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	Naudojimo Instrukcijos
	

	
	Kraujo grupių nustatymo reagentai
Anti-A (monokloninis)
Anti-B (monokloninis)
Anti-A,B (monokloninis)
Anti-D (anti-RH1) (monokloninis)
Kontrolė
Anti-žmogaus globulinas
Anti-IgG (triušio)(žalias)
Ortho BioVue® sistema
(Naujagimių kasetė)
	Produkto kodas
100 kasetės 6901906


PASKIRTIS

Kokybinis tyrimas, skirtas A, B ir D (RH1) antigenų atpažinimui ant žmogaus eritrocitų bei eritrocitų prisijungusio IgG nustatymui naujagimiams.

IN VITRO DIAGNOSTIKAI 

SANTRAUKA IR PAAIŠKINIMAS

Kraujo tipavimas

Norint nustatyti, ar eritrocitai turi A, B ir/arba D kraujo grupės antigenus, būtina tirti su anti-A, anti-B ir anti-D. Kadangi naujagimių A ir B antigenai yra silpnai išsivystę ir neturi natūraliai atsirandančių ABO antikūnų, ABO grupę patvirtinti padeda anti-A, B reagentas.

Tiesioginis antiglobulino tyrimas

Tiesioginis antiglobulino tyrimas parodo, ar eritrocitai buvo sensibilizuoti in vivo ir yra naudingas diagnozuojant hemolizinę naujagimių ligą (HDN – angl. hemolytic disease of the newborn). 

PROCEDŪROS PRINCIPAS

Su šiais reagentais naudojama procedūra yra paremta agliutinacijos principu. Antigenų turintys arba imunoglobulinu sensibilizuoti žmogaus eritrocitai agliutinuosis, kai bus antikūnų prieš antigenus. Ortho BioVue sistemoje panaudota stulpelinės agliutinacijos technologija, naudojant stiklinius rutuliukus ir stulpelyje esantį reagentą, kurie, kasetės centrifugavimo metu, sugauna agliutinuotus eritrocitus ir leidžia neagliutinuotiems eritrocitams praeiti į kolonėlės dugną.

Tiesioginio antiglobulino teste skiediklio tankis leidžia eritrocitams praeiti pro stulpelį, o mažesnio tankio neutralizuojantys serumo baltymai išlieka virš stiklinių rutuliukų/skiediklio ribos. Todėl nėra būtina išplauti eritrocitų ir jie praeina pro stklinius rutuliukus neneutralizuodami kolonėlėje esančio anti-IgG.

Reagentai
Ortho BioVue sistemos naujagimių kasetės susideda iš 6 stulpelių, kuriuose yra buferinio tirpalo su jaučio albuminu ir makromolekuliniais potenciatoriais, taip pat ir konservantų: 0,1 % (pagal masę) natrio azido ir 0,01M etilendiamintetraacto rūgšties (EDTA).

	Produktų kodai 6901906
	Sudedamųjų dalių apibūdinimas

	1 stulpelis: 
	Kraujo tipavimo reagentas anti-A
	Graužikų anti-A (IgM) monokloninių antikūnų mišinys (klonai MHO4 and 3D3)

	
	
	FD&C mėlynas Nr. 1

	2 stulpelis: 
	Kraujo tipavimo reagentas Anti-B
	Graužikų anti-B (IgM) monokloninių antikūnų mišinys (klonai NB10,5A5 ir NB1,19)

	
	
	FD&C geltonas Nr. 5

	3 stulpelis: 
	Kraujo tipavimo reagentas anti-A,B
	Anti-A,B graužikų (IgM) monokloninių antikūnų mišinys (klonai MHO4 ir 3D3) (Anti-A) (klonai NB10.5A5 ir NB1.19) (Anti-B)

	
	
	Potenciatorius optimaliai pritaikytas A ir B pogrupiams nustatyti

	4 stulpelis:
	Kraujo tipavimo reagentas anti-D (Anti-RH1)
	Žmogaus anti-D (IgM) monokloninis antikūnas (klonas D7B8)

	5 stulpelis:
	Kontrolė
	Potenciatorius optimaliai pritaikytas kontroliniam naudojimui atliekant kraujo grupių tyrimus

	6 stulpelis:
	Anti-žmogaus globulinas anti-IgG (triušio kilmės) (žalias)
	Triušio anti-IgG

	
	
	FD&C mėlynas Nr. 1 ir FD&C geltonas Nr. 5


LAIKYMO SĄLYGOS

Laikykite kasetes stačias 2–25°C temperatūroje.

