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Blodgrupperingsreagens for detektion av D-antigener pa humana erytrocyter

Allméan information

Pelikloon anti-D mix (IgG/IgM) monoclonal blodgrupperingsreagens (klonnumret anges pd medféljande analyscertifikat och pa
produktetiketten) har framstéllts av supernatant frén cellkulturer frén stabila hybridoma cellinjer som de férsta gangen beskrevs av Kéhler
och Milstein (Nature 1975). Denna monoklonala reagens innehaller humana IgG/IgM-antikroppar och har speciellt valts ut och utvecklats
for att utgodra ett tillforlitligt alternativ till polyklonala reagenser. Reagensen uppfyller kraven for géllande standarder och riktlinjer.
Produktens egenskaper finns specificerade i de analyscertifikat som medféljer produkten pa begéaran. Testprincipen bygger pa
agglutinationsteknik, vilken baseras pa antigen-/antikroppsreaktion. Reagensen kan anvandas for rér-eller mikroplattmetod. Reagensen
kommer att detektera alla normala D och de flesta svaga D-antigener. D-varianten kategori VI detekteras endast i rérprovet efter att
polyspecifikt anti-humant serum har tillsats. Inforlivandet av positiva och negativa kontroller med varje serie av blodgruppsbestédmningar
rekommenderas starkt.

Forsiktighetsatgarder

Reagenserna skall endast anvéndas for in-vitro-diagnostik. Reagenserna bér forvaras i 2-8 °C. Lackande eller skadade reagensflaskor far
ej anvandas. Reagenser (o6ppnade eller 6ppnade) bér inte anvéndas efter det utgdngsdatum som &r tryckt pa flaskans etikett. NaNs
0,1% (w/v) anvénds som konserveringsmedel. Det kan inte uteslutas att reagensen innehaller ndgra smittfarliga &mnen. Lakttag
forsiktighet vid anvandning och hantering av behallare och deras innehall. Grumlighet kan vara tecken pa bakteriell kontamination. Fér att
upptécka tecken pa nedbrytning av reagens rekommenderas att reagenserna testas som en del av laboratoriets interna kontrollprogram,
genom anvéandning av lampliga kontroller. Bortférskaffande av avfall, efter testets slutférande, ska ske i enlighet med laboratoriets egna
foreskrifter.

Provtagning och forberedelser
Blodprov ska tas aseptiskt med eller utan tillsats av antikoagulanter. Om test av blodprov férsenas, skall proverna férvaras i 2-8 °C.
Preparation av prover beskrivs i respektive bruksanvisning.

Testutforande
Rérmetod
Krav pé rér: glasrér med rund botten; storlek 75 x 10/12 mm.

1. Forbered med isotonisk saltlosning eller i eget plasma eller serum en 3-5% cellsuspension av de roda celler som skall testas.
2. Tillsatt i ett ror:
- 1 droppe Pelikloon-reagens
- 1 droppe av den 3-5% cellsuspensionen
och blanda val.
3. Centrifugera i 20 sekunder vid 1000 rcf eller s& Iang tid som &r lampligt for kalibrering av centrifugen.
4. Omsuspendera cellerna under latt vaggning och las av agglutination makroskopiskt.

Om ingen agglutination &r synlig ska testet fortsattas pa féljande satt:

o

Blanda val och inkubera réren i ett vattenbad i 15-20 minuter i 37 °C.

Tvatta cellerna en gang i mer isotonisk saltlésning. Dekantera helt och hallet (En tvattning &r tillrécklig. Det &r inte ndgon nackdel att
tvatta 3-4 ganger som med de konventionella testerna).

7 L&gg till 2 droppar av polyspecifikt anti-humant serum och blanda val.

8. Centrifugera i 20 sekunder vid 1000 rcf eller s& I&ng tid som &r lampligt for kalibrering av centrifugen.
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Omsuspendera cellerna under latt vaggning och las av agglutination makroskopiskt.
0. Om det inte finns tecken pa synlig agglutination, lagg till 1 droppe av Coombs Control Cells och upprepa steg 8 och 9. Reaktionen
bor nu bli positiv. Om testet forblir negativt ar resultatet ogiltigt och testet bér goras om.

Mikroplattmetod
Krav pd mikroplattor: mikroplattor av polystyren med rund botten.

1. Forbered med isotonisk saltlosning eller i eget plasma eller serum en 2-3% cellsuspension av de roda celler som skall testas.
2. Tillsatt i en brunn:

- 1 droppe Pelikloon-reagens

- 1 droppe av den 2-3% cellsuspensionen

Blanda innehallet grundligt i 5 sekunder med hjalp av en roterande skak vid 600-700 vpm.

Inkubera i 10-15 minuter i rumstemperatur (18-25 °C) utan att skaka materialet.

Centrifugera i 10-20 sekunder vid 700 rcf eller sa lang tid som &r lampligt for kalibrering av centrifugen.

ok w



6. Skaka mikroplattan i 1-4 minuter pa rotationsskaken vid 600-700 vpm eller under sa lang tid som &r nédvandig fér att resuspendera
cellerna helt i brunnen med negativa reaktioner.

7. L&t mikroplattan vila i en minut, s& att de mindre agglutinaten kan satta sig.

8. Avlas for agglutinat makroskopiskt eller med en automatisk avlésare.

Tolkning

En positiv reaktion (dvs. agglutination) anger férekomsten av Rh D-antigenen. En positiv reaktion som &r svag eller negativ med andra
tekniker indikerar férekomst av en svag eller partiell D-antigen. Ytterligare tester for att klargéra Rh D-statusen rekommenderas. En
negativ reaktion (dvs. ingen synlig agglutination) anger franvaron av Rh D-antigenen.

Foérekomst Vita Svarta
D-antigen 85% 92%

Begransningar

Oviéntade positiva reaktioner kan bero pa: pseudoagglutination, autoagglutination, mixed field-reaktion, anvadndning av Whartons gelé
tillsammans med navelstrangsblod.

Ovéntade negativa eller svaga resultat kan bero pé: svaga antigener, mixed field-reaktion, minskad reagensaktivitet Celler med
antigenvarianter kan ge ovantade positiva eller negativa reaktioner med prover som tidigare typbestdmts med blodgrupperingsreagenser
fran polyklonala eller andra monoklonala cellinjekallor.

Falska positiva eller falska negativa resultat kan uppst& genom kontamination av testmaterial eller vid avvikelse fr&n rekommenderad
teknik.

Réda celler som har ett positivt direkt antiglobulintest (DAT) ger falska positiva testresultat. Anvandningen av Pelikloon
kontrollmonoklonal rekommenderas for att kunna spara séddana ogiltiga testresultat.

Ineffektiv tvattning av erytrocyter som testas kan resultera i falska negativa resultat p& grund av neutraliseringen av det polyspecifika
anti-humana serumet av proteiner (IgG) som fortfarande férekommer i roret.

Pelikloon monoklonala blodgruppsreagenser har optimerats foér anvandning med de(n) teknik(er) som rekommenderas i denna bipacksedel.
Om inget annat anges méste lampligheten fér anvandning med andra tekniker faststallas av anvandaren.
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Sanquin produkter ger garanterat de prestanda som beskrivs i originaltillverkarens bruksanvisning. Det &r mycket viktigt att stréngt félja
beskrivna procedurer, testuppstéllningar och rekommenderade reagensmedel och apparatur. Sanquin franséger sig allt ansvar till féljd av
att detta férsummas.



