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VELKA BRITANIE 1434

AHG ZE SMESI POLYSPECIFICKYCH (KRALICICH) ANTI-IgG A ANTI-C3d

NAVOD K POUZITI

AHG Elite (Clear nebo Green): Uréeno pro antiglobulinové metody.

SHRNUTI

Coombs, Mourant a Race popsali vroce 1945 pouziti séra AHG k detekci
neaglutinujicich protilatek na povrchu ervenych krvinek. Dacie et al. v roce 1957
prokazali, Zze protilatky pfitomné v antiglobulinovém séru jsou namifeny proti
urgitym slozkam komplementu. Cinidla AHG po reakci antigenu s protilatkou in
vivo nebo in vitro detekuji molekuly neaglutinujicich protilatek a rovnéz molekuly
komplementu navazané na ¢ervené krvinky.

URCENE POUZITI

Tato polyspecificka ¢inidla pro stanoveni krevnich skupin jsou uréena ke
kvalitativnimu stanoveni pfitomnosti, nebo nepfitomnosti senzibilizujicich
protilatek 1gG (vSech 4 podtfid) a faktord komplementu C3d a C3b na povrchu
Cervenych krvinek za predpokladu, Ze testy probihaji v souladu s doporu¢enymi
postupy stanovenymi v tomto navodu k pouZiti.

PRINCIP

Cinidla obsahuiji protilatky proti lidskym protilatkam IgG a faktordm komplementu
C3 (C3d a C3b) na lidskych ¢ervenych krvinkach a zpusobuji pfimou aglutinaci
(shlukovani) €ervenych krvinek, které jsou senzibilizovany lidskymi protilatkami
IgG a/nebo faktory komplementu C3 (C3d a C3b). Nepfitomnost aglutinace
obecné indikuje nepfitomnost senzibilizujicich lidskych protilatek IgG a faktort
komplementu C3 (C3d a C3b) na povrchu lidskych ¢ervenych krvinek (viz ¢ast
Omezeni).

CINIDLA

Cinidla Lorne AHG Elite Clear a AHG Elite Green obsahuji krali&i protilatky anti-
19G s nespecifickou aktivitou odebrané adsorpci a mysi monoklonalni IgM anti-
C3d, klon BRIC-8. Protilatky jsou nafedény v pufrovaném roztoku s obsahem
hovéziho albuminu. Cinidla neobsahuiji latky karcinogenni, mutagenni nebo
toxické pro reprodukci (CMR), latky narusujici endokrinni systém ani latky, které
by mohly u uzivatele vyvolat senzibilizaci nebo alergickou reakci. Kazdé €inidlo je
dodavéano v optimalnim fedéni vhodném k pouziti véemi doporu¢enymi postupy
uvedenymi dale, aniz by bylo nutné dal$i fedéni nebo dopInéni. Referenéni &islo
SarZe a datum exspirace je uvedeno na $titku na nadobé.

Cinidlo Bunééna kultura / klon Barva Pouzité
barvivo
AHG Elite Clear krali¢i IgG proti lidskym bez barvy zadné
protilatkam
BRIC-8 (Anti-C3d)
AHG Elite Green krali¢i IgG proti lidskym zelena patentni modf

protilatkam a tartrazin
BRIC-8 (Anti-C3d)

SKLADOVANI

Néadoby s ¢inidlem je tfeba po prevzeti uchovavat pfi teploté 2—8 °C. Dlouhodobé
skladovani mimo uvedené teplotni rozmezi muZe urychlit sniZzeni reaktivity
¢inidla. Toto ¢inidlo bylo podrobeno studiim stability pfi pfepravé pfi teploté 37 °C
a—25 °C, jak uvadi dokument BS EN ISO 23640:2015.

ODBER A PRIPRAVA VZORKU

Vzorky je tfeba odebrat asepticky do antikoagulantu EDTA, aby nedoslo k vazbé
komplementu in vitro, aco nejdfive analyzovat. Neni-i EDTA k dispozici,
vhodnéjsi je odebrat vzorky do antikoagulantd ACD, CPD nebo CPDA-1, nez
pouzit vzorky srazené. Jsou-li dostupné pouze srazené vzorky, pfed testovanim
je nezchlazujte.

