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Anti-A, Anti-B, Anti-AB

Monoklonale Testreagenzien zur Blutgruppenbestimmung
INFORMATION ZUM GEBRAUCH DURCH FACHPERSONAL
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Anwendungsgebiete
Die monoklonalen Testreagenzien dienen zur Bestimmung der Antigene des ABO-Blutgruppensystems durch Agglutination
menschlicher Erythrozyten.

Testprinzip

Die ABO-Blutgruppen des Menschen werden durch das Vorhandensein oder Fehlen der Antigene A und/oder B auf den Erythro-
zyten definiert. Eine Besonderheit des ABO-Blutgruppensystems besteht in der Tatsache, dass Personen, deren Erythrozyten
das Antigen A und/oder B nicht tragen, in der Regel Antikorper gegen das bzw. die fehlenden Antigene bilden. Die prinzipiellen
Antigene und Antikérper des ABO-Systems sind in der nachfolgenden Tabelle dargestellt:

Blutgruppe Antigene auf den Erythrozyten Antikorper im Serum
0 weder A noch B Anti-A und Anti-B

A A Anti-B

B B Anti-A

AB Aund B keine

Durch die spezifischen monoklonalen IgM-Antikorper in den Testreagenzien werden Erythrozyten mit dem homologen
Antigen bzw. den homologen Antigenen agglutiniert. Keine Agglutination beweist die Abwesenheit des homologen
Antigens. Die Resultate der Bestimmung der Antigene mit den Testreagenzien mussen durch die Untersuchung des
Serums unter Benutzung von Testerythrozyten bekannter ABO-Blutgruppen bestétigt werden (siehe ,Interpretation der
Ergebnisse”). Diskrepanzen zwischen der Bestimmung der Erythrozytenantigene und der Bestimmung der Alloagglutinine
mussen unbedingt geklart werden.

Zusammensetzung

Die Testreagenzien werden aus dem Kulturiberstand von Hybridom-Zelllinien hergestellt. Die Hybridomzelllinien entstanden
durch Fusion von Milzzellen immunisierter Mause mit Mausmyelomzellen. Die Antikdrper gehéren zum IgM-Isotyp. Die
monoklonalen Testreagenzien enthalten Antikorper der folgenden Hybridomzelllinien: Testreagenz Anti-A: Klon sifin A-11H5,
Testreagenz Anti-B: Klon sifin B-6F9, Testreagenz Anti-AB: Klon sifin A-5E10 und Klon sifin B-2D7. Die Testreagenzien Anti-A
und Anti-B sind geférbt, um durch die blaue bzw. gelbe Farbung des Testreagenzes Verwechslungen zu vermeiden und
die Kontrolle im Reaktionsansatz zu ermdglichen. Konservierungsmittel: Natriumazid (<0,99 mg/ml)

Haltbarkeit und Lagerungsbedingungen

Die Testreagenzien sind bei Lagerung bei 2...8 °C bis zu dem auf dem Etikett angegebenen Datum verwendbar. Nach dem
erstmaligen Offnen sind die Testreagenzien gut verschlossen bei 2...8 °C zu lagern. Wéhrend der Testdurchfiihrung kann das
Reagenz 2-3 h bei 18...26 °C gelagert werden. Bakterielle Kontamination ist zu vermeiden. Deutlich getribtes Testreagenz
ist vom Gebrauch auszuschlieRen.

Untersuchungsmaterial

Das Blut sollte aseptisch mit oder ohne Antikoagulans (EDTA) entnommen werden. Die Probe sollte so schnell wie mdglich
getestet und bei Verzug bei 2...8 °C gelagert werden. Bakterielle Kontamination der Probe kann falsche Resultate verursa-
chen. Heparinblute sollten nicht langer als 2 Tage aufbewahrt werden. Mit EDTA antikoagulierte Blutproben sowie geronne-
nes Blut kann bis 14 Tage nach Entnahme, Spenderblut bis zum Verwendbarkeitsdatum der Konserve untersucht werden.
Allerdings kann die Aufbewahrung schwéchere Reaktionen als normalerweise bedingen (siehe unter ,Hinweise”).

Nicht mitgelieferte Materialien und Ausriistungen
Testrohrchen (75 x 12 mm oder 70 x 8 mm), Platten, Pipetten (Tropfenvolumen 40-50 pl), Objekttrager, Rihrstabchen,
physiologische Natriumchloridlosung (154 mmol/I), Laborzentrifuge, Kurzzeitwecker.

Methodik

1. Plattentest bzw. Objekttragertest

11, Auf einer korrekt beschrifteten Platte wird je 1 Tropfen (40-50 pl) Testreagenz Anti-A, Anti-B und Anti-AB vorgelegt.
Anstelle der Platte konnen korrekt beschriftete Objekttrager (Lauertechnik) benutzt werden.

1.2.  Zu jedem Tropfen Testreagenz wird 1 Tropfen (40-50 pl) einer 5 %igen Erythrozytensuspension der zu untersuchenden
Blutprobe in physiologischer Natriumchloridlésung gegeben und mit einem sauberen Glas- oder Plastikstab sorgfaltig
gemischt.

1.3. Nach 5, maximal nach 20 min Inkubation bei 18...26 °C wird unter Rotieren oder Kippen der Platte bzw. des Objekttragers
auf Agglutination gepruft. Anstelle der 5 %igen Erythrozytensuspension kann Blut benutzt werden. In diesem Fall ist die
Reaktionszeit auf maximal 5 min zu beschrénken, um falsch positive Resultate durch Eintrocknungseffekte zu vermeiden.

1.4. Das Ergebnis wird abgelesen und protokolliert. Die Ablesung muss unmittelbar nach Abschluss des Tests erfolgen,
da das Reaktionsprodukt nicht stabil ist.

2. Rohrchentest

2.1, Die Erythrozyten (gewaschen oder ungewaschen) der zu untersuchenden Blutprobe werden 3-5 %ig in physiologischer
Natriumchloridlosung suspendiert.

2.2. In 3 korrekt beschrifteten, geeigneten Rohrchen (z. B. 70 x 8 mm) wird je 1 Tropfen (40-50 pl) Testreagenz Anti-A,
Anti-B und Anti-AB vorgelegt.

2.3. Zu jedem Réhrchen wird 1 Tropfen (40-50 pl) Erythrozytensuspension zugegeben und durch Schitteln gut gemischt.

2.4. Die Mischung wird sofort bei 180 bis 270 x g 1 bis 2 min zentrifugiert.

2.5. Der Uberstand wird auf Abwesenheit von Hamolyse kontrolliert. Himolyse kann durch bakterielle Kontamination
verursacht werden.

2.6. Das Sediment wird durch vorsichtiges Schitteln vom Boden des Rohrchens gelost und auf Agglutination gepriift.

2.7. Das Ergebnis wird abgelesen und protokolliert. Die Ablesung muss unmittelbar nach Abschluss des Tests erfolgen,
da das Reaktionsprodukt nicht stabil ist.

Interpretation der Ergebnisse
Die Ergebnisse der Antigenbestimmung auf den Erythrozyten und der Bestimmung der Alloantikorper einer Blutprobe mussen
Ubereinstimmen. Die nachfolgende Tabelle enthalt die Reaktionsbilder der haufigsten ABO-Phanotypen und ihre Haufigkeit:

Antigenbestimmung mit Antikorperbestimmung mit Testerythrozyten ABO-Blutgruppe Haufigkeit %
Anti-A Anti-B Anti-AB A, A, B 0

+ - + - - + - A 40

- + + + + - - B 1

- - - + + + - 0 45

+ + + - - - - AB 4

Die Interpretation der Ergebnisse von Neugeborenen kann dadurch kompliziert werden, dass Neugeborenenserum nicht immer
Antikérper gegen die nicht vorhandenen Antigene enthélt. Bei der Untersuchung von Nabelschnurblut kdnnen passiv von der
Mutter ibertragene Anti-A- und/oder Anti-B-Antikorper die Reaktion beeinflussen. Nabelschnurblute kdnnen auch schwécher
als normale Blute reagieren, da die ABH-Antigene bei Geburt nicht vollig ausgebildet sind.

Warnhinweise

- Durch die biotechnologische Herstellung der Testreagenzien ist das Risiko einer Kontamination durch infektiose
Krankheitserreger nahezu ausgeschlossen. Wegen des Gehalts an Materialien tierischen Ursprungs (fetales Kélber-
serum, Stabilisator) sollten die Testreagenzien als potentiell infektios gehandhabt werden.

- Wegen des Gehalts an Natriumazid Kontakt der Haut oder Schleimhdute mit den Blutgruppentestreagenzien vermeiden.

Leistungsmerkmale und Grenzen des Verfahrens
Die Leistungsbewertung entsprechend der Common Technical Specifications (CTS: Entscheidung der EU-Kommission vom
03.02.2009) ergab die folgenden berechneten diagnostischen Werte:

Reagenz positiv falsch-negativ ~ Sensitivitat negativ falsch-positiv ~ Spezifitat
Anti-A 12.359 0 100 % 13.326 0 100 %
Anti-B 5.535 0 100 % 20.150 0 100 %
Anti-AB 1.215 0 100 % 462 0 100 %

- Die monoklonalen Testreagenzien erfassen schwach ausgepragte Antigene mit normaler oder abgeschwachter
Agglutinationsstarke (A,, B**) oder abgeschwachter bis negativer Reaktion (A ). Der Nachweis schwach ausge-
pragter Antigene sollte wegen der groSeren Empfindlichkeit im Rohrchentest erfolgen, ggf. nach Inkubation fir 30 min.

- Monoklonales Testreagenz Anti-B reagiert richtig negativ bei erworbener B-Eigenschaft.

- Monoklonales Testreagenz Anti-A erkennt Tn. Tn-positive Probanden sind vom Blutspenden auszuschlieRen, da das Auftre-
ten von Tn als Zeichen eines praleukamischen Zustandes angesehen wird und die Erythrozyten poly-agglutinabel sind.

