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

Anti-D Clone 1 e Anti-D Clone 2 - 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 INSTRUCOES 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 reacdes de
transfus6es hemoliticas como em doencas hemoliticas dos recém-nascidos.

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

Os reagentes causam aglutinagdo direta das hemacias teste que carregam o
antigeno D ap6s centrifugacédo. A auséncia de aglutinagdo geralmente indica a
auséncia do antigeno D (ver LIMITACOES)

REAGENTES

Os reagentes do grupo sanguineo IgM monoclonal Anti-D Clone 1 e Clone 2
Lorne sdo reagentes de baixa concentragdo proteica, contendo um anticorpo
monoclonal IgM humano diluido em cloreto de sédio 0,9%, albumina bovina 3%
e potencializadores macromoleculares.

Durante a tipificacdo de amostras de pacientes, usando-se as técnicas
recomendadas, cada reagente ira aglutinar diretamente células Rh D positivas,
incluindo a maioria das variantes (exceto DY') e uma grande propor¢do de
fenétipos D fracos (D*).

Cada reagente é fornecido em uma diluicdo 6tima para ser usado com todas as
técnicas recomendadas, sem a necessidade de diluicdo ou adi¢éo posterior. O
nimero de referéncia do lote e a data de validade estdo impressos nos rétulos
dos frascos.

Produto Linha Celular/ Clone
Anti-D Clone 1 RUM-1
Anti-D Clone 2 MS-201

EXPRESSAO ENFRAQUECIDA DO ANTIGENO RhD

O termo coletivo D" é largamente utilizado para descrever hemécias com uma
expressdo mais fraca do antigeno D do que o normal. O termo D fraco indica um
individuo com um nudmero reduzido de sitios de antigenos D por hemécia. O
termo D parcial indica individuos com falta de epitopos D. Células DV' é uma
categoria D parcial onde falta a maioria dos epitopos D. Os reagentes Clone 1 e
Clone 2 detectam a maioria das células vermelhas D fraca e parcial por
aglutinagdo mas n&o detectam células D'

CONDIGOES DE ARMAZENAMENTO

Os frascos originais devem ser armazenados a 2-8° C. N&o congelar. O
armazenamento prolongado a temperaturas fora das especificagdes 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 a 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 apo6s coleta. Amostras com evidéncia de hemoélise podem
fornecer resultados néo confiaveis.

PRECAUCOES

1.  Oreagente é somente para uso diagndéstico in vitro.

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

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

4. Na&o utilizar reagentes se houver presenca de precipitados.
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5.  Durante a manipulacéo dos reagentes, deve-se utilizar equipamentos
de protecdo individual (EPI), como luvas descartaveis e aventais de
protecdo (jalecos).

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
contelido permanece viavel até a data de vencimento, desde que
ndo haja nenhuma turbidez que indiqgue contaminagdo ou
deterioracéo.

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 microbioldgicas
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 informagdo de descarte do reagente e descontaminacdo, seguir as
disposicOes da resolugdo sobre o regulamento técnico para gerenciamento de
residuos de servicos de saude, 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 Ruir), 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 invélido se os controles ndo demonstrarem os
resultados esperados.

2. Quando tipificar heméacias de um paciente é importante o uso de um
controle negativo, pois o0s potencializadores macromoleculares
podem causar reagGes falso positivas com células revestidas com
IgG, exemplo: no caso de AHAI ou DHPN. Recomenda-se a
utilizagé@o do Controle Negativo ( Controle Anti-D Monoclonal Lorne )
em paralelo a cada teste 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. Nas Técnicas Recomendadas um volume corresponde a
aproximadamente 50 pl, quando usado o conta-gotas fornecido com
o frasco.

5. 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.

6. O usuéario deve determinar a adequacdo do reagente para 0 uso 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

Tampéo Salina Fosfato (PBS) - pH 6.8-7.2 ou Solugdo Fisiolégica
0,9% - pH 6.5-7.5.

Controles de hemacias positivo (ideal Rir) e negativo (rr)
Centrifuga de tubos teste

Microplacas “U” validadas.

Pipetas volumétricas

TECNICAS RECOMENDADAS

Técnicaem Tubo

1.  Preparar uma suspensdo de células vermelhas a testar a 2-3% em
PBS ou Solucéo Fisiolégica 0,9%.

2. Colocar em um tubo teste etiquetado: 1 volume de Reagente Anti-D
Lorne e 1 volume de suspenséo de células vermelhas a testar.

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

4. Ressuspender suavemente a base de células vermelhas e ler a
aglutina¢do macroscopicamente.
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Favor ver itens 3 e 4 em * CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
ESPECIFICAS ” ( ver adiante ) para qualquer resultado negativo ou
duvidoso.

Técnica em Microplaca Usando Cavidades em “U”

1.

2.

Preparar uma suspensdo de hemécias teste a 2-3% em PBS ou
Solugéo Fisiolégica 0,9%.

