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Zestaw Probek Kontrolnych
7ZPK

Zestaw Probek Kontrolnych stanowig dwie probowki typu ,,probka pacjenta” zawierajgce po 5 ml zawiesiny
krwinek czerwonych iz osocza (hematokryt 15% +/-2%):

e Probka Kontrolna 1 926-K1 - grupa B RhD+ DCcEe K+,

e Prébka Kontrolna 2 926-K2 - grupa A RhD- dccee K -, z przeciwcialami anty-D.

Do prébek kontrolnych dodano ptynu konserwujacego, zabezpieczajacego przed hemolizg i zapewniajgcego
stala ekspresje antygenow czerwonokrwinkowych w okresie waznosci zestawu.

Zestaw Probek Kontrolnych nalezy stosowaé przy uzyciu technik wykorzystywanych w pracowni serologii,
zgodnie z metodyka producenta mikrokart i/lub odczynnikéw serologicznych stosowanych w metodach
manualnych i automatycznych.

Zastosowanie

ZPK stosuje si¢ w diagnostyce serologicznej w metodach manualnych i automatycznych do codzienne;j
kontroli aktywnosci i swoistosci zestawu odczynnikdw monoklonalnych i krwinek wzorcowych do badania
ABO i RhD.

ZPK wykorzystuje si¢ rowniez do kontroli krwinek wzorcowych stosowanych w testach do wykrywania
przeciwciat odpornosciowych.

Uwaga

Probki Kontrolne produkowane sa wylacznie z krwi dawcow o ujemnych wynikach testow
wirusologicznych oraz testu bakteriologicznego na obecnosé¢ kretkow kity, nalezy jednak zachowac srodki
ostroznosci podczas stosowania ZPK, usuwania mieszanin poreakcyjnych i niszczenia zuzytych opakowan.

Dodatkowe odczynniki oraz sprzet potrzebny do wykonania badan
Zgodne z metodyka badan podang przez producenta mikrokart i/lub producenta odczynnikow
serologicznych do metod manualnych lub automatycznych.

Zalecane techniki stosowania

Probki zestawu kontrolnego nalezy traktowac w taki sam sposob jak probki pacjentéw. Bezposrednio przed
wykonaniem badan probowki ZPK nalezy odwirowa¢ w celu uzyskania koncentratu krwinek czerwonych
oraz osocza. Z koncentratu krwinek czerwonych sporzadzi¢ odpowiednig zawiesing. Postgpowac zgodnie
z metodyka badan podang w instrukcji producenta mikrokart i/lub producenta odczynnikéw serologicznych
do metod manualnych lub automatycznych.

Po uzyciu, probki nalezy przechowywaé w lodéwce w temperaturze od 2°C do 8°C.



Interpretacja wyniku
Uzyskanie wynikow badania zgodnych z fenotypem produktu, swiadczy o prawidtowym wykonaniu
badania i odpowiedniej aktywnosci uzytych reagentow.

Cechy charakterystyczne metody i jej ograniczenia

Odczynnik zostal przetestowany zgodnie z obowiazujacymi przepisami przy uzyciu rekomendowanych
technik.

Zawiesiny krwinek czerwonych Zestawu Probek Kontrolnych wykazuja ujemne wyniki w bezposrednim
tescie antyglobulinowym (BTA).

Wyniki fatszywie dodatnie lub falszywie ujemne moga si¢ pojawi¢ w przypadku bakteryjnego lub
chemicznego skazenia materiatow uzytych do testow, ich niewtasciwego przechowywania, nieprawidtowo
umytego szkla laboratoryjnego, uzycia niewlasciwych proporcji surowicy do krwinek lub nie dodania
odczynnikéw, nieprawidiowego czasu lub temperatury inkubacji, a takze w wyniku niewtasciwego
wirowania lub nieprawidtowego przemywania krwinek.

Zmetnienie probek kontrolnych lub wyrazna hemoliza krwinek dyskwalifikuje zestaw.

Kazdy incydent medyczny (zgodny z Rozporzadzeniem Ministra Zdrowia z dnia 16 lutego 2016, Dz.U.
z 2016 poz. 201) zwigzany z odczynnikiem nalezy zglosi¢ wytworcy oraz Prezesowi Urzedu Rejestracji
Produktéow Leczniczych, Wyrobéw Medycznych i Produktow Biobojczych.

Warunki przechowywania

Zestaw Probek Kontrolnych nalezy przechowywaé w temperaturze od 2°C do 8°C. Na czas transportu
dopuszcza sie przechowywanie zestawu w temperaturze od 2°C do 25°C przez okres nie dtuzszy niz 48
godzin. Jesli warunki przechowywania zestawu sa zgodne z instrukcja producenta, po otwarciu buteleczek
z krwia, produkt jest stabilny i zachowuje 100% czutos¢ i 100% specyficzno$¢ do czasu jego waznosci
podanej na opakowaniu.

Okres przydatnosci do uzytku
5 tygodni od daty produkcji.

Produkt
ZPK 2x 5ml
PiSmiennictwo

. Fabijanska-Mitek J., Bochenek-Jantczak D., Grajewska A., Wieczorek K.: Badania
immunohematologiczne i organizacja krwiolecznictwa - Kompendium. Fundacja Pro Pharmacia Futura,
Warszawa: 2017

OBWIESZCZENIE MINISTRA ZDROWIA z dnia 6 marca 2019 r. w sprawie wymagan dobrej
praktyki pobierania krwi i jej sktadnikow, badania, preparatyki, przechowywania, wydawania
i transportu dla jednostek organizacyjnych publicznej stuzby krwi, Dz.U. 2019, Poz.25.

D

Numer katalogowy d Wytworca
Kod partii g Uzy¢ do

Wyrob medyczny do diagnostyki in vitro [:E] Nalezy zapoznac si¢ z instrukcja stosowania

mn -
~ (31 & &

Produkt zgodny z wymaganiami Dyrektywy 98/79/WE /ﬂ/ Przechowywanie w zakresie temperatur

c € 1434 Ocene zgodnosci przeprowadzono przy udziale jednostki notyfikowanej o nr 1434



zatacznik 8 E VIII z dnia 24.10.2019 do SOP 01/DPOS/03

® Regionalne Centrum ul. Raciborska 15
Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa 40-074 Katowice

Katowice tel.: 32/2087478 fax: 32/2087484
e-mail: zamowienia@odczynnikiserologiczne.pl
910 CE 1as

Standard anty-D MIKRO

Odczynnik do kontroli testu antyglobulinowego i enzymatycznego

STA-MIKRO

Standard anty-D MIKRO jest odczynnikiem sporzadzonym z osocza pochodzacego od immunizowanych dawcow krwi. Zawiera przeciwciala anty-D klasy 1gG
o wystandaryzowanym stezeniu zgodnym z zaleceniami UE oraz I[nstytutu Hematologii i Transfuzjologii w Warszawie, nie wyzszym niz 0,01 pg/ml (0,05
[U/ml).Prawidlowo uwidocznione reakcje przeciwcial anty-D z krwinkami wzorcowymi ORhD+ i ORhD-, stanowia kontrol¢ poprawnosci wykonania testu
antyglobulinowego i testu enzymatycznego przeprowadzonych technikami mikrokolumnowymi w automatach i manualnie.

Odczynnik jest gotowy do uzycia w postaci przygotowanej przez producenta.

Zastosowanie
Odczynnik Standard anty-D MIKRO stosuje si¢ w diagnostyce laboratoryjnej in vitro, do kontroli testu antyglobulinowego oraz testu enzymatycznego
wykonywanego metodami automatycznymi i manualnie oraz do codziennej kontroli krwinek do wykrywania przeciwcial.
Zastosowanie do badan serologicznych odczynnika zapewnia:

e  prawidlows interpretacj¢ wynikow badan.

e wyeliminowanie bledow technicznych podczas wykonywania testu antyglobulinowego oraz testu enzymatycznego.
Badanie kontrolne z zastosowaniem odczynnika Standard anty-D MIKRO nalezy wykonywa¢ zgodnie z procedurami, obowiazujacymi dla stosowanych testow
serologicznych.

Uwaga

Material biologiczny zastosowany do wyprodukowania odczynnika Standard anty-D MIKRO podlega wymaganym dla krwiodawcéw badaniom wirusologicznym
oraz testowi bakteriologicznemu na obecnos¢ kretkow kily i posiada wyniki prawidlowe.

Standard anty-D MIKRO zawiera < 0,1 % azydku sodu (trucizna), zastosowanego jako srodek konserwujacy, zabezpieczajacy odczynnik przed skazeniem
bakteryjnym. W zwigzku z tym nalezy zachowa¢ srodki ostroznosci podczas stosowania odczynnika, usuwania mieszanin poreakcyjnych i niszczenia zuzytych
opakowan. Nie nalezy pipetowa¢ odczynnika ustami.

Dodatkowe odczynniki potrzebne do wykonania badania
e  zbuforowany fizjologiczny roztwor soli o pH 6.9 (PBS).
] modyfikowany roztwdr soli o niskiej sile jonowej (LISS-M),
e krwinki wzorcowe ORhD+ i ORhD-
. Papaina STL (odczynnik papainowy).