- Titerbestimmungen: Zur Verdinnung der monoklonalen Testreagenzien fur Titerbestimmungen sollte physio-
logische Natriumchloridlosung mit einem Zusatz von ca. 2 % Protein (AB-Serum oder Rinderserumalbumin) benutzt
werden, um die Resuspendierung der Reaktionsprodukte von der Platte bzw. dem Réhrchenboden zu erleichtern.

Hinweise

- Kontrolle: Bei jedem Versuch sind positive und negative Kontrollerythrozyten mitzufthren.

- Bei Erythrozytenkonzentrationen unter 3 % konnen im Platten- und Objekttragertest abgeschwachte Reaktionen auftreten.
- Gealterte Blute konnen schwachere Reaktionen als frische Blute ergeben.

- Blutproben konnen im Plattentest mit Blut gelegentlich mit Geldrollenbildung reagieren, die einer schwachen
Agglutination gleicht und als falsch positiv bewertet werden kann. Das Phanomen hat nicht-immunologische
Ursachen. Mit Geldrollenbildung muss bei Heparinbluten, Patienten, die mit Plasmaexpandern (z. B. Dextran
oder Hydroxyethylstarke) behandelt wurden, sowie bei Patienten mit Plasmozytomen (hoher Proteingehalt,
verdnderte Proteinzusammensetzung), onkologischen Erkrankungen (pathologisches Blutbild) und Gerinnungs-
stérungen gerechnet werden. Bei diesen Patienten sollte unbedingt der Rohrchentest benutzt werden, da bei
Anwendung von Suspensionen das Phanomen in der Regel nicht nachweisbar ist.

Die angegebenen Konzentrationen der Erythrozytensuspensionen, die Reaktionszeiten und -bedingungen sind
einzuhalten, um korrekte Resultate zu erhalten.
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(1) Richtlinie zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Richtlinie Hdmotherapie),
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monoclonal antibodies with Anti-A, Anti-B and Anti-AB specificities, some superior to human polyclonal ABO reagents. Vox Sang
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Anti-A, Anti-B, Anti-AB
Monoclonal test reagents for blood-group determination
INFORMATION FOR PROFESSIONAL USE
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Application
The monoclonal test reagents are used to detect the antigens of the ABO blood group system by agglutination of human
red blood cells.

Principle of the test

The human ABO blood group system is defined by presence or absence of the antigens A and/or B on the erythrocytes.
The special feature of the ABO blood group system in that persons lacking the A and/or B antigens from the red blood
cells regularly have antibodies in the serum directed against the missing antigen or antigens. The following table shows
the principal antigens and antibodies of the ABO system:

Blood group Antigens present on the red blood cells Antibodies present in the serum
0 neither A nor B Anti-A and Anti-B

A A Anti-B

B B Anti-A

AB Aand B none

The specific monoclonal antibodies of the test reagents agglutinate red blood cells possessing the homologous antigen or
antigens. No agglutination indicates the absence of the relevant antigen. The results of the identification of the antigens
using the test reagents must be confirmed by testing the serum with red blood cells of a known ABO blood group (see
Interpretation of test results” below). Any difference in the results of the red blood cell antigen and the alloagglutinin
test must be clarified.

Composition

The test reagents are manufactured from the cell culture supernatant of hybridoma cell lines. The hybridoma cell lines were
obtained by fusion of spleen cells of immunized mice with mouse myeloma cells. The antibodies belong to the IgM isotype.
The monoclonal test reagents contain antibodies of the following hybridoma cell lines: Test reagent Anti-A: clone sifin
A-11H5, test reagent Anti-B: clone sifin B-6F9, test reagent Anti-AB: clone sifin A-5E10 and clone sifin B-2D7.

The test reagents Anti-A and Anti-B are coloured to avoid confusion and to permit checking of the test mixture through the
blue and yellow colours, respectively.

Preservative: sodium azide (<0.99 mg/ml).

shelf life and storage

If stored at 2...8 °C, the test reagents can be used until the date indicated on the label. After opening, they should be stored
well closed at 2...8 °C. While performing the test, the reagent can be stored for 2-3 h at 18...26 °C. Avoid bacterial contami-
nation. Avoid bacterial contamination. Do not use if markedly turbid.

Test material

Blood should be drawn by an aseptically, with or without an anticoagulant (EDTA). The specimen should be tested as soon
as possible after collection. If testing is delayed, the specimen must be stored at 2...8 °C. Bacterial contamination of the
specimen may cause false test results. Blood drawn into heparin should not be stored for longer than two days. Blood
drawn into EDTA as well as clotted blood may be tested up to 14 days after collection, and donor blood may be tested up
to the expiration date. Note, however, that storage may result in weaker than normal reactions (see ,Notes” below).

Materials and equipment not supplied
Test tubes (75 x 12 mm or 70 x 8 mm), plates, pipettes (drop volume 40-50 pl), slides, applicator sticks, physiological
sodium chloride solution (154 mmol/l), laboratory centrifuge, timer.

Methods

1. Slide or plate test

11, Place 1drop (40-50 pl) of test reagents Anti-A, Anti-B and Anti-AB, respectively, on a properly labelled plate. Instead
of the plate, slides (Lauer technique) may be used.

1.2.  To each drop of test reagent, add 1 drop (40-50 pl) of a 5% suspension of the red blood cells to be tested (in
physiological saline). Mix carefully with a clean glass or plastic applicator stick.

1.3.  Read for agglutination after 5, at the most 20 min incubation at 18...26 °C by rotating or rocking the plate or slide
slowly. Instead of the 5% suspension, a drop of blood may be used. Caution: Reaction times longer than
5 minutes may cause false positive results due to drying of the reactants.

1.4. Record test results. Test results must be interpreted immediately upon completion of the test as the reaction
product is unstable.

2. Tube test

2.1, Prepare a 3-5% suspension of the red blood cells to be tested (washed or unwashed) in physiological sodium
chloride solution.

2.2. Place 1drop (40-50 pl) of test reagents Anti-A, Anti-B and Anti-AB, respectively, in three small (e. g., 70 x 8 mm),
properly labelled test tubes.

2.3. Add 1 drop (40-50 pl) of the red blood cell suspension to each tube and mix thoroughly by shaking.

2.4. Centrifuge immediately for 1 to 2 min at rcf 180 to 270 x g.

2.5.  Examine the supernatant for the absence of haemolysis. Haemolysis may be the consequence of bacterial contamination.

2.6. Gently shake the tube to loosen the sediment from the bottom of the tube and examine for agglutination.

2.7. Record test results. Test results must be interpreted immediately upon completion of the test as the reaction
product is unstable.

Interpretation of the test results

There must be agreement between the results of the antigen detection (cell grouping) and the detection of the alloanti-
bodies (serum grouping) of a blood specimen. The following table shows the reaction patterns of the most common ABO
phenotypes and their approximate frequencies:

Cell Grouping Serum Grouping ABO Group Frequency %
Anti-A Anti-B Anti-AB Acells  A,cells  Bcells 0 cells

+ - + - - + - A 40

- + + + + - - B 1

- - - + + + - 0 45

+ + + - - - - AB 4

The interpretation of reactions obtained when testing infant bloods may be complicated by the fact that the infant’s
serum does not necessarily contain antibody for any antigen absent from the cells, and passive anti-A and/or anti-B
antibodies from the mother’s circulation may yield conflicting results when tests are performed on umbilical cord blood
specimens. Umbilical cord blood specimens may also produce weaker than normal reactions in the cell grouping, as the
ABH antigens are imperfectly developed at birth.

Warnings

- The use of biotechnological production means that the risk of contamination of the test reagents with infectious
agents is virtually excluded. Since the test reagents contain materials of animal origin (fetal calf serum, stabilizer)
they should be treated as a potential health hazard and be handled accordingly.

- The test reagents contain sodium azide; avoid any contact with the skin or mucous membranes.

Notes and limits of the procedure
The performance assessment according to the Common Technical Specifications (CTS: decision of the EU commission on
03.02.2009) yielded the following calculated diagnostic values:

reagent positive false negative sensitivity negative false positive  specificity
Anti-A 12359 0 100 % 13326 0 100 %
Anti-B 5535 0 100 % 20150 0 100 %
Anti-AB 1215 0 100 % 462 0 100 %

- The monoclonal test reagents agglutinate weakly expressed antigens with normal or weaker agglutination strength
(A, B*e*) or weaker to negative reaction (A ). To determine weakly expressed antigens the tube test should be
used because of its higher sensitivity, if necessary with incubation for 30 minutes.

- Monoclonal test reagent Anti-B does not react with acquired B.

- Monoclonal test reagent Anti-A reacts with Tn. Tn positive persons must be excluded from donating blood as the
occurrence of Tn is considered to be a symptom of a preleukaemic state and the red blood cells are polyagglutinable.

- Titre determinations: To prepare dilutions of the monoclonal test reagents, the use of physiological saline
containing 2 % protein (AB serum, bovine serum albumin) is recommended to facilitate the resuspension of the
reaction products from the plate or the bottom of the tube.

Notes

- Control: For each test, positive and negative control red blood cells have to be tested in parallel.

Concentrations of red blood cells that are lower than 3 % may cause weaker reactions on plates or slides.

Older blood specimens may show weaker reactions than fresh specimens.

- On plates, blood samples may occasionally react by rouleaux formation, which can be mistaken for a weak agglutination
and may incorrectly be read as a positive result. This phenomenon has non-immunological causes. Rouleaux
formation also occurs in heparin blood, blood from patients treated with plasma expanders (e. g., dextran or
hydroxyethyl starch) as well as patients with plasmacytoma (high protein content, changes in protein composition),
oncological disease (pathological blood count) or coagulation dysfunctions. For these patients, use the tube test,
since this phenomenon is usually not detectable in suspensions.

- The concentrations of red blood cell suspensions and the reaction times and conditions specified above must be
observed in order to obtain correct results.

