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Anti-D
Reactiv monoclonal de testare pentru determinarea grupei sanguine
INFORMATII PENTRU UZ PROFESIONAL

0 C€ouss

Scopul propus

Anti-D este destinat utilizarii diagnostice in vitro si este utilizat pentru identificarea grupei sanguine. Acesta este utilizat
pentru identificarea calitativa a antigenului RhD al sistemului de grupe sanguine Rhesus prin aglutinarea eritrocitelor in
probe de sange uman [fdrd sau cu anticoagulanti (EDTA sau PAGGS-M)] in teste manuale pe placd si in eprubete efectuate
de personal specializat. Antigenul RhD partial din categoria VI nu este detectat cu aceasta clond.

Principiul testului

impreund cu antigenele sistemului ABO de grupe sanguine, antigenul D este cel mai important antigen de grupa
sanguind in serologia grupelor sanguine. Spre deosebire de cei ai sistemului ABO, anticorpii sistemului Rh nu apar in
general in ser. Ei sunt intotdeauna rezultatul expunerii la antigen in timpul sarcinii sau prin transfuzie.

Caracteristica D a Rh este exprimata sub diferite forme:

- ca o caracteristica exprimata complet, tipic pentru Rh pozitiv (D pozitiv)

- ca 0 caracteristica mai putin intensa si/sau cu expresie modificata: fie ca un antigen D cu expresie slaba (D slab),
fie ca un antigen D modificat calitativ (D partial) care, de asemenea, poate fi slab exprimat (de ex. D categoria VI = D).
Persoanele care prezintd un antigen D cu importante modificari calitative, in special persoanele cu categoria D" pot fi
imunizate printr-o exprimare completd a caracteristicii D a Rh.

indrumérile prevad ca testarea pacientilor, a femeilor insrcinate si a nou-nascutilor sa fie efectuata utilizand cel putin doi
reactivi de testare anti-D cu anticorpi IgM diferiti care nu aglutineazd categoria D"'.

Testarea donatorilor de sange trebuie sa fie, de asemenes, efectuata utilizand doi reactivi de testare anti-D. Este necesar
ca fiecare antigen D caracteristic Rh exprimat slab sau doar partial sa fie detectat cu sigurantd (a se vedea ,Interpretarea
rezultatelor testului”).

Procedeele care se aplicd in cazul reactivului de testare anti-D se bazeazd pe principiul aglutindrii. Aglutinarea eritrocitelor
reprezintd un rezultat pozitiv al testului si indica prezenta antigenului D al Rh. Absenta aglutindrii constituie un rezultat
negativ si indicd faptul cd antigenul D al Rh nu este detectabil.

Compozitie

Reactivul de testare este obtinut din supernatantul din culturi celulare al liniei celulare heterohibride BS225. Anticorpii
apartin izotipului uman IgM. Addugarea de stabilizatori asigurd activitatea Reactivului de testare pe parcursul termenului
de valabilitate. Conservant: azida de sodiu (< 0,99 mg/ml).

Termen de valabilitate si conditii de depozitare

in cazul in care este pastrat la temperaturi cuprinse intre 2 °C si 8 °C, reactivul de testare pentru determinarea grupelor
sanguine poate fi utilizat pand la data indicata pe ambalaj. Dupd prima deschidere, acesta trebuie pastrat in ambalajul
inchis bine la temperaturi cuprinse intre 2 °C si 8 °C. A se evita contaminarea bacteriana. Nu utilizati reactivul daca are
aspect evident tulbure.

Materialul de testare

Sangele trebuie recoltat in conditii de asepsie, cu sau fard anticoagulant (EDTA sau PAGGS-M). Proba trebuie testata cat mai
curand posibil. Dacd testarea este efectuatd mai tarziu, proba trebuie pdstrata la temperaturi cuprinse intre 2 °C si 8 °C.
Contaminarea bacteriand a probei poate conduce la obtinerea unor rezultate false ale testarii.

Probele de sange recoltate in EDTA, precum si sangele coagulat pot fi examinate intr-un interval de pana la 14 zile de la
recoltare, iar sdngele donat poate fi testat pand la data de expirare. Totusi, aveti in vedere faptul cd pdstrarea in timp poate
conduce la aparitia unor reactii de intensitate mai redusa decat cele normale (a se vedea mai jos, la sectiunea ,Surse de
eroare si limitari”).

Materiale si echipamente nefurnizate

Eprubete pentru testare (75 x 12 mm sau 70 x 8 mm), pldci, pipete (volumul picaturii 40-50 pl), baghete aplicatoare, ser
fiziologic (154 mmol/1), centrifuga de laborator, cronometru.

Metode

1. Testul pe placa

1.1, Aplicati o picatura (40-50 pl) din reactivul de testare Anti-D pe o placa etichetata corespunzator.

1.2, La fiecare picatura de reactiv pentru testare adaugati o picatura (40-50 pl) dintr-o suspensie 5 % de eritrocite din
sangele care urmeazad s fie testat (in ser fiziologic). Amestecati cu atentie cu o bagheta aplicatoare curata din sticla
sau plastic.

1.3. Examinati amestecul pentru a observa prezenta aglutindrii, dupa ce acesta a fost incubat timp de 5, maxim 20 de
minute la 18...26 °C, prin rotirea sau scuturarea placii. Alternativ incubati timp de 20 de minute la 37 °C.

1.4. Notati rezultatele testului. Rezultatele testului trebuie interpretate imediat dupd incheierea testului, deoarece
produsul de reactie este instabil.

