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MONOSWOISTY ODCZYNNIK PRZECIWKO GLOBULINIE LUDZKIEJ (KROLICZY)

INSTRUKCJA UZYTKOWANIA

antyglobulinowymi

Odczynnik przeciwko ludzkim przeciwciatom IgG (przezroczysty lub zielony): do oznaczania metodami

PODSUMOWANIE

W 1945 roku Coombs, Mourant i Race opisali zastosowanie surowicy
zawierajgcej antyludzkie globuliny do wykrywania niepodlegajgcych aglutynaciji
przeciwciat zwigzanych z czerwonymi krwinkami.

PRZEZNACZENIE

Niniejsze odczynniki to monoswoiste odczynniki do grupowania krwi
przeznaczone do jakosciowego wykrywania obecnosci lub braku uczulajgcych
przeciwciat 1IgG (wszystkich 4 podklas) na ludzkich czerwonych krwinkach, jezeli
badania sg wykonywane zgodnie z zalecanymi metodami opisanymi w niniejszej
Instrukcji uzytkowania.

ZASADA DZIALANIA

Odczynniki zawierajg przeciwciata przeciwko ludzkim przeciwciatom IgG na
ludzkich czerwonych krwinkach i powodujg bezposrednig aglutynacje (zlepianie)
czerwonych krwinek, ktore zostaty uczulone przez ludzkie przeciwciata IgG. Brak
aglutynacji oznacza zwykle brak uczulajgcych ludzkich przeciwciat 1gG na
ludzkich czerwonych krwinkach (patrz Ograniczenia).

ODCZYNNIKI

Monoswoisty odczynnik przeciwko ludzkim przeciwciatom IgG, przezroczysty, i
odczynnik przeciwko ludzkim przeciwciatom IgG, zielony, firmy Lorne zawieraja
przeciwciata przeciwko IgG pochodzace od krolikéw. Cata nieswoista aktywno$é
jest usuwana przez adsorpcje. Odczynniki nie zawierajg ani nie skladajg sie z
substancji CMR, substancji zaburzajacych funkcjonowanie uktadu hormonalnego
ani substancji, ktére mogg powodowaé uczulenie lub reakcje alergiczng u
uzytkownika. Odczynniki sg dostarczane 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.

Odczynnik Linia komorkowalklon Kolor Uzyty barwnik
Przeciwko Krolicze przeciwciata Bezbarwny Brak
ludzkiemu IgG, przeciwko ludzkiemu IgG
przezroczysty
Przeciwko Krolicze przeciwciata Zielony Btekit
ludzkiemu IgG, przeciwko ludzkiemu IgG patentowy i
zielony tartrazyna

PRZECHOWYWANIE

Po otrzymaniu fiolki z odczynnikiem nalezy przechowywa¢ w temperaturze 2-
8°C. Diugotrwate przechowywanie w temperaturach poza tym zakresem moze
spowodowac przyspieszony spadek reaktywnosci odczynnika. Odczynnik zostat
poddany badaniom stabilno$ci podczas transportu w temperaturze 37°C i -25°C,
zgodnie z wytycznymi EN13640:2002.

POBIERANIE | PRZYGOTOWANIE PROBKI

Proébki nalezy pobra¢ aseptycznie do EDTA i zbada¢ tak szybko, jak to mozliwe.
Jesli EDTA jest niedostgpne, probki pobrane do ACD, CPD lub CPDA-1 s3
lepsze niz probki skrzepniete. Jesli dostgpne sg tylko prébki skrzepniete, nie
nalezy przechowywac¢ ich w lodéwce przed badaniem. Wszystkie probki krwi
nalezy przed badaniem przemyé przynajmniej dwukrotnie roztworem PBS lub
izotonicznym roztworem soli fizjologicznej.

SRODKI OSTROZNOSCI

1. Odczynniki sg przeznaczone wytgcznie do diagnostycznego uzytku in vitro.

2. Jesli fiolka z odczynnikiem jest peknigta lub nieszczelna, nalezy
natychmiast wyrzuci¢ zawarto$¢.

3. Nie nalezy uzywa¢ odczynnikéw po uptywie daty waznosci (patrz etykieta
fiolki).

4. Nie nalezy uzywaé odczynnikéw, jezeli wytracit sie osad.

5. Podczas pracy z odczynnikami nalezy nosi¢ odziez ochronna, takag jak
rekawiczki jednorazowe i fartuch laboratoryjny.

6. Odczynniki zostaty przefiltrowane przez kapsutke 0,2 pym w celu
zmniejszenia obcigzenia biologicznego, ale nie sg dostarczane w postaci
sterylnej. Po otwarciu fiolki zawarto$¢ powinna pozosta¢ zdatna do uzycia
az do uptywu daty waznosci, o ile nie doszlo do wyraznego zmetnienia, co
moze wskazywac na pogorszenie lub zanieczyszczenie odczynnika.

