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Krvno-skupinovéa diagnostika na detekciu D antigénu na l'udskych ¢ervenych krvinkéach.

Vseobecné informacie

Diagnostika Pelikloon anti-D (IgM) monoclonal (&islo klonu je uvedené na prislusnom certifikate alebo sprievodnych dokumentoch a na
etikete) sa pripravuje zo supernatantov stabilnych hybridémovych linii, ktoré prvy krat popisali Kéhler a Milstein (Nature 1975). Tato
monoklondlna diagnostika obsahuje IgM protilatky a bola $pecidlne vybrana a vyvinuté tak, aby bola vhodnou alternativou k
polyklondlnym diagnostikdm. Diagnostika splfuje poZiadavky tykajuce sa Standardov a doporuceni. Vlastnosti diagnostiky st uvedené v
prislusnych dokumentoch, ktoré st poskytované na vyziadanie. Principom testu je aglutina¢na technika, ktora je zaloZzena na reakcii
antigén — protiladtka. Diagnostika sa pouziva v skimavkéch alebo v mikrotitracnych dostickach. Diagnostika detekuje normélne D a
vacésinu slabych D antigénov, ale nereaguje s variantom D VI. S kaZzdou sériou testov sa doporuduje pouzit pozitivhu a negativnu
kontrolu.

Bezpecénostné opatrenia

Diagnostika je uréena iba pre profesionalne pouzitie in vitro. Diagnostika sa skladuje pri 2-8 °C. Vytecené alebo inak poskodené flasticky
sa nesmu pouzit. Diagnostika (neotvorena nebo otvorend) sa nesmie pouzivat po uplynuti exspirac¢nej doby, ktora je uvedena na etikete
flasticky. Ako konzervaény pripravok sa pouziva 0,1% (w/v) azid sodny.

Diagnostika nemozZe byt povazovana za Uplne neinfekénd. Zvy$ena pozornost musi byt venovana pri pouzivani a pri likvidécii obalov a ich
obsahu. Turbidita méze byt zndmkou mikrobiélnej kontaminacie. Aby sa rozpoznalo poskodenie diagnostiky, doporuéuje sa testovat
diagnostiku ako suc¢ast laboratérneho programu kontroly kvality s pouzitim prislusnych kontrol. Odstranenie do odpadu po vykonanom
testovani sa uskutocnuje v sllade s postupmi daného laboratéria.

Odoberanie a priprava vzoriek
Vzorky krvi sa odoberaju asepticky s alebo bez pridania antikoagulancii. V pripade, Ze je testovanie vzoriek krvi odloZzené, uchovavaji sa
pri teplote 2-8 °C. Priprava vzoriek je popisana v postupu testu.

Spoésob testovania
Skumavkova metdda:
PoZadované skumavky: sklenené skumavky s gulatym dnom; velkost' 75 x 10/12 mm.

1. Pripravi sa 3-56% suspenzia testovanych erytrocytov resuspendovanych v izotonickom roztoku chloridu sodného.
2. Do testovacej skimavky sa prida
- jedna kvapka diagnostiky a
- jedna kvapka 3-5% erytrocytéarnej suspenzie a obsah sa dobre premiesa.
3. Potom sa centrifuguje 20 sekuand pri 1000 rcf alebo pri inom vhodnom ¢ase podla kalibracie centrifigy.
4. Erytrocyty sa resuspenduju jemnym poklepom a aglutindcia sa od¢ita makroskopicky.

Dostickovéd metdda
PoZadované mikrodosticky: polystyrénové mikrodosticky s jamkami s gulatym dnom.

1. Pripravi sa 2-3% suspenzia testovanych erytrocytov resuspendovanych v izotonickom roztoku chloridu sodného.
2. Do jamky mikrotitrac¢nej dosticky sa kvapne

- jedna kvapka diagnostiky a

- jedna kvapka 2-3% suspenzie testovanych erytrocytov.

