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Test cu microtuburi pentru detectarea sau identificarea anticorpilor de celule rosii, ca si pentru stabilirea grupei sanguine

Informatii generale

Analiza Cellbind Screen este un sistem de testare cu microtuburi, in care celulele rosii sensibilizate dintr-o suspensie sunt imobilizate intr-
o matrice cu gel care contine anti-IgG, anti-lgM si anti-C3d, intr-un mediu de amplificare cu densitate ridicata. Fiecare card de
monitorizare constd din sase microtuburi ce contin gel intr-un mediu cu densitate ridicatd. Cellbind Screen este destinat pentru utilizare in
detectarea sau identificarea anticorpilor de celule rosii, ca si pentru stabilirea grupei sanguine, evaluarea compatibilitatii incrucisate si
testul pentru antiglobulina directa modificatd (DAT, pentru detectarea /in vivo a anticorpilor si componentelor complementare atasate pe
celulele rosii). Cellbind Screen este adecvat pentru utilizarea in sisteme manuale, ca si in sisteme (semi-) automate. Analiza Cellbind
Screen corespunde cerintelor privind standardele si instructiunile respective. Caracteristicile de performantd sunt mentionate in
documentele de punere pe piatd, care sunt furnizate la cerere impreund cu produsul. Testul se bazeaza pe imunofixarea celulelor rosii
sensibilizate intr-un microtub ce contine o matrice cu gel. Suspensia celulara este addaugata in compartimentul de incubare al
microtubului, impreuna cu plasma, serul si reactivii pentru determinarea grupei sanguine pentru a fi analizatd. Pe parcursul fazei de
incubare, celulele rosii pozitive la antigend vor lega anticorpii impotriva celulelor rosii prezenti in plasma, ser sau reactiv. Dupa aceea,
cardurile sunt supuse unei centrifugari in trei faze. In prima faz3, mediul cu densitate ridicata va provoca separarea celulelor rosii de
plasma, ser sau reactiv. In a doua fazi, celulele rosii sensibilizate vor fi aglutinate si imobilizate la suprafata matricei cu gel din microtub,
iar in a treia faza celulele rosii nesensibilizate si cele foarte putin sensibilizate se vor deplasa céatre partea de jos a microtubului. Se
recomanda insistent includerea unor substante de control pozitive si negative cu fiecare serie de stabilire a grupei sanguine.

Atentie

Doar pentru utilizare pentru diagnosticare in vitro. Cellbind Screen cardurile vor fi depozitate in cutia originala din polistiren la 2-8°C.
Inchideti cutia dup3 utilizare. Cellbind Screen cardurile trebuie depozitate in pozitie verticala. In caz contrar, ele trebuie tinute in pozitie
verticald timp de aproximativ 15 minute inainte de utilizare, pentru a permite matricei cu gel sa se aseze din nou. Nu se vor utiliza
Cellbind Screen carduri care prezinta semne de uscare (ex. nivel inegal al mediului cu densitate ridicatd in microtuburile unui card sau
niveluri reduse ale mediului cu densitate ridicata in tuburi), semne de condensare (ex. picaturi in compartimentul de incubare sau sub
benzile de acoperire), benzi de acoperire deteriorate sau bule de aer in mediul cu densitate ridicatd sau in matricea de gel. Bulele de aer
prezente in mediul cu densitate ridicatd sau in matricea cu gel, introduse in timpul transportului, pot fi eliminate in majoritatea cazurilor
prin centrifugarea cardurilor Cellbind Screen sigilate in Centrifuga Cellbind inainte de utilizare. Cellbind Screen cardurile nu vor fi utilizate
dupa data de expirare, care este tiparita pe eticheta cardurilor. Dupa citirea rezultatelor, cardurile pot fi acoperite si depozitate in pozitie
verticald la 2-8°C pentru o perioadd de maximum o saptaméana. Cloramfenicol <0,1% este utilizat cu rol de conservant. Reactivii nu pot
fi considerati lipsiti de agenti infectiosi. Trebuie manifestata precautie in ce priveste utilizarea si eliminarea fiecarui recipient si a
continutului acestuia. Eliminarea deseurilor, dupa incheierea testului, se va realiza conform reglementarilor laboratorului dumneavoastra.

