LORNE LABORATORIES LTD.
WIELKA BRYTANIA

ODCZYNNIKI DO BADAN GRUPOWYCH KRWI LUDZKIEJ

INSTRUKCJA UZYTKOWANIA

Odczynniki poliklonalne anty-Kp? i anty-Kp®: do oznaczania posrednimi metodami antyglobulinowymi

PODSUMOWANIE

Antygeny Kp? i Kp® opisano po raz pierwszy kolejno w 1957 i 1958 r. Antygeny
ukfadu Kell sg w petni rozwinigte w chwili narodzin. Zaréwno przeciwciata anty-
Kp?, jak i anty-KpP uczestniczg w poprzetoczeniowych reakcjach hemolitycznych
i chorobie hemolitycznej noworodka.

Anty-Kp2 | Anty-Kp® Fenotyp Rasa biata’ Afroamerykanie’
+ 0 Kp(a+b-) Rzadko 0%
+ + Kp(a+b+) 2,3% Rzadko
0 + Kp(a-b+) 97,7% 100%
0 0 Ko Bardzo rzadko Bardzo rzadko

PRZEZNACZENIE

Niniejsze odczynniki to odczynniki do grupowania krwi przeznaczone do
jakosciowego okreslania obecnosci lub braku antygenu Kp? (KEL3) lub antygenu
KpP (KEL4) na czerwonych krwinkach dawcow krwi lub pacjentow wymagajacych
transfuzji krwi, jezeli badania sg wykonywane zgodnie z zalecanymi metodami
opisanymi w niniejszej Instrukcji uzytkowania.

ZASADA DZIALANIA

Odczynniki zawierajg przeciwciata przeciwko antygenowi Kp? lub Kp® na ludzkich
czerwonych krwinkach i powodujg posrednig aglutynacje (zlepianie) ludzkich
czerwonych krwinek, ktére zawierajg odpowiedni antygen Kell, w fazie
antyglobulinowej badania. Brak aglutynacji (brak zlepiania) oznacza zwykle brak
odpowiedniego antygenu Kell (patrz Ograniczenia).

ODCZYNNIKI

Odczynniki do grupowych badan krwi ludzkiej anty-Kell firmy Lorne przygotowuje
sie z ludzkiej surowicy rozcienczonej w roztworze chlorku sodu zawierajgcym
wzmacniacze makroczasteczkowe (1,9 g%) i albumine bydleca (4,4 g%).
Odczynniki nie zawierajg ani nie sktadajg sie z substancji CMR, substancji
zaburzajgcych funkcjonowanie uktadu hormonalnego ani substanciji, ktére moga
powodowac uczulenie lub reakcje alergiczng u uzytkownika. Kazdy odczynnik
jest dostarczany w optymalnym stezeniu dla wszystkich zalecanych metod
wymienionych ponizej, bez koniecznosci dalszego rozciefnczania lub dodawania.
Numer referencyjny partii i data waznosci znajduja sie na etykiecie fiolki.

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 stabilnos$ci podczas transportu w temperaturze 37°C i -25°C,
zgodnie z wytycznymi BS EN I1SO 23640:2015.

POBIERANIE | PRZYGOTOWANIE PROBKI

Probki krwi moga by¢ konserwowane w antykoagulantach EDTA lub jako probka
skrzepnieta. Probki nalezy przebadac¢ jak najszybciej po pobraniu. Jesli wystgpi
opdznienie w badaniu, prébki nalezy przechowywac w temperaturze 2-8°C.
Probki wykazujgce znaczny stopien hemolizy lub zanieczyszczenie
mikrobiologiczne nie powinny by¢ wykorzystywane do badan. Prébki krwi
wykazujgce 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.

SRODKI OSTROZNOSCI

1. Odczynniki sg przeznaczone wytgcznie do diagnostycznego uzytku in vitro.
Jesli fiolka z odczynnikiem jest peknieta lub nieszczelna, nalezy
natychmiast wyrzuci¢ zawarto$¢.

3. Nie nalezy uzywaé 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 ochronng, taka jak
rekawiczki jednorazowe i fartuch laboratoryjny.

6. Odczynniki zostaty przefiltrowane przez kapsutke 0,2 ym w celu
zmniejszenia obcigzenia biologicznego, ale nie sg dostarczane w postaci
sterylnej. Po otwarciu fiolki zawarto$¢ powinna pozostaé zdatna do uzycia
az do uptywu daty waznosci.

7. Osocze, z ktérego wytwarzany jest ten odczynnik, nie jest juz pozbawione
lipidéw, wiec zmetnienie odczynnika jest normalnym procesem.

