BIOSCOT®

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

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

Do stosowania w oznaczeniach na szkietkach mikroskopowych,
w probéwkach, mikroptytkach, w posrednim tescie
antyglobulinowym oraz w mikrometodzie kolumnowej i zelowe;.
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PRZEZNACZENIE

Odczynnik monoklonalny BIOSCOT Anty-D (linia komérkowa TH-28/MS-26)
IgM/IgG pochodzenia ludzkiego stuzy do oznaczen antygenu grupowego
krwi D na szkietkach mikroskopowych, w probéwkach, w mikroptytkach, w
posrednim tescie antyglobulinowym oraz w mikrometodzie kolumnowe;j i
zelowej przez pracownikéw przeszkolonych w zakresie badan serologicznych.

WPROWADZENIE

Uktad grupowy krwi Rh

Aktualna wiedza oraz diagnostyka laboratoryjna przeciwciat anty-D opiera
sie na badaniach Levine’a i Stetsona z 1939 r. oraz Landsteinera i Weinera
z1940 .

Antygen RhD nie wystepuje u okoto 15% osob rasy biatej. W cigzy RhD-
dodatniej lub po przetoczeniu niezgodnej krwi nastepuje szybka odpowiedz
immunologiczna, ktéra moze wywotywac¢ chorobe hemolityczng noworodkéw
lub ciezka hemolize poprzetoczeniowa.

Stabe lub czesciowe odmiany antygenu D

Staba odmiana antygenu D (,staby” antygen D) charakteryzuje sie
mniejszg liczbg miejsc antygenowych D na erytrocytach, za$ czesciowa
odmiana antygenu D (czes$ciowy antygen D) - niepeing liczbg epitopow D
na erytrocytach. Antygen D kategorii VI (DV) to czesciowy antygen D
niezawierajacy wiekszosci epitopéw D. Odczynnik wykrywa krwinki z
czesciowg odmiang antygenu D w tym z antygenem D kategorii VI (DY) i
doskonale nadaje sie do testowania pacjentéw i dawcow krwi.

ZASADA DZIALANIA ODCZYNNIKA

Podczas stosowania zgodnie z zaleceniami w przypadku testu dodatniego
odczynnik wywotuje aglutynacje (zlepianie) krwinek czerwonych wykazujacych
ekspresje odnosnego antygenu. Ujemny wynik testu w postaci braku
aglutynaciji erytrocytdw oznacza, ze dany antygen nie wystepuje w probce.

Odczynnik zoptymalizowano do uzycia w zalecanych technikach analitycznych
bez konieczno$ci dodatkowych rozcienczen ani dodawania innych substanciji.

Dostarczany jest odczynnik po filtracji (0,22 um).
MATERIALY

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

SRODKI OSTROZNOSCI

1. Wszystkie produkty krwiopochodne nalezy traktowac jako potencjalnie
zakazne. W badaniach dawcow linii komorkowych z ktérych uzyskano
opisywany odczynnik potwierdzono ujemne wyniki testébw na obecnos¢
przeciwciat przeciwko ludzkiemu wirusowi nabytego upos$ledzenia
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 catkowitej pewnosci, ze odczynniki wytwarzane z ludzkiej krwi sg
wolne od czynnikow zakaznych. Nalezy zachowa¢ ostroznos¢ podczas
stosowania odczynnikéw, niszczenia zuzytych opakowan i usuwania ich
zawartosci.

2. Odczynnik zawiera $rodek konserwujgcy — roztwor azydku sodu o
stezeniu 0,1% (w/v). Azydek sodu moze by¢ trujacy po spozyciu. Istnieje
rowniez ryzyko powstania silnie wybuchowych soli w reakgji z otowiem
i miedzig wchodzacymi w sktad rur instalacji wodno-kanalizacyjnej.
Wylewane odpady nalezy sptuka¢ duzg iloscig wody.

3. Odczynnik powinien by¢ klarowny; zmetnienie moze oznaczac¢ skazenie
bakteryjne. Nie nalezy uzywac¢ odczynnika, jesli zawiera widoczne
drobiny, osad lub zel fibrynowy (osad witdknika).

4. Odczynnik jest przeznaczony wytacznie do diagnostyki in vitro.

5.  Materiat pochodzenia wotowego wykorzystany w tym produkcie uzyskano
metodami zatwierdzonymi przez USDA lub z udokumentowanych zrédet.
Uzyskano ujemne wyniki badan zwierzat, od ktérych pobrano materiat,
w kierunku zakaznosci i ryzyka przenoszenia zakaznych encefalopatii
gabczastych.

