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NAVOD K POUZITI

Anti-Jk? (Kidd®), Anti-Jk® (Kidd") 0123
Anti-N, -S, -P  monoclonal (IgM) g
Anti-M monoclonal (IgG) Ce

Klony:

Anti-Jk?*: MS15 Anti-Jk®:  MS8
Anti-N: 1422 C 7 Anti-S: MS94
Anti-Py: 650 Anti-M: M-11H2

POUZE PRO POUZITI IN VITRO

1. Popis produktu

Anti-Jk?, Anti-Jk®, Anti-S se pfipravuiji z lidskych monoklonalnich IgM protilatek

a Anti-N, Anti-P; z monoklonalnich mysSich IgM protilatek. Anti-M jsou vyrobeny
z monoklonalnich mysich IgG protilatek. Cisla klon( jsou vyznadena na etiketach
testovacich reagencii. Testovaci reagencie slouzi k dikazu pfitomnych
koresponduijicich antigenl na erytrocytech v nepfimém antiglobulinovém testu.
Jako konzervacni prostifedek je pouZit (< 0,1%) NaNs (< 0,1%).

Anti-Jk?, Anti-Jk® obsahuiji zesilovaci &inidlo.

2. Princip testu

Uvedena testovaci metoda spociva na principu hemaglutinace. Po pfidani erytrocyt(
k monoklonalnim testovacim reagenciim dochazi ke specifické reakci antigen-
protilatka, v pfipadé€, Ze se odpovidajici antigen na erytrocytech vyskytuje. Pfida-li se
pak k erytrocytim po odstranéni nevazanych protilatek nékolikanasobnym promytim
antihumani globulinové sérum, dochazi k vazbé anti-IgG protilatek v antihumanim
globulinovém séru na specifické IgG protilatky na erytrocytech pfi ¢emz anti-lgG
protilatky tvofi vazebné mustky mezi erytrocyty. Tato reakce je dobie viditelna
aglutinaci erytrocytd. Nejsou-li 1gG protilatky vazany na erytrocytech nemuize
dochazet kvazbé anti-lgG protilatek a tudiz ani k aglutinaci. To odpovida
negativnimu vysledku a prokazuje s ohledem na vymezeni testovaci metody
nepfitomnost korespondujicich antigen(.

3. Uchovavani a stabilita

Testovaci reagencie uchovavejte pfi 2...8 °C. Chrante pfed mrazem. Pfed pouzitim
vytemperujte reagencie pfi pokojové teploté (18...25 °C).a bezprostiedné po pouziti
je opét umistéte a uchovavejte pfi teploté 2...8 °C.
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Testovaci reagencie jsou pfi dodrzeni téchto skladovacich podminek pouzitelné po
prvnim otevieni az do data uvedeného na etiketé. Po tomto datu je nelze pouzivat.

4. Priprava vzorku

Vzorky krve se shromazduji podle obvyklych laboratornich postupl. Pro testovani
vyhovuji vzorky krve s i bez antikoagulantl (EDTA, citrat). Nepouzivat hemolytické
vzorky a/nebo kontaminované vzorky! Testovani by se mélo provadét pokud mozno
bez Casového prodleni. Pokud to neni mozné, skladujte vzorky pfi teploté 2...8 °C.
Sila pozitivni reakce zavisi na dobé skladovani vzork( krve. Pfi dlouhodobém
skladovani erytrocytd pfed testovanim se mohou antigeny erytrocytd zménit, coz
muZze vést k zeslabeni reakce (viz bod 9. DuleZité odkazy/hranice metody).

5. Dodateéné potiebné materialy
Izotonicky fyziologicky roztok NaCl
Reagencéni zkumavky (75x12mm)
Stojanek na zkumavky
Jednorazové Pasteurovy pipety
Centrifuga

Panel erytrocytl

6. Provedeni testu

Zkumavkovy test

1. VySetfované erytrocyty nejméné jednou properte a pfipravte cca 2-3% suspenzi
erytrocytl v izotonickém roztoku NaCl.

2. 1 kapku monoklonalniho testovaciho €inidla a 1 kapku suspenze erytrocytli dobfe
promichejte (pro Anti-M pfidejte 1-2 kapky suspenze erytrocytll) v oznacené
zkumavce.

Anti-S, Anti-P;, Anti-Jk?, Anti-Jk® inkubujte 10-15 minut pfi pokojové teploté.
Anti-Jk?, Anti-Jk® zvIast pfi 2...8 °C.

Anti-M: Inkubujte 5 minut pfi pokojové teploté.

Anti-N: Neinkubujte vibec, ihned centrifuguijte.

