= N

Instructions for use \Fsanquin

Reagents
Sanquin Reagents B.V. Phone: +31 20 5123599
Plesmanlaan 125 Fax: +31 20 5123570
1066 CX Amsterdam Reagents@sanquin.nl
The Netherlands WWwWw.sanquin.org/reagents
PeliStrip elution kit K1398 ce
054 v02 01/2017 (sv) Endast for professionellt bruk

Sats for eluering av antikroppar fran réda blodkroppar

® Forvaras morkt

Allmén information

PeliStrip elution kit anvénds for snabb syraeluering av antikroppar fran intakta réda blodkroppar.

Det kan exempelvis anvandas for att identifiera antikropparna hos patienter med ett positivt DAT-test (direkt antiglobulin) eller for att
identifiera antikroppar som har isolerats frdn serum eller plasma genom att tdcka dem /n vitro pé utvalda réda blodkroppar.

Eluatet kan testas som serum eller plasma for att detektera och identifiera antikropparna.

Satsens delar

Elution Solution 1: tva kérl (vitt lock) @ 8 ml.Foérvaras vid 18-25°C.

Neutralisation Solution 2: ett kérl (svart lock) 8 12 ml. Denna Tris-neutraliseringsbuffert innehaller BSA och &r blafargad fér pH-indikering
och enkel identifiering. Forvaras vid 18-25°C, morkt.

Férsiktighetsatgéarder

Enbart for diagnoser in vitro.

Satsen ska forvaras vid mellan 18-25°C. Neutralisation Solution 2 ska férvaras moérkt. Langre tids orvaring i ljus kan leda till
missféargning av Neutralisation Solution 2. Om fargen p& Neutralisation Solution 2 inte &r bl& bér I6sningen inte anvéndas.
Neutralisation Solution 2 innehéller 0,1 % NaNs (vikt/volym) som konserveringsmedel. Far ej frysas.

Aven om det bovina serumalbuminet har testats for infektionssjukdomar och konstaterats negativt kan reagensen inte férutsattas vara fri
fr&n smittsamma &mnen. Forsiktighet maste iakttas vid anvandning och kassering av varje behallare och dess innehall.

Far ej anvandas om |ésningarna ar grumliga, vilket kan indikera mikrobiell kontaminering.

Lackande eller skadade kérl far inte anvandas.

Satsen bor inte anvéndas efter det sista férbrukningsdatum som finns tryckt pa etiketten.

Forsiktighet méste iakttas vid anvandning och kassering av varje behallare och dess innehall.

Kassering av avfall efter genomfért test ska ske i enlighet med de féreskrifter som galler foér det aktuella laboratoriet.

Provtagning
Blodproverna ska tas aseptiskt med tillsdttning av antikoagulanter, féretradesvis EDTA. Om test av blodproverna férdréjs méaste proven
forvaras vid 2-8°C, helst inte under langre tid &n 72 timmar.

Testmetod

Sensibiliserade réda blodkroppar tvattas noggrant med en kall (2-8°C) PBS (fosfatbuffrad saltlésning) for att skélja bort alla obundna
proteiner och minimera dissociering av de cellbundna antikropparna.

De tvattade cellerna blandas med Elution Solution 1 for att dissociera antikropparna. Efter centrifugeringen méste eluatet neutraliseras
med Neutralisation Solution 2.

Testutforande

Materiel som krévs, men som inte medféljer:

- Krav pa provrér: glasrér med rund botten, storlek 75 x 10/12 mm.
Kall (2-8°C) PBS.

_

Centrifugera provet och ta bort s& mycket supernatant som majligt.

2. Tvatta minst 1 ml packade sensibiliserade réda blodkroppar 5 génger i kall (2-8°C) PBS for att avlagsna eventuell obunden
antikropp. Dellésningen ska vara tillrécklig fér att ge 1 ml packade celler nar tvattningen ar klar.Det sista centrifugeringssteget
ska utféras i en hastighet och under ett tidsintervall som ger packade celler, t.ex. 5 minuter vid 3000 g eller enligt laboratoriets
rutiner.

Spara en del av den sista tvattlésningen som kontroll.

3. Anvand ett provror i glas, 75 x 10/12 mm.

For basta mojliga resultat &r det nédvéandigt att arbeta UTAN DROJSMAL fram till neutraliseringen (steg 6), och halla tiden for

arbete vid l&gt pH-varde s& kort som magjligt. Dessutom bér man arbeta nara centrifugen.

Tillsédtt 1 ml av de packade réda blodkropparna.

Tillsatt 1 ml Elution Solution 1 (vitt lock).

