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KRWINKI WZORCOWE DO WYKRYWANIA PRZECIWCIAL
INFORMACJE O WYROBIE
Zestaw krwinek wzorcowych do wykrywania przeciwcial zawiera krwinki o nast¢epujacych fenotypach:
. O RhD +, DC¥Cee, K-
. O RhD +, DccEE, K-
. ORKD -, dccee. K+

Krwinki wzorcowe sa produktem uzyskiwanym z krwi zdrowych, wyselekcjonowanych, wielokrotnych dawcéw krwi , o okreslonych i potwierdzonych fenotypach w
nastepujacych ukladach: Rh, Kell, Duffy, Kidd, MNSs, Lewis, P. W zestawie powinny znajdowac¢ si¢ krwinki zawierajace antygeny w podwéjnej dawce ( homozygotyczne), co
umozliwia wykrycie stabo reagujacych przeciwcial.

Krwinki wzorcowe produkowane sa od dawcow o ujemnych wynikach testéw na obecnos¢ wirusow HIV typ 1i 2, HCV, HBV oraz bakterii Kretek blady. Krwinki
wzorcowe zawieszone sa w plynie konserwujacym z dodatkiem roztworu wzbogacajacego ADSOL/SAGM, zabezpieczajacym krwinki przed hemoliza i zapewniajacym stala
ekspresje¢ antygenow krwinek czerwonych w okresie ich waznosci.

Krwinki wzorcowe nie nadajg si¢ do uzycia gdy zaobserwujemy straty, zmetnienie lub wyrazng hemolize. Nieznaczna hemoliza pojawiajaca si¢ w trakcie przechowywania
krwinek wzorcowych nie dyskwalifikuje odczynnika i mozna je uzywac do badan.

Zestaw jest gotowy do uzycia po uprzednim przemyciu krwinek roztworem PBS i sporzadzeniu odpowiedniej zawiesiny, zgodnej z metodyka wykonywanego testu
serologicznego.

ZASTOSOWANIE
Zestaw stosuje si¢ wylgcznie w diagnostyce laboratoryjnej in vitro w badaniach serologicznych do wykrywania:
. nieregularnych przeciwciat typu zimnego w tescie solnym
. przeciwciat odpornosciowych w testach enzymatycznych
. przeciwciat typu cieptego w testach antyglobulinowych

SRODKI OSTROZNOSCI
Wszystkie produkty, ktore pochodza z krwi, powinny by¢ traktowane jak produkty potencjalnie zakazne. Dlatego zaleca si¢ zachowa¢ wszelkie $rodki ostroznosci podczas
stosowania krwinek wzorcowych, niszczenia zuzytych opakowan Nie nalezy pipetowa¢ krwinek wzorcowych ustami.

SPRZET I INNE NIEZBEDNE MATERIALY DO WYKONANIA BADAN
. buforowany roztwor NaCl o pH 6,85- 7,2 - roztwoér PBS
roztwor NaCl o niskiej sile jonowej — roztwor - LISS do zawieszania krwinek czerwonych stosowany w technikach probéwkowych.
roztwor NaCl o niskiej sile jonowej — roztwor - LISS do zawieszania krwinek czerwonych stosowany w technikach mikrokolumnowych
odczynnik papainowy
Standard anty-D/ Standard anty-D MIKRO
odczynnik antyglobulinowy poliwalentny
odczynnik monowalentny/ odczynnik monoklonalny anty-IgG
standaryzowane krwinki wzorcowe optaszczone przeciwciatami anty-D
20% roztwor glikolu polietylenowego - odczynnik PEG
enzym proteolityczny zalecany przez producenta karty mikrokolumnowe;j, np. bromelina
karty mikrokolumnowe z zelem obojgtnym
karty mikrokolumnowe z odczynnikiem antyglobulinowym
inkubator
wirowka laboratoryjna/wiréwka do kart mikrokolumnowych
pipety automatyczne/potautomatyczne
koncowki do pipet
probowki jednorazowe
automat do badan serologicznych