Literature

(1) Richtlinie zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Richtlinie Hdmotherapie),
current version (2) Technical Manual, 17th ed. Bethesda, American Assoc. of Blood Banks, 2011 (3) Messeter L et al: Mouse
monoclonal antibodies with Anti-A, Anti-B and Anti-AB specificities, some superior to human polyclonal ABO reagents. Vox Sang
1984; 46, 185-194
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Réactifs monoclonaux pour la détermination des groupes sanguins

INFORMATIONS A USAGE PROFESSIONNEL
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Application
Les réactifs monoclonaux sont utilisés pour détecter les antigénes du systeme de groupe sanguin ABO dans des tests
d‘agglutination de globules rouges humains.

Principe du test

Le systeme de groupe sanguin ABO est défini par la présence ou I'absence des antigenes A et/ou B sur les hématies.
La caractéristique spécifique du systeme de groupe sanguin ABO est que les personnes dont les globules rouges ne
posseédent pas les antigenes A et/ou B ont habituellement des anticorps sériques dirigés contre I'antigéne ou les
antigenes manquant(s). Le tableau suivant montre les principaux antigénes et anticorps du systéme ABO:

Groupe sanguin Antigenes présents sur les globules rouges Anticorps présents dans le sérum
0 niAniB Anti-A und Anti-B

A A Anti-B

B B Anti-A

AB AetB aucun

Les anticorps monoclonaux spécifiques utilisés comme réactifs dans le test agglutinent les globules rouges qui possedent
I'antigéne ou les antigénes homologues. Labsence d‘agglutination indique I'absence de I'antigéne en question. Les
résultats de I'identification des antigenes a laide des réactifs du test doivent étre confirmés en testant le sérum avec des
globules rouges de groupe sanguin ABO connu (voir « Interprétation des résultats du test » ci-dessous). Toute différence
entre les résultats du test de I'antigéne des globules rouges et du test d'alloagglutinine doit étre clarifiée.

Composition

Les réactifs du test sont fabriqués a partir de surnageant de cultures cellulaires de lignées d’hybridomes. Les lignées
cellulaires d’hybridomes ont été obtenues par fusion de cellules de rate de souris immunisées et de cellules de myélome
murin. Les anticorps sont d‘isotype IgM. Les réactifs monoclonaux utilisés dans le test contiennent des anticorps des lignées
cellulaires d’hybridomes suivantes: Réactif Anti-A: clone sifin A-11H5, réactif Anti-B: clone sifin B-6F9, réactif Anti-AB: clone
sifin A-5E10 et clone sifin B-2D7. Les réactifs Anti-A et Anti-B sont colorés pour éviter toute confusion et permettre de vérifier
le mélange du test par sa couleur bleue ou jaune, respectivement. Conservateur: azoture de sodium (< 0,99 mg/ml)

Durée de conservation et stockage

S'ils sont conservés a 2...8 °C, les réactifs du test peuvent étre utilisés jusqu'a la date indiquée sur l‘étiquette. Apres
ouverture, ils doivent étre conservés bien fermés a 2...8 °C. Lors de la réalisation du test, le réactif peut étre conservé a
18...26 °C pendant 2 a 3 heures. Eviter toute contamination bactérienne. Ne pas utiliser si la solution est nettement trouble.

Matériel pour le test

Le sang doit étre prélevé de maniére aseptique, avec ou sans anticoagulant (EDTA). Léchantillon doit étre testé des

que possible aprés le prélevement. Si le test est retardé, I'échantillon doit étre conservé 3 2...8 °C. Une contamination
bactérienne de I'échantillon peut donner de faux résultats lors du test. Le sang prélevé dans un tube contenant de
I’héparine ne doit pas étre conservé plus de deux jours. Le sang prélevé dans un tube contenant de I'EDTA ainsi que le
sang coagulé peuvent étre testés jusqu‘a 14 jours apres le prélévement, et le sang de donneur peut étre testé jusqu’a la
date d'expiration. Il est & noter cependant que la conservation peut donner des réactions plus faibles que la normale (voir
« Notes » ci-dessous).

Matériel et équipement non fournis
Tubes a essai (75 x 12 mm ou 70 x 8 mm), plaques, pipettes (volume de goutte 40-50 pl), lames, batonnets applicateurs,
solution physiologique de chlorure de sodium (154 mmol/I), centrifuge de laboratoire, minuterie.

Méthodes

1. Test sur lame ou sur plaque

1.1, Placer 1 goutte (40-50 pl) de réactif Anti-A, Anti-B et Anti-AB, respectivement, sur une plaque étiquetée de maniere
appropriée. Il est possible d’utiliser des lames au lieu de plaques (technique Lauer).

1.2. A chaque goutte de réactif, ajouter 1 goutte (40-50 pl) de suspension a 5 % de globules rouges 3 tester (dans du
sérum physiologique). Mélanger avec soin avec un batonnet applicateur propre en verre ou en plastique.

1.3. Lire le degré d‘agglutination au bout de 5 minutes - 20 minutes au plus - d'incubation 3 18...26 °C en faisant tourner
ou basculer Ia plaque ou la lame lentement. Il est possible d‘utiliser une goutte de sang au lieu de la suspension a
5 %. Mise en garde: Les temps de réaction supérieurs a 5 minutes peuvent donner de faux résultats positifs dus
3 la dessiccation des réactifs.

1.4. Enregistrer les résultats du test. Les résultats du test doivent étre interprétés immédiatement apres sa réalisation
car le produit de la réaction est instable.

2. Test dans un tube

2. Préparer une suspension a 3-5 % de globules rouges a tester (lavés ou non) dans une solution physiologique de
chlorure de sodium.

2.2. Placer 1 goutte (40-50 pl) de réactif Anti-A, Anti-B et Anti-AB, respectivement, dans trois petits tubes a essai (par
ex. 70 x 8 mm) étiquetés de maniere appropriée.

2.3. A chaque tube, ajouter 1 goutte (40-50 pl) de la suspension de globules rouges et agiter pour bien mélanger.

2.4. Centrifuger immédiatement pendant 13 2 minutes 3 une FCR de 180 3 270 x g.

2.5. Examiner le surnageant pour vérifier 'absence d’hémolyse. L'hémolyse peut résulter d'une contamination bactérienne.

2.6. Agiter doucement le tube pour dégager le sédiment du fond du tube et examiner le degré d'agglutination.

2.7. Enregistrer les résultats du test. Les résultats du test doivent étre interprétés immédiatement apres sa réalisation
car le produit de la réaction est instable.

Interprétation des résultats du test

Les résultats de détection d’antigene (groupage selon I‘épreuve cellulaire) doivent correspondre aux résultats de détection
d‘alloanticorps (groupage selon Iépreuve sérique) de |‘échantillon sanguin. Le tableau suivant montre les profils de réaction
des phénotypes ABO les plus courants et leur fréquence approximative :

Groupage selon Iépreuve cellulaire  Groupage selon I'épreuve sérique Groupe ABO Fréquence %
Anti-A Anti-B Anti-AB A, A, B 0

+ - + - - + - A 40

- + + + + - - B 1

- - - + + + - 0 45

+ + + - - - - AB 4

Linterprétation des réactions obtenues lors des tests de sang de nouveau-nés peut étre compliquée du fait que le sérum de
nouveau-né ne contient pas nécessairement d‘anticorps dirigés contre un antigéne absent des cellules, et que des anticorps
passifs anti-A et/ou anti-B provenant de la circulation maternelle peuvent donner des résultats contradictoires lorsque les tests
sont réalisés sur des échantillons de sang du cordon ombilical. Les échantillons de sang du cordon ombilical peuvent aussi
donner des réactions plus faibles que la normale pour le groupage selon I€preuve cellulaire car les antigenes ABH sont
imparfaitement développés 3 la naissance.

Avertissements

- La production biotechnologique signifie que le risque de contamination des réactifs du test par des agents infectieux est
pratiquement exclu. Puisque les réactifs contiennent des substances dorigine animale (sérum de veau foetal, stabilisateur),
ils doivent étre traités comme étant potentiellement dangereux pour la santé et donc manipulés en conséquence.

- Les réactifs utilisés pour le test contiennent de I'azoture de sodium; éviter tout contact avec la peau ou les muqueuses.

Notes et limites de la procédure
L'évaluation de la performance selon les spécifications techniques communes (Common Technical Specifications, CTS :
décision de la Commission européenne du 03/02/2009) a permis de calculer les valeurs diagnostiques suivantes :

reagent positif faux négatif sensibilité négatif faux positif spécificité
Anti-A 12.359 0 100 % 13.326 0 100 %
Anti-B 5.535 0 100 % 20.150 0 100 %
Anti-AB 1.215 0 100 % 462 0 100 %

- Les réactifs monoclonaux agglutinent les antigénes faiblement exprimés avec un degré d‘agglutination normal ou plus faible
(A, BR) ou une réaction plus faible, voire négative (A ). Afin d‘identifier les antigenes faiblement exprimés, le test en tube
doit étre utilisé en raison de sa plus grande sensibilité, avec une incubation de 30 minutes si nécessaire.

- Le réactif monoclonal Anti-B ne réagit pas avec un antigéne B acquis.

- Le réactif monoclonal Anti-A réagit avec Tn. Les personnes positives pour Tn ne doivent pas donner de sang car la
présence de Tn est considérée comme un symptome d'état préleucémique et les globules rouges sont polyagglutinables.

- Détermination du titre: Pour préparer les dilutions de réactifs monoclonaux pour le test, I'tilisation de sérum
physiologique contenant 2 % de protéines (sérum AB, albumine sérique bovine) est recommandée afin de faciliter
la remise en suspension des produits de la réaction de la plaque ou du fond du tube.

Remarques

- Témoins: Des globules rouges témoins positifs et négatifs doivent étre testés en parallele pour chaque test.

- Les concentrations de globules rouges inférieures a 3 % peuvent donner des réactions plus faibles sur plaques ou sur lames.

