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- hasznélatra

Mikro-oszlopos teszt vordsvértest ellenanyagok kimutatdsara vagy azonositaséara, valamint vércsoportmeghatarozashoz

Altalanos informacidk

A Cellbind Screen egy mikro-oszlopos tesztrendszer, amelyben az érzékenyitett vorosvértesteket a szuszpenziébdl az anti-lgG-t, anti-lgM-
et, és anti-C3d-t tartalmazd gél-matrix megkoti, serkentett, magas denzitdsi médiumban. Minden Screenkéartya 6 mikrooszlopot
tartalmaz, amelyek a gélt nagy s(rliségl kdzegben tartalmazzék. A Cellbind Screen. vordsvértest antitestek kimutatasara és
azonositéséra, vércsoport-meghatarozdshoz, keresztprébdhoz és a médositott direkt antiglobulin teszthez (DAT, ellenanyaggal és
komplement-komponensekkel in vivo fedett vorosvértestek kimutatdsara) haszndlatos. A Cellbind Screen teszt végezheté manuélis és fél-
automata médon is. A Cellbind Screen a megfeleld el6irdsoknak és irdnyvonalaknak megfelel. A reagens tulajdonsagainak leirdsa minden
dobozban megtalédlhatd. A teszt szenzitizalodtt vordsvértesteknek a gél-matrixot tartalmazé mikro-oszlopokban térténé immunfixaciéjan
alapul. A sejtszuszpenziét a vizsgalandé plazméval, szérummal vagy vércsoport reagenssel egyutt kell hozzdadni a mikro-oszlop
inkubacidés kamrajahoz. Az inkubacids fazis alatt az antigén-pozitiv vorosvértestek megkotik a plazmaban, a szérumban vagy a
reagensben jelenlevé megfelel§ (anti-vorosvértest antitesteket. Ezutédn a kértydkat 3 fazisu centrifugdldsnak vetjik ald. Az els6 fazisban a
nagy sUirliségl kdozeg a vorosvértesteket elvalasztja a szérumtél, plazmatdél vagy a reagenstdl. A méasodik fazisban az érzékenyitett
vOrosvértestek agglutindlédnak és a gél-matrix tetején megkdét6dnek a mikro-oszlopban, mig a harmadik fazisban a nem érzékenyitett és
a nagyon gyengén érzékenyitett vorosvértestek a mikro-oszlop alja felé mozognak. Pozitiv és negativ kontroll hasznélata minden sorozat
vércsoport meghatarozadshoz ajanlott.

Figyelmeztetések

Diagnosztikai reagens, csak in vitro hasznélatra. A Cellbind Screen kértydkat az eredeti polisztirol dobozban, 2-8 °C-on kell tarolni.
Hasznélat utén zéarja vissza a dobozt. A tesztkartyakat allitott allapotban kell tarolni, ellenkezé esetben a kartyak felhasznélas elétt kb. 15
percig allé pozicidban tartanddak, hogy a gél-matrix Gjra letilepedhessen. Ne hasznélja a Cellbind Screen kartyakat, ha kiszaradas (tehat
egyenetlen a nagy s(rliségld médium szintje a kartya mikro-oszlopaiban, vagy alacsony a nagy s(r(iségli kézeg szintje az oszlopokban)
vagy kondenzéacié (tehat cseppek az inkubalékamréban vagy a zarécsikok aljan) jeleit mutatjdk, megsériltek a zarécsikok, illetve
buborékok vannak a nagy s(riiségli médiumban vagy a gélmatrixban. A széllitds sorédn a nagy s(ir(iségli kozegbe vagy a gél-matrixba
bekerult levegébuborékokat a legtobb esetben kiszedhetjik Ggy, hogy a lezart kartyakat lecentrifugéljuk hasznalat elétt. A Cellbind
kéartyakat, a rajtuk 1évé cimkén feltlintetett lejarati idén tal ne hasznaljuk. Az eredmények leolvasdsa utan a kartyak lefedve és allé
pozicidban, 2-8 °C-on egy hétig tarolhatdk. A tartésitéoszer < 0,1%-os chloramphenicol. A reagensek nem tekintheték
fert6zésmentesnek, ezért el6vigyazatosan kezelend6k. A teszt elvégzése utén a kidobandé anyagokat a laboratérium sajat elGirdsainak
megfelel6en kell megsemmisiteni.