6. Produkt nalezy utylizowa¢ 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 oznaczenia
nalezy uznac¢ za fatszywy.

Nie ma koniecznos$ci stosowania kontroli do kazdego oznaczenia.
Stosowanie odczynnikéw kontrolnych (np. BIOSCOT Monoclonal Control
(kod produktu: TT) zaleca sie jednie w przypadku oznaczen grup krwi
pacjentow z autoprzeciwciatami lub zaburzeniami biatkowymi. W takich
przypadkach kontrole nalezy wykonywac¢ réwnolegle z kazdym oznaczeniem
przy uzyciu odczynnika.

Przedstawiona charakterystyka odczynnika odnosi sie 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 skontaktowac z Dziatem Kontroli Jakosci firmy Millipore (UK).

WARUNKI PRZECHOWYWANIA

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

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

POBIERANIE MATERIALU DO BADAN

Nie ma potrzeby przygotowania pacjenta przed pobraniem prébki. Probki
krwi zylnej nalezy pobiera¢ w typowy sposob a badanie nalezy wykonaé
jak najszybciej po pobraniu krwi. W razie opdznienia badania probki nalezy
przechowywa¢ w temp. 2-8 °C. Odczynnik nie nadaje si¢ do oznaczen
prébek wykazujacych makroskopowg hemolize Iub zanieczyszczenia
mikrobiologiczne. Przechowywanie probek w temperaturze innej od zalecanej
moze skutkowa¢ uzyskaniem fatszywie dodatnich lub fatszywie ujemnych
wynikéw oznaczen.

WYMAGANE MATERIALY NIEWCHODZACE W SKLAD ZESTAWU

Metoda na szkietku Metoda probéwkowa

mikroskopowym

+ Szkietko podstawowe

« Sl fizjologiczna lub zgodna
surowica (osocze)

» Minutnik laboratoryjny

Metoda mikroptytkowa

» Mikroptytka ze studzienkami ,U”
Sl fizjologiczna (roztwor
izotoniczny)

Minutnik laboratoryjny

Wiréwka (RCF 100)

Mieszadto do mikroptytek
Automatyczny czytnik mikroptytek
(wyposazenie opcjonalne)

Mikrometoda kolumnowa
Kasety Ortho BioVue® AHG
Polyspecific lub AHG Anti-IgG
Sdl fizjologiczna (roztwor
izotoniczny), sol fizjologiczna
buforowana fosforanem (PBS) lub
rozpuszczalnik do

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

Wiréwka kompatybilna z
kasetami systemu Ortho BioVue
Czytnik (opcjonalny)

» Probéwka

Sl fizjologiczna (roztwoér
izotoniczny)

¢ Inkubator (temp. inkubacji 37 °C)

» Minutnik laboratoryjny

+ Wiréwka (RCF 1000)

Posredni test antyglobulinowy

» Odczynnik zawierajacy
przeciwciata przeciwko ludzkiej
globulinie

« Erytrocyty uczulone IgG (komorki
kontrolne testu Coombsa)

Mikrometoda zelowa

* Karta Coombs anti-lgG DiaMed ID
lub LISS/Coombs

« Sdl fizjologiczna (roztwér

izotoniczny), Sdl fizjologiczna

buforowana fosforanem (PBS) lub

rozpuszczalnik Diluent 2 DiaMed

ID

Mikropipety o objetosci

dozowania 10, 25i 50 pl

Inkubator (temp. inkubacji 37 °C)

Minutnik laboratoryjny

Wiréwka kompatybilna z kartami

DiaMed ID

Czytnik (opcjonalny)



ZALECANE METODY
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. Wirowac z przyspieszeniem 100 RCF przez 40 sekund.
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METODA SZKIELKOWA

. Przygotowa¢ 35-50% zawiesing badanych krwinek czerwonych w

autologicznym (lub zgodnym grupowo) osoczu, surowicy lub soli
fizjologiczne;j.

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

Dodac¢ 1 krople (40 pl) zawiesiny badanych krwinek czerwonych.
Wymieszaé antysurowice z krwinkami na powierzchni o $rednicy
okoto 2 cm przez delikatne poruszanie szkietkiem. Po 2 minutach
makroskopowo odczyta¢ wynik testu. Nalezy zwroci¢ uwage, by nie
interpretowac wysychania mieszaniny jako aglutynaciji.

METODA PROBOWKOWA

. Przemy¢ erytrocyty co najmniej jednokrotnie i przygotowa¢ 3-5%

zawiesine erytrocytéw w izotonicznej soli fizjologicznej.

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

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

Ostroznie wstrzasna¢ probowka, aby oderwac erytrocyty od $cianek
probowki, a nastepnie makroskopowo skontrolowaé obecno$¢
aglutynacii.

W przypadku wyniku ujemnego lub stabo dodatniego mozna wykonac¢
weryfikacje za pomocg posredniego testu antyglobulinowego w celu
wykrycia stabych lub cze$ciowych odmian antygenu D.