MATERIAL BIOLOGICZNY POTRZEBNY DO PRZEPROWADZENIA BADANIA

W celu uzyskania wiarygodnych wynikéw zaleca si¢ wykonywanie badan z probek krwi pobranych na skrzep lub na EDTA przechowywanych w zakresie temperatur od +2 °C do
+ 8°C nie dtuzej niz przez okres 7 dni. Dopuszcza si¢ przechowywanie probek w zakresie temperatur od 18°C do 22°C nie dtuzej niz 2 dni. Badanie jednak powinno by¢ wykonane jak
najszybciej by zminimalizowa¢ uzyskanie wynikow fatszywie ujemnych lub fatszywie dodatnich .

ZALECANE TECHNIKI STOSOWANIA

Test w $rodowisku roztworu NaCl (PBS)
1. Przygotowac 3-4 % zawiesing krwinek wzorcowych z zestawu w roztworze NaCl (PBS).
Do odpowiednio opisanych, jednorazowych probowek przeniesé¢ po 2 krople surowicy badanej.
Dodac po 2 krople zawiesiny krwinek wzorcowych i doktadnie wymieszaé, wstrzasajac delikatnie probowkami.
Inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 15 minut.
Wirowac¢ przez 60 sekund przy 150-340g (1000-15000br./min).
6. Odczyta¢ wynik makroskopowo, delikatnie wstrzasajac probowka.
Uwaga! Roéwnolegle z wtasciwym badaniem nalezy wykona¢ badanie kontrolne z krwinkami autologicznymi oraz surowicg badang lub surowica grupy AB.
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Interpretacja wyniku
Aglutynacja/hemoliza krwinek wzorcowych §wiadczy o dodatnim wyniku testu i wskazuje na obecno$¢ przeciwciat w badanej surowicy. Brak reakcji serologicznej $wiadczy o
ujemnym wyniku badania i wskazuje, Ze badana surowica nie zawiera wykrywalnych ilosci przeciwciat do antygenow obecnych na krwinkach wzorcowych.

Test enzymatyczny w niskiej sile jonowej (test LEN)

Przemy¢ dwukrotnie krwinki roztworem NaCl (PBS) i raz roztworem LISS.

Sporzadzi¢ 3- 4 % zawiesing krwinek wzorcowych do wykrywania przeciwcial w roztworze LISS.

Sporzadzi¢ odczynnik LEN - rozcienczy¢ odezynnik papainowy roztworem LISS w stosunku objetosciowym- 1 kropla odczynnika papainowego i 2 krople roztworu LISS.
Do odpowiednio opisanych, jednorazowych probowek przenies¢ po 2 krople zawiesiny krwinek wzorcowych.

Dodac¢ po 1 kropli odczynnika LEN i doktadnie wymiesza¢ zawarto§¢ probowek przez delikatne wytrzasajac probowkami.

Inkubowaé w temperaturze +37°C przez 10 minut.

Po inkubacji doda¢ po 2 krople surowicy badanej i doktadnie wymieszac.
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8. Inkubowaé ponownie w temperaturze +37°C przez 3 minuty.
9. Wirowac¢ przez 30- 60 sekund przy 150-340g (1000-15000br./min).
Odczyta¢ wyniki makroskopowo, delikatnie wytrzasajac probowka.

Uwaga! Odczyt i interpretacja wyniku testu powinny nastgpowac bezposrednio po odwirowaniu zawartosci probowek.
Réwnoczesnie z whasciwym badaniem nalezy przeprowadzi¢ badania kontrolne:

. kontrola dodatnia - krwinki wzorcowe grupy O Rh + (dodatni) z Standardem anty-D

. kontrola ujemna - krwinki wzorcowe grupy O Rh - (ujemny) z Standardem anty-D

Interpretacja wyniku testu LEN
Aglutynacja/hemoliza krwinek wzorcowych §wiadczy o dodatnim wyniku testu i wskazuje na obecnos$¢ przeciwcial w badanej surowicy. Brak aglutynacji/ hemolizy krwinek
wzorcowych wskazuje, ze badana surowica nie zawiera wykrywalnych ilosci przeciwcial skierowanych do antygenow obecnych na krwinkach wzorcowych.

