BIOSCOT®

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

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

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

Odczynniki monoklonalne IgM pochodzenia mysiego
do oznaczania grup krwi

Do stosowania w metodzie szkietkowej, probowkowej
i mikroptytkowej

C€

0123

PRZEZNACZENIE

Odczynniki monoklonalne BIOSCOT na bazie mysich przeciwciat IgM do
oznaczania grup krwi stuzg do wykrywania nastepujacych antygenéw:

Anty-A (linia komoérkowa BIRMA-1) stuzy do wykrywania antygenu A.
Anty-B (linia komorkowa LB-2) stuzy do wykrywania antygenu B.
Anty-A,B (linie komérkowe ES-4/ES-15) stuzg do wykrywania antygenéw
A, A lubB.

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 odkryt, ze surowica pochodzgca od pewnych
osobnikéw powoduje aglutynacje krwinek czerwonych pobranych
od innych osobnikéw. Na tej podstawie mozna dokona¢ podziatu
poszczegdlnych osobnikéw w zaleznosci od posiadanych fenotypow w
uktadzie grupowym krwi. Rozréznia sie cztery podstawowe fenotypy — O,
A, B i 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 uzyska¢, wykonujgc reakcje
badanej surowicy z zawiesinami wzorcowych krwinek A i B (oznaczanie
grupy krwi na podstawie surowicy krwi).

ZASADA OZNACZENIA

Po zastosowaniu zalecanych technik analitycznych odczynniki wywotujg
aglutynacje (zlepianie) erytrocytow wykazujgcych 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 substanciji.

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

Kod produktu TL Anty-A zawiera przeciwciata z linii komorkowej BIRMA-
1. Kod produktu TN Anty-B zawiera przeciwciata z linii komorkowej LB-2.
Kod produktu TM Anty-A,B zawiera przeciwciata z linii komérkowych
ES-15 oraz ES-4. W skiad odczynnikbw wchodzg przeciwciata
monoklonalne klasy IgM pochodzenia mysiego w roztworze buforowym
zawierajgcym makroczgsteczkowe reaktywne zwigzki chemiczne.
Odczynniki zawierajg azydek sodu 0,1% (w/v), materiat pochodzenia
wotowego oraz swinskiego. Zawarto$¢ kazdej fiolki o pojemnosci 10 ml
wystarcza do wykonania okoto 250 oznaczen.

Odczynniki zawierajg nastepujgce barwniki:

Anty-A niebieski Patent Blue Violet
Anty-B 2061y Quinoline yellow C.I. 47005
Anty-A,B brak

SRODKI OSTROZNOSCI

1. W badaniach linii komérkowych pochodzenia mysiego uzytych do
wyprodukowania odczynnikéw uzyskano wyniki ujemne testow na
obecno$¢ wiruséw obecnych w materiale pochodzenia mysiego
(Mouse Antibody Production, MAP). Nalezy zachowa¢ ostroznosc
podczas stosowania odczynnikéw, niszczenia kazdego z zuzytych
opakowan i usuwania ich zawartosci.

2. Odczynniki zawierajg azydek sodu w stezeniu 0,1% (w/v). Azydek
sodu moze by¢ trujgcy po spozyciu. Istnieje réwniez ryzyko powstania
silnie wybuchowych soli w reakcji z otowiem i miedzig, wchodzgcymi
w skifad rur instalacji wodno-kanalizacyjnej. Wylewane odpady nalezy
sptukac duzg iloScig wody.

3. Odczynniki powinny by¢ klarowne. Zmetnienie moze oznaczaé
skazenie bakteryjne. Nie nalezy uzywac odczynnikow, jezeli doszto do
wytrgcenia osadu, zelu fibrynowego, lub jezeli w roztworze widoczne
sg drobiny.

4. Odczynniki sg przeznaczone wytgcznie do profesjonalnej diagnostyki
in vitro.

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

6. Produkty nalezy unieszkodliwi¢ przez zanurzenie na catg noc w
odpowiednio stezonym roztworze Srodkéw odkazajgcych lub przez
autoklawowanie.