Nelaikykite kasečių automatiškai atsišildančiame šaldytuve/šaldiklyje.

Nelaikykite kasečių šalia bet kokio šilumos šaltinio (pavyzdžiui, kaitinimo bloko, radiatoriaus, didelių instrumentų, šaldytuvo, šaldiklio ir kt. ar bet kokios tiesiogiai saulės apšviestos vietos).

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.  Error! Reference source not found.
  2.
Su visais kraujo produktais turi būti elgiamasi kaip su potencialiai infekciniais. Medžiagoje, iš kurios buvo pagamintas šis produktas, nebuvo rasta hepatito B paviršiaus antigeno (HBsAg) ir antikūnų prieš hepatito C virusą (HCV) bei žmogaus imunodeficito viruso 1 (ŽIV-1) ir 2 (ŽIV-2) tipą. Nėra žinoma tokių tyrimo metodų, kurie užtikrintų, kad žmogaus kraujo produktai neperduos infekcinio agento..

  3.
Kai kurie kasečių komponentai gali būti vertinami kaip pavojingos ar potencialiai užkrečiamos atliekos. Visas medžiagas išmeskite laikydamiesi galiojančių taisyklių ir norminių teisės aktų. Error! Reference source not found.
  4.
Kai kuriuose kasečių komponentuose gali būti pavojingų cheminių medžiagų (pavyzdžiui, natrio azido). Tikslesnės informacijos ieškokite medžiagų saugos duomenų lape (MSDS – angl. Material Safety Data Sheet ), kurį galite gauti iš „Ortho-Clinical Diagnostics, Inc.“.  5.
Neteisingos laikymo sąlygos pakenks produkto veikimui.

ĮSPĖJIMAS:
Prie kasetės dėklo yra pritvirtinta temperatūros stebėjimo etiketė. Jei ant etiketės apskritimo pasirodo bent kiek mėlynos spalvos, tai reiškia, kad kasetės buvo laikytos temperatūroje, kuri gali pakenkti kasetėse esančių reagentų veikimui. Naudojant šias kasetes gali pasitaikyti klaidingai neigiami rezultatai. Nenaudokite dėkle esančių kasečių.
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  6.
Nenaudokite reagentų praėjus etiketėje nurodytam galiojimo laikui.

  7.
Kasetės užšaldymas ar skysčio išgaravimas dėl karščio gali kliudyti neagliutinuotiems eritrocitams laisvai judėti pro stiklinių rutuliukų stulpelį.

  8.
Nenaudokite kasečių, kurios atrodo pažeistos (pavyzdžiui, pažeistas folijos dangtelis, įskilimai ar burbuliukai stulpelyje) ar turi išdžiūvimo požymių (skysčio lygis yra sulig stiklinių rutuliukų viršumi ar žemiau) arba spalvos pakitimo požymių (dėl bakterinio užteršimo, kuris gali lemti neteisingas reakcijas).

  9.
Naudokite Ortho BioVue sistemos centrifugą, kad būtų užtikrinti sistemai reikiami centrifugavimo parametrai. Tinkamas centrifugos kalibravimas yra svarbus tiksliems rezultatams gauti.

10.
Rekomenduojama naudoti centrifugą su dangčio užrakinimo įtaisu.

11.
Neteisingai naudojant atidarytuvą arba numetus kasetę po atidarytuvo uždėjimo, pipetuojant reagentai gali užsiteršti tarpusavyje.

12.
Klaidingus rezultatus galima gauti dėl netinkamos bet kurio diagnostinio testo atlikimo technikos. Pačios dažniausios šių rezultatų priežastys yra:

· Kitokios nei nurodyta skyriuje „Mėginio paėmimas ir paruošimas“ eritrocitų koncentracijos naudojimas

· Procedūros metu naudojamų pagalbinių medžiagų mikrobinis užteršimas

· Ląstelinių medžiagų turinčių mėginių naudojimas (trukdo eritrocitams laisvai pereiti pro stulpelį)

· Stipriai hemolizuotų mėginių naudojimas (gali trukdyti įvertinti reakcijas stulpelyje)

MĖGINIO PAĖMIMAS IR PARUOŠIMAS

Prieš imant mėginius, pacientų ar donorų specialiai paruošti nereikia. Kraujas turi būti imamas patvirtintais medicininiais metodais. Galima naudoti mėginius, paimtus su EDTA ar be antikoagulianto. 