3. Centrifugujte Anti-S, Anti-P1, Anti-Jk?, Anti-Jk® , Anti-N 1 minutu pfi 400 x g (1500
ot./min.) a Anti-M 1 minutu pfi 180-270 x g (cca 1000 ot./min.) nebo pfi
alternativnim poctu otacek a odpovidajicim Case.

4. Resuspendujte buiky opatrnym poklepem na zkumavku a makroskopicky
odectéte aglutinaci.

Poznamky: Test nehodnotte mikroskopicky.
Je nezbytné provadét kontrolu erytrocytu pozitivnich k pfisluSnému
antigenu (zejména u heterozygotnich bunék), dale pak kontrolu
erytrocytl negativnich k pfisluSnému antigenu, stejné jako i negativni
kontrolu pro monoklonalni testovaci reagencie a kontrolu auto-
aglutinace.

Vysetfeni antigenl se ma provést nejméné dvéma rlznymi testovacimi

reagenciemi. Pokud jsou pouzity 2 monoklonalni reagencie, je nutné
pouzit 2 odliSné klony, pokud je to mozné.
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7. Interpretace vysledku

Aglutinace erytrocytd s testovaci reagencii dokazuje pfitomnost pfislusného
antigenu.

Nedojde-li k aglutinaci, jedna se o prukaz nepfitomnosti odpovidajiciho antigenu.
Nedojde-li k aglutinaci znamé pozitivni  suspenze erytrocytd nebo dojde-li
k aglutinaci znamé negativni suspenze erytrocytu nebo vlastni kontroly, nemuze byt
vysledek testu hodnocen.

Nastanou-li pfi prikazu antigenu dvéma rozlicnymi testovacimi Cinidly opacné
vysledky, musi byt stanoveni zopakovano s pouzitim jiné testovaci metody a/nebo
dalSi testovaci reagencie.

PFi interpretaci vysledk( musi byt brany v ivahu moznosti dané metody (viz bod 9.
Dulezité odkazy/hranice metody).

8. Stabilita reakci
VSechny vysledky testovani se musi vyhodnotit bezprostfedné po skonceni testu.

9. Dulezité odkazy/hranice metody

1. Testovaci Cinidla jsou urCena pouze k diagnostickému pouziti in vitro a smi je
pouzivat pouze vyskoleny odborny personal.

2. Ve vzacnych pfipadech muze byt detekovana spontanni nebo nespecificka
aglutinace s erytrocyty navazanymi na imunoglobuliny in vivo. V téchto pfipadech by
se podobny fenomén projevil také pfi testovani ostatnich krevnich skupin. Proto musi
byt otestovana sou€asné negativni kontrola pro monoklonalni testovaci reagencie a
autologni sérum pacienta jako kontroly. V pfipadé, ze tyto kontrolni testy vykazuji
pozitivni reakci, vysledky testovani krevnich skupin nemohou byt interpretovany.

3. Suspenze nepromytych erytrocytd v plasmé nebo v séru zpUsobuji faleSné
pozitivni reakce stejné jako jejich asociace do rulé (Roleau) nebo s autoprotilatkami.
Pouzitim dobfe promytych erytrocytl Ize redukovat projevy vySe uvedenych faleSné
pozitivnich reakci.

4. 'V séru/plasmé pacienta mohou byt pfitomny rozpustné antigeny, které jsou
adsorbovany na povrchu erytrocytd a mohou neutralizovat protilatky cilené navazané
ke korespondujicim antigenim. Také v tomto pfipadé Ize zabranit projevum faleSné
pozitivnich reakci pouzitim dobfe promytych erytrocyta.

5. Nedostate¢na koncentrace erytrocytl, priliS pozdé odecitané vysledky, silné
trepani sedimentem erytrocytd a dalSi odchylky od doporuéeného pracovniho
postupu mohou vést ke slabym nebo faleSné negativnim vysledkum.

6. Testovaci reagencie by nemély byt pouzivany pro testovani enzymaticky
oSetfenych erytrocytld. Zejména antigeny MNS-systému mohou byt enzymatickym
oSetfenim zniCeny.

7. Hemolytické a/nebo kontaminované vzorky by nemély byt pouzity.

8. Sila a pozitivita reakce zavisi na stari pouzitého vzorku krve.

9. FaleSné negativni nebo neocekavané slabé reakce mohou byt zpusobeny pfilis
dlouhym skladovanim erytrocyt a/nebo jejich nevhodnymi skladovacimi podminkami
a/nebo nedostatecnou koncentraci bunék.

10. Fale$né negativni nebo faleSné pozitivni vysledky mohou byt zplsobeny
nevhodnymi technikami, nespravnymi podminkami centrifugace nebo inkubace,
Spinavymi zkumavkami, nespravnym pH fyziologického roztoku NaCl a/nebo
kontaminovanymi materialy a vzorky.
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11. Zcela vylou€ena musi byt bakterialni kontaminace testovacich cCinidel, protoze
zkracuje jejich dobu pouzitelnosti a vede k faleSnym vysledkdm.

