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Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro

SHRNUTI

V roce 1900 Karl Landsteiner objevil, ze sérum nékterych jedincl
aglutinuje erytrocyty jinych. Byly rozpoznany cCtyfi rdzné fenotypy
krevnich skupin: 0, A, B a AB. Od té doby byly jesté identifikovany
podskupiny A a B.

Procento krevnich skupin ABO u bélochu

Antigen Protilatky ABO Kavkazska

A B A1 | A2 | B | 0 | Fenotyp | populace
%

+ 0 0 0 + |0 A 42

0 + + + 0 |0 B 10

0 0 + + + |0 0 44

+ + 0 0 0 |0 AB 4

Table 1: Frekvence antigent

.URCENE POUZITI

Anti-A, anti-B a anti-AB monoklonalni mysi IgM protilatky jsou uréeny
pro specifickou a kvalitativni detekci erytrocytt, které nesou
odpovidajici antigen ABO, a jsou vhodné pro pouziti technikou
skli¢ka, bodové desticky, mikrodesticky a zkumavky.

VySe uvedené techniky jsou =zalozeny na principu pfimé
hemaglutinace. Po pfidani erytrocytt k testovacim ¢inidldm dojde ke
specifické reakci antigen-protilatka, pokud je na erytrocytech pfitomen
odpovidajici antigen. Tato reakce se projevi snadno viditelnou
aglutinaci erytrocytll. Absence aglutinace erytrocytd prokazuje - s
ohledem na omezeni testovacich metod - nepfitomnost pfisluSnych
antigen( (negativni vysledek testu).

Produkty anti-A A-11H5 a antiAB A-5E10-B-2D7 jsou vhodné k
aglutinaci, a tedy k identifikaci A.

INFORMACE O PRODUKTU

Monoklonalni protilatky pouzivané ke stanoveni krevnich skupin A, B
a 0 jsou IgM izotypu a jsou ziskavany z mySich hybridomovych
bunék.

Protilatky se fedi v pufru obsahujicim 0,9% chlorid sodny, hovézi
albumin (bez stabilizatoru), EDTA a &inidla usnadriujici resuspendaci
krvinek po odstfedéni. Konzervaéni latka: <0 . 1% azid sodny.
Testovaci séra anti-A a anti-B jsou pro snadnou identifikaci obarvena
modfe, resp. Zluté.

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

Cislo 8arze a datum pouZitelnosti jsou uvedeny na &titku lahvigky.

SKLADOVANI

Testovaci ¢inidla skladujte pfi teplot¢ 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.

Description REF
Anti-A A-11H5 (monoclonal) 10 ml 01110
Anti-A BIRMA1 (monoclonal) 10 ml 01210
Anti-B B-6F9 (monoclonal) 10 ml 02110
Anti-B LB2 (monoclonal) 10ml 02210
Anti-AB A-5E10-B-2D7 (monoclonal) 10 ml 03110
ODBER A PRIPRAVA VZORKU

Vzorky krve pro stanoveni krevni skupiny ABO by mély byt odebirany
asepticky do zkumavek s EDTA nebo citratem. Vzorek by mél byt
testovan co nejdfive po odbéru. Pokud dojde ke zpozdéni testovani,
uchovavejte vzorek pfi teploté 2°C-8 °C. Vzorky vykazujici hemolyzu
nebo mikrobialni kontaminaci by nemély byt timto Cinidlem testovany,
protoze to mlze vést k faleSné pozitivnim nebo faleSné negativnim
vysledkim.

VSechny vzorky krve by mély byt pfed testovanim ve zkumavce, na
bodové desticce nebo na mikrotitranich destickach dvakrat promyty
0,9% roztokem NaCl. PFi pouziti sklickové techniky pfipravte 35-45%
suspenzi testovanych erytrocytl (plnou krev); pfi pouziti techniky
bodové destiCky pouzijte bud plnou krev, nebo pfipravte 10%
suspenzi testovanych erytrocytll v 9% roztoku NacCloO.

UPOZORNENI A BEZPECNOSTNI OPATRENI

1. Tato Cinidla jsou urena pouze pro pouziti v diagnostickych
laboratofich in vitro.

Tato Cinidla jsou ur€ena pro pouziti autorizovanymi pracovniky

vyskolenymi v sérologickych technikach.