- Les échantillons sanguins plus anciens peuvent donner des réactions plus faibles que les échantillons frais.

- Sur plaques, les échantillons sanguins peuvent occasionnellement réagir par la formation de rouleaux, qui peuvent
étre confondus avec un faible degré d'agglutination et donc interprétés de maniére erronée comme un résultat positif. Ce phé
nomene est dorigine non immunologique. La formation de rouleaux se produit également avec du sang hépariné, le sang
de patients traités avec des extenseurs du volume plasmatique (par ex. le dextran ou I'hydroxyéthylamidon) ainsi que le
sang de patients présentant un plasmacytome (taux élevé de protéines, modification de la composition protéique), des mala
dies oncologiques (numération sanguine pathologique) ou des troubles de la coagulation. Pour ces patients, il convient
d'utiliser le test en tube car ce phénomeéne n'est habituellement pas détectable en suspension.

- Les concentrations de suspensions de globules rouges, les temps de réaction et les conditions spécifiées ci-dessus
doivent étre respectés afin d'obtenir des résultats exacts.

Bibliographie

(1) Richtlinie zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Richtlinie Hémotherapie), Version
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bodies with Anti-A, Anti-B and Anti-AB specificities, some superior to human polyclonal ABO reagents. Vox Sang 1984; 46, 185-194
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Reactivi monoclonali pentru testare, pentru determinarea grupei sanguine
INFORMATII PENTRU UZ PROFESIONAL

o C€o4s3

Indicatii de utilizare

Reactivii monoclonali de testare sunt utilizati pentru detectarea antigenelor sistemului ABO de grupe sanguine prin
aglutinarea eritrocitelor sanguine umane.

Principiul testarii

Sistemul uman de grupe sanguine ABO este definit prin prezenta sau absenta antigenelor A si/sau B la suprafata eritrocitelor.
Caracteristica speciala a sistemului de grupe sanguine ABO consta in faptul ca persoanele care nu poseda antigenul A si/sau
antigenul B la suprafata eritrocitelor prezintd de obicei anticorpi serici impotriva antigenului(lor) lipsa. Tabelul de mai jos
prezinta 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 aglutindrii indicd absenta antigenului relevant. Rezultatul identificarii antigenelor prin utilizarea
reactivilor de testare trebuie confirmat prin testarea serului cu eritrocite apartinand unei grupe sanguine ABO cunoscute
(a 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: clond sifin A-11H5, reactiv de testare Anti-B: clona sifin B-6F9, reactiv de testare Anti-AB: clond sifin A-5E10 si clond
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 indicats pe
ambalaj. Dupa deschidere, acestia trebuie pastrati in ambalajul inchis bine la temperaturi cuprinse intre 2 °C si 8 °C. In timpul

efectudrii testului reactivul poate fi pastrat pentru 2-3 ore la temperaturi cuprinse intre 18 °C si 26 °C. A se evita contaminarea

bacteriana. Nu utilizati reactivii daca au aspect evident tulbure.

Materialul de testare

Sangele trebuie recoltat in conditii de asepsie, cu sau fard anticoagulant (EDTA). Proba trebuie testata cat mai curand posibil
dupa recoltare. Dacd testarea este efectuatd mai tarziu, proba trebuie pdstratd la temperaturi cuprinse intre 2 °C si 8 °C.
Contaminarea bacteriand a probei poate conduce la obtinerea unor rezultate false ale testarii. Sangele recoltat in heparind nu
trebuie pastrat mai mult de doud 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 pana la data de expirare (a se vedea mai jos,
la sectiunea ,Observatii”).

Materiale si echipamente nefurnizate
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 clorura de sodiu (154 mmol/l), centrifuga de laborator, cronometru.

Metode

1. Testul pe placa sau lameld

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

1.2.  Lafiecare picdtura de reactiv pentru testare adaugati o picaturd (40-50 pl) dintr-o suspensie 5 % de eritrocite care
trebuie testate (in ser fiziologic) si amestecati cu atentie cu o bagheta aplicatoare curata de sticld sau de plastic.

1.3.  Examinati pentru a observa prezenta aglutinarii, dupa 5, maxim 20 de minute de incubare I3 18...26 °C, prin rotirea
sau balansarea lentd a placii sau a lamelei. in locul suspensiei 5 % se poate utiliza o picstura de sange. Atentie:
Timpii de reactie mai lungi decat 5 minute pot cauza rezultate fals pozitive ca urmare a uscarii reactantilor.

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

2. Testul in eprubeta

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

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 corespunzator.

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

2.4. Centrifugati imediat timp de 1-2 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 contaminarii 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 sd existe concordantd intre rezultatele detectarii antigenului (gruparea celulard) si rezultatele detectarii aloanticorpilor
(gruparea serologicd) ale unei probe de sange. Tabelul de mai jos prezintd 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

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 celularg,
deoarece antigenele ABH nu sunt complet dezvoltate la nastere.

Atentiondri

- Utilizarea procedeelor biotehnologice de productie inseamnd 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.

Observatii si limitarile procedeului
Evaluarea performantei in conformitate cu Specificatiile tehnice comune (CTS: Decizia Comisiei UE din data de 03.02.2009)
a3 indicat urmdtoarele 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 aglutineaza antigenele cu expresie slabd cu o intensitate a aglutindrii normala sau
slaba (As, B**) sau reactie slabd pana 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 reactioneaza cu Tn. Persoanele cu Tn pozitiv trebuie excluse din randurile
donatorilor de sange deoarece existenta Tn este consideratd a fi un simptom al unei stari preleucemice, iar eritrocitele
sunt poliaglutinabile.

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

Observatii

- Testari de control: pentru fiecare test trebuie testate in paralel eritrocite de control pozitive si negative.

- 0 concentratie a eritrocitelor mai mica decat 3% poate cauza reactii de intensitate mai redusa pe placd sau lamela.
- In cazul probelor mai vechi de sange se pot obtine rezultate de intensitate mai slaba decat in cazul probelor proaspete.
- Pe placi probele de sange pot uneori reactiona prin formare de rulouri, situatie care poate fi confundata cu o
aglutinare slaba si poate fi interpretata 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 expandeazd 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 pato
logic) sau tulburari de coagulare. in cazul acestor pacienti utilizati testul in eprubeta, deoarece acest fenomen nu
poate fi detectat de obicei in suspensie.

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

Referinte

(1) Richtlinie zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Richtlinie Hdmotherapie), Versiune
curentd (2) Technical Manual, 17th ed. Bethesda, American Assoc. of Blood Banks, 2011 (3) Messeter L et al: Mouse monoclonal
antibodies with Anti-A, Anti-B and Anti-AB specificities, some superior to human polyclonal ABO reagents. Vox Sang 1984; 46, 185194
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Reagentes de teste Monoclonais para a determinacao do grupo sanguineo
INFORMACAO PARA USO PROFISSIONAL

ot C€oss

Aplicacao
0s reagentes de teste monoclonais sao usados para detetar os antigenos do sistema de grupagem sanguinea ABO por
aglutinacdo dos glébulos vermelhos humanos.

Principio do teste

0 sistema de grupagem sanguinea humana ABO define-se pela presenca ou auséncia de antigenos A e/ou B nos eritrdcitos.
A caracteristica especial do Sistema de grupagem sanguinea ABO é que as pessoas que ndo possuem antigénios A e/ou
B nos glébulos vermelhos tém regulamente anticorpos no soro dirigidos contra o antigénios ou antigénios ausentes. A
tabela seqguinte mostra os principais antigénios e anticorpos do sistema ABO:

Grupo sanguineo antigénios presentes nos glébulos vermelhos Anticorpos presentes no soro
0 nem A nem B Anti-A e Anti-B

A A Anti-B

B B Anti-A

AB AeB nenhum

0s anticorpos monoclonais especificos dos reagentes de teste aglutinam os glébulos vermelhos que possuem o antigénio
ou antigénios homdlogos. Se nao houver aglutinacao significa que nao hd presenca do antigénio relevante. Os resultados
da identificacdo dos antigénios usando os reagentes de teste tém que ser confirmados testando o soro com os glébulos
vermelhos de um grupo sanguineo ABO conhecido (ver ,Interpretacao dos resultados de teste” abaixo). Qualquer diferenca
nos resultados dos antigénios dos glébulos vermelhos e do teste aloaglutinina deve ser clarificada.

Composicao

0s reagentes de teste sdo fabricados a partir do sobrenadante da cultura de células das linhas celulares de hibridoma. As
linhas celulares de hibridoma foram obtidas pela fusao de células do baco de ratinhos imunizados com células de mieloma
de ratinhos. Os anticorpos pertencem ao isotipo IgM. Os reagentes de teste monoclonais contém anticorpos das seguintes
linhas celulares de hibridoma: Reagente de teste Anti-A: clone sifin A-11H5, reagente de teste Anti-B: clone sifin B-6F9,
reagente de teste Anti-AB: clone sifin A-5E10 e clone sifin B-2D7. Os reagentes de teste Anti-A e Anti-B sdo coloridos para
evitar confusao e para permitir a verificacdo da mistura do teste através das cores azul e amarela respetivamente.
Conservante: azida de sodio (<0,99 mg/ml)

Validade e armazenamento

Se armazenados a 2...8 °C, os reagentes de teste podem ser usados até 3 data indicada no rétulo. Apos a abertura,
devem ser armazenados, bem fechados a 2...8 °C. Durante a execucdo do teste, pode armazenar o reagente durante
2-3 h a18...26 °C. Evite contaminacao bacteriana. Se estiver marcadamente turvo, ndo use.

Material de teste

A recolha de sangue deve ser realizada assepticamente, com ou sem anticoagulante (EDTA). Apds a colheita deve
analisar a amostra o mais brevemente possivel. Se o teste atrasar, deve armazenar a amostra a 2...8 °C. A contaminacao
bacteriana da amostra pode originar resultados de teste falsos. O sangue colhido com heparina nao deve ser armazenado
durante mais do que dois dias. 0 sangue colhido com EDTA, bem como sangue coagulado, podem ser analisados até

14 dias apds colheita e 0 sangue doado pode ser testado até a sua data de validade. No entanto, note que o armazena-
mento pode resultar em reacoes mais fracas do que o normal (ver ,Notas” abaixo).

