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Mikrostipcovy test na detekciu alebo identifikaciu erytrocytovych protildtok a na stanovenie krvnych skupin

Vseobecné informacie

Cellbind Screen test je mikrostipcovy testovaci systém, v ktorom sa senzibilizované erytrocyty obsiahnuté v suspenzii viazu na gélovy
matrix, ktory obsahuje anti-lgG, anti-IlgM a anti-C3d v zosilujicom médiu s vysokou hustotou.

Kazda skriningova karta sa sklada zo 6 mikrostipcov, ktoré obsahuji gél v médiu s vysokou hustotou. Cellbind Screen je uréeny na
detekciu erytrocytovych protildtok, na stanovenie krvnych skupin, krizové reakcie a modifikovany priamy antiglobulinovy test (DAT, na
detekciu protiladtok a zloZiek komplementu naviazanych na erytrocyty in vivo). Test je vhodny na manudlne i (polo)automatické systémy.
Vyhovuje poziadavkdm prisludnych $tandardov a odpora&ani. Parametre st uvedené v prepustacich dokumentoch, ktoré st s produktom
poskytnuté na vyziadanie. Test je zalozeny na imunofixacii senzibilizovanych krviniek v mikrosipci obsahujiicom gélovy matrix. Suspenzia
krviniek sa pridava do inkubaénej asti mikrostipca spolo&ne s testovanou plazmou, sérom alebo krvne skupinovym diagnostikom. Po&as
inkubacénej fazy naviazu antigén pozitivne erytrocyty prislusné anti- erytrocytové protilatky pritomné v plazme, sére alebo diagnostiku.
Nésledne karta prechédza troma fadzami centrifugéacie. V prvej faze prostredie s vysokou hustotou sp6sobuje oddelenie erytrocytov od
plazmy, séra alebo diagnostika. V druhej faze s senzibilizované erytrocyty aglutinované a zachytené na povrchu gélového matrixu, zatial’
&o v tretej faze nesenzibilizované alebo slabo senzibilizované erytrocyty klesaji na dno mikrostipcov. Pri stanoveni krvnych skupin sa
odportéa pouzit pozitivnu aj negativnu kontrolu s kazdou sériou vzoriek.

Upozornenie

Diagnostikum je uréené vyhradne na in vitro pouzite. Cellbind Screen karty sa musia uskladriovat v originalnej polystyrénovej $katul'ke pri
2-8 °C. Po pouziti $katulku zatvorte. V opaénom pripade sa musia postavit do zvislej polohy 15 minut pred pouzitim, aby klesol gélovy
matrix. NepouZivajte karty Cellbind Screen, ktoré preukazuji zndmky vysus$enia (t.j. nerovnomerna hladina média vysokej hustoty v
mikrostipcoch jednej karty alebo nizke hladiny média vysokej hustoty v stipcoch), znamky kondenzécie (t.j. kvapky v inkubaénom
priecinku alebo na spodnej strane krycich péasikov), poskodené krycie péasiky alebo ktoré maji vzduchové bublinky v médiu s vysokou
hustotou alebo gélovom matrixe. Bublinky vzduchu v médiu s vysokou hustotou alebo v gélovom matrixe, ktoré by mohli vzniknat po¢as
transportu, sa odstrénia centrifugaciou kariet v Cellbind centrifage pred pouzitim. Cellbind Screen karty sa nesmu pouzit po uplynuti ¢asu
pouzitelnosti vyzna¢eného na etikete. Po vyhodnoteni vysledkov je mozné karty zakryt a skladovat vo zvislej polohe az 1 tyzden pri 2-

8 °C. Ako konzervagéna latka sa priddva <0,1% chloramfenikol. V diagnostikéch, i ked' s negativnym testovanim, sa nedé nikdy vylugit
moznéa pritomnost infek&ného agens. Venujte pozornost praci s kazdym obalom a jeho obsahom. Odstranenie odpadu po testovani sa
prevadza podla postupov daného laboratéria.

