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Krvno skupinové diagnostikum na detekciu D antigénu na ludskych erytrocytoch

Vseobecné inormacie

Diagnostikum Pelikloon anti-D enhanced (IgM) monoclonal (&isla klonov su uvedené v prislichajicom analytickom
certifikate/prepustacom dokumente a na etikete) sa pripravuje zo supernatantov stabilnych hybridémovych linii prvykréat popisanych
Kohler a Milstein (Nature 1975). Monoklonélne diagnostikum obsahuje IgM a bolo $pecidlne vyvinuté tak aby bolo vhodnou alternativou
voci polyklondlnym diagnostikdm. Diagnostikum splfiuje poziadavky prisluS§nych Standardov a odportcani. Jeho parametre si uvedené v
prepustacich dokumentoch, ktoré su poskytnuté s produktom na vyziadanie.

Principom je aglutinacna technika zaloZzena na reakcii antigén/protilatka. Diagnostikum sa pouZziva ako v skiimavkovej metdde, tak aj na
mikrotitracnych dostickach a detekuje vSetky D antigény, vaésinu D variantov kategdrie VI a slabé D antigény. S kazdou sériou testov sa
odporutéa pouzit negativnu a pozitivhu kontrolu.

Bezpecénostné opatrenia

Diagnostikum je uréené len na in vitro. Uskladriuje sa pri 2-8 °C. Pretekajlce alebo inak poskodené flasticky sa nesmu pouzit.
Diagnostikum (otvorené alebo neotvorené) sa nesmie pouzit po uplynuti ¢asu pouzitelnosti vyznatenom na etikete. Ako konzervaény
pripravok sa pouziva 0,1% (w/v) azid sodny.

V diagnostiku nie je celkom mozné vylugit pritomnost infekéného agens. Venujte pozornost pri kazdej manipulécii s obalom a jeho
obsahom. Turbidita by mohla byt zndmkou mikrobialnej kontaminéacie. Aby sa rozpoznalo poskodenie diagnostika, odpordc¢a sa testovat
ho ako sucast laboratérneho programu kontroly kvality s pouzitim prisludnych kontrol.

Odstranenie odpadu sa prevadza v sulade s postupmi daného laboratéria.

Odoberanie a priprava vzoriek

Vzorky krvi sa odoberaji asepticky s alebo bez pridania antikoagulantov. Ak je testovanie ¢asovo odloZzené, vzorky krvi sa uskladnuju pri
2-8 °C.

Priprava vzoriek je uvedend v postupe testu.

Postup pri testovani
Skumavkova metdda
PoZadované skumavky: sklenené s gulatym dnom, vo velkosti 75 x 10/12 mm.

1. Pripravi sa 3-5% suspenzia testovanych erytrocytov v izotonickom roztoku NaCl.
2. Do testovacej skimavky sa kvapne
- 1 kvapka Pelikloon diagnostika
- 1 kvapka 3-5% erytrocytovej suspenzie
a obsah dobre premiesame.
3. Potom sa skimavky centrifiguja 20 sekind pri 1000 rcf alebo v inom vhodnom ¢ase podla kalibracie centrifigy.
4. Sediment sa jemne pretrepe a aglutinacia sa vyhodnoti makroskopicky.

Mikrodostickovd metdda
PoZadované mikrodoSticky: polystyrénové s jamkami a gulatym dnom.

1. Pripravy sa 2-3% suspenzia testovanych erytrocytov v izotonickom roztoku NaCl.

2. Do jamky mikrotitra¢nej dosticky sa kvapne

- 1 kvapka Pelikloon diagnostika

- 1 kvapka 2-3% suspenzie testovanych erytrocytov.

Obsah sa premieSa 5 sekund na rotacnej trepacke pri 600-700 ot./min.

Dosti¢ka sa inkubuje 10-15 min pri izbovej teplote (18-25 °C) bez mie$ania.

Potom sa centrifiiguje 10-20 sekund pri 700 rcf alebo v inom vhodnom ¢ase podla kalibracie centrifagy.
Dosticka sa pretrepe 1-4 min. na rota¢nej trepacke pri 600-700 ot./min. alebo v inom vhodnom ¢ase aby bola dosiahnuta
resuspendacia krviniek v pripade negativnych reakcii.

7. Potom sa dosticka nechd v pokoji 1 min. aby sedimentovali malé aglutinaty.

8. Reakcia sa vyhodnocuje makroskopicky alebo pomocou automatického readru.
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Interpretacia

Pozitivne reakcie (aglutinacie) indikuja pritomnost Rh D antigénu na erytrocytoch. Pozitivna reakcia, ked' je slaba alebo negativna pri
inych technikach, indikuje pritomnost slabého alebo ¢iastoéného D antigénu a odporica sa dalSie skiimanie za Géelom objasnenia stavu
Rh D. Negativne (bez viditelnej aglutinacie) indikuju nepritomnost Rh D antigénu na erytrocytoch.

Vyskyt Kaukazska populacia Cernosi
D antigén 85% 92%



Obmedzenie

Neocakavané pozitivne vysledky by mohli byt zapri¢inené: pseudoaglutinaciou, autoaglutinaciou, reakciou zmieSaného pola,
pritomnostou Whartonovho résolu spolu s pupoénikovymi krvinkami.

Neocakavané negativne, alebo slabo pozitivne reakcie by mohli byt zapri¢inené: slabymi antigénmi, reakciou zmieSaného pola, znizenou
aktivitou diagnostika.

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

Falogné pozitivne alebo negativne vysledky by mohli byt zapri¢inené kontaminaciou testovaného materialu alebo odchylkou od
odporucanej techniky.

Erytrocyty s pozitivnym priamym antiglobulinovym testom (DAT) by mohli vykazovat falo$né pozitivne vysledky. Na detekciu takto
neplatnych vysledkov sa odportc¢a pouzit Pelikloon control monoclonal.

Pelikloon monoklonalne skupinové diagnostikum bolo optimalizované na pouzitie technikou odpordc¢anou v tomto pribalovom letaku.
Pouzitie v inych technikach musi byt overené uzivatelom.
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Sanquin zarucuje, Ze funkcné charakteristiky jej vyrobkov zodpovedaju popisu v pévodnom navode na pouZitie od vyrobcu. Je
nevyhnutné presne dodrzZiavat postupy, rozvrhnutie testov a odporicania ohladom dcinidiel a vybavenia. Nadacia Sanquin sa zrieka
akejkolvek zodpovednosti v pripade akychkolvek odchylok od tychto postupov, rozvrhnuti a odporuéani.