UPOZORNENI

1. Cinidla jsou urgena vyhradné k diagnostice in vitro.

2. Je-linddoba s €inidlem praskla nebo netésni, okamzité obsah zlikvidujte.

3. Nepouzivejte €inidla po datu pouzitelnosti (viz Stitek na nadobé).

4. Nepouzivejte €inidla, pokud obsahuji srazeninu.

5.  Pfi manipulaci s ¢inidly je tfeba pouzivat ochranny odév, napfiklad
jednorazové rukavice a laboratorni plast.

6. Cinidla byla filtrovana pfes 0,2um kapsli z dvodu sniZeni biologické

zatéze, ale nejsou dodavana sterilni. Po otevieni nadoby zistava obsah
pouzitelny aZ do data exspirace, pokud neni vyrazné zkaleny, coZz muze byt
znamka zhorsené kvality nebo kontaminace €inidla.

7. Cinidla obsahuji < 0,1 % azidu sodného. Azid sodny muZe byt pfi poziti
toxicky a muZe reagovat s olovénym a meédénym potrubim za vzniku
vybusnych azidu kovu. Pri likvidaci splachnéte velkym mnoZstvim vody.

8.  Schvéalené mikrobiologické testy zdrojovych materidld pouzitych k vyrobé
produktu prokazaly, Ze jsou negativni vUéi protilatkdm HIV 1+2 a HCV
a antigenu HBsAg.

9.  Zadné znamé testy nemohou zarugit, Ze produkty ziskané z lidského nebo
zivocisného zdroje neobsahuji infekéni plvodce. Pfi pouzivani a likvidaci
kazdé jednotlivé nadoby a jejiho obsahu je tfeba postupovat opatrné.

Referencni ¢islo dokumentu: CEP1415/435

Cislo vydani dokumentu: 12/05/2020

LIKVIDACE CINIDLA A POSTUP PRI ROZLITi

Informace o likvidaci €inidel a dekontaminaci mista, kde doSlo k jejich rozliti,
najdete v bezpeénostnich listech, které jsou k dispozici na vyzadani.

KONTROLY A POKYNY

1. V kazdé sérii testu je doporuceno provadét soucasné testovani pozitivni
(slabé Anti-D, < 0,1 IU/ml) a negativni kontroly (inertni sérum). Pokud
kontroly neukazuji otekavané vysledky, povazujte testy za neplatné.

2. Antiglobulinové metody Ize povaZovat za platné, pouze pokud vSechny
negativni testy maji s ervenymi krvinkami senzibilizovanymi IgG pozitivni
reakci.

3. Pfed pouzitim nechte ¢inidlo zahfat na pokojovou teplotu. Po pouZiti vratte
¢inidlo ihned zpét na Ulozné misto pfi teploté 2—-8 °C.

4. Vcasti Doporucéené metody predstavuje jedna objemova jednotka
priblizné 50 pl pfi pouziti kapatka dodavaného s balenim.

5. Pouzivat ¢inidla a interpretovat vysledky smi pouze fadné vyskoleny
a kvalifikovany personal v souladu s pozadavky zemé, kde jsou ¢inidla
pouzivana.

6.  Vhodnost pouziti €inidel pfi jinych metodach je na posouzeni uzivatele.

CINIDLA A POTREBNY MATERIAL

. promyvacka bunék na bazi Coombsovy metody

. sklenéné zkumavky (10 x 75 mm nebo 12 x 75 mm)

. Eervené krvinky senzibilizované IgG, tj. Lorne Coombs Control Cells (kat. €.
970010)

. inertni protilatka, napf. Lorne Inert AB Serum (kat. ¢. 110010)

. roztok s nizkou iontovou silou (LISS): s obsahem 0,03M NacCl, 0,003M
Na;HPO,: pufr NaH,PO, s pH 6,7 pfi teploté 22 °C +1 °C a 0,24M glycin

. fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (PBS) (pH 6,8—7,2) nebo izotonicky
fyziologicky roztok (Isotonic) (pH 6,5-7,5)

. odmérné pipety

. inkubator se suchym teplem nebo vodni lazni nastaveny na stabilni teplotu
37°C+2°C

. slaby Anti-D, napf. Lorne Precise Weak Anti-D (kat. ¢. 209005)

DOPORUCENE METODY

A. Pfima antiglobulinovda metoda (Direct Antiglobulin
Technique; DAT)

1.  Promyjte 1objemovou jednotku Cervenych krvinek (2-3% suspenze ve
fyziologickém roztoku PBS nebo Isotonic) ¢étyfikrat ve fyziologickém roztoku
PBS nebo lIsotonic. Mezi promyvanim roztok peclivé dekantujte a po
kazdém promyti sedimentované buriky resuspendujte. Po poslednim
promyti fyziologicky roztok zcela dekantuijte.

