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Krvno skupinové diagnostika na detekciu A a/alebo B antigénu na ludskych erytrocytoch.

VSeobecné informacie

Diagnostika Pelikloon anti-A, anti-B a anti-A,B (IgM) monoklonalné ( Cisla klonov s uvedené v prisluSnom
analytickom certifikate/ preptistacom dokumente) sa pripravuja zo supernatantov stabilnych hybridomovych linii
prvykrat popisanych Koéhler a Milstein (Nature 1975). Tieto monoklondlne diagnostika obsahuju mysie IgM
protilatky a boli Specidlne vyvinuté tak, aby boli vhodnou alternativou voci polyklondlnym diagnostikam.
Diagnostika spifiaju poziadavky prislunych $tandardov a odporuéani. Parametre diagnostik st uvedené v
prepustacich protokoloch, ktoré st poskytnuté s produktom na vyZiadanie.

Principom testu je aglutinacna technika, ktora je zaloZzena na reakcii antigén/protilatka. Diagnostika sa pouzivaju
ako v skimavkovej metdde, tak na mikrodostickach a na sklickach. Diagnostika su tiez vhodné pri pouziti v
automatizovanych testovacich systémoch, ktorych $tandardizaciu a validaciu prevadza sam uzivatel. S kazdou
sériou testov sa odportéa pouzit pozitivnu a negativnu kontrolu. Stanovenie krvnej skupiny ABO na erytrocytoch
by malo byt doplnené testovanim pritomnosti anti-A a/alebo anti-B alloprotilatok v sére pacienta s pouzitim A1 a B
diagnostickych erytrocytov (vid prislugny pribalovy letak).

Upozornenie

Diagnostika suU urc¢ené len na pouzitie in vitro. Diagnostika sa uskladnuju pri 2-8°C. Pretekajluce alebo inak
poskodené flasticky sa nesmu pouzit. Diagnostika ( neotvorené alebo otvorené)sa nesmu pouzit po uplynuti ¢asu
pouzitel'nosti uvedenom na etikete. Ako konzervaény pripravok sa pouziva 0,1% (w/v) azid sodny. Pre l'ahké
rozpoznanie su diagnostika anti-A a anti-B zafarbené. V diagnostikach nie je celkom mozné vylugit pritomnost
infekéného agens. Musi byt venovana pozornost pri manipulacii s kazdym obalom a obsahom. Turbidita by mohla
byt znamkou mikrobiélnej kontaminacie. Aby sa rozpoznalo poskodenie diagnostik, odporaca sa testovat
diagnostikum ako sucast laboratérneho programu kontroly kvality s pouzitim prislusnych kontrol. Odstranenie
odpadu po testovani sa prevadza v sllade s postupmi daného laboratéria.

Odber a priprava vzoriek

Vzorky krvi sa odoberaju asepticky s alebo bez pridania antikoagulantov. Ak je testovanie vzorkov krvi odlozené,
uskladriuju sa pri 2-8°C.

Priprava vzoriek je uvedend v postupe testu.

Postup testu
Skimavkova metdda
PoZadované skumavky: sklenené s gulatym dnom, velkost' 75 x 10/712 mm.

1. Pripravi sa 3-5% suspenzia testovanych erytrocytov v izotonickom roztoku chloridu
sodného alebo vo vlastnej plazme alebo sére.

2. Do testovacej skimavky sa kvapne:
- 1 kvapka Pelikloon diagnostika
- 1 kvapka 3-5% erytrocytovej suspenzie
a obsah sa dobre premieSa.

3. Potom sa skimavka centrifiguje 20 sekdnd pri 1000 rcf alebo v inom vhodnom ¢ase podla
kalibracie centrifagy.

4. Sediment sa jemne pretrepe a aglutinacia sa vyhodnocuje makroskopicky.



Mikrodos$tickovad metdda
PoZadované mikrodosticky:polystyrénové mikrodoSticky s jamkami a gulatym dnom.

1. Pripravi sa 2-3% suspenzia testovanych erytrocytov v izotonickom roztoku chloridu sodného
alebo vo vlastnej plazme alebo sére.

2. Do jamky mikrodosti¢ky sa kvapne

- 1 kvapka Pelikloon diagnostika

- 1 kvapka 2-3% suspenzie testovanych erytrocytov.

Obsah sa premies$a 5 sekind na rota¢nej trepacke pri 600-700 ot./min.

Obsah sa inkubuje 10-15 min. pri izbovej teplote (18-25°C) bez mieSania.

Potom sa centrifiiguje 10-20 sekund pri 700 rcf alebo v inom vhodnom ¢ase podla

kalibracie centrifagy.

6. Dosticka sa pretrepe 1-4 min na rotacnej trepacke pri 600-7000t./min. alebo v inom
vhodnom ¢ase tak, aby bolo dosiahnuté resuspendéacie krviniek v pripade negativnych reakcii.

7. Potom sa ponecha dosticka na mieste po dobu 1 min., aby sa sedimentovali drobnejSie aglutinaty.

8. Reakciu je mozné vyhodnotit makroskopicky, alebo pomocou automatického readru.
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Sklickova metéda

1. Na cisté podlozné sklicko sa kvapne 1 kvapka Pelikloon diagnostika.

2. Dalej sa prida 1 kvapka 35-45% suspenzie testovanych erytrocytov v izotonickom roztoku
chloridu sodného alebo vo vlastnej plazme alebo v sére.

3. Kvapky sa dobre premies$aju ty¢inkou v kruhu s priemerom asi 20 mm.

4. Aglutinacia sa pozoruje pri kyvavom pohybe sklicka po¢as doby najviac do 2 min.

5. Vysledok aglutinacie sa vyhodnocuje makroskopicky.

Hodnotenie

Pozitivna reakcia( t.j. aglutinacia) indikuje pritomnost prislu§ného antigénu na erytrocytoch. Negativna reakcia

( bez viditelnej aglutinacie) indikuje nepritomnost prislu§ného antigénu na erytrocytoch. Krvna skupina ABO sa
stanovuje na zaklade charakteru reakcii, ktoré boli ziskané s rozlicnymi antisérami ( viz tab.) V pripade, Ze
charakter reakcie nezodpoveda jednej zo 4 nizSie uvedenych kombinacii, musi sa zistit pri¢ina odliSného vysledku
pred tym, ako sa oznac¢i ABO krvna skupina prislusného pacienta/darcu.

Aglutinaéné reakcie v rutinnom ABO typovani.

Erytrocyty + sérum/plazma +
Krvno skupinové diagnostikum diagnostické erytrocyty
anti-A anti-B anti-A,B A1 erytrocyty B erytrocyty krevna skupina
0 0 0 + + 0 (46,7 %)"
+ 0 + 0 + A (41,7%)Y
0 + + + 0 B (8,6%)
+ + + 0 0 AB (3,0%)*

Obmedzenia

Neocakavane pozitivne vysledky by mohli byt zapri¢inené: polyaglutinaciou, pseudoaglutindciou, zmieSanym
reakénym polom, pritomnostou Whartonovho résolu spolo¢ne s pupoénikovymi krvinkami.

Neocakavane negativne alebo slabo pozitivne reakcie by mohli byt zapri¢inené slabymi antigénmi, zmieSanym
reakénym polom, znizenou aktivitou diagnostika.
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