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Do zastosowania w testach antyglobulinowych

C€

PRZEZNACZENIE

0123

Antyludzka globulina firmy BIOSCOT to polispecyficzny odczynnik IgG/C3d
do okreslania grupy krwi (linia komdérkowa BRIC-8), ktéry wykryje uczulajace
(ale nie bezposrednio aglutynujace) przeciwciata zwigzane z grupami krwi.
Odczynnik powinien by¢ stosowany przez personel przeszkolony w zakresie
technik serologicznych.

WPROWADZENIE

Zastosowanie oznaczen antyludzkiej globuliny opisane przez Coombsa,
Mouranra i Race'a w latach 1945-6 sprawito, ze staly si¢ one bezcennymi
technikami laboratoryjnymi majgcymi na celu wykrycie uczulajgcych (ale
nie bezposrednio aglutynujgcych) przeciwciat. Oryginalne przyktady byty
specyficzne wzgledem czynnika Rh. Pdzniejsze doswiadczenia dowiodty
ogromnej wartosci testow antyglobulinowych w wykrywaniu przeciwciat ze
specyficznoscig wzgledem praktycznie kazdej znanej, klinicznie istotnej grupy
krwi.

ZASTOSOWANIA

Posredni test antyglobulinowy

a) Do badan przesiewowych surowicy dawcow krwi i pacjentéw pod katem
obecnosci przeciwciat

b) W badaniach zgodnosci przez transfuzjg krwi

c) W fenotypowaniu erytrocytéw

d) W identyfikacji i miareczkowaniu przeciwciat znajdujgcych sie w surowicach
lub eluatach.

Bezposredni test antyglobulinowy

a) W diagnostyce laboratoryjnej pod katem anemii hemolitycznej

b) W diagnostyce laboratoryjnej pod katem choroby hemolitycznej u

noworodkow

c) W badaniu podejrzewanych reakcji na transfuzje

d) W badaniu tych zaburzen autoimmunologicznych, ktére obejmujg wigzanie
immunoglobulin i/lub dopetniacza do erytrocytow.

Uwaga:

Wykrywanie pewnych Klinicznie istotnych przeciwciat, ktére aktywujg
dopetniacz (zwykle w ukfadzie Kidd) jest silniejsze i czasami mozliwe jedynie
poprzez zastosowanie raczej polispecyficznego odczynnika antyludzkiej
globuliny niz monospecyficznego przeciwciata anty-lgG. Znaczenie roztworu
do wymywania/ ptukania erytrocytéw czesto jest niedoceniane. Bufor
fosforanowy z solg fizjologiczng (PBS) o pH 6,8-7,2 jest lepszy niz
niebuforowany roztwor soli fizjologicznej o normalnej sile jonowej.

ZASADA OZNACZENIA

Dodanie antyludzkiej globuliny do doktadnie wymytych erytrocytow pokrytych
przeciwciatem (immunoglobuling) i/lub fragmentami trzeciego sktadnika uktadu
dopetniacza (C3b, C3bi, C3dg lub C3d) generalnie bedzie skutkowa¢ wyraznie
widoczng aglutynacjg erytrocytéw. Antyludzka globulina (polispecyficzna)
firmy BIOSCOT jest mieszaning wybranych rozcienczen surowic pochodzenia
kréliczego, immunizowanych oczyszczonymi przeciwciatami ludzkimi klasy
1gG i mysimi przeciwciatami monoklonalnymi przeciwko C3d (linia komérkowa
BRIC-8). Odczynnik poddano standaryzacji, aby zapewni¢ optymalne
wykrywanie ludzkich przeciwciat klasy 1gG (wszystkich czterech podklas)
i fragmentow C3d zwigzanych z erytrocytami we wszystkich rutynowych
zastosowaniach diagnostycznych, gdzie odpowiednie jest zastosowanie
bezposrednich lub posrednich testéw antyglobulinowych. Odczynnik nie
spowoduje aglutynacji erytrocytow z fragmentami C4d.

Odczynnik zoptymalizowano do stosowania w rekomendowanych technikach
analitycznych w postaci dostarczonej, bez koniecznosci wykonywania
dalszych rozcienczen ani dodawania innych substanciji.

Produkt jest dostarczany w postaci przefiltrowanej na filtrze 0,22 ym.
MATERIALY

W sktad odczynnika Antyludzka globulina (kod produktu TS) wchodzi
zawiesina przeciwciat antyludzkich klasy 1gG pochodzenia kroliczego i
anty-ludzkiego C3d z linii komoérkowej BRIC-8, w roztworze buforowym
zawierajgcym makroczasteczkowe immunostymulanty chemiczne. Odczynnik
zawiera azydek sodu 0,1% (w/v) i materiat pochodzenia wotowego. Zawartos$¢
kazdej fiolki o pojemnosci 10 ml wystarcza do wykonania okoto 125 oznaczen.