Odber a priprava vzoriek

Vzorky:

Vzorky krvi sa odoberaju asepticky s alebo bez pridania antikoagulantov. Pred stiahnutim séra (10 minat) alebo plazmy (5 minut) sa
odporutcéa centrifgovat vzorky krvi pri 3000 rcf, aby sa predislo falodne pozitivnym reakciam. Odber séra alebo plazmy sa musi urobit
pipetou nie odliatim. Vzorky nesmu obsahovat biele krvinky, fragmenty gélu a/alebo fibrinové zbytky, aby nedoslo k blokovaniu gélového
matrixu. Na detekciu alebo identifikaciu erytrocytovych protildtok sa odporica pouzit ¢erstva plazmu alebo sérum (do 48 hodin po
odbere). Vzorky, ktoré sa nebudu ihned testovat, je mozné uskladiovat 48 hodin pri 2-8 °C alebo dlhsie pri menej ako <-18 °C. Po
rozmrazeni pred testovanim sa odporuéa vzorky centrifGgovat 5 minat pri 3000 rcf, aby sa odstranil precipitat. Na modifikovany priamy
antiglobulinovy test sa pouziva €erstvéa krv (do 48 hodin od odberu), prednostne odobranad do EDTA, aby sa zabrénilo in vitro vazbe
zloziek komplementu na erytrocyty. Plazma nie je vhodna na detekciu komplement viazucich protilatok, vzhl'adom k tomu ze
antikoagulanty inhibuja aktivadciu komplementu.

Diagnostika:
Cellbind Screen K7000 :  box obsahuijlici 48 kariet, z ktorych kazda ma 6 mikrostipcov.
Cellbind LISS K7100 : inkubaéné médium na pripravu 0,5% suspenzie erytrocytov pacienta
alebo erytrocytov darcu (250 mL).
K71 10 :inkubaéné médium na pripravu 0,5% suspenzie erytrocytov pacienta
alebo erytrocytov darcu (100 mL).
K7130 : inkubaéné médium na pripravu 0,5% suspenzie erytrocytov pacienta
alebo erytrocytov darcu (25 mL).
Cellbind DILUENT K7180 : inkubaéné médium na pripravu 0,5% suspenzie erytrocytov z 3%
Sanquin panelov alebo Sanquin reagencii suspenzie erytrocytov
(100 mL).
Cellbind P2 K7200 : (2 x 10 mL) 0,5% suspenzia erytrocytov na detekciu erytrocytovych
protilatok.
Cellbind P3 K7210 : (3 x 10 mL) 0,5% suspenzia erytrocytov na detekciu erytrocytovych
protilatok.
Cellbind P3-P (papain) K7211 : (3 x 10 mL) 0,5% suspenzia erytrocytov natravenych papainom na

detekciu erytrocytovych protilatok.



Cellbind ID16 K7230 : (16 x 3 mL) 0,56% suspenzia erytrocytov na identifikaciu

erytrocytovych protilatok.

Cellbind ID16-P (papain) K7231 : (16 x 3 mL) 0,5% suspenzia erytrocytov natravenych papainom na
identifikaciu erytrocytovych protildtok.

Cellbind A1 reagent red cells K7240 : 0,5% suspenzia erytrocytov na detekciu anti-A protilatok.

Cellbind A2 reagent red cells K7241 : 0,5% suspenzia erytrocytov na pouzitie ako pozitivhna alebo negativna
kontrola.

Cellbind B reagent red cells K7242 : 0,5% suspenzia erytrocytov na detekciu anti-B protilatok.

Cellbind O, D-positive reagent K7243 : 0,5% suspenzia erytrocytov na pouzitie ako pozitivna alebo negativna

red cells kontrola.

Material

Cellbind Centrifuge K7302

Cellbind Rotor K7303

Cellbind Incubator K7304

Cellbind Dispenser K7300

Cellbind Workstation K7301

Erytrocytové suspenzie

1.

2.

Na typizéciu, krizové skasanie, modifikovany antiglobulinovy test a autokontrolu sa musi pripravit 0,5% suspenzia erytrocytov
pacienta alebo erytrocytov darcu v Cellbind LISS (REF] K7100, K7110 alebo K7130).

Na detekciu alebo identifikaciu protilatok sa musia pouZit suspenzie erytrocytov zo Sanquin panelov alebo reagencii (0,5% alebo
3,0%). Odporuca sa pouzit 0,5% Cellbind panelov alebo erytrocytovd suspenziu Cellbind, ktoré je uréenda na priame pouzitie. V
pripade, ze sa pouziji 3% Sanquin panelov alebo erytrocytové suspenzie Sanquin, musi sa pripravit 0,5% suspenzia erytrocytov v

Cellbind DILUENT ( K7180) v sulade s nizSie uvedenym postupom pripravy. Na pouzitie inych panelov alebo erytrocytov
reagencii je povinné overenie pouzivatela.

