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ODCZYNNIK DO OZNACZANIA GRUPY KRWI

Monoklonalna aglutynina bezposrednia
Do technik szkietkowych i probéwkowych
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WPROWADZENIE

Opisany po raz pierwszy w 1939 r. antygen RhD jest drugim co
do znaczenia antygenem krwinek czerwonych, po ukladzie
grup gtéwnych ABO. Przetoczenie krwi RhD dodatniej biorcy
RhD ujemnemu lub niezastosowanie profilaktycznej
immunoglobuliny anty-D u kobiet RhD ujemnych moze
spowodowac¢ wytworzenie przeciwciat anty-D. Z tego wzgledu
ustalenie prawidiowej grupy w zakresie uktadu RhD jest istotne
dla bezpiecznej praktyki w zakresie transfuzji. Niektére osoby
wykazujg ilosciowe zmniejszenie ekspresji antygenu RhD,
klasyfikowanego jako antygen D staby (DY). Inne majg
jakosciowy wariant ekspresji antygenu RhD, okre$lany jako
antygen RhD cze$ciowy. Osoby z antygenem D stabym moga
by¢ réwniez wykazywac cechy antygenu RhD czegséciowego.

Dostgpno$¢  silnych, wysokiej jakosci monoklonalnych
odczynnikéw IgM anty-D oraz wieksza $wiadomos$¢ znaczenia
klinicznego czegs$ciowych fenotypéw RhD, zwlaszcza DVI,
doprowadzity do zmiany zasad testowania grupy krwi w
uktadzie RhD w Wielkiej Brytanii.

. W przypadku oznaczania grupy krwi pacjentow w
uktadzie RhD nalezy uzywa¢ dwdch réznych
odczynnikéw anty-D. Zaden z uzywanych odczynnikéw
anty-D nie powinien aglutynowa¢ czerwonych krwinek
DVI przy zastosowaniu zalecanej metody uzycia.
Posrednie testy antyglobulinowe na prébkach dajgcych
negatywne wyniki bezposrednich testéw aglutynacii nie
powinny by¢ uzywane do oznaczania grupy RhD
pacjentéw na potrzeby transfuzji.

. W przypadku oznaczania grupy RhD u dawcoéw,
chociaz nie ma uzasadnienia ani mozliwosci wykrycia
wszystkich  fenotypow D stabych oraz RhD
czgsciowych, wskazane jest, aby testy z dwoma
réznymi odczynnikami anty-D umozliwity klasyfikacje
dawcow, ktérzy wykazujg ekspresje antygenu RhD
stabego lub czesciowego istotnego klinicznie, np. DVI,
jako RhD dodatnich.

Brytyjskie wytyczne oznaczania grupy krwi w uktadzie
RhD

Wytyczne dotyczace przetoczen krwi w Wielkiej Brytanii
oraz wytyczne Brytyjskiego Komitetu ds. Standardéw
w Hematologii dotyczgce wykonywania préb zgodnosci na
potrzeby przetoczenn krwi w Wielkiej Brytanii zalecajg
nastepujgce procedury oznaczania grupy krwi w ukfadzie
RhD:

Niniejsze monoklonalne przeciwcialo IgM anty-D
bezposrednio aglutynuje czerwone krwinki ze wszystkich
znanych kategorii D, w tym DVI, dlatego swietnie nadaje
si¢ do oznaczania grupy krwi RhD w probkach krwi
dawcow. Stosowanie tego odczynnika nie jest zalecane
do oznaczania grup krwi RhD w probkach pacjentéw do
celow przetaczania krwi. Odczynnik ten bedzie réwniez
bezposrednio aglutynowat wiekszo$¢ stabych antygenéw D
oraz niesklasyfikowanych prébek RhD czes$ciowych.
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PRZEZNACZENIE

Odczynnik Anty-D stuzy do badan in vitro majacych na celu
wykrywanie i identyfikacje ludzkich grup krwi RhD w prébkach
dawcoéw poprzez aglutynacje bezposrednia.

OPIS ODCZYNNIKA

Gtéwny sktadnik tego odczynnika pochodzi z hodowli in vitro
linii ludzkich/mysich komoérek heterohybrydoma LDM1 i
ESD1M  wydzielajgcych przeciwciata IgM  skierowane
przeciwko antygenowi D.

Odczynnik zawiera rowniez EDTA i azydek sodu w stezeniu
19/

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

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 reagowaé z otowianymi i miedzianymi
elementami instalacji wodno-kanalizacyjnej, tworzac zwigzki
o whasciwosciach wybuchowych. W przypadku wylania do
zlewu spluka¢ duzg iloscia wody, aby nie dopusci¢ do
nagromadzenia sig azydkow.

Dziata szkodliwie na organizmy wodne, powodujgc dtugotrwate
skutki. Unika¢ uwalniania do $rodowiska. Zawarto$¢/pojemnik
utylizowaé zgodnie z
lokalnymi/regionalnymi/krajowymi/migdzynarodowymi
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 wylgcznie do uzytku
diagnostycznego in vitro.

POBIERANIE | PRZYGOTOWANIE PROBEK

Prébki nalezy pobieraé z zastosowaniem techniki aseptycznej,
w obecnosci antykoagulantu lub bez. Test nalezy wykonac¢ jak
najszybciej po pobraniu prébki krwi. Jesli badanie odbedzie sie
pbzniej, prébke nalezy przechowywaé w temperaturze od
2°C do 8 °C. Prébki krwi wykazujgce znaczng hemolize lub
kontaminacje nie powinny by¢ uzywane. Prébki skrzepnigte 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 donagji.



