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VELKA BRITANIE 1434

CINIDLA PRO STANOVENIi KREVNICH SKUPIN
NAVOD K POUZITI

metody Bio-Rad-ID a Ortho BioVue.

Anti-C, Anti-E, Anti-c a Anti-e Monoclonal: Ur&eno pro testy ve zkumavce, na mikrotitracni destiCce, sklicku a

SHRNUTI

Levine a Stetson objevili Rh systém krevnich skupin v roce 1940. Kromé
antigenu D dal$i vyznamné Rh antigeny zahrnuji C, E, c a e. Antigen D je vysoce
imunogenni; antigeny C a e jsou méné imunogenni nez E a c. Odpovidajici
protilatky jsou v8echny klinicky vyznamné, protoZze mohou vyvolavat jak
potransfuzni reakce, tak hemolytickou nemoc novorozenct.

URCENE POUZITI

Cinidla Rh ke stanoveni krevnich skupin jsou uréena ke kvalitativnimu stanoveni
pfitomnosti, nebo nepfitomnosti antigend Rh na povrchu ¢ervenych krvinek
darcl krve nebo pacientt, ktefi potfebuji krevni transfuzi, za predpokladu, ze
testy probihaji v souladu s doporu¢enymi postupy stanovenymi v tomto navodu
k pouziti.

PRINCIP

Cinidla obsahuiji protilatky proti pFislusnému antigenu Rhesus na povrchu
lidskych €ervenych krvinek a zplsobuji pfimou aglutinaci (shlukovani) ervenych
krvinek, které nesou odpovidajici antigen Rh. Nepfitomnost aglutinace
(nepfitomnost shlukovani) obecné indikuje nepfitomnost odpovidajiciho antigenu
Rh (viz ¢ast Omezent).

CINIDLA

Lorne Monoclonal IgM Anti-Rh jsou nizkoproteinova ¢inidla ke stanoveni
krevnich skupin, ktera obsahuji monoklonalni protilatky v roztoku chloridu
sodného, hovéziho albuminu a makromolekuléarnich potenciatort (4,0 g%).
Cinidla neobsahuji latky karcinogenni, mutagenni nebo toxické pro reprodukci
(CMR), latky narusujici endokrinni systém ani latky, které by mohly u uzivatele
vyvolat senzibilizaci nebo alergickou reakci. Kazdé cinidlo je dodavano

v optimalnim fedéni vhodném k pouZiti véemi doporu¢enymi postupy uvedenymi
dale, aniz by bylo nutné dal$i fedéni nebo dopInéni. Referencni &islo Sarze

a datum exspirace je uvedeno na Stitku na nadobé.

Cinidlo Bunééna kultura / klon
Anti-C MS-24

Anti-E MS-258

Anti-c MS-33

Anti-e MS-16 + MS-63

SKLADOVANI

Nadoby s ¢inidlem je tfeba po prevzeti uchovavat pfi teploté 2—8 °C. Dlouhodobé
skladovani mimo uvedené teplotni rozmezi muze urychlit snizeni reaktivity
¢inidla. Toto ¢inidlo bylo podrobeno studiim stability pfi pfepravé pfi teploté 37 °C
a—25 °C, jak uvadi dokument BS EN 1SO 23640:2015.

ODBER A PRIPRAVA VZORKU

Krev Ize odebirat do antikoagulanttl EDTA, citrat nebo CPDA, pfipadné ve formé
srazenych vzorku. Vzorky je tfeba testovat co nejdfive po odbéru. Pokud dojde
pfi testovani ke zpozdéni, uchovavejte vzorky pfi teploté 2—8 °C. Vzorky, které
vykazuji vyraznou hemolyzu nebo mikrobialni kontaminaci, nelze k testovani
pouzit. Vysledky testovani vzorkl krve s prukaznou lyzou mohou byt
nespolehlivé. Pfed testovanim je vhodné (nikoli v8ak nezbytné) veskeré krevni
vzorky promyt ve fosfatem pufrovaném (PBS) nebo izotonickém (Isotonic)
fyziologickém roztoku.