Dodatkowy sprzet potrzebny do wykonania badan
e probowki jednorazowe
statyw wielorzgdowy
karty mikrokolumnowe
pipeta automatyczna z regulacja objetosci 10-100 pl
koncowki do pipety automatycznej
cieplarka
wirdwka z regulacja czasu i obrotow
lodowka

Zalecane techniki stosowania

Kontrola testu antyglobulinowego - technika mikrokolumnowa — metoda manualna

1. Po 2 krotnym przemyciu krwinek wzorcowych ORhD+ i ORhD- zbuforowanym fizjologicznym roztworem soli o pH 6,9 (PBS) przygotowaé zawiesiny
krwinek w roztworze soli o niskiej sile jonowej (LISS-L, LISS-M) w stezeniu zalecanym przez producenta kart.

2. Karty z odczynnikiem antyglobulinowym opisa¢ odpowiednio jako: K+ (kontrola dodatnia) i K- (kontrola ujemna).

3. Zerwac foli¢ ochronng z wieczka karty mikrokolumnowej zawierajacej odczynnik antyglobulinowy.

4. Do kolumienek mikrokarty nanies¢ zalecana przez producenta objgtos¢ zawiesiny krwinek ORhD+ (K+ kontrola dodatnia) i ORhD- (K- kontrola ujemna)
i doda¢ zalecang przez producenta objeto$¢ odczynnika Standard anty-D MIKRO.

5. Mikrokart¢ wlozy¢ do cieplarki o temperaturze +37°C i inkubowac przez czas zalecany przez producenta.

6. Po inkubacji mikrokart¢ odwirowa¢ przez czas zalecany przez producenta automatu.

7. Odczyta¢ wynik badania.

Interpretacja wyniku

Kontrole testu (oraz réwnolegle badanie probek krwi pacjenta), zostaly wykonane prawidlowo, jezeli:

e krwinki wzorcowe ORhD+ inkubowane z odczynnikiem Standard anty-D MIKRO ulegly aglutynacji pod wplywem surowicy antyglobulinowej (kontrola
dodatnia).

e krwinki wzorcowe ORhD- inkubowane z odczynnikiem Standard anty-D MIKRO nie ulegty aglutynacji pod wplywem surowicy antyglobulinowej (kontrola
ujemna).



Kontrola testu enzymatycznego wykonywanego technika mikrokolumnows - metoda manualna

Zaleca sig test enzymatyczny przy uzyciu krwinek papainowanych. Badanie nalezy wykona¢ zgodnie z instrukcja producenta krwinek papainowanych.

W przypadku samodzielnego przygotowania krwinek papainowanych nalezy:

1. Krwinki wzorcowe przemy¢ | raz zbuforowanym fizjologicznym roztworem soli o pH 6.9 (PBS).

2. Przygotowaé odczynnik papainowy rozcienczony roztworem PBS w stosunku objetosciowym 1: 9.

3. Do odpowiednio opisanych czystych probowek przeniesé gesta mas¢ krwinkowa w potrzebnej do badan objgtosci.

4. Do kazdej probowki doda¢ rozcienczony odczynnik papainowy w stosunku objetosciowym: | kropla gestych krwinek i 4 krople rozcienczonego odczynnika
papainowego.

5. Inkubowaé w temperaturze +37°C zgodnie z czasem podanym na opakowaniu odczynnika Papaina STL (czas papainowania).

. Po inkubacji krwinki przemy¢ 4-krotnie duza objetoscia zbuforowanego fizjologicznego roztworu soli o pH 6.9 (PBS).

. Z przemytych krwinek sporzadzi¢, zgodna z zaleceniami producenta kart, zawiesing krwinek w roztworze PBS.

~N N

W przypadku uzycia enzymu innego niz papaina nalezy przeprowadzi¢ walidacje metody.

Interpretacja wyniku kontroli testu enzymatycznego
Kontrola testu oraz réwnoczesne badanie probek zostaty wykonane prawidlowo, jezeli:
e  krwinki wzorcowe papainowane ORhD+ inkubowane z odczynnikiem Standard anty-D MIKRO ulegly aglutynacji (kontrola dodatnia).
. krwinki wzorcowe papainowane ORhD- inkubowane z odczynnikiem Standard anty-D MIKRO nie ulegly aglutynacji (kontrola ujemna).
UWAGA!
Konieczne jest réwnoczesne wykonanie badania kontrolnego krwinek badanych z surowica autologiczna lub surowica grupy AB /koloidem do badan
serologicznych/(autokontrola).

Cechy charakterystyczne metody i jej ograniczenia

Odczynnik Standard anty-D MIKRO stosuje si¢ do kontroli testu antyglobulinowego oraz testu enzymatycznego wykonywanego metoda mikrokolumnowg
w automatach i manualnie.

Odczynnik zostal przetestowany przy uzyciu rekomendowanych technik zgodnie z obowiazujacymi normami.

Podobnie jak we wszystkich testach serologicznych, takie czynniki jak zanieczyszczenie materialow testowych lub odczynnika, nieodpowiedni czas lub
temperatura inkubacji. niewlasciwe wirowanie oraz nieprawidlowy odczyt wyniku testu moga by¢ powodem uzyskania wynikow falszywie dodatnich lub
falszywie ujemnych. Ponadto czulos¢ testow antyglobulinowych jest znacznie ostabiona, jesli po etapie przemycia krwinek, do ukladu testowego zostanie
wprowadzone bialko pochodzenia ludzkiego (nawet jesli sa to ilosci Ssladowe).

Zmetnienie lub/i pojawienie si¢ osadu dyskwalifikuje odczynnik.

Kazdy incydent medyczny (zgodny z Rozporzadzeniem Ministra Zdrowia z dnia 16 lutego 2016, Dz.U. z 2016 poz. 201) zwiazany z odczynnikiem nalezy zglosi¢
wytworcy oraz Prezesowi Urzgdu Rejestracji Produktow Leczniczych, Wyrobow Medycznych i Produktow Biobojczych.

Warunki przechowywania

Odczynnik Standard anty-D MIKRO nalezy przechowywaé w temperaturze od +2 do +8°C. Na czas transportu dopuszcza si¢ przechowywanie odczynnika
w temperaturze od +2 do +25 °C przez okres nie dluzszy niz 48 godzin.

Jesli warunki przechowywania odczynnika Standard anty-D MIKRO sa zgodne z instrukcja producenta, produkt jest stabilny i zachowuje 100% czulosci oraz
100% specyficznosci do 12 miesigcy od czasu otwarcia buteleczki.

Okres przydatnosci do uzytku
Podany na etykiecie odczynnika.

Pi$miennictwo

|. Fabianska-Mitek J. Bochenek-Jantczak D, Grajewska A. Wieczorek K: Badania immunohematologiczne i organizacja krwiolecznictwa - Kompendium;
Fundacja Pro Pharmacia Futura, Warszawa: 2017.

2 OBWIESZCZENIE MINISTRA ZDROWIA z dnia 9 czerwca 2017 r. w sprawie wymagan dobrej praktyki pobierania krwi i jej skladnikow, badania,
preparatyki, przechowywania, wydawania i transportu dla jednostek organizacyjnych publicznej stuzby krwi, Dz.U. 2017, Poz.63.
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BIOSCOT®

Anty-A  Linia komérkowa: BIRMA-1
Kod produktu: TL

Anty-B  Linia komérkowa: LB-2
Kod produktu: TN

Anty-A,B Linie komérkowe: ES-4/ES-15
Kod produktu: TM

Odczynniki monoklonalne IgM pochodzenia mysiego
do oznaczania grup krwi

Do stosowania w metodzie szkietkowej, probéwkowej

i mikroptytkowej
q3
0123

PRZEZNACZENIE

Odczynniki monoklonalne BIOSCOT na bazie mysich przeciwciat igM do
oznaczania grup krwi stuzg do wykrywania nastepujgcych antygenéw:

" Anty-A (linia komérkowa BIRMA-1) stuzy do wykrywania antygenu A.

Anty-B (linia komérkowa LB-2) stuzy do wykrywania antygenu B.
Anty-A,B (linie komérkowe ES-4/ES-15) stuzg do wykrywania antygenéw
A, A lub B.

Odczynniki przeznaczone do stosowania w metodach szkietkowej,
probéwkowej i mikroptytkowej przez personel przeszkolony w zakresie
technik serologicznych.

WPROWADZENIE

Uktad grupowy ABO

W 1900 r. Landsteiner odkryl, ze surowica pochodzaca od pewnych
osobnikéw powoduje aglutynacie krwinek czerwonych pobranych
od innych osobnikéw. Na tej podstawie mozna dokonaé podziatu
poszczegdlnych osobnikéw w zaleznosci od posiadanych fenotypéw w
ukiadzie grupowym krwi. Rozréznia sig cztery podstawowe fenotypy — O,
A, Bi AB. Zidentyfikowano réwniez podklasy antygenéw A i B.

Fenotyp ABO danej osoby zwykle ustala sie, wykonujac reakcje
aglutynacji krwinek czerwonych z antysurowicg Anty-A, Anty-B i
Anty-A,B (oznaczanie grupy krwi na podstawie krwinek czerwonych).
Badajgc probki krwi pobrane od osob dorostych, potwierdzenie wyniku
oznaczenia grupy w uktadzie ABO mozna uzyskaé, wykonujgc reakcje
badanej surowicy z zawiesinami wzorcowych krwinek A i B (0znaczanie
grupy krwi na podstawie surowicy krwi).

