c € In-vitro-Diagnostikum
Fiir den Objekttrager- und den Rohrchen-Test
GEBRAUCHSANWEISUNG (DE)

Anti-P1, monoclonal IgM (mouse) OrthoClone 691181A

ZWECKBESTIMMUNG

Monoklonal agglutinierendes Anti-P; Testserum wird aus Zellkulturiibersténden einer Hybridoma-Zelllinie gewonnen, die Antikdrper vom IgM Typus sezerniert, die
spezifisch gegen das korrespondierende Blutgruppenantigen gerichtet sind. Das Testserum wird zum qualitativen In-Vitro-Nachweis des Vorhandenseins oder Fehlens des
Blutgruppenantigens P auf menschlichen Erythrozyten verwendet.

Die Anwendung dieses Testserums ist nur fiir qualifiziertes und geschultes Fachpersonal vorgesehen.

PRINZIP DES VERFAHRENS

Die bei Verwendung dieses Testserums angewendeten Testmethoden beruhen auf dem Prinzip der Agglutinationstechnik. Normale menschliche Erythrozyten, die das
entsprechende Antigen tragen, werden durch den korrespondierenden Antikdrper agglutiniert.

TESTSEREN

Das aufgefiihrte Blutgruppentestserum enthalt Antikdrper des folgenden Klons:
Anti-P; monoclonal, mouse clone: 650

Das Testserum enthalt als Konservierungsmittel <0,1% (w/v) Natriumazid. AuBer dem aktiven Antikdrperbestandteil beinhaltet das Testserum Natriumchlorid,
hochmolekulare Verbindungen und Rinderalbumin, das durch die US Veterinary service Inspectoren Uberpriift und zertifiziert wurde.

WARNUNG: Dieses Testserum wird aus Zellkulturiiberstanden hergestellt. Unabhéngig davon sollte dieses biologische Produkt wegen nie véllig auszuschlieBender
Gefdhrdung durch Krankheitserreger als potentiell infektis angesehen werden. Das Testserum enthalt Natriumazid, das toxisch wirken und mit Blei oder
Kupfer explosive Salze bilden kann.
Bei der Entsorgung mit reichlich Wasser nachspiilen.
Aus den oben genannten Griinden sollte dieses Testserum mit angemessener Sorgfalt gehandhabt werden.

LAGERUNG

Bei +2 bis +8 °C (ungedffnet / angebrochen) lagern, kurzzeitig zur Anwendung auch bei Raumtemperatur. Grundsatzlich nur bis zum angegebenen Verfallsdatum
lagern und anwenden!

HINWEISE

1. Es sollten bei jeder Austestung positive und negative Kontrollen mitgefiihrt werden.

2. UnsachgeméBe Lagerung beeintréchtigt die Wirksamkeit des Produktes.

3. Die Reaktionsfahigkeit des Testserums wird durch eine leichte Triibung nicht beeintrdchtigt. Eine bakterielle und chemische Kontamination des Testserums ist zu
vermeiden. Wenn eine sichtbare Verénderung des Testserums festgestellt wird, sollte das Testserum nicht mehr eingesetzt werden, es kann auf eine mikrobielle
Kontamination hinweisen.

Die Starke der positiven Reaktion ist vom Alter des verwendeten Blutes abhdngig.

Zentrifugieren auBerhalb des angegebenen Drehzahl-Bereiches kann zu fehlerhaften Ergebnissen fiihren.

Die beschriebenen Testmethoden zur Anwendung gelten ausschlieBlich fiir die manuelle Methode. Werden Automaten oder halbautomatische Systeme verwendet,
missen die Laboratorien die Angaben der Geratehersteller befolgen und Validierungen nach anerkannten Verfahren durchfiihren.

Bei der Anwendung dieses Testserums sind alle giiltigen nationalen Gesetze, Verordnungen und Richtlinien in ihrer giiltigen Fassung zu beachten, in Deutschland
insbesondere die ,Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Hamotherapie)" .

PROBENVORBEREITUNG

1. Blutproben sollten mit einer der Gblichen Entnahmetechnik gewonnen werden.

2. Das auszutestende Blut sollte so bald wie mdglich nach der Blutentnahme gepriift werden, um die Gefahr falsch positiver bzw. falsch negativer Reaktionen, durch
unsachgeméBe Lagerung oder Kontamination der Probe, zu minimieren.
Nicht sofort getestetes Blut ist bei +2 bis +8 °C zu lagern.
Mit EDTA antikoagulierte Blutproben miissen innerhalb von 7 Tagen und mit Natriumzitrat behandelte Proben innerhalb von 14 Tagen nach der Entnahme getestet
werden.
Konserven/Spenderblute kdnnen bis zum Verfallsdatum ausgetestet werden.

VORBEREITUNG DER TESTSEREN
Eine Vorbereitung des Testserums ist nicht erforderlich. Das Testserum kann direkt aus den Fldschchen entnommen und eingesetzt werden.

VERFAHRENSWEISE
Nicht im Lieferumfang enthaltene, aber benétigte Materialien:
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Objekttragermethode: Réhrchenmethode:

1. Objekttrager 1. Testréhrchen, 10 x 75 mm oder 12 x 75 mm
2. Pasteurpipette 2. Mikroliterpipette fiir 50uL/100 pL

3. Rihrstébchen 3. Einwegpipettenspitzen

4. Kurzzeitwecker 4. Kurzzeitwecker

5. Zentrifuge
6. Isotonische Kochsalzlésung (0,85 - 0,9% Natriumchlorid)

Testdurchfiihrung

Objekttragermethode

Nur Erythrozytensediment verwenden.

Auf einen beschrifteten Objekttrédger einen Tropfen (ca. 50 pL) des Testserums auftropfen.

Zu dem Tropfen Testserum auf dem Objekttréger einen Tropfen (ca. 50 pL) Erythrozytensediment mit einer Pasteurpipette geben.

Die Erythrozyten- / Testserummischung mit einem Riihrstdbchen gut vermischen und zu einem Kreis von ca. 2 cm Durchmesser ausbreiten.
Bei leichtem Schwenken des Objekttragers innerhalb einer Minute auf Agglutination priifen (Reaktionsbeginn nach Sekunden).

. Ergebnis protokollieren.

Rohrchen-Zentrifugationstest

1. 2-5%ige Erythrozytensuspensionen in isotonischer Kochsalzlésung vorbereiten

(Erythrozyten kénnen vorab 1-3 Mal mit isotonischer Kochsalzlésung gewaschen werden).

In ein beschriftetes Testréhrchen 100pL (alternativ einen Tropfen, ca. 50 pL) des Testserums geben.

Zu dem Testréhrchen 100pL (alternativ einen Tropfen, ca. 50 pL) der entsprechenden Erythrozytensuspension geben.

