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ODCZYNNIKI MONOKLONALNE DO BADAN GRUPOWYCH KRWI

INSTRUKCJA UZYTKOWANIA

BioVue, mikroptytkowg i szkietkowa.

ODCZYNNIK MONOKLONALNY ANTY-D DUOCLONE: do oznaczania metodg probéwkowa, Bio-Rad-ID, Ortho

PODSUMOWANIE

Uktad grup krwi Rh zostat odkryty w 1940 roku. Antygen D jest najbardziej
istotnym klinicznie antygenem czerwonych krwinek innym niz ABO i uczestniczy
w wywotywaniu poprzetoczeniowych reakcji hemolitycznych oraz choroby
hemolitycznej noworodka.

Anty-D Fenotyp % rasy biatej° | % Afroamerykanow®
+ Rh D +ve 83 92
0 Rh D -ve 17 8

PRZEZNACZENIE

Niniejsze odczynniki anty-D to odczynniki do grupowania krwi przeznaczone do
jakosciowego okreslania obecnosci lub braku antygenu Rh D na czerwonych
krwinkach dawcéw krwi lub pacjentébw wymagajacych transfuzji krwi, jezeli
badania sg wykonywane zgodnie z zalecanymi metodami opisanymi w niniejszej
Instrukcji uzytkowania.

ZASADA DZIALANIA

Odczynnik zawiera przeciwciata przeciwko antygenowi D na ludzkich
czerwonych krwinkach i powoduje bezposrednig aglutynacje (zlepianie) ludzkich
czerwonych krwinek, ktére zawierajg antygen D, oraz posrednig aglutynacje
ludzkich czerwonych krwinek nalezacych do kategorii D', w fazie
antyglobulinowej badania. Brak aglutynacji oznacza zwykle brak antygenu D na
ludzkich czerwonych krwinkach (patrz Ograniczenia).

ODCZYNNIK

Monoklonalny odczynnik anty-D Duoclone firmy Lorne to odczynnik mieszany o
niskiej zawarto$ci biatka, zawierajgcy ludzkie monoklonalne przeciwciata IgM i
1gG anty-D, rozciefnczony w buforze fosforanowym zawierajgcym chlorek sodu
(0,9 g%), albumine bydlecg (2,0 g%) i wzmacniacze makroczgsteczkowe (1,5
g%). Podczas oznaczania grupy krwi prébek pacjentéw odczynnik ten
bezposrednio aglutynuje komérki Rh D dodatnie, w tym wigkszo$¢ wariantow
(ale nie DV') i wysoki odsetek stabych fenotypéw D (D" ) przy zastosowaniu
zalecanych metod. Odczynniki nie zawierajg ani nie sktadajg sie z substanciji
CMR, substancji zaburzajgcych funkcjonowanie uktadu hormonalnego ani
substancji, ktére mogg powodowaé uczulenie lub reakcje alergiczng u
uzytkownika. Odczynnik jest dostarczany w optymalnym stezeniu dla wszystkich
zalecanych metod wymienionych ponizej, bez koniecznosci dalszego
rozcienczania lub dodawania. Numer referencyjny partii i data waznosci znajdujg
sie na etykiecie fiolki.

IgM / 1gG Linia
komoérkowa/klon
IgM RUM-1

19G MS-26

OSLABIONA EKSPRESJA ANTYGENU RhD

Zbiorczy termin D" jest szeroko stosowany do opisania krwinek czerwonych,
ktére wykazuja stabszg ekspresje antygenu D niz normalnie. Termin ,staby
antygen D” oznacza osoby o zmniejszonej liczbie kompletnych lokalizacji
antygenu D na czerwonej krwince. Termin ,czesciowy antygen D” oznacza osoby
z brakujgcymi epitopami antygenu D. DVI nalezy do kategorii czg$ciowej
antygendéw D, w ktdrej brakuje wigkszosci epitopdw antygenu D. Odczynnik
Duoclone wykrywa wigkszo$¢ czerwonych krwinek z czesciowymi i stabymi
antygenami D przez bezposrednig aglutynacje, ale nie wykrywa komérek DVI.
Niniejszy odczynnik wykrywa komorki DVI i komérki z cze$ciowym antygenem D
w fazie IAT.

