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Chloroquin-Diphosphat C€

fur die Absprengung Erythrozyten-gebundener Antikdrper
IN VITRO DIAGNOSTIKUM

1. Produktbeschreibung

Chloroquin-Diphosphat wird eingesetzt, um an Erythrozyten gebundende IgG-Antikérper ab-
zusprengen, z.B. wenn bei Erythrozyten mit einem positiven direkten Coombstest mit Anti-IgG
eine direkte Antigenbestimmung nicht moglich ist, weil sie in vivo 1gG-Antikdrper gebunden
haben. Da Chloroquin-Diphosphat unter kontrollierten Bedingungen die Erythrozytenantigene
nicht oder nur geringfugig schadigt, konnen bei den Erythrozyten dann die wieder frei-
liegenden Antigene nachgewiesen werden. Eine Identifizierung der abgesprengten Antikorper
ist nach Behandlung mit Chloroquin-Diphosphat nicht moglich.

2. Testprinzip

Die mit IgG-Antikdrpern beladenen Erythrozyten werden mit Chloroquin-Diphosphat bei
Raumtemperatur inkubiert. Durch Chloroquin-Diphosphat kommt es zu einer Absprengung der
Antikorper von den Erythrozyten. AnschlieRend werden die Erythrozyten mit Alsever-Lésung
gewaschen, um die abgesprengten Antikdrper zu entfernen. Die Erythrozyten kdnnen dann fir
eine Antigenbestimmung eingesetzt werden.

3. Lagerung und Haltbarkeit

Chloroquin-Diphosphat bei 2...8°C lagern. Chloroquin-Diphosphat ist bei Einhaltung der ange-
gebenen Lagerbedingungen nach dem ersten Offnen bis zu dem auf dem Etikett ange-
gebenen Haltbarkeitsdatum verwendbar, wenn es keine Trlibungen oder andere Anzeichen
fur eine Kontamination aufweist. Chloroquin-Diphosphat nicht nach Ablauf des auf dem Etikett
angegebenen Haltbarkeitsdatums benutzen.

Kontaminierte Reagenzien nicht mehr benutzen!

4. Proben

Die Blutproben sollten entsprechend den Ublichen medizinischen Verfahren entnommen sein.
Keine hamolytischen oder kontaminierten Blutproben verwenden! Die Proben sollten, wenn
moglich, ohne zeitliche Verzdgerung untersucht werden. Eine zu lange Lagerung von mehr
als 5 Tagen kann die Absprengung der Antikdrper erschweren bzw. es kann zu starker
Hamolyse der Erythrozyten und einer Schadigung der Erythrozyten durch die Behandlung mit
Chloroquin-Diphosphat kommen (s. 7. Wichtige Hinweise/Grenzen der Methode).

5. Zusétzlich bendtigte Materialien
Alsever-Losung

Anti-Human-Globulin (Anti-1gG)

Erythrozyten mit bekanntem Phanotyp
IgG-beladene Testzellen

Testrohrchen fir den Einmalgebrauch (75 x 12 mm)
Einweg-Pasteur-Pipetten

Zentrifuge

Reagenzien fir die Antigenbestimmung

6. Durchfihrung
Mit der mit Antikérpern beladenen Erythrozyten-Probe einen direkten Coombstest mit Anti-
Human-Globulin (Anti-IgG) durchfiihren und das Ergebnis notieren.
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Absprengung der IgG-Antikdrper mit Chloroquin-Diphosphat

Die Probe mit den beladenen Erythrozyten in einem sauberen beschrifteten R6hrchen
dreimal mit Alsever-Losung waschen (jeweils 5 Minuten bei 400 g (1500 UpM)
zentrifugieren) und den Uberstand verwerfen.

10 Tropfen des gewaschenen Erythrozytensediments in ein beschriftetes Rdhrchen
geben.

40 Tropfen Chloroquin-Diphosphat zugeben und gut mischen.

30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

Die Erythrozyten dreimal mit Alsever-Losung waschen (jeweils 5 Minuten bei 400 x ¢
(1500 UpM) zentrifugieren) und den Uberstand verwerfen.

Anmerkung: Eine dabei auftretende leichte Hamolyse kann vernachlassigt werden.

Uberprifung der Antikorper-Absprengung im direkten Coombstest

6.3

Nach dem letzten Waschschritt mit einem Teil der Erythrozyten einen direkten
Coombstest mit Anti-Human-Globulin (Anti-IgG) durchfihren (entsprechend den Angaben
in der Gebrauchsinfomation des verwendeten Anti-Humanglobulins).