Tato €inidla nejsou urena k vlastni aplikaci.

Nepouzivejte tato Cinidla po uplynuti doby pouzitelnosti.

Obsah poskozenych lahvi¢ek zlikviduijte.

Cinidla byla filtrovana pfes membanovou kapsli o praméru 2

um, aby se snizila biologicka zatéz.

7. Po otevieni lahvicky by mél obsah zlstat funkéni az do data
exspirace. Pokud se po otevieni objevi zakal nebo
kontaminace, obsah zlikvidujte.

8. Spole¢nost CE-Immundiagnostika GmbH nemU(ze 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.

9. P¥i pouzivani téchto vyrobk( noste ochranny odév, napriklad
plast a jednorazové rukavice.

A

2

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 $Sarzi testl. Pokud kontroly nevykazuji
oCekavané reakce, musi byt testy povazovany za neplatné.
2. Protoze tato ¢inidla neobsahuji makromolekularni potenciatory,
je velmi nepravdépodobné, Zze by u bunék potazenych IgG
dochazelo k fale$né pozitivnim nebo fale§né negativnim
reakcim.
3. Slabé antigeny (A« nebo Byea) nemusi byt identifikovany.
Nejednoznacné vysledky je vhodné znovu otestovat
zkumavkovou technikou.
Jeden objem je pfiblizné 35-45 pl pfi pouZziti dodaného kapatka.
5. Odecitani a interpretaci vysledki musi provadét fadné
vySkoleny a kvalifikovany personal v souladu s pozadavky
zemég, kde se Cinidla pouzivaji.

P
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6. Tato ¢inidla by se méla pouzivat pouze podle tohoto navodu k
pouziti.

POTREBNY MATERIAL A CINIDLA
e 0.9% roztok NaCl
. Sklenéné zkumavky
. Drzak zkumavky
e  Odstfedivka na zkumavky
e  Odmérné pipety
e Mikrotitracni desticky, tfepacka na desticky
e Bodova deska
. Sklenéné mikroskopické sklicko
e  Aplikaéni ty¢inka
. Pozitivni a negativni kontrolni erytrocyty
e Chronometr

RECOMMENDED TECHNIQUES
DOPORUCENE TECHNIKY

A.  ZKUMAVKOVA TECHNIKA

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

2. Do oznatené zkumavky nakapejte 1 objem antiséra a 1 objem
testovaci suspenze testovanych erytrocytu.

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

4. lhned si prectéte vysledek: Vysledek: Jemné promichejte
zkumavku, aby se peleta erytrocytli uvolnila ze dna zkumavky,
a makroskopicky odectéte aglutinaci; vysledek zaznamenejte.

B. TECHNIKA MIKROTITRACNICH DESTICEK
Priprava mikrodesticek:
Mikrodesticky rGznych vyrobcu/dodavateld maji ruzné statické
vlastnosti, které mohou vést k nespecifickym reakcim cervenych
krvinek a proteint. Pfed pouZitim je vhodné nepouzité mikrodesticky
predem oSetfit, aby se snizilo hromadéni Cervenych 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 mikrotitraénich
desticek, abyste zajistili rovnomérné pokryti jamek.
3. Inkubujte pfi pokojové teploté (18-25 °C) po dobu ne krat$i nez
10, ne delSi nez 15 minut.
4.  Obsah jamek s BSA vyhodte do vhodné nadoby na odpad.
5.  Mikrotitracni desticku proplachnéte minimalné10x vodou z
vodovodu.
6. Poté mikrodesticku dvakrat oplachnéte destilovanou nebo
deionizovanou vodou.
7. Naklonte mikrotitracni destiCku, abyste z ni odstranili
pfebyte€nou vodu.
8. Pred pouzitim nechte mikrodestic¢ku zaschnout.

Alternativni techniky lze pouzit za predpokladu, Zze byly ovéfeny
uzivatelem.

Postup:

1. Pripravte 2 - 4% suspenzi testovanych erytrocytl v 0,9%
roztoku NaClO. (Doporuceni: 2% suspenze)

2. Pomoci kapatka nakapejte 30 pl pfisluSného antiséra do
oznacenych jamek mikrotitracni desticky.

3. Pridejte 30 pl prfedem pfipravené suspenze testovanych

erytrocytd.