Obs! Om det finns mindre &n 1 ml packade réda blodkroppar tillgéngligt kan eluatet prepareras genom tillsdttning av en likaledes

minskad volym Elution Solution 1. Minst 500 pL packade réda blodkroppar ska anvandas. En lagre volym kan ge missvisande

resultat.



4. OMEDELBART EFTER TILLSATTNING AV Elution Solution 1 ska réret blandas forsiktigt genom att man vander det upp och ned
5 génger.
CentrifugeRA OMEDELBART under 1 minut vid 1000 g eller under en tid och vid en hastighet som &r [amplig for centrifugen for
att pelletera cellerna och cellrestmaterialet.

5. OVERFOR DIREKT supernatanten med hjalp av en ren (glas)pipett till ett rent glasprovror (pelleten ska kasseras; cellerna kan inte
anvéandas léngre).
6. Syraeluatet MASTE NEUTRALISERAS OMEDELBART genom tillsattning av Neutralisation Solution 2 (svart lock) droppvis tills den

bla fargen blir kvar efter tillsdttning och utblandning av droppen.Utseendet och bestédndigheten hos den blé fargen indikerar att
pH-vérdet hos eluatet har justerats till det 6nskade intervallet (6,6—7,4). Den volym Neutralisation Solution 2 som kravs kan
variera beroende pa flera faktorer. Den viktigaste ar graden av hemolys hos de réda blodkropparna fére eluering eller pé grund av
lang tid vid Iagt pH under eluering.Om syraeluatet fargas rétt eller brunt pa grund av hemolys av de réda blodkropparna blir eluatet
grumligt i stéllet f6r blatt vid tillsattning av Neutralisation Solution 2.

7. Centrifugera i minst 1 minut vid > 1000 g for att avlagsna eventuell pellet eller restmaterial eller under en tid och vid en hastighet
som ar lamplig for att centrifugen ska pelletera eventuell utféalining och eventuellt restmaterial.
Overfor eluatet till ett rent glasprovrér med hjalp av en ren (glas)pipett.

Eluatet ar nu redo for antikroppstestet med indirekt agglutineringsteknik med PEG. Alternativa procedurer fér antikroppstestning ska
valideras av anvéandaren.

Anvand den sparade supernatanten fran den sista tvattningen som kontroll. Om testet inte kan genomféras omedelbart kan eluatet
forvaras vid 2-8°C helst i upp till 72 timmar, men inte under langre tid an 7 dagar. Grumlighet kan indikera mikrobiell kontaminering.

Tolkning av resultaten

En positiv reaktion (t.ex. agglutinering) av eluatet indikerar att eluatet innehaller antikroppar mot réda blodkroppar (eluerat fran de
ursprungliga réda blodkropparna) mot de antigener som finns pa de testade réda blodkropparna.

En negativ reaktion (t.ex ingen synlig agglutinering) av eluatet indikerar att eluatet inte innehéller antikroppar mot de antigener som finns
pa de testade rdéda blodkropparna. Vid misstanke om lakemedelsinducerad hemolytisk anemi bor eluatet testas mot celler som
sensibiliserats med lakemedlet i fradga.

Begransningar

En positiv reaktion (t.ex. agglutinering) av den sparade tvéattldsningen kan indikera ndrvaro av antikroppar pa grund av otillrdcklig
tvattning, vilket kan interferera med eluatets antikroppsaktivitet. Darfor bor elueringsproceduren upprepas efter mer noggrann tvatt av
cellerna med kall (2-8°C) PBS. En positiv reaktion hos den sparade tvattlésningen kan dock &ven indikera narvaro av
lagaffinitetsantikroppar som eluerats ran cellerna under tvattproceduren.

Om eluatet visar en negativ reaktion (t.ex. ingen synlig agglutinering) medan kliniska data indikerar narvaron av tackta antikroppar,
rekommenderas starkt anvéndning av en alternativ elueringsmetod.

Blodprov som &r dldre &n 72 timmar kan ge mindre potenta eluat &n s&dana som kommer fran farska prov.érlangd inkubation i Elution
Solution 1 kan orsaka hemolys av de réda blodkropparna och denaturering av de eluerade antikropparna.

Falska positiva eller negativa resultat kan uppstd om vid kontaminering av testmaterialen eller eventuell avvikelse rén testproceduren och
andra rekommenderade tekniker som beskrivs i anvandningsanvisningarna. Om Elution Solution 1 byts ut mot Neutralisation Solution 2
kommer 6ljden att bli svaga eller alska negativa reaktioner.
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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.