A minta gy(jtése és el6készitése

Minta:

A vérmintékat aszeptikusan kell levenni, antikoaguldnssal vagy anélkil. Az alpozitiv reakciék megel&zése érdekében kifejezetten ajanlott
a szérummintéakat (10 percig) vagy plazmamintékat (5 percig) levétel el6tt 3000 RCF-en lecentrifugélni. A szérum vagy plazma gy(jtése
pipettaval torténjen és ne ledntve. A plazménak vagy szérumnak fehérvérsejt-, gélfragmentumok -és/vagy fibrin maradék-mentesnek kell
lennie, ezzel megelézhetjik a gél-matrix blokkolasat. A vorosvértest antitestek kimutatdsara vagy azonositasara friss plazma vagy szérum
hasznélata javasolt (mintavételtsl szamitott 48 6ran belll). Azok a mintédk, amelyeket nem dolgozunk azonnal fel, eltarthaték 48 éraig
2-8 °C-on, vagy tovdbb <-18 °C-on. Tanacsos a szérumot vagy plazmat felolvasztas utédn 5 percig 3000-es fordulatszamon
lecentrifugdlni, hogy megszabaduljunk minden kicsapddastél. A mddositott direkt antiglobulin teszthez friss, lehetéleg EDTA-s vért kell
hasznélni (a levételtdl szamitott 48 6ran belll), megel6zendd a vordsvértestek in vitro lefedését komplement elemekkel. A komplement-
koté antitestek kimutatdsara a plazma nem alkalmas, mert az antikoagulansok meggatoljdk a komplement aktivalodasat.

Reagensek:
Cellbind Screen K7000 : A doboz 48 db 6 mikro-oszlopos kartyat tartalmaz.
Cellbind LISS K7100 . Inkub&cios médium 0,5%-os vordsvértestszuszpenzié készitéséhez a
beteg vagy a donor vordsvértestjeibdl (250 ml).
K7110 . Inkub&ciés médium 0,5%-os vorésvértestszuszpenzié készitéséhez a
beteg vagy a donor vordsvértestjeibél (100 ml).
K7130 :  Inkubéaciés médium 0,5%-os virdsvértestszuszpenzié készitéséhez a
beteg vagy a donor vordsvértestjeibdl (25 ml).
Cellbind DILUENT K7180 . Inkubaciés médium 0,5%-0s vorosvértest-szuszpenzio készitéséhez
3%-0s Sanquin panelekbdl vagy Sanquin reagens vorosvértest-
szuszpenzidbol (100 ml).
Cellbind P2 K7200 : (2 x 10 ml) 0,5%-0s reagens vorosvértest-szuszpenzidé vorosvértest
ellenanyagok detektaldsdhoz.
Cellbind P3 K7210 : (3 x 10 ml) 0,5%-0s reagens vérdsvértest-szuszpenzié vorosvértest

ellenanyagok detektaldsdhoz.



Cellbind P3-P (papain) K7211 : (3 x 10 ml) papain-kezelt 0,5%-0s reagens vordsvértest-szuszpenzid
vorosvértest ellenanyagok detektéldsahoz.

Cellbind ID16 K7230 : (16 x 3 ml) 0,5%-0s reagens vorosvértest-szuszpenzié vorosvértest-
ellenanyagok azonositadsahoz..

Cellbind ID16-P (papain) K7231 ;16 x 3 ml) papain-kezelt 0,5%-0s reagens vordsvértest-szuszpenzid
vorosvértest-ellenanyagok azonositédsdhoz.

Cellbind A1 reagent red cells K7240 : 0,5%-0s reagens vorosvértest-szuszpenzié anti-A antitestek
azonositasara.

Cellbind Az reagent red cells K7241 : 0,5%-0s reagens vordsvértest-szuszpenzid pozitiv vagy negativ
kontrollként valé hasznalatra.

Cellbind B reagent red cells K7242 : 0,5%-0s reagens vorosvértest-szuszpenzié anti-B antitestek
azonositasara.

Cellbind O, D-positive reagent K7243 : 0,5%-0s reagens vordsvértest-szuszpenzid pozitiv vagy negativ

red cells kontrollként valé hasznélatra.

Eszkézék

Cellbind Centrifuge K7302

Cellbind Rotor K7303

Cellbind Incubator K7304

Cellbind Dispenser K7300

Cellbind Workstation K7301

V6résvértest-szuszpenziok:

1. Meghatéarozashoz, keresztprébadhoz, médositott direkt antiglobulinteszthez és az autokontrollhoz 0,5%-o0s szuszpenziét kell késziteni
a beteg vagy a donor vérosvértestjeibsl a Cellbind LISS (REF] K7100, K7110 vagy K7130) segitségével.

2. Ellenanyagok detektalasdhoz vagy azonositdsdhoz Sanguin (0,5% vagy 3,0%) paneleket vagy reagens vorosvértest-szuszpenziot kell
hasznalni. Hasznalatra kész 0,5%-os Cellbind panelek vagy Cellbind reagens vorésvértest-szuszpenzidk alkalmazésa javasolt. Ha 3%-
os Sanquin paneleket vagy Sanquin reagens vordsvértest-szuszpenzidkat haszndlnak, akkor az aladbbi el6készitési protokollnak
megfeleléen 0,5%-o0s szuszpenzidt kell késziteni Cellbind DILUENT ( K7180) inkubaciés médiumban. Mé&s panelek vagy reagens
vorosvértestek hasznélata esetén a felhasznaldnak kotelez6en el kell végeznie a validalast.

