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No. 006 020215
Pelikloon anti-D mix (IgG/IgiM) monoclonal K1157 (€0344
krvno skupinové diagnostikum na detekciu D antigénu na ludskych erytrocytoch

VSeobecné informacie

Krvno skupinové diagnostikum Pelikloon anti-D mix (IgG/IgM) monoclonal (¢&isla klonov si uvedené na prislusnom
analytickom certifikdte/prepistacom dokumente a na etikete) sa pripravuje zo supernatantov stabilnych
hybridémovych linii, prvykrat popisanych Kéhler a Milstein (Nature 1975). Toto monoklonédlne diagnostikum obsahuje
IgG/IgM protilatky a bolo vyvinuté tak, aby bolo vhodnou alternativou vocéi polyklondlnym diagnostikam. Diagnostikum
spliuje poZiadavky prislu§nych $tandardov a odportcéani. Parametre st uvedené v prepustacich dokumentoch, ktoré
sU s produktom poskytnuté na vyziadanie.

Principom testu je aglutinacna technika zaloZzend na reakcii antigén/protilatka. Diagnostikum sa pouziva v
skimavkovej metdde, na mikrodostickach i na sklickach. Detekuje vSetky normalne D a vacsinu slabych D antigénov.
D variantu kategérie VI detekuje iba v skimavkovom teste po pridani poly$pecifického antiglobulinového séra (AGH).
Citlivost sklickovej metddy je slabsia ako v skimavkovej alebo mikrodostickovej metdde. Preto pri pouziti sklickove;j
metddy sa niektoré slabé D vzorky nedetekuju ako D pozitivne, avSak v skimavkovej alebo mikrodostickovej metéde
sU pozitivne.

S kazdou sériou testov sa odporucéa pouzit pozitivnu aj negativnu kontrolu.

Bezpecnostné opatrenia

Diagnostikum je uréené len na in vitro. Uskladriuje sa pri 2-8 °C. Pretekajlice alebo inak poskodené flasticky sa
nesmu pouzivat. Diagnostikum ( neotvorené alebo otvorené) sa nesmie pouzivat po uplynuti ¢asu pouZitelnosti
vyznaceného na etikete. Ako konzervacéna latka sa pouziva 0,1% (w/v) azid sodny.

V diagnostiku nie je celkom mozné vylacit pritomnost infekéného agens. Venujte pozornost pri manipulacii s kazdym
obalom a jeho obsahom. Turbidita by mohla byt zndmkou mikrobiadlnej kontaminacie. Aby sa rozpoznalo poskodenie
diagnostika, odportiéa sa ho testovat ako sucast laboratérneho programu kontroly kvality a pouZzitim prislusnych
kontrol. Odstranenie odpadu po testovani prevadza laboratérium v sudlade s vlastnymi postupmi.

Odoberanie a priprava vzoriek

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

Priprava vzoriek je uvedena v postupe testu

Postup pri testovani
Skimavkova metdda:
PoZadované skiumavky: sklenené s gulatym dnom, velkost' 75 x 10/12 mm.

1. Pripravi sa 3-5% suspenzia testovanych erytrocytov v izotonickom roztoku NaCl alebo vlastnej plazme alebo sére.
2. Do testovacej skimavky sa prida

- 1 kvapka Pelikloon diagnostika

- 1 kvapka 3-5% erytrocytovej suspenzie

a obsah skimavky sa dobre premiesa
3. Skumavka sa centrifiiguje 20 sekdnd pri 1000 rcf alebo pocéas iného vhodného ¢asu podla kalibracie centriftgy.
4. Sediment sa jemne pretrepe a aglutinacia sa vyhodnoti makroskopicky

Pokial' nie je viditelna Ziadna aglutinacia, pokracuje sa nasledovne:

Obsah skimavky sa dobre premiesa a té sa inkubuje vo vodnom kupeli 15-20 min. pri 37 °C.

Krvinky sa 1x premyju v nadbytku izotonického roztoku NaCl. Premyvacia tekutina sa dostato¢ne odstrani.

