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SKIRTAS NAUDOTI

Mažos joninės jėgos tirpalas (LISS – low ionic strength solution) skirtas naudoti Ortho BioVue® sistemoje.

IN VITRO DIAGNOSTIKAI.

SANTRAUKA IR PAAIŠKINIMAS

Antikūnų prijungimas greičiausiai vyksta tuomet, kai eritrocitai yra mažos joninės jėgos terpėje.1 -3 Tokiose sąlygose antikūnai sąlygoja eritrocitų tarpusavio sąveiką – tiesioginę agliutinaciją. Ląsteles su paviršiuje esančiais antikūnais galima nustatyti netiesioginiu antiglobulino tyrimu.

TYRIMO PRINCIPAI

ORTHO BLISS yra mažos joninės jėgos tirpalas, skirtas optimaliai antikūnų įsisavinimui jonizacijos aplinkai sukurti Ortho BioVue sistemoje. ORTHO BLISS terpę galima naudoti kaip resuspendavimo ar pagalbinį tirpalą. Naudojant resuspendavimo metodą, tiriamasis serumas/plazma yra sumaišomas su atitinkamais eritrocitais, kurie yra suspenduoti ORTHO BLISS tirpale. Pagalbiniame metode serumas/plazma yra sumaišomi su atitinkamais eritrocitais ir tada yra pridedamas ORTHO BLISS tirpalas. Po inkubacijos BioVue kasetė centrifuguojama ir stebimas agliutinacijos reiškinys.

REAGENTAS

Kiekviename buteliuke yra 0,03 M natrio chlorido, glicino, gliukozės, fosfatų, nukleozidų ir purinų. Konservantai – chloramfenikolis, trimetoprimas ir sulfametoksazolas.

	Reagentas
	Sudėtis

	ORTHO BLISS
	Fosfatinis buferinis mažos joninės jėgos tirpalas (LISS).


LAIKYMO REIKALAVIMAI

Laikykite 2–8 °C temperatūroje.

Neužšaldyti.

Nelaikyti tiesioginėje saulės šviesoje.

ATSARGUMO PRIEMONĖS

1. Su visais kraujo mėginiais ir medžiagomis, naudotomis dirbant su kraujo mėginiais, elkitės kaip su potencialiais infekcijos sukėlėjais. Su visais kraujo mėginiais ir medžiagomis, naudotomis dirbant su kraujo mėginiais, dirbkite laikydamiesi geros laboratorinės praktikos reikalavimų.4 Visas medžiagas išmeskite laikydamiesi galiojančių taisyklių ir norminių teisės aktų.5
2. Nenaudokite reagentų praėjus etiketėje nurodytam galiojimo laikui. 

3. Nenaudokite drumstų ar pakitusios spalvos mėginių.

4. Užkrėsti kraujo mėginiai ir (arba) procedūroje naudojamos pagalbinės medžiagos gali įtakoti tyrimo rezultatus.

5. Naudokite Ortho BioVue sistemos centrifugą, kad būtų laikomasi Ortho BioVue sistemai nustatytų centrifugavimo parametrų. Tinkamas centrifugos kalibravimas yra svarbus tiksliems rezultatams gauti.

Mėginio PAėmimas ir PAruošimas
Prieš imant mėginius, pacientų ar donorų specialiai parengti nereikia. Kraujas turi būti imamas patvirtintais medicininiais metodais. Gali būti naudojamas serumas arba plazma. Paimtus mėginius reikia tirti kaip galima greičiau. Jei tyrimas numatytas vėlesniam laikui, mėginiai turi būti laikomi 2–8 °C temperatūroje.