Megjegyzés: ez a protokoll nem alkalmazhaté enzimekkel ( K1384 és K1393) kezelt sejteken. Ha enzimmel kezelt sejtekkel
végzett vizsgélatra van sziikség, akkor Cellbind P3-P (REF] K7211) vagy Cellbind I1D16-P (REF] K7231) szuszpenzit kell alkalmazni.

0,5%-0s virésvértest-szuszpenzio elkészitése:
1. 11 pl beteg vagy donor vérdsvértest-szedimentum + 2 ml Cellbind LISS (REF] k7100, K7110 vagy [REF] K7130)
2. 200 pl 3%-os Sanquin panel vagy Sanquin reagens vorosvértest-szuszpenzié + 1 ml Cellbind DILUENT ( K7180)

A Cellbind Centrifuga hasznalata

A Cellbind kartydhoz hasznalatos Hettrich centrifuga a kdvetkez6 1épések szerint hasznalatos:

1. Szereljik be a Cellbind Rotort a Hettich hasznélati Gtmutatdéja szerint.

2. A centrifuga felismeri a rotort és automatikusan beprogramozza magat a Cellbind protokollnak megfelelGen.

3. A centrifugdlasi fazishoz meg kell nyomni a ,start” gombot, és a centrifuga a kdvetkezé 3 Iépésben fog forogni:

- 0-2 minutes 75 rcf 780 rpm
- 2-3 minutes 200 rcf 1280 rpm
- 3-10 minutes 1790 rcf 3840 rpm

4. A centrifugdlds utén a tet6 kinyithat6 és a kartyékat ki lehet venni.

A teszt kivitelezése
Melegitslik szobahémérsékletlire (18-25 °C) az 6sszes reagenst. Ne haszndéljon olyan Cellbind Screen kéartyat, amelyen a gélmatrixban
leveg6buborékok, sérilt zar, vagy a kiszéradas jelei (szabéalytalan folyadékszint, vagy nincs folyadékszint a gélmatrix felett) lathatdk.

Ellenanyag kimutatds és azonositas

Vegytk le a zarécsikot a kivant szamu oszloprol.

Pipettazzunk 40-50 pl 0,5%-0s tesztsejt vOordsvértest-szuszpenzidt az inkubalékamraba.

Pipettdzzuk ugyanazon a mennyiségl (40-50 pl) plazmét vagy szérumot az inkubalékamréba.

Inkubdljuk 15 percig 37 °C-on a Cellbind inkubatorban.

Tegylk a kartyadkat a Cellbind centrifugdba (10 perc). A centrifugdlasi paraméterek el6re programozottak.
Olvassuk le a reakciot
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Vércsoport antigének meghatarozasa

Vegytk le a zarécsikot a kivant szamu oszloprol.

Pipettazzunk 40-50 pl 0,5%-0s beteg vagy donor vordsvértest-szuszpenziét az inkubalékamraba.

Pipettazzunk 20 pl Sanquin vércsoport reagenst az inkubalékamraba.

Megjegyzés: A validalt Sanquin vércsoport-reagensek listaja rendelkezésre all a www.cellbind.nl webhelyen. Egyes reagensekhez
tovabbi inkubdlasi 1épés sziikséges; ezek a reagensek szerepelnek ebben a listdban. Minden més tipizalé reagens hasznélata
megvaltozott eredményekhez vezethet és ezéltal a felhasznalénak azokat validalnia kell.

4. Tegylk be a kartyakat a Cellbind Centrifugdba (10 perc). A centrifugalds paraméterei elére programozottak.

5. Olvassuk le a reakciokat.
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Indirekt meghatarozas

1. Vegylk le a zarécsikot a kivant szamua oszloprol.

2. Pipettdzzunk 40-50 pl 0,5%-0s reagens vordsvértest-szuszpenzidt az inkubalékamraba.

3. Pipettdzzuk ugyanennyi (40-50 pl) plazméat az inkubalékamraba.

4. Tegylk a kartyakat a Cellbind centrifugdba (10 perc). A centrifugélasi paraméterek elére programozottak.



5. Olvassuk le a reakciot.

Moddositott direkt antiglobulinteszt (DAT)

Vegytlk le a zarécsikot a kivant szdmu oszloprol.

Pipettazzunk egy csepp (40-50 pl) 0,5%-o0s beteg vorosvértest-szuszpenzidjabol az inkubalé kamréba.
Tegytk a kartyadkat a Cellbind centrifugdba (10 perc). A centrifugdlasi paraméterek el6re programozottak.
Olvassuk le a reakciot.
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Keresztproba

Vegylk le a zarécsikot a kivant mennyiség(i oszloprdl.