UPOZORNENI

1. Cinidla jsou uréena vyhradné k diagnostice in vitro.

2. Je-linddoba s ¢inidlem praskla nebo netésni, okamzité obsah zlikvidujte.

3. Nepouzivejte ¢inidla po datu pouzitelnosti (viz Stitek na nadobé).

4. Nepouzivejte ¢inidla, pokud obsahuji srazeninu.

5. PFi manipulaci s ¢inidly je tfeba pouzivat ochranny odév, napfiklad
jednorazové rukavice a laboratorni plast.

6. Cinidla byla filtrovana ptes 0,2um kapsli z diivodu sniZeni biologické

zatéze, ale nejsou dodavana sterilni. Po otevieni nadoby zlstava obsah
pouzitelny aZ do data exspirace, pokud neni vyrazné zkaleny, coz muze byt
znamka zhorSené kvality nebo kontaminace ¢inidla.

7. Cinidla obsahuji < 0,1 % azidu sodného. Azid sodny miZe byt pfi poZiti
toxicky a muze reagovat s olovénym a médénym potrubim za vzniku
vybusnych azidu kovu. Pri likvidaci splachnéte velkym mnoZstvim vody.

8. Schvéalené mikrobiologické testy zdrojovych materialt pouzitych k vyrobé
produktd prokazaly, Ze jsou negativni vici protilatkam HIV 1+2 a HCV
a antigenu HBsAg.

9.  Zadné znamé testy nemohou zaruéit, Ze produkty ziskané z lidského nebo
zivocisného zdroje neobsahuji infekéni plvodce. Pfi pouzivani a likvidaci
kazdé jednotlivé nadoby a jejiho obsahu je tfeba postupovat opatrné.

LIKVIDACE CINIDLA A POSTUP PRI ROZLITI

Informace o likvidaci €inidla a dekontaminaci mista, kde do$lo k jeho rozliti,
najdete v bezpeénostnich listech, které jsou k dispozici na vyzadani.

Referencni ¢islo dokumentu: CEP1690/691/692/693

Cislo vydani dokumentu: 15/06/2020

KONTROLY A POKYNY

1. V kazdé sérii testu je doporuceno provadét soucasné testovani pozitivni
(nejlépe heterozygotni) a negativni kontroly. Pokud kontroly neukazuji
ocekavané vysledky, povazuijte testy za neplatné.

2. P¥i typizaci €ervenych krvinek pacientd s potvrzenou nebo suspektni
diagnézou, ze maji autoprotilatky, abnormality sérovych proteind nebo
pozitivni pfimy antiglobulinovy test (DAT), je duleZité soucasné provést
negativni kontrolu ¢inidla. Jako negativni kontrolu ¢inidla je nutné pouzit
vyhradné Lorne Monoclonal Rh Control (katalogové ¢islo 640010).

3. Mira detekce slabych antigent Rh metodou s vyuzitim gelové karty,
mikrotitracni desticky nebo sklicka mize byt nizka. Slabé antigeny Rh je
doporuceno testovat zkumavkovou metodou.

4. PFed pouzitim nechte €inidlo zahfat na pokojovou teplotu. Po pouziti vratte
¢inidlo ihned zpét na ulozné misto pfi teploté 2—-8 °C.

5.  V c¢asti Doporuéené metody predstavuje jedna objemova jednotka
pfiblizné 50 pl pfi pouziti kapatka dodavaného s balenim.

6.  Pouzivat ¢inidlo a interpretovat vysledky smi pouze fadné vyskoleny
a kvalifikovany persondl v souladu s poZadavky zemé, kde jsou ¢inidla
pouzivana.

