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INTRODUCTION

Depuis la description de l'antigéne RhD par P. Levine et
R.E. Stetson en 1939, plus de 40autres complexes
d'antigénes Rh ont été identifiés. A I'exception de C, ¢, E et e
et peut-étre de C", on rencontre peu de ces antigénes ou de
leurs anticorps correspondants dans les tests de routine. Les
antigénes Rh sont contrdlés par une série de locus étroitement
liés sur le chromosome 1, la contribution génétique de chaque
parent étant héritée comme haplotype, par exemple Cde, cDE,
etc. Utilisés séparément, les réactifs de détermination de
groupe sanguin anti-Rh indiquent si une personne exprime
l'antigéne correspondant, une procédure essentielle dans la
détermination de la spécificité des anticorps et la sélection du
sang a transfuser aux patients produisant des anticorps anti-
Rh.

Les tests effectués sur des échantillons d’hématies avec des
anticorps anti-C, anti-D, anti-E, anti-c et anti-e révélent le
phénotype Rh dont le génotype le plus probable peut étre
déduit. La connaissance du génotype paternel probable peut
étre utile dans la prise en charge de la maladie hémolytique
RhD du foetus et du nouveau-né ou les nourrissons Rar sont
susceptibles d'étre plus gravement atteints que les nourrissons
Rir. Des informations sur le génotype probable peuvent
également étre utiles pour établir la spécificité des anticorps et
pour sélectionner le sang a transfuser aux patients produisant
des anticorps anti-Rh.
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UTILISATION PREVUE

Ce réactif Anti-E est destiné a ['identification et & la détection
in vitro de l'antigéne E de groupe sanguin humain par
agglutination directe.

DESCRIPTION DU REACTIF

Le composant principal de ce réactif est dérivé de la culture in
vitro de I'hétérohybridome humain/souris DEM1 sécrétant des
IgM.

La formulation contient également des matieres d'origine
bovine, des potentialisateurs, de 'EDTA et de l'azide de
sodium a 0,1 % (poids par volume).

Le volume distribué par le flacon compte-gouttes de réactif est
d'environ 40 pl. Compte tenu de cela, il convient de maintenir
des rapports adaptés entre le sérum et les cellules dans
toutes les techniques.

Ce réactif est conforme aux spécifications techniques
communes pour les produits définis dans I'Annexe II, liste A
de la directive 98/79/CE relative aux dispositifs médicaux de
diagnostic in vitro et aux recommandations figurant dans les
directives relatives aux services de transfusion sanguine au
Royaume-Uni.

CONDITIONS DE STOCKAGE

Le réactif doit étre conservé entre 2 °C et 8 °C. Ne pas utiliser
s'il est trouble. Ne pas diluer. Le réactif est stable jusqu'a la
date d'expiration indiquée sur I'étiquette du produit.

PRECAUTIONS D'UTILISATION ET D'ELIMINATION

Ce réactif contient de |'azide de sodium a 0,1 %.

L'azide de sodium peut réagir avec les canalisations en plomb
et en cuivre pour former des composés explosifs. En cas
d'élimination dans un évier, rincer abondamment a I'eau pour
éviter 'accumulation d'azide.

Nocif pour les organismes aquatiques avec effets durables.
Eviter le rejet dans [lenvironnement. Eliminer le
contenu/conteneur  conformément aux réglementations
locales/régionales/nationales/internationales.

MISE EN GARDE: LA MATIERE D'ORIGINE DONT CE
PRODUIT EST DERIVE A ETE CONFIRMEE NON REACTIVE
POUR L'HBsAg, L'ANTI-VIH 1/2 ET L'ANTI-VHC. AUCUNE
METHODE DE TEST CONNUE NE PEUT GARANTIR QUE
LES PRODUITS DERIVES DU SANG HUMAIN NE
TRANSMETTENT PAS DE MALADIES INFECTIEUSES. IL
CONVIENT DONC DE PRENDRE LES PRECAUTIONS
APPROPRIEES LORS DE L'UTILISATION ET DE
L'ELIMINATION DE CE PRODUIT.

Ce réactif est destiné uniqguement a un usage professionnel in
vitro.

PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Les échantillons doivent étre prélevés selon une technique
aseptique avec ou sans anticoagulant. L'échantillon doit étre
testé dés que possible apres le prélevement. Si le test est
retardé, I'échantillon doit étre conservé a une température
comprise entre 2°C et 8°C. Les échantillons de sang
présentant une hémolyse ou une contamination importante ne
doivent pas étre utilisés. Les échantillons coagulés ou prélevés
sur anticoagulant EDTA doivent étre testés dans les sept jours
suivant le prélévement. Le sang de donneurs stocké dans un
anticoagulant a base de citrate peut étre analysé jusqu'a la
date de péremption du don.

PROCEDURES DE TEST

Ce réactif a été standardisé pour étre utilisé avec les
techniques décrites ci-dessous et il n'est donc pas garanti
qu'une utilisation avec d'autres techniques soit adaptée.