ERITROCITŲ SUSPENSIJŲ PARUOŠIMAS

Paruošimas pridėjimo metodui

Eritrocitų suspensijas galima pridėjimo metodui galima paruošti naudojant šias fiziologinio tirpalo ir eritrocitų masės kombinacijas:

	Fiziologinio tirpalo tūris
	Eritrocitų masės tūris a
	Eritrocitų koncentracija

	1 ml
	40 µl
	3 %

	1 ml
	50 µl
	4 %

	1 ml
	65 µl
	5 %

	a
5 minutes centrifuguojant kraujo mėginius nuo 900 iki 1000 x g , gaunama maždaug 80 % koncentracijos eritrocitų masė. Duomenys yra „Ortho-Clinical Diagnostics, Inc.“ dokumentacijoje.


Paruošimas resuspendavimo metodui

ORTHO BLISS resuspenduotus reagento eritrocitus ir eritrocitus, naudojamus identifikacijai ir autokontrolei, galima ruošti kasdieną. Šias ląstelių suspensijas galima naudoti iki 12 valandų. Laikyti 2–8 oC temperatūroje, jei nenaudojate.

3 % reagento eritrocitų arba 4 % reagento eritrocitų suspensijos

1. Į mėgintuvėlį įpilkite 3 ml fiziologinio tirpalo.

2. Į mėgintuvėlį su 3 ml fiziologinio tirpalo įdėkite 1 ml suspenduotų reagento eritrocitų.

3. Centrifuguokite, kad eritrocitai nusėstų.

4. Nupilkite supernatantą.

5. Resuspenduokite nucentrifuguotus eritrocitus tokiame ORTHO BLISS tirpalo kiekyje, kad gautųsi 1 % darbinis tirpalas.

Naudokite: 

( 3 ml ORTHO BLISS 3 % reagento eritrocitų suspensijai

( 4 ml ORTHO BLISS 4 % reagento eritrocitų suspensijai

Eritrocitai, skirti identifikacijai ir autokontrolei

1. Vieną kartą nuplaukite eritrocitus fiziologiniu tirpalu.

2. 10 l nuplautų eritrocitų masės pridėkite į 0,8 ml ORTHO BLISS – gausite 1 % darbinį tirpalą.

Reagentų PAruošimas
Reagentų ruošti nereikia, naudokite tiesiai iš buteliuko.

PROCEDŪRA

Toliau nurodyta procedūra yra skirta BioVue kasetės tyrimui tik rankiniu būdu. Naudodami automatinius prietaisus laikykitės gamintojo instrukcijų. Laboratorijos privalo laikytis patvirtintų procedūrų, kad būtų parodytas šio produkto suderinamumas su automatinėmis sistemomis.
Pateiktos medžiagos

ORTHO BLISS 

Reikalingos, tačiau nepateiktos medžiagos

1. Ortho BioVue sistemos kasetė su anti-žmogaus globulinu anti-IgG, -C3d; polispecifiniu ar anti-IgG

2. Reagentiniai eritrocitai, skirti antikūnų nustatymui arba antikūnų identifikavimui, arba donoro eritrocitai, skirti tapatumo nustatymui.

3. Fiziologinia tirpalas

4. Mikropipetė, pritaikyta paimti 10 µl, 40 µl, 50 µl ir 60 µl

5. Vienkartiniai pipečių antgaliai

6. Ortho BioVue sistemos darbinis stovas
7. Ortho BioVue sistemos kaitinimo blokas, 37 °C
8. Ortho BioVue sistemos centrifuga

Pagalbinio metodo procedūra

1. Paruoškite eritrocitų suspensijas, kaip nurodyta skyriuje ERITROCITŲ SUSPENSIJŲ PARUOŠIMAS.

2. Prieš naudojimą leiskite kasetei įšilti iki kambario temperatūros. Kasetės juodą etiketę (brūkšninio kodo pusę) atsukite į save. Ant kasetės atitinkamai pažymėkite mėginio duomenis.

3. Nuo kasetės viršaus nuplėškite foliją tiek, kad atidengtumėte tik atliekamam (-iems) tyrimui (-ams) reikalingą reakcijos kamerą.