Die Erythrozyten- / Testserummischung durch leichtes Schiitteln vermischen.

Testrohrchen 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

Testréhrchen 1 Minute bei 2.000 U/min (ca. 800-1.000 x g) zentrifugieren.

Zellen durch vorsichtiges Schiitteln vollstandig vom Réhrchenboden Iésen und innerhalb 3 Minuten makroskopisch auf Agglutination priifen.
Ergebnis protokollieren.

INTERPRETATION DER TESTERGEBNISSE
,Vorsichtiges Schwenken" bei der Objekttragermethode / ,Vorsichtiges Schiitteln" bei der R6hrchen-Zentrifugationsmethode:
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Positives Ergebnis (+): Eine Agglutination der Erythrozyten ist als positives Testergebnis zu werten und zeigt die Anwesenheit des entsprechenden Antigens an.
Negatives Ergebnis (-): Das Fehlen einer Agglutination der Erythrozyten ist als negatives Testergebnis zu bewerten, das entsprechende Antigen ist nicht nachweisbar.
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ENZEN DER METHODE

Ungenauigkeiten bei der Einhaltung der Anweisungen in den Abschnitten "Testdurchfiihrung" und "Interpretation der Testergebnisse" kdnnen zu fehlerhaften
Ergebnissen fiihren.

Mitgefiihrte Kontrollen mit nicht eindeutigen oder falschen Ergebnissen filhren automatisch zur nicht Verwertbarkeit aller Ergebnisse.

Enzymbehandelte Erythrozyten oder die Zugabe von Rinderalbumin und/oder anderer proteinhaltiger Losungen konnen mit diesem Testserum zu unspezifischen
Reaktionen fiihren.

Hamolysierte, triibe, kontaminierte oder geronnene Blutproben diirfen nicht eingesetzt werden.

Bei der Objekttragermethode kdnnen unspezifische Reaktionen beim Eintrocknen des Reaktionsansatzes bzw. beim Erwarmen des Objekttragers auftreten.
Aufgrund der unterschiedlichen Auspragung der Antigene auf menschlichen Erythrozyten kann es bei bestimmten Phénotypen mit dem oben aufgefiihrten
Testserum zu einer schwéacheren Reaktion kommen als mit Kontrollerythrozyten.

Kein einzelmzas Testserum oder eine einzelne Methode kdnnen garantieren alle seltenen oder schwachen "Antigene" und alle Varianten der "Antigene" zu
detektieren.

Erythrozyten, die mit Alloantikdrpern oder Autoantikérpern derselben oder einer dhnlichen Spezifitat wie das fiir den Test eingesetzte Testserum sensibilisiert sind
(z.B. Erythrozyten positiv im direkten Antiglobulintest), sind fiir die Austestung ungeeignet.

LITERATUR

1.
2.

3.
4.

Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Hdmotherapie)

CLSI, I/LA33-A Validatin of Automated System for Immunhematological Testing Before Implementation; Approved Guidline
CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE Dezember 2009

Peter D. Issit, David J. Anstee Applied Blood Group Serology, 4. edition, Montgomery Scientific Publications 1998

Christian Mueller-Eckhardt, Volker Kiefel Transfusionsmedizin, 3. Auflage, Springer-Verlag 2004.
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For slide and Tube Test
INSTRUCTIONS FOR USE (EN)

Anti-P1, monoclonal IgM (mouse) OrthoClone 691181A

INTENDED USE

Monoclonal agglutinating Anti-P; reagent is produced from cell culture supernatants of a hybridoma-cell line. The cells are secreting antibodies of IgM type which reacts
specific with the corresponding blood group antigen. The reagent is used to in-vitro determine qualitative whether human red blood cells possess or lack the blood
group antigen P;.

The reagent is intended to be used by qualified and technical personnel only.

PRINCIPLE OF PROCEDURE

The test methods used with this reagent is based on the principle of agglutination. Normal human erythrocytes, processing the corresponding antigen, will agglutinate
in the presence of the specific antibody.

REAGENT
The listed reagent contains antibodies of the following clone:

Anti-P; monoclonal, mouse  clone: 650

The reagent contains <0.1% (w/v) sodium azide as preservative. Beside the part active antibody, the reagent contains sodium chloride, macromolecules and bovine
albumin, which has been tested and certified by the US Veteriany service inspectors.

CAUTION: The reagent is prepared from supernatants of cell cultures. Regardless, as biological product, it should be looked upon as potentially infectious because
of never complete exclusion of danger through excitants of disease. The reagent contains sodium azide that may be toxic and may react with lead or copper
to form highly explosive salts.
On disposal, flush with large quantities of water.
For the reasons mentioned above, the reagent should be handled with proper care.

STORAGE REQUIREMENTS
Store at +2 to +8 °C (unopened / opened) or at room temperature while in use.
Do not use reagent beyond its labelled expiration date.

REMARKS

With each testing positive and negative controls should be performed.

Inappropriate storage impairs efficacy of the reagent.

Weak turbidity of the reagent does not affect its reactivity. Bacteria and chemical contamination of the product should be avoided. If a visible change is detected,
the reagent should no longer be used, this sign may indicate a microbiological contamination.

Strength of positive reactions also depends on age of used blood

Centrifugation outside the specified speed range may lead to false results.

The test methods identified below are for manual testing only. When using automated or semi-automated instruments, follow the procedures that are contained in
the operator’s manual provided by the device manufacturer. Laboratories must follow approved validation procedures.

For usage of the reagent all effective national laws, directives and guidelines in its current version have to be observed, in Germany especially the

"Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Hémotherapie)"*.

SAMPLE PREPARATION
1. Blood sample should be collected by approved medical procedure.
2. Blood sample to be tested should be used as soon as possible after blood collection to reduce the risk of false-positive and false-negative results due to improper
storage or contamination of the sample.
If a delay in testing occurs, sample should be stored at +2 to +8°C.
Blood drawn into EDTA should be tested within 7 days and sample treated with sodium citrate within 14 days after collection.
Blood bag / Donor Blood can be tested until the expiry date.

REAGENT PREPARATION

There is no specific preparation of the reagent required.
Take and use reagent directly from the vial.
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PROCEDURE
Not provided material, additionally needed:
Slide Method Tube Centrifugation Method
1. Glass slide 1. Tubes, 10 x 75 mmor 12 x 75 mm
2. Pasteur pipette 2. Pipettes designed to deliver 50 pL/100 pL
3. Mixing stick 3. Disposable pipette tips
4. Timer 4. Timer
5. Centrifuge

6. .Isotonic saline (0.85 — 0.9% sodium chloride)

Test procedure

Slide Method

Use erythrocyte sediment only.