Materiais e equipamento nao fornecido
Tubos de teste (75 x 12 mm ou 70 x 8 mm), placas, pipetas (volume 40-50 pl), Iaminas, varetas de aplicacdo, solucao
fisioldgica de cloreto de sddio (154 mmol/1), centrifuga de laboratério e cronémetro.

Métodos

1. Teste em lamina ou placa

11, Coloque 1 gota (40-50 pl) do reagente de teste Anti-A, Anti-B e Anti-AB, respetivamente numa placa devidamente
etiquetada. Em vez de uma placa pode ser usado também laminas (técnica Lauer).

1.2. A cada gota de reagente de teste, adicione 1 gota (40-50 pl) de suspensdo 5 % dos glébulos vermelhos a serem
testados (em solucdo salina fisioldgica). Misture cuidadosamente com uma vareta limpa de vidro ou de plastico.

1.3.  Faca a leitura da aglutinacao apds 5, no maximo 20 min de incubacao a 18...26 °C com rotacdo ou agitacdo lenta da
placa ou [dmina. Em vez de usar a suspensao 5 %, pode usar uma gota de sangue. Cuidado: Tempos de reacao
superiores a 5 minutos podem causar resultados falsos positivos devido a secagem dos reagentes.

1.4. Registe os resultados do teste. Os resultados de teste devem ser interpretados imediatamente apds terminar a
andlise ja que o produto de reacao é instavel.

2. Teste em tubo

2.1, Prepare uma suspensdo de 3-5% de globulos vermelhos a serem testados (lavados ou ndo lavados) em solucdo
fisiologica de cloreto de sédio

2.2. Coloque 1 gota (40-50 pl) dos reagentes de teste Anti-A, Anti-B e Anti-AB, respetivamente, em trés tubos de ensaio
devidamente etiquetados (e. g., 70 x 8 mm).

2.3. Adicione 1 gota (40-50 pl) da suspensao de glébulos vermelhos a cada tubo de teste e misture muito bem, agitando.

2.4. Centrifugue imediatamente durante 1a 2 min a rcf 180 a 270 x g.

2.5. Examine o sobrenadante para a auséncia de hemdlise. A hemolise pode ser consequéncia de contaminacdo bacteriana.

2.6. Agite gentilmente o tubo para soltar o sedimento do fundo do tubo e verifique se existe aglutinacao.

2.7. Registe os resultados de teste. Os resultados de teste devem ser interpretados imediatamente apds terminar a
andlise ja que o produto de reacao é instavel.

Interpretacao dos resultados de teste

Deve haver concordancia entre os resultados da detecao de antigénios (grupagem celular) e a detecdo de aloanticorpos
(grupagem de soro) da amostra de sangue. A tabela seguinte mostra o padrdo de reacdo dos fenétipos ABO mais comuns
e as suas frequéncias aproximadas:

Grupagem celular Grupagem de soro Grupo ABO frequéncia %
Anti-A Anti-B Anti-AB A, A, B 0

+ - + - - + - A 40

- + + + + - - B 1

- - - + + + - 0 45

+ + + - - - - AB 4

Ainterpretacdo de reacoes obtidas com sangue de criancas pode ser complicada porque o soro da crianca nao contém
necessariamente anticorpos para os antigénios ausentes das células, e os anticorpos passivos anti-A e/ou anti-B da
circulacao materna podem originar resultados conflituosos quando se efetuam testes em amostras de sangue do cordao
umbilical. As amostras do sangue do corddo umbilical também podem produzir reacoes mais fracas do que o normal na
grupagem celular, pois os antigenos ABH desenvolvem-se de forma imperfeita a nascenca.

Avisos

- 0 uso de producao biotecnoldgica significa que o risco de contaminacdo dos reagentes de teste por agentes infecciosos estd
virtualmente excluido. Uma vez que os reagentes de teste contém materiais de origem animal (soro fetal de vitela,
estabilizador) eles devem ser manuseados cuidadosamente como sendo potencialmente perigosos para a satde

- 0Os reagentes de teste contém azida de sodio; evite o contacto com a pele ou membranas mucosas.

Notas e limites do procedimento
A avaliacdo do comportamento funcional relativa as Especificacdes Técnicas Comuns (ETC: Decisdo da Comissao da UE de
03.02.2009) resultou nos seguintes valores diagnésticos calculados:

reagente positivo falso negativo sensibilidade  negativo falso positivo  especificidade
Anti-A 12359 0 100 % 13326 0 100 %
Anti-B 5535 0 100 % 20150 0 100 %
Anti-AB 1215 0 100 % 462 0 100 %

- 0s reagentes de teste monoclonais aglutinam antigénios fracamente expressos com forca de aglutinacao normal ou fraca
(A3, Braco) ou mais fraco para reacdo negativa (Ax ). Para determinar antigénios fracamente expressos o teste em tubo deve
ser usado devido 3 sua sensibilidade mais elevada, se necessario, com incubacdo durante 30 minutos.

- Reagente de teste monoclonal anti - B ndo reage com B adquirido.

- Reagente de teste monoclonal anti-A reage com Tn. Pessoas positivas Tn devem ser excluidas da doacao de sangue, uma vez
que a ocorréncia de Tn é considerada um sintoma de um estado pré-leucémico e os glébulos vermelhos sao poli-aglutinaveis.

- Determinacdes do titulo: Para preparar diluicoes dos reagentes de teste monoclonais, é recomendado o uso de
soro fisiolégico salino contendo 2 % de proteina (soro AB , soro albumina bovina ) para facilitar a ressuspensao dos
produtos da reacao da placa ou do fundo do tubo.

- Controlo: Para cada teste deve ser testado em paralelo, glébulos vermelhos de controlo positivo e negativo.

- As concentracoes de gldbulos vermelhos que sejam mais baixas do que 3 % podem causar reacoes mais fracas nas
placas ou laminas.

- Amostras de sangue antigas podem apresentar reacdes mais fracas do que as amostras frescas.

Em placas, as amostras de sangue podem, ocasionalmente reagir com formacao de rouleaux, o que pode ser

confundido com uma aglutinacdo fraca e, de forma incorrecta, pode ser lido como um resultado positivo. Este

fenémeno tem causas ndo- imunolégicas. A formacao de Rouleaux também ocorre no sangue com heparina,

sangue de pacientes tratados com expansores de plasma (por exemplo: dextrano ou amido hidroxietil ), bem

como pacientes com plasmocitoma (alto teor de proteinas, mudancas na composicdo das proteinas ), doenca

oncoldgica (hemograma patolégico ) ou disfuncoes da coagulacao. Para estes pacientes, utilizar o tubo de ensaio,

uma vez que este fendmeno nao é geralmente detetdvel em suspensoes.

As concentracoes de suspensoes dos glébulos vermelhos e os tempos de reacdo e as condicoes especificadas

acima devem ser observadas de modo a obter resultados corretos.

Literatura

(1) Richtlinie zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Richtlinie Hamotherapie), versao
atual (2) Technical Manual, 17th ed. Bethesda, American Assoc. of Blood Banks, 2011 (3) Messeter L et al: Mouse monoclonal
antibodies with Anti-A, Anti-B and Anti-AB specificities, some superior to human polyclonal ABO reagents. Vox Sang 1984; 46, 185-194
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Anti-A, Anti-B, Anti-AB

MOHOKNOHANHW TeCTOBW peareHTu 3a onpeaensaHe Ha KpbBHU rpynu

NHOOPMALINA 3A MPOOECNOHANHA YMOTPEBA

bg C€o4s3

NMpunoxxenne

MOHOKNOHANIHNTE TeCTOBK PeareHTV Ce U3MON3BAT 33 ONpefefiiHe HA AHTUTeHnTe OT KpbBHOIPYNoBaTa cuctema ABO
Yypes aryTVHALMS HA YOBELLKM YepBeHU KPbBHU KNeTKu.

NMpvHUMN HA TecTa

YoBeLUKaTa KpbBHOrPYMoBa cuctema ABO ce onpesienst 0T HANMUMETO AN OTCHCTBUETO HA epUTPOLIMTHIATE aHTHreHn A n/unn
B. BaxkHaTa 0c06eHOCT Ha KpbBHOTPYMoBaTa cvctema ABO ce 13pa3sisa BbB (aKTa, Ye XOpaTa, KOWUTO He NMpUTeXaBaT aHTUreH
A vi/unin B H3 epuTpOLIMTMTE C1 MO NPABINO MMAT 3HTUTENA B KPbBHUS (V1 CEPYM, HACOUEHW CPeLLly IMCBALLWS 3HTUTEH UNn
3HTUreHw. B Tabn1LaTa no-4oAy €a NOKa3aHW OCHOBHUTE aHTUIeHN 1 aHTUTeNa Nno cncTemata ABO:

KpbBHa rpyna NpUCHCTBALLYM AHTUTEHWN HA YepBeHWUTe KPbBHU KNeTKU  AHTUTEeNa B KPbBHUS CEpyM

0 HWTO A, HWTO B AHTU-A 11 aHTV-B
A A aHTV-B

B B AHTU-A

AB AnB HAMA

CneundryH1Te MOHOKNOHANHU 3HTUTENA OT TeCTOBITE peareHTy arnyTUHUPAT YepBeHN KPbBHW KNeTKY, NPUTeXaBaLLy

CbOTBETCTBALL(M) aHTUreH(M). /INNCaTa Ha arNyTUHALMS 03HaYaBa /IMNC3 HA CbOTBETHUS AHTWrEeH. Pe3yNnTaTiTe OT OLleHKaTa Ha

3HTUreHMTe Ype3 N3MoN3BaHe Ha TeCTOBUTE peareHT! TPSItBa Aa (e MOTBBLPASAT € TECTBAHE HA CEPyMa C YepBEHW KPbBHM KNeTku

0T U3BeCTHa KPbBHA rPyna no cvctemata ABO (BX. ,VIHTepnpeTaLys Ha pe3yntatuTe ot Tecta” No-AoAy). BcAka pasnnka mexay

pe3ynTatute OT OnpefeNsiHeTO HA AHTUIeHN B YepBeHUTe KpbBHI KeTKM 1 Te3n OT aN0aryTUHHOBYA TeCT C1eABa fia e YTOUHW.