PRZECHOWYWANIE

Po otrzymaniu fiolki z odczynnikiem nalezy przechowywaé¢ w temperaturze 2-
8°C. Dtugotrwate przechowywanie w temperaturach poza tym zakresem moze
spowodowac przyspieszony spadek reaktywnosci odczynnika. Odczynnik zostat
poddany badaniom stabilnosci podczas transportu w temperaturze 37°C i -25°C,
zgodnie z wytycznymi BS EN ISO 23640:2015.

POBIERANIE | PRZYGOTOWANIE PROBKI

Probki krwi moga by¢ konserwowane w antykoagulantach EDTA, cytrynianie,
CPDA lub jako prébka skrzepnieta. Probki nalezy przebadac¢ jak najszybciej po
pobraniu. Jesli wystgpi opdznienie w badaniu, prébki nalezy przechowywac w
temperaturze 2-8°C. Prébki wykazujace znaczny stopiert hemolizy lub
zanieczyszczenie mikrobiologiczne nie powinny by¢ wykorzystywane do badan.
Probki krwi wykazujace oznaki lizy mogg dawaé niewiarygodne wyniki. Przed
badaniem zaleca sie (ale nie jest to konieczne) przemywanie wszystkich probek
krwi roztworem PBS lub izotonicznym roztworem soli.

Numer referencyjny dokumentu: CEPI740

Numer wydania dokumentu: 17.05.2020

RODKI OSTROZNOSCI

Odczynnik jest przeznaczony wytgcznie do diagnostycznego uzytku in vitro.
Jesli fiolka z odczynnikiem jest peknieta lub nieszczelna, nalezy
natychmiast wyrzuci¢ zawartosc.

3. Nie nalezy uzywa¢ odczynnika po uptywie daty waznos$ci (patrz etykieta

fiolki).

Nie nalezy uzywa¢ odczynnika, jezeli wytracit sie osad.

Podczas pracy z odczynnikami nalezy nosi¢ odziez ochronng, takg jak

rekawiczki jednorazowe i fartuch laboratoryjny.

6. Odczynnik zostat przefiltrowany przez kapsutke 0,2 ym w celu
zmniejszenia obcigzenia biologicznego, ale nie jest dostarczany w postaci
sterylnej. Po otwarciu fiolki zawarto$¢ powinna pozostaé zdatna do uzycia
az do uptywu daty waznosci, o ile nie doszto do wyraznego zmetnienia, co
moze wskazywac na pogorszenie lub zanieczyszczenie odczynnika.

7. Odczynnik zawiera <0,1% azydku sodu. Azydek sodu moze by¢ toksyczny
w przypadku potknigcia i moze reagowac z ofowiem i miedzig, tworzac
wybuchowe azydki metali. Podczas usuwania sptuka¢ duza iloscig wody.

8.  Materiaty uzyte do wytworzenia odczynnika zbadano u zrédta i stwierdzono
ujemne wyniki badan na obecnos$¢ przeciwciat przeciwko HIV 1+2 i HCV
oraz HBsAg przy uzyciu zatwierdzonych testéw mikrobiologicznych.

9.  Zadne znane badania nie mogg zagwarantowaé, ze produkty pochodzace

od ludzi lub zwierzat sg wolne od czynnikéw zakaznych. Podczas uzywania

i utylizacji kazdej fiolki i jej zawartosci nalezy zachowac¢ ostroznos¢.
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UTYLIZACJA ODCZYNNIKA | POSTEPOWANIE W PRZYPADKU
ROZLANIA

Informacje na temat utylizacji odczynnika i odkazania miejsca rozlania znajduja
sie w dostepnych na zgdanie kartach charakterystyki materiatu.

PROBY KONTROLNE | PORADY

1.  Zaleca sie badanie dodatnich (najlepiej komérek Rir) i ulemnych (najlepiej
komérek rr) préb kontrolnych rownolegle z kazdg serig badan. Badania
nalezy uznac¢ za niewazne, jesli proby kontrolne nie dostarczajg
oczekiwanych wynikéw.

