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REAGENCIE K URCENiI KREVNI SKUPINY
Monoklonalni pfimy aglutinin
Pro techniky se sklickem a zkumavkou
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Antigen RhD, poprvé popsany vroce 1939, je z hlediska
vyznamnosti pfekonan pouze antigeny krevnich skupin
systému ABO. Transfuze RhD pozitivni krve RhD negativnimu
pfijemci nebo nepodani profylaktického anti-D RhD negativni
Zené mlze vést k tvorbé anti-D. Proto je stanoveni spravné
RhD skupiny zasadni pro bezpe€nou transfuzni praxi. Néktefi
jedinci vykazuji kvantitativni sniZzeni exprese vlastniho RhD
antigenu a spadaji do kategorie slabé D (D). Jini vykazuji
kvalitativni odchylky v expresi antigenu RhD a oznaduji se jako
¢astecny RhD. Jedinci se slabym D mohou mit také ¢astecny
RhD.

Dostupnost ucinnych, vysoce kvalitnich IgM monoklonalnich
anti-D reagencii v posledni dobé a vétsi povédomi o klinickém
vyznamu fenotypu s ¢asteénym RhD, zejména DVI, vedly ke
zméné zasad testovani RhD ve Velké Britanii.

Pokyny pro stanoveni RhD ve Velké Britanii

Smérnice pro krevni transfuzni sluzby ve Spojeném
kralovstvi a smérnice operacéni skupiny britského vyboru
pro standardy v hematologii upravujici kompatibilitu
postupt v transfuznich laboratofich doporuéuji
nasledujici postupy pro stanoveni RhD:-

. Pro stanoveni RhD pacienti by se méla pouzivat
dvé rizné reagencie anti-D. Zadna z téchto
reagencii anti-D by s metodou nebo metodami
doporucenymi k pouziti neméla aglutinovat ¢ervené
krvinky DVI. Nepfimé antiglobulinové testy pro
vzorky s negativnimi  vysledky  pfimého
aglutinac¢niho testu by nemély byt pouZzivany pro

uréeni typu RhD pacientskych vzorkd pro ucely
transfuze.

. Pro stanoveni RhD darcti sice neni nezbytné ani
mozné detekovat vSechny slabé D a ¢aste¢né RhD
fenotypy, je vSak Zadouci, aby testy se dvéma
riznymi reagenciemi anti-D umoznily klasifikovat
jako RhD pozitivni ty darce, ktefi exprimuji slaby
nebo ¢asteény RhD antigen klinického vyznamu,
napf. DVI.

Toto monoklonalni IgM anti-D pfimo aglutinuje cervené
krvinky vétSiny slabych D a ¢aste¢nych RhD s vyjimkou DVI,
a proto je vhodné pro stanoveni RhD v pacientskych vzorcich.
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ZAMYSLENY UCEL

Reagencie Anti-D je uréena k in vitro detekci a identifikaci
RhD antigenu v lidské krvi pfimou aglutinaci.

POPIS REAGENCIE

Hlavni slozka této reagencie pochazi zin vitro kultury
lidského/mysiho heterohybridomu LDM1, ktery vylucuje IgM
anti-D.

Pripravek obsahuje také EDTA a 1 g/l azidu sodného.

Objem dodavany lahvickou s kapatkem je pfiblizné 40 pl
reagencie; s ohledem na tuto skutecnost je tfeba dbat, aby byl
ve vSech testovacich systémech dodrzen odpovidajici pomér
sérum-buriky.

PODMINKY SKLADOVANi
Reagencii skladujte pfi teplot¢é 2 °C-8 °C. Nepouzivejte,

pokud je reagencie zakalena. Nefedit. Reagencie je stabilni
do data pouzitelnosti uvedeného na Stitku vyrobku.

BEZPECNOSTNi OPATRENI PRI POUZITi A LIKVIDACI

Tato reagencie obsahuje 0,1% azid sodny.