Cberas

TecToBUTe peareHT ca Npou3BeeHm OT NOBLPXHOCTHUS COM (CyMepHaTaHTa) OT KNETBYHa KyNTYPa OT XNEPYAOMHN KNETYHI MHUN.

TMocneaHuTe ca nonyyenyt upes dysst (UWBaHe) Ha KNETKM OT U1e3Ka 0T UMYHU3MPAHV MILLIKW C MULLIM MAENOMHM KNeTKW. AHTUTeNata

€a o1 noATMN IgM. MOHOKNOHANHNTe TeCTOBM PeareHTn CbAbpXKaT aHTUTENa OT CefiHUTe XNOPUAOMHI KNeTbYHV JWHWK: TecToB

peareHT AHTU-A: OT K/10Ha Sifin A-1TH5; TectoB peareHT AHTU-B: 0T KNoHa sifin B-6F9; TectoB peareHT AHT-AB: OT KNoH sifin A-5E10 1 KnoH

sifin B-2D7. TectoguTe peareHTyt AHTU-A M AHTW-B ca OLIBETEHU, 33 /13 Ce 36erHe eBeHTYaNHO 06bPKBaHe 11 33 A3 NMO3BONAT N0 TO31

HaUVH [13 Ce KOHTPO/WIPA TeCTbT, Ype3 M3MON3BaHe CbOTBETHO HA CUHUSA U XKbATVS LIBST. KOHCePBAHT: HaTpyes ana (Makc. 0.99 mg/ml).

CPOK Ha roAHOCT U CbXpaHeHune

Tpvi CbXpaHeHvie Npy Temneparypa 2...8 °C TecToBUTe peareHTy ce 3aMa3sar rofHV 33 YroTpe6a A0 AaTaTa, 0T6eN33Ha Ha eTVKeTUTe M.

(nep oTBapsHe Te TPA6BA A3 Ce CbXPAHABAT M/TLTHO 3aTBOPeHM Npu 2...8 °C. M0 Bpeme Ha M3M0/13BaHETO UM e 0NYCTUMO Te /13 NPecTonT

33 KpaTKo Ha Temneparypa 18...26 °C. He fonyckarite 3ambpcaBaHe ¢ 6akTepuit. He 13non3Baiite peareHTTe, ako €a BIAVIMO MBTHN.

TectoB marepuan

B3ema ce KpbB Upe3 M3Mon3BaHe Ha acenTNUHa TeXHVK3, C MK 6e3 13MoN3BaHe Ha aHTUKOArynaHT (EATA). Mpobata Tps6sa A3

e MoAN0XKM HA TeCTBAaHe Bb3MOXKHO HA-CKOPO C1e/} B3eMAHETO 1. B Cy4ail ye He e Bb3MOXKHO TeCTbT A3 Ce M3BbPLUM BeAHAr,

npo6ara Tps6Ba A3 ce CbXpaHABa Mpu Temneparypa 2...8 °C. AKo NpobaTa e 3ambpceHa ¢ 6akTepum, T0Ba MOXe A3 A0BeAe A0

MoNy4aBaHe Ha (aAnLLMBY Pe3ynTayi oT TeCTa. XenapuHM3VpaHa KpbB He TPS6Ba A3 Ce CbXPaHsIBa noseye OT 2 AHN. KpbBHY Npo6u,

AHTVIKOArynmpanm ¢ EATA, KaKTo 1 CbCMpeHa KpbB, MOraT Aa ce 13U1eABar A0 14 AiHN cief B3emaHe Ha npo6arta, a IOHOPCKa

KPbB - 10 V3TV YaHE HA CPOKA HA FOHOCT HA KOHCepBaTa.

Matepuanu v NHCTPYMEHTK, KOUTO He (3 0CUTYpeHn

Tect-enpyseTky (75 x 12 mm uaun 70 x 8 mm), NA0YKKM, NuneTn (06em Ha KanaHe 40-50 ml), npeaMeTHM CTbKNA,

ANNUK3TOpHM Npbunum, drsnonornye pasteop (154 mmol/l), ueHtpodyra, Taimep.

MeToan

1. MeToA Ha NpoBeXAaHe Ha TecTa ¢ NpeAMeTHM CTbKNA U NNOYKN

1.1, Cnokete no 1Kanka (40-50 ml) ot TectoBmTe peareHTn AHTV-A, AHTV-B 1 AHTU-AB Ha MN0YKA € THE3/13, 03H3UYEHM M0 NOAXOASILL
HauMH. BMeCTO M0YKa, MOTaT ChLLIO Taka /13 Ce V3MI0N3BaT W MPeAMETHI CTbKNA (CTBKEHM W MNCTMACOBY - TeXHUKa Ha Lauer).

1.2, KbM BCSIKa Karka TecToB peareHT Ao6aseTte no 1Kanka (40-50 ml) ot 5 % cycneH3us Ha YepseHyTe KpbBHU KNETKM, KOUTO
Lie 6bAAT TECTB3HM, BbB (U3V0N0TYEH PasTBOP. Pa3tbpKaiiTe BHAMATENHO C YMCTA CTbKAEHa WM MNACTMACcoBa NPbULa.

1.3, Otyertete amyTVHAUMATA Che/, 5 MAHYTV WAV HAR-MHOIO Cefl 20-MUHYTHA MHKY6aLms npu 18 - 26 °C, Kato 3aBbpTnTe
MN0YKATA UM 6aBHO Pa3KNATUTE NPeAMETHOTO CTbK/I0. BMEeCTO 5-MPOLIeHTHATa CYCreH3us, MoxXe [1a ce 13MoN3Ba
Karnka KpbB. BHMMaHWe: AKO BPeMeTO /10 OTYMTAHETO HA Pe3yNnTata e noseye 0T 5 MUHYTY, € Bb3MOXHO peakTaHTuTe fa
VM3CHXHAT 1 13 Ce Monyyat GantLmeo NoNOKUTENHN Pe3ynTaTu.

1.4. Otyetete pe3yntatute 0T TecTa. TeCTOBUTE pe3yNnTaTn TpA6Ba ia ce Pa3Tb/IKYBAT Be/IHAra CN1e/l 33BbPLUBAHETO HA
TeCTa, Tbi KATO PeaKLMOHHUAT MPOAYKT e HecTabuneH.

2. MeToA Ha NPOBEX/AAHE HA TeCTa C TeCTOBM enpyBeTku

2. Tlpurotsete NpUGNM3NTENHO 3-5-NPOLIEHTHA CYCMEeH3MA 0T YepBeHNTe KPbBHN KNeTKM, KOUTO Lie 6bAaT TecTBaHu,
(3MWTV UNK He) BBB (DN3MONOTVYEH Pa3TBOP.

2.2. Cnoxerte 1o 1Kanka oT TeCTOBUTE peareHTn AHTU-A, AHTU-B 1 AHTW-AB B TpK Manku (Hanpumep 70 x 8 mm) TecT-
enpyBeTKM, NOAXOASALLO 03HAYEHN.

2.3. [lo6aseTe no efHa Karka (40-50 ml) oT cycneH3uns oT YepBeHUTe KPbBHU KNETKM KbM BCKA enpyseTka 1
pasbbpkanTe nobpe, Kato pasknature.

2.4. BepHara LUeHTpodyrvpalite B NPOAbL/KEHMe Ha 111 2 MUHYTU npu 180 - 270 g (prbnuanTento 1000 060poTa B MUHYTA).

2.5. TposepeTe NOBbLPXHOCTHWSA CNOW (CyrMepHaTaHTa) 3a UMC3 Ha XeMoNn3a. MocneaHaTa moxe Aa ce Nonyun B
pes3ynTar o1 3aMbpcABaHe ¢ 6aKTepun.

2.6. CycneHAmpaiiTe 0THOBO YepBeHUTe KPbBHI KNETKM, KAaTo Pa3KiaTuTe enpyseTkata BHUMATeNHO W Chef TOBA
nposepete arnyTMHALMATA.

2.7. OtyeteTe pe3ynTtara OT Tecta. Pe3yntatnte o1 TecTa Tpsi6Ba A ce pa3Tb/IKyBAT Be/\HAra C/1ef] 3aBbPLUBAHETO MY,
TbI KaTo NPOAYKTHT HA PeaKLMATa e HecTabunex.

WHTepnpeTauma Ha pesyntaTure oT Tecta

Heo6xoA1Mo e A M3 CbOTBETCTBUE MEXAY Pe3yNnTatuTe OT aHTUreHHOTO onpefensiHe (KNeTbYHOTO rpynupaHe) 1 Tesn

OT OfpefensiHeTo Ha anoaHTNTeNara (CepyMHOTO rpynupaHe) 33 M3cnefBaHata KpbBHA Npoba. B Tabnnuata no-4ony ca

MOKa3aHW BU0BETe PeakLVIOHHU pe3ynTaty oT Hail-uecTute ABO-(eHOTVNOBE 1 CbOTBETHUTE UM YeCTOTH:

KnetbyHo rpynupaHe CepyMHo rpynupaHe ABO rpyna Yecrota, %
AHTU-A AHTU-B AHTM-AB A, A, B 0

+ - + - - + - A 40

- + + + + - - B 1

- - - + + + - 0 45

+ + + - - - - AB 4

TbNKYBIHETO HA PEAKLIMOHHY PE3yNTaTy, MoMyUeHy OT TeCTBaHE HA KPbB HAa HOBOPOZIEHO, MOXKE /13 e YUIOXHM 0T (haKTa, Ue CepyMbT Ha

HOBOPOAIEHOTO He CbAbp>Ka HernpeMeHHO CbOTBETCTBALLIOTO AHTUTANO 33 AAEHNS SNCBALL KNETbYeH aHTUIeH, 1 0CBeH TOBA MacVIBHO

npeaaAeHyTe oT KpbBOOGPALLIEHVETO Ha MANKATA aHTU-A W/Wvi 3HT-B aHTVITENa MOraT A4d A0BEAAT /10 MPOTUBOPEUMBM PE3YNTATH, KOraTo

TectoBeTe (e M3BbPLUBAT C KPbB OT IMbIHATa BPbB. KpbBHITE NPO6M OT MbNHATa BPbB CbLLO Taka MOFaT A3 A3A1aT M0-C1aba OT HOPMANHATA

peaKumst B KNeTbYHOTO rpynmpaHe, Thbii Kato ABH-aHTMreHu1Te Bee OLLe He (A JOCTUTHANW KPAHOTO (1 Pa3BUTME NpY PaXKA3HeTo.

