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Reagens za odredivanje krvne grupe za otkrivanje D antigena na ljudskim eritrocitima

Opce informacije

Pelikloon anti-D enhanced (IgM) monoclonal reagens za odredivanje krvne grupe (brojevi klonova navedeni su na odgovarajucoj potvrdi o
analizi / dokumentu o stavljanju u uporabu i naljepnici proizvoda) pripremljeni su od supernatanata kulture iz stani¢nih linija hibridoma,
kao $to su prvi put opisali Kohler i Milstein (Nature 1975). Ovaj monoklonski reagens sadrzi humana IgM antitijela i posebno je odabran i
razvijen kao pouzdana alternativa poliklonskim reagensima. Ovaj reagens udovoljava zahtjevima odgovarajuc¢ih normi i smjernica.
lzvedbena svojstva spominju se u dokumentima o stavljanju u uporabu koji se na zahtjev isporucuju uz proizvod. Nacelo testa jest
aglutinacijska tehnika koja se temelji na reakciji izmedu antigena i antitijela. Reagensom se moZze sluziti u metodama rotiraju¢e epruvete ili
plocice s mikroepruvetama te ¢e otkriti sve D antigene i veéinu antigena kategorije VI varijante D i slabe D antigene. Izri¢ito se
preporucuje uklju€enje pozitivnih i negativnih kontrola sa svakom serijom odredivanja krvne grupe.

Mijere opreza

Samo za in vitro dijagnosti¢ku uporabu. Reagense ¢uvati na temperaturi 2 — 8 °C. Ne upotrebljavati bocice koje cure ili su oSte¢ene. Ne
upotrebljavati reagense (neotvorene ili otvorene) nakon isteka roka trajanja otisnutog na etiketi bocice. NaNs 0,1% (tezina po obujmu)
koristi se kao konzervans. Ne mozZe se pretpostaviti da u reagensima nema uzro¢nika zaraza. Paziti prilikom uporabe i zbrinjavanja svakog
spremnika i njegovog sadrZaja na otpad. Zamucéenost mozZe ukazivati na kontaminaciju mikrobima. Za prepoznavanje kvarenja reagensa
preporucuje se testiranje reagensa kao dio laboratorijskog programa kontrole kvalitete uporabom odgovarajuéih kontrola. Po zavr$etku
testa zbrinuti na otpad u skladu s laboratorijskim propisima.

Uzimanje i priprema uzoraka

Uzorke krvi izvaditi asepticki, s ili bez dodavanja antikoagulansa. Ako se testiranje krvnih uzoraka odgodi, uzorke ¢uvati na temperaturi 2
-8 °C.

Priprema uzoraka opisana je u doti¢nim ispitnim postupcima.

Postupak testiranja
Metoda rotirajuc¢e epruvete
Zahtjevi povezani s epruvetom: staklene epruvete okruglog dna; velicine 75 x 10/12 mm.

1. Pripremite 3 — 5 %-tnu stani¢nu suspenziju eritrocita koju ¢ete testirati u izotoni¢noj fizioloskoj otopini.
2. Dodajte sljedec¢e u epruvetu:
- 1 kap reagensa Pelikloon
- 1 kap 3 — 5 %-tne stani¢ne suspenzije
i dobro promijeSajte sastojke.
3. Centrifugirajte 20 sekundi pri relativnoj centrifugalnoj sili (RCF) 1000 ili u trajanju prikladnom za kalibraciju centrifuge.
4. Ponovno otopite stanice laganim muckanjem i makroskopski ocitajte aglutinaciju.

Metoda ploc¢ice s mikroepruvetama
Zahtjevi povezani s plo¢icom s mikroepruvetama: stiroporne plocice s mikroepruvetama zaobljenoga dna.

1. Pripremite 2 — 3 %-tnu stani¢nu suspenziju eritrocita koju ¢ete testirati u izotoni¢noj fizioloskoj otopini.

2. Dodajte u mikroepruvetu:

- 1 kap reagensa Pelikloon

- 1 kap 2 — 3 %-tne stani¢ne suspenzije.

Sadrzaj temeljito mije$ajte 5 sekundi u rotacijskoj mijesalici pri 600 — 700 1/min.

Inkubirajte 10 — 15 minuta na sobnoj temperaturi (18 — 25 °C) bez treSenja.

Centrifugirajte 10 — 20 sekundi na 700 rcf (relativna centrifugalna sila) ili koliko je potrebno za kalibriranje centrifuge.

Ponovno protresite plo¢icu s mikroepruvetama 1 — 4 minute na rotacijskoj mijesalici pri 600 — 700 1/min ili koliko je potrebno da
se stanice u mikroepruvetama potpuno ponovno otope

s negativnim reakcijama.

7. Neka ploc¢ica s mikroepruvetama odstoji 1 minutu kako bi se maniji aglutinati slegli.

8. Reakcije se sada mogu oditati ili makroskopski ili pomocéu automatskoga ¢itaca.
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Tumacenje

Pozitivna reakcija (tj. aglutinacija) ukazuje na prisutnost Rh D antigena. Pozitivna reakcija, premda je slaba ili negativna uporabom drugih
tehnika, ukazuje na prisutnost slabog ili djelomi¢nog D antigena pa se preporucuje daljnje ispitivanje u svrhu razjasnjenja Rh D statusa.
Negativna reakcija (tj. bez vidljive aglutinacije) ukazuje na nedostatak Rh D antigena.

Pojavljivanje Pripadnici bijele rase Pripadnici crne rase
D antigen 85 % 92 %



Ogranicenja

Neocekivani pozitivni rezultati zbog: pseudoaglutinacije, autoaglutinacije, reakcije mjeSovitog polja, prisutnosti Whartonove sluzi sa
stanicama pupkovine.

Neocekivani negativni ili slabi rezultati zbog: slabih antigena, reakcije mje$ovitog polja, smanjenoga djelovanja reagensa.

Varijante stanica antigena mogu izazvati neoc¢ekivane pozitivne ili negativne reakcije s uzorcima koji su prethodno tipizirani s reagensima
za odredivanje krvne grupe poliklonskih ili drugih monoklonskih izvora koji su dobiveni iz stani¢ne linije. Lazno pozitivni ili lazno negativni
rezultati mogu se pojaviti zbog kontaminacije testnih materijala ili bilo kakvog odstupanja od preporu¢ene metode.

Eritrociti s pozitivnim izravnim antiglobulinskim testom (DAT) mogu imati laZzno pozitivan rezultat testa. Za otkrivanje takvih nevaljanih
rezultata testa preporucuje se uporaba Pelikloon control monoclonal .

Pelikloon monoclonal reagensi za odredivanje krvne grupe optimizirani su za uporabu s pomocu tehnike (ili vise njih) preporu¢ene u ovim
uputama za uporabu. Osim ako nije navedeno drugacije, korisnik mora odrediti njihovu prikladnost za uporabu s pomocu drugih tehnika.
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Proizvodi organizacije Sanquin zajamceno djeluju kao Sto je opisano u izvornim proizvodacevim uputama za uporabu. Strogo pridrZzavanje
postupaka, postavki testa te preporucenih reagensa i opreme od kljucne je vaznosti. Sanquin se odrice svake odgovornosti koja proizlazi
iz bilo kakvog nepridrZavanja navedenog.



