BIOSCOT®

Anty-K  Linia komorkowa: AEK4
Kod produktu: BK

Odczynnik monoklonalny IgM pochodzenia ludzkiego do
oznaczen grup krwi.

Do stosowania w oznaczeniach na szkietkach mikroskopowych,
w probéwkach, mikroptytkach oraz w mikrometodzie
kolumnowe;j i zelowe;j.
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PRZEZNACZENIE

Odczynnik monoklonalny IgM BIOSCOT Anty-K (linia komérkowa AKE4)
pochodzenia ludzkiego do oznaczen antygenu grupowego K. Odczynnik
przeznaczony do stosowania w oznaczeniach na szkietkach mikroskopowych,
w probowkach, mikroptytkach oraz w mikrometodzie kolumnowej i zelowej
przez pracownikéw przeszkolonych w zakresie badan serologicznych.

WPROWADZENIE

Uktad grupowy krwi Kell

Antygen grupowy K (KEL1 lub Kell) opisano po raz pierwszy w 1946 r.
(Coombs) a antygen k (KEL 2 lub Cellano) w 1949 r (Levine). Aktualnie
znanych jest 25 antygenéw uktadu grupowego Kell. Przeciwciata anty-K
(anty-KEL1) lub anty-k (anty-KEL2) moga wywotywaé ciezkie reakcje
poprzetoczeniowe oraz chorobe hemolityczng noworodkéw.

W réznych populacjach obserwuje sie odmienng czesto$é wystepowania
antygenéw Kii k.

Rasa biata Rasa czarna
ANTYGEN K k K k
CZEST. WYST. 9% 99,8% 3,5% > 99,9%

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 prébce.

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

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

Produkt Anty-K (kod BK) zawiera przeciwciata uzyskane z linii komérkowej
AEK4. Odczynnik zawiera przeciwciata monoklonalne IgM pochodzenia
ludzkiego w roztworze buforu zawierajacego wielkoczasteczkowe
potencjatory chemiczne, 0,1% (w/v) roztwér azydku sodu oraz materiat
pochodzenia bydlecego. Jedna fiolka 5 ml umozliwia przeprowadzenie ok.
125-200 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 testéw 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
réwniez 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 uzywa¢ odczynnika, jesli zawiera widoczne
drobiny, osad lub zel fibrynowy (osad witdknika).

4.  Odczynnik jest przeznaczony wytacznie do diagnostyki in vitro.

5. Materiat pochodzenia wotowego i wieprzowego wykorzystany w tym
produkcie uzyskano ze zrodet zatwierdzonych przez Departament
Rolnictwa USA (USDA) lub innych udokumentowanych zrédet. W badaniu
bydta od ktérego pobrano materiat potwierdzono brak zakaznosci i niskie
ryzyko transmisji zakaznych encefalopatii gabczastych (TSE).

6. Produkt nalezy utylizowa¢ przez autoklawowanie lub zanurzenie w
odpowiednio stezonym roztworze $rodkow 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 uznaé za fatszywy.

Nie ma koniecznosci stosowania kontroli podczas kazdego oznaczenia.
Stosowanie odczynnikéw kontrolnych (np. BIOSCOT Monoclonal Control
(kod produktu: TT) zaleca sie jednie w przypadku oznaczeh grup krwi
pacjentdbw z autoprzeciwciatami lub zaburzeniami biatkowymi. W takich
przypadkach kontrole nalezy wykonywac rownolegle z kazdym oznaczeniem
przy uzyciu odczynnika.

Przedstawiona charakterystyka odczynnika odnosi sie do procedur opisanych
W niniejszej instrukcji. Przydatnos¢ odczynnika w metodach innych niz
opisane uzytkownik musi okresli¢ samodzielnie.

W przypadku zmian charakterystyki analitycznej lub uszkodzenia opakowania
nalezy sie skontaktowa¢ 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 niewtasciwej 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 sposéb a badanie nalezy wykonaé
jak najszybciej po pobraniu krwi. W razie opdznienia badania probki nalezy
przechowywa¢ w temp. 2-8 °C. Odczynnik nie nadaje sie do oznaczen
prébek wykazujagcych makroskopowg hemolize Iub zanieczyszczenia
mikrobiologiczne. Przechowywanie prébek w temperaturze innej od zalecanej
moze skutkowaé uzyskaniem fatszywie dodatnich lub fatszywie ujemnych
wynikéw oznaczen.

WYMAGANE MATERIALY NIEWCHODZACE W SKLAD ZESTAWU

Metoda na szkietku mikrosko- Metoda probéwkowa

powym » Probowka
+ Szkietko podstawowe » Sdl fizjologiczna (roztwor
 Pipeta o objetosci dozowania izotoniczny)

25 pl * Inkubator (temp. inkubacji 37 °C)
* Minutnik laboratoryjny * Minutnik laboratoryjny

» Wiréwka (RCF 1000)
Metoda mikroptytkowa
Mikroptytka ze studzienkami ,U”
Sal fizjologiczna (roztwér » Karta ,NaCl, enzyme test and
izotoniczny) cold agglutinins” DiaMed ID
Minutnik laboratoryjny » Sdl fizjologiczna (roztwor
Wiréwka (RCF 100) izotoniczny), Sl fizjologiczna
Mieszadto do mikroptytek buforowana fosforanem (PBS) lub
Automatyczny czytnik mikroptytek rozpuszczalnik Diluent 2
(wyposazenie opcjonalne) DiaMed ID
Mikropipety o objetosci
dozowania 10, 25i 50 pl
Minutnik laboratoryjny

