
Instructions for use  
 

1|2 

Sanquin Reagents B.V. 
Plesmanlaan 125  
1066 CX Amsterdam 
The Netherlands 

Phone: +31 20 5123599 
Fax: +31 20 5123570 
Reagents@sanquin.nl 
www.sanquin.org/reagents 

PeliStrip elution kit  K1398                   
054_v02 01/2017 (cs)  Pouze pro profesionální použití 

 
Souprava pro eluci protilátek z erytrocytů 
 

 
Skladujte v temnu 

 
Všeobecné informace 
PeliStrip elution kit se používá pro rychlou kyselou eluci protilátek z intaktních erytrocytů. 
Například k identifikaci protilátek u pacientů s pozitivním přímým antiglobulinovým testem (DAT) nebo k identifikaci protilátek 
izolovaných ze sér nebo plazmy jejich navázáním na povrch vybraných erytrocytů in vitro. 
Eluát může být testován jako sérum nebo plazma pro detekci a identifikaci protilátek. 
 
Součásti soupravy 
Elution Solution 1: dvě lahvičky (bílý uzávěr) o objemu 8 ml. Skladujte při teplotě 18-25°C. 
Neutralisation Solution 2: jedna lahvička (černý uzávěr) o objemu 12 ml. Tento Tris-neutralizační pufr obsahuje BSA a je modře zbarven 
pro indikaci pH a snadné rozlišení. Skladujte v temnu při teplotě 18-25°C. 
 
Upozornění  
Diagnostikum je určeno pouze pro použití in vitro. 
Soupravu skladujte při teplotě 18-25°C. Roztok Neutralisation Solution 2 skladujte v temnu. Dlouhodobé skladování na světle může vést 
ke změně zbarvení roztoku Neutralisation Solution 2. Pokud roztok Neutralisation Solution 2 nemá modrou barvu, nepoužívejte jej. 
Neutralisation Solution 2 obsahuje 0,1 % NaN3 (hm.) jako konzervant. Nezmrazujte. 
Přestože byl hovězí sérový albumin testován na infekční onemocnění s negativním výsledkem, nelze u diagnostika zcela vyloučit 
přítomnost infekčního agens. Při použití každého balení a jeho obsahu a při nakládání s nimi je třeba dbát opatrnosti.  
Nepoužívejte, pokud jsou roztoky zakalené, může to být známkou mikrobiální kontaminace. 
Nepoužívejte netěsné nebo poškozené lahvičky. 
Soupravu nepoužívejte po datu exspirace, které je uvedeno na etiketě. 
Při použití každého balení a jeho obsahu a při nakládání s nimi je třeba dbát opatrnosti. 
Odstranění odpadu po provedeném testování se provádí v souladu s postupy dané laboratoře. 
 
Odběr vzorků 
Vzorky krve se odebírají asepticky s přidáním antikoagulancií, přednostně EDTA. Jestliže je testování vzorků krve odloženo, vzorky 
skladujte při teplotě 2-8°C, pokud možno maximálně 72 hodin. 
 
Metoda testu 
Senzibilizované erytrocyty se důkladně promyjí chladným (2-8°C) fyziologickým roztokem pufrovaným fosfátem (PBS), aby se vymyly 
všechny nenavázané proteiny a minimalizovalo štěpení protilátek navázaných na buňky. 
Promyté buňky se smísí s roztokem Elution Solution 1 pro štěpení protilátek. Po centrifugaci se eluát neutralizuje roztokem Neutralisation 
Solution 2. 
 
Postup testu 

Potřebný materiál, který není součástí soupravy: 
- Požadavky na zkumavky: skleněné zkumavky s kulatým dnem, velikost 75 x 10/12 mm. 
- Chladný (2-8°C) roztok PBS. 

 
1.  Vzorek centrifugujte a odeberte co největší množství supernatantu. 
2. Alespoň 1 ml senzibilizovaného erytrocytárního sedimentu 5x promyjte chladným (2-8°C) roztokem PBS, abyste odstranili 

všechny nenavázané protilátky. Alikvotní množství by mělo stačit k získání 1 ml erytrocytárního sedimentu po promytí. Rychlost 
a dobu poslední centrifugace je třeba volit tak, aby výsledkem byl erytrocytární sediment, např. 5 minut při 3000 g nebo podle 
protokolu vaší laboratoře. 

 Část roztoku z posledního promytí uchovejte jako kontrolu. 
3. Použijte skleněnou zkumavku 75 x 10/12 mm. 