Place one drop (approximately 50 pL) of the reagent on a marked glass slide.

Using a Pasteur pipette add one drop erythrocyte sediment (approximately 50 pL) to the drop of reagent on the glass slide.
Mix the erythrocytes with reagent well with a stick and spread to a circle with a diameter of approximately 2 cm.

By slightly rotating the slide, check for agglutination within 1 minute (reaction starts within seconds).

Document the result.

Tube Centrifugation Method

Prepare 2% to 5% suspensions of red blood cells in isotonic saline (red blood cells may be washed 1-3 times with isotonic saline).
Add 100 pL (alternative: one drop, approximately 50 pL) of reagent to a marked tube.

Add 100 pL (alternative: one drop, approximately 50 pL) of appropriate cell suspension to the tube.

Mix well by shaking slightly.

Incubate tube at room temperature for 15 min.

Centrifuge tube for 1 minute at 2.000 rpm (approximately 800-1.000 x g).

Gently shake the red cells from the bottom of the tube and check macroscopically for agglutination within 3 minutes.

Document the result.

INTERPRETATION OF RESULTS
"Slightly rotation" at Slide Method / "slightly shaking" at Tube Centrifugation Method:

Positive result (+): visible agglutination of erythrocytes indicates the presence of the corresponding antigen.
Negative result (-): no visible agglutination of erythrocytes indicates the absence of the corresponding antigen.
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LIMITATION OF THE PROCEDURE
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The "Procedure" and "Interpretation of Results" sections must be followed closely to assure the accuracy of the test results.

No valid conclusion concerning the test result can be obtained, if controls with unclear or false results should occur.

Enzyme treated erythrocytes or addition of bovine albumin and/or other solutions containing protein may cause unspecific reactions.

Hemolyzed, turbid, contaminated or clotted samples should not be used.

With the slide method, unspecific reactions might appear due to drying of the reaction-formation or if the slide is heated.

Due to variability of antigen expression on human red blood cells, reactivity of the reagent against certain phenotypes, may give weaker reactivity compared
to control cells.

No one specific antiserum or technique can be guaranteed to detect all rare, weak or variant Antigens.?

Red blood cells coated with alloantibodies or autoantibodies of the same or similar specificity as that reagent used for the test

(i.e., cells that are positive in the direct antiglobulin-test (DAT)) are not suitable for this test procedure.

LITERATURE

1.
2.

3.
4.

Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Hadmotherapie)

CLSI, I/LA33-A Validatin of Automated System for Immunhematological Testing Before Implementation; Approved Guidline
CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE Dezember 2009

Peter D. Issit, David J. Anstee Applied Blood Group Serology, 4. edition, Montgomery Scientific Publications 1998

Christian Mueller-Eckhardt, Volker Kiefel Transfusionsmedizin, 3. Auflage, Springer-Verlag 2004.
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c E SOLO PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO
Per test su vetrino ed in Provetta
ISTRUZIONI PER L'USO (I7)

Anti-P1, monoclonal IgM (mouse) OrthoClone 691181A

USO PREVISTO

1l reagente monoclonale agglutinante Anti-P; & preparato da supernatanti di colture cellulari di una linea cellulare di hybridoma che secerne anticorpi di tipo IgM
specificamente diretti contro il corrispondente antigene del gruppo sanguign. Il reagente & utilizzati per I'analisi qualitativa in vitro della presenza o assenza di antigeni
del gruppo sanguigno Pi.

L'uso di questo antisiero deve essere fatto solamente da personale tecnico qualificato.

PRINCIPIO DELLA PROCEDURA

I metodi utilizzate con questo reagente sono basate sul principio dell’agglutinazione. I normali eritrociti umani che contengono il relativo antigene vengono agglutinati
dall'anticorpo corrispondente.

REAGENTI
Il reagente del gruppo sanguigno indicato contiene anticorpi dal seguente clone:

Anti-P1  monoclonal, mouse clone: 650

Il reagente contiene <0.1% (w/v) di azoturo di sodio come conservante. Oltre al componente anticorpale attivo, il siero di prova contiene cloruro di sodio,
macromolecole ed albumina bovina, che sono stati testati e certificati dagli ispettori del servizio veterinario statunitense.

AVVERTENZE: Questo reagente & preparato da surnatanti di colture cellulari. Come tutti i prodotti biologici deve essere trattato come materiale potenzialmente
infettivo a causa della impossibilita di escludere totalmente il pericolo di trasmissione di malattie. Il reagente contiene Sodio Azide, possono essere
tossici e possono reagire con piombo o rame formando sali ad alto potenziale esplosivo.

Durante lo smaltimento, sciacquare abbondantemente con aqua.
Per i motivi di cui sopra questo siero debbono essere maneggiati con estrema cura.

CONSERVAZIONE

Conservare (chiuso non ancora usato/chiuso gia usato) da +2 ad +8 °C. Tenere a temperatura ambiente mentre € in uso. Conservare ed utilizzare il reagente
solamente fino alla data di scadenza segnalata.

NOTE

Con ogni test devono essere eseguiti controlli positivi e negativi.

Una conservazione inadeguata compromette I'efficacia del reagente.

La debole torbidita del reagente non influisce sulla sua reattivita. Evitare la contaminazione batterica e chimica del prodotto. Se viene rilevato un cambiamento
visibile, interrompere I'uso del reagente. Potrebbe trattarsi di un segno di contaminazione microbiologica.

La forza delle reazioni positive dipende anche dall'eta del sangue usato.

Una centrifugazione molto differente da quella consigliata puo causare risultati non adeguati.

I metodi di test per I'uso descritti valgono esclusivamente per metodo manuale. Qualora impieghino sistemi automatici o semiautomatici, i laboratori sono tenuti a
seguire le istruzioni del produttore del dispositivo e a eseguire le convalide secondo procedimenti riconosciuti.

Per |'utilizzo di questo reagente & necessario rispettare tutte le leggi, direttive e linee guida nazionali vigenti nella versione corrente. In Germania in particolare
le "Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten Hadmotherapie)"* .

PREPARAZIONE DEL CAMPIONE
1. I campioni di sangue devono essere raccolti secondo una procedura medica approvata.
2. I campioni di sangue da testare devono essere utilizzati il prima possibile Dopo il prelievo di sangue, in modo da ridurre il rischio di risultati falsi positivi e falsi
negativi a causa della conservazione inadeguata o della contaminazione dei reagenti.
Se si verifica un ritardo nel test, i campioni devono essere conservati a una temperatura compresa tra +2 e +8°C.
I campioni di sangue anticoagulati con EDTA devono essere analizzati entro 7 giorni e quelli trattati con citrato di sodio entro 14 giorni dal prelievo.
Sacca di sangue / Il sangue del donatore puo essere testato entro la data di scadenza.