Poznamka: tento postup sa tyka krviniek, ktoré nie s natrdvené enzymami ( K1384 a K1393). V pripade, Ze sa testuje s takto

natravenymi krvinkami, je nutné pouzit Cellbind P3-P (REF] K7211) alebo Cellbind ID16-P (REF] K7231).

Priprava 0,5% suspenzie erytrocytov
1. 11 uL erytrocytového sedimentu pacienta alebo darcu + 2 mL Cellbind LISS (REF] K7100, K7110 alebo K7130)
2. 200 uL 3% Sanquin panelu alebo erytrocytovej suspenzie +1 mL Cellbind DILUENT (REF] K7180)

Postup prace s Cellbind centrifigou

Pri pouziti centrifagy firmy Hettich s Cellbind kartami sa musia dodrzat uvedené postupy:
1. Celbind rotor sa vloZi podla manuélu.

2. Centrifiga rozpozna rotor a automaticky sa naprogramuje podla Cellbind protokolu.

3. Na centrifugaciu sa musi stlacit iba " $tart" a t& potom rotuje v 3 nasledujtcich krokoch:

- 0-2 min. 75 rcf 780 ot./min
- 2-3 min. 200 rcf 1280 ot./min
- 3-10 min. 1790 rcf 3840 ot./min

4. Po centrifugécii sa otvori kryt a karty sa vyberu.

Postup testu:

Vs$etky diagnostika sa vytemperuju na izbovu teplotu (18-25 °C). Nepouzivajte karty Cellbind Screen, ktoré maju v gélovej matrici
vzduchové bubliny, poskodené tesniace prvky alebo zndmky vysychania (nepravidelna alebo Ziadna hladina kvapaliny nad gélovou
matricou).

Detekcia alebo identifikdcia protilatok

V pozadovanom poéte stipcov sa zlozi ochranny kryt.

Do inkubaénej &asti mikrostipca sa prida 40-50 uL 0,5% suspenzie testovanych erytrocytov.
Prida sa rovnaky objem (40-50 uL) plazmy alebo séra.

Karta sa inkubuje 15 mintt pri 37 °C v Cellbind inkubatore.

Karta sa prenesie do Cellbind centrifigy (10 mintt). Parametre centrifigy sU naprogramované.
Vyhodnotia sa vysledky reakcii.
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Uréenie krvnych skupinovych antigénov

1. V pozadovanom poéte stipcov sa zloZi ochranny kryt.

2. Do inkubaénej asti mikrostipca sa prida 40-50 uL 0,5% suspenzie erytrocytov pacienta alebo erytrocytov darcu.

3. Dalej sa prida 20 uL krvne skupinového diagnostika firmy Sanquin.
Pozndmka: Zoznam validovanych krvne skupinovych diagnostik firmy Sanquin je k dispozicii na stranke www.cellbind.nl. Pre
niektoré z tychto cinidiel je potrebny dodatoény inkubaény krok, ich ndzvy si uvedené v tomto zozname.
Pouzitie inych diagnostik méze viest k odlisnym vysledkom a musi byt preto uzivatelom validované.

4. Karta sa prenesie do Cellbind centrifigy (10 minat). Parametre centrifiigy su naprogramované.

5. Vyhodnotia sa vysledky reakcii.

Opacna typizacia

Odstrafite kryci pasik z pozadovaného mnozstva stipcov

Pridajte 40-50 uL 0,5% suspenzie erytrocytov z erytrocytov reagencie do inkubaéného priecinka.
Pridajte rovnaky objem (40-50 uL) plazmy do inkuba¢ného priec¢inka.

Karta sa prenesie do Cellbind centrifigy (10 minGt). Parametre centrifigy st naprogramované.
Vyhodnotia sa vysledky reakcii.
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Modifikovany priamy antiglobulinovy test (DAT)

1. V pozadovanom poéte stipcov sa zlozi ochranny kryt.

2. Do inkubaénej gasti mikrostipca sa prida 1 kvapka (40-50 uL) 0,5% suspenzie erytrocytov pacienta.
3. Karta sa prenesie do Cellbind centrifigy (10 minGt). Parametre centrifigy s naprogramované.

4. Vyhodnotia sa vysledky reakcii.

Krizova skuska

V pozadovanom poéte stipcov sa zlozi ochranny kryt.