7. Odczynniki zawierajg <0,1% azydku sodu. Azydek sodu moze by¢
toksyczny w przypadku potkniecia i moze reagowac z otowiem i miedzia,
tworzgc wybuchowe azydki metali. Podczas usuwania sptuka¢ duzg iloscig
wody.
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8. Materiaty uzyte do wytworzenia produktéw zbadano u zrédta i stwierdzono
ujemne wyniki badan na obecno$¢ przeciwciat przeciwko HIV 1+2 i HCV
oraz HBsAg przy uzyciu zatwierdzonych testow 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$c.

UTYLIZACJA ODCZYNNIKA | POSTEPOWANIE W PRZYPADKU
ROZLANIA

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

PROBY KONTROLNE | PORADY

1. Zaleca si¢ badanie dodatnich (staby odczynnik anty-D <0,1 IU/ml) i
ujemnych (surowica obojetna) préb kontrolnych réwnolegle z kazdg serig
badan. Badania nalezy uznaé za niewazne, jesli proby kontrolne nie
dostarczajg oczekiwanych wynikow.

2. Metody antyglobulinowe mozna uznaé za wazne tylko wtedy, gdy wszystkie
ujemne testy reagujg dodatnio z czerwonymi krwinkami uczulonymi przez
19G.

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

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

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

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

WYMAGANE ODCZYNNIKI | MATERIALY, KTORE NIE STANOWIA
CZESCI ZESTAWU

. Myjka do komérek Coombsa

. Szklane probowki (10 x 75 mm lub 12 x 75 mm)

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

. Obojetne przeciwciata, tj. obojetna surowica AB firmy Lorne (nr kat.
110010).

. Roztwér o niskiej sile jonowej (LISS): zawierajacy 0,03M NaCl, 0,003M
Na,HPO,: bufor NaH,PO,, pH 6,7 przy 22°C + 1°C oraz 0,24M glicyny

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

6,5-7,5)
. Pipety wolumetryczne
. Inkubator z kgpielg wodng lub inkubator z suchym cieptem zréwnowazony

do 37°C + 2°C
. Staby odczynnik anty-D, tj. Lorne Precise Weak Anti-D (nr kat. 209005)

ZALECANE METODY
A. Bezposrednia metoda antyglobulinowa (DAT)

1. Przeptuka¢ badane czerwone krwinki 4 razy za pomoca roztworu PBS lub
izotonicznego roztworu soli fizjologicznej, zwracajgc uwage, aby zlaé
roztwor soli fizjologicznej pomiedzy ptukaniami, a nastgpnie odtworzyé
zawiesing z kazdej probki krwinek po kazdym ptukaniu. Catkowicie zlaé¢
roztwor soli fizjologicznej po ostatnim ptukaniu.

2. Dodac 2 czes$ci odczynnika przeciwko ludzkiemu IgG firmy Lorne do kazdej
suchej prébki krwinek.

3. Dokfadnie wymiesza¢ i odwirowa¢ wszystkie probdwki przez 20 sekund z
sitg 1000 rcf lub przez stosowny inny czas z odpowiednig sitg.

4. Delikatnie  odtworzy¢ zawiesing czerwonych krwinek i zbadac
makroskopowo w kierunku aglutynacii.

B. Posrednia metoda antyglobulinowa (NISS IAT)

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

2. Umiesci¢ w oznakowanej probéwce: 2 czesci surowicy testowej i 1 cze$é
zawiesiny czerwonych krwinek.

3. Dokfadnie wymieszac¢ i inkubowa¢ w temperaturze 37°C przez 15 minut.

4. Przeptuka¢ badane czerwone krwinki 4 razy za pomocg roztworu PBS lub
izotonicznego roztworu soli fizjologicznej, zwracajgc uwage, aby zla¢
roztwor soli fizjologicznej pomiedzy ptukaniami, a nastepnie odtworzy¢
zawiesing z kazdej probki czerwonych krwinek po kazdym ptukaniu.
Catkowicie zlaé roztwdr soli fizjologicznej po ostatnim ptukaniu.
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5. Doda¢ 2 czesci odczynnika przeciwko ludzkiemu IgG firmy Lorne do kazdej
suchej probki krwinek.

6. Dokfadnie wymiesza¢ i odwirowaé wszystkie probéwki przez 20 sekund z
sitg 1000 rcf lub przez stosowny inny czas z odpowiednig sitg.

7. Delikatnie odtworzy¢ zawiesing czerwonych krwinek i zbadac
makroskopowo w kierunku aglutynaciji.

C. Posrednia metoda antyglobulinowa LISS (LISS IAT)

1. Przygotowaé 1,5-2% zawiesine przeptukanych krwinek czerwonych w
roztworze LISS.

2. Umiesci¢ w oznakowanej proboéwce: 2 czesci surowicy testowej i 2 czgsci
zawiesiny czerwonych krwinek.

3. Dokfadnie wymieszac i inkubowa¢ w temperaturze 37°C przez 15 minut.

4. Wykona¢ czynnosci od 4 do 7 dla metody NISS IAT powyzej.

INTERPRETACJA WYNIKOW BADAN

1.  Wynik dodatni: Aglutynacja czerwonych krwinek stanowi dodatni wynik
badania, a przy zaakceptowanych ograniczeniach procedury testowej
wskazuje na obecno$¢ przeciwciat IgG na badanych czerwonych
krwinkach.