Michejte 30 sekund ruéné nebo pomoci trepacky.

5. Odstfedujte mikrodestic(ku 1 minutu pfi 400 g (pfi 1500
ota€kach za minutu nebo pfi vhodném jiném Case a sile).

6. V pfipadé potifeby kratce promichejte mikrodesticku pomoci
tfepacky.

Zaznamenejte vysledek a intenzitu reakce a testujte paralelné

pozitivni a negativni kontrolni erytrocyty. Cteci zafizeni, pokud jsou

pouzita, musi byt validovana. Pouziti dalSich vizualnich pomucek,

jako jsou napfiklad zrcadla nebo lupy, mlze usnadnit odecitani

vysledka.

P

C. SKLICKOVA TECHNIKA
1. ZpIné krve pripravte 35-45% suspenzi testovanych erytrocytu.
Na sklicko nakapejte 1 objem antiséra a jeden objem pIné krve.
3. Pomoci cisté aplikacni ty€inky didkladné promichejte oba
objemy na ploSe asi 20x40 mm.
4. Pomalu pohybujte sklickem dopfedu a dozadu.
5. Nejpozdé&ji po 2 minutach provedte makroskopicky odecet a
zaznam.
Nespravna manipulace nebo pfili§ dlouha doba inkubace muze vést k
artefaktim zplsobenym vysychanim a test musi byt povazovan za
neplatny

A

D. TECHNIKA BODOVYCH DESTICEK

1. Z pIné krve pfipravte 35-45% suspenzi testovanych erytrocytd
nebo 10% suspenzi testovanych erytrocytd v 0, 9% roztoku
NacCl.

2. Na bodovou desti¢ku nakapejte 1 objem antiséra + 1 objem
suspenze testovanych erytrocytu.

3. Pomoci ¢isté aplikacni ty€inky ddkladné promichejte oba
objemy.

4.  Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 5-10 minut.

5.  Makroskopicky odectéte a zaznamenejte.

Nespravna manipulace nebo pfili§ dlouha doba inkubace muze vést k

artefaktim zplGsobenym vysychanim.

INTERPRETACE VYSLEDKU TESTU

1. Pozitivni: Aglutinace testovanych erytrocytd ukazuje v ramci
pfijatych omezeni testovaciho postupu (viz nize) na pfitomnost
prislusného antigenu ABO na testovanych erytrocytech.

2. Negativni: Neexistence aglutinace testovanych erytrocytd
znamena v ramci pfijatych omezeni testovaciho postupu (viz
nize) nepfitomnost pfislusného antigenu ABO na testovanych
erytrocytech.

Nesrovnalosti: Pokud vysledky ziskané pro antigeny na testovanych

erytrocytech nekoreluji se zjiSténymi aloprotilatkami krevnich skupin,

je nutné provést dalsi vySetfeni.

OMEZENI

1. Antigeny AB nejsou pfi narozeni plné vyvinuty, a proto se
mohou objevit slab$i reakce u vzork(l z pupecniku nebo
novorozencu.

2. Pfi pouziti monoklonalnich protilatek mohou vzorky krve
slabych podskupin A nebo B pfi testovani na sklickach nebo
mikrotitracnich desti¢kach vyvolat fale§né negativni nebo slabé
reakce. DoporuCuje se znovu otestovat slabé podskupiny
pomoci zkumavkové techniky.

3. Skladovana krev mGze vyvolat slabsi reakce nez Cerstva krev.

4. Fale$né pozitivni nebo faleSné negativni vysledky se mohou
vyskytnout také v dusledku:

- Kontaminace zku$ebnich materiald
- Nespravné skladovani, koncentrace erytrocytd, doba inkubace
nebo teplota
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- Nespravné nebo nadmérné odstfedovani