Do inkubaénej gasti mikrostipca sa pridad 40-50 uL 0,5% suspenzie erytrocytov darcu.

Dalej sa prida rovnaky objem (40-50 ul) plazmy alebo séra pacienta.

Karta sa inkubuje 15 minat pri 37 °C v Cellbind inkubétore.

Karta sa prenesie do Cellbind centrifigy (10 minut). Parametre centrifugacie s naprogramované.
Vyhodnotia sa vysledky reakcii.
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Hodnotenie
V pripade pozitivnych reakcii st erytrocyty zachytené vo vrchnej Gasti gélového matrixu. V pripade negativnych reakcii je vidiet iba maly
tercik erytrocytov na dne mikrostlpca. Charakter vysledkov reakcii vzoriek je na obréazku.

4+ 3+ 2+ 1+ (+) NEG
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MnozZstvo erytrocytov zachytenych v povrchovej ¢asti gélového matrixu zavisi na parametroch ako su hustota antigénov na
erytrocytoch, titer a afinita protilatok. Toto je tiez ovplyvnené dizkou druhej centrifugaénej fazy a rcf podas tretej fazy.

Preto ak je reakcia slab$ia ako 4 +, objavuju sa erytrocyty na dne stipca. Ten isty obraz je mozné pozorovat v pripade zmie$aného
reakéného pola.

Detekcia alebo identifikacia protilatok
Pozitivne reakcie indikuju pritomnost erytrocytovych protildtok v plazme alebo sére. Negativne reakcie indikuju ich nepritomnost.
Pozitivna autokontrola by mohla indikovat pritomnost autoprotilatok.

Uréenie krvnych skupin
Pozitivne reakcie so skupinovym diagnostikom indikuja pritomnost prislu§ného antigénu na erytrocytoch.
Negativne reakcie indikujd ich nepritomnost.

Opacna typizacia
Pozitivne reakcie s erytrocytmi reagencie indikuju pritomnost prislusnej aloprotilatky. Negativna reakcia indikuje, Ze pritomnost prislu$nej
aloprotilatky nie je mozné zistit.

Modifikovany priamy antiglobulinovy test (DAT)
Pozitivne reakcie indikuju /in vivo senzibilizaciu krviniek protilatkami a/alebo zlozkami komplementu.

Krizovy pokus
Pozitivne reakcie indikuju inkompatibilitu krvi darcu s krvou prijemcu. Negativne reakcie indukuju tak(to kompatibilitu.

Obmedzenie

Neocdakavane pozitivne reakcie by mohli byt zapri¢inené: pseudoaglutinaciu, autoaglutinaciu, zmie$anym reakénym polom, niektorymi
liekmi, vysokou koncentraciou erytrocytov alebo krvinkami senzibilizovanymi in vivo protildtkami a/alebo zlozkami komplementu.
Neocdakavane negativne alebo slabé reakcie by mohli byt zapri¢inené: slabymi antigénmi, slabymi protilatkami, nizkymi titrami protilatok,
zmie$anym reakénym pol'om znizenim aktivity diagnostik, nedostato¢nou interakciou suspenzie erytrocytov a plazmy, séra alebo
reagencie v inkubaénom prie€inku a/alebo pred€asnou interakciou medzi obsahom inkubaéného prie€inku a média s vysokou hustotou .
Falo$ne pozitivne alebo negativne vysledky si mozné pri pritomnost vzduchovych bublin v gélovej matrici, kontaminéacii testovaného
materidlu alebo odchylke od odporu¢anych techniky. Ak su pouzité silno hemolytické vzorky, si mozné aj neSpecifické reakcie. V pripade
obsahu fibrinu vo vzorkach je mozny zachyt nesenzibilizovanych erytrocytov pocas centrifugéacie, ¢im vznika tenka cervena linia na
povrchu stipca gélového matrixu.
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Sanquin zarucuje, Ze funkcné charakteristiky jej vyrobkov zodpovedaju popisu v pévodnom névode na pouZitie od vyrobcu.
Je nevyhnutné presne dodrZiavat postupy, rozvrhnutie testov a odportuéania ohladom éinidiel a vybavenia. Nadécia Sanquin sa zrieka
akejkolvek zodpovednosti v pripade akychkolvek odchylok od tychto postupov, rozvrhnuti a odporucani.



