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SKIRTAS NAUDOTI
Kokybinė procedūra, kurios metu nustatomi prie eritrocito prisijungę IgG arba komplemento komponentai.
IN VITRO DIAGNOSTIKAI 
SANTRAUKA IR PAAIŠKINIMAS
Anti-IgG, -C3d; polispecifinis yra svarbi diagnostikos priemonė, padedanti nustatyti, ar ant žmogaus eritrocitų yra imunoglobulinų ir/arba komplemento komponentų. Šis reagentas tinka tiesioginiam ir netiesioginiam antiglobulino tyrimui.
PROCEDŪROS PRINCIPAI
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. Prieš sąveiką su anti-IgG, -C3d; polispecifiniu reagentu, eritrocitai yra atskiriami nuo serumo baltymų. Reagento tankis leidžia eritrocitams judėti stulpelyje, o mažesnio tankio neutralizuojantys serumo baltymai išlieka virš stiklo rutuliukų/reagento ribos.

Reagentai
Ortho BioVue sistemos Poly kasetės susideda iš 6 kolonėlių, į kurių sudėtį įeina buferinis tirpalas su jaučio albuminu ir makromolekuliniais potenciatoriais, taip pat ir konservantai: 0,1 % (pagal masę) natrio azidas ir 0,01M etilendiamintetraacto rūgštis (EDTA).

	Produktų kodai 707300 ir 707350
	Sudedamųjų dalių apibūdinimas

	1–6 stulpeliai
	Anti-žmogaus globulinas, anti-IgG, -C3d; polispecifinis
	Anti-IgG (triušio)

	
	
	Anti-C3b (pelės monokloninis) (klonas F7G3)

	
	
	Anti-C3d (pelės monokloninis) (klonas C4C7)

	
	
	FD&C mėlynas Nr. 1

	
	
	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.  0
  2.
Su visais kraujo produktais turi būti elgiamasi kaip su potencialiai infekciniais. Pradinėje medžiagoje, iš kurios buvo pagamintas šis produktas, tiriant pagal dabartinius FDA reikalaujamus tyrimus, 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. Tokių tyrimo metodų, kurie užtikrintų, kad žmogaus kraujo produktai neperduos infekcinio agento, nėra žinoma.

  3.
Kai kurie kasečių komponentai gali būti vertinami kaip pavojingos ar potencialiai užkrečiamos atliekos. Visas medžiagas išmeskite laikydamiesi galiojančių taisyklių ir norminių teisės aktų.
  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.
Monokloninei šio reagento daliai nebuvo nustatytas graužikų viruso nebuvimas.

  6.
Nenaudokite reagentų praėjus etiketėje nurodytam galiojimo laikui.

  7.
Kasetės užšaldymas ar skysčio išgaravimas dėl karščio gali kliudyti neagliutinuotiems eritrocitams laisvai praeiti pro stiklo 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 parametrus. Tinkamas centrifugos kalibravimas yra svarbus tiksliems rezultatams gauti.

10.
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)

11.
Jei tyrimai bus atliekami ne pagal pakuotės naudojimo instrukcijoje nurodytus metodus, reikia atlikti procedūrų standartizaciją, norint užtikrinti tyrimų rezultatų tikslumą.

MĖGINIO PAĖMIMAS IR PARUOŠIMAS

Prieš imant mėginius, pacientų ar donorų specialiai paruošti nereikia. Kraujas turi būti imamas patvirtintais medicininiais metodais. Paimtus mėginius reikia tirti kaip galima greičiau. Jei tyrimas atidedamas, mėginiai turi būti laikomi 2–8 °C temperatūroje.

PASTABA.
Eritrocitus, gautus iš virkštelės mėginių, reikia mažiausiai vieną kartą nuplauti fiziologiniu tirpalu. Kai tiriami eritrocitai yra gauti iš pacientų, turinčių nenormalių serumo baltymų, gali prireikti nuplautų eritrocitų suspensijų.

TIESIOGINIS ANTIGLOBULINO TYRIMAS (DAT–angl. Direct Antiglobulin Test)

Mėginius reikia tirti kaip galima greičiau po paėmimo. Jei tyrimas atidedamas, mėginius reikia laikyti 2–8°C temperatūroje.Tiesioginiam antiglobulino tyrimui geriausiai tinka kraujas, paimtas į EDTA. Kraujas, paimtas su EDTA, natrio citratu ar be jokio antikoagulianto (sukrešėję mėginiai), turi būti ištirtas per tris dienas. Donoro kraują galima tirti iki galiojimo laiko pabaigos.

Priimtinos 3 % – 5 % koncentracijos 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.


NETIESIOGINIS ANTIGLOBULINO TYRIMAS

Gali būti naudojamas serumas arba plazma. Norint nustatyti nuo komplemento priklausomus antikūnus, serumo mėginius reikia ištirti per tris dienų. Naudojant plazmą, galima neaptikti nuo komplemento priklausomų antikūnų. BioVue netiesioginį antiglobulino tyrimą reikia atlikti naudojant mažo joninio įtempimo aplinkoje. Ortho 0,8 % reagentiniai eritrocitai teikiami silpnos jonizacijos skiediklyje, kuris tinka šiam metodui. Eritrocitus, naudojamus tapatumo, autokontrolės ar antigenų tyrimams, reikia paruošti naudojant Ortho® 0,8 % eritrocitų skiediklį pagal naudojimo instrukcijas.