- Odchylky od doporuéenych technik

PFi pouziti techniky bodovych destiek se vzorky piné krve
muze obcas dojit k tvorbé rouleaux, ktera se podoba slabé
aglutinaci a mlze byt interpretovana jako fale$né pozitivni
reakce. Tento jev je zplsoben neimunologickymi pfic¢inami.
Tvorbu rouleaux Ize o¢ekavat u krve s heparinem a u pacientd
léCenych expandéry plazmy (napf. dextranem), jakoz i u
pacientd s plazmocytomem (vysoky obsah bilkovin, zménéné
slozeni bilkovin), onkologickymi poruchami (abnormalni
hemogram) a poruchou koagulace. Vzorky krve téchto pacientt
musi byt vzdy vySetfeny zkumavkovou technikou, protoze pfi
pouziti suspenze erytrocytl nelze tento jev obecné ovéfit.
Pritomnost slabych antigend (As, A«, Buwea) by méla byt
prokazana z davodu vétsi citlivosti zkumavkovou technikou,
pfipadné po 30 minutach inkubace. Neobvykle slabé reakce
nebo Zadna reakce mohou byt pfipadné zplsobeny pfitomnosti
podskupin A a B. Krevni vzorky od pacient( trpicich urgitymi
chorobami mohou vykazovat faleSné pozitivni/ faleSné negativni
reakce. Vzorky pupecnikové krve kontaminované Whartonovym
Zelé mohou vykazovat faleSné pozitivni reakce. S
monoklonalnimi  mySimi  Cinidly  nepouzivejte  nepfimy
Coombsuv test (ICT) s antiglobulinovymi séry (AHG). Reaktivni
autoaglutininy jsou €asto potencialnim zdrojem chyb pfi typizaci
krve ABO. Pritomnost téchto protilatek je nepredvidatelna.
Dostatecné velké mnozstvi téchto protilatek mize zpUsobit
nespecifické reakce pfi prukazu izoaglutininti s krvinkami A-(1)
a B a také nespecifické reakce s testovacimi séry anti-A, anti-B
a antiAB, pokud jsou testovany nepromyté krvinky nebo vzorky
suspendované v séru nebo vzorky plazmy. Testy ABO a
izoaglutininG jsou proto pro stanoveni krevni skupiny
nepostradatelné. Jakékoli nesrovnalosti mezi testy ABO a
izoaglutininu vyzaduji dalSi vySetfovani bez ohledu na silu
reakce v séru nebo krvinkach pacienta. Nepouzivejte
monoklonalni ¢inidla pfipravena z mysSich hybridomovych bunék
které jsou uréené pro pfimé antiglobulinové testy, v kombinaci s
¢inidly AHG.

Pro stanoveni antigend ABO a Rh pouzijte vzdy dva rGzné
klony.

STABILITA REAKCI

1. 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 specificnost a aby se zabranilo moznosti, ze
negativni vysledek bude nespravné interpretovan jako pozitivni
v disledku zaschnuti ¢inidla.

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

SPECIFICKE VYKONNOSTNi CHARAKTERISTIKY
Vykonnost se posuzuje v souladu se spole¢nymi technickymi
specifikacemi (CTS: rozhodnuti Komise EU 03/02/2009).

2.

5.

1. Cinidla byla testovana v&emi doporuéenymi postupy.

Kazda Sarze je testovana v souladu s pozadavky spolecnych
technickych  specifikaci pro diagnostické zdravotnické
prostfedky in vitro a splfiuje pozadavky.

Specificnost monoklonalnich protilatek je prokdzana pomoci
panelu antigen-negativnich erytrocyt.

Kontrola kvality Cinidel byla provedena s pouzitim erytrocytd
nebo piné krve, ktera byla dvakrat promyta 0.9% fyziologickym
roztokem.

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

VYLOUCENI ODPOVEDNOSTI

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

2. Jakékoli odchylky od doporu¢enych technik by mély byt pred
pouzitim validovany.
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Datum exspirace “ Vyrobce
Prectéte si navod k
pouziti
KATALOGOVA CiSLA
REF Produkt Baleni
1x1x10ml
_ 5x1x10ml
01110 Anti-A (Klon 11H5) 10x1x 10 ml
50x1x10 ml
1x1x10ml
) ) 5x1x10ml
01210 Anti-A (Klon Birma-1) 10 X 1 x 10 ml
50x1x10 ml
1x1x10ml
] 5x1x10ml
02110 Anti-B (Klon 6F9) 10x 1 x 10 ml
50 x1x10 ml
1x1x10ml
_ 5x1x10ml
02210 Anti-B (Klon LB-2) 10x 1 x 10 ml
50x1x10 ml
1x1x10ml
Anti-AB (Klony: A: 5E10 5x1x10ml
03110 B: 2D7) 10x1x10 ml
50 x1x10 ml
Distributor:

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

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