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Anti-A, Anti-B, Anti-AB
Reactivi monoclonali pentru testare, pentru determinarea grupei sanguine
INFORMATII PENTRU UZ PROFESIONAL

0 C€oss

Domenii de aplicare

Reactivii monoclonali de testare Anti-A, Anti-B si Anti-AB sunt destinati utilizarii diagnostice in vitro si sunt utilizati pentru identificarea
grupei sanguine. Acestia sunt utilizati pentru identificarea calitativa a antigenilor sistemului de grupe sanguine ABO prin aglutinarea
eritrocitelor umane [fard sau cu anticoagulanti (EDTA, citrat sau PAGGS-M)] in teste manuale pe placa si in eprubete efectuate de
personal specializat.

Principiul testarii

Sistemul uman de grupe sanguine ABO este definit prin prezenta sau absenta antigenelor A si/sau B la suprafata eritrocitelor.
Caracteristica speciald a sistemului de grupe sanguine ABO constd in faptul ca persoanele care nu poseda antigenul A si/sau antigenul
B la suprafata eritrocitelor prezinta de obicei anticorpi serici impotriva antigenului(lor) lipsa. Tabelul de mai jos prezintd principalele
antigene si principalii anticorpi ai sistemului ABO:

Grupd sanguind Antigene prezente la suprafata eritrocitelor Anticorpi prezenti in ser
0 Nici A, nici B Anti-A si Anti-B

A A Anti-B

B B Anti-A

AB Asi B niciunul

Anticorpii monoclonali specifici ai reactivilor de testare aglutineaza eritrocitele care poseda antigenul sau antigenele omoloage. Lipsa
aglutinarii indica absenta antigenului relevant. Identificarea grupei sanguine ABO este completd doar dacd a fost confirmatd si prin
identificarea izoaglutininelor din ser (Directiva privind hemoterapia, a se vedea si ,Interpretarea rezultatelor”).

Rezultatul identificarii antigenelor prin utilizarea reactivilor de testare trebuie confirmat prin testarea serului cu eritrocite apartinand
unei grupe sanguine ABO cunoscute (3 se vedea mai jos ,Interpretarea rezultatelor testului”). Dacd exista diferente intre rezultatele
testului privind antigenul eritrocitar si aloaglutining, acestea trebuie clarificate.

Compozitie

Reactivii de testare sunt obtinuti din supernatantul culturii celulare al liniilor celulare hibride. Liniile celulare hibride au fost obtinute
prin fuzionarea celulelor splenice ale soarecilor imunizati cu celule mielomatoase de soarece. Anticorpii apartin izotipului IgM.
Reactivii monoclonali de testare contin anticorpi ai urmdtoarelor linii celulare hibride: Reactiv de testare Anti-A: clona sifin A-11H5,
reactiv de testare Anti-B: clond sifin B-6F9, reactiv de testare Anti-AB: clond sifin A-5E10 si clona sifin B-2D7. Reactivii de testare Anti-A
si Anti-B sunt colorati pentru a evita confundarea lor si pentru a permite verificarea amestecului de testare in culorile albastru si,
respectiv, galben. Conservant: azida de sodiu (< 0,99 mg/ml).

Termen de valabilitate si conditii de depozitare

in cazul in care sunt pastrati la temperaturi cuprinse intre 2 °C si 8 °C reactivii de testare pot fi utilizati pana la data indicatd pe ambalaj.
Dupa deschidere, acestia trebuie pastrati in ambalajul inchis bine la temperaturi cuprinse intre 2 °C si 8 °C. in timpul efectuarii testului
reactivul poate fi pastrat pentru 2-3 ore la temperaturi cuprinse intre 18 °C si 26 °C. A se evita contaminarea bacteriand. Nu utilizati
reactivii dacd au aspect evident tulbure.

Materialul de testare

Pentru efectuarea testului se poate utiliza sange integral anticoagulat sau o suspensie eritrocitard2a,b) de 3-5 % din sedimentul de
eritrocite. Sangele trebuie recoltat in conditii de asepsie, cu sau fdra anticoagulant (EDTA, citrat sau PAGGS-M). Proba trebuie testatd cat
mai curand posibil dupd recoltare. Daca testarea este efectuata mai tarziu, proba trebuie pastrata la temperaturi cuprinse intre

2 °Csi 8 °C. Contaminarea bacteriand a probei poate conduce la obtinerea unor rezultate false ale testdrii. Sangele recoltat in heparina
nu trebuie pastrat mai mult de doua zile. Probele de sange recoltat in EDTA, precum si cele de sange coagulat, pot fi examinate intr-un
interval de pana la 14 zile de la recoltare, iar sangele donat poate fi testat pand la data de expirare (a se vedea mai jos, la sectiunea
,Surse de eroare si limitari”).

