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ODCZYNNIK DO OZNACZANIA GRUPY KRWI
Monoklonalna aglutynina bezposrednia
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WPROWADZENIE 1434

Od momentu opisania antygenu RhD przez Levine’a i Stetsona
w 1939 r. zidentyfikowano ponad 40 innych komplekséw
antygenéw Rh. Oprécz antygendéw C, c, E i e oraz
prawdopodobnie C", niewiele z tych antygenéw lub
odpowiadajacych im przeciwciat jest wykorzystywanych w
rutynowych badaniach. Sg one kontrolowane przez szereg
$cisle powigzanych loci na chromosomie 1, czyli genetycznym
wkiadzie pochodzgcym od kazdego rodzica, ktory jest
dziedziczony jako haplotyp, np. Cde, cDE itd. Odczynniki anty-
Rh do oznaczania grupy krwi uzywane oddzielnie beda
wskazywaé, czy u danej osoby wystepuje ekspresja
odpowiadajgcego antygenu — jest to kluczowa procedura przy
okreslaniu swoistosci przeciwciata oraz wyborze krwi do
przetoczenia u pacjentéw z przeciwciatami Rh.

Badanie probek krwinek czerwonych z przeciwciatami anty-C,
anty-D, anty-E, anty-c i anty-e pozwoli na wykrycie fenotypu
Rh, na podstawie ktérego mozna okresli¢ najbardziej
prawdopodobny genotyp. Wiedza na temat mozliwego
genotypu rodzicbw moze by¢ pomocna w leczeniu choroby
hemolitycznej ptodu i noworodkéw zwigzanej z RhD, przy czym
u noworodkéw Rar wystepuje wieksze prawdopodobienstwo
ciezkiego przebiegu choroby, niz u noworodkéw Rir.
Przypuszczalne informacje dotyczace genotypu moga by¢
réwniez pomocne przy ustalaniu swoisto$ci przeciwciata oraz
przy wyborze krwi do przetoczenia u pacjentéw z
przeciwciatami Rh.
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PRZEZNACZENIE

Odczynnik Anty-E stuzy do badan in vitro majacych na celu
wykrywanie i identyfikacje antygenu E na ludzkich krwinkach
czerwonych poprzez aglutynacje bezposrednia.

OPIS ODCZYNNIKA

Gtéwny sktadnik tego odczynnika pochodzi z hodowli in vitro
linii  komoérek ludzkich/mysich  heterohybrydomalnych
wydzielajgcych immunoglobuliny IgM linii DEM1.

Odczynnik zawiera réwniez materiat pochodzenia bydlecego,
czynniki wzmacniajgce dziatanie, EDTA oraz 0,1% azydek
sodu (W/v).

Jednorazowa objeto$¢ odczynnika dostarczana przez
nakretke z zakraplaczem wynosi okoto 40 pl, w zwigzku z tym
nalezy zwréci¢ uwage na to, aby we wszystkich testach
zostata zachowana odpowiednia proporcja surowicy do
krwinek.

Niniejszy odczynnik spetnia wymogi wspélnych specyfikaciji
technicznych dla wyrobéw zdefiniowanych w Zatgczniku I,
Wykazie A dyrektywy 98/79/WE z wytycznymi o wyrobach
medycznych uzywanych do diagnostyki in vitro oraz jest
zgodny z zaleceniami zawartymi w dokumencie Guidelines for
Blood Transfusion Services in the United Kingdom (Wytyczne
dotyczgce przetaczania krwi w Wielkiej Brytanii).

WARUNKI PRZECHOWYWANIA

Odczynniki powinny by¢ przechowywane w temperaturze 2—
8 °C. Nie uzywac¢ w razie oznak zmetnienia. Nie rozcienczac.
Odczynnik zachowuje stabilno$¢ do uptywu terminu waznosci
podanego na etykiecie produktu.

SRODKI OSTROZNOSCI DOTYCZACE UZYTKOWANIA |
UTYLIZACJI

Niniejszy odczynnik zawiera azydek sodu o stezeniu 0,1%.

Azydek sodu moze reagowac z otowianymi i miedzianymi
elementami instalacji wodno-kanalizacyjnej, tworzac zwigzki
o whasciwosciach wybuchowych. W przypadku wylania do

zlewu spituka¢ duzg iloscig wody, aby nie dopusci¢ do
nagromadzenia sie azydkow.