PREPARAZIONE DEI REAGENTI
Non é richiesta alcuna preparazione del reagente. Il siero vengono prelevati direttamente dalle provette e utilizzati.

PROCEDURA
Materiale necessario ma non fornito
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Metodo su Vetrino Metodo in Provetta con Centrifugazione
1. Vetrino 1. Provette, 10 x 75 mm o 12 x 75 mm
2. Pipetta Pasteur 2. Micropipetta da 50 pL/100 pL
3. Bastoncino per miscelar 3. Puntali per micro-pipetta
4. Cronometro 4. Cronometro
5. Centrifuga
6. Soluzione fisiologica Isotonica (0,85 - 0,9% Cloruro di Sodio)

Procedura del test

Metodo su Vetrino

Usare emazie sedimentate

Aggiungere una goccia (ca. 50 pL) del reagente sul vetrino.

Alla goccia reagente usando una pipetta Pasteur aggiungere una goccia di emazie sedimentate (ca. 50 pL) sul vetrino.
Miscelare reagente ed emazie con un bastoncino in maniera circolare di circa 2 cm di diametro.

Ruotando dolcemente il vetrino, controllare per agglutinazione entro 1 minuto (la reazione parte in pochi secondi).
Registrare il risultato.

Metodo in Provetta con Centrifugazione

Preparare sospensioni di emazie al 2 - 5% in soluzione fisiologica (& possibile lavare preventivamente gli eritrociti 1-3 volte con soluzione salina isotonica).
Posizionare 100 pL (in alternativa una goccia, ca. 50 pL) del reagente in una provetta.

Posizionare 100 pL (in alternativa una goccia, ca. 50 pL) della appropriata sospensione eritrocitaria alla provetta.

Miscelare bene con delicatezza.

Incubare la provetta a temperatura ambiente per 15 Minuti.

Centrifugare 1 Minuto a 2.000 rpm (ca. 800-1.000 x g).

Staccare completamente le cellule dal fondo della provetta scuotendole delicatamente ed esaminarle macroscopicamente per agglutinazione entro 3 Minuti.
Registrare il risultato.

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

"attenta ruotare" di Metodo su Vetrino / "attenta scuotere" di Metodo in Provetta con Centrifugazione”:

Risultati positivi (+): L'agglutinazione visibile delle emazie € un risultato positivo ed indica la presenza del corrispondente antigene.
Risultati negativi (-): Una agglutinazione non visibile degli eritrociti € un risultato negativo ed indica I'assenza di antigeni corrispondenti.
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LIMITI DELLA PROCEDURA

II mancato rispetto delle istruzioni riportate nella sezione "Procedure” ed "Interpretazione dei risultati " puod produrre risultati non corretti.

Nessuna conclusione valida concernente i risultati pud essere raggiunta, se i risultati dei controlli sono dubbi o non conformi all’atteso.

Gli eritrociti trattati con enzimi o I'aggiunta di albumina bovina e/o altre soluzioni proteiche possono dare luogo a reazioni aspecifiche.

Campioni di sangue emolizzati, torbidi, contaminati o coagulati non possono essere impiegati nel test.

Possono apparire reazioni aspecifiche a causa dell'essicazione o per il riscaldamento del vetrino.

A causa delle diverse espressioni degli antigeni sugli eritrociti umani, & possibile che in determinati fenotipi questo reagente determini una reazione pit debole che
con eritrociti di controllo.

Non & possibile garantire I'esistenza di un antisiero o di una tecnica specifica per rilevare tutti gli antigeni varianti, deboli o rari.2

Gli eritrociti sensibilizzati con allo o auto-anticorpi della stessa o di simile specificita del reagente appropriata (ad es., emazie che sono positive al Test
dell’Antiglobulina Diretto (TAD)) non sono idonei per essere testai con questa procedura

LETTERATURA

1. Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Hadmotherapie)

2. CLSI, I/LA33-A Validatin of Automated System for Immunhematological Testing Before Implementation; Approved Guidline
CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE Dezember 2009

3. Peter D. Issit, David J. Anstee Applied Blood Group Serology, 4. edition, Montgomery Scientific Publications 1998

4. Christian Mueller-Eckhardt, Volker Kiefel Transfusionsmedizin, 3. Auflage, Springer-Verlag 2004.
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Dla metody wykorzystujgcej szkietka mikroskopowe i probéwki

INSTRUKCJA UZYCIA  (rL)
Anti-P1, monoclonal IgM (mouse) OrthoClone 691181A

PRZEZNACZENIE

Monoklonalna aglutynujgca surowica testowa anty-P1 jest otrzymywana z supernatantéw hodowli komérkowej linii komdrkowej hybrydoma, ktdra wydziela przeciwciata
typu IgM specyficznie skierowane przeciwko odpowiedniemu antygenowi grupy krwi. Surowice testowe s3 stosowane do jakosciowego wykrywania in vitro obecnosci
lub braku antygenéw grupy krwi P1 na ludzkich erytrocytach.

Uzycie tej surowicy testowej jest przeznaczone wytacznie dla wykwalifikowanych i przeszkolonych specjalistow.

ZASADA POSTEPOWANIA

Metody badania stosowane w przypadku teja produktéw oparte s3 na zasadzie techniki aglutynacji. Normalne ludzkie erytrocyty niosace odpowiedni antygen sa
aglutynowane przez odpowiednie przeciwciato.

SUROWICE TESTOWE
Wymieniona surowica do badania grupy krwi zawiera przeciwciata nastepujacego klonu:

Anti-P1  monoclonal, mouse clone: 650

Surowica testowa zawiera <0,1% (w/v) azydku sodu jako Srodka konserwujacego. Oprocz aktywnego sktadnika przeciwciat, badana surowica zawiera chlorek sodu,
duzg mase czasteczkowa ZW|a)zk| i albumina wotowa, ktdra zostata skontrolowana i certyfikowana przez inspektoréw amerykanskich stuzb weterynaryjnych.
OSTRZEZENIE: Surowica testowa jet produkowane z supernatantéw hodowli komorkowych Niezaleznie od tego produkty biologiczne nalezy traktowac jako
potencjalnie zakazne ze wzgledu na ryzyko wystapienia patogendw, ktorego nigdy nie mozna catkowicie wykluczy¢. Surowica testowa zawiera azydek
sodu, ktory moze byc¢ toksyczny i tworzy¢ wybuchowe sole z otowiem lub miedzig.
Przy usuwaniu sptukac duzg iloscig wody.
Z powyzszych powoddw, surowica testowe powinny byc traktowane z odpowiednig ostroznoscia.