Posredni test antyglobulinowy klasyczny (PTA- NaCl)

Przygotowaé 3-4% zawiesiny krwinek wzorcowych w roztworze NaCl (PBS).

Do odpowiednio opisanych, jednorazowych proboéwek doda¢ po 5 kropli surowicy badanej.
Doda¢ po 2 krople krwinek wzorcowych i wymiesza¢ zawarto$¢ probowek.

Inkubowaé w temperaturze +37°C przez 60 minut.

Po inkubacji sprawdzi¢ czy zawiesina jest jednorodna*.

Jednorodne zawiesiny krwinek przemy¢ 4 razy duza obj¢toscia roztworu NaCl (PBS).

Po ostatnim przemyciu usuna¢ doktadnie nadsgacz.

Do osadu krwinek doda¢ po2 krople odczynnika antyglobulinowego.

Wirowac¢ przez 30-60 sek., przy 150-340g (1000- 1500 obr./min).

0.  Odczyta¢ wynik makroskopowo przez delikatnie wytrzasajac probowka i obserwowaé obecnosé¢ aglutynatow.
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Posredni test antyglobulinowy z zastosowaniem roztworu soli o niskiej sile jonowej (PTA- LISS)

Przemy¢ krwinki dwukrotnie roztworem NaCl (PBS) i raz roztworem LISS.

Przygotowa¢ 3-4% zawiesiny krwinek wzorcowych w roztworze LISS.

Do odpowiednio opisanych, jednorazowych probéwek wprowadzi¢ po 2 krople surowicy badane;.

Dodac¢ po 2 krople zawiesiny krwinek wzorcowych w roztworze LISS i delikatnie wymiesza¢ zawarto$¢ probowek.
Inkubowaé w temperaturze +37°C przez 20 minut.

Sprawdzi¢, czy zawiesiny krwinek pozostaty jednorodne*.

Jednorodne zawiesiny przemyc¢ 4 razy duza objetoécia roztworu NaCl (PBS).

Po ostatnim przemyciu doktadnie usunaé¢ nadsacz.

. Do osadu krwinek doda¢ po 2 krople odczynnika antyglobulinowego.

0.  Wirowac¢ przez 30-60 sek., przy 150-340g (1000-1500 obr./min).

1. Odczyta¢ wynik makroskopowo przez delikatnie wytrzasajac probowka i obserwowaé obecnosé aglutynatow.
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Posredni test antyglobulinowy z zastosowaniem glikolu polietylenowego (PTA- PEG)

1. Przygotowac 4% zawiesiny krwinek wzorcowych roztworze NaCl o pH 7,2 (PBS).

2. Do odpowiednio opisanych, jednorazowych probéwek przenies¢ po 2 krople surowicy badanej, doda¢ 1 krople zawiesiny krwinek wzorcowych i 4 krople roztworu PEG
(temperatura pokojowa).
Zawarto$¢ probowek doktadnie wymieszac.
Inkubowaé w temperaturze +37°C przez 15 minut.
Po inkubacji sprawdzi¢, czy zawiesiny krwinek pozostaty jednorodne*.
Jednorodne zawiesiny krwinek przemy¢ 4 razy duza objetoscia roztworu NaCl (PBS).
Po ostatnim przemyciu doktadnie usuna¢ nadsacz.
Do osadu krwinek doda¢ po 2 krople odczynnika anty- IgG i wymieszac.