ZASADA OZNACZENIA

Po zastosowaniu zalecanych technik analitycznych odczynniki wywoluja
aglutynacie (zlepianie) erytrocytow wykazujacych ekspresje antygenu
swoistego (reakcja dodatnia). Brak aglutynacji erytrocytow jest
réwnoznaczny z nieobecnoscig antygenu swoistego (reakcja ujemna).

Odczynniki zoptymalizowano do stosowania w rekomendowanych
technikach analitycznych, bez koniecznosci wykonywania dalszych
rozcienczen ani dodawania innych substancii.

Produkty sg dostarczane w postaci przefiltrowanej na filtrze 0,22 pm.

MATERIALY

Kod produktu TL Anty-A zawiera przeciwciata 2 linii komérkowej BIRMA-
1. Kod produktu TN Anty-B zawiera przeciwciata z linii komérkowej LB-2.
Kod produktu TM Anty-A,B zawiera przeciwciata z linii komérkowych
ES-15 oraz ES-4. W sklad odczynnikéw wchodzg przeciwciala
monoklonalne klasy IgM pochodzenia mysiego w roztworze buforowym
zawierajacym ‘makroczasteczkowe reaktywne zwiazki chemiczne.
Odczynniki zawierajg azydek sodu 0,1% (w/v), material pochodzenia
wotowego oraz $wiriskiego. Zawarto$é kazdej fiolki o pojemnosci 10 mi
wystarcza do wykonania okolo 250 oznaczen.

Odczynniki zawieraja nastepujgce barwniki:

Anty-A niebieski Patent Blue \Violet ve o,
Anty-B 261ty Quinaline yellow-C.1: 47005
Anty-A,B brak 3 T OOraniCIong danowie
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SRODKI OSTROZNOSCI

1. W badaniach linii komdrkowych pochodzenia mysiego uzytych do
wyprodukowania odczynnikdéw uzyskano wyniki ujemne testéw na
obecno$¢ wiruséw obecnych w materiale pochodzenia mysiego
(Mouse Antibody Production, MAP). Nalezy zachowaé ostrozno$é
podczas stosowania odczynnikéw, niszczenia kazdego z zuzytych
opakowar i usuwania ich zawartosci.

2. Odczynniki zawierajg azydek sodu w stezeniu 0,1% (wi). Azydek
sodu moze by¢ trujgcy po spozyciu. Istnieje réwniez ryzyko powstania
silnie wybuchowych soli w reakcji z olowiem i miedzia, wchodzacymi
w skiad rur instalacji wodno-kanalizacyjnej. Wylewane odpady nalezy
splukaé duzg iloscig wody.

3. Odczynniki powinny byé klarowne. Zmetnienie moze oznaczaé
skazenie bakteryjne. Nie nalezy uzywa¢ odczynnikéw, jezeli doszio do
wytracenia osadu, zelu fibrynowego, lub jezeli w roztworze widoczne
sg drobiny.

4. Odczynniki sq przeznaczone wylacznie do profesjonalnej diagnostyki
in vitro.

5. Materiat pochodzenia wolowego i wieprzowego uzyskano ze zrodet
zatwierdzonych przez Departament Rolnictwa USA (USDA) lub innych
udokumentowanych Zrédet. Badanie bydlat, od ktérych pobrano
materiat, potwierdzito brak zakaznosci i niskie ryzyko przenoszenia
zakaznych encefalopatii ggbczastych (TSE).

6. Produkty nalezy unieszkodliwi¢ przez zanurzenie na calg noc w
odpowiednio stezonym roztworze $rodkéw odkazajacych lub przez
autoklawowanie.

WSKAZOWKI DLA UZYTKOWNIKOW

Zaleca sig réwnolegte wykonywanie kontroli dodatniej i ujemnej kazdej
serii odczynnika. Jezeli wynik kontroli ré2ni si¢ od oczekiwanego, wynik
oznaczenia nalezy uznaé za fatszywy.

Stosowanie kontroli odczynnika réwnolegle ze wszystkimi badaniami
z zastosowaniem opisywanego odczynnika nie jest konieczne.
Wykorzystanie kontroli odczynnika, takiej jak kontrola z przeciwciatami
monokionalnymi BIOSCOT (kod produktu: TT), jest zalecane tylko
podczas typowania erytrocytéw u pacjentéw z autoprzeciwciatami lub
zaburzeniami biatkowymi. Kontrole nalezy prowadzié¢ réwnoczesnie z
oznaczeniem przy uzyciu odczynnika.

Przedstawiona charakterystyka odczynnikéw odnosi si¢ do procedur
zawartych w niniejszej instrukcji obstugi. Przydatno$é do metod innych
niz opisane musi zosta¢ okreslona przez uzytkownika.

W przypadku zmian w analitycznym dziataniu urzadzenia lub uszkodzenia
opakowania nalezy skontaktowaé si¢ z Dziatem Kontroli Jakosci firmy
Millipore (UK) Ltd.

SPOSOB PRZECHOWYWANIA

Otwarte lub zamknigte odczynniki nalezy przechowywa¢ w temperaturze
2-8°C do daty waznosci podanej na etykiecie produkiu.

Przechowywanie produktéw w niewasciwe] temperaturze (np. zbyt
wysoka temperatura przechowywania lub wielokrotne rozmrazanie i
zamrazanie) moze przyspieszy¢ utrate reaktywnosci odczynnikéw.
POBIERANIE MATERIALU DO BADAN

Pobieranie probek do badari nie wymaga specjalnego przygotowania
pacjenta. Krew nalezy pobraé zatwierdzong metodg. Prébki mozna
pobiera¢ na antykoagulanty EDTA, cytrynian, CPDA lub technikg ,na
skrzep™. Badanie prébki nalezy przeprowadzié jak najszybciej po pobraniu
krwi. W razie op6znienia badania, prébki nalezy przechowywaé w temp.
2-8°C. Odczynnik nie nadaje si¢ do oznaczen prébek wykazujgcych
silng hemolize lub zanieczyszczenia mikrobiologiczne. Przechowywanie

prébek w niewtasciwej temperaturze moze prowadzi¢ do uzyskania
fatszywie dodatnich lub falszywie ujemnych wynikéw oznaczen.

WYMAGANE MATERIALY NIEWCHODZACE W SKLAD ZESTAWU

Metoda szkietkowa:

« Szkietko podstawowe

* lzotoniczny roztwér soli fizjologicznej lub zgodna grupowo surowica/
osocze

* Timer

&



Metoda probéwkowa:

« Probéwka

« |zotoniczny roztwdr soli fizjologicznej
« Timer

+ Wiréwka (1000 rcf)

Metoda mikroptytkowa:

» Mikroptytka ze studzienkami ,U”

« Izotoniczny roztwor sali fizjologicznej

« Timer

 Wiréwka (100 rcf)

» Wytrzasarka mikroptytek

» Czytnik mikroplytek (wyposazenie opcjonaine)

ZALECANE TECHNIKI OZNACZANIA

1. METODA SZKIELKOWA

1.1 Przygotowaé 35-50% zawiesing badanych krwinek czerwonych
w autologicznym (lub zgodnym grupowo) osoczu, surowicy lub
izotonicznym roztworze soli fizjologicznej.

1.2 Na czystym oznakowanym szkietku umieéci¢ 1 krople (40 pI)

odczynnika Anty-A, Anty-B lub Anty-A,B.

3 Dodaé¢ 1 krople (40 pl) zawiesiny badanych erytrocytéw.

4 Wymiesza¢ antysurowicg z krwinkami na powierzchni o Srednicy
okoto 2 cm przez delikatne poruszanie szkietkiem. Po 2 minutach
makroskopowo odczytaé wynik testu. Nie myli¢ wysychajacej
mieszaniny z aglutynacjg.

2. METODA PROBOWKOWA

2.1 Przygotowaé 3-5% zawiesing badanych erytrocytow w izotonicznym

roztworze soli fizjologicznej.

Do odpowiednio oznakowanej probéwki dodaé 1 krople (40 pi)

odczynnika Anty-A, Anty-B lub Anty-A,B.

2.3 Dodaé 1 krople (40 pl) zawiesiny badanych erytrocytow.

2.4 Roztwor wymieszaé i odwirowa¢ z predkoscia 1000 rcf przez

20 sekund.

Ostroznie wstrzasnaé probowka, aby oderwaé erytrocyty od

$cianek probéwki, a nastepnie makroskopowo oceni¢, czy doszio

do aglutynaciji.

2.6 W przypadku wyniku o nasileniu slabszym od oczekiwanego,
inkubowa¢ przez 1 minute w temperaturze pokojowej, a nastgpnie
ponownie odwirowac.

22
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3. METODA MIKROPLYTKOWA

3.1 Przygotowaé 3-5% zawiesing badanych erytrocytéw wizotonicznym
roztworze soli fizjologicznej.

3.2 Do wiasciwych studzienek ,U” mikroplytki doda¢ 1 krople (40 pf)

odczynnika Anty-A, Anty-B lub Anty-A,B.