2. Podczas oznaczania grupy krwi pacjenta, u ktérego zdiagnozowano
chorobe, wskutek ktorej czerwone krwinki pokrywajg sig przeciwciatami lub
innymi biatkami (takimi jak HDN, AIHA), nalezy przebada¢ czerwone
krwinki pacjenta za pomoca ujemnej préby kontrolnej firmy Lorne
(monoklonalny odczynnik ujemnej préby kontrolnej D, nr kat. 650010).
Badanie nalezy uzna¢ za niewazne, jesli monoklonalny odczynnik ujemnej
préby kontrolnej D firmy Lorne powoduje aglutynacje czerwonych krwinek
(nr kat. 650010).

3. Probki do oznaczenia kategorii DY' metodg posredniego testu
antyglobulinowego, Coombs Bio-Rad, Bio-Rad-ID i Coombs Ortho
BioVue.

4. Stabe antygeny D i warianty antygenu D sa stabo wykrywalne za pomocg
kart zelowych, ptytek do mikromiareczkowania i metod szkietkowych.
Zaleca sig badanie w kierunku stabych i czgéciowych wariantéw antygenu
metoda probowkowa.

5.  Antyglobulinowe badanie probéwkowe mozna uzna¢ za wazne tylko wtedy,
gdy wszystkie ujemne testy reagujg dodatnio z czerwonymi krwinkami
uczulonymi przez 1gG.

6. Przed uzyciem nalezy odczekac¢, az odczynnik ogrzeje sig¢ do temperatury
pokojowej. Natychmiast po uzyciu odczynnika nalezy ponownie umiesci¢
go w temperaturze 2-8°C.

7. W zalecanych metodach jedna cze$¢ wynosi okoto 50 pl przy uzyciu
kroplomierza dotaczonego do fiolki.

8.  Wykorzystanie odczynnika i interpretacja wynikdw muszg zosta¢
przeprowadzone przez odpowiednio przeszkolony i wykwalifikowany
personel zgodnie z wymogami obowigzujgcymi w kraju, w ktérym
odczynniki sg uzywane.

9. Uzytkownik musi okresli¢ przydatno$é odczynnikéw do zastosowania w
innych metodach.

WYMAGANE ODCZYNNIKI | MATERIALY

. Odczynnik przeciwko globulinie ludzkiej, np. Lorne AHG Elite (nr kat.
435010), lub przeciwludzkie 1gG, np. Lorne Anti-Human 1gG (nr kat.
402010).

Pipety wolumetryczne

Szkietka mikroskopowe lub biate karty

Aplikatory

Szklane probéwki (10 x 75 mm lub 12 x 75 mm)

Inkubator z kapielg wodng lub inkubator z suchym cieptem zréwnowazony
do 37°C + 2°C

Wiréwka na probdéwki

Myjka do komérek Coombsa

Zatwierdzone mikroptytki U-ksztattne

Wiréwka na mikroptytki

Wytrzasarka do ptytek
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Automatyczny czytnik ptytek

Karty Bio-Rad ID (LISS/Coombs) i (NaCl, test enzymatyczny i zimne
aglutyniny)

Wiréwka Bio-Rad ID

Roztwoér Bio-Rad ID-CellStab lub ID-Diluent 2

Inkubator Bio-Rad ID zréwnowazony do 37°C + 2°C

Kasety systemu Ortho BioVue (AHG/Coombs) i (obojetne).

Wiréwka systemu Ortho BioVue.

Blok cieplny systemu Ortho BioVue zréwnowazony do 37°C + 2°C

Ptyn rozcienczajacy Ortho 0.8% Red Cell Diluent

Czerwone krwinki uczulone przez IgG, np. komérki kontrolne Coombsa
firmy Lorne (nr kat. 970010)

Roztwér PBS (pH 6,8-7,2) lub izotoniczny roztwér soli fizjologicznej (pH
6,5-7,5)

Dodatnie (najlepiej Ryr) i ujemne (rr) préby kontrolne czerwonych krwinek

ZALECANE METODY (KATEGORIE INNE NIZ D)

A. Metoda probéwkowa

1. Przygotowa¢ 2-3% zawiesing krwinek czerwonych w roztworze PBS lub
izotonicznymi roztworze soli fizjologicznej.

2. Umiesci¢ w oznakowanej probéwce: 1 cze$¢ odczynnika Lorne Duoclone i
1 cze$¢ zawiesiny czerwonych krwinek.

3. Doktadnie wymieszac¢ i odwirowa¢ wszystkie probéwki przez 20 sekund z
sitg 1000 rcf lub przez stosowny inny czas z odpowiednig sitg.