7. Vhodnost pouziti €inidla pfi jinych metodach je na posouzeni uzivatele.

CINIDLA A POTREBNE MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTI
BALENI

Zkumavkové metoda

. sklenéné zkumavky (10 x 75 mm nebo 12 x 75 mm)

. odstredivka umoznujici odstfedovat pfi 1000 g po dobu 20 sekund

. fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (PBS) (pH 6,8—7,2) nebo izotonicky
fyziologicky roztok (Isotonic) (pH 6,5-7,5)

. Cervené krvinky pro pozitivni a negativni kontrolu:
Monoclonal Anti-C: Ryr (pozitivni kontrola) a rr (negativni kontrola)
Monoclonal Anti-E: R,r (pozitivni kontrola) a rr (negativni kontrola)
Monoclonal Anti-c: Ryr (pozitivni kontrola) a R;R; (negativni kontrola)
Monoclonal Anti-e: R,r (pozitivni kontrola) a R;R; (negativni kontrola)

Metoda typizace Bio-Rad-ID Micro

. karty Bio-Rad ID (NaCl, enzymovy test a chladové aglutininy)
. odstfedivka Bio-Rad ID

. roztok Bio-Rad ID-CellStab nebo ID-Diluent 2

Metoda typizace Ortho BioVue

. kazety systému Ortho BioVue (Neutralni)
. odstfedivka systému Ortho BioVue

. fedici Cinidlo Ortho 0,8% Red Cell Diluent

Metoda s vyuzitim mikrotitracnich desticek
. validované mikrotitraéni desti¢ky s ,U* jamkami
. odstfedivka uréena pro mikrotitracni desticky

. trepacka mikrotitraénich desti¢ek

Sklickova metoda

. mikroskopicka sklicka nebo bilé karty
. aplikaéni ty€inky

. Casovac nebo stopky

Vsechny metody
. odmérné pipety

DOPORUCENE METODY
A. Zkumavkova metoda

1. Ve fyziologickém roztoku PBS nebo Isotonic pfipravte 2—-3% suspenzi
&ervenych krvinek.

2. Do stitkem oznacené zkumavky pfidejte: 1 objemovou jednotku ¢inidla
Lorne Anti-Rh a 1 objemovou jednotku suspenze ¢ervenych krvinek.

3. Dulkladné promichejte a odstfedujte vS§echny zkumavky po dobu 20 sekund
pfi odstfedivé sile 1000 RCF, pfipadné dobu a silu odstfedéni vhodné
upravte.

4.  Sedimentované ¢ervené krvinky jemné znovu resuspenduijte
a makroskopicky odectéte vysledek aglutinace.

5.  Veskeré zkumavky, které vykazuji negativni nebo nejednoznaény vysledek,
je tfeba inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 15 minut.

6.  Poinkubaci zopakujte kroky 3 a 4.

B. Metoda Bio-Rad-ID (karty NaCl, enzymovy test a chladové
aglutininy)

1.  Vroztoku ID-CellStab nebo ID-Diluent 2 pfipravte 0,8% suspenzi
Cervenych krvinek.
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2. Z potfebného mnozstvi mikrozkumavek na ID karté NaCl, enzymovy test
a chladové aglutininy (NaCl/Enzyme/Cold) odstrarite hlinikovou félii.

Do pfislusné mikrozkumavky pfidejte: 50 ul suspenze ¢ervenych krvinek
a 25 pl ¢inidla Lorne Anti-Rh.

Odstfedte ID kartu/karty v odstfedivce Bio-Rad ID.

Makroskopicky odectéte vysledek aglutinace.

Metoda Ortho BioVue (Neutralni kazety)

V 0,8% roztoku Ortho Red Cell Diluent pfipravte 0,8% suspenzi ¢ervenych
krvinek.
Z potfebného mnozstvi reakénich komurek na Neutralni kazeté odstrarite
hlinikovou folii.
3. Do pfislusné reakéni komurky pfidejte: 50 pl suspenze ervenych krvinek
a 40 pl ¢inidla Lorne Anti-Rh.
4. Odstfedujte kazetu/kazety v odstfedivce systému Ortho BioVue po dobu
5 minut.
5. Makroskopicky odectéte vysledek aglutinace.
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D. Metoda s vyuzitim mikrotitracnich desticek s ,,U*“ jamkami

1. Ve fyziologickém roztoku PBS nebo Isotonic pfipravte 2—-3% suspenzi
Cervenych krvinek.

2. Do pfislusné jamky pfidejte: 1 objemovou jednotku Cinidla Lorne Anti-Rh
a 1 objemovou jednotku suspenze Cervenych krvinek.

