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Popis REF
Anti D RUM-1 (monoklonalni) 10ml 06210
Anti D MS-201 (monoklonalni) 10ml 06110

DIAGNOSTICKY ZDRAVOTNICKY PROSTREDEK IN
VITRO

SHRNUTI

Systém krevnich skupin rhesus byl poprvé popsan v roce 1940.
Kromé antigeni ABO ma zvlastni klinicky vyznam antigen D, protoze
chyba pfi transfuzi krve m(ze zpUsobit zavazné hemolytické
potransfuzni reakce a hemolytickou nemoc plodu a novorozence
(HDFN).

Rhesus pozitivni (D pozitivni)/rhesus negativni (D negativni)
znamena, Zze na povrchu erytrocytd jedince je/neni pfitomen antigen
D.

Distribuce antigenu D

Anti D | Fenotyp béloSi % | Afroameri¢ané %

+ Rh D pozitivni 85 72

- Rh D negativni 15 28

Tabulka 1: Frekvence antigenti podle Mollisona et al.

URCENE POUZITI

Anti D (monoklonalni IgM) je ur€en pro specifickou a kvalitativni
detekci erytrocytd, které nesou odpovidajici antigen D (RH1), a je
vhodny pro pouziti technikou na sklicku, bodové desticce,
mikrodesti¢ce a ve zkumavkce.

VySe uvedené techniky jsou =zaloZeny na principu pfimé
hemaglutinace. Po pfidani erytrocytt k anti D (monoklonalnimu IgM)
dojde ke specifické reakci antigen-protilatka, pokud je na erytrocytech
pfitomen odpovidajici antigen D (RH1). Tato reakce se projevi
snadno viditelnou aglutinaci erytrocyt. Absence aglutinace erytrocytu
prokazuje - s ohledem na omezeni testovacich metod - nepfitomnost
odpovidajiciho antigenu D (RH1).

Oba klony rozpoznavaiji vétSinu Dyeax vVariant s vyjimkou D VI.

INFORMACE O PRODUKTU

Monoklonalni anti D Ccinidla typu IgM se ziskavaji z lidskych
hybridomovych bunék.

Redici médium pro toto &inidlo s nizkym obsahem bilkovin obsahuje
nasledujici potenciatory: NaCl, BSA, pufr a nékteré dal$i vybrané
slozky. Konzervacni latka: < 0,1 % azidu sodného.

PFi pouziti v souladu s navodem k pouziti reagencie aglutinuje lidské
erytrocyty, pokud je pfitomen odpovidajici antigen D (RH1).

Anti D (monoklonalni IgM) rozpozna a pfimo aglutinuje mnoho
Cervenych krvinek se slabym fenotypem D, které byly dfive
pravdépodobné interpretovany jako Rh negativni (nebo slabé D).
Patfi sem také nékteré typy extrémné vzacnych parcialnich D krvinek.
Klony IgM anti D nevykazuji zadnou reaktivitu s dosud testovanymi
krvinkami kategorie D VI. Slabé varianty |ze detekovat pouze pomoci
zkumavkové a mikrotitracni techniky.

Specifita kazdé Sarze je prokazana pomoci zkumavkoveé techniky a
panelu D (RH1) antigen negativnich erytrocyt.

Tato antiséra byla optimalizovana pro pouziti bez dalSiho fedéni nebo
aditiv.

Cislo 8arZe a datum pouZitelnosti jsou uvedeny na $titku lahvicky.

SKLADOVANI

Testovaci Cinidla skladujte pfi teploté 2 °C az 8 °C do data
pouzitelnosti uvedeného na Stitku vyrobku. Po prvnim otevreni
pFipravku jej opét tésné uzavrete a skladujte pfi teploté 2°C-8°C.

ODBER A PRIPRAVA VZORKU

Vzorky krve by mély byt odebirany asepticky do zkumavek s EDTA
nebo citratem. Vzorek by mél byt testovan co nejdfive po odbéru.
Pokud dojde k opozdéni testovani, uchovavejte vzorek pfi teploté 2
°C az 8 °C. Vzorky vykazujici hemolyzu nebo mikrobialni kontaminaci
by nemély byt timto Cinidlem testovany, protoze to muze vést k
faleSné pozitivnim nebo faleSné negativnim vysledkdm.