(Jedno premytie je dostato¢né, nie je tu nevyhoda nutného 3-4 nasobného premytia ako v konvenénych testoch).
Do skimavky sa pridajua 2 kvapky polyS$pecifického antiglobulinového séra (AGH) a obsah sa dobre premiesa.
Potom sa skiimavka centrifiguje 20 sekind pri 1000 rcf alebo v inej vhodnej dobe podla kalibracie centriftgy.
Sediment sa jemne pretrepe a aglutindcia sa vyhodnoti makroskopicky.

0.V pripade Ze nie je viditena aglutinacia, prida sa do kazdej skimavky 1 kvapka Coombs kontrolnych erytrocytov a
postup sa opakuje podla bodov 8. a 9. Reakcia by mala byt pozitivna. Ak je nadalej negativna, test je neplatny a
musi sa opakovat.
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Mikrodos$tiCkova metdda
Pozadované mikrodosti¢ky: polystyrénové s jamkami a gulatym dnom.

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

2. Do jamky sa kvapne:

- 1 kvapka Pelikloon diagnostika

- 1 kvapka 2-3% suspenzie testovanych erytrocytov

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

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

Potom sa centrifdguje 10-20 sekund pri 700 rcf alebo pocdas inej vhodnej

doby podla kalibracie centrifagy.

6. Dosticka sa pretrepe 1-4 min. na rota¢nej trepacke 600-700 ot./min.
alebo pocas inej vhodnej doby tak aby sa dosiahlo resuspendécie k
rviniek v pripade negativnych reakcii.

7. Potom sa dosticka ponecha v klude 1 min. aby sa zhlukli malé aglutinaty.

8. Reakcia sa vyhodnocuje makroskopicky alebo v automatickom readry.
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Sklickova metéda

1. Na predhriaté a Cisté podloZzné sklicko (37-45 °C) na prehliadacom boxe sa prida 1 kvapka
Pelikloon diagnostika.

2. Dalej sa pridaju 2 kvapky 35-45% suspenzie testovanych erytrocytov v izotonickom
roztoku NaCl vo vlastnej plazme alebo sére.

3. Kvapky sa dobre premies$aju tyéinkou v kruhu s priemerom asi 20 mm.

4. Aglutinacia sa vyhodnocuje pri kyvavom pohybe sklickom nie dlhSie ako 2 min.

5. Vysledok aglutinacie sa vyhodnoti makroskopicky.

Interpretacia
Pozitivne reakcie( aglutinacie) indikuju pritomnost Rh D antigénu na erytrocytoch. Pozitivna reakcia, ked' je slaba alebo
negativna pri inych technikach, indikuje pritomnost slabého alebo &iastoéného D antigénu a odportca sa dalSie
skimanie za Gcelom objasnenia stavu Rh D. Negativne (bez aglutinacie) indikuja nepritomnost Rh D antigénu na
erytrocytoch.

Vyskyt Kaukazska populacia Cernosi
D antigén 85% 92%

Obmedzenie

Neocakavane pozitivne vysledky by mohli byt zapriGinené: pseudoaglutindciou, autoaglutinaciou, zmieSanym
reakénym polom, znizenou aktivitou diagnostika, pritomnostou Whartonovho résolu s pupoénikovymi krvinkami.
Neocakavane negativne vysledky alebo slabé reakcie by mohli byt zapriGinené: slabymi antigénmi, zmieSanym
reakénym polom, znizenou aktivitou diagnostika.

FaloSne pozitivne alebo negativne vysledky by mohli byt zapri¢inené kontaminéciou testovaného materidlu alebo
odchylkou od odporuc¢anej techniky.

Erytrocyty s pozitivnym priamym antiglobulinovym testom (DAT) by mohli vykazovat falo$ne pozitivhe vysledky.
Odporuca sa pouzit Pelikloon monoklonélnu kontrolu na detekciu takto neplatnych vysledkov testov.

Nedostato¢né premytie testovanych erytrocytov zapri€ifiuje negativne vysledky pre neutralizaciu polySpecifického
(AGH) séra IgG proteinmi stéle pritomnych v skimavke.

Pelikloon monoklonalne krvno skupinové diagnostikum bolo optimalizované pre pouzitie techniky odportié¢anej v tomto
pribalovom letdku. PouzZitie v inych technikdch musi byt overené uzivatelom.
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