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Souprava pro eluci protilatek z erytrocyt(

® Skladujte v temnu

Vseobecné informace

PeliStrip elution kit se pouziva pro rychlou kyselou eluci protilatek z intaktnich erytrocytd.

Napfiklad k identifikaci protilatek u pacientl s pozitivnim pfimym antiglobulinovym testem (DAT) nebo k identifikaci protilatek
izolovanych ze sér nebo plazmy jejich navazanim na povrch vybranych erytrocytt in vitro.

Eluat maze byt testovan jako sérum nebo plazma pro detekci a identifikaci protilatek.

Soucasti soupravy

Elution Solution 1: dvé lahvicky (bily uzavér) o objemu 8 ml. Skladujte pfi teploté 18-25°C.

Neutralisation Solution 2: jedna lahvicka (Cerny uzavér) o objemu 12 ml. Tento Tris-neutraliza¢ni pufr obsahuje BSA a je modfe zbarven
pro indikaci pH a snadné rozliSeni. Skladujte v temnu pfi teploté 18-25°C.

Upozornéni

Diagnostikum je uréeno pouze pro pouziti in vitro.

Soupravu skladujte pfi teploté 18-25°C. Roztok Neutralisation Solution 2 skladujte v temnu. Dlouhodobé skladovani na svétle mlze vést
ke zméné zbarveni roztoku Neutralisation Solution 2. Pokud roztok Neutralisation Solution 2 neméa modrou barvu, nepouzivejte jej.
Neutralisation Solution 2 obsahuje 0,1 % NaNs (hm.) jako konzervant. Nezmrazujte.

PrestoZe byl hovézi sérovy albumin testovan na infekéni onemocnéni s negativnim vysledkem, nelze u diagnostika zcela vyloucit
pfitomnost infekéniho agens. Pfi pouziti kazdého baleni a jeho obsahu a pfi naklddani s nimi je tfeba dbat opatrnosti.
Nepouzivejte, pokud jsou roztoky zakalené, mize to byt zndmkou mikrobialni kontaminace.

Nepouzivejte netésné nebo poskozené lahvicky.

Soupravu nepouzivejte po datu exspirace, které je uvedeno na etiketé.

PFi pouziti kazdého baleni a jeho obsahu a pfi nakladani s nimi je tfeba dbat opatrnosti.

Odstranéni odpadu po provedeném testovani se provadi v souladu s postupy dané laboratore.

Odbér vzorkd
Vzorky krve se odebiraji asepticky s pfidanim antikoagulancii, pfednostn& EDTA. Jestlize je testovani vzork( krve odloZzeno, vzorky
skladujte pfi teploté 2-8°C, pokud mozno maximalné 72 hodin.

Metoda testu

Senzibilizované erytrocyty se ddkladné promyji chladnym (2-8°C) fyziologickym roztokem pufrovanym fosfatem (PBS), aby se vymyly
v8echny nenavéazané proteiny a minimalizovalo Stépeni protildtek navdzanych na buriky.

Promyté bunky se smisi s roztokem Elution Solution 1 pro $tépeni protilatek. Po centrifugaci se eluat neutralizuje roztokem Neutralisation
Solution 2.

Postup testu

Potfebny material, ktery neni sou¢asti soupravy:

- PoZadavky na zkumavky: sklenéné zkumavky s kulatym dnem, velikost 75 x 10/12 mm.
Chladny (2-8°C) roztok PBS.

—_

Vzorek centrifugujte a odeberte co nejvétsi mnozstvi supernatantu.

2. Alesport 1 ml senzibilizovaného erytrocytarniho sedimentu 5x promyjte chladnym (2-8°C) roztokem PBS, abyste odstranili
vSechny nenavéazané protilatky. Alikvotni mnozstvi by mélo stacit k ziskani 1 ml erytrocytarniho sedimentu po promyti. Rychlost
a dobu posledni centrifugace je tfeba volit tak, aby vysledkem byl erytrocytarni sediment, napf. 5 minut pfi 3000 g nebo podle
protokolu vasi laboratore.
Cast roztoku z posledniho promyti uchovejte jako kontrolu.

3. Pouzijte sklenénou zkumavku 75 x 10/12 mm.

Pro ziskani optimalniho vysledku je nutné postupovat NEPRODLENE az do neutralizace (krok &. 6) a co mozna nejvice zkratit dobu

prace pfi nizkém pH. Déle se doporucuje pracovat vedle centrifugy.

Pridejte 1 ml erytrocytérniho sedimentu.

Pridejte 1 ml roztoku Elution Solution 1 (bily uzavér).

Pozndmka: Pokud je k dispozici méné nez 1 ml erytrocytarniho sedimentu, eluat je mozné pfipravit pfidanim stejnym dilem

zmenseného objemu roztoku Elution Solution 1. Je nutné pouzit minimalné 500 pl erytrocytarniho sedimentu, mensi objem by

mohl vést k faleSnym vysledkim.