VS8echny vzorky krve by mély byt pred testovanim technikou ve
zkumavce, na bodové desticce a mikrodesticce dvakrat promyty 0,9%
roztokem NaCl. PFi pouziti sklickové techniky pfipravte 35-45%
suspenzi testovanych erytrocytd (plna krev).

UPOZORNENI A BEZPECNOSTNi OPATRENI
1. Tato ¢inidla jsou uréena pouze pro pouziti v diagnostickych
laboratofich in vitro.
2. Tato Cinidla jsou ur€ena pro pouziti autorizovanymi pracovniky
vyskolenymi v sérologickych technikach.

Tato Cinidla nejsou uréena k vnitfnimu pouziti.

Nepouzivejte tato Cinidla po uplynuti doby pouzitelnosti.

Obsah poskozenych lahvi¢ek zlikviduijte.

PFi manipulaci s témito produkty pouzivejte ochranné pomicky,

napriklad laboratorni plast a jednorazové rukavice.

7. Testovaci séra byla filtrovana pres 0,2um kapsli, aby se snizila
biologicka zatéz.

8. Po otevieni lahvicky by mél obsah zlstat pouzitelny az do data
exspirace. Pokud se po otevieni objevi zdkal nebo
kontaminace, obsah zlikvidujte.

9. Spole¢nost CE-Immundiagnostika GmbH nemUze zaruéit, Ze
produkty pochazejici z lidskych nebo zvifecich zdroju
neobsahuji infekéni agens. Pfi pouzivani a likvidaci kazdé
lahvi€ky a jejiho obsahu je tfeba postupovat opatrné.

o g hw

LIKVIDACE CINIDLA A ODSTRANOVANI ROZLITYCH LATEK.
Informace o likvidaci €inidla a dekontaminaci mista rozliti naleznete v
bezpecnostnim listu, ktery je k dispozici na vyzadani u spole¢nosti
CE-Immundiagnostika GmbH.

KONTROLY A PORADENSTVI

1. Pozitivni a negativni kontrolni erytrocyty se testuji soubézné s
kazdou $arzi testd. Pokud kontroly nevykazuji ocekavané
reakce, musi byt testy povazovany za neplatné.

2. Protoze tato €inidla neobsahuji makromolekularni potenciatory,
je velmi nepravdépodobné, Ze by u krvinek potazenych IgG
dochazelo k faleSné pozitivnim nebo faleSné negativnim
reakcim.

3. Slabé antigeny (parcialni D) nemusi byt identifikovany.

1 objem je pfiblizné 35-45 pl pfi pouziti dodaného kapatka.

5. Odecitani a interpretaci vysledkd musi provadét Fadné
vySkoleny a kvalifikovany personal v souladu s pozadavky
zemé, kde se Cinidla pouzivaji.

6. Tato Cinidla by se méla pouzivat pouze podle tohoto navodu k
pouziti.

»

POTREBNY MATERIAL A CINIDLA
. 0,9% roztok NacCl
e  Sklenéné zkumavky
e  Stojan na zkumavky
e  Odstfedivka na zkumavky
. Odmeérné pipety
. Mikrotitracni desticky, tfepacka na desticky
. Bodova deska
. Sklenéné mikroskopické sklicko
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Anti D

Aplikacni tyCinka
Pozitivni a negativni kontrolni erytrocyty
Stopky

DOPORUCENE TECHNIKY

A.  ZKUMAVKOVA TECHNIKA

Pripravte 2-4% suspenzi erytrocytd v 0,9% roztoku NaCl.

Do oznacené zkumavky nakapejte 1 objem reagencie a 1
objem suspenze testovanych erytrocytu.

Dlkladné promichejte a ihned odstredte pfi 400 g po dobu 1
minuty (pfi 1500 otackach za minutu nebo pfi vhodném jiném
Case a sile).

Ihned odectéte vysledek: Jemné promichejte zkumavku, aby
se sediment erytrocytd uvolnil ze dna zkumavky, a
makroskopicky odectéte aglutinaci; vysledek zaznameneijte.
VSechny negativni nebo slabé pozitivni vysledky inkubujte 15
minut pfi pokojové teploté (18-25 °C) a poté opakuijte body 3. a
4. Zaznamenejte vysledek a intenzitu reakce.