Dziata szkodliwie na organizmy wodne, powodujac diugotrwate
skutki. Unika¢ uwalniania do $rodowiska. Zawarto$¢/pojemnik
utylizowaé zgodnie z
lokalnymi/regionalnymi/krajowymi/migedzynarodowymi
przepisami.

UWAGA: MATERIAL BIOLOGICZNY, Z KTOREGO ZOSTAL
WYTWORZONY TEN PRODUKT, UZYSKAL WYNIK
NIEREAKTYWNY W ZAKRESIE HBsAg, ANTY-HIV 1/2 ORAZ
ANTY-HCV. ZADNE ZNANE METODY BADAN NIE DAJA
PEWNOSCI, ZE PRODUKTY POCHODZACE Z KRWI
LUDZKIEJ NIE PRZENOSZA CHOROB ZAKAZNYCH.
PODCZAS UZYTKOWANIA | UTYLIZACJI TEGO PRODUKTU
NALEZY ZACHOWAC NALEZYTA OSTROZNOSC.

Odczynnik ten jest przeznaczony wytgcznie do uzytku
diagnostycznego in vitro.

POBIERANIE | PRZYGOTOWANIE PROBEK

Prébki nalezy pobiera¢ z zastosowaniem techniki aseptycznej,
w obecnosci antykoagulantu lub bez. Test nalezy wykona¢ jak
najszybciej po pobraniu probki krwi. Jesli badanie odbedzie sie
pézniej, probke nalezy przechowywaé w temperaturze od
2°Cdo 8 °C. Prébki krwi wykazujgce znaczng hemolize lub
kontaminacje nie powinny by¢ uzywane. Prébki skrzepniete lub
z dodatkiem EDTA powinny zosta¢ zbadane w ciggu siedmiu
dni od pobrania. Krew dawcéw z antykoagulantem w postaci
cytrynianu moze zosta¢ zbadana do dnia uptywu terminu
waznosci donacji.

PROCEDURY TESTOWE

Niniejszy odczynnik zostat wystandaryzowany do stosowania
przy uzyciu technik opisanych ponizej, dlatego nie mozna
zagwarantowac jego przydatnosci do w przypadku stosowania
innych technik.

Badania UK NEQAS dotyczgce serologii grup krwi wykazaty
znaczenie wdrazania kontroli odczynnika w testach z
oznaczaniem grup krwi, gdzie odczynnik wzmacniajacy
dziatanie jest wtgczony w sktad odczynnika lub musi zosta¢
dodany przez uzytkownika. Kontrola odczynnika musi
odzwierciedla¢ sktad uzywanego odczynnika. W tym wypadku
zadowalajgcg kontrole odczynnika mozna osiggna¢ poprzez
zastgpienie odczynnika do oznaczania grupy krwi obojetng
surowicg AB, roztworem 8-10% BSA w soli fizjologicznej lub
wiasng surowicg pacjenta w wybranej do przeprowadzenia
procedurze.

WYMAGANE DODATKOWE MATERIALY | ODCZYNNIKI

Roztwér PBS o pH 7,0 £0,2

Roztwoér LISS

Czerwone krwinki wzorcowe do kontroli odczynnika Anty-E
Probéwki szklane 12 x 75 mm

Szkietka do testéw serologicznych

Pipety

Wiréwka



ZALECANE METODY

Technika probéwkowa — 5-minutowa inkubacja /
wirowanie

Do probéwki 12 x 75 mm doda¢ 1 objeto$¢ odczynnika do
oznaczania grupy krwi.

Nastepnie doda¢ 1 objeto$¢ 2-3% zawiesiny krwinek
czerwonych w roztworze PBS o pH 7,0+ 0,2 lub 1,5-2%
zawiesiny w roztworze LISS.

Wymiesza¢é zawarto$¢ probéwki i inkubowaé w
temperaturze 37 °C przez 5 minut.

Wirowac z sitg 1000 g przez 10 sekund lub z inng sitg g i w
czasie odpowiadajgcym powyzszym parametrom.
Delikatnie wstrzgsng¢ probdwka, aby oddzieli¢ osad
komérek od dna probowki, i sprawdzi¢ makroskopowo
obecnos¢ aglutynaciji.