Paimtus mėginius reikia tirti kaip galima greičiau. Jei tyrimas atidedamas, mėginius reikia laikyti 2–8°C temperatūroje.Tiesioginiam antiglobulino tyrimui geriau tinka kraujas, paimtas į EDTA. Kraujas paimtas į EDTA ar be jokio antikoagulianto (sukrešėję mėginiai) turi būti ištirtas per septynias dienas.

Iš virkštelės paimtas kraujas turi būti neužterštas (pavyzdžiui, vaisiaus vandenimis, audiniais). Jei įtariamas užsiteršimas, gali reikėti plauti fiziologiniu tirpalu.

Eritrocitų suspensijas 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.


REAGENTŲ PARUOŠIMAS

Ortho BioVue sistemos kasetė tiekiama paruošta naudoti. Kiekviename stulpelyje yra specifinis reagentas, tinkamas vienam tyrimui. Norint išsaugoti reagentų vientisumą, kasetė yra sandariai užlydyta aliuminio folija. Nuplėšus foliją, kasetes reikia panaudoti per vieną valandą. Nenaudokite kasečių, jei skysčio lygis stulpelyje yra sulig stiklinių rutuliukų viršumi ar žemiau

.

PROCEDŪRA

Toliau nurodyta procedūra yra skirta tik rankiniam BioVue kasetės tyrimui. Naudodami automatinius prietaisus laikykitės gamintojo pateiktų nurodymų. Laboratorijos privalo laikytis patvirtintų procedūrų, kad būtų parodytas šio produkto suderinamumas su automatinėmis sistemomis.

Pateiktos medžiagos

100 kasečių (produkto kodas 6901906)

(Sudedamųjų dalių apibūdinimo ieškokite skyriuje „Reagentai“)

Reikalingos, tačiau nepateiktos medžiagos

  1.
Ortho BioVue sistemos centrifuga

  2.
Fiziologinis tirpalas

  3.
Mikropipetė 10 µl lašinimui

  4.
Vienkartiniai pipečių antgaliai

  5.
Ortho BioVue sistemos darbo stovas (gaminio kodas 707830)

  6.
Atidarytuvai, BioVue (produkto kodas 4056)

Tyrimo procedūra

  1.
Eritrocitų suspensijas paruoškite pagal skyrių „Mėginio paėmimas ir 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.
Atidarytuvu atidarykite kasetės šulinėlius. Apverskite kasetę ir užmaukite ant atidarytuvo ant. Ištraukite kasetę su atidarytuvu iš laikiklio.

PASTABA.
Įdėjus atidarytuvą, kasetė turi būti panaudota per valandą.

  4.
Į kasetės reakcijos kameras įpilkite po 10 µl 3–5 % eritrocitų suspensijos.

  5.
Kasetę centrifuguokite Ortho BioVue sistemos centrifugoje.

PASTABA.
Centrifuguoti reikia per 30 minučių nuo mėginių įdėjimo į reakcijos kameras.

  6.
Pasibaigus tyrimui kiekvieno stulpelio agliutinaciją ir/arba hemolizę įvertinkite iš abiejų pusių .

  7.
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, naudojant atitinkamą teigiamą ir neigiamą kontrolę.

Teigiama kraujo  nustatymo kontrolė. Naudokite eritrocitus, turinčius antigenus prieš antikūnus. Jei įmanoma, reikėtų naudoti heterozigotinę antigenų formą. Turi būti gauta agliutinacija, kurią parodo eritrocitai, sulaikyti stiklinių rutuliukų stulpelio viduje ar jo viršuje.

Teigiama IgG reagento kontrolė. Anti-IgG nustatyti naudokite IgG sensibilizuotus eritrocitus.

Neigiama kraujo grupių nustatymo reagentų kontrolė. Naudokite eritrocitus, neturinčius antigenų prieš antikūnus. Eritrocitų agliutinacija neturi įvykti, jos nebuvimą parodo lygiai stulpelio dugne nusėdę eritrocitai.

Neigiama IgG reagento kontrolė. Antikūnų patikrai naudokite nesensibilizuotus eritrocitus, pavyzdžiui, reagentinius eritrocitus.

Kontrolinis stulpelis. Naudokite normalius (nesensibilizuotus) eritrocitus. Eritrocitų agliutinacija neturi įvykti, jos nebuvimą parodo lygiai stulpelio dugne nusėdę eritrocitai.

REZULTATŲ ĮVERTINIMAS

	Teigiamas rezultatas (+):
	Eritrocitų agliutinacija yra teigiamas tyrimo rezultatas, rodantis, kad mėginyje yra atitinkamų antigenų. Eritrocitų agliutinacija, esant anti-IgG, yra teigiamas tyrimo rezultatas, kuris parodo, kad ant eritrocitų yra žmogaus kilmės IgG.