B. TECHNIKA MIKROTITRACNICH DESTICEK

Priprava mikrodesticek:

Mikrodesticky rGznych vyrobclG/dodavateld maji rtzné statické
vlastnosti, které mohou vést k nespecifickym reakcim c&ervenych
krvinek a proteind. Pred pouzitim je vhodné nové mikrodesticky
predem oSetfit, aby se snizila nespecificka vazba ¢Eervenych krvinek
na minimum. Doporu€ujeme pouzivat jamky tvaru "U" z plastového

materialu.
1. Do pfislusnych jamek umistéte 1 objem 22% hovéziho
albuminu (BSA).
2. Ddkladné promichejte nebo pouzijte tfepacku mikrotitracnich
desticek, abyste zajistili rovhomérné pokryti jamek.
3. Inkubujte pfi pokojové teploté (18-25 °C) nejméné 10 a nejvySe
15 minut.
4. Odstrante BSA do vhodné nadoby na odpad.
5. Mikrotitraéni desti¢ku proplachnéte alesponn 10krat vodou z
vodovodu.
6. Poté mikrodesticku dvakrat oplachnéte destilovanou nebo
deionizovanou vodou.
7. Naklofite mikrotitratni destiCku, abyste z ni odstranili
prebytecnou vodu.
8. Pred pouzitim nechte mikrodesti¢ku zaschnout.

Alternativni techniky lze pouzit za predpokladu, ze byly ovéfeny

uZivatelem.

Postup:

1. Pripravte 2 - 4% suspenzi testovanych erytrocytl v 0,9%
roztoku NacCl.

2. Do oznaenych jamek mikrotitracni desticky umistéte 30 pl
pfislu§ného antiséra.

3. Pridejte 30 pl predem pfipravené suspenze testovanych
erytrocytd na mikrotitracni desticku.

4.  Michejte 30 sekund ruéné nebo pomoci tfepacky.

5. Odstfedujte mikrodesticku 1 minutu pfi 400 g (pfi 1500
otackach za minutu nebo pfi vhodném jiném case a sile).

6. V pfipadé potfeby kratce promichejte mikrodesti¢ku pomoci
tfepacky.

7. lhned zaznamenejte vysledek a intenzitu reakce a paralelné

testujte pozitivni a negativni kontrolni erytrocyty. Cteci zafizeni,
pokud jsou pouzita, musi byt validovana. Pouziti dalSich
vizudlnich pomucek, jako jsou naptiklad zrcatka nebo lupy,
muze usnadnit ¢teni vysledka.

3.

4.
5.

C. SKLICKOVA TECHNIKA

Pouzitim plné krve pfipravte 35-45% suspenzi testovanych
erytrocytd.

Na sklicko umistéte 1 objem reagencie a 1 objem suspenze
krvinek.

Pomoci cisté aplikaéni ty€inky dikladné promichejte oba
objemy na ploSe asi 20x40 mm.

Pomalu pohybujte sklickem dopfedu a dozadu.

Nejpozdéji po 2 minutach provedte makroskopicky odecet a
zaznam.

Nespravna manipulace nebo pfili§ dlouha doba inkubace muize
vést k artefaktdm zpUsobenym vysychanim a test musi byt
povazovan za neplatny.

D. TECHNIKA NA BODOVYCH DESTICKACH
Pouzitim pIné krve pfipravte 35-45% suspenzi testovanych
erytrocytd nebo 10% suspenzi testovanych erytrocytt v 0,9%
roztoku NaCl.
Na bodovou destiCku umistéte 1 objem antiséra + 1 objem
suspenze testovanych erytrocytu.
Pomoci ¢&isté aplikaéni ty€inky ddkladné promichejte oba
objemy.
Inkubuijte pfi pokojové teploté po dobu 5-10 minut.
Makroskopicky odectéte a zaznamenejte.

Nespravna manipulace nebo pfili§ dlouha doba inkubace muze vést k
artefaktim zplsobenym vysychanim.

INTERPRETACE VYSLEDKU TESTU

1.

Pozitivni: Aglutinace testovanych erytrocytl ukazuje v ramci
pfijatych omezeni testovaciho postupu (viz nize) na pfitomnost
antigenu D na testovanych erytrocytech.

