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Eritrosit antikorlarinin ve yani sira kan grubunun tespiti veya tanimlanmasi i¢in mikro kolon testi

Genel bilgiler

Cellbind Screen testi, stispansiyona ait duyarlastirilmis eritrositlerin, yliksek dizeyde yogunluk artirici ortam icinde anti-IlgG, anti-IlgM ve
anti-C3d iceren bir jel matriks tarafindan tutuldugu bir mikro kolon test sistemidir. Her Screen karti, yiksek yogunluklu ortam icindeki jeli
iceren alti mikro kolondan olusur. Cellbind Screen, eritrosit antikorlari ve bunun yani sira kan grubu, capraz karsilastirma ve modifiye
direkt antiglobilin testinin (DAT, antikorlar ve kompleman bilesenleri ile in vivo kaph eritrositlerin belirlenmesi icin) tespiti veya
tanimlanmasinda kullanilmaya yoneliktir. Cellbind Screen, manuel ve ayrica (yari)otomatik sistemlerde kullanim icin uygundur. Cellbind
Screen testi, ilgili standartlarin ve yonergelerin gerekliliklerini karsilamaktadir. Performans 6zelliklerine, talep tzerine Urlinle birlikte verilen
striim belgelerinde deginilmektedir. Test, jel matriks iceren bir mikro kolonda duyarlastiriimis eritrositlerin immunofiksasyonuna dayanir.
Hicre sUspansiyonu, test edilecek olan plazma, serum veya kan grubu reaktifi ile birlikte mikro kolonun inkiibasyon bdlmesine eklenir.
inkiibasyon asamasi sirasinda, antijen pozitif eritrositler plazma, serum veya reaktif icindeki ilgili anti-eritrosit antikorlarina baglanir. Daha
sonra, kartlar (i¢ santrifiij asamasina tabi tutulur. ilk asamada, yiiksek yogunluklu ortam, eritrositlerin plazma, serum veya reaktiften
ayrilmasina neden olur. ikinci asamada, duyarlastiriimis eritrositler agliitine olup mikro kolon icindeki jel matriksin stiinde tutulurken,
Uclinct asamada, duyarlastinimamis ve cok zayif élctide duyarlastiriimis eritrositler, mikro kolonun alt tarafina dogru hareket eder. Her bir
kan grubu tespit serisi ile birlikte pozitif ve negatif kontrollerin dahil edilmesi 6nemle tavsiye edilir.

Onlemler

Yalnizca in vitro tani amagcli kullanim icindir. Cellbind Screen kartlari 2-8 °C'de ve orijinal polistiren kutusu icinde saklanmaldir.
Kullanimdan sonra kutu kapatilmalidir. Aksi halde, jel matriksin tekrar dibe c6kmesini saglamak icin, kullanilmadan yaklasik 15 dakika
once dik konumda tutulmalidirlar.

Tasima sirasinda ytksek yodunluklu ortam veya jel matrikste ortaya cikan hava kabarciklar bircok durumda, kullanilmadan 6nce, kapali
Cellbind Screen kartlari Cellbind Santriftjiinde cevrilerek giderilebilir. Cellbind Screen kartlari, kartlarin etiketi Gizerine basiimis olan son
kullanma tarihi gectikten sonra kullaniimamalidir. Sonuclarn okuduktan sonra, kartlar kapatilip, dik konumda 2-8 °C'de bir haftaya kadar
slireyle saklanabilir. Koruyucu olarak kloramfenikol <%0, 1 kullanilir. Reaktiflerin enfeksiyon ajanlari icermedigi varsayilamaz. Her bir kutu
ve icerigi kullanilirken ve atilirken dikkatli olunmahdir. Atik imhasi, testin tamamlanmasindan sonra, laboratuar yénetmeliginize gére
gerceklestirilmelidir.

Numune alma ve hazirlama

Numune:

Kan numuneleri, antikoagtlanlar eklenerek veya eklenmeden aseptik olarak alinmalidir. Serum veya plazma numuneleri alinmadan 6nce,
kan alma tuplerinin 5 dakika streyle 3000 rcf'de (bagil merkezkac kuvveti) santrifiijlenmesi kesinlikle 6nerilir. Serum veya plazma
numunelerinin alinmasi, plazma veya serum ddkulerek degil, bir pipet kullanilarak gerceklestirilmelidir. Plazma veya serum numuneleri, jel
matriksin bloke olmasini 6nlemek icin I6kositler, jel parcalari ve/veya fibrin kalintilari icermemelidir. Eritrosit antikorlarinin tespiti veya
tanimlanmasi icin, (numune alindiktan sonraki 48 saat icinde) taze plazma veya serum kullaniimasi énerilir. Hemen test edilmeyen serum
veya plazma numuneleri, 48 saat sireyle 2-8 °C'de ve daha uzun bir slire boyunca <-18 °C'de saklanabilir. Herhangi bir cokeltiyi
gidermek igin, test edilmeden 6nce serum veya plazma numunelerinin ¢ézUtldikten sonra 5 dakika stireyle 3000 rcf'de santrifiijlenmesi
onerilir. Modifiye direkt antiglobdlin testi icin, eritrositlerin kompleman bilesenleri ile in vitro kaplanmasini dnlemek icin, tercihen EDTA
icine alinan taze kan kullaniimalidir. Antikoagilanlar kompleman aktivasyonunu inhibe edeceginden, kompleman baglayici antikorlarin
belirlenmesi icin plazma uygun degildir.

Reaktifler:

Cellbind Screen K7000 : Her birinde 6 mikro kolon ile birlikte 48 kart iceren kutu.

Cellbind LISS K7100 :  Hastadan veya dondr eritrositlerinden %0,5'lik eritrosit stispansiyonu
hazirlamaya yonelik inkiibasyon ortami (250 mL).

K7110 :  Hastadan veya dondr eritrositlerinden %0,5'lik eritrosit stispansiyonu

hazirlamaya yonelik inkiibasyon ortami (100 mL).

Cellbind DILUENT K7180 : %3’lik Sanquin panellerinden veya Sanquin reaktif eritrositlerinden
%0,5’lik eritrosit slispansiyonu hazirlamaya yonelik inkiibasyon ortami
(100 mL).

Cellbind P2 K7200 : (2 x 10 mL) Eritrosit antikorlarini belirlemeye yoénelik %0,5'lik reaktif
eritrosit slispansiyonlari.

Cellbind P3 K7210 : (3 x 10 mL) Eritrosit antikorlarini belirlemeye yoénelik %0,5'lik reaktif
eritrosit slispansiyonlari.

Cellbind P3-P (papain) K7211 : (3 x 10 mL) eritrosit antikorlarini belirlemeye yonelik, papainle muamele
edilmis %0,5'lik reaktif eritrosit sispansiyonlari.

Cellbind ID16 K7230 : (16 x 3 mL) Eritrosit antikoru tespitine yonelik %0,5'lik reaktif eritrosit

slispansiyonlari.



Cellbind ID16-P (papain) K7231 1 (16 x 3 mL) Eritrosit antikoru tespitine ydnelik papainle muamele edilmis
%0,5'lik reaktif eritrosit stispansiyonlari.

Cellbind A1 reagent red cells K7240 : Anti-A antikorlarinin tespitine yonelik %0,5'lik reaktif eritrosit
stispansiyonu.

Cellbind A2 reagent red cells K7241 1 Pozitif veya negatif kontrol olarak kullanilmaya yoénelik %0,5’lik reaktif
eritrosit slispansiyonu.

Cellbind B reagent red cells K7242 : Anti-B antikorlarinin tespitine yonelik %0,5'lik reaktif eritrosit
stispansiyonu.

Cellbind O, D-positive reagent K7243 1 Pozitif veya negatif kontrol olarak kullanilmaya yoénelik %0,5’lik reaktif

red cells eritrosit slispansiyonu.

Malzemeler:

Cellbind Centrifuge K7302

Cellbind Rotor K7303

Cellbind Incubator K7304

Cellbind Dispenser K7300

Cellbind Workstation K7301

Eritrosit siispansiyonlari:

Antikor tespiti veya tanimlanmasi icin, kullanima hazir %0,5'lik Cellbind panelleri veya Cellbind reaktif eritrosit sispansiyonlarinin
kullaniimasi 6nerilir. %3’lik Sanquin panelleri veya Sanquin reaktif eritrosit slispansiyonlarinin kullanilmasi halinde, asagidaki hazirlama
protokoliine gore Cellbind DILUENT ( K7180) icinde %0,5'lik stispansiyon hazirlanmalidir.

Not: Bu protokol enzimlerle ( K1384 and K1393) muamele edilmis hlicrelere uygulanamaz. Enzimle muamele edilmis hiicrelerle
test etme gereksinimi varsa, Cellbind P3-P ( K7211) veya Cellbind ID16-P ( K7231) kullaniimahdir.