Recoltarea si pregatirea specimenului

Specimen:

Probele de sange trebuie recoltate in mod aseptic, cu sau fara addugarea de anticoagulante. Se recomanda insistent ca eprubetele pentru
colectarea sangelui sa fie centrifugate la 3000 rcf inainte de colectarea probelor de sédnge (timp de 10 minute) sau a probelor de plasma
(timp de 5 minute) pentru a preveni reactiile fals pozitive. Colectarea probelor de plasma sau ser trebuie efectuata utilizand o pipeta si nu
prin turnarea plasmei sau serului. Probele de plasma sau ser trebuie sa ramana fara celule albe, fragmente de gel si/sau urme de fibrina
pentru a evita blocarea matricei de gel. Pentru detectarea sau identificarea anticorpilor de celule rosii se recomanda utilizarea de plasma
sau ser proaspete (pana la 48 de ore de la recoltare). Probele de ser sau de plasma care nu sunt testate imediat pot fi depozitate timp de
48 de ore la 2-8°C sau pentru o perioada mai lunga la <-18°C. Dupa dezghetare, se recomanda centrifugarea probelor de ser sau
plasma timp de 5 minute la 3000 rcf inainte de testare, pentru a elimina orice precipitare. Pentru testul pentru antiglobulina directa
modificata trebuie folosit sdnge proaspat (pana la 48 de ore de la recoltare), recoltat de preferintad in recipiente cu EDTA, pentru a
preveni acoperirea in vitro a celulelor rosii cu componente complementare. Plasma nu este adecvatd pentru detectarea anticorpilor care
se leagé de complement, deoarece anticoagulantele vor inhiba activarea complementului.

Reactivi:
Cellbind Screen K7000 : Cutie cu 48 de carduri a cate 6 microtuburi.
Cellbind LISS K7100 : Mediu de diluare pentru prepararea suspensiei de celule rosii 0,5% din celulele
rosii ale pacientului sau donatorului (250 ml).
K7110 : Mediu de diluare pentru prepararea suspensiei de celule rosii 0,5% din celulele
rosii ale pacientului sau donatorului (100 ml).
K7130 : Mediu de diluare pentru prepararea suspensiei de celule rosii 0,5% din celulele
rosii ale pacientului sau donatorului (25 ml).
Cellbind DILUENT K7180 : Mediu de diluare pentru prepararea suspensiei de celule rosii 0,5% din

suspensii 3% din plachete Sanquin sau celule rosii reactive Sanquin (100 ml).



Cellbind P2 K7200 : (2 x 10 ml) suspensie 0,5% din celule rosii reactive pentru detectarea

anticorpilor de celule rosii.

Cellbind P3 K7210 : (3 x 10 ml) suspensie 0,5% din celule rosii reactive pentru detectarea
anticorpilor de celule rosii.

Cellbind P3-P (papain) K7211 : (3 x 10 ml) suspensie 0,5% din celule rosii reactive tratate cu papaina pentru
detectarea anticorpilor de celule rosii.

Cellbind ID16 K7230 : (16 x 3 ml) suspensie 0,5% din celule rosii reactive pentru identificarea
anticorpilor de celule rosii.

Cellbind ID16-P (papain) K7231 : (16 x 3 ml) suspensie 0,5% din celule rosii reactive tratate cu papaina pentru
identificarea anticorpilor de celule rosii.

Cellbind A1 reagent red cells K7240 : suspensie 0,5% din celule rosii reactive pentru detectarea anticorpilor anti-A.

Cellbind A2 reagent red cells K7241 : suspensie 0,5% din celule rosii reactive pentru utilizarea ca si control pozitiv
sau negativ.

Cellbind B reagent red cells K7242 : suspensie 0,5% din celule rosii reactive pentru detectarea anticorpilor anti-B.

Cellbind O, D-positive K7243 : suspensie 0,5% din celule rosii reactive pentru utilizarea ca si control pozitiv

celule rosii reactive sau negativ.

Materiale:

Cellbind Centrifuge K7302

Cellbind Rotor K7303

Cellbind Incubator K7304

Cellbind Dispenser K7300

Cellbind Workstation K7301

Suspensii de celule rosii:

1.

2.

Pentru clasificare, evaluarea compatibilitatii incrucisate, testul pentru antiglobulind directa modificata si autocontrol, trebuie pregatita
o suspensie 0,5% in Cellbind LISS (REF] k7100 K7110 sau K7130) din celulele rosii ale pacientului sau donatorului.
Pentru detectarea sau identificarea anticorpilor, trebuie utilizate suspensii din plachete Sanquin (0,5% sau 3,0%) sau celule rosii cu
reactiv. Se recomandi utilizarea suspensiilor gata preparate 0,5% Cellbind din plachete sau Cellbind celule rosii cu reactiv. in cazul in
care sunt utilizate suspensii 3% din plachete Sanquin sau celule rosii cu reactiv Sanquin, o suspensie 0,5% Cellbind DILUENT (
K7180) trebuie preparati conform protocolului de mai jos. In cazul utilizrii altor plachete sau celule rosii cu reactiv, este obligatorie
validarea de catre utilizator.