PASTABA.
Nuplėšus foliją kasetė turi būti panaudota per valandą. Kasetės, kurių reakcijos kameros yra uždengtos, gali būti saugomos, o šie stulpeliai naudojami kitiems tyrimams atlikti. Nenaudokite kasečių, jei skysčio lygis yra sulig stiklinių rutuliukų viršumi ar žemiau.
4. Įdėkite 50 µl ORTHO BLISS į atitinkamą (-as) reakcijos kamerą (-as).

5. Į atitinkamą(-as) reakcijos kamerą(-as) įdėkite 10 l 3-5 % eritrocitų suspensijos. Donoro eritrocitus reikia vieną kartą nuplauti fiziologiniu tirpalu.

KITOKS BŪDAS:
Šviežią darbinį tirpalą galima pasiruošti iš anksto sumaišius vieną dalį 3-5 % eritrocitų suspensijos ir penkias dalis ORTHO BLISS. Iš anksto paruoštas suspensijas galima naudoti iki 12 valandų. Į atitinkamą reakcijos kamerą įdėkite 60 l šios suspensijos (tokiu atveju nebereikia atskirai įpilti ORTHO BLISS ir eritrocitų).

6. Įpilkite 40 µl paciento serumo ar plazmos į atitinkamą (-as) reakcijos kamerą (-as). Nelieskite reakcijos kameros pipetės antgaliu. Jei taip atsitiko, prieš pereidami prie kitos kameros pakeiskite pipetės antgalį.

7. Įsitikinkite, kad reakcijos kameros (-ų) turinys yra susimaišęs. Jei reikia, švelniai patapšnokite.

PASTABA.
Stebėkite, kad inkubacijos metu reagentai liktų reakcijų kameroje. Prieš centrifugavimą stulpelyje negalima maišyti reaktantų su reagentais. (Žr. Ortho BioVue sistemos kasetės pakuotės naudojimo instrukcijos skyrių PROCEDŪROS APRIBOJIMAI).

8. Inkubuokite 37 oC temperatūroje ne trumpiau nei 10 minučių ir ne ilgiau nei 30 minučių.

9. Kasetes centrifuguokite Ortho BioVue sistemos centrifugoje. Sulašinus mėginius į reakcijos kameras, centrifuguoti reikia per 30 minučių.
10. Pasibaigus tyrimui kiekvieno stulpelio agliutinaciją ir/arba hemolizę įvertinkite iš abiejų pusių.

11. Užfiksuokite reakcijos stiprumą iš tos kasetės pusės, kurioje matomas stipresnis teigiamas rezultatas.

Resuspendavimo metodo procedūra

1. Paruoškite eritrocitų suspensijas, kaip nurodyta skyriuje ERITROCITŲ SUSPENSIJŲ PARUOŠIMAS.

2. Prieš naudojimą leiskite kasetei įšilti iki kambario temperatūros. Kasetės juodą etiketę (brūkšninio kodo pusę) atsukite į save. Ant kasetės atitinkamai pažymėkite mėginio duomenis.

3. Nuo kasetės viršaus nuplėškite foliją tiek, kad atidengtumėte tik atliekamam (-iems) tyrimui (-ams) reikalingą reakcijos kamerą.

PASTABA.
Nuplėšus foliją kasetė turi būti panaudota per valandą. Kasetės, kurių reakcijos kameros yra uždengtos, gali būti saugomos, o šie stulpeliai naudojamos kitiems tyrimams atlikti. Nenaudokite kasečių, jei skysčio lygis yra sulig stiklinių rutuliukų viršumi ar žemiau.
4. Į atitinkamą reakcijų kamerą(-as) įpilkite 40 l 1 % eritrocitų suspensijos ORTHO BLISS tirpale.

5. Įpilkite 40 µl paciento serumo ar plazmos į atitinkamą(-as) reakcijų kamerą(-as). Nelieskite reakcijos kameros pipetės antgaliu. Jei taip atsitiko, prieš pereidami prie kitos kameros pakeiskite pipetės antgalį.