3. Obsah sa premie$a 5 sekuiind na rota¢nej trepacke pri 600-700 ot./min.

4. Dosti¢ka sa inkubuje 10-15 minat pri izbovej teplote (18-25 °C) bez mieSania.

5. Potom sa centrifuguje 10-20 sekdnd pri 700 rcf alebo pri inom vhodnom ¢ase podla kalibracie centriftgy.

6. Dosticka sa pretrepe 1-4 minuty na rotacnej trepacke pri 600-700 ot./min.alebo pri inom vhodnom ¢Ease tak, aby sa dosiahlo
resuspendovanie krviniek v pripade negativnych reakcii.

7. Potom sa dosticka necha v klude po dobu jednej mintty, aby mohli sedimentovat malé aglutinaty.

8. Reakcia sa teraz moZe od¢itat ako makroskopicky, tak za pomoci ¢itacieho zariadenia.

Interpretéacia

Pozitivna reakcia (tj. aglutinacia) ukazuje na pritomnost Rh D antigénu na erytrocytoch. Slabé pozitivne reakcie (2 + alebo menej) alebo
negativne reakcie sa musia overit, ak je to potrebné, na pritomnost slabého alebo &iastoéného D antigénu pouzitim vhodnej anti-D
reagencie Pelikloon (K1151, K1157).

Vyskyt Kaukazska populacia Negroidna populacia
D antigén 85% 92%



Obmedzenia

Necakané pozitivne vysledky mézu byt spdsobené: pseudoaglutinciou, autoaglutinaciou, zmie$anym reakénym polom, pritomnostou
Whartonova résolu spolo¢ne s umbilikadlnymi erytrocytmi.

Necakané negativne alebo slabsie vysledky m6zu byt sposobené slabymi antigénmi, zmie$anym reakénym polom, zniZzenou aktivitou
diagnostiky.

Bunky s variantom antigénu moZzu vytvarat neotakavané pozitivne alebo negativne reakcie so vzorkami, ktoré boli predtym natypované
krvnoskupinovymi diagnostikami polyklonalnych alebo inych monoklonélnych zdrojov odvodenych od bunkovej linie.

Falo$ne pozitivne alebo falogne negativne vysledky moézu byt spdsobené kontaminaciou testovaného materialu, alebo odchylky od
doporucenej techniky.

Erytrocyty s pozitivnym priamym antiglobulinovym testom (PAT) mézu davat falo$ne pozitivne vysledky. Pre detekciu tychto neplatnych
vysledkov sa doporuéuje pouzit negativu kontrolu monoklonalnu.

Téato diagnostika bola optimalizovana na pouzitie technikou doporu¢enou v tomto pribalovom letaku. Pouzitie v inych technikach musi byt
overené uzivatelom.

Referencie

Race R.R. and Sanger R.; Blood Groups in Man, 6" ed. Oxford Blackwell Scientific Publishers 1975.

Issit P.D.; Applied Blood Group Serology, 3™ ed. Montgomery Scientific Publications, Miami, Florida, USA, 1985.
Daniels G.; Human Blood Groups. Blackwell Science Ltd. 1995.

Reid M.E. et al.; The Blood Group Antigen Facts Book. Facts Book Series, 3" ed. 2012.

Mollison P.L. et al.; Blood Transfusion In Clinical Medicine, 9" ed. Blackwell, Oxford, 1993.

akrwnN=

Sanquin zarucuje, Ze funkcné charakteristiky jej vyrobkov zodpovedaju popisu v pévodnom ndavode na pouZitie od vyrobcu. Je
nevyhnutné presne dodrzZiavat postupy, rozvrhnutie testov a odporucania ohladom ¢inidiel a vybavenia. Nadacia Sanquin sa zrieka
akejkolvek zodpovednosti v pripade akychkolvek odchylok od tychto postupov, rozvrhnuti a odporddéani.