Observatie: acest protocol nu se aplica celulelor care au fost tratate cu enzime ( K1384 si K1393). Dacé este necesara
testarea cu celule tratate cu enzime, trebuie utilizate Cellbind P3-P (REF] K7211sau Cellbind ID16-P (REF] K7231).

Prepararea suspensiilor 0,5% din celule rosii:

1.
2.

11 Wl pachet celule rosii de la pacient sau donator + 2 ml Cellbind LISS (REF] k7100, K7110 sau K7130)
200 pl suspensie 3% din plachete Sanquin sau celule rosii cu reactiv Sanquin + 1 ml Cellbind DILUENT ( K7180)

Proceduri de utilizare pentru Centrifuga Cellbind
Pentru a utiliza centrifuga Hettich pentru cardurile Cellbind, trebuie efectuate urmétoarele etape:

1.
2.
3.

4.

Introduceti rotorul Cellbind conform manualului de functionare Hettich.

Rotorul este recunoscut de centrifuga si este programat automat conform protocolului Cellbind.

Pentru etapa de centrifugare mentionata in procedurile de testare Cellbind de mai jos, trebuie apasat ,start” si centrifuga se va roti
in urméatoarele 3 faze:

- 0-2 minute 75 rcf 780 rpm
- 2-3 minute 200 rcf 1280 rpm
- 3-10 minute 1790 rcf 3840 rpm

Dupa centrifugare, capacul poate fi deschis, iar cardurile pot fi scoase.

Procedurile testului
Lasati toti reactivii sd ajunga la temperatura camerei (18-25°C). Nu utilizati Cellbind Screen carduri care prezinta bule de aer in matricea
de gel, sigilii rupte sau semne de uscare (nivel neregulat sau lipsa lichidului deasupra matricei de gel).

Detectarea sau identificarea anticorpilor

ISEE T

Indepartati benzile de acoperire de deasupra numarului necesar de tuburi.

Adaugati 40-50 pl din suspensia 0,5% din celule rosii pentru testare in compartimentul pentru incubare.
Addugati acelasi volum (40-50 pl) de plasmé sau ser in compartimentul de incubare.

Incubati timp de 15 minute la 37°C in incubatorul Cellbind.

Introduceti cardurile in centrifuga Cellbind (10 minute). Parametrii de centrifugare au fost deja programati.
Cititi reactiile.

Clasificarea antigenelor pentru grupa sanguind

1.
2.
3.

&

5.

Indepartati benzile de acoperire de deasupra numarului necesar de tuburi.

Adéaugati 40-50 pl din suspensia 0,5% din celule rosii de ale pacientului sau donatorului in compartimentul pentru incubare.
Addugati 20 pl reactiv Sanquin pentru stabilirea grupei sanguine in compartimentul de incubare.

Observatie: Lista reactivilor Sanquin validati pentru stabilirea grupei sanguine este disponibild pe website-ul www.cellbind.nl. Pentru
unii din acesti reactivi, este necesara o etapa suplimentarad de incubare; acesti reactivi sunt precizati in listd. Utilizarea oricarui alt
reactiv pentru stabilirea grupei sanguine poate duce la rezultate incorecte si, din acest motiv, trebuie validata de utilizator.
Introduceti cardurile in centrifuga Cellbind (10 minute). Parametrii de centrifugare au fost deja programati.

Cititi reactiile.



Clasificare inversd

Indepartati benzile de acoperire de deasupra numarului necesar de tuburi.

Adaugati 40-50 pl din suspensia 0,5% din celule rosii reactive in compartimentul pentru incubare.
Adaugati acelasi volum (40-50 pl) de plasmé in compartimentul de incubare.

Introduceti cardurile in centrifuga Cellbind (10 minute). Parametrii de centrifugare au fost deja programati.
Cititi reactiile.
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Testul pentru antiglobulind directd modificatd (DAT)

1. Indepirtati benzile de acoperire de deasupra numarului necesar de tuburi.

2. Adaugati o picatura (40-50 pl) din suspensia 0,5% din celule rosii ale pacientului in compartimentul pentru incubare.
3. Introduceti cardurile in Cellbind Centrifuge (10 minute). Parametrii de centrifugare au fost deja programati.