12. Pfitomnost vzacnych variant antigenl mize vést k neoCekavanym vysledkam.
Napf. vzacna varianta M® mize byt detekovana nékterymi monoklonalnimi anti-M
séry, ktera obsahuji kromé& M- také Henshawlv antigen (pfitomny u CernoSskeé
populace v centralni Africe s frekvenci 2,3%).

13. FaleSné slabé reakce (+/- nebo 1+) mohou byt detekovany Anti-N
monoklonalnim sérem, klon 1422 C7, pfi MMS+ antigennim sloZeni. Ve vétsiné
pfipadl se aglutinace v kratkém Case rozpusti.

14. Vzhledem k pouziti zesilovaciho €inidla mizZe dochazet ke vzniku nespecifickych
reakci pfi detekci N-antigen. Proto by mély byt buriky promyty izotonickym
fyziologickym roztokem NaCl podle pokynu vyrobce.

15. Mirny zakal neovlivhuje reaktivitu produktu.

16. Zadna jednotna rychlost nebo &as centrifugace nemiZe vyhovovat vdem
centrifugam nebo testovacim postupum. Centrifugy by mély byt kalibrovany
jednotlivé a mél by byt nastaven optimalni €¢as a rychlost pro ziskani cCirého
supernatantu a dobfe oddélenych cervenych krvinek, které mohou byt snadno
resuspendovany.

17. Odchylka od doporu¢eného Navodu k pouziti muze vést k vykonnosti testu, ktera
bude nizsi, nez je optimalni. Uzivatelem definované odchylky, jako napf. modifikace
pracovniho postupu, fedéni séra pro pouziti v automatech nebo kartach, mrazeni sér
na mikrotitracni desti¢ky, atd. mohou vyZadovat od uzivatele validaci postupu.

18. Pfi interpretaci vysledki musi byt vzdy bran v uvahu fakt, zda doslo
k transplantaci nebo k transfuzi. Pfi interpretaci vysledkd musi byt brana v uvahu
lékova anamnéza pacienta a také fakt, zda u ného byly provedeny transfuze a/nebo
transplantace.

10. Varovani a opatieni k likvidaci odpadu

Vychozi humanni material pro vyrobu testovacich reagencii je testovan na HBsAg a
protilatky proti HIV a HCV. Pouziva se pouze negativni material. Pouziva se pouze
bovinni albumin resp. odpovidajici suroviny z kontrolovanych chovl (testovanych a
negativnich na BSE). VSechny pro test pouzité materialy maji ale biologicky puvod a
testovaci erytrocyty se maji povazovat za potencialné infekéni, nebot Zadna
testovaci metoda nemuze prokazat vSechny puvodce infekénich nemoci. Proto se pfi
praci s biologickym materialem doporuCuje dodrZzovat pfiméfena bezpeénostni
opatfeni (nepipetovat Usty, nosit ochranné rukavice pfi provadéni testu; dezinfekce
rukou po provedeni testu).

Biologické materialy se musi pfed odstranénim inaktivovat (napf. sterilizaci
v autoklavu), pomucky k jednomu uziti se po upotiebeni sterilizuji nebo spaluiji.
Rozlity potencialné infekéni material se ma neprodlené odstranit nasakavou
papirovou rouskou a kontaminovana plocha se dezinfikuje stanovenym dezinfekénim
prostfedkem nebo 70% etanolem. Pouzita papirova rouska se musi pred likvidaci
inaktivovat (napf. sterilizaci v autoklavu).

Testovaci reagencie obsahuji jako konzervacni prostfedek NaNs; < 0,1%), coz je latka
ohrozujici zdravi, je-li inhalovana nebo pozfena nebo v kontaktu s kGzi a sliznici.
Koncentrace obsazena v testovacich reagenciich je < 0,1% a toto mnozstvi neni
povazovano za zdravi nebezpecné. Méd a olovo, které jsou v nékterych potrubich
pouzity, mohou s azidem tvofit explozivni soli. MnozZstvi azidu v reagenciich jsou
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mala, ale pfesto se ma material, ktery pfiSel do styku s azidem bohaté oplachnout

vodou.

Odstranéni vSech vzorkl a testovacich materiald se ma provést dle pfedepsanych smérnic.

11. Velikosti baleni

12. Literatura

viz cenik

Aﬁplied Blood Group Serology, PD Issitt and DJ Anstee
4™ Edition, Montgomery Scientific, Durham SC, 1998

Technical manual of American Association of Blood Banks, 17th ed., 2011
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