4, Delikatnie odtworzyé zawiesine czerwonych krwinek i zbadaé
makroskopowo w kierunku aglutynaciji.

5.  Wszelkie probowki, ktére wykazujg wynik ujemny lub watpliwy (co moze
mie¢ miejsce w przypadku probek zawierajgcych antygen D lub staby
antygen D), nalezy inkubowa¢ przez 15 minut w temperaturze pokojowe;j.

6. Po inkubacji powtdrzyé kroki 3 i 4.

B. Metoda Bio-Rad-ID (NaCl, test enzymatyczny i karty zimnych
aglutynin)

1. Przygotowa¢ 0,8% zawiesine krwinek czerwonych w roztworze ID-CellStab
lub ID-Diluent 2.

2. Usungc¢ folie aluminiowg z wymaganej liczby mikroprobowek.

3. Umiesci¢ w odpowiedniej mikroprobéwce: 50 pl zawiesiny badanych
czerwonych krwinek i 25 pl odczynnika Lorne Duoclone

4. Odwirowac karty ID w wiréwce na karty zelowe.

5.  Zbada¢ makroskopowo w kierunku aglutynaciji.

C. Metoda Ortho BioVue (karty obojetne)

1. Przygotowa¢ 0,8% zawiesine krwinek czerwonych w 0,8% roztworze Ortho
Red Cell Diluent.

2. Usung¢ folie aluminiowg z wymaganej liczby komér reakcyjnych.

3. Umiesci¢ w odpowiedniej komorze reakcyjnej: 50 ul zawiesiny badanych
czerwonych krwinek i 40 pl odczynnika Lorne Duoclone.

4.  Odwirowac¢ kasete(-y) w wiréwce systemu Ortho BioVue.

5 Zbada¢ makroskopowo w kierunku aglutynacji.

D. Metoda mikroptytkowa z uzyciem ptytek dotkowych U-

ksztaltnych

1. Przygotowa¢ 2-3% zawiesing krwinek czerwonych w roztworze PBS lub
izotonicznymi roztworze soli fizjologicznej.

2. Umiesci¢ w odpowiednim dotku: 1 cze$¢ odczynnika Lorne Duoclone i 1
czgs$¢ zawiesiny czerwonych krwinek.

3. Dokfadnie wymieszac, najlepiej za pomocg wytrzasarki do mikroptytek,
uwazajac, aby unikngé zanieczyszczenia krzyzowego.

4. Inkubowaé w temperaturze pokojowej przez 15 minut (czas zalezny od
uzytkownika).

5. Odwirowa¢ mikroptytke przez 1 minute z sitg 140 rcf lub przez stosowny
inny czas z odpowiednig sitg.

6. Odtworzy¢ zawiesine krwinek poprzez doktadnie kontrolowane wstrzgsanie
na wytrzgsarce do mikroptytek.

7.  Zbada¢ makroskopowo lub za pomoca zatwierdzonego automatycznego
czytnika.

8.  Wszelkie stabe reakcje nalezy powtorzy¢ metoda probdwkowa.

E. Metoda szkietkowa

1. Przygotowaé 35-45% zawiesing czerwonych krwinek w surowicy, osoczu,
PBS lub izotonicznym roztworze soli fizjologicznej lub uzy¢
antykoagulowanej krwi petnej (w osoczu wiasnym).

2. Umiesci¢ na oznakowanym szkietku lub karcie: 1 cze$¢ odczynnika Lorne
Duoclone i 1 cze$¢ zawiesiny badanych czerwonych krwinek.

3. Uzywajac czystego aplikatora, wymiesza¢ odczynnik i komérki na
powierzchni okoto 20 x 40 mm.

4. Powoli przechyla¢ szkietko w przéd i w tyt przez 30 sekund, od czasu do
czasu mieszajgc podczas tego 1-minutowego procesu, utrzymujgc szkietko
w temperaturze pokojowej.

5. Zbada¢ makroskopowo po 1 minucie nad rozproszonym $wiattem,
uwazajac, aby nie pomyli¢ wiékien fibrynowych z aglutynacija.