4.  Cititi reactiile.

Compatibilitatea incrucisata

1. indepartati benzile de acoperire de deasupra numarului necesar de tuburi.

2. Adaugati 40-50 pl din suspensia 0,5% din celule rosii ale donatorului in compartimentul pentru incubare.
3. Adaugati acelasi volum (40-50 pl) de plasma sau ser de la pacient in compartimentul de incubare.

4. Incubati timp de 15 minute la 37°C in incubatorul Cellbind.

5. Introduceti cardurile in Cellbind Centrifuge (10 minute). Parametrii de centrifugare au fost deja programati.
6. Cititi reactiile.

Interpretarea

Tn reactiile pozitive, celulele rosii vor fi imobilizate in stratul superior al matricei de gel. In reactiile negative, se va vedea doar o cantitate
mica de celule rosii In partea de jos a microtubului. Modelele de reactii rezultate sunt prezentate in figura:

4+ 3+ 2+ 1+ (+) NEG
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Cantitatea de celule rosii imobilizate in stratul superior al matricei de gel va depinde de parametri precum densitatea antigenica a celulelor
rosii si titrul si afinitatea anticorpilor. De asemenea, aceasta este determinata de durata celei de a doua faze de centrifugare si de forta de
centrifugare din faza a treia.

Prin urmare, daca o reactie este mai slaba de 4+, celulele vor aparea si in partea de jos a microtubului. Acelasi model va fi observat si
reactiile de camp mixt.

Detectarea sau identificarea anticorpilor
Reactiile pozitive indicad prezenta anticorpilor de celule rosii in plasma sau ser. Reactiile negative indica absenta anticorpilor de celule rosii.
Un autocontrol pozitiv poate indica prezenta autoanticorpilor.

Clasificarea antigenelor pentru grupa sanguind

Reactiile pozitive cu reactivii pentru determinarea grupei sanguine indica prezenta antigenelor respective in celulele rosii. Reactiile
negative cu reactivii pentru determinarea grupei sanguine indica faptul ca prezenta antigenelor respective in celulele rosii nu poate fi
detectata.

Clasificare inversd
Reactiile pozitive cu celulele rosii cu reactiv indica prezenta aloanticorpilor respectivi. O reactie negativa indica faptul ca prezenta
aloanticorpilor respectivi nu poate fi detectata.

Testul pentru antiglobuling directd modificatd (DAT)
Reactiile pozitivad indicd acoperirea in vivo a celulelor rosii cu anticorpi si/sau componente complementare.

Compatibilitatea incrucisatd
Reactiile pozitive indicd incompatibilitatea sangelui donatorului cu primitorul. Reactiile negative indica compatibilitatea sangelui
donatorului cu primitorul.

Limitari

Rezultate pozitive neasteptate datorate: pseudoaglutinarii, autoaglutinarii, reactiei de camp mixt, anumitor medicamente, concentratiilor
prea mari de celule rosii sau celule rosii sensibilizate /n vivo cu anticorpi si/sau componente complementare. Rezultate negative sau slabe
neasteptate datorate: antigenelor slabe, anticorpilor slabi, titrului redus al anticorpilor, reactiei de camp mixt, activitatii reduse a
reactivilor, interactiunii insuficiente dintre suspensia de celule rosii si plasma, ser sau reactiv in compartimentul de incubare si/sau
interactiunii premature dintre continutul compartimentului de incubare si mediul cu densitate ridicatad. Rezultate fals pozitive sau fals
negative pot aparea ca urmare a prezentei bulelor de aer in matricea de gel, a contaminarii materialelor testate sau a oricérei nerespectari
a tehnicii recomandate. Cand sunt utilizate probe puternic hemolitice, pot apérea reactii nespecifice. Daca o proba contine urme de
fibrind, aceasta poate cauza colectarea celulelor nesensibilizate in timpul centrifugarii, avand ca rezultat o linie rosie subtire deasupra
matricei de gel.
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Produsele Sanquin sunt garantate privind functionarea conform descrierii din instructiunile de utilizare originale ale producéatorului. Este
esentiald respectarea strica a procedurilor, a desfdsurérii testului si a reactivilor si echipamentelor recomandate. Sanquin nu isi asuma

nicio responsabilitate pentru nerespectarea acestora.