SRODKI OSTROZNOSCI

1. W badaniach linii komoérkowej pochodzenia mysiego uzytej do
wyprodukowania tego odczynnika uzyskano wyniki ujemne testéw na
obecnos$¢ wiruséw obecnych w materiale pochodzenia mysiego (Mouse
Antibody Production, MAP). W badaniach materiatu od ludzkich dawcéw,
wykorzystanego do produkcji antysurowicy pochodzenia kréliczego
uzyskano wyniki ujemne testéw na obecno$¢ przeciwciat anty-HIV1,
anty-HIV2, anty-HCV, HBsAg i kity. Nalezy zachowa¢ ostrozno$¢ podczas
stosowania odczynnikéw, niszczenia kazdego z zuzytych opakowan i
usuwania ich zawartosci.

2. Odczynnik zawiera azydek sodu w stezeniu 0,1% (w/v). Azydek sodu
moze byc¢ trujgcy po spozyciu. Istnieje réwniez ryzyko powstania silnie
wybuchowych soli w reakcji z otowiem lub miedzia, wchodzacymi w sktad
rur instalacji wodno-kanalizacyjnej. Wylewane odpady nalezy sptukac
duzg iloscig wody.

3. Odczynnik powinien by¢ klarowny. Zmetnienie moze oznacza¢ skazenie
bakteryjne. Nie nalezy uzywac¢ odczynnika, jezeli doszto do wytrgcenia
osadu, zelu fibrynowego lub jezeli w roztworze widoczne sg drobiny.

4. Odczynnik jest przeznaczony wytgcznie do profesjonalnej diagnostyki in vitro.

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

6. Produkt nalezy unieszkodliwi¢ przez zanurzenie na catg noc w odpowiednio
stezonym roztworze $rodkéw odkazajgcych lub przez autoklawowanie.

WSKAZOWKI DLA UZYTKOWNIKOW

Aby potwierdzi¢ prawidtowos$¢ wyniku ujemnego, nalezy doda¢ jedng krople
erytrocytéw uczulonych przeciwciatami 1gG (krwinek kontrolnych testu
Coombsa) do proboéwki, ponownie odwirowac i oceni¢ pod katem aglutynaciji.
W wypadku braku aglutynaciji test nalezy uznaé¢ za niewazny i powtérzycé.

Przedstawiona charakterystyka odczynnika odnosi sie do procedur zawartych
W niniejszej ulotce dotgczonej do opakowania. Przydatno$¢ do metod innych
niz opisane musi zosta¢ okreslona przez uzytkownika.

W przypadku zmian w analitycznym dziataniu urzgdzenia lub uszkodzenia
opakowania nalezy skontaktowa¢ sie 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 produktu w niewtasciwej temperaturze (np. zbyt wysoka
temperatura przechowywania lub wielokrotne rozmrazanie i zamrazanie)
moze przyspieszy¢ utrate reaktywnosci odczynnikow.

POBIERANIE MATERIALU DO BADAN

Pobieranie probek do badan nie wymaga specjalnego przygotowania
pacjenta. Krew nalezy pobraé¢ zatwierdzong metodg. Krew nalezy pobra¢ na
antykoagulanty EDTA lub cytrynian. Badanie probki nalezy przeprowadzi¢
jak najszybciej po pobraniu krwi. W razie opdznienia badania, probki nalezy
przechowywa¢ w temp. 2-8°C. Odczynnik nie nadaje si¢ do oznaczen
probek wykazujgcych silng hemolize lub zanieczyszczenia mikrobiologiczne.
Przechowywanie probek w niewtasciwej temperaturze (np. zbyt wysoka
temperatura przechowywania lub wielokrotne rozmrazanie i zamrazanie)
moze prowadzi¢ do uzyskania fatszywie dodatnich lub fatszywie ujemnych
wynikéw oznaczen.



WYMAGANE MATERIALY NIEWCHODZACE W SKEAD ZESTAWU

Posredni test antyglobulinowy — sél fizjologiczna o normalnej sile
jonowej (NISS):

* Probowka

« Bufor fosforanowy z solg

* Inkubator 37°C

» Timer

» Wiréwka (1500 g)

+ Erytrocyty uczulone przeciwciatami IgG (krwinki kontrolne testu Coombsa)

Posredni test antyglobulinowy — sél fizjologiczna o niskiej sile jonowej
(LISS):

* Probowka

» Bufor fosforanowy z solg

+ Sdl fizjologiczna o niskiej sile jonowej

* Inkubator 37°C

» Timer

» Wiréwka (1500 g)

+ Erytrocyty uczulone przeciwciatami IgG (krwinki kontrolne testu Coombsa)

Bezposredni test antyglobulinowy:

* Probowka

+ Bufor fosforanowy z solg

« Timer

* Wiréwka

 Erytrocyty uczulone przeciwciatami IgG (krwinki kontrolne testu Coombsa)

ZALECANE TECHNIKI OZNACZANIA

Uzytkownik musi zweryfikowa¢ zastosowanie automatycznych urzgdzen do
wymywania krwinek.

1. POSREDNI TEST ANTYGLOBULINOWY - sél fizjologiczna o
normalnej sile jonowej (NISS):

1.1 Do wyraznie oznaczonej, czystej, szklanej probowki doda¢ 2 krople
(80 pl) badanej surowicy.

1.2 Dodac jedng krople (40 pl) 3-5% zawiesiny badanych erytrocytéw, ktore
zostaty przemyte trzykrotnie i ponownie zawieszone w buforze PBS.

