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Krevné skupinové diagnostikum pro detekci D antigenu na lidskych ¢ervenych krvinkach

Vseobecné informace

Diagnostikum Pelikloon anti-D enhanced (IgM) monoclonal (&isla klon( jsou uvedena na pfislusném analytickém certifikatu / propoustécim
dokumentu a na etiketé) se pfipravuje ze supernatantd stabilnich hybridomovych linii poprvé popsanych Kohler a Milstein (Nature 1975).
Toto monoklonalni diagnostikum obsahuje IgM protilatky a bylo specielné vybrano a vyvinuto tak, aby bylo vhodnou alternativou k
polyklonalnim diagnostikim. Diagnostikum splfiuje pozadavky pfislusnych standard® a doporuceni. Parametry diagnostika jsou uvedeny v
propoustécich dokumentech, které jsou poskytnuty s produktem na vyzadani. Principem testu je aglutinaéni technika, ktera je zaloZzena
na reakci antigen / protilatka. Diagnostikum se pouZziva jak ve zkumavkové metodé, tak na mikrotitracnich destickach a detekuje vSechny
D antigeny, vétsinu D variant kategorie VI a slabé D antigeny.

S kazdou sérii testll se doporucuje se pouzit pozitivni a negativni kontrolu.

Upozornéni

Diagnostikum je uréeno pouze pro pouziti in vitro. Diagnostikum se skladuje pfi 2-8 °C. Tekouci nebo jinak poskozené lahvicky se nesmi
pouzit. Diagnostikum (neoteviené nebo oteviené) se nesmi pouzivat po uplynuti exspiraé¢ni doby, kterd je uvedena na etiketé lahvicky.
Jako konzervaéni pfipravek se pouziva 0,1% (w/v) azid sodny (NaNs).

U diagnostika nelze zcela vyloucit pfitomnost infekéniho agens.Pozornost musi byt vénovéna pfi uziti a

nakladani s kazdym obalem a jeho obsahem. Turbidita mdze byt zndmkou mikrobialni kontaminace. Aby se rozpoznalo poskozeni
diagnostika, doporucuje se testovat diagnostikum jako soucéast laboratorniho programu kontroly kvality s pouzitim pfislusnych kontrol.
Odstranéni odpadu po provedeném testovani se provadi v

souladu s postupy dané laboratore.

Odbér a priprava vzorkd

Vzorky krve se odebiraji asepticky s nebo bez pfidani antikoagulancii. Jestlize je testovani vzorkd krve odloZeno, uchovavaji se pfi 2-
8 °C.

Pfiprava vzork( je popséna v postupu testu.

Postup testu
Zkumavkové metoda:
PoZadované zkumavky: sklenéné zkumavky s kulatym dnem, velikost 75 x 10/12 mm.

1. Pripravi se 3-5% suspenze testovanych erytrocytl v izotonickém roztoku chloridu sodného.
2. Do testovaci zkumavky se nakape:
- 1 kapka Pelikloon diagnostika
- 1 kapka 3-5% erytrocytarni suspenze
a obsah obou zkumavek.
3. Poté se zkumavky centrifuguji 20 sekund pfi 1000 rcf nebo pfi jiném vhodném ¢ase dle kalibrace centrifugy.
4. Sediment se jemné protfepe a aglutinace se odeéte makroskopicky.

Mikrodestickova metoda
PoZadované mikrodesticky: polystyrenové mikrodesticky s jamkami s kulatym dnem.

1. Pripravi se 2-3% suspenze testovanych erytrocyt( v izotonickém roztoku chloridu sodného .
2. Do jamky mikrotitra¢ni desticky se nakape:

- 1 kapka Pelikloon diagnostika

- 1 kapka 2-3% suspenze testovanych erytrocytd.

3. Obsah se promicha 5 sekund na rotaéni tfepacce pfi 600-700 ot/min.

4. Desticka se inkubuje 10-15 minut pfi pokojové teploté (18-25 °C) bez michani.

5. Poté se centrifuguje 10-20 sekund pfi 700 rcf nebo pfi jiném vhodném case dle kalibrace centrifugy.

6. Desticka se protfepe 1-4 minuty na rotac¢ni tfepacce pfi 600-700 ot/min. nebo pfi jiném vhodném case tak, aby bylo
dosazeno resuspendace krvinek v pfipadé negativnich reakci.

7. Poté se desticka ponechd v klidu po dobu 1 minuty, aby sedimentovaly malé aglutinaty.

8. Reakce se mize odeditat jak makroskopicky, tak pomoci automatického readru.

Hodnoceni

Pozitivni reakce (tj. aglutinace) indikuje pfitomnost Rh D antigenu na erytrocytech. Pozitivni reakce, ktera je slaba nebo negativni pfi
detekci jinymi technikami, znamena pfitomnost slabého nebo nelplného D antigenu a doporucuje se pfi ni dalsi vySetfeni, které objasni
stav Rh D. Negativni reakce (tj. bez viditeIné aglutinace) indikuje chybéni Rh D antigenu na erytrocytech.

Vyskyt Kavkazska populace Negroidni populace
D antigen 85% 92%



Omezeni

Neodéekavané pozitivni vysledky mohou byt zplsobeny: pseudoaglutinaci, autoaglutinaci, smiSenym reak&nim polem, pfitomnosti
Whartonova rosolu spoleéné s pupecnikovymi krvinkami.

Neocekavané negativni nebo slabé reakce mohou byt zplsobeny slabymi antigeny, smiSenym reakénim polem, snizenou aktivitou
diagnostika.

Krvinky s variantami antigen mohou vést k neo¢ekavanym pozitivnim ¢&i negativnim reakcim se vzorky jiz uréenymi pomoci diagnostik
pro stanoveni krevnich skupin z polyklonalnich nebo jinych monoklonalnich zdrojd odvozenych z bun&énych linii. Fale$n& pozitivni nebo
faledn& negativni vysledky mohou byt zplsobeny kontaminaci testovaného materiélu, nebo odchylkou od doporu¢ené techniky.
Erytrocyty s pozitivnim pfimym antiglobulinovym testem (DAT) mohou vykazovat falesné pozitivni vysledky. Pro detekci takto neplatnych
vysledkl testl se doporuduje pouzit Pelikloon control monoclonal.

Pelikloon monoklondini krevné skupinové diagnostikum bylo optimalizovédno pro pouziti technikou

doporu¢enou v tomto pfibalovém letdku. Pouziti v jinych technikdch musi byt ovéreno uzivatelem.
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Sanquin zarudéuje, Ze funkéni charakteristiky jejich produktd budou takové, jaké jsou popséany v plvodnich navodech k pouZiti od
vyrobce. Je nezbytné presné dodrZovat postupy, rozvrZeni testl a doporuceni k ¢inidldm a vybaveni. Nadace Sanquin se zfika veskeré
zodpovédnosti v pripadé jakychkoli odchylek od téchto postupd, rozvrzeni a doporuceni.