PRZECHOWYWANIE
Przechowywac w temperaturze +2 do +8 °C (nieotwarte / otwarte), przez krétki czas do uzycia rowniez w temperaturze pokojowej. Przechowywac i uzywac tylko do
podanej daty waznosci!

NOTATKI

1. Pozytywne i negatywne kontrole powinny by¢ przeprowadzone z kazdym testem.

2. Niewfasciwe przechowywame obniza skuteczno$¢ dziatania produktu

3. Lekkie zmetnienie nie ma wptywu na reaktywnosc badanej surowicy. Nalezy unikac skazenia baktery]nego i chemicznego.
W przypadku wykrycia widocznych zmian w surowicy testowej nie nalezy jej uzywac, poniewaz moze to wskazywac na zanieczyszczenie mikrobiologiczne.

4. Sifa reakgji dodatniej zalezy od wieku uzytej krwi.

5. Wirowanie poza podanym zakresem predkosci moze prowadzi¢ do btednych wynlkow

6. Opisane metody testowania majg zastosowanie wytacznie do metod recznych i musza by¢ przeprowadzane zgodnie z instrukcjami uzytkowama W przypadku
stosowania systeméw automatycznych lub pdtautomatycznych laboratoria musza postepowac zgodnie z instrukcjami producentdw sprzetu i przeprowadzac
walidacje zgodnie z uznanymi procedurami.

7. Podczas stosowania surowic testowych nalezy przestrzega¢ wszystkich obowigzujacych krajowych ustaw, rozporzadzen i wytycznych z pdzniejszymi zmianami., w
Niemczech w szczegdlnosci ,, Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Hémotherapie)” *.

PRZYGOTOWANIE PROBEK

1. Probki krwi powinny by¢ pobierane przy uzyciu jednej z powszechnie stosowanych technik pobierania.

2. Krew do badania powinna by¢ badana mozliwie jak najszybciej po jej pobraniu, aby zminimalizowac ryzyko fatszywie dodatnich lub fatszywie ujemnych reakcji
z powodu niewlaéciwego przechowywania lub zanieczyszczenia probki.
Krew, ktdra nie jest natychmiast badana, powinna by¢ przechowywana w temperaturze od +2 do +8 °C.
Probkn krwi poddane antykoagulacp z uzyciem EDTA musza by¢ zbadane w aagu 7 dni, a prébki poddane dziataniu cytrynianu sodu w ciggu 14 dni od pobrania.
Krew w puszkach/darowiznach moze byc badana do uptywu terminu waznosci.

PRZYGOTOWANIE SUROWIC TESTOWYCH
Przygotowanie surowic testowych nie jest konieczne.
Surowica sg pobierane bezposrednio z fiolek i wprowadzane.

PROCEDURA
Materiaty nie wchodzace w zakres dostawy, ale niezbedne do wykonania:
Metoda szkietka mikroskopowego ~ Metoda probéwkowa

1. Szkietko mikroskopowe 1. Probéwka, 10 x 75 mm lub 12 x 75 mm
2. Pipeta Pasteura 2. Pipeta mikrolitrowa do 50 pL/100 pL

3. Pret do mieszania 3. Budzik krétkoterminowy

4. Budzik krétkoterminowy 4. Wirdwka

5. Wiréwka (0,85-0,9% chlorku sodu)
6. Jednorazowe koncowkl

Procedura testowa

Test preparatéw

Stosowac wytacznie osad erytrocytow.

Upuscic krople (okoto 50 uL) odpowiedniej surowicy testowej na oznaczone szkietko mikroskopowe.

Dodac¢ jedna krople (ok 50 pL) osadu erytrocytow do kropI| surowicy testowej na szkietku podstawowym uzywajac pipety Pasteura.
Dobrze wymiesza¢ mieszanine krwinek czerwonych i surowicy testowej za pomoca mieszadta i rozprowadzic jg tak, aby utworzyta okrag o $rednicy okoto 2 cm.
Sprawdzi¢ aglutynacje w ciagu jednej minuty, delikatnie wirujac szkietkiem (reakcja rozpoczyna sig po kilku sekundach)

6. Zaprotokotowaé wyniki.

Test odwirowania probdwki

1. Przygotowac 2-5% zawiesine krwinek czerwonych w izotonicznym roztworze soli fizjologicznej

(krwinki czerwone mozna uprzednio przeptukac 1-3 razy izotonicznym roztworem solifizjologiczne;).

Do kazdej probéwki doda¢ 100 pL (alternatywnie po jednej kropli (ok. 50 pL)) odpowiedniej surowicy testowej.

Do kazdej probowk| doda¢ 100 pL (ewentualnie po jednej kropli (ok. 50 pL)) odpowiedniej zawiesiny krwinek czerwonych.

Wymiesza¢ mieszanine czerwonych krwinek i surowic testowych, delikatnie wstrzasajac.

Inkubowac probdwki przez 15 minut w temperaturze pokojowej.

Odwirowywac probowki przez 1 minute przy 2,000 rpm (ok. 800 - 1,000 g).

Catkowicie oddzieli¢ komorki od dna probdwki przez ostrozne wstrzasanie i zbada¢ makroskopowo pod katem aglutynacji w ciggu 3 minut.
Zaprotokotowa¢ wyniki.

INTERPRETACJA WYNIKOW TESTU

"Odczyt i interpretacja wynikow po "ostroznym panoramowanie" w metodzie szkietkowej i ostroznym wytrzasaniu" w metodzie probdwkowej:

Wynik pozytywny (+): Aglutynacja erytrocytow jest uwazana za pozytywny wynik testu i wskazuje na obecno$¢ odpowiedniego antygenu.
Wynik ujemny (-): Brak aglutynacji erytrocytdw nalezy uznac za negatywny wynik testu, odpowiadajacy im antygen nie jest wykrywalny

nhwNnE

PNV AWN



OGRANICZENIA METODY

® Nowuk wNe

Niescistosci w stosowaniu sie do instrukcji zawartych w rozdziatach "Wykonanie testu" i "Interpretacja wynikéw testu" moga prowadzi¢ do btednych wynikéw.
Kontrole przeprowadzone z niejednoznacznymi lub fatszywymi wynikami automatycznie prowadza do braku mozliwosci wykorzystania wszystkich wynikow.

Krwinki czerwone poddane dziataniu enzyméw lub dodanie albuminy wotowej i/lub innych roztworéw zawierajacych biatko moga powodowaé niespecyficzne reakcje
z tymi surowicami testowymi.

Nie wolno uzywac probek krwi hemolizowanej, metnej, skazonej lub zakrzeptej.

W przypadku metody szkietek mikroskopowych reakcje niespecyficzne moga wystapi¢, gdy mieszanina reakcyjna wyschnie lub gdy szkietko zostanie podgrzane.