WSKAZOWKI DLA UZYTKOWNIKOW

Zaleca sie rownolegte wykonywanie kontroli dodatniej i ujiemnej kazdej
serii odczynnika. Jezeli wynik kontroli ré6zni sie od oczekiwanego, wynik
oznaczenia nalezy uznac za fatszywy.

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

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

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

SPOSOB PRZECHOWYWANIA

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

Przechowywanie produktéw w niewtasciwej temperaturze (np. zbyt
wysoka temperatura przechowywania lub wielokrotne rozmrazanie i
zamrazanie) moze przyspieszy¢ utrate reaktywnosci odczynnikéw.

POBIERANIE MATERIALU DO BADAN

Pobieranie probek do badan nie wymaga specjalnego przygotowania
pacjenta. Krew nalezy pobra¢ zatwierdzong metoda. Probki mozna
pobiera¢ na antykoagulanty EDTA, cytrynian, CPDA lub technikg ,na
skrzep”. Badanie prébki nalezy przeprowadzi¢ jak najszybciej po pobraniu
krwi. W razie opoznienia badania, probki nalezy przechowywaé w temp.
2—-8°C. Odczynnik nie nadaje sie do oznaczen prébek wykazujgcych
silng hemolize lub zanieczyszczenia mikrobiologiczne. Przechowywanie
probek w niewtasciwej temperaturze moze prowadzi¢ do uzyskania
fatszywie dodatnich lub fatszywie ujemnych wynikéw oznaczen.

WYMAGANE MATERIALY NIEWCHODZACE W SKLAD ZESTAWU

Metoda szkietkowa:

» Szkietko podstawowe

* |zotoniczny roztwor soli fizjologicznej lub zgodna grupowo surowica/
osocze

* Timer



Metoda probéwkowa:

» Probowka

* |zotoniczny roztwor soli fizjologicznej
* Timer

» Wiréwka (1000 rcf)

Metoda mikroptytkowa:

» Mikroptytka ze studzienkami ,U”

* Izotoniczny roztwdr soli fizjologicznej

» Timer

» Wiréwka (100 rcf)

» Wytrzgsarka mikroptytek

» Czytnik mikroptytek (wyposazenie opcjonalne)

ZALECANE TECHNIKI OZNACZANIA

. METODA SZKIELKOWA

1.1 Przygotowa¢ 35-50% zawiesing badanych krwinek czerwonych
w autologicznym (lub zgodnym grupowo) osoczu, surowicy lub
izotonicznym roztworze soli fizjologiczne;.

1.2 Na czystym oznakowanym szkietku umiesci¢ 1 krople (40 pl)

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

3 Dodac¢ 1 krople (40 ul) zawiesiny badanych erytrocytow.

4 Wymiesza¢ antysurowice z krwinkami na powierzchni o $rednicy
okoto 2 cm przez delikatne poruszanie szkietkiem. Po 2 minutach
makroskopowo odczytaé wynik testu. Nie myli¢ wysychajacej
mieszaniny z aglutynacja.

—_

2. METODA PROBOWKOWA

2.1 Przygotowac 3-5% zawiesing badanych erytrocytéw w izotonicznym
roztworze soli fizjologiczne;.

2.2 Do odpowiednio oznakowanej probéwki doda¢ 1 krople (40 pl)
odczynnika Anty-A, Anty-B lub Anty-A,B.

2.3 Doda¢ 1 krople (40 pl) zawiesiny badanych erytrocytéw.

2.4 Roztwér wymiesza¢ i odwirowaé z predkoscig 1000 rcf przez
20 sekund.

2.5 Ostroznie wstrzgsng¢ probdéwka, aby oderwac erytrocyty od
Scianek probowki, a nastepnie makroskopowo ocenié, czy doszio
do aglutynacji.

2.6 W przypadku wyniku o nasileniu stabszym od oczekiwanego,
inkubowac¢ przez 1 minute w temperaturze pokojowej, a nastepnie
ponownie odwirowac.