6. Įsitikinkite, kad reakcijų kameros (-ų) turinys yra susimaišęs. Jei reikia, švelniai patapšnokite.

PASTABA.
Stebėkite, kad inkubacijos metu reagentai liktų reakcijų kameroje. Prieš centrifugavimą stulpelyje negalima maišyti reaktantų su reagentais. (Žr. Ortho BioVue sistemos kasetės pakuotės naudojimo instrukcijos skyrių PROCEDŪROS APRIBOJIMAI).

7. Inkubuokite 37 oC temperatūroje ne trumpiau nei 10 minučių ir ne ilgiau nei 30 minučių.

8. Kasetę centrifuguokite Ortho BioVue sistemos centrifugoje. Sulašinus mėginius į reakcijų kameras centrifuguoti reikia per 30 minučių.
9. Pasibaigus tyrimui kiekvieno stulpelio agliutinaciją ir/arba hemolizę įvertinkite iš abiejų pusių.

10. Užfiksuokite reakcijos stiprumą iš tos kasetės pusės, kurioje matomas stipresnis teigiamas rezultatas.

Kokybės kontrolės procedūros

Norint atpažinti reagento sugedimą, reikia atlikti serologinius tyrimus. Rekomenduojama kiekvieną naudojimo dieną tirti kiekvieną reagentų seriją pagal patvirtintas standartines naudojimo procedūras, panaudojant atitinkamą teigiamą ir neigiamą kontrolę.

Teigiama kontrolė. Norėdami ištirti reagento anti-IgG aktyvumą, naudokite žmogaus serumą ar plazmą, kurioje yra IgG antikūnas ir antigeną turintys eritrocitai. Laikykitės BLISS pagalbinio ar resuspendavimo metodo nuorodų.

Neigiama kontrolė. Naudokite žmogaus serumą ar plazmą, kurioje nėra nenumatytų eritrocitų antikūnų, ir neįjautrintus eritrocitus. Laikykitės BLISS pagalbinio ar resuspendavimo metodo nuorodų.

REZULTATŲ ĮVERTINIMAS

	Teigiamas rezultatas (+)
	Eritrocitų agliutinacija yra teigiamas tyrimo rezultatas, rodantis, kad mėginyje yra atitinkamų antigenų. Hemolizė su agliutinacija arba be jos yra laikoma teigiamu rezultatu.

	Neigiamas rezultatas (-)
	Jei nestebima nei eritrocitų agliutinacija, nei hemolizė, laikoma, kad gautas neigiamas tyrimo rezultatas, rodantis, kad atitinkamų antigenų nebuvo aptikta.


PROCEDŪROS APRIBOJIMAI

1. Tyrimo procedūrą ir rezultatų interpretavimą reikia kruopščiai atlikti, kad būtų užtikrintas tyrimo rezultatų tikslumas. Laboratorijos, kurios dirba su Ortho BioVue sistema, turi turėti programą, pagal kurią darbuotojai būtų išmokomi tinkamai dirbti ir elgtis su šiais produktais.

2. Nustatyta, kad mažos joninės jėgos tirpalai (LISS ), tokie kaip ORTHO BLISS, sustiprina daugelį antigeno-antikūno reakcijų. Tačiau gali pasitaikyti mėginių su specifiniais antikūnais, pvz., anti-K (K1), kurie nėra optimaliai reaktyvūs LISS tyrimo sistemose.

3. ORTHO BLISS tirpalas nėra skirtas eritrocitams laikyti. Ilgiau nei 12 valandų laikant eritrocitus BLISS tirpale, eritrocitai gali prarasti kai kuriuos antigenus.