Otokontrol ve modifiye direkt antiglobulin testi icin, mutlaka Cellbind LISS ( K7100 or K7110) icinde %0,5'lik bir hasta
eritrositleri sispansiyonu hazirlanmaldir. Ayni durum, kan grubu ve ¢apraz karsilastirmadaki donér veya hasta eritrositleri icin de
gecerlidir.

%0, 5'lik eritrosit stispansiyonlarinin hazirlanmasi:
1. 11 uL hastaya veya donbre ait eritrosit stispansiyonu + 2 mL Cellbind LISS (REF] K7100 veya K7110)
2. 200 uL %3'luk Sanquin paneli veya Sanquin reaktif eritrosit siispansiyonu + 1 mL Cellbind LISS ( K7180)

Cellbind Santrifiij calistirma proseduri

Cellbind kartlar icin Hettich santrif(jinin kullanilmasi amaciyla su adimlar gerceklestirilmelidir:

1. Hettich calistirma kilavuzuna gore Cellbind Rotor'u yerlestirin.

2. Rotor, santrif(ij tarafindan taninir ve Cellbind protokolliine gére otomatik olarak programlanir.

3. Asagidaki Cellbind test prosedurlerinde bahsedilen santrifijleme adimi icin, sadece “baslat” tusuna basilimasi ile santriflij su 3
asamada donecektir:

- 0-2 dakika 75 rcf 780 rpm (d/dak)
- 2-3 dakika 200 rcf 1280 rpm
- 3-10 dakika 1790 rcf 3840 rpm

4. Santrifijlemeden sonra, kapak acilabilir ve kartlar cikarilabilir.

Test prosedirleri

Tam reaktiflerin oda sicakligina (18-25 °C) gelmesini saglayin. Jel matriks icinde hava kabarciklar olan, sizdirmazhgi bozulmus veya
kuruma belirtileri (jel matriks tGzerinde dlizensiz sivi seviyesinin olmasi veya sivi seviyesinin olmamasi) gosteren Cellbind Screen kartlarini
kullanmayin.

Antikor tespiti veya tanimlanmasi

Gereken sayida kolondan kapak seridini ¢ikarin.

%0,5'lik test hiicreleri stispansiyonundan 40-50 pL'lik bolima inkiibasyon bdlmesine ekleyin.

inkiibasyon bélmesine ayni hacimde (40-50 uL) plazma veya serum ekleyin.

Cellbind inkiibatér'de 37 °C'de 15 dakika stireyle inklibe edin.

Kartlari Cellbind Santrifij (10 dakika) icine yerlestirin. Santrif(ij parametreleri halihazirda énceden programlanmistir.
Reaksiyonlar okuyun.
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Kan grubu antijenlerinin tiplendirilmesi

1. Gereken sayida kolondan kapak seridini ¢ikarin.

2.  %0,5'lik eritrosit stispansiyonundan 40-50 uL'lik b6limi inktibasyon bélmesine ekleyin.

3. inklbasyon bélmesine 20 ul'lik Sanquin kan grubu reaktifi ekleyin.

Not: Onaylanmis Sanquin kan grubu reaktiflerinin listesine www.cellbind.nl adresinden ulasabilirsiz. Bu reaktiflerden bazilari i¢in ek bir
inkibasyon asamasina ihtiyac duyulmaktadir ve s6z konusu reaktifler listede gdsterilmistir. Herhangi bir farkl tiplendirme reaktifinin
kullanimi anormal sonuglara neden olabilir ve bu nedenle kullanici tarafindan onaylanmalidir.

4. Kartlari Cellbind Santriftij (10 dakika) icine yerlestirin. Santrif(ij parametreleri halihazirda 6nceden programlanmistir.

5. Reaksiyonlari okuyun.

Modifiye Direkt Antiglobiilin Testi (DAT)

1. Gereken sayida kolondan kapak seridini ¢ikarin.

2. inklbasyon bélmesine %0,5'lik hasta eritrositi siispansiyonundan bir damla (40-50 uL) ekleyin.

3. Kartlari Cellbind Santriftij (10 dakika) icine yerlestirin. Santrif(ij parametreleri halihazirda énceden programlanmistir.
4. Reaksiyonlar okuyun.



Capraz Karsilastirma

1. Gereken sayida kolondan kapak seridini ¢ikarin.

2. inklibasyon bélmesine %0,5'lik donér eritrosit slispansiyonundan 40-50 uL ekleyin.