3. Dukladné promichejte, nejlépe na mikrotitracni tfepacce, a dbejte, aby
nedo$lo mezi jamkami ke kfizové kontaminaci.

4. Inkubuijte pfi pokojové teploté po dobu 15 minut (¢as urcuje uzivatel).

5 Odstfedujte mikrotitracni desticku po dobu 1 minuty pfi odstfedivé sile
140 RCF, pfipadné dobu a silu odstfedéni vhodné upravte.

6.  Rizenym pohybem na mikrotitraéni trepa&ce sedimentované buriky znovu
resuspendujte.

7. Makroskopicky nebo pomoci validované automatické ¢tecky odectéte
vysledek.

8. Slabé reakce je tfeba vzdy zopakovat s vyuzitim zkumavkové metody.

E. Sklickova metoda

1.V séru, plazmé nebo fyziologickém roztoku PBS ¢&i Isotonic pfipravte 35-
45% suspenzi ¢ervenych krvinek. Pokud to neni mozné, Ize rovnéz pouzit
jako vzorek pInou krev s antikoagulantem.

2. Na Stitkem oznacené mikroskopické sklicko nebo kartu pridejte:

1 objemovou jednotku ¢inidla Lorne Anti-Rh a 1 objemovou jednotku
suspenze cervenych krvinek.

3. Pomoci ¢isté aplika¢ni ty¢inky smichejte ¢inidlo a buriky na ploSe pfiblizné
20 x 40 mm.

4, PFi pokojové teploté jemné sklickem kyvejte dopfedu a dozadu po dobu
1 minuty.

5.  Vrozptyleném svétle odectéte po 1 minuté makroskopicky vysledek
a nezaméniujte fibrinova vlakna za aglutinaci.

6.  Slabé reakce je tfeba vzdy zopakovat s vyuZitim zkumavkové metody.

INTERPRETACE VYSLEDKU TESTU

1. Pozitivni: Aglutinace ¢ervenych krvinek znamena pozitivni vysledek testu
a v ramci pfijatelnych omezeni testovaci metody indikuje pfitomnost
odpovidajiciho antigenu Rh na ¢ervenych krvinkach.

2. Negativni: Nepfitomnost aglutinace ¢ervenych krvinek znamena negativni
vysledek avramci pfijatelnych omezeni testovaci metody indikuje
nepritomnost odpovidajiciho antigenu Rh na €ervenych krvinkach.

3. Kontrola: Vysledky testll bunék, unichz doSlo k aglutinaci s vyuzitim
negativni kontroly ¢inidla, je tfeba vyloucit, jelikoz aglutinace je s nejvétsi
pravdépodobnosti zplsobena reakci makromolekularnich potenciatort
v ¢inidle se senzibilizovanymi burikami.

STABILITA REAKCI

1. U v8ech testl ve zkumavkach a na mikrotitranich desti¢kach odecitejte
vysledky ihned po odstfedéni.

2. Sklickové testy je nezbytné interpretovat do jedné minuty, aby byla
zajisténa specificita a vylou¢ena moznost, Ze negativni vysledek bude
mylIné interpretovan jako pozitivni v disledku zasychani ¢inidla.

3. Pri interpretaci vysledku testu provadénych pfi jinych nez doporucenych
teplotach postupujte obezfetné.

OMEZENI

1. Cinidla Lorne Anti-Rh neni vhodné pouZivat s bufikami o$etfenymi enzymy
nebo v rdmci nepfimych antiglobulinovych metod.