Ze wzgledu na rézng ekspresje antygenow, niektdre fenotypy moga wykazywac stabsza reakcje z tymi odczynnikami niz erytrocyty kontrolne.

Zadna pojedyncza surowica testowa ani metoda nie moze zagwarantowac wykrycia wszystkich rzadkich lub stabych antygendw oraz wszystkich wariantéw
antygenow 2.

Krwinki czerwone uczulone alloprzeciwciatami lub autoprzeciwciatami o takiej samej lub podobnej swoistosci jak surowica badana (np. krwinki czerwone dodatnie w
bezposrednim tescie antyglobulinowym) nie nadajg sie do tych testow.

LITERATURA

1.
2.

3.
4.

Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Hdmotherapie)

CLSI, I/LA33-A Validatin of Automated System for Immunhematological Testing Before Implementation; Approved Guidline
CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE Dezember 2009

Peter D. Issit, David J. Anstee Applied Blood Group Serology, 4. edition, Montgomery Scientific Publications 1998

Christian Mueller-Eckhardt, Volker Kiefel Transfusionsmedizin, 3. Auflage, Springer-Verlag 2004.
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In vitro diagnosticni medicinski p
c E Za metodo z objektnimi stekelci in epruvetami

NAVODILA ZA UPORABO (SLO)
Anti-P1, monoclonal IgM (mouse) OrthoClone 691181A

NAMENSKA UPORABA

Testni serum monoklonskih anti-P1 je pridobivajo iz supernatantov celi¢ne kulture celi¢nih linij hibridoma, ki izloCajo protitelesa tipa IgM, ki so specificno usmerjena
proti ustreznemu antigenu krvne skupine. Testni serum je uporabljajo za kvalitativno in vitro detekcijo prisotnostI ali odsotnostI antigenov krvne skupine P1 na
Cloveskih eritrocitih.

Uporaba na testni serum je namenjena samo kvalificiranemu in usposobljenemu specializiranemu osebju.

NACELO POSTOPKA
Testne metode, ki se uporabljajo pri uporabi ta izdelek, temeljijo na principu aglutinacije. Normalni ¢loveski eritrociti, ki nosijo ustrezen antigen, so aglutinirani z
ustreznim protitelesom.

TESTNI SERUMI
Uvedené testovacie sérum krvnych skupin obsahuje protilatky tohto klonu:

Anti-P1  monoclonal, mouse clone: 650

Ta testne serum serum vsebuje < 0,1 % (mase/prostornino) natrijevega azida kot konzervansa. Poleg aktivhe komponente protiteles testni serum vsebujejo natrijev
klorid, spojine z visoko molekulsko maso in goveji albumin, ki so ga pregledali in certificirali inSpektorji ameriskega veterinarske urada.

OPOZORILO: Ta testni serum je pridobljen iz supernatantov celi¢nih kulture. Ne glede na to je treba ta bioloski proizvod obravnavati kot potencialno nalezljive zaradi
nevarnosti patogenov, ki jih nikoli ni mogoce popolnoma izkljuciti. Testni serum vsebujejo natrijev azid, ki je strupen in lahko tvori eksplozivne soli s
svincem ali bakrom.

Pri odstranjevanju sperite z veliko vode.
1z zgoraj navedenih razlogov je treba s testni serum ravnati previdno.

HRAMBA
Shranjujte pri +2 do +8 °C (neodprto/odlomljeno), kratkotrajno za uporabo tudi pri sobni temperaturi.
Shranjujte in uporabljajte samo do navedenega roka uporabnosti!

OPOMBE

1. Pozitivne in negativne kontrole morajo biti vkljuCene v vsak test.

2. Nepravilno shranjevanje bo vplivalo na ucinkovitost izdelkov.

3. Mierne zakalenie nezhorSuje reakénu schopnost’ testovacieho séra. Zabrarite bakterialnej a chemickej kontamindcii testovacieho séra. Ak sa pozoruje viditel'na
zmena (zvySenie zékalu alebo zmena farby v dosledku pdsobenia teploty) testovacieho séra, testovacie sérum by sa uz nemalo pouzivat, moZe to znamenat'
mikrobialnu kontaminaciu.

Moc pozitivne reakcije je odvisna od starosti uporabljene krvi.

Centrifugiranje zunaj doloenega obmocja hitrosti lahko povzrgdi napacne rezultate.

Opisani postopki uporabe veljajo samo na manualne metddy. Ce se uporabljajo avtomatski ali polavtomatski sistemi, morajo laboratoriji upostevati navodila
proizvajalcev naprav in izvajati validacije po priznanih metodah.

Pri uporabi testnih serumov je treba upostevati vse veljavne nacionalne zakone, odloke in smernice v trenutni razlicici; v Nemdiji zlasti » Richtlinien zur Gewinnung
von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Hémotherapie)«.

PRIPRAVA VZORCA
1. Vzorce krvi je treba pridobiti s standardnimi tehnikami odvzema.
2. Kri za testiranje je treba testirati ¢im prej po odvzemu krvi, da zmanjSate tveganje lazno pozitivnih ali laZzno negativnih reakcij zaradi nepravilnega shranjevanja ali
kontaminacije vzorca.
Kri, ki se ne testira takoj, je treba hraniti pri +2 do +8 °C.
Vzorce krvi, antikoagulirane z EDTA, je treba testirati v 7 dneh, vzorce, obdelane z natrijevim citratom, pa v 14 dneh po odvzemu.
Konzerve/krvi darovalcev je mogoce testirati do datuma izteka roka uporabnosti.

PRIPRAVA TESTNIH SERUMOV

Priprava testnih serumov ni potrebna.
Serumi se vzamejo neposredno iz steklenick in uporabijo.

N owuk

POSTOPEK

Materiali, ki niso vkljuceni v obseg dobave, vendar so potrebni za:

Metoda z objektnim stekelcem Metoda z epruveto

1. Objektno stekelce 1. Testne epruvete 10 x 75 mm ali 12 x 75 mm
2. Pasteurjeva pipeta 2. Mikrolitrska pipeta za 50 pL/100 pL

3. Mesalna palicica 3. Merilnik ¢asa

4. Merilnik Casa 4. Centrifuga

5. Izotonicna fizioloska raztopina (0,85-0,9 % natrijevega klorida)
6. Pipetne konice za nekratno uporabo

Izvedba testa

Test z objektnim stekelcem

1. Uporabljajte samo sediment eritrocitov.

2. Kapnite kapljico (priblizno 50 pL) ustreznega testnega seruma na oznaceno stekelce.

3. S pasteurjevo pipeto kapnite eno kapljico (priblizno 50 pL) sedimetna eritrocitov v testni serum na objektnem stekelcu.
4

5

Mesanico eritrocitov in testnega seruma dobro premesajte z mesalno palicico in razporedite v krog s premerom priblizno 2 cm.
V eni minuti preverite aglutinacijo z neznim vrtljivi objektnega stekelca (reakcija se zatne v nekaj sekundah).