6.  Wszelkie stabe reakcje nalezy powtorzy¢ metoda probdwkowa.

ZALECANE METODY (WYKRYWANIA KATEGORII DY)

A.

1.

2.

3.

Numer referencyjny dokumentu: CEPI1740

Posrednia metoda antyglobulinowa (IAT)

Przygotowa¢ 2-3% zawiesing krwinek czerwonych w roztworze PBS lub
izotonicznymi roztworze soli fizjologicznej.

Umiesci¢ w oznakowanej probdwce: 1 cze$¢ odczynnika Lorne Duoclone i
1 czg$¢ zawiesiny badanych czerwonych krwinek.

Doktadnie wymieszac¢ i inkubowa¢ w temperaturze 37°C przez 15 minut.
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Przeptukaé czerwone krwinki co najmniej raz za pomocg roztworu PBS lub
izotonicznego roztworu soli fizjologicznej, zwracajac uwage, aby zlaé
roztwor soli fizjologicznej pomiedzy ptukaniami, a nastepnie odtworzy¢
zawiesing z kazdej prébki czerwonych krwinek po kazdym ptukaniu.
Catkowicie zlaé¢ roztwor soli fizjologicznej po ostatnim ptukaniu.

Doda¢ 2 krople odczynnika AHG lub anty-IgG do kazdej suchej prébki
krwinek.

Doktadnie wymieszac¢ i odwirowa¢ wszystkie probéwki przez 20 sekund z
sitg 1000 rcf lub przez stosowny inny czas z odpowiednig sita.

Odtworzy¢ zawiesine kazdej prébki krwinek i zbada¢ makroskopowo.
Potwierdzi¢ wazno$¢ wszystkich ujemnych reakcji za pomocg czerwonych
krwinek uczulonych przez 1gG.

Metoda Bio-Rad-ID (karty LISS/Coombs)

Przygotowaé 0,8% zawiesine krwinek czerwonych w roztworze ID-CellStab
lub ID-Diluent 2.

Usunac¢ folie aluminiowg z wymaganej liczby mikroprobowek.

Umiesci¢ w odpowiedniej mikroprobowce: 50 pl zawiesiny czerwonych
krwinek i 25 pl odczynnika Lorne Duoclone.

Inkubowac karte/karty 1D przez 15 minut w temperaturze 37°C.

Odwirowa¢ karty ID w wiréwce na karty zelowe.

Zbada¢ makroskopowo w kierunku aglutynaciji.

Metoda Ortho BioVue (karty AHG/Coombs)

Przygotowa¢ 0,8% zawiesine krwinek czerwonych w 0,8% roztworze Ortho
Red Cell Diluent.

Usung¢ folie aluminiowa z wymaganej liczby komér reakcyjnych.

Umiesci¢ w odpowiedniej komorze reakcyjnej: 50 pl zawiesiny badanych
czerwonych krwinek i 40 pl odczynnika Lorne Duoclone.

Inkubowac¢ kasete/kasety przez 15 minut w temperaturze 37°C.
Odwirowac¢ kasete(-y) w wiréwce systemu Ortho BioVue.

Zbada¢ makroskopowo w kierunku aglutynacji.

INTERPRETACJA WYNIKOW BADAN

1.

Wynik dodatni: Aglutynacja czerwonych krwinek stanowi dodatni wynik
badania, a przy zaakceptowanych ograniczeniach procedury testowej
wskazuje na obecnos$¢ antygenu D na czerwonych krwinkach.

Wynik ujemny: Brak aglutynacji czerwonych krwinek stanowi ujemny
wynik badania, a przy zaakceptowanych ograniczeniach procedury
testowej wskazuje na brak antygenu D na czerwonych krwinkach.
Nalezy wykluczy¢ wyniki badan komérek poddanych aglutynacji przy
uzyciu ujemnej préby kontrolnej, poniewaz aglutynacja jest
najprawdopodobniej spowodowana dziataniem makroczgsteczkowych
wzmacniaczy w odczynniku na uczulone komorki.

STABILNOSC REAKCJI

1.

2.

Wyniki badan metodg probéwkowa i mikroptytkowg nalezy odczyta¢
natychmiast po odwirowaniu.