9. Wirowac¢ przez 20 sekund przy 150-340g (1000 — 1500 obr./min.).

10.  Odczyta¢ wynik makroskopowo przez delikatnie wytrzasajac probowka i obserwowaé obecno$é aglutynatow.
* Stwierdzona po inkubacji hemoliza lub aglutynacja krwinek czerwonych, §wiadczy o obecnosci w surowicy badanej alloprzeciwcial kompletnych (IgM), nalezy wtedy odstapi¢ od
kontynuowania testu.
UWAGA
Przerwy w toku wykonywania czynnosci we wszystkich etapach testu antyglobulinowego po fazie inkubacji krwinek z surowica, a zwlaszcza przerwy w czasie przemywania
krwinek, moga prowadzi¢ do elucji przeciwcial zwigzanych z krwinkami.
Konieczne jest jednoczesne wykonanie badan kontrolnych:

. krwinki wzorcowe grupy O RhD+ (dodatni) z odczynnikiem Standard anty-D (kontrola dodatnia)
. krwinki wzorcowe grupy O RhD — (ujemny) z odczynnikiem Standard anty-D (kontrola ujemna)
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Interpretacja wynikéw posrednich testow antyglobulinowych (PTA- NaCl, PTA- LISS, PTA- PEG)
Wynik testu jest dodatni, jezeli krwinki wzorcowe z zestawu ,,Krwinki wzorcowe do wykrywania przeciwcial” ulegty aglutynacji/hemolizie pod wptywem odczynnika
antyglobulinowego - poliwalentnego lub odczynnika anty- IgG. Swiadczy to o obecnosci przeciwciat w badanej surowicy.
Brak aglutynacji krwinek wzorcowych wskazuje, ze badana surowica nie zawiera wykrywalnych iloéci przeciwciatl, skierowanych do antygenéw obecnych na krwinkach (ujemny
wynik badania). Wszystkie ujemne wyniki testu antyglobulinowego nalezy potwierdzi¢ przeprowadzajac kontrol¢ wiarygodnosci ujemnego testu antyglobulinowego, przy uzyciu
standaryzowanych krwinek wzorcowych optaszczonych przeciwciatami anty-D.

Test enzymatyczny — technika mikrokolumnowa

1. Badang krew rozdzieli¢ metoda wirowania.

2. Wykona¢ zalecang przez producenta zawiesing krwinek czerwonych w odczynniku LISS.
- z pobranej probki krwi po jej catkowitym wykrzepieniu pobraé¢ z dna probowki kilka kropli krwinek i przenie$¢ do oddzielnej probowki
- zala¢ roztworem 0,9 % NaCl i wirowa¢ 3 min. z predkos$cig 342 x g

3. Opisac karty do badan (karty mikrokolumnowe z zelem obojgtnym).

4. Zerwa¢ folig¢ ochronng.

5. Do kolumienek nanie$¢ zalecana przez producenta kart mikrokolumnowych ilo§¢ zawiesiny krwinek panelowych

6. Doda¢ zalecang przez producenta ilo§¢ surowicy lub osocza.

7. Doda¢ zalecang przez producenta ilo$¢ enzymu proteolitycznego, np. bromeliny.

8. Karty wozy¢ do inkubatora o temperaturze +37°C i inkubowaé przez czas zalecany przez producenta.

9. Wirowa¢ karty mikrokolumnowe przez czas zalecany przez producenta.

10.Wyja¢ karty mikrokolumnowe i odczyta¢ otrzymane wyniki.

Uwaga!

Roéwnoczesnie z whasciwym badaniem nalezy przeprowadzi¢ badania kontrolne:
. kontrola dodatnia - krwinki wzorcowe grupy O Rh + (dodatni) z Standardem anty-D
. kontrola ujemna - krwinki wzorcowe grupy O Rh - (ujemny) z Standardem anty-D

Test antyglobulinowy - technika mikrokolumnowa (metoda manualna)
1. Badang krew rozdzieli¢ metoda wirowania.
2. Wykonac¢ zalecang przez producenta zawiesing krwinek czerwonych w odczynniku LISS.
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- z pobranej probki krwi po jej catkowitym wykrzepieniu pobra¢ z dna probowki kilka kropli krwinek i przenies¢ do oddzielnej probowki
- zala¢ roztworem 0,9 % NaCl i wirowa¢ 3 min. z predkoscia 342 x g

. Opisac¢ karty do badan (karty mikrokolumnowe z odczynnikiem antyglobulinowym).