3. METODA MIKROPLYTKOWA

3.1 Przygotowac¢ 3-5% zawiesine badanych erytrocytéw w izotonicznym
roztworze soli fizjologiczne;.

3.2 Do wiasciwych studzienek ,U” mikroptytki doda¢ 1 krople (40 pl)
odczynnika Anty-A, Anty-B lub Anty-A,B.

3.3 Doda¢ do odpowiednich studzienek takg samg objetos¢ (40 pl)
zawiesiny krwinek czerwonych.

3.4 Wymiesza¢ zawarto$¢ studzienek
wytrzgsarki mikroptytek.

3.5 Inkubowa¢ mikroptytki w temperaturze pokojowej przez 15-20 minut.

3.6 Odwirowa¢ mikroptytki z predkoscig 100 rcf przez 40 sekund.

3.7 Ponownie utworzy¢ zawiesine krwinek czerwonych przy uzyciu
wytrzgsarki mikroptytek.

3.8 Odczyta¢ wynik makroskopowo lub za pomocg automatycznego
czytnika. Uzytkownik musi zweryfikowa¢ wynik uzyskany przy
uzyciu automatycznego czytnika.

recznie lub przy uzyciu

OGRANICZENIA METODY

Wyniki oznaczania grup krwi nalezy potwierdzi¢, wykonujgc kontrole
badanej surowicy ze znanymi krwinkami wzorcowymi A, oraz B. Krew
grupy AB mozna przetaczac wytgcznie pod warunkiem, ze krwinki biorcy
dajg 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 wykazujacej obecnosé
przeciwciat Anty-A, w surowicy).

Odczynnik Anty-A, kod produktu: TL, nie pozwala na wykrycie wszystkich
odmian krwinek A . Dla wykrycia stabych odmian A moze by¢ konieczna
mikroskopowa ocena aglutynacji i/lub wydtuzenie czasu inkubacji do
15 minut.

Sztywne mikroptytki z polistyrenu sg bardziej odpowiednie niz mikroptytki
z PCV. Przed przyjeciem do rutynowego stosowania, przydatnosc¢ kazde;j
partii mikroptytek nalezy podda¢ ocenie w warunkach stosowanych
przez uzytkownika.

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

Zanieczyszczenie badanego materiatu lub odchylenia od zalecanych
technik oznaczania mogg prowadzi¢ do uzyskania wynikow fatszywie
dodatnich lub fatszywie ujemnych.

CHARAKTERYSTYKA WYNIKOW

Odczynniki monoklonalne do oznaczania grup krwi Anty-A (linia
komorkowa BIRMA-1; kod: TL), Anty-B (linia komdrkowa: LB-2; kod:
TN) oraz Anty-A,B (linie komérkowe ES-4/ES-15; kod: TM) zostaty
przetestowane przy uzyciu wszystkich rekomendowanych technik
na probkach krwi dawcow, pacjentdow i noworodkéw pobranych na
EDTA, cytrynian, CPDA lub technikg ,na skrzep”. Zestaw probek byt
reprezentatywny dla wszystkich gtéwnych fenotypéw uktadu ABO.
Catkowitg liczbe testow (n) oraz czutos¢ i swoistos$¢ obliczong dla kazdej
z metod przedstawiono w tabeli ponizej:

Anty-A kod produktu TL
METODA Czutos¢ Swoistosé
n % n %
Probowkowa 617 100 708 100
Mikroptytkowa 4201 100 5844 100
Szkietkowa 546 99,5 531 100
Anty-B kod produktu TN
METODA Czutos¢ Swoistosé
n % n %
Probowkowa 244 100 1083 100
Mikroptytkowa 1209 100 8838 100
Szkietkowa 377 100 703 100
Anty-A,B kod produktu TM
METODA Czutosé Swoistos$é
n % n %
Probowkowa 748 100 579 100
Mikroptytkowa 5112 100 4935 100
Szkietkowa 736 100 343 100

Definicje pochodza ze wspoélnych specyfikacji technicznych (WST):

Czutos¢ diagnostyczna: Prawdopodobienstwo, ze wyréb daje wynik
pozytywny w obecno$ci diagnozowanego markera.

Specyficznos¢ diagnostyczna: Prawdopodobienstwo, ze wyréb daje wynik
negatywny przy braku diagnozowanego markera.
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