	Neigiamas rezultatas (-):
	Eritrocitų agliutinacijos nebuvimas yra neigiamas rezultatas ir parodo, kad atitinkamas antigenas nėra aptiktas. Jei IgG kolonėlėje agliutinacija nevyksta , tai reiškia, kad ant eritrocitų nėra nustatomo IgG.

	Kontrolinis stulpelis:
	Jei kontrolinio stulpelio testas yra teigiamas, galiojantis rezultatų interpretavimas negali būti atliktas.

	4+ reakcija
	Agliutinuoti eritrocitai suformuoja juostą rutuliukų stulpelio viršuje.

	3+ reakcija
	Dauguma agliutinuotų eritrocitų yra užlaikomi ar sugaunami viršutinėje rutuliukų stulpelio dalyje.

	2+ reakcija
	Agliutinuoti eritrocitai stebimi visame rutuliukų stulpelio ilgyje. Taip pat gali būti matoma nedidelė ląstelių sankaupa rutuliukų stulpelio dugne.

	1+ reakcija
	Dauguma agliutinuotų eritrocitų yra užlaikomi ar sugaunami apatinėje rutuliukų stulpelio dalyje. Taip pat bus matoma ląstelių sankaupa rutuliukų stulpelio dugne.

	0,5+ reakcija
	Dauguma agliutinuotų eritrocitų pereina ir suformuoja netvarkingą (nevienalytę) sankaupą rutuliukų stulpelio dugne. Maži agliutinatai matomi virš sankaupos.

	0 neigiama
	Visi eritrocitai pereina ir suformuoja vienalytę sankaupą rutuliukų stulpelio dugne.


Ortho BioVue sistema galima nustatyti mišrias ląstelių populiacijas kaip agliutinuotus eritrocitus rutuliukų stulpelio viršuje ir neagliutinuotus eritrocitus stulpelio dugne. Nustatymo ribos gali skirtis nuo kitais metodais stebimų ribų.

PROCEDŪROS APRIBOJIMAI

  1.
Norint užtikrinti tyrimo rezultatų tikslumą, reikia kruopščiai atlikti tyrimo procedūrą ir rezultatų interpretavimą. Laboratorijos, kurios naudojasi Ortho BioVue sistema, turi turėti programą, pagal kurią darbuotojai būtų išmokomi tinkamai dirbti ir elgtis su šiais produktais.

  2.
Dėl antigeno pakenkimo seni eritrocitai gali demonstruoti silpnesnį reaktyvumą nei švieži.

  3.
Fermentais apdoroti eritrocitai neturi būti naudojami su šiais reagentais.

  4.
Šiuo tyrimo metodu nustačius, kad eritrocitai yra D neigiami, naudojant priimtiną tyrimo metodą, vėliau reikėtų ištirti, ar šie eritrocitai neturi silpno ar dalinio D antigeno, jei to reikalauja vietinės taisyklės.

  5.
Naudojant anti-D ir anti-A,B reagentus, retais atvejais galima gauti neteisingus tyrimo rezultatus dėl spontaninės agliutinacijos, kai tiriami eritrocitai yra gausiai padengti antikūnais.

  6.
Nenormalūs serumo baltymai ar kiti teršalai tyrimo mėginyje gali sukelti eritrocitų agregaciją, kuri gali būti interpretuojama kaip agliutinacija.

  7.
Nebus nustatyti komplemento komponentai, esantys ant eritrocito.

TIKĖTINI REZULTATAI*

Kraujo tipavimas

Klinikinių tyrimų metu tiriant mėginius Ortho BioVue sistema, gautas toks ABO ir D (RH1) grupių pasiskirstymas:

	Kraujo grupė
	Ištirtų mėginių skaičius
	Teigiami mėginiai
	Dažnis (%)

	A
	4253
	1503
	35,34

	B
	4253
	524
	12,32

	AB
	4253
	203
	4,77

	O
	4253
	2023
	47,57

	D (RH1)
	4231
	3682
	87,02


Buvo žinoma 3264 (76,2 %) tirtų mėginių tautinė kilmė. 61,6% šių mėginių buvo gauti iš baltosios rasės žmonių, 10,9% iš afroamerikiečių, 2,3% iš ispanų kilmės, 0,9% iš Rytų kraštų žmonių ir 0,5% iš Amerikos indėnų ir žmonių, kilusių iš Saudo Arabijos, Arabijos, Indijos ar Filipinų. Pasiskirstymas skirsis atsižvelgiant į tiriamą etninę populiaciją. 497 visos tyrimo populiacijos mėginiai buvo paimti iš naujagimių.