MpepynpexxpeHns

- 113n0n383HETO HA 61OTEXHONOMYHI MPOAYKTN 03HAYABA, Ye PUCKBT OT 3aMbPCIB3HE Ha TECTOBUTE PeareHTu € MPUYMHUTENM HA
VHbEKLMM NP3KTUYeCKI ce M3KKOUBA. Thid KaTo TECTOBMTE PeareHT! ChibpyKaT MaTepuanii € XKUBOTVHCKM npousxop, (heTaneH
TOBEXAM CepyM, CTABUNM3ATOP) CbLLTe TPSIGBA A3 Ce TPETUPAT KATo MOTEHLMANHO OMacHK, KaTo C TAX ce 60paBy M0 CbOTBETHYISI HaUVH.

- Tbih KaTO TeCTOBMTE peareHTV CbAbpXKaT HATPKEB a3una, TPA6BA Aa Ce M36Area KOHTAKT C KOXKATa U NUrasBuumuTe.

3abenexkkun, npepynpexaeHns U orpaHNYeHns Ha npoleaypara

OLeHABaHeTO Ha XapaKTepUCTUKUTE B CbOTBETCTBME C 06LwmMTe TexHnYecku cneyundukaumm (OTC: pelueHne Ha

EBponeiickaTta Komucns ot 03.02.2009 I.) Aafie CNefiHUTe U3YUCNEHN AMATHOCTUYHY CTOMHOCTU:

reagenti nonoXxutenHa Ghaniume 00TPULIA TeIHA UYBCTBUTE/H OCT  OTPULIATEN €Ha (a/nLLM BOMONO XXUTeNHa  creumduyHocT

AHTM-A - 12359 0 100 % 13326 0 100 %
AHTM-B 5535 0 100 % 20150 0 100 %
AHTM-AB 1215 0 100 % 462 0 100 %

- MOHOK/IOH3/IHWTE TECTOBY PeareHTH aryTUHMPAT CNabo n3paseHuTe (C No-cnaba ekcnpecus) aHTUreHn ¢
HOPMaNHa WM oTcNabeHa cuna Ha armyTuHaums (A3, Be) nnu pasat otcnabeHa Ao OTpULATEeNHa peakums (Ax).
33 onpepensiHe Ha CNabo M3paseHu aHTUreH TPAGBA [ia Ce N3M03Ba METOAA C TeCT-enpyBeTku, 33pajm no-
BMCOKATa My YyBCTBUTENHOCT MPU HEO6XOAMMOCT, TPAAGBA A3 Ce V3BBLPLLM 1 30-MUHYTHA UHKY63LNS;

- MOHOK/IOH3NHVAT TECTOB peareHT AHTW-B He pearupa ¢ npuao6ut B;

- MOHOKNOHa/THVSIT TECTOB peareHT AHTV-A pearvipa ¢ Tn. TN-NONOXMTeNHITE LA He TpAGBA 13 1apsIBaT KPbB, Tl KaTo
MpUCBLCTBIETO HA TN Ce CYMTa 33 CIMIMTOM Ha MPeNeBKeMUYHO ChCTOsHYE U YepBeHUTe KPbBHY KNETKY (3 NONVaImyTUHpyemy;

- TUTPYBaHe: NPV NPNUTOTBSIHETO HA PA3PEXAAHNS H3 MOHOKNOHANHWUTE TeCTOBM peareHTy ce NpenopbyBa
113Mon3BaHe Ha hr3nonornyeH pasteop € 2 % 6eNTbYHO CbAbpXKaHue (AB cepym, BONCKM cepymeH anbymuH), 33
113 Ce YNecHy pecycneHAMPaHeTo Ha PeakLMOHHIUTE MPOAYKTU OT MNOYKAT3 MK OT iLHOTO Ha TeCToBaTa enpyBeTKa;

YKazauua

- KOHTPO/: 33 BCEKM TeCT € He06X0/MMO /13 Ce TeCTBAT MapaneniHo NONOXKITENHM 1 OTPULIATENHM YepBeHN KPbBHIN KNeTKY;

- KOHLIEHTPALN Ha YepBeHNTe KPbBHU KNeTKN Pa3NnyHK 0T 3 % MOraT /ia CTaHaT MPUYNHA 33 M0-CNabn peakLnm,
Mony4eH Ha NNOYKNTE MW NpeAMeTHUTe CTbKN;

- CTapuTe KPbBHY NPO6M MOTaT A3 AAAAT NO-CNA6K peakLyn OT NpecHUTe KNeTku;

- BbPXY NNOYKMTE KPbBHWTE MPO6W MOHAKOra MOraT f1a pearnpar ¢ 06pasyBaHe Ha ,MOHeTV CTbNG0Be”, KOUTO
MOraT fia ce c6bpKaT CbC CNaba arnyTUHALMS U HeMpaBINHO A Ce OTYETaT KaTo NONOXKUTENeH pe3ynTar.
To3u heHOMEH ce NpeAn3BUKBA OT HEUMYHONOMVNYHI NPUYNHU. ,MOHETHUTe CTbN60Be” ce 06pa3yBaT CbLLO 1 B
XernapuHN3NpaHa KpbB, B KPbB OT NMaLMEeHTH, NeKyBaHM C NNa3mo3amectiTent (Hanpumep AeKcTpaH 1nm
XUAPOKCMETUN-CKOP6SNA), KAKTO U B KPbB OT MALMEHTH C NNa3MOLIUTOM, NPU BUCOKO 6ENTBYHO CbAbPXKaHMe 1
NPOMeH B 6eNTbYHMA CbCTAB HA KPBBTA, MPU OHKONOTMYHM 336019BaHNSA (CBbP3aHM C NPOMEHM B 6posi Ha
KPbBHUTE KNeTK1) U Npy Koarynonatnu. lNpy TecTBaHe Ha MaLyeHTyn ¢ HAKoe OT M36poeHnTe CbCToSHMS,
113M0/13B3IATe METO/a C TeCT-enpyBeTKM, Npy KONTO 061KHOBEHO He e HabNoAaBa GeHoMeHa Ha ,MOHeTHIUTe CTbN6oBe”;

- 33 /13 Ce NONYYAT HAAEXKAHWN Pe3yNTaTy, KOHLEHTPALMUTE HA epUTPOLIMTHUTE CYCNeH3UN 1 BpemMeTpaeHeTo Ha
peakLuu1Te 1 eTannTe, KaKTo 1 peakLMOHHITE YCNOBMS, NOCOYEHN MO-Tope, TPSA6BA Aa Ce CNa3BaT CTPUKTHO;

Nutepatypa

(1) Richtlinie zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Richtlinie Himotherapie),

akTyanHa Bepcns (2) Technical Manual, 17th ed. Bethesda, American Assoc. of Blood Banks, 2011 (3) Messeter L et al: Mouse monoclonal

antibodies with Anti-A, Anti-B and Anti-AB specificities, some superior to human polyclonal ABO reagents. Vox Sang 1984; 46, 185-194

0naKoBKa 3a pa3npocrpaHenue: 10 M.

NlereHna Ha M3NON3BAHNTE 03HAYEHUS

g CpoK Ha roaHocT: TIT-MM

MapTuaeH Homep (MM = Kpas Ha mMecelld)
KaTanoxeH Homep /ﬂ[ TemnepaTypHU FrpaHnLy

MeANUMHCKO CPefiCcTBO 33 iN Vitro AMArHoCTVKa I::E:I BUKTE UHCTPYKUMKTE 33 ynoTpe6a
TecToBM peareHTV 33 onpeaensiHe Ha KPbBHA rpyna 0603H3a4aBaHe Ha KNOH3

[13Ta Ha nocneaHaTa pepakuus: 24/07/2019

AKTVBHOCT/ MUHUMYM Bpeme
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Anti-A, Anti-B, Anti-AB
Monoklondlis tesztreagensek vércsoport meghatarozashoz
INFORMACIO PROFESSZIONALIS HASZNALATHOZ

hu C€oss

Alkalmazas
A monoklondlis tesztreagensek emberi vorosvértestek ABO vércsoportjanak agglutinaciéjan alapuld vércsoport
meghatdrozdsahoz hasznalhatdk.

A teszt elve

Az emberi ABO vércsoportot a vorosvértest felszinén lévo A és/vagy B antigének jelenlétével vagy hidnyaval hatarozzuk
meg. Az ABO vércsoportrendszer sajatossdga, hogy akinél hianyzik az A és/vagy a B antigén a vorosvértestek felszinérél
anndl a szérumban antitestek vannak a hidnyz6 antigének ellen. A kdvetkez6 tablazat mutatja az ABO rendszer f6 anti-
génjeit és antitestjeit.