Technika proboéwkowa - 15-minutowa inkubacja /
wirowanie

Do probéwki 12 x 75 mm dodac 1 objetos¢ odczynnika do
oznaczania grupy krwi.

Nastepnie doda¢ 1 objeto$¢ 2-3% zawiesiny krwinek
czerwonych w roztworze PBS o pH 7,0+ 0,2 lub 1,5-2%
zawiesiny w roztworze LISS.

Wymiesza¢ zawarto$¢ probéwki i inkubowa¢ w
temperaturze 37 °C przez 15 minut.

Wirowa¢ z sitg 1000 g przez 10 sekund lub z inng sitg g i w
czasie odpowiadajgcym powyzszym parametrom.
Delikatnie wstrzasngé probéwka, aby oddzieli¢ osad
komoérek od dna probdwki, i sprawdzi¢ makroskopowo
obecnos¢ aglutynaciji.

Technika szkietkowa

Doda¢ 1 objeto$¢ odczynnika do oznaczania grup krwi do
odpowiednio przygotowanego obszaru szkietka do testéw
serologicznych, np. owalu wyznaczonego za pomocag
znacznika woskowego.

Nastgpnie doda¢ 1 objetos¢ 30-45% krwinek czerwonych
zawieszonych w roztworze PBS o pH 7,0 + 0,2 lub w
homologicznym, grupowym osoczu/surowicy.

Dobrze wymiesza¢, koltyszac szkietko przez okoto
30 sekund i inkubowa¢ przez 5 minut w temperaturze
pokojowej, od czasu do czasu mieszajac.

Obserwowa¢ makroskopowo pod katem aglutynacji. Odczyt
utatwia zastosowanie rozproszonego zrédta $wiatta.

INTERPRETACJA WYNIKOW

Aglutynacja =
Brak aglutynaciji =

wynik dodatni
wynik ujemny

KONTROLA JAKOSCI

Kontrola jakos$ci odczynnikéw jest bardzo wazna i powinna
zosta¢ przeprowadzona dla kazdej serii testéw oraz dla
pojedynczych testéw. Do kontroli reakcji tego odczynnika
zaleca sig uzycie nastepujacych prébek krwinek wzorcowych,
wymienionych ponizej. Inne typy czerwonych krwinek moga
by¢ odpowiednie, ale nalezy je wybiera¢ z zachowaniem
ostroznosci.

Jako kontrole dodatnig nalezy stosowa¢ krwinki czerwone O
RiR2.

Jako kontrole ujemng nalezy stosowac krwinki czerwone O
Rir.

OGRANICZENIA

Dri-Block® oraz taznie wodne =zapewniajg lepsze
przekazywanie ciepta i sg zalecane do badan w temperaturze
37 °C, zwtaszcza gdy czas inkubacji nie przekracza 30 minut.

Ekspresja niektérych antygenéw krwinek czerwonych moze
ulec ostabieniu podczas przechowywania, szczegdélnie w
przypadku prébek z EDTA i prébek skrzepnigtych. Lepsze
wyniki uzyskuje sie przy zastosowaniu $wiezych prébek.

Testy szkietkowe nie sg zalecane do wykrywania stabych
podgrup. Wszystkie testy szkietkowe powinny by¢
potwierdzone przez oznaczenie grup w probéwkach.

Wyniki testéw nalezy odczytywac z wykorzystaniem techniki
,delikatnie przechylaj i obracaj’. Nadmierne mieszanie moze
prowadzi¢ do zakidcenia stabej aglutynacji i uzyskania
wynikéw fatszywie ujemnych.

Wazne jest stosowanie zalecanej wartosci przyspieszenia
podczas wirowania, poniewaz nadmierne odwirowanie moze
skutkowa¢ trudnoscig w ponownym odtworzeniu zawiesiny
osadu komdrkowego, natomiast zbyt stabe odwirowanie moze
skutkowaé powstaniem aglutynatéw, ktére tatwo ulegajg
rozproszeniu.

Wyniki fatszywie dodatnie lub fatszywie ujemne moga
wystgpi¢ z powodu kontaminacji materiatéw testowych,
nieprawidiowej temperatury  reakcji, nieprawidtowego
przechowywania materialtdw, pominigcia odczynnikéw
testowych lub obecnosci niektérych standw chorobowych.
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Aby uzyska¢ wiecej informacji lub porady, nalezy
skontaktowac sig z lokalnym dystrybutorem.
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