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

10. Zadne znane badania nie mogg zagwarantowaé, ze produkty pochodzace
od ludzi lub zwierzat sg wolne od czynnikdéw zakaznych. Podczas uzywania
i utylizacji kazdej fiolki i jej zawarto$ci nalezy zachowac ostroznosc.

UTYLIZACJA ODCZYNNIKA | POSTEPOWANIE W PRZYPADKU
ROZLANIA

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

PROBY KONTROLNE | PORADY

1. Badanie dodatnich (najlepiej komérek heterozygotycznych) i ujemnych
préb kontrolnych powinno by¢ wykonane réwnolegle z kazda serig badan.
Badania nalezy uzna¢ za niewazne, jesli préby kontrolne nie dostarczajg
oczekiwanych wynikow.

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

3. Odczynniki zawierajg wzmacniacze makroczgsteczkowe, ktére moga
powodowac¢ fatszywie dodatnie reakcje z komérkami uczulonymi przez IgG.
Zaleca sie badanie komoérek pacjenta wraz z osoczem pacjenta w celu
zbadania reakgji fatszywie dodatnich.

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

5. W metodzie probéwkowej jedna czes¢ wynosi okoto 50 pl przy uzyciu
kroplomierza dotgczonego do fiolki.

6.  Wykorzystanie odczynnikéw i interpretacja wynikéw muszg zostaé
przeprowadzone przez odpowiednio przeszkolony i wykwalifikowany
personel zgodnie z wymogami obowigzujgcymi w kraju, w ktérym
odczynniki sg uzywane.

WYMAGANE ODCZYNNIKI | MATERIALY, KTORE NIE STANOWIA
CZESCI ZESTAWU

Metoda probéwkowa

. Odczynnik przeciwko globulinie ludzkiej, tj. Lorne AHG Elite (nr kat. 435010
lub 415010), lub przeciwko IgG, tj. Lorne Anti-Human IgG (nr kat. 402010
lub 401010).

. Myjka do komoérek Coombsa

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

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

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

. Dodatnie (najlepiej heterozygotyczne) i ujemne préby kontrolne
czerwonych krwinek

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

Metoda mikrooznaczania Bio-Rad-ID

Karty Bio-Rad ID (LISS/Coombs lub Coombs Anti-IlgG)
Wiréwka Bio-Rad ID

Roztwér Bio-Rad ID-CellStab lub ID-Diluent 2
Inkubator Bio-Rad ID zréwnowazony do 37°C + 2°C

Metoda oznaczania Ortho BioVue

. Kasety systemu Ortho BioVue (AHG Polyspecific lub AHG Anti-IgG)
. Wiréwka systemu Ortho BioVue.

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

. Ptyn rozcienczajgcy Ortho 0.8% Red Cell Diluent

Wszystkie metody
. Pipety wolumetryczne
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ZALECANE METODY

A.

1.

4,
5,
6

Posrednia metoda antyglobulinowa (IAT)

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

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

Doktadnie wymieszac¢ i inkubowac¢ w temperaturze 37°C przez 15 minut.
Przeptuka¢ czerwone krwinki 4 razy za pomoca roztworu PBS lub
izotonicznego roztworu soli fizjologicznej, zwracajac uwage, aby zla¢
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 czesci odczynnika przeciwko globulinie ludzkiej lub przeciwko 1gG
do kazdej suchej prébki krwinek.

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

Delikatnie odtworzy¢ zawiesine czerwonych krwinek i zbadaé
makroskopowo w kierunku aglutynaciji.

Potwierdzi¢ wazno$¢ wszystkich ujemnych reakcji za pomocg czerwonych
krwinek uczulonych przez IgG.

Metoda mikrooznaczania Bio-Rad-ID

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

Usung¢ folig aluminiowg z wymagane;j liczby mikroprobéwek na kartach ID
LISS/Coombs lub Coombs Anti-IgG.

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

Inkubowa¢ karte/karty ID przez 15 minut w temperaturze 37°C.

Odwirowac¢ kartg/karty ID w wiréwce na karty Bio-Rad ID.

Zbada¢ makroskopowo w kierunku aglutynaciji.

Metoda oznaczania Ortho BioVue

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

Usuna¢ folig aluminiowg z wymaganej liczby komér reakcyjnych na
kasetach AHG Polyspecific lub AHG Anti-IgG.

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

Inkubowacé kasete/kasety przez 15 minut w temperaturze 37°C.
Odwirowa¢ kasete/kasety przez 5 minut 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¢ stosownego antygenu Kell na czerwonych
krwinkach.

Wynik ujemny: Brak aglutynacji czerwonych krwinek stanowi ujemny
wynik badania, a przy zaakceptowanych ograniczeniach procedury
testowej wskazuje na brak stosownego antygenu Kell na czerwonych
krwinkach.