Azid sodny mize reagovat solovem amédi za vzniku
vybu$nych sloucenin. V pfipadé likvidace do dfezu splachnéte
velkym mnozZstvim vody, abyste zabranili hromadéni azidu.
Skodlivé pro vodni organismy s dlouhodobymi Ucinky. Zabrarite
uvolnéni do Zivotniho prostiedi. Obsah/nadobu likvidujte v souladu
s mistnimi/regionalnimi/narodnimi/mezinarodnimi predpisy.

UPOZORNENI: ZDROJOVY MATERIAL, ZE KTEREHO JE
TENTO VYROBEK ZISKAN, NEBYL REAKTIVNI NA HBsAg,
ANTI-HIV 1/2 A ANTI-HCV. ZADNE ZNAME TESTOVACI
METODY NEMOHOU POSKYTNOUT ZARUKU, ZE
PRODUKTY ZISKANE ZLIDSKE KRVE NEPRENASEJI
INFEKCNI ONEMOCNENI. PRI POUZIVANI A LIKVIDACI
TOHOTO VYROBKU JE TREBA DBAT NALEZITE
OPATRNOSTI.

Tato reagencie je uréena pouze pro profesionalni pouziti in
vitro.

ODBER A PRIPRAVA VZORKU

Vzorky by mély byt odebirany aseptickou technikou
s antikoagulantem nebo bez néj. Vzorek by mél byt testovan co
nejdfive po odbéru. Pokud je testovani odlozeno, mél by byt
vzorek uchovan pfi teploté 2 °C—8 °C. Nepouzivejte krevni
vzorky vykazujici hrubou hemolyzu nebo kontaminaci. Srazené
vzorky nebo vzorky odebrané do EDTA by mély byt testovany
do sedmi dnt od odbéru. Krev darce uchovavanou v citratovém
antikoagulantu Ize testovat az do data exspirace odbéru.

POSTUPY TESTOVANI
Obecné informace

Tato reagencie byla standardizovana pro pouzZiti nize
popsanymi technikami, a proto nelze zarugit jeji vhodnost pro
pouziti jinymi technikami.

DALSi POTREBNE MATERIALY A REAGENCIE

PBSpH7,0+0,2

LISS

Reagen¢ni Eervené krvinky pro pouziti pfi stanoveni RhD
Kontrola reagencii RhD - ¢islo vyrobku Z271

Sklenéné testovaci zkumavky 12 x 75 mm

Sklicka

Pipety

Opticka pomticka

Centrifuga

DOPORUCENE TECHNIKY
Technika se zkumavkou - Okamzita centrifugace

Do testovaci zkumavky dejte 1 objem reagencie k uréeni
krevni skupiny.

Pridejte 1 objem ¢ervenych krvinek suspendovanych na
2-3% v PBS pH 7,0 £ 0,2 nebo 1,5-2 % v LISS.

Obsah zkumavky dobfe promichejte.

Centrifuguijte pfi 1000 g po dobu 10 sekund nebo pfi vhodné
alternativni sile g a dobé.

Zkumavku jemné protifepejte, aby se uvolnila bunécna
frakce ze dna, a makroskopicky pozoruijte aglutinaci.



Technika se zkumavkou - LISS

Do testovaci zkumavky dejte 1 objem reagencie k urceni
krevni skupiny.

Pfidejte 1 objem ¢&ervenych krvinek suspendovanych na
1,5-2 % v LISS.

Test dobfe promichejte a inkubujte 15 minut pfi teploté
37 °C.

Centrifugujte pfi 1000 g po dobu 10 sekund nebo pfi vhodné
alternativni sile g a dobé.

Zkumavku jemné protfepejte, aby se uvolnila bunécna
frakce ze dna, a makroskopicky pozoruijte aglutinaci.

Technika se sklickem

Pridejte 1 objem reagencie kur€eni krevni skupiny na
vhodné pfipravenou plochu skli¢ka, napf. Oval voskovou
tuzkou.

Pridejte 1 objem cervenych krvinek suspendovanych na
30—45 % v PBS pH 7,0 £ 0,2 nebo ve skupinové homologni
plazmé/séru.