2. Ke kazdému suchému sedimentu bunék pfidejte 2 objemové jednotky
¢inidla Lorne AHG Elite.

3. Dikladné promichejte a odstfedujte v§echny zkumavky po dobu 20 sekund
pfi odstfedivé sile 1000 RCF, pfipadné dobu a silu odstfedéni vhodné
upravte.

4. Sedimentované c&ervené krvinky jemné resuspendujte a makroskopicky
odecdtéte vysledek aglutinace.

B. Nepfima antiglobulinova metoda NISS (Indirect Antiglobulin
Technique; NISS IAT)

1. Ve fyziologickém roztoku PBS nebo Isotonic pfipravte 2—3% suspenzi
Eervenych krvinek.

2. Do Stitkem oznacené zkumavky pfidejte: 2 objemové jednotky testovaciho
séra a 1 objemovou jednotku suspenze ¢ervenych krvinek.

3. Duikladné promichejte a inkubuijte pfi teploté 37 °C po dobu 15 minut.

4. Promyjte Cervené krvinky ctyfikrat ve fyziologickém roztoku PBS nebo
Isotonic. Mezi promyvanim roztok peclivé dekantujte a po kazdém promyti
sedimentované cervené krvinky resuspendujte. Po poslednim promyti
fyziologicky roztok zcela dekantujte.

5. Ke kazdému suchému sedimentu bunék pfidejte 2 objemové jednotky
¢inidla Lorne AHG Elite.

6. Dudkladné promichejte a odstfedujte v§echny zkumavky po dobu 20 sekund
pfi odstfedivé sile 1000 RCF, pfipadné dobu a silu odstfedéni vhodné
upravte.

7. Sedimentované c&ervené krvinky jemné resuspendujte a makroskopicky
odectéte vysledek aglutinace.

C. Nepiima antiglobulinova metoda LISS (Indirect Antiglobulin
Technique; LISS IAT)

V roztoku LISS pfipravte 1,5-2% suspenzi ¢ervenych krvinek.
Do &titkem oznacené zkumavky pfidejte: 2 objemové jednotky testovaciho
séra a 2 objemové jednotky suspenze ¢ervenych krvinek.
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3. Diikladn& promicheijte a inkubujte pfi teploté 37 °C po dobu 15 minut. DOSTUPNE VELIKOSTI BALENi CINIDEL
4. Postupuijte podle krokl 4 az 7 metody NISS IAT vyse.

. . Objem Katalogové ¢Eislo Pocet testu
INTERPRETACE VYSLEDKU TESTU nadoby na nadobu
1. Pozitivni: Aglutinace &ervenych krvinek znamena pozitivni vysledek testu Lorne AHG Elite 10 ml 415010 100
avramci pfijatelnych omezeni testovaci metody indikuje pfitomnost IgG (Clear) 1000 ml 415000* 10 000
a/nebo komplementu (C3d/C3b) na ¢ervenych krvinkach. Lorne AHG Elite 10 ml 435010 100
2. Negativni: Nepfitomnost aglutinace ¢ervenych krvinek znamena negativni (Green) 1000 ml 435000* 10 000

vysledek avramci pfijatelnych omezeni testovaci metody indikuje

nepfitomnost IgG a/nebo komplementu (C3d/C3b) na Cervenych krvinkach. “Tato velikost je uréena pouze pro dalsi vyrobni tcely (For Further

STABILITA REAKCI Manufacturing Use; FFMU), a proto nema oznaceni CE.

1. Promyvani vzorku je tfeba provést bez preruSeni a po pfidani ¢inidla je
nezbytné vzorky ihned odstfedit a odeCist vysledky. Prodleva mize
zplsobit rozklad komplexd antigen a protilatka s naslednym fale$né
negativnim nebo slabé pozitivnim vysledkem.