4. Resuspendavimo metode naudojant nenuplautus reagento eritrocitus, jie gali prarasti kai kuriuos antigenus.

5. Imant nurodytus ORTHO BLISS ir serumo kiekius ir proporcijas gaunama optimalios joninės jėgos terpė. Kiekių ir proporcijų keitimas gali paveikti netiesioginio antiglobulino tyrimo jautrumą ir (arba) specifiškumą.

TIKĖTINI REZULTATAI*
Klinikinių tyrimų studijoje mėginių antikūnų atranka buvo atlikta pridėjimo ir resuspendavimo metodais, naudojant ORTHO BLISS tirpalą. Iš 384 AHG kasetėse tirtų mėginių, 318 buvo neigiami antikūnams, o 66 buvo teigiami antikūnams. Iš 382 IgG kasetėse tirtų mėginių, 317 buvo neigiami antikūnams, o 65 buvo teigiami antikūnams. Gauti tokie rezultatai:

	SPECIFIŠKUMAS

	Kasetės tipas
	Metodas
	Tyrimas
	Nesutampančių reakcijų skaičius/ tirtų mėginių skaičius
	Specifiškumas

	Polispecifinis AHG
	BLISS resuspendavimas
	Antikūnų atranka
	5/384
	98,7 %

	Polispecifinis AHG
	BLISS pridėjimo
	Antikūnų atranka
	3/384
	99,2 %

	
	
	
	
	

	IgG
	BLISS resuspendavimas
	Antikūnų atranka
	0/382
	100 %

	IgG
	BLISS pridėjimo
	Antikūnų atranka
	1/382
	99,8 %


Autokontrolės ir identifikacijos tyrimų specifiškumas buvo tapatus.

Jautrumui nustatyti buvo ištirti šešiasdešimt devyni žinomi antikūnams teigiami mėginiai. Gauti tokie rezultatai:

	JAUTRUMAS

	Kasetės tipas
	Metodas
	Nesutampančių reakcijų skaičius/ tirtų mėginių skaičius
	Jautrumas

	Polispecifinis AHG
	BLISS resuspendavimas
	2/69
	97,1 %

	Polispecifinis AHG
	BLISS pridėjimo
	3/69
	95,7 %

	
	
	
	

	IgG
	BLISS resuspendavimas
	2/69
	97,1 %

	IgG
	BLISS pridėjimo
	3/69
	95,7 %


BioVue mažos joninės jėgos tirpalas (BLISS) buvo sukurtas BioVue kasečių specifiškumo pagerinimui. Atliekant netiesioginius anti-žmogaus globulino tyrimus su polispecifinėmis AHG kasetėmis ir IgG kasetėmis, abiem metodais tyrus su BLISS buvo nustatyta, kad tyrimo specifiškumas yra didesnis, lyginant su tam tikros rūšies mažos joninės jėgos tirpalu. BLISS tirpalo ir kontrolinio mažos joninės jėgos tirpalo jautrumas buvo tapatus.

*Duomenys yra „Ortho-Clinical Diagnostics, Inc.“ dokumentacijoje.

SPECIFINĖS ATLIKIMO CHARAKTERISTIKOS 6 7
Nustatyta, kad LISS tirpalai, tokie kaip ORTHO BLISS, padidina antikūnų pasisavinimo greitį ir tuo pačiu sutrumpina inkubacijos laiką.

TEKSTO PERŽIŪROS
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	Peržiūros data
	Versija
	Techninių pakeitimų paaiškinimas*

	2004-02-29
	1.0
	Naujas formatas, techniškai tapatus P197. (Atitiktis su IVD MDD ženklinimo reikalavimais).

	*
Pakeitimą reiškiantis ženklas rodo techninio papildymo vietą tekste (palyginti su ankstesne dokumento versija).
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SIMBOLIŲ GLOSARIJUS

Šio produkto ženklinimui gali būti naudojami tokie simboliai.
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	Dėmesio: žiūrėkite naudojimo instrukcijas
	In vitro diagnostikai
	Šita puse į viršų
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