PROCEDURY TESTOWE
Informacje ogolne

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

WYMAGANE DODATKOWE MATERIALY | ODCZYNNIKI

Roztwoér PBS o pH 7,0 +0,2
Roztwoér LISS
Czerwone krwinki wzorcowe do kontroli odczynnika Anty-D
Kontrola odczynnika RhD - produkt nr Z271
Probéwki szklane 12 x 75 mm
Szkietka do testéw serologicznych
Pipety
Przyrzady optyczne
. Wiréwka
ZALECANE METODY

Technika probéwkowa — bez inkubacji

Dodac¢ 1 objeto$¢ odczynnika do oznaczania grupy krwi do
probowki.

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$¢ probdwki.

Wirowa¢ z sitg 1000 g przez 10 sekund lub z inng sitg g i w
czasie odpowiadajgcym powyzszym parametrom.
Delikatnie wstrzgsngé probdwka, aby oddzieli¢ osad
komérek od dna probdwki, i sprawdzi¢ makroskopowo
obecnos¢ aglutynacii.

Technika probéwkowa — LISS

Dodaé 1 objeto$¢ odczynnika do oznaczania grupy krwi do
probéwki.

Nastgpnie doda¢ 1 objetos¢ 1,5-2% krwinek czerwonych
zawieszonych w roztworze LISS.

Wymieszaé zawartos$¢ probéwki i inkubowacé przez 15 minut
w temperaturze 37 °C.

Wirowac z sitg 1000 g przez 10 sekund lub z inng sitg g i w
czasie odpowiadajgcym powyzszym parametrom.
Delikatnie wstrzasngé probéwka, aby oddzieli¢ osad
komérek od dna probéwki, i sprawdzi¢ makroskopowo
obecno$¢ aglutynaciji.

Technika szkietkowa

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

Nastepnie 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¢, kolyszac szkietko przez okoto
30 sekund i inkubowaé przez 5 minut w temperaturze
pokojowej, od czasu do czasu mieszajgc.

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

INTERPRETACJA WYNIKOW

Aglutynacja
Brak aglutynaciji

wynik dodatni
wynik ujemny

KONTROLA JAKOSCI

Kontrola jakosci odczynnikéw ma zasadnicze znaczenie i
powinna by¢ przeprowadzana dla kazdej serii grup RhD oraz
dla pojedynczych grup RhD. Do kontroli reakcji tego
odczynnika zaleca sie uzycie nastepujgcych prébek krwinek
wzorcowych, wymienionych ponizej. Inne typy czerwonych
krwinek moga by¢ odpowiednie, ale nalezy je wybiera¢ z
zachowaniem ostroznosci.

Jako kontrolg dodatnig nalezy stosowa¢ krwinki czerwone O
Rir

Jako kontrole ujemng nalezy stosowaé krwinki czerwone O rr
Kontrola odczynnika jest wymagana dla tego odczynnika
anty-D.

OGRANICZENIA

Nie zaleca sig stosowania technik szkietkowych do
wykrywania stabych antygenéw D lub RhD cze$ciowych.

Testy przeprowadzone na prébkach nieprzeptukanych (np.
krwi  pepowinowej) lub prébkach przechowywanych i
testowanych w temperaturze 20 °C lub nizszej, mogg dawac
wyniki fatszywie dodatnie ze wzgledu na czynniki
wzmacniajgce  zastosowane w  skiadzie niniejszego
odczynnika. W takich okoliczno$ciach mozna zastosowac
kontrole odczynnika (kod produktu Z271). Jezeli test kontrolny
daje reakcje dodatnia, nie mozna przeprowadzi¢ prawidtowej
interpretacji wynikéw uzyskanych w badaniu z krwinkami
czerwonymi.

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

Niektoére prébki z bardzo stabym antygenem D i/lub prébki z
antygenem RhD czg$ciowym mogg nie reagowa¢ z
odczynnikami monoklonalnymi anty-D.

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

Testy probéwkowe nalezy odczytywa¢ w ramach procedury
Jprzechyl i obr6¢”. Nadmierne mieszanie moze prowadzi¢ do
zakiocenia stabej aglutynacji i uzyskania wynikéw fatszywie
ujemnych.

Nadmierne odwirowanie moze skutkowaé trudnoscia w
ponownym odtworzeniu zawiesiny osadu komérkowego,
natomiast zbyt stabe odwirowanie moze skutkowac
powstaniem aglutynatéw, ktére tatwo ulegajg rozproszeniu.

Wyniki fatszywie dodatnie lub falszywie ujemne moga
wystgpi¢ z powodu kontaminacji materiatéw testowych,
nieprawidtowej temperatury  reakcji, nieprawidtowego

przechowywania  materiatéw, pominigcia  odczynnikéw
testowych i obecnosci niektérych stanéw chorobowych.

SZCZEGOLNE WLASCIWOSCI UZYTKOWE

Odczynnik ALBAclone® Anti-D optimum spetnia wymagania
wspdlnych  specyfikacji  technicznych  dla  produktow
okreslonych w Zatgczniku Il, Wykazie A dyrektywy 98/79/WE w
sprawie wyrobéw medycznych uzywanych do diagnozy in vitro.

Niniejszy odczynnik Anty-D bedzie bezposrednio aglutynowat
krwinki czerwone ze wszystkich znanych kategorii RhD, w tym
DVI.

Odczynnik ten bedzie réwniez bezposrednio aglutynowat
wigkszo$¢ stabych antygenéw D oraz niesklasyfikowanych
probek RhD czesciowych.
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Aby uzyskac¢ wiecej informacji lub porady, nalezy skontaktowac¢
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