2. P¥i interpretaci vysledku testd provadénych pfi jinych nez doporuéenych

teplotach postupuijte obezietné. Lorne Laboratories Limited

Unit 1 Cutbush Park Industrial Estate

OMEZENI Danehill
Lower Earley
1. Cervené krvinky, které maji pozitivni pfimy antiglobulinovy test v dusledku Berkshire, RG6 4UT
vazby s IgG, nelze nepfimymi antiglobulinovymi metodami typizovat. Spojené kralovstvi
2. Pozitivni pfimy antiglobulinovy test v diisledku senzibilizace komplementu Tel: +44 (0) 118 921 2264
nemusi odrazet fixaci komplementu in vivo, pokud jsou vySetfované buriky Fax: +44 (0) 118 986 4518
odebrany ze srazeného zchlazeného vzorku. E-mail: info@lornelabs.com

3. Nedostateéné promyti ¢ervenych krvinek pfi nepfimém antiglobulinovém
testu muze neutralizovat Ginidlo AHG.

4. Nadmérné mnozstvi zbytkového fyziologického roztoku po dokonceni
promyvaci faze muze naredit ¢inidlo AHG Elite a snizit tak jeho Ucinnost.

5. Negativni vysledek pfimého antiglobulinového testu nutné nevylu€uje Advena Ltd. Tower Business Centre, 2" Flr.,
klinickou diagnézu hemolytické nemoci novorozencd nebo autoimunitni E Tower Street, Swatar, BKR 4013, Malta
hemolyticka anémie na zakladé systému ABO. Rovnéz nelze vyloucit HNN,
zejména pfi podezieni na inkompatibilitu v systému ABO.

6. FaleSné pozitivni nebo faleSné negativni vysledky mohou vzniknout
v dusledku nasledujicich faktort:

. kontaminace testovaného materialu
. nevhodné skladovani, koncentrace bunék, inkubaéni doba ¢i teplota
. nevhodné nebo nadmérné odstfedovani

SPECIFICKA CHARAKTERISTIKA TESTU

1. Kazda $arze c¢inidel byla pfed uvedenim na trh testovana za pouZiti
doporuéenych testovacich metod, které jsou uvedeny vtomto navodu
k pouziti, na reakci s ¢ervenymi krvinkami s vazbou Anti-D, Anti-K a Anti-
Fy? z davodu kontroly vhodné reaktivity. Testy spinily testovaci pozadavky,
které jsou obsahem aktualni verze ¢i vydani pokynl pro sluzby transfuze
krve ve Spojeném kralovstvi (,Guidelines for the Blood Transfusion
Services in the United Kingdom”).

2. Uginnost  ¢inidel anti-lgG  aanti-C3d byla testovana na zakladé
nésledujicich referenénich standardd s minimalni G€innosti ziskanych
z britského néarodniho institutu biologickych standard(i a kontrol NIBSC
(National Institute of Biological Standards and Controls):
. referen¢ni standard anti-AHG 96/666.

3. Uginnost anti-C3d prokazaly testy vyuzivajici bufky s navazanym
fragmenty C3d a C3b.

4. PFitomnost kontaminujicich heterospecifickych aglutinini ¢i protilatek proti
C4d vyloucily testy s vyuzitim Cervenych krvinek vS8ech skupin systému
ABO a bunék s vazbou C4d.

5.  Reaktivita jakychkoli potencialné pfitomnych slozek anti-IgM, anti-IgA ¢&i
lehkych fetézcli protilatek nebyla stanovena.

6. Kontrola kvality cinidel byla provedena s vyuzitim ¢&ervenych krvinek
s fenotypy, které ovéfila transfuzni stanice ve Spojeném kralovstvi a které
byly pfed pouzitim promyty ve fyziologickém roztoku PBS nebo Isotonic.

VYLOUCENIi ODPOVEDNOSTI

1. Za G&innost cinidel pouzitych jinymi technikami, nez které jsou uvedeny
v ¢asti Doporuc¢ené metody, odpovida uzivatel.

2. Jakékoli odchylky od doporu¢enych metod je tfeba pfed pouzitim
validovat®.
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