1.3 Roztwér doktadnie wymiesza¢ i inkubowaé w temperaturze 37°C przez
30-60 minut.

1.4 Przemy¢ krwinki cztery razy w buforze PBS, dbajgc o to, aby catkowicie
dekantowaé ptyn do wymywania, i dokladnie zawieszajac odwirowane
krwinki po kazdym przemyciu. Dokiadnie zdekantowa¢ bufor PBS po
ostatnim myciu.

1.5 Doda¢ 2 krople (80 pl) Antyludzkiej globuliny (polispecyficznej) firmy
BIOSCOT do osuszonych krwinek na dnie probowki. Roztwor doktadnie
wymieszac¢ i odwirowac¢ z predkoscig 1000 rcf przez 20 sekund.

1.6 Ponownie zawiesi¢ krwinki, delikatnie wstrzgsajac, i odczyta¢ wynik
makroskopowo. Uwaga: Gwattowne wstrzgsanie moze zaburzy¢ stabg
aglutynacje.

1.7 Waznos$¢ wszystkich ujemnych wynikéw oznaczen antyglobulinowych
powinna by¢ potwierdzona poprzez dodanie erytrocytéw uczulonych
przeciwciatami IgG (krwinek kontrolnych testu Coombsa).

2. POSREDNI TEST ANTYGLOBULINOWY - sél fizjologiczna o niskiej
sile jonowej (LISS):
Uzycie zawiesiny badanych krwinek w roztworze LISS umozliwia
skrocenie czasu inkubacji do 15 minut. Czuto$¢ testu antyglobulinowego
LISS zalezy od uzycia jednakowych objetosci surowicy do zawiesiny
erytrocytéw. Dlatego zaleca sig, aby podczas dodawania surowicy i
zawiesiny krwinek stosowac pipety potautomatyczne. Badane erytrocyty
powinny by¢ przemyte dwukrotnie buforem PBS i jednokrotnie roztworem
LISS, zanim zostang przygotowane w postaci 3-5% roztworu w LISS.

2.1 Do wyraznie oznaczonej, czystej, szklanej proboéwki doda¢ 1 krople
(40 pl) badanej surowicy.

2.2 Doda¢ jednakowg objeto$c¢ (40 ul) 3-5% zawiesiny krwinek badanych w
roztworze LISS.

2.3 Roztwor doktadnie wymiesza¢ i inkubowaé w temperaturze 37°C
przez 15 minut. Kontynuowac¢ etapy 1.4-1.7, jak podano w opisie dla
posredniego testu antyglobulinowego (NISS).

3. BEZPOSREDNI TEST ANTYGLOBULINOWY
Bezposredni test antyglobulinowy jest wykorzystywany do pokazania
adsorpcji przeciwciat 1gG i/lub fragmentéw dopetniacza do erytrocytéw
in vivo. Badane proébki krwi powinny byé $wiezo pobrane (mniej niz
24 godziny), najlepiej na antykoagulant EDTA.

3.1 Przygotowac 3-5% zawiesine badanych erytrocytéw w buforze PBS.

3.2 Do wyraznie oznaczonej, czystej, szklanej probéwki doda¢ 1 krople (40
ul) zawiesiny krwinek. Kontynuowa¢ etapy 1.4—1.7, jak podano w opisie
dla posredniego testu antyglobulinowego (NISS).

OGRANICZENIA METODY

Zanieczyszczenie surowicg ludzka
zneutralizuje antyludzkg globuline.

i/lub niewystarczajgce wymycie

Zakrzepte probki krwi nie powinny by¢ schtadzane przed przeprowadzeniem
bezposredniego testu antyglobulinowego.

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

CHARAKTERYSTYKA WYNIKOW

Odczynnik polispecyficzny przeciwko ludzkim przeciwciatom IgG/C3d Anty-
ludzka globulina (linia komérkowa BRIC-8), kod produktu TS, badano
przy uzyciu kazdej z zalecanych technik, wykonujgc oznaczenia prébek
pobranych na antykoagulant EDTA lub cytrynian od dawcéw, pacjentéw oraz
noworodkow. Catkowitg liczbe testow (n) oraz czutos¢ i swoisto$¢ obliczono
dla kazdej z metod i przedstawiono w tabeli ponizej.

Antyludzka globulina, kod produktu
Metoda Czutos¢ Swoisto$¢
n % n %
IAT (NISS) 0 0 51 100
IAT (LISS) 19 100 157 100
DAT 13 100 47 100

Skroéty: IAT = Posredni test antyglobulinowy. DAT = Bezposredni test antyglobulinowy.
NISS = roztwér soli fizjologicznej o normalnej sile jonowej. LISS = roztwér soli
fizjologicznej o niskiej sile jonowej.

Definicje pochodzg ze wspdlnych specyfikacji technicznych (WST):

Czutos¢ diagnostyczna: Prawdopodobienstwo, ze wyréb daje wynik
pozytywny w obecnosci diagnozowanego markera.

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