. ZabeleZite rezultate.

Test s centrifugiranjem epruvete

1. Pripravite 2-5-odstotno suspenzijo eritrocitov v izotonicni fizioloski raztopini (rdeCe krvne celice lahko predhodno sperete 1-3-krat z izotoni¢no fiziolosko raztopino).
Do kazdej probowki dodac 100 L (alternatywnie po jednej kropli (ok. 50 pL)) surowicy testowej.

Do kazdej probowki dodac 100 pL (ewentualnie po jednej kropli (ok. 50 L)) odpowiedniej zawiesiny krwinek czerwonych.
ZmesSajte mesSanico eritrocitov in testnega serume z neznim stresanjem.

Inkubirajte epruveto pri sobni temperaturi 15 minut.

Epruveto centrifugirajte 1 minuto pri 2.000 vrt/min (priblizno 800-1.000 g).

V celoti odstranite celice z dna epruvete tako, da jih nezno stresete in v 3 minutah makroskopsko preglejte za aglutinacijo.
Zabelezite rezultate.

INTERPRETACIJA REZULTATOV TESTOV

»Previdno vrtljivi « pri metodi z objektnim in neZno stresete epruveto:
Pozitivni rezultat (+): Aglutinacijo eritrocitov je treba oceniti kot pozitiven rezultat testa in prikazati prisotnost ustreznega antigena.
Negativni rezultat (-): Odsotnost aglutinacije eritrocitov je treba oceniti kot negativen rezultat testa, ustrezni antigenni dokazljiv.
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OMEJITVE METODE

testnimi serum.
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testu), nlso primerni za te teste.

LITERATURA

Hemoliziranih, motnih, kontaminiranih ali koaguliranih vzorcev krvi se ne sme uporabljati.

Pri metodi s stekelci lahko pride do nespecmcnlh reakcij, ko se reakcijska zmes posusi ali ko se stekelce segreje.
Ze wzgledu na rdozng ekspresje antygendw, niektdre fenotypy moga wykazywac siabsza reakcje z tymi odczynn|kam| niz erytrocyty kontrolne.

Noben testni serum ali ena sama metoda ne zagotavlja, da bodo odkriti vsi redki ali Sibki antigeni in vse razli¢ice antigenov 2.

Eritrociti, obcutljivi na aloprotitelesa ali avtoprotitelesa enake ali podobne specifi¢nosti kot testni serum (npr. eritrociti, pozitivni v neposrednem antiglobulinskem

Netocnosti pri upoStevanju navodil v razdelkih »Izvedba testa« in »Razlaga rezultatov testov« lahko vodijo do napacnih rezultatov.
Kontrole z dvoumnimi ali napa¢nimi rezultati, samodejno vodijo do tega, da so vsi rezultati neuporabni.
Eritrociti, obdelani z encimi, ali dodajanje govejega albumina in/ali drugih raztopin, ki vsebujejo beljakovine, lahko povzrodijo nespecificne reakcije s tem

1. Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Hamotherapie)
2. CLSI, I/LA33-A Validatin of Automated System for Immunhematological Testing Before Implementation; Approved Guidline

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE Dezember 2009

3. Peter D. Issit, David J. Anstee Applied Blood Group Serology, 4. edition, Montgomery Scientific Publications 1998
4. Christian Mueller-Eckhardt, Volker Kiefel Transfusionsmedizin, 3. Auflage, Springer-Verlag 2004.

SIMBOL - LEGENDA

= Skladiscenje G . Proizvajalec po
,,/r od-do Stevilka artikla g Rok uporabe “ 98/79/ES
LoT Sarsa Kion(i) In vitro diagnosti¢ni medicinski c € simbol CE

pripomocek

Unique Device
m Identification

T4

Upostevaijte navodila
za uporabo

730-22-2706 Razlic¢ica 006 / 15.08.2021

N Antitoxin GmbH, IndustriestraBe 88, 69245 Bammental, Nemcija

-

4 +49 (0) 6223/ 8661-0 = +49 (0) 6223/ 8661-13 @ gara@antitoxin-gmbh.de



mailto:qara@antitoxin-gmbh.de

c € Za metode predmetnih stakalaca i epruveta

UPUTE ZA UPOTREBU (HRV)

Anti-P1, monoclonal IgM (mouse) OrthoClone 691181A

NAMIENA

Monoklonski serum za ispitivanje Anti-P1 dobivaju se od supernatanata stanicnih kultura hibridnih stanicnih linija koje izluCuju antitijela tipa IgM posebno usmjerena
protiv odgovarajuceg antigena krvne grupe. Serum za ispitivanje upotrebljava se za kvalitativno in vitro otkrivanje prisutnosti ili odsutnosti nepostojanja antigena krvnih
grupa P1 na ljudskim eritrocitima.

Ovaj serum za ispitivanje namijenjen je samo kvalificiranom i obu¢enom struénom.

PRINCIP POSTUPKA
Ispitne metode koje se primjenjuju pri upotrebi ovaj proizvod temelje se na nacelu aglutinacije. Normalne ljudske eritrocite koji nose odgovarajuéi antigen aglutinira
odgovarajuce antitijelo.

PRETRAZIVANI SERUMI
Navedeni serum za ispitivanje krvne grupe sadrzava antitijela sljedeceg klona:

Anti-P; monoclonal, mouse  clone: 650

To pretrazivani serum sacinja < 0,1 % (w/v) natrijeva azida kao konzervansa. Osim aktivnog sastojka antitijela pretrazivani serum sadrzavaju natrijev klorid, spojeve

velike molekulske mase i govedi albumin, koje su provjerili i certificirali inspektori Americke veterinarske sluzbe (US Veterinary Service).

UPOZORENJE: Ovo pretrazivani serum proizvode se od pernatanata stanicnih kultura. Neovisno o tome, treba ovaj bioloski proizvod trebaju smatrati potencijalno
zaraznima zbog opasnosti od patogena koja se nikad ne moze potpuno iskljuciti. PretraZivani serum sadrzavaju natrijev azid, koji moze djelovati otrovno
te tvoriti eksplozivne soli s olovom ili bakrom.

Pri zbrinjavanju isperite s puno vode.
1z gore navedenih razloga potrebno je oprezno rukovati pretrazivani serum.

CUVANIE
Cuvajte na temperaturi od 2 do 8 °C (neotvoreno/otvoreno), a kratkotrajno za upotrebu i na sobnoj temperaturi. Nacelno ¢uvaijte i upotrebljavajte samo do navedenog
roka valjanosti!