4. IHNED PO PRIDANI roztoku Elution Solution 1 opatrné promichejte obsah zkumavky jejim prevracenim 5x.
IHNED CENTRIFUGUJTE 1 minutu pfi 1000 g nebo po dobu a pfi rychlosti potfebnych k tomu, aby v centrifuze vznikla kulicka
bunék a bunééného odpadu.

5. Cistou (sklen&nou) pipetou PRENESTE supernatant PRIMO do &isté sklenéné zkumavky (kuligku zlikvidujte, buriky jiz nelze pouzit).

6. Kysely eluadt SE MUSI IHNED NEUTRALIZOVAT piidanim roztoku Neutralisation Solution 2 (8erny uzavér) po kapkach, dokud je
po pfidani a promiseni kapky zachovdno modré zbarveni. Vzhled a trvdni modrého zbarveni jsou zndmkou toho, Ze pH eluatu bylo
upraveno na pozadované rozmezi (6,6-7,4). Potfebny objem roztoku Neutralisation Solution 2 se mdze li§it v zavislosti na rlznych
aspektech; nejdllezit&jsim aspektem je stuperi hemolyzy ervenych krvinek pred eluci nebo z diivodu deli doby eluce pfi nizkém
pH. Jestlize méa kysely eluat v ddsledku hemolyzy &ervenych krvinek ¢ervené nebo hnédé zbarveni, eluat po pfidani roztoku
Neutralisation Solution 2 nezmodra, ale zakali se.

7. Centrifugujte alespori 1 minutu pfi zrychleni >1000 g k odstranéni precipitdtu nebo bunécéného odpadu, nebo po dobu a pfi
rychlosti, pfi kterych centrifugaci z precipitdtu a bunéé¢ného odpadu vznikne kuli¢ka.
Eluat preneste Cistou (sklenénou) pipetou do cisté sklenéné zkumavky.

Eluat je nyni pfipraven k testovani protilatek nepfimou aglutinaéni technikou s PEG. Pfipadné alternativni postupy testovani protilatek
musi uzivatel validovat.

Jako kontrolu pouzijte supernatant, ktery jste uchovali z posledniho promyti. Jestlize testovani nelze provést hned, je mozné eluat
skladovat pfi teploté 2-8°C a pouzit jej pfednostné do 72 hodin, maximéalné do 7 dnd. Turbidita mdze byt znamkou mikrobialni
kontaminace.

Hodnoceni vysledk

Pozitivni reakce (napf. aglutinace) eluatu svédéi o tom, ze eluat obsahuje protilatky (vymyté z ptvodnich erytrocytt) proti erytrocytarnim
antigendim, které se nachéazeji na testovanych erytrocytech.

Negativni reakce (napf. bez viditelné aglutinace) eluatu svédéi o tom, Ze eluat neobsahuje protilatky proti antigendm, které se nachazeji
na testovanych erytrocytech.

V pfipadé podezieni na polékovou hemolytickou anémii je nutné eluat testovat pomoci bunék senzibilizovanych prislusnym lékem.

Omezeni

Pozitivni reakce (napf. aglutinace) uschovaného promyvaciho roztoku mdze indikovat pfitomnost protilatek v disledku nedostateéného
promyti, coz mlze rusit aktivitu protilatek v eluatu. Po ddkladngjsim promyti bun&k chladnym (2-8°C) roztokem PBS je tedy nutné
postup eluce zopakovat. Pozitivni reakce uchovaného promyvaciho roztoku by v§ak mohla také indikovat pfitomnost protilatek s nizkou
afinitou, vymytych z bunék pfi promyvani.

V pfipadé, Ze eludt vykaze negativni reakci (napf. bez viditelné aglutinace), zatimco klinické Udaje indikuji pfitomnost protilatek na
povrchu, dirazné se doporuduje pouzit alternativni zptsob eluce.

Vzorky krve starsi 72 hodin mohou vést ke vzniku slabsich eluatd, nez jsou eluaty z ¢erstvych vzorka.

Dlouhé inkubace v roztoku Elution Solution 1 mdze vyvolat hemolyzu erytrocytd a denaturaci eluovanych protilatek.

Falesné pozitivni nebo fale$né negativni reakce se mohou objevovat pfi kontaminaci testovaného materidlu nebo odchylce od postupu
testu a jinych doporucéenych technik popsanych v navodu k pouZiti.

Zadména roztoku Elution Solution 1 za roztok Neutralisation Solution 2 povede ke slabym nebo falesné negativnim reakcim.
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Sanquin zarudéuje, Ze funkéni charakteristiky jejich produktd budou takové, jaké jsou popséany v plvodnich ndvodech k pouZiti od
vyrobce. Je nezbytné presné dodrZovat postupy, rozvrZeni testl a doporuceni k ¢inidldm a vybaveni. Nadace Sanquin se zfika veskeré
zodpovédnosti v piipadé jakychkoli odchylek od téchto postupd, rozvrzeni a doporudeni.