2. Testul in eprubeta

2.1. Preparati o suspensie celulara de 3-5% din eritrocitele care trebuie testate (spélate sau nespédlate) in ser fiziologic.

2.2. Aplicati o picaturd (40-50 pl) din reactivul pentru testare Anti-D intr-o eprubeta mica (de ex. 70 x 8 mm) etichetatd
corespunzator.

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 1 minut pana la 2 minute la o forta relativa de centrifugare (rcf) de 180 pana la 270 x g.

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

2.6. Notati rezultatele testului. Rezultatele testului trebuie interpretate imediat dupd incheierea testului, deoarece
produsul de reactie este instabil.

2.7. In cazul unei reactii slab pozitive, incerte sau negative, omogenizati continutul eprubetei prin scuturare; incubati
eprubeta timp de 15-20 de minute la 18...26 °C, centrifugati si apoi notati din nou rezultatele testului (a se vedea 2.4
pana la 2.6).

Interpretarea rezultatelor testului

Interpretarea rezultatelor testului la pacienti, femei insarcinate si nou-nascuti: in cazul existentei concomitente de reactii

pozitive la cei doi reactivi de testare anti-D, inclusiv reactii pozitive slabe neambigue, rezultatul este ,Rh pozitiv (D pozitiv)".

Dacd cei doi reactivi de testare conduc la rezultate diferite sau la rezultate pozitive discutabile, pacientul este declarat ca

fiind ,primitor Rh negativ (D negativ)”.

Interpretarea rezultatelor donatorilor de sange: in cazul existentei concomitente de reactii pozitive la cei doi reactivi de

testare anti-D, inclusiv reactii pozitive slabe neambigue, rezultatul este ,Rh pozitiv (D pozitiv)”.

in toate celelalte cazuri, proba trebuie examinata cu reagenti policlonali sau oligoclonali corespunzatori in cadrul unui test

indirect cu globuling anti-umana sau trebuie efectuat un test PCR RhD adecvat, pentru a detecta chiar si fiecare antigen D

exprimat slab sau doar partial (3 se vedea indrumarile mentionate mai sus sau reglementarile nationale specifice).

Masuri de precautie si avertismente

- Utilizarea procedeelor biotehnologice de productie inseamna ca riscul de contaminare a reactivului de testare cu
agenti infectiosi este practic inexistent. Deoarece reactivul pentru testare contine materiale de origine animala (ser
de fat bovin, stabilizatori), acesta ar trebui tratat ca avand potential infectios si trebuie manipulat corespunzator.

- Reactivul pentru testare contine azida de sodiu; evitati contactul cu tequmentul sau cu membranele mucoase.

- Materialele ramase de la testele utilizate 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 corecta a deseurilor din unitatile 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:

) pozitiv fals-negativ  sensibilitate negativ fals-negativ  specificitate
Testul in 14307 142 0 100 %" 288 0 100 %
eprubeta 15162 12212 72 99,43 % 2 2922 0 100 %2
Testul pe 21681 1686 1 99,94 % 524 0 100 %
placa 22502 17262 392 97,79 %2 5272 0 100 %2
1) Probe cu expresie normala a antigenului 2) inclusiv probe cu D slab

- Antigenul D slab exprimat (D slab) este recunoscut prin intermediul testului pe placa cu o sensibilitate care este
insuficienta. Din acest motiv se recomanda efectuarea testului in eprubetd cu incubare ulterioard in cazul unor
rezultate negative, incerte sau slab pozitive.

- Un rezultat slab pozitiv poate indica prezenta unui D slab sau a unui D partial (dintr-o categorie).

- Eritrocitele care nu poseda antigenul D nu sunt aglutinate.

- Dintre categoriile mai frecvente D" pana la D", singura cu care anticorpul IgM monoclonal BS225 nu reactioneaza
este categoria D"

Surse de eroare si limitari

- Testdri de control: pentru fiecare test trebuie testate in paralel eritrocite martor pozitive si negative si un test de auto-
control (test pentru autoaglutinare).

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

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

- Depozitarea inadecvata scade activitatea reactivului.

- Determinarea titrului: Pentru prepararea dilutiilor reactivilor monoclonali de testare este recomandata utilizarea
serului fiziologic care contine 2 % proteine (albuming serica bovina), pentru a facilita resuspensia produsilor
de reactie de pe placa sau de pe fundul eprubetei.

- Procedeele de aplicare sunt valabile doar pentru metodele manuale descrise. Atunci cand se utilizeazd instrumente
automate sau semi-automate, laboratoarele trebuie s urmeze instructiunile cuprinse in manualul de utilizare oferit
de producatorul instrumentului si sa efectueze validarile in conformitate cu procedeele aprobate.

Vigilenta

Toate incidentele grave aparute in legdturd cu produsul trebuie raportate cdtre sifin diagnostics gmbh, in calitate de

producator, precum si catre 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 (info@sifin.de) sau prin
intermediul EUDAMED.
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Dimensiunea ambalajului

Specificitate Anti-D
1x10 ml BG1315
10 x 10 ml BG1315-01

Explicarea simbolurilor utilizate

Numarul lotului

Numdrul de catalog

Aparaturd medicala de diagnostic in vitro

Reactiv de testare pentru determinarea grupei sanguine [CLONE| Descrierea clonei

A se utiliza pand la AAAA-LL (LL=sfarsitul lunii)

Limitare a temperaturii
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