POSREDNI TEST ANTYGLOBULINOWY

Wykona¢ etapy 2.1-2.5

Wymiesza¢ i inkubowaé w temperaturze 37°C przez 15 minut.
Przemy¢ krwinki jednokrotnie w izotonicznej soli fizjologicznej a
nastepnie ostroznie zla¢ roztwor soli.

Doda¢ 2 krople (80 pl) odczynnika Anti-Human Globulin, wymiesza¢ i
wirowac z przyspieszeniem 1000 RCF przez 20 s.

Ostroznie wstrzgsnaé¢ probowka, aby uruchomi¢ erytrocyty, a nastepnie
makroskopowo skontrolowac obecnos¢ aglutynacii.

W celu potwierdzenia ujemnego wyniku doda¢ krwinki czerwone
uczulone przeciwciatami IgG (krwinki kontrolne testu Coombsa). W
wypadku braku aglutynacji test nalezy uznac¢ za niewazny i powtérzyc.

TECHNIKA MIKROPLYTKOWA

. Przygotowa¢ zawiesing 3-5% roztworu badanych erytrocytow w

izotonicznej soli fizjologiczne;j.

Do odpowiednich studzienek mikroptytki wprowadzi¢ 1 krople (40 pl)
odczynnika Anty-D.

Doda¢ do odpowiednich studzienek réwng objetos¢ (40 pl) zawiesiny
erytrocytow.

Wymiesza¢ zawarto$¢ studzienek
mikroptytek.

Inkubowac¢ mikroptytke w temp. pokojowej przez 15-20 minut.

recznie lub mieszadtem do

Odtworzy¢ zawiesine erytrocytow recznie lub za pomocg wytrzgsarki do
mikroptytek.

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

MIKROMETODA ZELOWA

Przygotowa¢ 3-5% zawiesing badanych erytrocytow w izotonicznej
soli fizjologicznej lub PBS albo 0,8% zawiesing w roztworze Diluent 2
DiaMed ID.

. Doda¢ 10 pl 3-5% zawiesiny (lub 50 pl 0,8% zawiesiny) erytrocytéw do

mikroproboéwki lub karty systemu DiaMed ID.

. Do odpowiedniej mikroprobéwki doda¢ 25 pl odczynnika Anty-D.

Ostroznie wymieszac i inkubowaé¢ w temperaturze 37°C przez 10 minut.

. Odwirowa¢ karte systemu ID, przestrzegajac czasu oraz przecigzenia

podanych przez producenta karty systemu ID.

. Odczyta¢ wynik makroskopowo lub za pomoca czytnika. Wynik uzyskany

w czytniku mikroptytek wymaga weryfikacji przez uzytkownika.

MIKROMETODA KOLUMNOWA

. Przygotowa¢ 3-5% zawiesing badanych erytrocytéw w izotonicznej soli

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

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

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

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

OGRANICZENIA METODY

Wyniki oznaczenia moga by¢ fatszywie 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 Monoclonal Control (kod produktu: TT).

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

Nieprawidtowe przechowywanie lub uzytkowanie kard DiaMed ID lub kaset
Orthop BioVue moze by¢ przyczyng btednych wynikéw oznaczenia. Karty i
kasety nalezy przechowywac i uzytkowa¢ zgodnie z zalecanymi instrukcjami
producentéw.

Kontaminacja badanego materiatu lub nieprzestrzeganie zalecanych zasad
oznaczenia moga prowadzi¢ do uzyskania wynikéw fatszywie dodatnich lub
ujemnych.

CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOSCIOWA

Stosujac zalecane techniki przeprowadzono badania prébek (pobranych na
EDTA lub cytrynian) od zdrowych dawcéw, pacjentéw leczonych w warunkach
klinicznych oraz noworodkéw z odczynnikiem Anty-D (linia komoérkowa:
TH-28/MS-26). Zestaw probek byt reprezentatywny dla wszystkich gtéwnych
fenotypéw grupy RhD. Catkowitg liczbe testéw (n) oraz czutos¢ i swoistos¢
obliczong dla kazdej z metod przedstawiono w tabeli ponize;j.

Anty-D (kod produktu BM)
METODA CZULOSC SWOISTOSC

n % n %
Probowkowa 2261 99,6 1016 100
Mikroptytkowa 17654 99,9 10231 100
Na szkietku mikrosk. 474 100 130 100
Zelowa 282 100 218 98,1
Kolumnowa 277 100 225 99,1

Definicje zgodnie z Common Technical Specifications (CTS):

Czutos$¢ diagnostyczna: Prawdopodobienstwo uzyskania dodatniego wyniku
badania probki zawierajacej substancje docelowa.

Swoistos¢ diagnostyczna: Prawdopodobienstwo uzyskania ujemnego wyniku
badania probki niezawierajacej substancji docelowe;j.
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