Pipettazzunk 40-50 pl 0,5%-0s donor vorésvértest-szuszpenzidt az inkubalékamraba.

Pipettdzzunk ugyanennyi mennyiség( (40-50 pl) betegplazmét vagy szérumot az inkubalékamréba.
Inkubéljuk 15 percig 37 °C-on a Cellbind inkubatorban.

Tegylk a kartyadkat a Cellbind centrifugdba (10 perc). A centrifugdlasi paraméterek el6re programozottak.
Olvassuk le a reakciot.
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Ertékelés
Pozitiv reakcidk esetén a vorosvértestek a gélmatrix felsé rétegében kétddnek meg. Negativ reakcidk esetén egy diszkrét vorosvértest-
csomo lathaté a mikrooszlop aljan. A reakciéeredmények az dbran lathatéak.

4+ 3+ 2+ 1+ (+) NEG

FHHHUY

A gél-métrix fels6 rétegében megkot6dott vordsvértestek mennyisége olyan paraméterektdl fiigg, mint a vordsvértestek antigéns(irlisége,
az ellenanyag titere és affinitdsa. A méasodik centrifugélasi fazis tartama és a harmadik fazis centrifugélasi ereje szintén meghatérozé.
Ezért ha a reakcié gyengébb, mint 4 +, sejtek tlinnek fel a mikro-oszlop aljan is. Ugyanezen minta ldthaté kevert-mez&s reakcidk esetén.

Ellenanyag kimutatds és azonositas
A pozitiv reakciok vordsvértest ellenanyagok jelenlétét mutatjdk a plazméaban és a szérumban. Negativ reakcidk vorosvértest
ellenanyagok hidnyat jelzik a plazmaban és a szérumban. A pozitiv autokontroll autoantitestek jelenlétét jelentheti.

Vércsoport antigének meghatarozdsa
Vércsoport reagensekkel kapott pozitiv reakciék a megfelel6 antigén jelenlétét jelentik a vorosvértestek felszinén. Negativ reakcidk azt
jelentik, hogy a megfelelé antigének jelenléte nem mutathato ki a vorosvértesteken.

Indirekt meghatarozas
A reagens vordsvértestekkel kapott pozitiv reakciok a megfelel§ alloantitest jelenlétét jelzik. A negativ reakcié azt jelzi, hogy nem
mutathaté ki a megfelel§ alloantitestek jelenléte.

Moddositott direkt antiglobulinteszt (DAT)
A pozitiv reakciok a vordsvértestek ellenanyaggal és/vagy komplement-komponensekkel valé in vivo fedettségét jelzik.

Keresztproba
A pozitiv reakciok a donorvér és a recipiens kdzti inkompatibilitést jelzik. A negativ reakcidk a donorvér és a recipiens kompatibilitdsat
jelzik.

Az eljaras korlatjai

Nem vart pozitiv eredményeket okozhatnak: pszeudoagglutindcié, autoagglutinacio, kevertmezds reakcid, bizonyos gydgyszerek, tul
magas vordsvértest koncentraciok vagy in vivo, antitestekkel és/vagy komplement-komponensekkel szenzitizalédott vordsvértestek. Nem
vart negativ vagy gyenge reakciékat okozhatnak: gyenge antigének, gyenge antitestek, antitestek alacsony titere, kevertmezd&s reakciok,
a reagensek csokkend aktivitdsa, elégtelen kélcsonhatds a vorésvértest-szuszpenzié és a plazma, az inkubalékamraban 1év6 szérum vagy
reagens kozott és/vagy tul korai kélcsdnhatés az inkubalékamra tartalma és a nagy s(rliségldi médium kozott. Fals pozitiv vagy fals
negativ eredményeket kaphatunk, ha a reagensek leveg6buborékok jelenléte a gélmatrixban, befert6z6dnek vagy eltérnek az ajanlott
kivitelezési technikatoél. Er6sen hemolizalt minta hasznélata esetén, nem-specifikus reakcié jelentkezhet. Ha a minta fibrinmaradvanyokat
tartalmaz, ez visszatarthatja a nem érzékenyitett vorosvértesteket a centrifugélads sordn egy vékony vords vonalat képezvén a gél-matrix
tetején.
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A Sanquin termékek garantaltan az eredeti gyarté haszndlati utasitdasaban megadottaknak megfeleld teljesitményt nydjtjak. Rendkiviil
fontos, hogy szigortuan betartsdk az adott eljdrasokat, a tesztek elrendezését, és ragaszkodjanak az ajanlott reagensek és berendezések

hasznalatahoz. A Sanquin az el6z6ekben leirtaktdl torténd barmilyen eltérés esetén minden feleldsséget elharit.