2. Wynik ujemny: Brak aglutynacji czerwonych krwinek stanowi ujemny
wynik badania, a przy zaakceptowanych ograniczeniach procedury
testowej wskazuje na brak przeciwciat IgG na badanych czerwonych
krwinkach.

STABILNOSC REAKCJI

1. Czynnosci ptukania nalezy wykonywaé bez przerywania; probki nalezy
odwirowaé i odczyta¢ wyniki natychmiast po dodaniu odczynnika.
Opdznienia mogg powodowaé dysocjacje komplekséw antygen-
przeciwciato, prowadzac do fatszywie ujemnych lub stabo pozytywnych
wynikéw.

2. Nalezy zachowa¢ ostrozno$¢ podczas interpretacji wynikéw badan
przeprowadzonych w temperaturach innych niz zalecane.

OGRANICZENIA

1. Czerwone krwinki, ktére majg dodatni wynik DAT z powodu powtoki IgG,
nie moga byé poddane badaniu grupowemu za pomocg posrednich
metod antyglobulinowych.

2. Nieodpowiednie przeptukanie czerwonych krwinek w posredniej metodzie
antyglobulinowej moze spowodowa¢ neutralizacje odczynnika przeciwko
ludzkiej globulinie.

3. Dodatni wynik DAT spowodowany uczuleniem dopetniacza moze nie
odzwierciedla¢ utrwalenia dopetniacza in vivo, jesli badane komorki
pochodzg ze schtodzonej skrzepnietej probki.

4, Ujemny wynik bezposredniego testu antyglobulinowego niekoniecznie
wyklucza kliniczne rozpoznanie choroby hemolitycznej ABO noworodka lub
autoimmunologicznej niedokrwistosci hemolitycznej. Ponadto niekoniecznie
wyklucza HDN, zwtaszcza jesli podejrzewa sig niezgodnos$¢ ABO.

5.  Wyniki falszywie dodatnie lub fatszywie ujemne moga réwniez wystgpi¢ z
nastepujacych przyczyn:

. zanieczyszczenie materiatdw testowych;

. niewlasciwe przechowywanie, stgzenie komérek, czas inkubacji lub
temperatura;

. niewtasciwe lub nadmierne odwirowanie;

. odstepstwo od zalecanych metod;

SWOISTY CHARAKTER DZIALANIA

1. Przed dopuszczeniem do obrotu kazdg partie odczynnikéw przebadano
przy uzyciu zalecanych metod testowych wymienionych w niniejszej
instrukcji  uzytkowania wzgledem czerwonych krwinek pokrytych
przeciwciatami anty-D, anty-K i anty-Fy* w celu zweryfikowania wtasciwej
reaktywnosci. Badania byly 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).

2. Sita dziatania przeciwko IgG zostata przebadana wedtug nastepujgcego
minimalnego wzorca odniesienia sity dziatania okreslonego przez Krajowy
Instytut Norm Biologicznych i Kontroli (National Institute of Biological
Standards and Controls, NIBSC):

. norma referencyjna anty-AHG 96/666

3. Reaktywnos$¢ jakichkolwiek sktadnikéw anty-IgM, anty-IgA lub przeciwko
fancuchom lekkim, ktére mogg by¢ obecne, nie zostata ustalona.

4. Kontrole jakosci odczynnikéw przeprowadzono przy uzyciu czerwonych
krwinek z fenotypami, ktére zostaty zweryfikowane przez brytyjskie centrum
krwiodawstwa i zostaty przed uzyciem przemyte za pomoca roztworu PBS
lub izotonicznego roztworu soli fizjologicznej.

OGRANICZENIE ODPOWIEDZIALNOSCI

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

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

Pojemnosé Numer katalogowy Badan na
fiolki fiolke
Odczynnik Lorne 10 ml 401010 100
przeciwko 1000 ml 401000*
ludzkiemu IgG 10 000
(przezroczysty)
Odczynnik Lorne 10 ml 402010 100
przeciwko 1000 ml 402000*
ludzkiemu IgG 10 000
(zielony)

Numer wydania dokumentu: 8.06.2020

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

Lorne Laboratories Limited

Unit 1 Cutbush Park Industrial Estate
Danehill

Lower Earley

Berkshire, RG6 4UT

Wielka Brytania

Tel.: +44 (0) 118 921 2264

Faks: +44 (0) 118 986 4518

E-mail: info@lornelabs.com

EC Advena Ltd. Tower Business Centre, 2" Flr.,
Tower Street, Swatar, BKR 4013, Malta
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