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Anti-D (Rho)

monoclonal

1gG/IgM
Reactivo para la deteccion de antigeno D (Rho)

SIGNIFICACION CLINICA

Las observaciones de Levine y Stetson en 1939 y de
Landsteiner y Wiener en 1940 establecieron las bases para
el conocimiento actual de la importancia clinica en la detec-
cion de los anticuerpos anti-D.

Aproximadamente el 15% de los individuos de raza blanca y
el 8% de los individuos de raza negra carecen del antigeno D
y son facilmente estimulados cuando reciben este antigeno,
ya sea por transfusion o durante el parto, produciendo anti-D.
Algunos individuos presentan una disminucién cuantitativa en
la expresion de su antigeno D, llamados D débiles (antigua-
mente D). Otros, en cambio, presentan una variacion cualita-
tiva en la expresion de dicho antigeno, denominados como D
parcial. Dentro de este grupo se encuentra la categoria DV,
caracterizada por poseer una minima cantidad de epitopes.
El antigeno D es altamente inmunogénico siendo responsa-
ble de severas reacciones post-transfusionales y de la enfer-
medad hemolitica del recién nacido.

Existen mas de 40 antigenos diferentes identificados dentro
del sistema Rh. Sin embargo, es el antigeno D el que posee
mayor importancia en la clinica después del sistema ABO.

FUNDAMENTOS DEL METODO

Los glébulos rojos del paciente se ponen en contacto con
suero anti-D (anti-Rho). Si existe en la superficie del eritrocito
el antigeno correspondiente, se producira una aglutinacion
visible macroscépicamente.

El componente IgM anti-D del reactivo produce aglutinacion
directa de los glébulos rojos portadores del antigeno D nor-
mal. En la mayoria de los casos los D débiles no se aglutinan
directamente con este reactivo.

El componente IgG anti-D del reactivo puede detectar las va-
riantes débiles (detecta DY') mediante la prueba indirecta con
anti-globulina.

REACTIVO PROVISTO

Anti-D (Rho): mezcla de anticuerpos monoclonales humani-
zados IgM/IgG (Blend) perteneciente a los clones TH-28 (se-
cretor de IgM) y MS-26 (secretor de IgG), en una solucién tam-
ponada conteniendo 1 g/l de azida sédica como conservante.

REACTIVOS NO PROVISTOS

De acuerdo a la técnica empleada puede requerirse adicio-
nalmente:

- Soluciodn fisiologica.

- Suero Anti-humano (poliespecifico) de Wiener lab.

- Buffer PBS pH 7,0 £ 0,2.

- Solucion salina de baja fuerza iénica (LISS).

INSTRUCCIONES PARA SU USO
El reactivo se provee listo para usar. No debe diluirse. ‘ ‘ | |

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

El Reactivo Provisto es estable en refrigerador (2-10°C) hasta
la fecha de vencimiento indicada en la caja. No congelar.
Periodos prolongados de almacenamiento a temperaturas fuera
de este rango pueden acelerar la pérdida de la actividad del
reactivo.

Evitar los cambios térmicos repetidos y limitar a lo estricta-
mente necesario la exposicion a temperatura ambiente del
reactivo.

En estas condiciones de uso y conservacion, el reactivo, des-
pués de su apertura, es estable hasta la fecha de expiracion
indicada en la caja.

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORO DE LOS
REACTIVOS

Desechar el reactivo cuando se observe contaminacion del
mismo. Si bien la azida de sodio se adiciona como bacte-
riostatico, se recomienda inspeccionar el reactivo visualmente
antes de usarlo. No debe utilizarse si presenta turbidez. El
reactivo no debe utilizarse si presenta precipitados o particulas.

MUESTRA

Gldbulos rojos o sangre entera

a) Recoleccion: obtener la sangre en forma aséptica con o

sin anticoagulante. Puede analizarse sangre obtenida por

puncion digital para la técnica en placa. Para evitar la coa-
gulacion de la sangre al utilizar esta técnica, se la debe
mezclar rapidamente con el reactivo.

b) Aditivos: pueden emplearse como anticoagulantes: he-

parina, EDTA, ACD (acido citrico, citrato, dextrosa), CPD (ci-

trato, fosfato, dextrosa) o CPDA-1 (citrato, fosfato, dextrosa,
adenina). Puede utilizarse Anticoagulante W de Wiener lab.

c) Sustancias interferentes conocidas:

- Los gldbulos rojos recubiertos con inmunoglobulinas o frac-
ciones del complemento pueden dar reacciones falsamente
positivas. Cuando se sospecha esta situacion debera reali-
zarse una Prueba de Antiglobulina Directa.