Reactivi si materiale suplimentare necesare
Eprubete pentru testare (75 x 12 mm sau 70 x 8 mm), placi, pipete (volumul picaturii 40-50 pl), lamele, baghete aplicatoare, solutie
fiziologica de clorurd de sodiu (154 mmol/1), centrifugd de laborator, cronometru.

Metode

1. Testul pe placd sau lameld

11, Aplicati o picaturd (40-50 pl) din reactivii pentru testare Anti-A, Anti-B si Anti-AB pe céte o placd etichetatd corespunzator. Pot fi folosite si
lamele (tehnica Lauer) in locul placilor.

12. Lafiecare picaturd de reactiv pentru testare addugati o picatura (40-50 pl) dintr-o suspensie 5 % de eritrocite? care trebuie testate (in ser
fiziologic) si amestecati cu atentie cu o bagheta aplicatoare curatd de sticld sau de plastic.

13. Examinati pentru a observa prezenta aglutinarii, dupa 5, maxim 20 de minute de incubare la 18...26 °C, prin rotirea sau balansarea lenta
a plicii sau a lamelei. in locul suspensiei 5 % se poate utiliza o picsturd de sange. Atentie: Daca este utilizat sénge integral anticoagulat,
timpul de reactie trebuie limitat la maxim 5 minute pentru a evita rezultatele fals pozitive cauzate de efectele de uscare.

14. Notati rezultatele testului. Rezultatele testului trebuie interpretate imediat dupa terminarea testului, deoarece produsul de reactie este instabil.

2. Testulin eprubetd

2.1, Preparati o suspensie din eritrocitele care urmeaza s fie testate (spalate sau nespalate) cu o concentratie de 3-5 % in solutie saling
fiziologica. 2

2.2. Aplicati o picatura (40-50 pl) din reactivii pentru testare Anti-A, Anti-B si Anti-AB in trei eprubete mici (de ex. 70 x 8 mm) etichetate
corespunzdtor.

2.3. Addugati o picatura (40-50 pl) din suspensia de eritrocite in fiecare eprubetd si amestecati bine prin scuturare.

2.4. Centrifugati imediat timp de 12 minute la o forta relativa de centrifugare (rcf) de 180 pana la 270 x g.

2.5. Examinati supernatantul pentru a observa absenta hemolizei. Hemoliza poate fi consecinta contamindrii bacteriene.

2.6. Scuturati usor eprubeta pentru a desprinde sedimentul de pe fundul acesteia si examinati continutul pentru a observa prezenta aglutinarii.

2.7. Notati rezultatele testului. Rezultatele testului trebuie interpretate imediat dupa terminarea testului, deoarece produsul de reactie este
instabil.

Interpretarea rezultatelor testului

Trebuie s3 existe concordantd intre rezultatele detectarii antigenului (gruparea celulard) si rezultatele detectarii aloanticorpilor (gru-
parea serologicd) ale unei probe de sange. Tabelul de mai jos prezinta modelele de reactie ale celor mai frecvente fenotipuri ABO si
frecventele lor aproximative:

Grupare celulard Grupare serologica Grup ABO Frecventa %
Anti-A Anti-B Anti-AB Celule A, Celule A, CeluleB Celule 0

+ - + - - + - A 40

- + + + + - - B 1

- - - + + + - 0 45

+ + + - - - - AB 4

Masuri de precautie si avertismente

- Utilizarea procedeelor biotehnologice de productie inseamna ca riscul de contaminare a reactivilor de testare cu agenti infectiosi este
practic inexistent. Deoarece reactivii pentru testare contin materiale de origine animala (ser de fat bovin, stabilizatori), acestia ar trebui
tratati ca avand potential infectios si trebuie manipulati corespunzator.

- Reactivii pentru testare contin azida de sodiu; evitati contactul cu tequmentul sau cu membranele mucoase.

Materialele ramase de la testele uzate trebuie eliminate ca deseu in conformitate cu directivele nationale aferente, de exemplu, in

Germania, ca deseu din grupa AVV 18 01 (AS 18 01 03) in conformitate cu ,Directiva privind eliminarea corectd a deseurilor din unitdtile

sanitare” (Directiva LAGA, versiunea actuald).

Caracteristici de performanta si limitele metodei
Evaluarea performantei conform Regulamentului de punere in aplicare (UE) 2022/1107 al Comisiei de stabilire a unor specificatii
comune (SC) a evidentiat urmatoarele valori de diagnostic calculate:

reagentul pozitiv fals-negativ sensibilitate  negativ fals-pozitiv specificitate
Anti-A 12359 0 100 % 13326 0 100 %
Anti-B 5535 0 100 % 20150 0 100 %
Anti-AB 1215 0 100 % 462 0 100 %

- Reactivii monoclonali de testare aglutineazd antigenele cu expresie slaba cu o intensitate a aglutinarii normald sau slabd (A3, B#)
sau reactie slaba pand la negativa (Ax). Pentru a determina antigenele exprimate slab ar trebui utilizat testul in eprubetd datorita
sensibilitatii sale mai ridicare, cu o incubatie de 30 de minute, daca este necesar.

