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Krvno-skupinová diagnostika na detekciu D antigénu na ľudských červených krvinkách. 
 
Všeobecné informácie 

Diagnostika Pelikloon anti-D (IgM) monoclonal (číslo klonu je uvedené na príslušnom certifikáte alebo sprievodných dokumentoch a na 
etikete) sa pripravuje zo supernatantov stabilných hybridómových línií, ktoré prvý krát popísali Köhler a Milstein (Nature 1975). Táto 
monoklonálna diagnostika obsahuje IgM protilátky a bola špeciálne vybraná a vyvinutá tak, aby bola vhodnou alternatívou k 
polyklonálnym diagnostikám. Diagnostika splňuje požiadavky týkajúce sa štandardov a doporučení. Vlastnosti diagnostiky sú uvedené v 
príslušných dokumentoch, ktoré sú poskytované na vyžiadanie. Princípom testu je aglutinačná technika, ktorá je založená na reakcii 
antigén – protilátka. Diagnostika sa používa v skúmavkách alebo v mikrotitračných doštičkách. Diagnostika detekuje normálne D a 
väčšinu slabých D antigénov, ale nereaguje s variantom D VI. S každou sériou testov sa doporučuje použiť pozitívnu a negatívnu 
kontrolu. 
 
Bezpečnostné opatrenia 

Diagnostika je určená iba pre profesionálne použitie in vitro. Diagnostika sa skladuje pri 2-8 °C. Vytečené alebo inak poškodené fľaštičky 
sa nesmú použiť. Diagnostika (neotvorená nebo otvorená) sa nesmie používať po uplynutí exspiračnej doby, ktorá je uvedená na etikete 
fľaštičky. Ako konzervačný prípravok sa používa 0,1% (w/v) azid sodný. 
Diagnostika nemôže byť považovaná za úplne neinfekčnú. Zvýšená pozornosť musí byť venovaná pri používaní a pri likvidácii obalov a ich 
obsahu. Turbidita môže byť známkou mikrobiálnej kontaminácie. Aby sa rozpoznalo poškodenie diagnostiky, doporučuje sa testovať 
diagnostiku ako súčasť laboratórneho programu kontroly kvality s použitím príslušných kontrol. Odstránenie  do odpadu po vykonanom 
testovaní sa uskutočňuje v súlade s postupmi daného laboratória. 
 
Odoberanie a príprava vzoriek 

Vzorky krvi sa odoberajú asepticky s alebo bez pridania antikoagulancií. V prípade, že je testovanie vzoriek krvi odložené, uchovávajú sa 
pri teplote 2-8 °C. Príprava vzoriek je popísaná v postupu testu. 
 
Spôsob testovania 

Skúmavková metóda: 
Požadované skúmavky: sklenené skúmavky s guľatým dnom; veľkosť 75 x 10/12 mm. 

 
1. Pripraví sa 3-5% suspenzia testovaných erytrocytov resuspendovaných v izotonickom roztoku chloridu sodného. 
2. Do testovacej skúmavky sa pridá 

- jedna kvapka diagnostiky a  
- jedna kvapka 3-5% erytrocytárnej suspenzie a obsah sa dobre premieša. 

3. Potom sa centrifuguje 20 sekúnd pri 1000 rcf alebo pri inom vhodnom čase podľa kalibrácie centrifúgy. 
4. Erytrocyty sa resuspendujú jemným poklepom a aglutinácia sa odčíta makroskopicky. 
 
Doštičková metóda 
Požadované mikrodoštičky: polystyrénové mikrodoštičky s jamkami s guľatým dnom. 

 
1. Pripraví sa 2-3% suspenzia testovaných erytrocytov resuspendovaných v izotonickom roztoku chloridu sodného. 
2. Do jamky mikrotitračnej doštičky sa kvapne 

- jedna kvapka diagnostiky a  
- jedna kvapka 2-3% suspenzie testovaných erytrocytov. 

3. Obsah sa premieša 5 sekúnd na rotačnej trepačke pri 600-700 ot./min. 
4. Doštička sa inkubuje 10-15 minút pri izbovej teplote (18-25 °C) bez miešania. 
5. Potom sa centrifuguje 10-20 sekúnd pri 700 rcf alebo pri inom vhodnom čase podľa kalibrácie centrifúgy. 
6. Doštička sa pretrepe 1-4 minúty na rotačnej trepačke pri 600-700 ot./min.alebo pri inom vhodnom čase tak, aby sa dosiahlo 

resuspendovanie krviniek v prípade negatívnych reakcií. 
7. Potom sa doštička nechá v kľude po dobu jednej minúty, aby mohli sedimentovať malé aglutináty. 
8. Reakcia sa teraz môže odčítať ako makroskopicky, tak za pomoci čítacieho zariadenia. 
 
Interpretácia 

Pozitívna reakcia (tj. aglutinácia) ukazuje na prítomnosť Rh D antigénu na erytrocytoch. Slabé pozitívne reakcie (2+ alebo menej) alebo 
negatívne reakcie sa musia overiť, ak je to potrebné, na prítomnosť slabého alebo čiastočného D antigénu použitím vhodnej anti-D 
reagencie Pelikloon (K1151, K1157). 
 
Výskyt                  Kaukazská populácia                  Negroidná populácia 

D antigén                        85%                                         92% 
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Obmedzenia 

Nečakané pozitívne výsledky môžu byť spôsobené: pseudoaglutináciou, autoaglutináciou, zmiešaným reakčným polom, prítomnosťou 
Whartonova rôsolu spoločne s umbilikálnymi erytrocytmi. 
Nečakané negatívne alebo slabšie výsledky môžu byť spôsobené slabými antigénmi, zmiešaným reakčným polom, zníženou aktivitou 
diagnostiky. 
Bunky s variantom antigénu môžu vytvárať neočakávané pozitívne alebo negatívne reakcie so vzorkami, ktoré boli predtým natypované 
krvnoskupinovými diagnostikami polyklonálnych alebo iných monoklonálnych zdrojov odvodených od bunkovej línie. 
Falošne pozitívne alebo falošne negatívne výsledky môžu byť spôsobené kontamináciou testovaného materiálu, alebo odchýlky od 
doporučenej techniky. 
Erytrocyty s pozitívnym priamym antiglobulínovým testom (PAT) môžu dávať falošne pozitívne výsledky. Pre detekciu týchto neplatných 
výsledkov sa doporučuje použiť negatívu kontrolu monoklonálnu. 
Táto diagnostika bola optimalizovaná na použitie technikou doporučenou v tomto príbalovom letáku. Použitie v iných technikách musí byť 
overené užívateľom. 
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Sanquin zaručuje, že funkčné charakteristiky jej výrobkov zodpovedajú popisu v pôvodnom návode na použitie od výrobcu. Je 

nevyhnutné presne dodržiavať postupy, rozvrhnutie testov a odporúčania ohľadom činidiel a vybavenia. Nadácia Sanquin sa zrieka 

akejkoľvek zodpovednosti v prípade akýchkoľvek odchýlok od týchto postupov, rozvrhnutí a odporúčaní. 