Der direkte Coombstest sollte negativ ausfallen. Wenn die Erythrozyten jedoch sehr stark
mit Antikdrpern beladen sind, kann es vorkommen, dass sie im direkten Coombstest noch
immer eine positive Reaktion zeigen. In diesem Fall kann die Absprengung der Antikérper
mit Chloroquin-Diphosphat (entsprechend der Schritte 2 — 5) wiederholt werden. Danach
sollte die Absprengung der Antikorper im direkten Coombstest noch einmal Uberpruft
werden.

Fallt der indirekte Coombstest dann immer noch positiv aus, konnten die Antikorper nicht
oder nur unvollstéandig abgesprengt werden. Eine Bestimmung der Erythrozytenantigene
ist dann nicht moglich bzw. es kann zu einer falschen Phanotypisierung kommen.

Eine dritte Behandlung der Erythrozyten mit Chloroquin-Diphosphat wird nicht empfohlen,
weil es dann zu starker Hamolyse und einer Schadigung der Erythrozytenantigene
kommen kann.

Bestimmung der Erythrozytenantigene

6.4

Nach erfolgreicher Absprengung der Antikérper kénnen die Erythrozyten fir eine
Antigenbestimmung mit monoklonalen und/oder humanen Antikdrpern eingesetzt werden.
Die Testdurchflihrung sollte entsprechend den Angaben in den Gebrauchsinformationen
der eingesetzten Testreagenzien erfolgen.

Kontrollen

Zur Kontrolle wird empfohlen, Erythrozyten, die bekannt positiv flr die Antigene sind, die
bei der zu untersuchenden Probe bestimmt werden sollen, ebenfalls mit Chloroquin-
Diphosphat zu behandeln und dann bei ihnen eine Antigenbestimmung durchzufihren.
Zeigen diese Erythrozyten nicht die zu erwartenden Reaktionen bei der Antigen-
bestimmung, kann das Ergebnis der Antigenbestimmung mit der Chloroquin-Diphosphat
behandelten Patientenprobe nicht gewertet werden (fir mdgliche Fehlerquellen s. 7.
Wichtige Hinweise/Grenzen der Methode).

Ein negativer direkter Coombstest sollte immer durch Zugabe von IgG-beladenen Test-
zellen Gberpriaft werden (fur die Durchfiihrung s. Angaben in der Gebrauchsinformation
des Herstellers der eingesetzten IgG-beladenen Testzellen). Findet nach Zugabe von
IgG-beladenen Testzellen zu einem negativen Coombstestansatz keine Agglutination
statt, kann das Testergebnis nicht gewertet werden.

Wichtige Hinweise/Grenzen der Methode

Chloroquin-Diphosphat ist nur fur den in vitro diagnostischen Gebrauch geeignet und darf
nur von geschultem Fachpersonal eingesetzt werden.

Chloroquin-Diphosphat entfernt keine Komplement-Komponenten von den Erythrozyten.
Wenn die Erythrozyten in vivo mit 1gG-Antikérpern und Komplementfaktoren beladen
sind, sollte flr die Testungen nach der Behandlung mit Chloroquin-Diphosphat nur Anti-
IgG-spezifisches Anti-Human-Globulin eingesetzt werden.

Antikorper, die durch Chloroquin-Diphosphat von Erythrozyten abgesprengt wurden, sind
nicht fir eine Antikorperidentifizierung geeignet.



4. Die fur die Zentrifugationen angegebene g-Zahl ist immer das Minimum, das bendtigt
wird, um einen klaren Uberstand und ein abgegrenztes Erythrozytensediment, das sich
leicht resuspendieren lal3t, zu erhalten. Es ist nicht mdglich, fur alle verfigbaren
Zentrifugentypen eine allgemein verbindliche Zentrifugationsgeschwindigkeit oder —zeit
anzugeben. Zentrifugen mussen individuell kalibriert werden, um die optimale Zeit und
Geschwindigkeit flr die gewiinschten Ergebnisse zu ermitteln.

5. Eine zu lange Lagerung der Erythrozyten von mehr als 5 Tagen kann die Absprengung
der Antikorper erschweren bzw. es kann zu starker Hamolyse und einer Schadigung der
Erythrozytenantigene durch die Behandlung mit Chloroquin-Diphosphat kommen

6. Bei Einhaltung der vorgegebenen Verfahrensweise werden die Erythrozytenantigene
durch die Behandlung mit Chloroquin-Diphosphat nicht oder nur geringfiigig geschadigt.
Abweichungen von der vorgegebenen Verfahrensweise, wie zu lange Inkubationszeiten,
zu hohe Inkubationstemperaturen oder mehr als zwei Behandlungen mit Chloroquin-
Diphosphat oder der Einsatz von vorgeschadigten Erythrozyten kdnnen zu einer starken
Hamolyse und Zerstérung der Erythrozytenantigene filhren, sodass eine zuverlassige
Antigenbestimmung bei den Erythrozyten nicht mehr mdéglich ist.