- Reactivul monoclonal de testare Anti-B nu reactioneaza cu B dobandit.

Reactivul monoclonal de testare Anti-A reactioneazd cu Tn. Persoanele cu Tn poxzitiv trebuie excluse din randurile donatorilor de sange

deoarece existenta Tn este considerata a fi un simptom al unei stari preleucemice, iar eritrocitele sunt poliaglutinabile.

- Determinari ale titrului: Pentru a prepara dilutii ale reactivilor monoclonali de testare se recomanda utilizarea de ser fiziologic care contine
2 % proteine (ser AB, albumina serica bovind) pentru a facilita resuspensia produsilor de reactie de pe placa sau de pe fundul eprubetei.

Surse de eroare si limitari

- Controlul intern al calitatii: pentru fiecare test trebuie testate in paralel eritrocite de control pozitive si negative.

0 concentratie a eritrocitelor mai mica dect 3% poate cauza reactii de intensitate mai redusa pe placa sau lamela.

- Interpretarea reactiilor obtinute la testarea sangelui de sugar poate fi complicata de faptul ca serul sugarilor nu contine in mod necesar

anticorpi pentru fiecare antigen absent din celule, iar anticorpii pasivi anti-A si/sau anti-B din sangele mamei pot cauza rezultate

contradictorii atunci cand pentru teste se utilizeaza probe din sangele din cordonul ombilical. Probele din sangele din cordonul ombilical
pot, de asemenea, conduce la reactii mai slabe decat cele normale in cazul testelor de grupare celulard, deoarece antigenele ABH nu
sunt complet dezvoltate la nastere.

in cazul probelor mai vechi de sange se pot obtine rezultate de intensitate mai slaba decat in cazul probelor proaspete.

- Determinarea titlurilor: Pentru diluarea reactivilor monoclonali de testare pentru determinarea titrului trebuie utilizata o solutie
fiziologica de clorurd de sodiu cu un adaos de aproximativ 2 % proteine (de exemplu, albuming sericd boving), pentru a facilita
resuspensia produselor de reactie de pe placa sau de pe fundul eprubetei.

- Pe placi probele de sange pot uneori reactiona prin formare de rulouri, situatie care poate fi confundata cu o aglutinare slaba si
poate fi interpretatd in mod eronat ca un rezultat pozitiv. Acest fenomen are cauze non-imunologice. Formarea de rulouri survine
de asemenea in cazul sangelui heparinic, al sangelui provenind de la pacienti tratati cu substante care heparind sau expandeaza
plasma (de ex. dextran sau hidroxietil amidon), precum si la pacientii cu plasmoci tom (continut ridicat de proteine, modificari ale
compozitie proteinelor), afectiuni oncologice (tablou sanguin patologic) sau tulburdri de coagulare. in cazul acestor pacienti utilizati
testul in eprubets, deoarece acest fenomen nu poate fi detectat de obicei in suspensie.

- Reactivul monoclonal de testare Anti-A identifica Tn. Subiectii Tn-pozitivi trebuie exclusi de la donarea de sange, deoarece prezenta

Tn este consideratd a fi un semn al unei stari preleucemice, iar eritrocitele sunt poliaglutinabile.

Pentru a obtine rezultate corecte trebuie respectate concentratiile suspensiilor de eritrocite si timpii de reactie mentionati mai sus.

- Depozitarea necorespunzatoare afecteazd eficacitatea reactivului de testare respectiv.

Vigilenta

Toate incidentele grave apdrute in legaturd cu produsul trebuie raportate cdtre sifin diagnostics gmbh, in calitate de producator, precum
si cdtre autoritatea competentd a statului membru in care utilizatorul si/sau pacientul isi are sediul sau resedinta. Raportul sumar
actual privind siguranta si performanta este disponibil la cerere.
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Dimensiunea ambalajului

Specificitate Anti-A Anti-B Anti-AB

1x10ml BG1101 BG1111 BG1131

10 x 10 ml BG1101-01 BG1111-01 BG1131-01

Explicarea simbolurilor utilizate
Numérul Aparaturd medicald de Activitate/ g Ase utiliza pana la AAAA-LL
lotului diagnostic in vitro ACT titru minim (LL=sfarsitul lunii)

Numarul Reactiv de testare pentru Descrierea Jf Limitare
de catalog 8 ABO| (eterminarea grupei sanguine clonei 3 temperaturii
Consultati instructiunile
wwwsifinde de utilizare
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