Colocar na cavidade adequada: 1 volume de Reagente Anti-D Lorne
e 1 volume de suspenséo de hemécias teste.

Misturar totalmente, preferivelmente utilizando 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 for¢a
alternativos adequados.

Ressuspender suavemente o botdo de hemécias usando agitagéo
controlada em um agitador de microplacas.

Ler a aglutinag@o macroscopicamente ou com um leitor validado.
Qualquer reagéo fraca deve ser repetida pela técnica em tubo.

Técnicaem Lamina

1.

2.

5.

6.

Preparar uma suspenséo de hemacias teste a 35-45% em PBS ou
Solugao Fisioldgica 0,9%.

Colocar em uma lamina de vidro marcada: 1 volume de Reagente
Anti-D Lorne e 1 volume de suspensédo de hemacias teste.

Usando um bastéo aplicador limpo, misturar os reagentes em uma
area de cerca de 20x40mm.

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

Ler macroscopicamente ap6s 2 minutos em uma luz difusa e ndo
confundir a presenca de fibrina com aglutinagéo.

Qualquer reacédo fraca deve ser repetida pela técnica em tubo.

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

1.

Positivo: A aglutinacdo das hemaécias teste constitui um resultado
positivo e, dentro das limitagGes aceitas do procedimento, indica a
presenca do antigeno D nas células teste.

Negativo: Nenhuma aglutinacdo das heméacias teste constitui um
resultado negativo e, dentro das limitagfes aceitas do procedimento,
indica a auséncia do antigeno D nas células a testar.

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

ESTABILIDADE DAS REAGOES

1.  Muito cuidado na interpretacé@o dos resultados dos testes realizados
em outras temperaturas que néo as recomendadas.

2. Lertodos os tubos e microplacas logo apds a centrifugagao.

3.  Os testes em 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.  Anti-D Clone 1 e Clone 2 Lorne ndo sdo adequados para 0 uso com
células tratadas com enzimas, células suspensas em LISS ou para o
uso em técnicas de antiglobulina indireta.

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

3. Aglutinagéo falso-positiva pode ser observada devido a presenga dos
potencializadores macromoleculares do reagente, quando testado
em células sensibilizadas por IgG, exemplo: AIHA, HDN.

4. Resultados falso-positivos ou falso-negativos podem ocorrer devido
a:

. Contaminag&o do material teste.
. Concentragéo celular inadequada.
. Tempo de incubag&o ou temperatura inadequada
. Centrifugagao inadequada ou excessiva.
. Armazenamento inadequado dos materiais do teste.
. Desvio das técnicas recomendadas.
5. Em caso de resultados duvidosos, lavar a amostra no minimo duas

vezes com tampdo PBS ou Solucéo Fisiolégica 0,9% e repetir o
teste.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO ESPECIFICAS

1.

2.
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O reagente foi caracterizado pelos procedimentos mencionados nas
Técnicas Recomendadas.

Antes de ser liberado, cada lote de Anti-D Clone 1 e Clone 2 foi
testado pelas Técnicas Recomendadas contra um painel de
hemacias antigeno positivas para assegurar a reatividade adequada.
Estes reagentes Anti-D ndo devem reagir com as células DV' usando
as TECNICAS RECOMENDADAS para uso. Ndo é recomendado o
prosseguimento de testes de resultados negativos usando
procedimentos com antiglobulinas. Este reagente ndo deve ser
utilizado para tipagem de antigeno D em rotinas de doadores.
Resultados fracos ou duvidosos devem ser investigados de acordo
com as Normas aplicaveis onde os reagentes sao utilizados.

Alguns antigenos D fracos ndo sdo sempre detectaveis através de
reacdo imediata pela Técnica em Tubo. Hemacias DY' somente
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GARAN

O usuario

poderdo ser detectadas usando Anti-D Duoclone LORNE Monoclonal
(ou reagente similar ), na fase antiglobulina do teste.

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

A poténcia dos reagentes foi testada contra os padrdes de referéncia
minimos obtidos do NIBSC (National Institute of Biological Standards
and Controls).

. Anti-D referéncia 99/836.

O controle de qualidade deste reagente foi realizado usando células
vermelhas lavadas 2 vezes com tampé&o PBS ou Solucéo Fisioldgica
0,9% antes do uso.

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

TIA

é responsavel pelo desempenho dos reagentes e outras técnicas ndo

recomendadas. Qualquer desvio das Técnicas Recomendadas deve ser
validado antes do uso.
Estas instrucdes de uso devem ser lidas atentamente antes da utilizacdo do

produto e

as instrugdes nela contidas devem ser rigorosamente cumpridas. A

confiabilidade dos resultados do ensaio ndo podera ser garantida em caso de
desvio as instrucoes.
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APRESENTACOES
. 10 ml
Anti-D Clone 1 Monoclonal
10 X 10 ml
) 10 ml
Anti-D Clone 2 Monoclonal
10 X 10 ml
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