2. U fady monoklonalnich lidskych protilatek IgM anti-Rh bylo prokazano, ze
vyvijeji anti-i/l chladovou aglutininovou aktivitu, zejména s bufikami
pupecnikové krve a bufikami o$etfenymi enzymy. Tato aktivita se mGze
projevit, pokud jsou testované vzorky inkubovany pfi nizsi nez
doporuéeného teploté.

3. Nékteré ¢ervené krvinky exprimuji variantni antigeny Rh a mohou
vykazovat slab$i reakce, nez je obvyklé u nahodné vybranych pozitivnich
kontrolnich bunék. Anti-C mlze vykazovat u jedincl s fenotypem R;Rz
slabsi reakci s antigenem C. Podobné Anti-e mtze mit slab$i reakci za
nepfitomnosti antigenu C, napf. Rar, r'rarr.

4.  Potlatena nebo sniZzena exprese antigenu nékterych krevnich typt mize
naopak vést k fale$né negativni reakci. Proto je tfeba vzdy postupovat
obezfetné, kdyz na zakladé vysledku testu stanovujete genotypy.

5. Fales$né pozitivni nebo fale§né negativni vysledky mohou vzniknout
v dasledku nasledujicich faktort:

. kontaminace testovaného materialu

. nevhodné skladovani, koncentrace bunék, inkubac¢ni doba ¢i
teplota

. nevhodné nebo nadmérné odstfedovani

. nedodrzeni doporu¢enych metod

SPECIFICKA CHARAKTERISTIKA TESTU

Referenéni ¢islo dokumentu: CEP1690/691/692/693

1. Kazda Sarze ¢inidla Rh byla pfed uvedenim na trh testovana za pouziti
doporuéenych testovacich metod uvedenych v tomto navodu k pouZiti.
Testy splnily testovaci poZadavky, které jsou obsahem aktudlni verze ¢i
vydani pokynu pro sluzby transfuze krve ve Spojeném kralovstvi
(,Guidelines for the Blood Transfusion Services in the United Kingdom”)
a obecnych technickych specifikaci.

2. Specificita zdrojovych monoklonélnich protilatek byla prokazana pomoci
panelu antigen-negativnich bunék.

3. Kontrola kvality €inidel byla provedena s vyuZitim ervenych krvinek
s fenotypy, které ovéfila transfuzni stanice ve Spojeném kralovstvi a které
byly pfed pouzitim promyty ve fyziologickém roztoku PBS nebo Isotonic.

VYLOUCENi ODPOVEDNOSTI

1.  Za uginnost inidel pouZitych jinymi technikami, nez které jsou uvedeny
v ¢asti Doporucéené metody, odpovida uzivatel.

2. Jakékoli odchylky od doporu¢enych metod je tfeba pred pouzitim
validovat®.
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DOSTUPNE VELIKOSTI BALENI CINIDEL

Objem Katalogové ¢islo Pocet testu
nadoby na nadobu
_ 5 mi 690005 100
Anti-C Monoclonal - |—e7 690000* 20 000
_ 5 ml 691005 100
Anti-E Monoclonal - =70 691000 20 000
_ 5 ml 692005 100
Anti-c Monoclonal - |=5aem 692000* 20 000
, 5 mi 693005 100
Anti-e Monoclonal - |—=5aem 693000* 20 000

Cislo vydani dokumentu: 15/06/2020

*Tato velikost je uréena pouze pro dalsi vyrobni ucely (For Further
Manufacturing Use; FFMU), a proto nema oznaceni CE.

Lorne Laboratories Limited

Unit 1 Cutbush Park Industrial Estate
Danehill

Lower Earley

Berkshire, RG6 4UT

Spojené kralovstvi

Tel: +44 (0) 118 921 2264

Fax: +44 (0) 118 986 4518

E-mail: info@lornelabs.com

EC Advena Ltd. Tower Business Centre, ond Fir.,
Tower Street, Swatar, BKR 4013, Malta

Strana2z2