Pro získání optimálního výsledku je nutné postupovat NEPRODLENĚ až do neutralizace (krok č. 6) a co možná nejvíce zkrátit dobu 
práce při nízkém pH. Dále se doporučuje pracovat vedle centrifugy. 
Přidejte 1 ml erytrocytárního sedimentu. 
Přidejte 1 ml roztoku Elution Solution 1 (bílý uzávěr). 
Poznámka: Pokud je k dispozici méně než 1 ml erytrocytárního sedimentu, eluát je možné připravit přidáním stejným dílem 
zmenšeného objemu roztoku Elution Solution 1. Je nutné použít minimálně 500 µl erytrocytárního sedimentu, menší objem by 
mohl vést k falešným výsledkům. 
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4. IHNED PO PŘIDÁNÍ roztoku Elution Solution 1 opatrně promíchejte obsah zkumavky jejím převrácením 5x. 
IHNED CENTRIFUGUJTE 1 minutu při 1000 g nebo po dobu a při rychlosti potřebných k tomu, aby v centrifuze vznikla kulička 
buněk a buněčného odpadu. 

5. Čistou (skleněnou) pipetou PŘENESTE supernatant PŘÍMO do čisté skleněné zkumavky (kuličku zlikvidujte, buňky již nelze použít). 
6. Kyselý eluát SE MUSÍ IHNED NEUTRALIZOVAT přidáním roztoku Neutralisation Solution 2 (černý uzávěr) po kapkách, dokud je 

po přidání a promísení kapky zachováno modré zbarvení. Vzhled a trvání modrého zbarvení jsou známkou toho, že pH eluátu bylo 
upraveno na požadované rozmezí (6,6-7,4). Potřebný objem roztoku Neutralisation Solution 2 se může lišit v závislosti na různých 
aspektech; nejdůležitějším aspektem je stupeň hemolýzy červených krvinek před elucí nebo z důvodu delší doby eluce při nízkém 
pH. Jestliže má kyselý eluát v důsledku hemolýzy červených krvinek červené nebo hnědé zbarvení, eluát po přidání roztoku 
Neutralisation Solution 2 nezmodrá, ale zakalí se. 

7. Centrifugujte alespoň 1 minutu při zrychlení >1000 g k odstranění precipitátu nebo buněčného odpadu, nebo po dobu a při 
rychlosti, při kterých centrifugací z precipitátu a buněčného odpadu vznikne kulička.  
Eluát přeneste čistou (skleněnou) pipetou do čisté skleněné zkumavky. 

 
Eluát je nyní připraven k testování protilátek nepřímou aglutinační technikou s PEG. Případné alternativní postupy testování protilátek 
musí uživatel validovat.  
Jako kontrolu použijte supernatant, který jste uchovali z posledního promytí. Jestliže testování nelze provést hned, je možné eluát 
skladovat při teplotě 2-8°C a použít jej přednostně do 72 hodin, maximálně do 7 dnů. Turbidita může být známkou mikrobiální 
kontaminace.  
 
Hodnocení výsledků 
Pozitivní reakce (např. aglutinace) eluátu svědčí o tom, že eluát obsahuje protilátky (vymyté z původních erytrocytů) proti erytrocytárním 
antigenům, které se nacházejí na testovaných erytrocytech. 
Negativní reakce (např. bez viditelné aglutinace) eluátu svědčí o tom, že eluát neobsahuje protilátky proti antigenům, které se nacházejí 
na testovaných erytrocytech. 
V případě podezření na polékovou hemolytickou anémii je nutné eluát testovat pomocí buněk senzibilizovaných příslušným lékem. 
 
Omezení 
Pozitivní reakce (např. aglutinace) uschovaného promývacího roztoku může indikovat přítomnost protilátek v důsledku nedostatečného 
promytí, což může rušit aktivitu protilátek v eluátu. Po důkladnějším promytí buněk chladným (2-8°C) roztokem PBS je tedy nutné 
postup eluce zopakovat. Pozitivní reakce uchovaného promývacího roztoku by však mohla také indikovat přítomnost protilátek s nízkou 
afinitou, vymytých z buněk při promývání. 
V případě, že eluát vykáže negativní reakci (např. bez viditelné aglutinace), zatímco klinické údaje indikují přítomnost protilátek na 
povrchu, důrazně se doporučuje použít alternativní způsob eluce. 
Vzorky krve starší 72 hodin mohou vést ke vzniku slabších eluátů, než jsou eluáty z čerstvých vzorků. 
Dlouhá inkubace v roztoku Elution Solution 1 může vyvolat hemolýzu erytrocytů a denaturaci eluovaných protilátek. 
Falešně pozitivní nebo falešně negativní reakce se mohou objevovat při kontaminaci testovaného materiálu nebo odchylce od postupu 
testu a jiných doporučených technik popsaných v návodu k použití. 
Záměna roztoku Elution Solution 1 za roztok Neutralisation Solution 2 povede ke slabým nebo falešně negativním reakcím. 
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Sanquin zaručuje, že funkční charakteristiky jejích produktů budou takové, jaké jsou popsány v původních návodech k použití od 

výrobce. Je nezbytné přesně dodržovat postupy, rozvržení testů a doporučení k činidlům a vybavení. Nadace Sanquin se zříká veškeré 

zodpovědnosti v případě jakýchkoli odchylek od těchto postupů, rozvržení a doporučení. 


