroscopicamente ou com um leitor validado.
Qualquer reacédo fraca deve ser repetida pela técnica em tubo.

Técnicaem Lamina

1.

2.

5.

6.

Preparar uma suspenséo a 35-45% de hemécias a testar em PBS ou
Solugéo Fisiolégica 0,9%.

Colocar em uma lamina de vidro marcada: 1 volume de Reagente
Duoclone Lorne e 1 volume de suspensédo de hemacias a testar.
Usando um bastdo aplicador limpo misturar os reagentes em uma
area de cerca de 20x40mm.

Inclinar vagarosamente a lamina por 30 segundos com agitacées
posteriores ocasionais durante um periodo de 2 minutos mantendo a
temperatura ambiente.

Ler macroscopicamente apés 2 minutos em uma luz difusa e nédo
confundir a presenca de fibrina com aglutinagéo.

Qualquer reagéo fraca deve ser repetida pela técnica em tubo.

TECNICAS RECOMENDADAS (PARA DETECCAO DE
CATEGORIA DY)

Técnica da Antiglobulina Indireta (TAI)

1.

Ap6s a etapa 7 da Técnica em Tubo, lavar as hemécias teste contidas
no tubo 3 vezes com PBS ou Solugdo Fisiol6gica 0,9%, tomando
cuidado para decantar a salina entre as lavagens e ressuspender o
botdo de hemacias apds cada lavagem. Decantar completamente a
salina ap6s a Ultima lavagem.

Adicionar 2 volumes de anti-globulina humana ou anti-1gG.

Misturar e centrifugar todos os tubos por 20 segundos a 1000 rcf ou
por tempo e forca alternativos adequados.

Ressuspender suavemente o botdo de hemécias e ler a aglutinagéo
macroscopicamente.

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

1.

Positivo: A aglutinagdo das hemacias teste constitui um resultado
positivo e, dentro das limitagdes aceitas do procedimento, indica a
presenca do antigeno D nas hemdcias teste.

Negativo: A auséncia de aglutinacdo das hemécias teste constitui um
resultado negativo e, dentro das limitagdes aceitas do procedimento,
indica a auséncia do antigeno D nas hemaécias teste.

Os resultados dos testes, cujo controle negativo forneceu aglutinagéo,
devem ser excluidos, pois a aglutinagdo deve ser provavelmente
causada pelo efeito dos potencializadores macromoleculares do
reagente.

ESTABILIDADE DAS REACOES

Muito cuidado na interpretacdo dos resultados dos testes realizados
em outras temperaturas que ndo as recomendadas.

Ler todos os tubos e microplacas logo ap6s a centrifugacéo.
Completar todas as etapas de lavagem sem interrupcéo, centrifugar e
ler imediatamente ap6s a adi¢ao de anti-globulina humana. Um atraso
pode resultar na dissociacdo dos complexos antigeno-anticorpo,
levando a resultados falso-negativos ou reagdes fracamente positivas.
Os testes de laminas devem ser interpretados dentro de 2 minutos,
para assegurar a especificidade e evitar a possibilidade de um
resultado negativo ser incorretamente interpretado como positivo,
devido ao ressecamento do reagente.

LIMITACOES

1.
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Anti-D Duoclone Lorne ndo é adequado para o uso com células
tratadas com enzimas ou células suspensas em LISS.

O sangue armazenado pode fornecer resultados mais fracos que o
sangue fresco.

Aglutinacéo falso-positiva pode ser observada quando testada células
sensibililizadas por IgG.

Resultados falso-positivos ou falso-negativos podem ocorrer devido a:
Contaminacgdo do material teste.

Concentragédo celular inadequada.

Tempo de incubag&o ou temperatura inadequada

Centrifugagdo inadequada ou excessiva.

Armazenamento inadequado dos materiais do teste.

Desvio das técnicas recomendadas.

Em caso de resultados duvidosos, lavar a amostra no minimo duas
vezes com tampado PBS ou Solugao Fisiol6gica 0,9% e repetir o teste.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO ESPECIFICAS

1. O reagente foi caracterizado pelos procedimentos mencionados nas
Técnicas Recomendadas.

2. Antes de ser liberado, cada lote de Anti-D Duoclone Monoclonal Lorne
foi testado pelas Técnicas Recomendadas contra um painel de
hemacias antigeno positivas, para assegurar a reatividade adequada.

3. A especificidade dos anticorpos monoclonais € demonstrada usando
um painel de antigenos de células negativas.

4. A poténcia dos reagentes foi testada contra os padrdes de referéncia
minimos obtidos do NIBSC. Anti-D referéncia 99/836.

5. O controle de qualidade deste reagente foi realizado usando células
vermelhas lavadas 2 vezes com PBS ou Solugdo Fisiolégica 0,9%
antes do uso.

6. Os reagentes estdo de acordo com recomendag8es do Ultimo artigo
“Guidelines for the UK Blood Transfusion Services”.

GARANTIA

Estas instru¢cbes de uso devem ser lidas atentamente antes da utilizacéo do
produto e as instrugdes nela contidas devem ser rigorosamente cumpridas. A
confiabilidade dos resultados do ensaio ndo poderd ser garantida em caso de
desvio as instrucdes.

O usuério é responsavel pelo desempenho dos reagentes e outras técnicas nao
recomendadas. Qualquer desvio das Técnicas Recomendadas deve ser validado
antes do uso.
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Fabricado por:

Lorne Laboratories Ltda
Unit 1 Danehill

Cutbush Park Industrial Estate
Lower Earley
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