Doda¢ do odpowiednich studzienek takg sama objgtos¢ (40 pl)

zawiesiny krwinek czerwonych.

3.4 Wymieszaé zawartos¢ studzienek recznie lub przy uzyciu
wytrzasarki mikroptytek.

3.5 Inkubowaé mikroplytki w temperaturze pokojowej przez 15-20 minut.

3.6 Odwirowaé mikroplytki z predkosécig 100 rcf przez 40 sekund.

3.7 Ponownie utworzyé zawiesine krwinek czerwonych przy uzyciu

wytrzgsarki mikroptytek.

Odczyta¢ wynik makroskopowo lub za pomocg automatycznego

czytnika. Uzytkownik musi zweryfikowa¢ wynik uzyskany przy

uzyciu automatycznego czytnika.

OGRANICZENIA METODY

Wyniki oznaczania grup kiwi nalezy potwierdzi¢, wykonujac kontrolg
badanej surowicy ze znanymi krwinkami wzorcowymi A, oraz B. Krew
grupy AB mozna przetaczaé wylgcznie pod warunkiem, ze krwinki biorcy
daja jednoznacznie dodatnig reakcje z odczynnikiem Anty-A i Anty-B,
a surowica biorcy daje ujemne reakcje z krwinkami A, i B (chyba, ze
biorca zostat zakwalifikowany do podgrupy AB wykazujgcej obecno$¢
przeciwciat Anty-A, W surowicy).

3.3

3.8

Odczynnik Anty-A, kod produktu: TL, nie pozwala na wykrycie wszystkich
odmian krwinek A, . Dia wykrycia stabych odmian A, moze by¢ konieczna
mikroskopowa ocena aglutynacji iflub wydluzenie czasu inkubacji do
15 minut.

Sztywne mikroptytki z polistyrenu s3 bardziej odpowiednie niz mikroptytki
z PCV. Przed przyjeciem do rutynowego stosowania, przydatno$¢ kazdej
partii mikroplytek nalezy podda¢ ocenie w warunkach stosowanych
przez uzytkownika.

Wyniki oznaczenia moga by¢ fatszywie dodatnie w przypadku krwinek
czerwonych dajacych dodatni wynik testu antyglobulinowego (DAT). W
celu wykrycia takich wynikéw dodatnich zaleca sig stosowanie kontroli z
przeciwciatami monoklonalnymi BIOSCOT (kod produktu TT).

Zanieczyszczenie badanego materiatu lub odchylenia od zalecanych
technik oznaczania moga prowadzi¢ do uzyskania wynikéw falszywie
dodatnich lub fatszywie ujemnych.

CHARAKTERYSTYKA WYNIKOW

Odczynniki monoklonalne do oznaczania grup krwi Anty-A (linia
komoérkowa BIRMA-1; kod: TL), Anty-B (linia komoérkowa: LB-2; kod:
TN) oraz Anty-AB (linie komérkowe ES-4/ES-15; kod: TM) zostaly
przetestowane przy uzyciu wszystkich rekomendowanych technik
na prébkach krwi dawcéw, pacjentéw i noworodkéw pobranych na
EDTA, cytrynian, CPDA lub technikg ,na skrzep”. Zestaw probek byt
reprezentatywny dla wszystkich gtéwnych fenotypéw uktadu ABO.
Catkowitg liczbe testéw (n) oraz czuto$¢ i swoisto$¢ obliczong dla kazdej
z metod przedstawiono w tabeli ponizej:

Anty-A kod produktu TL
METODA Czutosé Swoistosc¢
n % n %
Probdwkowa 634 99,8 731 100
Mikroptytkowa 4204 99,9 5845 100
ISzkietkowa 623 99,2 636 100
Anty-B kod produktu TN
METODA Czulosé Swoisto$é
n % n %
IProbéwkowa 239 100 1121 100
Mikroptytkowa 1209 100 8838 100
ISzkietkowa 405 100 855 100
Anty-A,B kod produktu TM
METODA Czutosc Swoistosé
n % n %
Probéwkowa 783 100 577 100
Mikroptytkowa 5112 100 4935 100
Szkietkowa 865 99,9 392 100
Definicj hodza ze wspoinych specyfikacji technicznych (WST):

Czuto$é diagnosty Prawdopodobieristwo, 2e wyréb daje wynik
pozytywny w obecnosci diagnozowanego markera.

Specyficznoéé diagnostyczna: Prawdopodobieristwo, ze wyrdb daje wynik
negatywny przy braku diagnozowanego markera.
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BIOSCOT®

Anty-D  Linia komérkowa: TH-28/MS-26
Kod produktu: BM

Odczynnik monoklonalny IgM/IgG pochodzenia ludzkiego do
oznaczen grup krwi.

Do stosowania w oznaczeniach na szkielkach mikroskopowych,
w probéwkach, mikroptytkach, w posrednim tescie
antyglobulinowym oraz w mikrometodzie kolumnowej i zelowej.

3
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PRZEZNACZENIE

Odczynnik monoklonalny BIOSCOT Anty-D (linia komérkowa TH-28/MS-26)
IgMNgG pochodzenia ludzkiego stuzy do oznaczen antygenu grupowego
krwi D na szkietkach mikroskopowych, w probéwkach, w mikroplytkach, w
posrednim tedcie antyglobulinowym oraz w mikrometodzie kolumnowej i
Zzelowej przez pracownikéw przeszkolonych w zakresie badar serologicznych.

WPROWADZENIE

Uktad grupowy krwi Rh

Aktualna wiedza oraz diagnostyka laboratoryjna przeciwciat anty-D opiera
sig na badaniach Levine'a i Stetsona z 1939 r. oraz Landsteinera i Weinera
z1940r.

Antygen RhD nie wystepuje u okolo 15% oséb rasy biatej. W tej grupie oséb
w cigzy RhD-dodatniej lub po przetoczeniu niezgodnej krwi nastepuje szybka
odpowiedz immunologiczna, ktéra moze wywolywaé chorobe hemolityczng
noworodkéw lub cigzkg hemolize poprzetoczeniowa.

Stabe lub cz¢éciowe odmiany antygenu D

Staba odmiana antygenu D (,staby” antygen D) charakteryzuje sie
mniejszg liczbg miejsc antygenowych D na erytrocytach, za$ czesciowa
odmiana antygenu D (czeéciowy antygen D) - niepeing liczbg epitopéw D
na erytrocytach. Antygen D kategorii VI (DV) to czesciowy antygen D
niezawierajacy wigkszoéci epitopéw D. Zastosowanie posredniego testu
antyglobulinowego z uzyciem tego odczynnika stosuje si¢ do wykrywania
stabych odmian antygenu D oraz krwinek 2 antygenem D kategorii VI. Nie
zaleca sig stosowania metody szkietkowej ani mikroplytkowej do wykrywania
krwinek ze stabym lub czeéciowym antygenem D. Odczynnik ten jest
szczegdlnie przydatny do testowania pacjentéw i dawcéw krwi.

ZASADA DZIALANIA ODCZYNNIKA

Podczas stosowania zgodnie z zaleceniami w przypadku testu dodatniego
odczynnik wywotuje aglutynacie (zlepianie) krwinek czerwonych wykazujgcych
ekspresje odnosnego antygenu. Ujemny wynik testu w postaci braku
aglutynacii erytrocytéw oznacza, ze dany antygen nie wystegpuje w prébce.

Odczynnik zoptymalizowano do uzycia w 2alecanych technikach analitycznych
bez koniecznosci dodatkowych rozciericzen ani dodawania innych substangiji.

Dostarczany jest odczynnik po filtragji (0,22 HUm).

MATERIALY

Produkt Anty-D (kod BM) do oznaczen grup krwi zawiera przeciwciata
uzyskane 2z lini komérkowych TH-28 i MS-26. Odczynnik zawiera
przeciwciala monoklonalne IgM i IgG pochodzenia ludzkiego w roztworze
buforu zawierajgcego wislkoczasteczkowe potencjatory chemiczne, 0,1%
(wh) roztwor azydku sodu oraz materiat pochodzenia bydlecego. Jedna fiolka
10 ml umozliwia przeprowadzenie ok. 250-400 oznaczen.

SRODKI OSTROZNOSCI

1. Wszystkie produkty krwiopochodne nalezy traktowac jako potencjalnie
zakazne. W badaniach dawcéw linii komérkowych z ktérych uzyskano
opisywany odczynnik potwierdzono ujemne wyniki testéw na obecnosé
przeciwciat przeciwko ludzkiemu wirusowi nabytego uposledzenia
odpornosci (HIV), wirusowi zapalenia watroby typu C (HCV), antygenéw
powierzchniowych wirusa zapalenia watroby typu B (HBsAg), wirusa
Epstein-Barra (EBV) oraz wiruséw obecnych w materiale pochodzenia
mysiego (Mouse Antibody Production, MAP). Zaden znany test nie
daje calkowitej pewnosci, ze odczynniki wytwarzane z ludzkiej krwi sg
wolne od czynnikéw zakaznych. Nalezy zachowaé ostroznosé podczas
stosowania odczynnikéw, niszczenia zuzytych opakowar i usuwania ich
zawarto$ci.