- La hemdlisis marcada interfiere.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: las

muestras deberan ser analizadas lo antes posible, evitando

de esta manera falsos positivos o negativos derivados de la
conservacion incorrecta o de contaminacion bacteriana. Si el
analisis no se puede realizar en el momento, las muestras
se deben conservar refrigeradas (2-10°C). Si se utilizé EDTA
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o heparina para su obtencion, la tipificacion debe llevarse a
cabo dentro de las 48 horas. Las muestras obtenidas con
ACD, CPD o CPDA-1, pueden ser ensayadas hasta los 35
dias de extraida. Si se emplean coagulos, debera efectuarse
la tipificacion dentro de los 7 dias de obtenida la muestra.
Si los glébulos rojos son almacenados por periodos pro-
longados pueden observarse reacciones débiles.

Para los ensayos con sangre de cordon, los glébulos rojos
deben lavarse previamente con solucion fisioldgica.

MATERIAL REQUERIDO (no provisto)

Dependiendo de la técnica a utilizar, podran ser necesarios:
- Centrifuga

- Tubos de hemdlisis

- Placa de vidrio

- Palillos mezcladores descartables

PRECAUCIONES

Este reactivo es para uso "in vitro" y esta estrictamente re-
servado para uso profesional por personal calificado con com-
probada competencia en inmunohematologia.

No utilizar el reactivo fuera de la fecha de vencimiento.

La azida sédica es téxica. R22: nocivo por ingestion.

La azida puede reaccionar con las caferias de plomo o cobre
generando compuestos explosivos. Al eliminar el reactivo, se
debe dejar correr grandes cantidades de agua.

Utilizar los reactivos guardando las precauciones habituales
de trabajo en el laboratorio de quimica clinica.

El reactivo y las muestras deben descartarse de acuerdo a la
normativa local vigente.

PROCEDIMIENTO

Este reactivo ha sido estandarizado segun los procedi-
mientos detallados a continuacién; su desempefio en el
uso mediante otras técnicas no puede ser garantizado.

|- TECNICAEN PLACA
Preparar una suspension de glébulos rojos al 40-50% en
plasma/suero autdlogos, PBS pH 7,0 £ 0,2 o solucién
fisioldgica. También puede emplearse sangre entera.
1) Colocar una gota de Anti-D (Rho) sobre una placa de
vidrio limpia y rotulada.
2) Agregar al lado una gota de la suspension de glébu-
los rojos a probar. Debe mantenerse la relacion
antisuero:células en todos los ensayos.
3) Mezclar el antisuero y los glébulos rojos con un pali-
llo descartable en un area de 2 cm de diametro y balan-
cear constantemente la placa durante 2 minutos.
Observar macroscépicamente la presencia o ausencia
de aglutinacion. La observacion puede facilitarse si se
emplea una fuente de luz difusa.
Si el periodo de observacién es mayor a 2 minutos, efec-
tos de la evaporacion del reactivo pueden conducir a
resultados equivocados (débilmente positivos).
Algunas muestras D débiles o D parcial pueden no aglu-
tinar cuando se utiliza la técnica en placa. Ante resul-
tados indeterminados o negativos deben confirmar-

se utilizando la técnica en tubo.
Las técnicas en placa no estan aconsejadas para la
deteccion de muestras D débil o D parcial.

II-TECNICAEN TUBO
Preparar una suspension de glébulos rojos al 3-5% en
plasma o suero autélogos, PBS pH 7,0 £0,2, LISS 1,5-
2% o en solucion fisioldgica.
1) Colocar una gota de Anti-D (Rho) en un tubo de he-
mdlisis rotulado.
2) Agregar una gota de la suspension de glébulos rojos
aprobar.
3) Mezclar y centrifugar 20 segundos a 1.000 g.
4) Agitar el tubo para despegar las células y examinar
macroscépicamente la presencia o ausencia de agluti-
nacion. La observacion puede facilitarse si se emplea
una fuente de luz difusa.
Las reacciones aparentemente negativas deben incu-
barse a 37°C durante 15-30 minutos, luego centrifugary
volver a leer como se describi6 en 4). Las muestras que
aun en estas condiciones resulten negativas deben ser
investigadas respecto al antigeno D débil.
Efectuando la técnica en tubo, en caso de resultado
indeterminado o negativo, se puede continuar con el paso
4 de la prueba antiglobulina indirecta para D débil.