Mikrometoda zelowa

Mikrometoda kolumnowa
Kasety systemu Ortho BioVue®

Neutral » Wiréwka kompatybilna z kartami
« Sol fizjologiczna (roztwoér DiaMed ID
izotoniczny), sdl fizjologiczna » Czytnik (opcjonalny)

buforowana fosforanem (PBS)
lub rozpuszczalnik do erytrocytéw
Ortho® (0,8%)

Mikropipety o objetosci
dozowania 10, 40 i 50 pl

Minutnik laboratoryjny

Wiréwka kompatybilna z kasetami
systemu Ortho BioVue

Czytnik (opcjonalny)



ZALECANE METODY

1. METODA SZKIELKOWA

1.1. Na czyste, oznakowane szkietko mikroskopowe nanie$¢ 1 krople (40 pl)
odczynnika Anty-K.

1.2. Dodac¢ 25 pl koncentratu badanych krwinek czerwonych.

1.3. Wymiesza¢ antysurowice i krwinki na powierzchni o $rednicy okoto
2 cm. Inkubowa¢ przez 30 s w temperaturze pokojowej.

1.4. Ostroznie wahadtowo porusza¢ szkietkiem mikroskopowym. Po
2 minutach makroskopowo odczytaé wynik testu. Nalezy zwrécié
uwage, by nie interpretowa¢ wysychania mieszaniny jako aglutynacii.

2. METODA PROBOWKOWA

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

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

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

2.4. Roztwér wymieszac i odwirowaé z przyspieszeniem 1000 RCF przez
20 sekund.

2.5. Ostroznie wstrzasna¢ probdwka, aby oderwaé¢ erytrocyty od $cianek
probowki, a nastepnie makroskopowo skontrolowaé obecno$¢
aglutynacji.

2.6. Probki z wynikiem ujemnym lub stabo dodatnim nalezy inkubowaé¢ w
temp. 37 °C przez 5 min, a nastepnie powtérzy¢ etapy 2.4 oraz 2.5.
Celem inkubaciji jest wzmocnienie reakcji w przypadku erytrocytéw o
stabych lub rzadkich fenotypach.

3. TECHNIKA MIKROPLYTKOWA

3.1. Przygotowac¢ zawiesine 3-5% roztworu badanych erytrocytéw w
izotonicznej soli fizjologiczne;j.

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

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

3.4. Wymiesza¢ zawarto$¢ studzienek
mikroptytek.

3.5. Inkubowa¢ mikroptytke w temp. pokojowej przez 15-20 minut.

3.6. Wirowacé z przyspieszeniem 100 RCF przez 40 sekund.

3.7. Odtworzy¢ zawiesine erytrocytow recznie lub za pomocag wytrzgsarki
do mikroptytek. Uwaga. Dodatnie wyniki mogg by¢ bardziej nasilone po
odstawieniu probki na 5 minut przed odczytem.

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

recznie lub mieszadtem do

4. MIKROMETODA ZELOWA

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

4.2. Dodac¢ 10 pl zawiesiny 3-5% (lub 50 pl zawiesiny 0,8%) erytrocytéw do
mikroprobowki lub karty systemu DiaMed ID.

4.3. Do odpowiedniej mikroprobéwki doda¢ 25 pl odczynnika Anty-K.

4.4. Ostroznie wymiesza¢ i odwirowac karte systemu ID, przestrzegajac
czasu oraz predkosci podanych przez producenta karty systemu ID.

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

5.  MIKROMETODA KOLUMNOWA

5.1. Przygotowa¢ 3-5% zawiesing badanych erytrocytéw w izotonicznej soli
fizjologicznej lub PBS albo 0,8% zawiesine w roztworze Ortho 0.8% Red
Cell Diluent.

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

5.3. Do odpowiedniej komory reakcyjnej doda¢ 40 pl odczynnika Anty-K.

5.4. Ostroznie wymiesza¢ i odwirowac kartg, przestrzegajac czasu oraz
predkosci podanych przez producenta kasety.

5.5. 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 wynikow fatszywie dodatnich zaleca sie wykonywanie kontroli z
uzyciem odczynnika BIOSCOT Monoclonal Control (kod produktu: TT); nie
zaleca sie prowadzenia tego rodzaju oznaczen metodg szkietkowa.

Opisano rzadkie warianty antygenu KEL1 dajace zmienne wyniki reakcji
z odczynnikami zawierajgcymi monoklonalne przeciwciata anty-K. W
badaniu jedynego dostepnego wariantu antygenu metodg probdéwkowa
stwierdzono reaktywno$¢ odczynnika Anty-K (kod produktu BK). Nie mozna
zagwarantowac reaktywnosci tego antygenu w innych metodach.

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

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

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

CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOSCIOWA

Stosujac zalecane techniki przeprowadzono badania probek (pobranych
na EDTA Ilub cytrynian badz bez uzycia antykoagulantu) od zdrowych
dawcow, pacjentow leczonych w warunkach klinicznych oraz noworodkéw
z odczynnikiem Anty-K (linia komorkowa: AEK4). Zestaw probek byt
reprezentatywny dla wszystkich gtéwnych fenotypéw. Catkowitg liczbe testow
(n) oraz czuto$¢ i swoisto$¢ obliczong dla kazdej z metod przedstawiono w
tabeli ponizej.

Anty-K (kod produktu BK)

METODA CZULOSC SWOISTOSC

n % n %
Probowkowa 26 100 247 100
Mikroptytkowa 21 100 152 99,3
Na szkietku mikrosk. 76 100 415 95,7
Zelowa 18 100 82 100
Kolumnowa 16 100 84 100

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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