2. Odczynnik zawiera $rodek konserwujgcy — roztwér azydku sodu o
stezeniu 0,1% (w/v). Azydek sodu moze byé trujgcy po spozyciu. Istnieje
réwniez ryzyko powstania silnie wybuchowych soli w reakcji z olowiem
i miedzig wchodzgcymi w skiad rur instalacji wodno-kanalizacyjnej.
Wylewane odpady nalezy splukaé duzg iloscig wody.

3. Odczynnik powinien byé klarowny; zmetnienie moze oznaczaé skazenie

bakteryjne. Nie nalezy uzywaé odczynnika, jesli zawiera widoczne

drobiny, osad lub Zel fibrynowy (osad widknika).

Odczynnik jest przeznaczony wytgcznie do diagnostyki in vitro.

Materiat pochodzenia wolowego wykorzystany w tym produkcie

uzyskano metodami zatwierdzonymi przez USDA (ministerstwo rolnictwa

USA) iub z udokumentowanych zrédel. Uzyskano ujemne wyniki badan

zwierzat, od ktdrych pobrano materiat, w kierunku zakaznosci i ryzyka

przenoszenia zakaznych encefalopatii ggbczastych.

6. Produkt nalezy utylizowaé przez autoklawowanie lub zanurzenie w
odpowiednio stezonym roztworze $rodkéw odkazajacych do rana
nastepnego dnia.

UWAGI DLA UZYTKOWNIKOW

Zaleca sie wykonywanie kontroli dodatniej i ujemnej dla kazdej serii
odczynnika. Jezeli wynik kontroli rézni sie od oczekiwanego, wynik 0znaczenia
nalezy uznac za fatszywy.

Nie ma koniecznosci stosowania kontroli do kazdego oznaczenia.
Stosowanie odczynnikéw kontrolnych (np. BIOSCOT Monoclonal Control,
tkod produktu: TT) zaleca sig¢ jednie w przypadku oznaczeri grup krwi
pacjentéw z autoprzeciwciatami lub zaburzeniami biatkowymi. W takich
przypadkach kontrole nalezy wykonywaé réwnolegle z kazdym oznaczeniem
przy uzyciu odczynnika.

Przedstawiona charakterystyka odczynnika odnosi sig do procedur opisanych
w niniejszej instrukcji. Przydatno$é odczynnika w metodach innych niz
opisane uzytkownik musi okresli¢ samodzielnie.

W przypadku zmian charakterystyki analitycznej lub uszkodzenia opakowania
nalezy sig skontaktowaé z Dziatem Kontroli Jakosci firmy Millipore (UK).

WARUNKI PRZECHOWYWANIA

Zamknigty lub otwarty odczynnik nalezy przechowywaé w temperaturze
2-8°C do daty waznoéci oznaczonej na etykiecie produktu,

Przechowywanie odczynnika w niewtasciwej temperaturze (np. w warunkach
podwyzszonej temperatury lub wielokrotne rozmrazanie i zamrazanie) moze
przyspieszy¢ utratg reaktywnosci.

POBIERANIE MATERIALU DO BADAN

Nie ma potrzeby przygotowania pacjenta przed pobraniem prdbki. Probki
kwi 2ylnej nalezy pobiera¢ w typowy sposéb na cytrynian lub EDTA, a
badanie nalezy wykonaé jak najszybciej po pobraniu krwi. W razie opdznienia
badania prébki nalezy przechowywaé w temp. 2-8°C. Odczynnik nie nadaje
si¢g do oznaczer prébek wykazujacych makroskopowg hemolize lub
zanieczyszczenia mikrobiologiczne. Przechowywanie prébek w temperaturze

innej od zalecanej moze skutkowaé uzyskaniem falszywie dodatnich lub
fatszywie ujemnych wynikéw oznaczer.

WYMAGANE MATERIALY NIEWCHODZACE W SKEAD ZESTAWY

o &

Metoda na szkietku

mikroskopowym

* Szkietko podstawowe

* Sdl fizjologiczna lub zgodna
surowica (osocze)

* Minutnik laboratoryjny

Metoda mikroplytkowa

* Mikroplytka ze studzienkami U

+ Sl fizjologiczna (roztwor
izotoniczny)

* Minutnik laboratoryjny

* Wiréwka (RCF 100)

* Wytrzgsarka do mikroplytek

* Automatyczny czytnik mikroptytek
(wyposazenie opcjonalne)

System Ortho BioVue

Kasety Ortho BioVue®
Polyspecific lub AHG Anti-IgG
S4l fizjologiczna (roztwdr
izotoniczny), sél fizjologiczna
buforowana fosforanem (PBS) lub
rozpuszczainik do

erytrocytéw Ortho® (0,8%)
Mikropipety o objetosci
dozowania 10, 40 50 pl
Inkubator (temp. inkubacji 37°C)
Minutnik laboratoryjny

Wiréwka kompatybilna z
kasetami systemu Ortho BioVue
* Czytnik (opcjonainy)

Metoda probéwkowa

* Probéwka

« Sdl fizjologiczna (roztwor
izotoniczny)

* Inkubator (temp. inkubacji 37°C)

* Minutnik laboratoryjny

* Wiréwka (RCF 1000)

Posredni test antyglobulinowy

* Odczynnik zawierajgcy
przeciwciata przeciwko ludzkiej
globulinie

* Erytrocyty uczulone IgG (komdrki
kontrolne testu Coombsa)

Karta DiaMed ID (Bio-Rad)

* Karta Coombs anti-IgG ID lub
LISS/Coombs

* S4l fizjologiczna (roztwér
izotoniczny), sdl fizjologiczna
buforowana fosforanem (PBS) lub
rozpuszczalnik Diluent 2 ID

* Mikropipety o objgtosci

dozowania 10, 25§ 50 pl

Inkubator (temp. inkubacji 37°C)

Minutnik laboratoryjny

Wiréwka kompatybilna 2

kartami ID

* Czytnik (opcjonalny)



ZALECANE METODY
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. Wymieszaé antysurowicg z krwinkami na powierzchni

METODA SZKIELKOWA (Niezalecana do wykrywania sfabych lub
czeéciowych odmian antygenu D)

. Przygotowaé 35-50% zawiesing badanych krwinek czerwonych w

autologicznym (lub zgodnym grupowo) osoczu, surowicy lub soli
fizjologicznej.

Na czyste, oznakowane szkietko mikroskopowe naniesé 1 krople (40 pl)
odczynnika Anty-D.

Dodaé 1 krople (40 pl) zawiesiny badanych krwinek czerwonych.

o $rednicy
okolo 2 cm przez delikatne poruszanie szkietkiem. Po 2 minutach
makroskopowo odczytaé wynik testu. Nalezy zwrdci¢ uwage, by nie
interpretowad wysychania mieszaniny jako aglutynacii.

METODA PROBOWKOWA

Przemyé erytrocyty co najmniej jednokrotnie i przygotowac 3-5%
zawiesing erytrocytéw w izotonicznej soli fizjologicznej.

Do oznakowanej probowki wprowadzi¢ 1 krople (40 pl) odczynnika
Anty-D.

Dodaé 1 krople (40 pl) zawiesiny badanych krwinek czerwonych.
Roztwér wymiesza¢ i odwirowaé z przyspieszeniem 1000 RCF przez
20 sekund.

Ostroznie wstrzasnaé probdwka, aby oderwaé erytrocyty od scianek
probéwki, a nastgpnie makroskopowo skontrolowaé abecno$é
aglutynaciji.

W przypadku wyniku ujemnego lub stabo dodatniego mozna wykonaé
weryfikacj¢ za pomocg posredniego testu antyglobulinowego w celu
wykrycia stabych lub czesciowych odmian antygenu D.

POSREDNI TEST ANTYGLOBULINOWY

Wykona¢ etapy 2.1-2.5

Wymieszaé i inkubowa¢ w temperaturze 37°C przez 15 minut.
Przemyé krwinki jednokrotnie w izotonicznej soli fizjologicznej,
a nastepnie ostroznie zla¢ roztwdr sali.

Dodaé 2 krople (80 pl) odczynnika Anti-Human Globulin, wymieszac
i wirowaé z przyspieszeniem 1000 RCF przez 20 s.

Ostroznie wstrzasngé probéwka, aby uruchomié erytrocyty, a nastepnie
makroskopowo skontrolowaé obecno$é aglutynacji.

W celu potwierdzenia ujemnego wyniku dodaé krwinki czerwone
uczulone przeciwcialami I1gG (krwinki kontrolne testu Coombsa).
W wypadku braku aglutynaciji test nalezy uznaé za niewazny i powtdrzyC.

TECHNIKA MIKROPLYTKOWA (niezalecana do wykrywania stabych
lub czesciowych odmian antygenu D)

. Przygotowaé zawiesing 3-5% roztworu badanych erytrocytéw

w izotonicznej soli fizjologicznej.

Do odpowiednich studzienek mikroplytki wprowadzi¢ 1 krople (40 i)
odczynnika Anty-D.

Dodaé do odpowiednich studzienek réwng objetosé (40 pl) zawiesiny
erytrocytow.

Wymieszaé zawartoéé lub wytrzgsarkg
do mikroptytek.

Inkubowaé mikroplytke w temp. pokojowej przez 15-20 minut.

Wirowaé z przyspieszeniem 100 RCF przez 40 sekund.