Les exercices UK NEQAS pour la sérologie des groupes
sanguins ont démontré I'importance d'intégrer un contréle des
réactifs dans les tests de groupage sanguin lorsqu'un
potentialisateur est intégré dans la formulation du réactif ou doit
étre ajouté par l'utilisateur. Le controle des réactifs doit refléter
la formulation du réactif utilisé. Pour ce réactif, il est possible
d'obtenir un contréle des réactifs satisfaisant en remplagant le
sérum AB inerte, I'albumine de sérum bovin a 8-10 % dans une
solution saline ou le sérum du patient par le réactif de
détermination de groupe sanguin dans la procédure choisie.

MATERIEL ET REACTIFS SUPPLEMENTAIRES
NECESSAIRES

PBS pH 7,0 £0,2

LISS

Hématies-tests adaptées au contrdle des anticorps anti-E
Tubes a essai en verre de 12 x 75 mm

Lames en verre

Pipettes

Centrifugeuse



TECHNIQUES RECOMMANDEES

Technique en tube - Incubation de 5 minutes/
Centrifugation

Ajouter 1volume de réactif de détermination de groupe
sanguin dans un tube a essai de 12 x 75 mm.

Ajouter 1 volume de suspension d’hématies a 2-3 % dans un
tampon PBS de pH 7,0 + 0,2 ou a 1,5-2% dans un
tampon LISS.

Bien mélanger et laisser incuber pendant 5 minutes a 37 °C.
Centrifuger a 1 000 g pendant 10 secondes ou a une force g
et une durée alternatives appropriées.

Agiter délicatement le tube pour déplacer le culot cellulaire
du fond et observer une agglutination macroscopique.

Technique en tube- Incubation de 15 minutes/
Centrifugation

Ajouter 1 volume de réactif de détermination de groupe
sanguin dans un tube a essai de 12 x 75 mm.

Ajouter 1 volume de suspension d'hématies a 2-3 % dans un
tampon phosphate salin (PBS) de pH 7,0 +0,2 ou a 1,5-2 %
dans un tampon LISS.

Bien mélanger et laisser incuber pendant 15 minutes a
37°C.

Centrifuger & 1 000 g pendant 10 secondes ou & une force g
et une durée alternatives appropriées.

Agiter délicatement le tube pour déplacer le culot cellulaire
du fond et observer une agglutination macroscopique.

Technique sur lame

Ajouter 1 volume de réactif de détermination de groupe
sanguin dans une zone correctement préparée d'une lame
en verre, par exemple une zone ovale délimitée a l'aide d'un
crayon gras.

Ajouter 1 volume de suspension d'hématies a 30-45 % dans
un tampon PBS de pH 7,0 + 0,2 ou dans du sérum/plasma
homologue de méme groupe.

Bien mélanger par un mouvement en spirale pendant
environ 30 secondes et laisser incuber pendant 5 minutes a
température ambiante en mélangeant de temps en temps.
Observer l'agglutination macroscopique. Cette observation
peut étre facilitée par I'utilisation d'une source de lumiére
diffuse.

INTERPRETATION DES RESULTATS

Agglutination
Absence d'agglutination

résultat positif
résultat négatif

CONTROLE QUALITE

Le controle qualité des réactifs est essentiel et doit étre effectué
pour chaque série de groupes et pour les groupes uniques. Il
est recommandé d'utiliser les échantillons d'hématies suivants
pour contrler les réactions de ce réactif. D'autres types
d'hématies peuvent convenir, mais doivent étre sélectionnés
avec soin.

Les hématies O RiR: doivent étre utilisées comme controle
positif.

Les hématies O Rur doivent étre utilisées comme controle
négatif.

LIMITES DE PERFORMANCES

Les blocs chauffants et les bains-marie favorisent un meilleur
transfert de chaleur et sont recommandés pour les tests a
37 °C, en particulier lorsque la période d'incubation est de
30 minutes ou moins.

L'expression de certains antigénes des hématies peut
diminuer pendant le stockage, en particulier dans les
échantillons EDTA et les échantillons coagulés. De meilleurs
résultats seront obtenus avec des échantillons frais.

Les tests réalisés avec des lames ne sont pas recommandés
pour la détection de sous-groupes faibles. Tous les tests
réalisés avec des lames doivent étre confirmés par une
méthode avec tube.

Les tests doivent étre lus par une procédure de
« basculement ». Une agitation excessive peut perturber une
faible agglutination et produire des faux négatifs.

Il est important d'utiliser la force g recommandée durant la
centrifugation, car une centrifugation excessive peut entrainer
des difficultés a remettre en suspension le culot cellulaire,
tandis qu'une centrifugation inadéquate peut entrainer des
agglutinats qui se dispersent facilement.

De faux résultats positifs ou négatifs peuvent étre dus a la
contamination des matériaux testés, a une mauvaise
température de réaction, a un mauvais stockage des
matériaux, a I'omission de réactifs et a certaines pathologies.
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