Vércsoport A vorosvértesten jelen Iévé antigének A szérumban jelen Iévé antitestek
0 sem A, sem B Anti-A és Anti-B

A A Anti-B

B B Anti-A

AB AésB nincsen

A tesztreagensek specifikus monoklonalis antitestjei agglutindljdk a homoldg antigénnel/antigénekkel rendelkez6
vorosvértesteket. Az agglutindcié hidnya a megfelelé antigén hidnyat jelzi. A teszt reagens hasznalatdval meghatarozott
antigének eredményeinek megerdsitéséhez a szérumot ismert ABO tulajdonsdgu vorosvértesttel is tesztelni kell (Lasd
lentebb ,A tesztek kiértékelése”).

Barmilyen kilonbséget az agglutininek és a vorosvértest meghatarozds eredmények kozott tisztdzni kell.

Osszetétel

A tesztreagensek hybridoma-sejtkulttra feltlisz6jabol késziltek. A hybridomasejtek immunizélt egerek Iépsejtjeibél és
egér myelomasejtekbdl szarmaznak. Az antitestek IgM izotipushoz tartoznak.

A monoklondlis tesztreagensek a kovetkezé hybridoma-sejtvonalak antitestjeit tartalmazzak:

Anti-A teszt-reagens: Klon sifin Anti-A-11H5, Anti-B tesztreagens: Klon sifin Anti-B-6F9,

Anti-AB tesztreagens: KI6n sifin Anti-A-5E10 és sifin Anti-B-207

A félreértések elkertlése végett és a teszt keverék ellendrzésére az Anti-A és Anti-B reagensek kék, illetve sarga szindek.
Konzervélé-anyag: natrium-azid (<0,99 g/l)

Eltarthatdsag és tarolasi feltételek

A tesztszérum +2° és +8°C kozott tarolva a cimkén megadott idépontig felhasznélhato. A kinyitast kovetden ujra vissza kell
zarni jol és +2° és +8°C kozott tarolni. Az alkalmazds alatt 2-3 6rat tarolhato 18° és 26°C kozott. Kerlje el a bakteridlis konta-
mindciot. Ne haszndlja, ha latvanyosan zavaros.

Vizsgalati anyag

A vért aszeptikus technikdval kell venni antikoaguldnssal vagy anélkil (EDTA). A mintdt a gy(jtés utdn a lehet6 leggyorsab-
ban kell vizsgdIni. Amennyiben a vizsgélatnal késés jelentkezik, a mintat 2° és 8° C kozott kell tarolni. A minta bakteridlis
kontaminacioja fals eredményeket okozhat. A heparinos vér legfeljebb 2 napig tarthato el. Az EDTA-val alvaddsgatolt
vérmintakat, illetve az alvadt vért a gy(jtés utdn maximum 14 napig, mig a donor vért a konzerv lejarati idejéig lehet
vizsgaIni. Megjegyzés: a tarolds normalisnal gyengébb reakcidkat eredményezhet. (Lasd lentebb ,Megjegyzések”)

Nem szdllitott anyagok és késziilékek

Teszt csovek (75 x 12 mm vagy 70 x 8 mm), plate-k, pipettak (csepp térfogat 40-50 pl), applikator pélcak, fizioldgids

sooldat (154 mmol/I), laboratériumi centrifuga, 6ra.

Mddszerek

1. Targylemezteszt

11, Tegyen 1 csepp (40-50 pl) Anti-A, Anti-B és Anti-AB tesztreagenst megfelelGen felcimkézett lemezre.

1.2.  Minden tesztreagenshez adjon 1 csepp (40-50 pl) 5%-o0s vorosvértest-szuszpenziot (fizioldgias soban) és keverje
meg 6vatosan egy tiszta Gveg vagy mianyag applikator palcaval.

1.3.  Vizsgdlja az agglutindciot 5 perc, de legfeljebb 20 perc 18° és 26°C kozti inkubaciét kovetéen a lemez rézdsa vagy
mozgatdsa mellett. 5%-0s szuszpenzié helyett egy csepp vér is haszndlhato. Figyelmeztetés: 5 percnél hosszabb
inkubdcids id6 a reagensek beszaraddsa miatt fals pozitiv eredményt adhat.

1.4. Jegyezze fel a teszteredményeket. A reakci6 termékek instabilak ezért a tesztet annak befejezése utan azonnal le
kell olvasni.

2. (Csoves teszt

2.1, Készitsen 3-5%-0s sejtszuszpenziot (mosott vagy nem mosott) fiziologids séoldatban.

2.2. Tegyen 1 csepp (40-50 pl) Anti-A, Anti-B és Anti-AB tesztreagenst 3 kicsi (pl. 70 x 8 mm), megfeleléen felcimkézett
tesztcsébe.

2.3. Minden cs6hoz adjon 1 csepp (40-50 pl) vorosvértest-szuszpenziot és keverje meg alaposan rdzéssal.

2.4. Centrifugdljon azonnal 1vagy 2 percig rcf 180-270 x g-n.

2.5. Vizsgalja a hemolizist a feliltszdban.

2.6. Ovatosan razza a csovet, hogy a szedimentum elvaljon a cs6 aljarél és vizsgalja az agglutinciot.

2.7. Jegyezze fel a teszteredményeket. A reakcié termékek instabilak ezért a tesztet annak befejezése utan azonnal le
kell olvasni.

A teszteredmények értékelése
A vorosvértestek antigén-meghatarozasanak eredménye egy vérminta alloantitestjének meghatarozasanak egyeznie kell. A
kovetkezd tablazat a leggyakrabb ABO fenotipusok reakcioképeit és gyakorisagait tartalmazza.

Antigén meghatarozds Szérum meghatarozads tesztvorosvértestekkel ABO vércsoport Gyakorisag %
Anti-A Anti-B Anti-AB A, A, B 0

+ - + - - + - A 40

- + + + + - - B 1

- - - + + + - 0 45

+ + + - - - - AB 4

Az eredmények értékelése Gjszilottek esetén bonyolult lehet, mivel az Gjszilott szérum nem tartalmaz mindig antitestet
a nem meglévé antigének ellen. Koldokvér vizsgélata esetén az anydtdl passzivan atkerildé Anti-A és/vagy Anti-B
antitestek a reakciot befolydsoljak. A koldokzsinér vérbél torténé meghatarozasok gyengébb reakciét adhatnak a normal
reakcioknal, mert az ABH antigének a sziletés pillanataban nem fejlédtek ki tokéletesen.

Figyelmeztetések

- A biotechnoldgiai gydrtas azt jelenti, hogy a a tesztreagensek fert6z6 dgensekkel valé kontamindcids rizikdjavirtalisan
kizdrt. Mivel a tesztreagensek éllati eredet(i termékeket tartalmaznak (fotalis borjuszérum, stabilizator) a
tesztszérumot potencidlisan fertézéként kell tartani és megfeleléen kezelni.

- A tesztszérum natrium azidot tartalmaz, kertljon minden kontaktust a bérrel vagy nyélkahartyéval.

Megjegyzések és az eljaras korlatai
A Common Technical Specifications (K6zos mUszaki specifikdciok, CTS: az Eurdpai Bizottsag 2009. 02. 03-i hatarozata)
alapjan torténd értékelés az alabbi diagnosztikus értékeket eredményezte:

reagenssel pozitiv fals-negativ Szenzitivitds negativ fals-pozitiv Specificitds
Anti-A 12359 0 100 % 13326 0 100 %
Anti-B 5535 0 100 % 20150 0 100 %
Anti-AB 1215 0 100 % 462 0 100 %

- A monoklondlis tesztreagensek agglutindljdk a gyengén exprimalt antigéneket normal vagy gyengébb agglutindci
6s ergsséggel (A3, Bweak) avagy gyengébbtdl negativ reakcidig (Ax). A gyengén expresszalt antigének
meghatdrozdsdhoz a csoves tesztet kell hasznalni, mivel annak szenzitivitdsa nagyobb, ha sziikséges, 30 perces
inkubdcidval.

- A monoklondlis tesztreagens Anti-B nem reagdl szerzett B-vel.

- A monoklondlis tesztreagens Anti-A reagal Tn-nel. A Tn pozitiv személyeket ki kell zarni a véraddsbél, mivel a Tn
megjelenése preleukémids allapot jelzéje lehet és a vorosvértestek poliagglutinabilisak.

- Titermeghatdrozdsok: monoklondlis tesztreagensek diltciéjanak elkészitéséhez 2% proteint tartalmazo fiziologids
sooldat ajanlott (AB szérum, bovin szérum albumin), hogy felgyorsitsa a reakciétermékek reszuszpendalasat a
lemezbdl és a csé aljardl.

Megjegyzések

- Kontrollok: minden tesztnél pozitiv és negativ kontroll vorosvértesteket kell haszndlni.

3% alatti vorosvértest-koncentracio lemezeken és tdrgylemezeken gyengébb reakciéhoz vezethet.

- Id6sebb vérmintdk gyengébb reakcidkat adhatnak, mint friss sejtek.

Lemezeken a vérmintak esetenként pénztekercs formdcioval reagalhatnak, amely egy gyenge agglutinacional

problémat okozhat, és fals pozitivként értékelddhet. A jelenségnek nincs immunoldgiai oka. Pénztekercs-képzddés

jelentkezik heparinos vér és plazma-expanderekkel (pl. dextrdn vagy hydroxyetil-keményit6) kezelt betegek
esetén valamint plasmocytomds betegek (magas proteintartalom, valtozdsok a protein-osszetételben) vérénél, on
kolégiai betegségnél (abnormdlis vérsejtszam) vagy koaguldcios diszfunkciokndl. Ezen betegek teszteléséhez
haszndljon cséves tesztet, amely mindig elkerili ezt a jelenséget.

A vorosvértest-szuszpenzid koncentrdcidit és a reakcididéket és fent specifikalt kondicidkat figyelembe kell venni a

helyes eredmény nyerése tekintetében.
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Kiszerelési méret
10 ml

Az alkalmazott szimbélumok jelentése
Sarzsszam (Lot) EEEE-HH lejarati id6 (HH = hénap vége)
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