Sklicko dobfe promichejte pfiblizné 30-ti sekundovym
houpanim a test inkubujte 5 minut pfi pokojové teploté za
obc&asného promichani.

Makroskopicky sledujte aglutinaci. Sledovani Ize usnadnit
odecitanim nad rozptylenym zdrojem svétla.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Aglutinace
Zadna aglutinace

pozitivni vysledek testu
negativni vysledek testu

KONTROLA KVALITY

Kontrola kvality reagencii je nezbytna a méla by byt provadéna
u kazdé série RhD skupin i u jednotlivych RhD skupin. Ke
kontrole reakci téchto reagencii se doporucuje pouzit
nasledujici vzorky &ervenych krvinek. Jiné typy cervenych
krvinek mohou byt vhodné, ale mély by byt vybirany opatrné.

Jako pozitivni kontrola by mély byt pouzity Eervené krvinky
0 Rir

Jako negativni kontrola by se mély pouzit Eervené krvinky
Orr

Pro tento anti-D je vyZzadovéana ,kontrola reagencii*

FUNKCNIi OMEZENI

Mnozstvi antigenu D exprimovaného jedinci se slabym D se
znacéné lisi. Tato reagencie anti-D pfimo aglutinuje cervené
krvinky vétSiny jedinct se slabym D, avSak pokud se povazuje
za dulezité testovat slabé D, méla by se pouzit reagencie
specidlné pfipravena pro tento tcel.

Pro detekci vzorki se slabym D nebo &astecnym RhD se
nedoporucuji sklickové techniky.

Nékteré testy provadéné na nepromytych vzorcich (napf.
pupecnik) nebo na vzorcich skladovanych a testovanych pfi
teploté 20 °C nebo niz8i mohou vykazovat fale$né pozitivni
reakce v dusledku potenciatort pouzitych ve slozeni této
reagencie. Pro pouziti za téchto okolnosti je k dispozici
kontrola reagencii (kéd vyrobku Z271). Pokud kontrolni test

vykazuje pozitivni reakci, nelze provést platnou interpretaci
vysledkl ziskanych pfi testovani ¢ervenych krvinek.

Ohfivate a vodni lazné podporuji lep$i prenos tepla
a doporucuji se pro testy pii 37 °C, zejména pokud je
inkubacni doba 30 minut nebo kratsi.

Nékteré vzorky s velmi slabym D a/nebo ¢astenym RhD
nemuseji reagovat s monoklonalnimi anti-D reagenciemi.

Exprese nékterych antigenl Cervenych krvinek se muze
béhem skladovani snizit, zejména uvzorki s EDTA a
u srazenych vzorkl. Lep$ich vysledkd se dosahne pii pouziti
Cerstvych vzorku.

Zkumavkové testy be mély byt odecitany postupem ,naklonit
a rolovat®. PFilisné michani muze narusit slabou aglutinaci a
vést k fale$né negativnim vysledkdm.

Nadmérna centrifugace mlze vést k obtizim pfi resuspenzi
bunécné frakce, zatimco nedostateéna centrifugace mize mit
za nasledek snadno rozptylitelné aglutinaty.

Fale$né pozitivni nebo fale$né negativni vysledky se mohou
vyskytnout v dusledku kontaminace testovacich materiald,
nespravné reakéni teploty, nespravného skladovani
materialti, opomenuti testovacich reagencii a nékterych
chorobnych stavu.

SPECIFICKE VYKONNOSTNi CHARAKTERISTIKY
Reagencie ALBAclone® Anti-D alpha spliiuje poZadavky
Spoleénych technickych specifikaci pro vyrobky definované
vpfiloze Il seznamuA  Smérnice ¢&. 98/79/ES
o zdravotnickych prostfedcich pro diagnostiku in vitro.

Toto monoklonélni anti-D pfimo aglutinuje ervené krvinky
vétsiny slabych D a ¢asteénych RhD s vyjimkou DVI.
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