Odtworzyé zawiesing erytrocytéw recznie lub za pomocg wytrzgsarki
do mikroptytek.

Odczytaé wynik makroskopowo lub za pomocq czytnika. Wynik uzyskany
w czytniku mikroplytek wymaga weryfikaciji przez uzytkownika.

studzienek recznie

SYSTEM DIAMED ID (BIO-RAD)

. Przygotowaé 3-5% zawiesing badanych erytrocytéw w izotonicznej soli

fizjologicznej lub PBS albo 0,8% zawiesing w roztworze Diluent 2 ID.
Dodaé 10 pl 3-5% zawiesiny (lub 50 pl 0,8% zawiesiny) erytrocytéw do
mikroprobdwki lub karty systemu ID.

Do odpowiedniej mikroprobowki dodac 25 pl odczynnika Anty-D.
Ostroznie wymieszaé i inkubowaé w temperaturze 37°C przez 10 minut.
Odwirowaé karte systemu ID, przestrzegajac czasu oraz przecigzenia
podanych przez producenta karty systemu ID.

Odczytac wynik makroskopowo lub za pomocg czytnika. Wynik uzyskany
w czytniku mikroptytek wymaga weryfikacii przez uzytkownika.

SYSTEM ORTHO BIOVUE

. Przygotowaé 3-5% zawiesing badanych erytrocytéw w izotonicznej soli

fizjologicznej lub PBS albo 0,8% zawiesing w roztworze Ortho 0.8% Red
Cell Diluent.

Dodaé 10 pl zawiesiny 3-5% (lub 50 pl zawiesiny 0,8%) erytrocytéw do
komory reakcyjnej kasety Ortho BioVue.

Do odpowiedniej komory reakcyjnej dodaé 40 pl odczynnika Anty-D.
Ostroznie wymieszaé i inkubowac w temperaturze 37°C przez 10 minut.
Odwirowaé kasete, przestrzegajac czasu oraz przecigzenia podanych
przez producenta.

Odczytaé wynik makroskopowo lub za pomoca czytnika. Wynik uzyskany
w czytniku mikroptytek wymaga weryfikacji przez uzytkownika.

QGRANICZENIA METODY

Wyniki oznaczenia moga by¢ falszywie dodatnie w przypadku krwinek z
dodatnim wynikiem bezposredniego testu antyglobulinowego (DAT). W celu
wykrycia wynikéw fatszywie dodatnich zaleca sie wykonywanie kontroli z
uzyciem odczynnika BIOSCOT Monodional Control (kod produktu: TT).

Stosowanie twardych mikroplytek polistyrenowych jest korzystniejsze niz
stosowanie plytek z PCV. Przydatno§¢ kazdej partii mikroplytek nalezy
zweryfikowa¢ w warunkach stosowanych przez uzytkownika.

Nieprawidiowe przechowywanie lub uzytkowanie kard ID lub kaset Ortho
BioVue moze byé przyczyng biednych wynikéw oznaczenia. Karty i kasety
nalezy przechowywacé i uzytkowa¢ zgodnie z instrukcjami producentéw.
Kontaminacja badanego materiatu lub nieprzestrzeganie zalecanych zasad
oznaczenia mogg prowadzi¢ do uzyskania wynikéw fatszywie dodatnich lub
ujemnych.

Nie zaleca sig¢ stosowania metody szkietkowej ani mikroptytkowej do
wykrywania stabych lub czgséciowych odmian antygenu D.

CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOSCIOWA

Stosujac zalecane techniki przeprowadzono badania probek od zdrowych
dawcéw, pacjentéw leczonych w warunkach Klinicznych oraz noworodkéw
2 odczynnikiem Anty-D (linia komérkowa: TH-28/MS-26). Zestaw prébek byt
reprezentatywny dla wszystkich gtéwnych fenotypéw grupy RhD. Catkowita
liczbe testéw (n) oraz czuiodé i swoistosé obliczong dla kazdej z metod
przedstawiono w tabeli ponizej.

Anty-D (kod produktu BM)
METODA CczuLose SWOISTOSC
n % n %

Probéwkowa 2261 99,6 1016 100
Mikroptytkowa 17654 99,9 10231 100
Na szkietku mikrosk. 474 100 130 100
System DiaMed ID

(Bio-Rad) 282 100 218 98,1
System Ortho

BioVue 277 100 225 89,1

Definicje zgodnie z Common Technical Specifications (CTS):

Czutosé diagnostyczna:  Prawdopodobieristwo uzyskania dodatniego wyniku
badania probki zawierajacej substancie docelowa.

Swoistosé diagnostyczna: Prawdopodabieristwo uzyskania ujemnego wyniku
badania prébki niezawierajacej substancji docelowe;j.
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BIOSCOT®

Anty-D  Linia komérkowa: MS-201
Kod produktu: TP

Anty-D  Linia komérkowa: RUM-1
Kod produktu: GG

Odczynniki monoklonalne IgM pochodzenia ludzkiego do
oznaczer grup krwi.

Do stosowania w oznaczeniach na szkietkach mikroskopowych,
W probowkach, mikroptytkach oraz w mikrometodzie
kolumnowej i zelowe;j.

q3

PRZEZNACZENIE

Odczynniki monoklonalne BIOSCOT Anty-D (linia komorkowa MS-201) oraz
Anty-D (linia komdrkowa RUM-1) IgM pochodzenia ludzkiego stuza do oznaczen
antygenu grupowego krwi D na szkietkach mikroskopowych, w probéwkach,
mikroplytkach oraz w mikrometodzie kolumnowej i zelowej przez pracownikéw
przeszkolonych w zakresie badan serologicznych,

WPROWADZENIE

Uktad grupowy krwi Rh
Aktualna wiedza oraz diagnostyka laboratoryjna przeciwciat anty-D opiera si¢ na
badaniach Levine'a i Stetsona z 1939 r. oraz Landsteinera i Weinera z 1940 r,

Antygen RhD nie wystepuje u okolo 15% oséb rasy biatej. W cigzy RhD-dodatniej
lub po przetoczeniu niezgodnej krwi nastepuje szybka odpowiedz immunologiczna,
ktéra moze wywotywaé chorobe hemolityczng noworodkéw lub cigzkg hemolize
poprzetoczeniowa.

0123

Stabe lub c2eéciowe odmiany antygenu D

Staba odmiana antygenu D (:staby” antygen D) charakteryzuje si¢ mniejsza
liczbg miejsc antygenowych D w erytracytach. Czeéciowa odmiana antygenu D
(-czgsciowy” antygen D) charakteryzuje sie niepeina liczbg epitopéw D na
erytrocytach. Antygen D kategorii VI (DY) to czedciowy antygen D niezawierajacy
wigkszoéci epitopéw D. Odczynnik BIOSCOT Anty-D (kod produktu GG) wykrywa
wigkszo$¢ przypadkéw slabych i czesciowych odmian antygenu D w teécie
bezpo$redniej aglutynacji jednak nie wykrywa antygenéw DV. Odczynniki BIOSCOT
TP i GG Anty-D nadajg sie szczegélnie do oznaczer grup krwi. Do oznaczed
stabych lub cze$ciowych odmian antygenu D nie zaleca sie stosowania metody na
szkietkach mikroskopowych ani na mikroptytkach,

ZASADA DZIALANIA ODCZYNNIKA

Podczas stosowania 2godnie z zaleceniami dodatni wynik testu polega na
aglutynaciji (zlepianiu) krwinek czerwonych wykazujacych ekspresje odnosnego
antygenu po dodaniu odczynnika. Ujemny wynik testu w postaci braku aglutynacji
erytrocytéw oznacza, ze dany antygen nie wystepuje w probce.

Odczynniki zoptymalizowano do uzycia w zalecanych technikach analitycznych bez
koniecznoéci dodatkowych rozciericzen ani dodawania innych substancji.

Dostarczane sa odczynniki po fiitracji (0,22 pm).

MATERIALY

Odczynnik do oznaczeri grup krwi Anty-D (kod produktu TP) zawiera przeciwciata
uzyskane z linii komérkowej MS-201. Odczynnik do oznaczed grup krwi Anty-D
(kod produktu CG) zawiera przeciwciata uzyskane z linii komérkowej RUM-1.
Odczynniki zawieraja przeciwciala monokionaine IgM pochodzenia ludzkiego w
roztworze buforu zawierajacego wielkoczgsteczkowe potencjatory chemiczne,
0,1% (WA) roztwér azydku sodu oraz materiat pochodzenia bydlecego. Jedna fiolka
10 ml umozliwia przeprowadzenie ok. 250400 oznaczer.

SRODKI OSTROZNOSC)

1. Wszystkie produkty krwiopochodne nalezy traktowaé jako potencjalnie
zakazne. W badaniach dawcéw linii komérkowych 2z ktérych uzyskano
opisywane odczynniki potwierdzono ujemne wyniki testéw na obecnosé
przeciwciat przeciwko ludzkiemu wirusowi nabytego uposledzenia
odpomosci (HIV), wirusowi zapalenia watroby typu C (HCV), antygenéw
powierzchniowych wirusa 2apalenia watroby typu B (HBsAg), wirusa Epstein-
Barra (EBV) oraz wiruséw abecnych w materiale pochodzenia mysiego
(Mouse Antibody Production, MAP). Zaden znany test nie daje catkowitej
pewnosci, ze odczynniki wytwarzane z ludzkiej krwi s3 wolne od czynnikéw
zakaznych. Nalezy zachowaé ostroznosé podczas stosowania odezynnikéw,
niszczenia zuzytych opakowan i usuwania ich zawartosci.