STABILNOSC REAKCJI

1.

Czynnosci ptukania nalezy wykonywac¢ bez przerywania; prébki nalezy
odwirowac i odczyta¢ wyniki natychmiast po dodaniu odczynnika.
Opdznienia mogg powodowac¢ dysocjacje komplekséw antygen-
przeciwciato, prowadzac do fatszywie ujemnych lub stabo pozytywnych
wynikéw.

Nalezy zachowaé ostroznos$¢ podczas interpretacji wynikéw badan
przeprowadzonych w temperaturach innych niz zalecane.

OGRANICZENIA

1.
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Czerwone krwinki, ktére majg dodatni wynik DAT z powodu powtoki IgG,
nie moga by¢ poddane badaniu grupowemu za pomoca posredniej
metody antyglobulinowej.

Przeciwciata skierowane przeciwko antygenom niskiej czestotliwo$ci moga
wystepowac jako nieoczekiwane zanieczyszczenia w surowicach
odpornosciowych grup krwi. Ponadto niektére antygeny (np. Bg, Sd?) moga
wystepowac na czerwonych krwinkach w stanie nasilonym. Zjawiska te
mogg by¢ przyczyna rzadkich fatszywie dodatnich reakc;ji, ktére mogg
wystapi¢ w przypadku wigcej niz jednej partii o okreslonej swoistosci.

Nie mozna stwierdzi¢ catkowitego braku wszystkich zanieczyszczajgcych
przeciwciat, poniewaz czerwone krwinki zawierajgce antygeny niskiej
czestotliwosci lub antygeny w stanie nasilonym nie zawsze sg dostepne na
potrzeby badania.

Sttumiona lub ograniczona ekspresja niektérych antygenéw grup krwi moze
natomiast powodowac reakcje fatszywie ujemne — dlatego nalezy zawsze
zachowac ostrozno$¢ podczas ustalania genotypéw na podstawie wynikéw
badan.

Wyniki fatszywie dodatnie lub fatszywie ujemne moga réwniez wystapié z
nastepujacych przyczyn:

. zanieczyszczenie materiatow testowych;

. niewtasciwe przechowywanie, stezenie 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. Badania byly zgodne z wymogami testowymi
okreslonymi w aktualnej wersji/wydaniu ,Wytycznych dotyczgcych transfuzji
krwi w Wielkiej Brytanii” (Guidelines for the Blood Transfusion Services in
the United Kingdom).

Obecno$¢ zanieczyszczajgcych przeciwciat przeciwko antygenom o
czestosci wystepowania rownej 1% lub wyzszej w populacji losowej zostata
wykluczona albo w badaniach z zastosowaniem odpowiednich czerwonych
krwinek ujemnych pod wzgledem antygenu, albo w badaniach z
wykorzystaniem odczynnikéw, ktére zostaty uprzednio przyswojone w celu
usunigcia niezgodnych swoistosci.

Przeciwciata przeciwko Xg?, Do?, Yt?, Co®, Wr?, Bg? i V" nie mogg zostaé
wykluczone w rutynowych badaniach swoistosci, a ich wykrycie bedzie
zaleze¢ od dostepnosci odpowiednich komérek w prébce. To samo mozna
powiedzie¢ o Yt°, M9 i V¥ oraz innych antygenach niskiej czestotliwosci,
ktére nie mogg zosta¢ wykluczone w drodze rutynowego badania
swoistosci, a ich wykrycie bedzie zaleze¢ od dostgpnosci odpowiednich
komorek w probce.

Kontrole jakos$ci odczynnikow 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 fizjologiczne;j.

OGRANICZENIE ODPOWIEDZIALNOSCI

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

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

Pojemnos¢é Numer Badan na
fiolki katalogowy fiolke
Poliklonalne anty- 2ml 321002 40
Kp?
Poliklonalne anty-
Kp® 2ml 322002 40
TABELA SYMBOLI
Symbol Definicja Symbol Definicja

Producent Numer katalogowy

J/’ Ograniczenie

1E

Data waznosci

)

temperatury RRRR-MM-DD
IVD Wyréb medyczny do Sprawdzi¢ w
diagnostyki in vitro instrukgcji uzycia
T T
Upowazniony "
E przedstawiciel LoT Numer serii
1 1
( € Oznakowanie CE
Lorne Laboratories Limited
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Tel.: +44 (0) 118 921 2264
Faks: +44 (0) 118 986 4518
E-mail: info@lornelabs.com
EC Advena Ltd. Tower Business Centre, 2" Fir.,
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