7. Keine hdmolytischen oder kontaminierten Blutproben verwenden!

8. Ungenlgendes Waschen der Erythrozyten kann zu falschen und/oder unbefriedigenden
Testergebnissen fuhren.

9. Generell kdnnen Abweichungen von der vorgegebenen Testdurchfilhrung wie falsche
Zentrifugation oder Inkubation, unsaubere Rohrchen und/oder kontaminierte Materialien
und Proben das Ergebnis negativ beeinflussen.

10. Fallt der direkte Coombstest auch nach der zweiten Behandlung der Erythrozyten mit
Chloroquin-Diphosphat positiv aus, konnten die Antikorper nicht oder nur unvollstéandig
abgesprengt werden. Eine Bestimmung der Erythrozytenantigene ist dann nicht moglich
bzw. es kann zu einer falschen Phanotypisierung kommen.

11. Chloroquin-Diphosphat enthalt keine Konservierungsstoffe. Eine Tribung der Reagenzien
kann auf eine mikrobielle Kontamination oder Qualitditsminderung der Reagenzien
hinweisen. Eine mikrobielle Kontamination von Chloroquin-Diphosphat unbedingt ver-
meiden, weil dies die Haltbarkeit des Produktes verkiirzt und zu falschen Ergebnissen
fuhren kann. Kontaminierte Reagenzien nicht mehr benutzen!

8. Leistungsdaten
Fur die Leistungsstudie wurden insgesamt 100 Erythrozytensuspensionen mit Chloroquin-
Diphosphat behandelt. 10 Erythrozytensuspensionen hatten im direkten Coombstest eine
positive Reaktion gezeigt, die anderen 90 Erythrozytensuspensmnen wurden |n vitro mit ver-
schledenen lgG-Antikorpern beladen (Anti-D, -C, -c, -C", -E, -e, -K, -k, -Jk?, -Jk°, -Fy?, -Fy", -
S, -s). Bei allen 100 Proben konnten die Antlkorper voIIstandlg abgesprengt ‘werden. Bei
sechs Proben war dafiir eine zweite Absprengung mit Chloroquin-Diphosphat notwendig.
Durch eine anschlieBRende umfangreiche Blutgruppenbestimmung bei den Erythrozyten
konnte gezeigt werden, dass die Antigene des ABO-, Rhesus-, Kell-, Duffy-, Kidd- und MNSs-
Systems nach Behandlung mit Chloroquin-Diphosphat noch nachweisbar sind und nicht
zerstort wurden.

9. Warn-und Entsorgungshinweise

Samtliche fur den Test verwendete Materialien biologischen Ursprungs, insbesondere die zu
testenden Proben, sollten als potentiell infektios betrachtet werden. Beim Umgang mit
biologischen Materialien werden deshalb angemessene Sicherheitsvorkehrungen empfohlen
(nicht mit dem Mund pipettieren; Schutzhandschuhe bei der Testdurchfihrung tragen;
Handedesinfektion nach der Testdurchfuhrung).

Biologische Materialien missen vor der Entsorgung inaktiviert werden (z.B. durch Auto-
klavieren). Einwegmaterialien sind nach Gebrauch zu autoklavieren oder zu verbrennen.
Verschittetes potentiell infektioses Material sollte unverziglich mit einem saugfahigen
Papiertuch entfernt werden und der kontaminierte Bereich mit einem geeigneten
Desinfektionsmittel oder 70%igem Ethanol desinfiziert werden. Material, das fur die
Entfernung von Verschittetem benutzt wurde, muss vor der Entsorgung inaktiviert werden
(z.B. durch Autoklavieren).

Chloroquin-Diphosphat ist gesundheitsschadlich. Es darf weder inhaliert noch verschluckt
werden oder in Kontakt mit Haut, Schleimhauten und den Augen kommen (R- und S. Satze s.
Erlauterung der Symbole auf den Etiketten). Chloroquin-Diphosphat darf nur von einem
zugelassenen Entsorgungsunternehmen beseitigt werden.

Die Entsorgung aller Proben und Testmaterialien sollte entsprechend der gesetzlichen
Richtlinien erfolgen.
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Gebrauchsinformation beachten

" Gesundheitsschadlich
R 22, S 02-13-24/25 46-56

X =

R 22 Gesundheitsschadlich beim Verschlucken.

S2 Darf nicht in die Hande von Kindern gelangen.

S 13 Von Nahrungsmitteln, Getranken und Futtermitteln fernhalten.

S 24/25 Beriihrung mit den Augen und der Haut vermeiden.

S 46 Bei Verschlucken sofort &rztlichen Rat einholen und Verpackung oder Etikett
vorzeigen.

S 56 Diesen Stoff und seinen Behélter der Problemabfallentsorgung zuftihren.
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