2. Odczynniki zawierajg $rodek konserwujacy — roztwér azydku sodu o
stezeniu 0,1% (wA). Azydek sodu moze by¢ trujacy po spozyciu. Istnieje
réwniez ryzyko powstania siinie wybuchowych soli w reakcji z olowiem i
miedzig wchodzacymi w skiad rur instalacji wodno-kanalizacyjnej. Wylewane
odpady nalezy spiukaé duzg iloécig wody. Reapiraraid

3. Odczynniki powinny byé Karowne; zmetnienie moze oznaczaé skazenie
bakteryjne. Nie nalezy uzywaé odczynnikéw, ktére zawierajy widoczne
drobiny, osad lub zel fibrynowy (osad widknika).

4. Odczynniki sa przeznaczone wylacznie do diagnostyki in vitro prowadzone;j
przez wykwalifikowany personel.

5.  Material pochodzenia wolowego wykorzystany w tym produkcie uzyskano
metodami zatwierdzonymi przez USDA lub 2 udokumentowanych rédet.
Uzyskano ujemne wyniki badar 2wierzat, od ktdrych pobrano materiat,
w kierunku zakaznosci i ryzyka przenoszenia zakaznych encefalopatii
gabczastych.

6. Produkty nalezy utylizowaé przez autoklawowanie lub zanurzenie w
odpowiednio stezonym roztworze $rodkéw odkazajacych do rana nastepnego
dnia.

UWAGI DLA UZYTKOWNIKOW

Zaleca sig wykonywanie kontroli dodatniej i ujemnej dla kazdej serii odczynnika.
Jezeli wynik kontroli rézni si¢ od oczekiwanego, wynik oznaczenia nalezy uznaé
2a fatszywy.

Nie ma koniecznosci stosowania kontroli do kazdego oznaczenia. Stosowanie
odczynnikéw kontrolnych (np. BIOSCOT Monodonal Control (kod produktu: TT)
zaleca sig jednie w przypadku oznaczer: grup krwi pacjentéw z autoprzeciwciatami
lub zaburzeniami biatkowymi. W takich przypadkach kontrole nalezy wykonywad
réwnolegle z kazdym oznaczeniem przy uzyciu odezynnika.

Przedstawiona charakterystyka odczynnikéw odnosi si¢ do procedur opisanych
W niniejszej instrukgji. Przydatnosé odczynnikéw w metodach innych niz opisane
uzytkownik musi okresli¢ samodzielnie.

W przypadku zmian charakterystyki analitycznej lub uszkodzenia opakowania
nalezy sie skontaktowac z Dzialem Kontroli Jakosci firmy Millipore (UK).

WARUNKI PRZECHOWYWANIA

Zamkniety lub otwarty odczynnik nalezy przechowywaé w temperaturze 2-8 °C do
daty waznosci oznaczonej na etykiecie produktu.

Przechowywanie odczynnikéw w niewtasciwej temperaturze (np. w warunkach
podwy2szonej temperatury lub wielokrotne rozmrazanie i zamrazanie) moze
przyspieszy¢ utrate ich reaktywnosei.

mﬂlﬁmmmw.u_mnmu

Nie ma potrzeby przygotowania Pacjenta przed pobraniem probki. Probki krwi
nalezy pobieraé, stosujac zatwierdzong technike, na cytrynian lub EDTA, badz
na skrzep. Badanie nalezy wykanaé Jjak najszybciej po pobraniu krwi. W razie
opdinienia badania prébki nalezy przechowywac w temp. 2-8 °C. Odczynnik
nie nadaje si¢ do oznaczer prébek wykazujacych makroskopowg hemolize lub
zanieczyszczenia mikrobiologiczne. Przechowywanie probek w temperaturze

innej od zalecanej moze skutkowaé uzyskaniem fatszywie dodatnich lub fatszywie
ujemnych wynikéw oznaczeri.

Mmmwmumm

Metoda na szkietku Metoda probéwkowa
mikroskopowym * Probéwka

« Szkietko podstawowe * Sdl fizjologiczna (roztwor
* Sél fizjologiczna lub zgodna izotoniczny)

surowica (osocze)
* Minutnik laboratoryjny

* Inkubator (temp. inkubacji 37 °C)
* Minutnik laboratoryjny
* Wiréwka (RCF 1000)

Metoda mikroplytkowa

* Mikroplytka ze studzienkami ,U" DiaMed ID-Card (Bio-Rad)

* Sdl fizjologiczna (roztwdr * Karta ,NaCl, enzyme test and cold
izotoniczny) agglutinins® ID

* Minutnik laboratoryjny * Sdl fizjologiczna (roztwér izotonicz-

* Wiréwka (RCF 100)
* Mieszadio do mikroplytek

ny), Sdl fizjologiczna buforowana
fosforanem (PBS) lub rozpuszczal-

* Automatyczny czytnik mikroplytek nik Diluent 2 ID
(wyposazenie opcjonalne) * Mikropipety o objetosci dozowania
10,25i 50 il
Ortho BioVue System * Minutnik laboratoryjny

* Kasety Ortho BioVue® Neutral

* Sdl fizjologiczna (roztwér izotonicz-
ny), sdl fizjologiczna buforowana
fosforanem (PBS) lub rozpuszczal-
nik do erytrocytéw Ortho® (0,8%)
Mikropipety o abjetosci dozowania
10, 40i 50 i

Minutnik laboratoryjny

Wirdwka kompatybilna z kasetami
systemu Ortho BioVue

Czytnik (opcjonalny)

Wirébwka kompatybilna z kartami ID
Czytnik (opcjonainy)



ZALECANE METODY

1. METODA SZKIELKOWA

1.1. Przygotowaé 35-50% zawiesing badanych krwinek czerwonych w

autologicznym (lub zgodnym grupowo) 0soczy, surowicy lub soli fizjologicznej.

1.2. Na czyste, oznakowane szkietko mikroskopowe nanie$¢ 1 krople (40 i)

odczynnika Anty-D.

3. Dodaé 1 krople (40 pl) zawiesiny badanych krwinek czerwonych.

4. Wymieszaé antysurowicg Z krwinkami na powierzchni o érednicy okolo
2 cm przez delikatne poruszanie szkielkiem. Po 2 minutach makroskopowo
odczytad wynik testu. Nalezy zwrdcié uwage, by nie interpretowac wysychania
mieszaniny jako aglutynacii.

2. METODA PROBOWKOWA

2.1. Przygotowaé zawiesine 3-5% roztworu badanych erytrocytéw w izotonicznej
soli fizjologicznej.

2.2. Do oznakowanej probowki wprowadzié 1 krople (40 ui) odczynnika Anty-D.

2.3. Dodaé 1 krople (40 pl) zawiesiny badanych krwinek czerwonych.

2.4. Roztwér wymieszaé i odwirowad z przyspieszeniem 1000 RCF przez
20 sekund.

25 Ostroznie wstrzasnaé probdwka, aby oderwaé erytrocyty od $cianek
probéwki, a nastgpnie makroskopowo skontrolowacé obecnoéé aglutynacii.

2.6. Probki z wynikiem ujemnym lub stabo dodatnim nalezy inkubowac w temp.
37 °C przez 5min, a nastepnie powtdrzy¢ etapy 2.4 oraz 2.5. Celem inkubaciji
jest wzmocnienie reakcji w przypadku stabych lub czeéciowych odmian

W technice mikroplytkowej bardzo istotne jest odpowiednie stezenie erotyrocytow.
W zawiesinach o zbyt malym steZeniu po odwirowaniu moze tworzy¢ si¢ pojedyncza
warstwa krwinek W zawiesinach o zbyt duzym stezeniu moga wystepowac wyniki
falszywie ujemne. Bardzo istotne jest wstrzasanie po odwirowaniu probek.
Nadmieme wstrzasanie moze ostabiaé wynik reakeji i prowadzi¢ do wynikéw
falszywie ujemnych. Nalezy okreslié i zweryfikowaé optymalny czas wstrzasania i
szybkosé wirowania.

Nieprawidlowe przechowywanie lub uzytkowanie kart ID lub kaset Ortho BioVue
moze byé przyczyna bigdnych wynikéw oznaczenia. Karty i kasety nalezy
przechowywac | uzytkowaé zgodnie z zalecanymi instrukcjami producentow.
Kontaminacja badanego materialu lub nieprzestrzeganie zalecanych zasad
oznaczenia moga prowadzié do uzyskania wynikéw falszywie dodatnich lub
ujemnych.

CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOSCIOWA

Stosujac zalecane techniki przeprowadzono badania prébek od zdrowych dawcow,
pacjentéw leczonych w warunkach Klinicznych oraz noworodkéw z odczynnikami
Anty-D (linia komérkowa: MS-201, kod: TP) oraz Anty-D (linia komdrkowa: RUM,
kod: GG). Zestaw prébek byt reprezentatywny dla wszystkich giéwnych fenotypow
grupy RhD. Catkowita liczbe testéw (n) oraz czulodé | swoistosé obliczong dia

kazdej z metod przedstawiono w tabeli ponizej.

antygenu D. Anty-D (kod produktu TP)
3. TECHNIKA MIKROPLYTKOWA METODA czuLose SWOISTOSC
3.1. Przygotowaé zawiesing 3-5% roztworu badanych erytrocytéw w izotonicznej n % n %
soli fizjologicznej.
32, Do odpowiednich studzienek mikroplytki wprowadzi¢ 1 krople (40 uly  [Probowkowa 9391 998 2613 100
- gdozlvg";kﬂ mW-D;ed B L - Mikroplytkowa 9097 99,9 2430 100
S e, T pich studzienek rowna obigtosé (40 Y Na szkietku mikrosk. 1278 98,5 368 100
3.4. Wymieszaé zawartoéé studzienek recznie lub mieszadiem do mikroptytek. IDiaMed ID-Card (Bio-Rad) 287 99,6 217 100
3.5. Inkubowaé mikroplytke w temp. pokojowej przez 15-20 minut. .
36, Wirowaé z przyspieszeniem 100 RCF przez 40 sekund. rtho BioVue System 281 96,8 225 100
3.7. Odtworzyé zawiesing erytrocytéw recznie lub za pomoca wytrzgsarki do
mikroptytek. 5
3.8. Odczytat wynik makroskapowo lub 2a pomoca czytnika. Wynik uzyskany w Anty-D (kod produktu GG)
czytniku mikroplytek wymaga weryfikacji przez uzytkownika. METODA czurosct SWOISTOSC
4. DIAMED ID-CARD (BIO-RAD) n % n %
4.1. Przygotowaé 3-5% zawiesing badanych erytrocytow w izotonicznej soli  |probowkowa 966 100 239 100
fizjologicznej lub PBS albo 0,8% zawiesing w roztworze Diluent 2 ID. -
42 Dodaé 10 pl 3-5% zawiesiny (lub 50 pl 0,8% zawiesiny) erytrocytow do Mikroptytkowa 917 991 230 100
mikroprobéwki lub karty systemu ID. kietku mi
43. Do odpowiedniej mikroprobdwki dodaé 25 il odczynnika Anty-D. fee oxke i L. b 254 o0
44 Ostroznie wymieszac i odwirowat karte systemu ID, przestizegajac czasu DiaMed ID-Card (Bio-Rad)| 286 100 218 100
oraz przeciazenia podanych przez producenta karty systemu ID. o BioVue System 281 99,6 225 100

4.5. Odczytat wynik makroskopowo lub za pomoca czytnika. Wynik uzyskany w
czytniku mikroplytek wymaga weryfikacji przez uzytkownika.

5. ORTHO BIOVUE SYSTEM

5.1. Przygotowaé 3-5% zawiesine badanych erytrocytéw w izotonicznej soli
fizjologicznej lub PBS albo 0,8% zawiesine w razpuszczalniku do erytrocytow
Ortho.

5.2. Doda¢ 10 pl zawiesiny 3-5% (lub 50 yl zawiesiny 0,8%) erytrocytéw do
komory reakcyjnej kasety Ortho BioVue.

5.3. Do odpowiedniej komory reakcyjnej dodaé 40 pl odczynnika Anty-D.

5.4. Ostroznie wymieszaé i odwirowaé kartg, przestrizegajac czasu oraz
przeciazenia podanych przez producenta kasety.

5.5. Odczyta¢ wynik makroskopowo lub za pomoca czytnika. Wynik uzyskany w
czytniku mikroptytek wymaga weryfikacji przez uzytkownika.

OGRANICZENIA METODY

Odczynnik BIOSCOT Anty-D (kod produktu TP) wykrywa niektore przypadki
stabych | czedciowych odmian antygenu D w tescie bezposredniej aglutynaciji
jednak nie wykrywa antygenéw DY (zgodnie z wytycznymi UKBTS i BCSH). Nie
nalezy stosawaé tego produkiu do detekcji antygenu D na krwinkach dawcéw.
Odczynnik Anty-D (kod produktu GG) wykrywa wigkszosé przypadkdw stabych
i czeéciowych odmian antygenu D jednak nie wykrywa antygenéw DY. Jesii
konieczna jest detekcja feno DV, zaleca si¢ stosowanie odczynnikéw do
oznaczer grup krwi BIOSCOT Anty-D 1gM/IgG (kod produktu BM).

Do oznaczenia stabych lub czesciowych odmian antygenu D nie zaleca sie
stosowania metody na szkietkach mikroskopowych ani na mikroplytkach.

Wyniki oznaczenia moga byé fatszywie dodatnie w przypadku krwinek z dodatnim
wynikiem bezpoéredniego testu antyglobulinowego (DAT). W celu wykrycia
wynikéw falszywie dodatnich zaleca sie wykonywanie kontroli z uzyciem odczynnika
BIOSCOT Monodional Control (kod produktu: M.

Stosowanie twardych mikroplytek polistyrenowych jest korzystniejsze niz
stosowanie plytek z PCV. Przydatnos¢ kazdej partii mikroptytek nalezy zwernyfikowat
w warunkach stosowanych przez uzytkownika.

Definicje zgodnie z Common Technical Specifications (CTS):

Czuloéé diagnostyczna: Prawdopodobieristwo uzyskania dodatniego wyniku
badania prébki zawierajacej substancije docelowa.

Swoistoséé diagnostyczna: Prawdopodobieristwo uzyskania ujemnego wyniku
badania probki niezawierajacej substancji docelowej.
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PBS

Zbuforowany fizjologiczny roztwor soli do badan serologicznych pH 6,9

PBS - zbuforowany fizjologiczny roztwér soli o pH 6,9 jest odczynnikiem do diagnostyki serologicznej in vitro przeznaczonym
do przemywania krwinek czerwonych oraz do sporzadzania zawiesin tych krwinek, m. in. w przypadku:

e oznaczania antygenow z ukfadu ABO i Rh (réwniez przy stosowaniu odczynnikéw monoklonalnych),

e wykonywania bezposredniego i posredniego testu antyglobulinowego,

e wykrywania przeciwcial naturalnych nieregularnych,

e wykonywania prob zgodnosci serologicznej migdzy biorca a dawca krwi.

Odczynnik PBS stosowany jest jako srodowisko reakcji serologicznych gtéwnie do bezposredniej aglutynacji a takze do testow
antyglobulinowych (PTA NaCl, test PTA-PEG). W $rodowisku PBS przeciwciata kompletne klasy IgM moga bowiem wigza¢ sig
z antygenami krwinek czerwonych i wywolywaé reakcje aglutynacji. Przeciwciala niekompletne klasy IgG w Srodowisku
odczynnika PBS wigzg sie z antygenami, ale nie moga aglutynowa¢ krwinek czerwonych. Metoda bezposredniej aglutynacji jest
stosowana powszechnie do oznaczania wiekszo$ci antygenow krwinek czerwonych ze wzglgdu na wprowadzenie do metod
diagnostyki laboratoryjnej przeciwciat monoklonalnych klasy [gM.

Zastosowanie
Odczynnik PBS stosowany jest do przemywania i sporzadzania zawiesin krwinek czerwonych w badaniach
immunohematologicznych in vitro.

Uwaga
Odczynnik zawiera < 0,1% azydku sodu (trucizna) zastosowanego jako $rodek konserwujacy, zabezpieczajacy przed skazeniem
bakteryjnym. W zwiazku z tym nalezy unika¢ kontaktu odczynnika ze skora i blonami §luzowymi.

Dodatkowe odczynniki oraz sprze¢t potrzebny do wykonania badan
Kazdy odczynnik wymagajacy dodatkowo zastosowania odczynnika PBS, zawiera instrukcj¢ uzycia, w ktorej opisane sa materiaty
konieczne do wykonania badan.

Cechy charakterystyczne metody i jej ograniczenia

Stezenie jonéw wodorowych - 6,85-7,2.

Odczynnik nie ujety w wykazie A i B zatacznika I1 IVDD98/79/WE.

Kazdy odczynnik testowy stuzacy do wykonywania okreslonego badania, wymagajacy dodatkowo zastosowania odczynnika
Odczynnik zostat przetestowany przy uzyciu rekomendowanych technik zgodnie z obowigzujgcymi normami.

Kazdy incydent medyczny (zgodny z Rozporzadzeniem Ministra Zdrowia z dnia 16 lutego 2016, Dz.U. z 2016 poz. 201) zwigzany
z odczynnikiem nalezy zglosi¢ wytworcy oraz Prezesowi Urzedu Rejestracji Produktéow Leczniczych, Wyrobow Medycznych
i Produktéw Biobdjczych.

Warunki przechowywania
Odczynnik PBS nalezy przechowywac w temperaturze od +2 do +25°C.

Okres przydatnosci do uzytku

12 miesiecy od daty produkgji.

Jesli warunki przechowywania odczynnika sa zgodne z zaleceniami producenta, po otwarciu butelki, produkt jest stabilny do
konca okresu przydatnosci podanego na opakowaniu.

Produkt
PBS REF 111 500ml
PBS REF 655 2000 ml

PBS REF 656 5000 ml
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Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro
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