BioVue metodu atliktus ABO grupavimo rezultatus palyginus su mėgintuvėlyje atliktu tyrimu, gautas 99,95 – 99,98 % sutapimas. Antigenui D (RH1) aptikti naudojamo BioVue metodo ir tyrimo mėgintuvėlyje sutapimas buvo 99,93 %. Sutapimo procentai atspindi atitikimą tarp dviejų tyrimų ir neparodo, kuriuo tyrimu gauti teisingi rezultatai.

Tiesioginis antiglobulino tyrimas (DAT–angl. Direct Antiglobulin Test)

Klinikinių tyrimų metu naudojant 3–5 % eritrocitų suspensiją fiziologiniame tirpale su IgG kolonėle, BioVue metodu gauti DAT rezultatai 99,6 % (248/249) sutapo su pripažinto tyrimo mėgintuvėlyje rezultatais. BioVue ir mėgintuvėlyje atliekamo tyrimo rezultatų sutapimas buvo 100 % (237/237), kai buvo atliekamas tiesioginis virkštelės kraujo mėginių antiglobulino tyrimas. Sutapimo procentai atspindi tik atitikimą tarp dviejų tyrimų ir neparodo, kuriuo tyrimu gautas teisingas rezultatas.

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

SPECIFINĖS ATLIKIMO CHARAKTERISTIKOS*

Kraujo tipavimas

Ištyrus Ortho BioVue sistemos kasetėje esančius kraujo tipavimo reagentus anti-A (monokloninis), anti-B (monokloninis), anti-A,B ir anti-D (anti-RH1) (monokloninis), buvo pastebėta, kad, esant atitinkamam antigenui, jie specifiškai agliutinuoja žmogaus eritrocitus, jei laikomasi rekomenduojamų naudojimo instrukcijų.Anti-IgG reagentas specifiškai agliutinuoja eritrocitus, sensibilizuotus su IgG.

Anti-A reagentas gali nustatyti daugumą silpnų antigeno A pogrupių (pvz., A2, A3 ir Ax) ir gali aptikti anksčiau nepastebėtą antigeną A, būdingą mažam procentui B grupės asmenų, kurių kraujo grupė vadinama B(A) . Šis reagentas nereaguoja su Tn poliagliutinuojamais eritrocitais.

Anti-B reagentas gali nustatyti kai kuriuos B antigeno silpnus pogrupius (pvz., B3, Bx ir Bm). Šis reagentas nereaguoja su Tn poliagliutinuojamais eritrocitais.

Anti-A,B reagentas nustato visus A ir B eritrocitus, aptiktus anti-A ir anti-B reagentais, ir gali nustatyti papildomus A ir B pogrupius, kurių neaptinka anti-A ir anti-B reagentai. Anti-A,B reagente naudojamo potenciatoriaus koncentracija gali nespecifiškai agliutinuoti smarkiai sensibilizuotus eritrocitus, kurių neagliutinuoja anti-A ir/arba anti-B reagentas(i).

Anti-D reagentas gali nustatyti daugumą silpnų ir dalinių D (taip pat ir silpnus D tipus 1, 2, 3, ir 4,0 bei D kategorijas II, III, IV, V, VII, DBT ir RoHar). Jis nereagavo su 9 iš 9 tirtų D kategorijos VI ląstelių.  Šis reagentas gali pademonstruoti skirtingą serologinį aktyvumą lyginant su kitais anti-D reagentais.

Tiesioginis antiglobulino tyrimas

Triušio antikūnams prieš žmogaus IgG gamybai panaudojamas imunogenas yra žmogaus plazmos gama globulinų frakcija. Antikūnai prieš imunoglobulino miu (µ) grandines ir lengvąsias (
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)  grandines nėra tiriami, tačiau reagente šių antikūnų gali būti.

Kiekviena IgG kasečių serija yra ištirta ir gali agliutinuoti silpnai IgG sensibilizuotus eritrocitus. Nesensibilizuoti eritrocitai ir in vitro C3b ir C4 sensibilizuoti eritrocitai yra neigiami. Šis reagentas gali agliutinuoti IgM sensibilizuotus eritrocitus.

*Duomenys yra „Ortho-Clinical Diagnostics, Inc.“ dokumentacijoje.
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SIMBOLIŲ GLOSARIJUS
Šio produkto ženklinimui gali būti naudojami tokie simboliai.
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	Dužus, elgtis atsargiai
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