NAPOMENE

Pri svakom testiranju potrebno je uz sebe imati pozitivne i negativne kontrole.

Neispravno Cuvanje utjeCe na ucinkovitost proizvoda.

Lagana mutnoca ne utjeCe na reaktivnost seruma za ispitivanje. Mora se sprijeiti bakterijska i kemijska kontaminacija.

Ako primijetite vidljive promjene u pretrazivanom serumu, nemojte ga viSe upotrebljavati jer to moze upucivati na mikrobnu kontaminaciju.

Jakost pozitivne reakcije ovisi o starosti upotrijebljene krvi.

Centrifugiranje izvan specificiranog raspona broja okretaja moze dovesti do neto¢nih rezultata.

Opisani postupci za primjenu vrijede samo za ru¢ne metode. Ako se upotrebljavaju automatski ili poluautomatski sustavi, laboratoriji moraju slijediti upute
proizvodaca uredaja i provesti validaciju u skladu s prihvac¢enim postupcima.

Prilikom primjene ispitivanje serum potrebno je pridrzavati se svih vazecih nacionalnih zakona, uredbi i smjernicau najnovijoj verziji, a u Njemackoj posebno

#Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Hadmotherapie)*”

PRIPREMA UZORAKA

1. Uzorke krvi potrebno je prikupljati jednom od uobicajenih tehnika uzorkovanja.

2. Krv koja se ispituje potrebno je provjeriti ¢im prije nakon uzimanja uzorka kako bi se opasnost od lazno pozitivnih odnosno lazno negativnih reakcija zbog nepropisnog
Cuvania ili kontaminacije uzorka svela na najmanju moguéu mjeru.
Krv koja se ne ispita odmah pohranite na temperaturi od 2 do 8 °C.
Uzorke krvi antikoagulirane s pomoc¢u EDTA-e potrebno je ispitati u roku od 7 dana, a uzorke obradene natrijevim citratom u roku od 14 dana od prikupljanja.
Konzervirana/darovana krv moZe se ispitati do datuma isteka valjanosti.

PRIPREMA PRETRAZIVANIH SERUMA
Pretrazivane serum nije potrebno pripremiti.
Serum se uzimaju i upotrebljavaju izravno iz bocica.

POSTUPAK
Materijali koji nisu ukljuceni u isporuku, ali su potrebni:
Metoda predmetnih stakalaca Metoda epruveta

N o oukr wNE

1. Predmetno stakalce 1. Epruveta, 10 x 75 mm ili 12 x 75 mm
2. Pasteurova pipeta 2. Mikrolitarska pipeta za 50 yL/100 pL

3. Stapici za mijeSanje 3. Brojac vremena

4. Broja€ vremena 4. Centrifuga

5. Izotoni¢na fizioloska otopina (0,85-0,9 % natrijeva klorida)
6. Jednokratni nastavci za pipetu

Provodenje ispitivanﬂ'a
Test predmetnog stakalca

Upotrebljavajte samo sediment eritrocita.

Na oznaceno predmetno stakalce nanesite jednu kap (oko 50 uL) odgovarajuceg pretraZivanog seruma.

Kapi pretraZivanog seruma na predmetnom stakalcu s pomoc¢u Pasteurove pipete dodajte jednu kap (oko 50 L) sedimenta eritrocita.
Dobro promijesajte smjesu eritrocita i pretrazivanog seruma Stapicem za mijeSanje i rasporedite je u obliku kruga promjera oko 2 cm.
Uz jednominutno lagano njihanje predmetnog stakalca provjerite je li doSlo do aglutinacije (pocetak reakcije nakon nekoliko sekundi).
Zabiljezite rezultate.
est centrifugiranja epruveta

Pripremite 2 — 5 %-tnu suspenziju eritrocita u izotonicnoj fizioloskoj otopini (eritrociti se mogu prethodno 1-3 puta oprati izotoni¢nom fiziolosSkom otopinom).
U svaku epruvetu dodajte 100 pL (alternativno po jednu kap (oko 50 pL)) odgovara]uceg pretrazivanog seruma.

U svaku epruvetu dodaijte 100 pL (alternativno po jednu kap (oko 50 pL)) odgovarajuce suspenzije eritrocita.

Lagano protresite smjesu eritrocita i pretrazivanog seruma.

Inkubirajte epruvete pri sobnoj temperaturi 15 minuta.

Centrifugirajte epruvete 1 minutu pri 2000 okr./min (oko 800-1000 g).

Stanice oprezno u potpunosti otresite s dna epruveta i u roku od 3 minute makroskopski provijerite je li doslo do aglutinacije.
Zab|IJeZ|te rezultate.

TUMACENJE REZULTATA TESTA
»Lagano njihanje" pri metodama predmetnih stakalaca i “oprezno protresanje” pri metodama epruveta:

Pozitivni rezultat (+): Aglutinacija eritrocita smatra se pozitivnim rezultatom testa i pokazuje prisutnost odgovarajuceg antigena.
Negativni rezultat (-): Izostanak aglutinacije eritrocita smatra se negativnim rezultatom testa te se odgovarajuci antigen ne moze otkriti.
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OGRANICENJA METODE

1. Nepravilnosti u pridrzavanju uputa iz odjeljaka ,Provodenije ispitivanja” i , Tumacenje rezultata testa” mogu dovesti do pogresnih rezultata.

2. Provedene kontrole s nejasnim ili netocnim rezultatima automatski dovode do neiskoristivosti svih rezultata.

3. Enzimski obradeni eritrociti ili dodavanje govedeg albumina i/ili drugih otopina koje sadrzavaju proteine mogu dovesti do nespecifi¢nih reakcija s ovim pretrazivanim
serumima.

Ne smiju se upotrebljavati hemolizirani, mutni, kontaminirani ili zgrusani uzorci krvi.

Pri metodi predmetnih stakalaca moze doci do nespecifi¢nih reakcija pri susen]u reakcuske smjese odnosno zagrijavanju predmetnog stakalca.

Zbog razlicite man|festaC|]e antigena pri odredenim fenotlpowma s tim reagensima moze doci do slabije reakcije nego s kontrolnim eritrocitima.

Nijedan pojedinacni pretrazivani serum i nijedna pojedinacna metoda ne moze jamciti otkrivanje svih rijetkih ili slabih antigena i svih varijanti antigena 2.

Eritrociti koji su senzibilizirani aloantitijelima ili autoantitijelima iste ili sline specifi¢nosti kao pretraZivani serum (npr. eritrociti pozitivni u izravnom antiglobulinskom
testu) nisu prikladni za ove testove.
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