. Zerwac foli¢ ochronna.

Do kolumienek nanie$¢ zalecang przez producenta kart mikrokolumnowych ilos¢ zawiesiny krwinek panelowych

. Dodac¢ zalecana przez producenta ilo$¢ surowicy lub osocza.

Karty wlozy¢ do inkubatora o temperaturze +37°C i inkubowaé przez czas zalecany przez producenta.

. Wirowa¢ karty mikrokolumnowe przez czas zalecany przez producenta.

. Wyja¢ karty mikrokolumnowe i odczyta¢ otrzymane wyniki.

Uwaga!

Réwnoczesnie z whasciwym badaniem nalezy przeprowadzi¢ badania kontrolne:
. kontrola dodatnia - krwinki wzorcowe grupy O Rh + (dodatni) z Standardem anty-D
. kontrola ujemna - krwinki wzorcowe grupy O Rh - (ujemny) z Standardem anty-D

Metoda mikrokolumnowa (pdtautomatyczna / automatyczna

1. Przygotowaé zawiesing krwinek wzorcowych w roztworze LISS o st¢zeniu zalecanym przez producenta mikrokart.
2. Umiesci¢ krwinki wzorcowe do automatu.

3. Kontrolowa¢ proces pipetowania, inkubacji oraz wirowania prowadzony przez automat.

4. Autoryzowa¢ wynik badania zinterpretowany przez automat.

Interpretacja wynikow testéw w technice mikrokolumnowej

Wyniki nalezy podawa¢ w skali (od 0 do 4+ ) zaleznie od nasilenia aglutynacji. Charakterystyczny obraz guziczka na dnie kolumny wskazuje na wynik ujemny (wartos¢ wynosi 0 )
- brak przeciwcial. O reakcji dodatniej §wiadczy pierScien w gornej czgsci kolumny utworzony przez zaglutynowane krwinki (warto$¢ 4+ ), badz aglutynaty krwinkowe zatrzymane
wewnatrz kolumny (warto$¢ od 1+ do 3+) - wykryto obecno$¢ przeciwciat odpornosciowych.

OGRANICZENIE METODY
Przyczynami fatszywie dodatnich lub ujemnych wynikéw badan moga by¢:
1. niedokfadnie umyte szkto laboratoryjne- zaleca si¢ jednorazowego uzytku,

2. niewlasciwa proporcja - odczynnik/krwinki,

3. nieprawidtowy czas lub temperatura inkubacji,

4. zanieczyszczenie odczynnikow lub probki badane;j,
5. niewlasciwe wirowanie lub przemywanie krwinek.

WARUNKI PRZECHOWYWANIA
Zestaw ,Krwinki wzorcowe do wykrywania przeciwcial” nalezy przechowywaé w temperaturze od +2 °C do +8°C . Jezeli warunki przechowywania krwinek wzorcowych sa
zgodne z zaleceniem producenta to produkt jest stabilny i zachowuje 100% czutos¢ i 100% specyficzno$¢ do czasu jego waznosci podanej na opakowaniu rowniez po jego otwarciu.

TERMIN WAZNOSCI
Termin wazno$ci zestawu podany jest na opakowaniu.
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WYJASNIENIE SYMBOLI STOSOWANYCH NA ETYKIETACH

oT
u wytwoérca - kod partii/ serii
WD wyréb medyczny do diagnostyki in vitro g data waznosci
/ﬂ/ przechowywanie w zakresie temperatur DEJ nalezy zapoznac sie z instrukcjq stosowania

'a

deklaracja wytworcy, ze wyréb, ktory zostat wprowadzany do obrotu, spetnia wymagania zasadnicze oraz przepisy
prawa, normy jakosci i bezpieczenstwa dotyczace tego wyrobu