Ill- PRUEBAANTIGLOBULINAINDIRECTA PARA D DEBIL
Preparar una suspension al 3-5% de glébulos rojos en
plasma o suero autdlogos, o solucidn fisioldgica.

1) Colocar una gota de Anti-D (Rho) en un tubo de he-
mdlisis rotulado.

2) Agregar una gota de la suspension de gldbulos rojos.
3) Mezclar e incubar a 37°C durante 15-30 minutos.

4) Lavar las células 3-4 veces con solucion fisioldgica o
PBS pH 7,0 + 0,2 descartando perfectamente la solu-
cion salina residual o sobrenadante y resuspender las
células luego de cada lavado.

5) Agregar 2 gotas de Suero Anti-humano (poliespe-
cifico), mezclary centrifugar 20 segundos a 1000 g.
6) Agitar ligeramente el tubo para despegar las células
y examinar macroscopicamente presencia o ausencia
de aglutinacion. La observacion puede facilitarse si se
emplea una fuente de luz difusa.

Nota: las muestras que dan positivo el test de Coombs
directo no pueden ser analizadas por la prueba antiglobu-
lina indirecta.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

La observacion de aglutinacion (con cualquiera de las técni-
cas empleadas) indica presencia del antigeno D; la reaccion
es positiva y el individuo sera clasificado como Rh positivo.
La aglutinacion de los glébulos rojos en estudio con el reacti-
vo anti-D por la prueba antiglobulina indirecta para D débil,
indica que los glébulos pertenecen a la variedad D débil (siem-
pre que los glébulos rojos resulten Coombs directo negativo).
La no aglutinacién con el reactivo Anti-D en la prueba anti-
globulina indirecta para D débil indica ausencia del corres-
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pondiente antigeno; la reaccion es negativa y el individuo
seré clasificado como Rh negativo.

METODO DE CONTROL DE CALIDAD

El control de calidad de los reactivos es esencial y debe reali-
zarse al comienzo de cada jornada de trabajo, con cada serie
de determinaciones de grupo Rh y con pruebas individuales.
Como minimo deberian emplearse: glébulos rojos R1r como
control positivo y glébulos rojos rr como control negativo.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Ver Sustancias interferentes conocidas en MUESTRA.

La determinacién no puede efectuarse sobre glébulos rojos

que dan lugar a test de Coombs directo positivo.

Pueden obtenerse resultados mas rapidos y mejor visualiza-

cién precalentando la placa a 45-50°C.

Los resultados anormales pueden ser consecuencia de:

- Contaminacion bacteriana o quimica de las muestras, de
los reactivos o del material.

- Medicacion o patologia del paciente que provoque reaccion
cruzada.

- Preparacion de los glébulos rojos diferente a la recomendada.

- Agitacion insuficiente que provoque una resuspension in-
completa de los glébulos rojos.

- Agitacion demasiado fuerte que disgregue los aglutinados.

- Demoras en la lectura.

PRESENTACION
-1x 10 ml (C4d. 1443155).
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SIMBOLOS
Los siguientes simbolos se utilizan en todos los kits de
reactivos para diagnostico de Wiener lab.

por la Directiva Europea 98/79 CE de productos sanita-
rios para el diagndstico "in vitro"

c € Este producto cumple con los requerimientos previstos
Representante autorizado en la Comunidad Europea
Uso diagnéstico "in vitro"

Contenido suficiente para <n> ensayos

Fecha de caducidad

Limite de temperatura (conservar a)

No congelar

Riesgo biolégico

Volumen después de la reconstitucion

Cont Contenido

o Numero de lote

Elaborado por:

Nocivo

Corrosivo / Caustico

Irritante

Consultar instrucciones de uso

[ 1 Calibrador

Control

Control Positivo

Control Negativo

REF] Numero de catalogo

J Wiener Laboratorios S.A.I.C.
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