Czynnosci ptukania nalezy wykonywac¢ bez przerywania; prébki nalezy
odwirowaé i odczyta¢ wyniki natychmiast po dodaniu odczynnika przeciwko
ludzkiej globulinie, poniewaz op6znienia mogg powodowaé dysocjacje
komplekséw antygen-przeciwciato, prowadzac do fatszywie ujemnych lub
stabo pozytywnych reakciji.

Badania wykonane metodg szkietkowg powinny by¢ interpretowane po
maksymalnie 1 minucie, aby zapewni¢ swoisto$¢ testu i unikng¢ mozliwosci
btednego zinterpretowania wyniku ujemnego jako wyniku dodatniego z
powodu wyschnigcia odczynnika.

Nalezy zachowa¢ ostroznos$¢ podczas interpretacji wynikow badan
przeprowadzonych w temperaturach innych niz zalecane.

OGRANICZENIA

1.

2.

Odczynnik anty-D firmy Lorne nie nadaje sie do stosowania z komérkami

traktowanymi enzymem lub komérkami zawieszonymi w roztworze LISS.

Zastosowanie roztworéw do sporzgdzania zawiesin krwinek czerwonych

innych niz opisane w punktach ,Zalecane metody” tego dokumentu musi

zostaé zweryfikowane przed uzyciem. Niektére roztwory moga powodowac

reakcje fatszywie dodatnie lub fatszywie ujemne.

Przechowywana krew moze wykazywa¢ stabsze reakcje niz $wieza krew.

Fatszywie dodatnig aglutynacje mozna zaobserwowa¢ podczas testowania

komorek uczulonych przez IgG.

Wyniki fatszywie dodatnie lub fatszywie ujemne moga réwniez wystapi¢ z

nastepujacych przyczyn:

. zanieczyszczenie materiatéw testowych;

. niewtasciwe przechowywanie, stezenie komorek, czas inkubacji lub
temperatura;

. niewtasciwe lub nadmierne odwirowanie;

. odstepstwo od zalecanych metod;

SWOISTY CHARAKTER DZIALANIA

1.

Numer wydania dokumentu: 17.05.2020

Przed dopuszczeniem do obrotu kazdg partie¢ odczynnika monoklonalnego
Lorne anty-D Duoclone przebadano przy uzyciu zalecanych metod
testowych wymienionych w niniejszej instrukcji uzytkowania. Badania byty
zgodne z wymogami testowymi okreslonymi w aktualnej wersji/wydaniu
Wytycznych dotyczacych transfuzji krwi w Wielkiej Brytanii” (Guidelines for
the Blood Transfusion Services in the United Kingdom) oraz ,Wspdlnych
specyfikacji technicznych” (Common Technical Specifications).

Swoisto$¢ zrédtowych przeciwciat monoklonalnych wykazano za pomoca
panelu komérek antygenowo ujemnych.

Sita dziatania odczynnika zostata przebadana wedtug nastepujacych
minimalnych wzorcéw odniesienia sity dziatania okreslonych przez Krajowy
Instytut Norm Biologicznych i Kontroli (National Institute of Biological
Standards and Controls, NIBSC):

. norma referencyjna anty-D 99/836.
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4. Kontrole jako$ci odczynnikéw przeprowadzono przy uzyciu czerwonych

krwinek z fenotypami, ktére zostaty zweryfikowane przez brytyjskie centrum

krwiodawstwa i zostaty przed uzyciem przemyte za pomocg roztworu PBS
lub izotonicznego roztworu soli fizjologiczne;j.

OGRANICZENIE ODPOWIEDZIALNOSCI

1. Uzytkownik ponosi odpowiedzialno$¢ za dziatanie odczynnika podczas
korzystania z dowolnej metody innej niz wymienione zalecane metody.

2. Wszelkie odstepstwa od zalecanych metod powinny zosta¢
zweryfikowane przed uZycieme.
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DOSTEPNE WIELKOSCI OPAKOWAN ODCZYNNIKOW

Pojemnosé¢ | Numer katalogowy Badan na
fiolki fiolke
10 ml 740010 200
1000 ml 740000* 20 000
5000 ml 740000x5* 100 000

*Fiolki o tej pojemnosci sg przeznaczone wytacznie do dalszego
wykorzystania produkcyjnego (FFMU), dlatego nie sq oznaczone znakiem
CE.
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