3. Inklbasyon bélmesine ayni hacimde (40-50 uL) hasta plazmasi veya serumu ekleyin.

4. Cellbind inkiibatér'de 37 °C'de 15 dakika sireyle inkiibe edin.

5. Kartlan Cellbind Santriftij (10 dakika) icine yerlestirin. Santriflij parametreleri halihazirda énceden programlanmistir.
6. Reaksiyonlari okuyun.

Yorumlama

Pozitif reaksiyonlarda, eritrositler jel matriksinin en Ust tabakasinda tutulur. Negatif reaksiyonlarda, sadece mikro kolonun altinda
eritrositlerden olusan ayri bir digme gorullr. Sonucta olusan reaksiyon ornekleri sekilde gdsterilmistir :

4+ 3+ 2+ 1+ (+) NEG
Jel matriksin en Ust tabakasinda tutulan eritrosit miktari, eritrositlerin antijenik yogunlugu ve antikor titrasyonu ile afinitesi gibi
parametrelere baghdir. Bu miktar ayni zamanda, ikinci santrifijleme asamasinin siresi ve lclncl asama sirasindaki santrif(j kuvveti ile de
belirlenir.

Bu nedenle, bir reaksiyon 4 + 'den zayifsa, hiicreler mikro kolonun alt tarafinda da gériinir. Ayni 6rnek, karma saha reaksiyonlarinda da
goraldr.

Antikor tespiti veya tanimlanmasi
Pozitif reaksiyonlar, plazma veya serumdaki eritrosit antikorlarinin varligini gosterir. Negatif reaksiyonlar, eritrosit antikorlarinin
bulunmadigini gésterir. Pozitif bir otokontrol, otoantikorlarin varhgini gésterebilir.

Kan grubu antijenlerinin tiplendirilmesi
Kan grubu reaktifleri ile pozitif reaksiyonlar, eritrositlerdeki ilgili antijenlerin varligini gésterir. Kan grubu reaktifleri ile negatif reaksiyonlar,
eritrositlerdeki ilgili antijenlerin varhginin belirlenemedigini gdsterir.

Modifiye Direkt Antigloblilin Testi (DAT)
Pozitif reaksiyonlar, eritrositlerin antikorlar ve/veya kompleman bilesenleri ile in vivo kaph oldugunu gosterir.

Capraz Karsilastirma
Pozitif reaksiyonlar, donor kaninin alici ile uyusmadigini gosterir. Negatif reaksiyonlar, donér kaninin alici ile uyustugunu gosterir.

Kisitlamalar

Beklenmeyen pozitif sonuclar sunlardan kaynaklanir: psédoaglitinasyon, otoaglitinasyon, karma saha reaksiyonu, belirli ilaclar, cok
yUksek eritrosit konsantrasyonlari veya antikorlar ve/veya kompleman bilesenleri ile /in vivo duyarlastiriimis eritrositler. Beklenmeyen
negatif veya zayif sonuclar sunlardan kaynaklanir: zayif antijenler, karma saha reaksiyonu veya reaktiflerin azalmis etkinligi. Yanlis pozitif
veya yanlis negatif sonuclar, jel matriks icinde hava kabarciklarinin varhgi, test malzemelerinin kontaminasyonu veya 6nerilen yontemlerde
herhangi bir degisiklik yapilmasindan dolayi meydana gelebilir. Asiri derecede hemolitik numuneler kullanildiginda, non-spesifik
reaksiyonlar meydana gelebilir. Numune fibrin kalintilari iceriyorsa, bu durum, jel matriksin Usttinde ince kirmizi bir ¢cizgiye neden olacak
sekilde, santriflijleme sirasinda duyarlastirilmamis olan hiicrelerin yakalanmasina neden olabilir.

Referanslar

1. Race R.R. and Sanger R.; Blood Groups in Man, 6" ed. Oxford Blackwell Scientific Publishers 1975.

2. lssit P.D.; Applied Blood Group Serology, 3™ ed. Montgomery Scientific Publications, Miami, Florida, USA, 1985.
3. Daniels G.; Human Blood Groups. Blackwell Science Ltd. 1995.

4. Mollison P.L. et al.; Blood Transfusion In Clinical Medicine, 9" ed. Blackwell, Oxford, 1993.

Sanquin drdinlerinin, orijinal dreticinin kullanim talimatlarinda aciklandigi sekilde performans gdsterecedi garanti edilir. Prosedlirlere, test
planlarina ve énerilen reaktiflere ve ekipmana tam uyulmasi esastir. Sanquin bunlara uyulmadigr durumlarda tim sorumlulugu reddeder.