Negativni: Zadna aglutinace v ramci pfijatych omezeni
testovaciho postupu (viz nize) znamena nepfitomnost antigenu
D na testovanych erytrocytech.

Nesrovnalosti: Pokud vysledky ziskané pro antigeny na testovanych
erytrocytech nekoreluji se zjisténymi aloprotilatkami krevnich skupin,
je nutné provést dalsi vySetreni.

OMEZENi

1.

2.

Déle skladovana krev mGze vyvolat slab$i reakce nez Cerstva
krev.
FaleSné pozitivni nebo faleSné negativni vysledky se mohou
vyskytnout také v dusledku:
- Kontaminace zku$ebnich materiald
- Nespravné skladovani, koncentrace erytrocytti, doba inkubace
nebo teplota
- Nespravné nebo nadmérné odstfedovani
- Odchylky od doporucenych technik
Tvorbu rouleaux Ize oéekavat u heparinové krve a u pacientt
|é€enych plazmatickymi expandéry (napf. dextranem) a také u
pacientll s plazmocytomem (vysoky obsah bilkovin, zménéné
slozeni bilkovin), onkologickymi onemocnénimi (abnormalni
hemogram) a poruchou koagulace. Vzorky krve téchto pacientd
musi byt vzdy vySetfeny zkumavkovou technikou, protoze pfi
pouziti suspenze erytrocytt se tento jev vSeobecné
nevyskytuje. Pfitomnost slabych antigenii by méla byt
prokdzana z divodu vétsi citlivosti zkumavkovou technikou,
pfipadné po 30 minutach inkubace.
Krevni vzorky od pacientl trpicich ur€itymi poruchami mohou
vykazovat fale$né pozitivni/ faleSné negativni reakce. Vzorky
pupecnikové krve kontaminované Whartonovym Zelé mohou
vykazovat fale$né pozitivni reakce.
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Anti D

5.

Pro stanoveni antigenti D pouzijte vzdy dva riizné klony.

STABILITA REAKCI

1.

2.

VSechny testy ve zkumavkach a na mikrotitraénich destickach
odecitejte ihned po odstfedéni.

Testy na sklicku by mély byt interpretovany do 2 minut, aby
byla zajiSténa specifita a aby se zabranilo moznosti, ze
negativni vysledek bude nespravné interpretovan jako pozitivni
v dusledku zaschnuti ¢inidla.

Zkousky je tfeba povazovat za neplatné, pokud byly provedeny
pfi jinych nez doporu€enych teplotach.

SPECIFICKE VYKONNOSTNi CHARAKTERISTIKY

1.

2.

Pfed schvalenim byla antiséra testovana vSemi doporu¢enymi
postupy.

Kazda Sarze anti D (monoklonalni IgM) je testovana v souladu s
pozadavky spole¢nych technickych specifikaci pro vyrobky
definované v priloze Il seznamu A smérnice Evropského
parlamentu a Rady 98/79/ES o diagnostickych zdravotnickych
prostfedcich in vitro a splfiuje pozadavky.

Reaktivita kazdé Sarze se prokazuje pomoci panelu erytrocytl v
souladu s technikami doporu¢enymi v tomto navodu k pouZiti.
Specifita monoklonalnich protilatek je prokazana pomoci panelu
antigen-negativnich erytrocytd.

Kontrola kvality ¢inidel byla provedena s pouzitim kontrolnich
erytrocytd nebo pIné krve, ktera byla dvakrat promyta 0,9%
fyziologickym roztokem.

Testy provedené s vice nez 1,000 vzorky s citlivosti a specifitou
> 99 %.

VYLOUCENI ODPOVEDNOSTI

1. Uzivatel je odpovédny za pouziti jinych nez doporu¢enych
metod.

2. Jakékoli odchylky od doporu¢enych technik by mély byt pfed
pouzitim validovany.
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pouziti
KATALOGOVA CiSLA
REF Baleni
06210 1x1x10ml
Anti-D RUM-1 5x1x10ml
10x1x 10 ml
50x1x10ml
1x1x10ml
06110 5x1x10ml
Anti-D MS-201 10x1x 10 ml
50 x1 x10 ml
Distributor:

EXBIO Olomouc s.r.0.
Ovesna 14, 779 00 Olomouc
Ceska republika

Tel.: +420 587 301 011
E-mail: info@exbio.com
www.exbio.com
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