Smulkesnės informacijos apie LISS pridėjimo metodus ieškokite ORTHO BLISS naudojimo instrukcijose.

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.

Smulkesnės informacijos apie LISS pridėjimo metodus ieškokite ORTHO BLISS naudojimo instrukcijose.

Pateiktos medžiagos

400 kasečių (produkto kodas 707300)

100 kasečių (produkto kodas 707350)

(Sudedamųjų dalių apibūdinimo ieškokite skyriuje „Reagentai“)

Tiesioginio antiglobulino tyrimui 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)

Netiesioginis antiglobulino tyrimas

  1.
Ortho BioVue sistemos centrifuga

  2.
Ortho BioVue sistemos kaitinimo blokas, 37 °C (gaminio kodas 707820)

  3.
Mikropipetės, pritaikytos 40 µl ir 50 µl lašinimui

  4.
Vienkartiniai pipečių antgaliai

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

  6.
Ortho 0,8 % reagentiniai eritrocitai

  7.
Ortho 0,8 % eritrocitų skiediklis

Tiesioginio antiglobulino 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.
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 papildomiems tyrimams atlikti. Nenaudokite kasečių, jei skysčio lygis yra sulig stilinių rutuliukų viršumi ar žemiau.
  4.
Į atitinkamą (-as) kasetės reakcijų kamerą (-as) pripilkite 10 µl 3–5 % eritrocitų suspensijos fiziologiniame tirpale.

  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.

Netiesioginio antiglobulino 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.
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 papildomiems tyrimams atlikti. Nenaudokite kasečių, jei skysčio lygis yra sulig stiklinių rutuliukų viršumi ar žemiau.
  4.
Į atitinkamą (-as) reakcijų kamerą (-as) įpilkite 50 µl 0,8 % eritrocitų suspensijos. 

  5.
Įpilkite 40 µl paciento serumo ar plazmos į atitinkamą (-as) kasetės 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.
Užtikrinkite, kad inkubacijos metu reagentai liktų reakcijų kameroje. Prieš centrifugavimą stulpelyje negalima maišyti reaktantų su reagentais. (Žiūrėkite skyriuje „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.

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

  9.
Pasibaigus tyrimui kiekvieno stulpelio agliutinaciją ir/arba hemolizę įvertinkite iš abiejų pusių.
10.
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 kontrolė. Norėdami ištirti reagento anti-IgG aktyvumą, naudokite žmogaus serumą ar plazmą, kurioje yra IgG antikūnams ir antigenams teigiamų eritrocitų. Vadovaukitės netiesioginio antiglobulino tyrimo procedūra. Tirdami anti-komplemento aktyvumą, naudokite eritrocitus, sensibilizuotus su C3b ir/arba C3d. Vadovaukitės tiesioginio antiglobulino tyrimo procedūra.

Neigiama kontrolė. Naudokite žmogaus serumą ar plazmą, kurioje nėra nežinomų eritrocitų antikūnų ir nesensibilizuotų eritrocitų. Vadovaukitės netiesioginio antiglobulino tyrimo procedūra.

Antiglobulino kontroliniai eritrocitai nėra būtini Ortho BioVue sistemai ir neturėtų būti naudojamos kiekvieno tyrimo kontrolei
REZULTATŲ ĮVERTINIMAS

	Teigiamas rezultatas (+)
	Eritrocitų agliutinacija yra teigiamas testo 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 testo rezultatas, rodantis, kad atitinkamų antigenų nebuvo aptikta.


Dėl hemolizės reagentas virš rutuliukų stulpelio keičia spalvą iš šviesiai rausvos į raudoną. Dalinės hemolizės atveju agliutinacija gali įvykti arba ne.

	4+ reakcija
	Agliutinuoti eritrocitai suformuoja juostą rutuliukų stulpelio viršuje.

	3+ reakcija
	Dauguma agliutinuotų eritrocitų yra sulaikomi 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 sulaikomi 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 (nalygią) sankaupą rutuliukų stulpelio dugne. Maži agliutinatai matomi virš sankaupos.

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


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.
Nustatyta, kad silpnos jonizacijos tirpalai (LISS – angl. low ionic strength solutions) paskatina daugelį antigenų-antikūnų reakcijų. Tačiau gali pasitaikyti mėginių su specifiniais antikūnais, pvz., anti-K (K1), kurie nėra optimaliai reaktyvūs LISS tyrimo sistemose.

  3.
Fermentais apdoroti eritrocitai nespecifiškai agliutinuosis anti-IgG, -C3d; polispecifiniame reagente Poly kasetėje.

  4.
Nustatyta, kad plazmos papildai trukdo kai kuriems kraujo bankų tyrimams. Nėra duomenų, susijusių su trukdymu naudojant Ortho BioVue sistemą. Pastebėjus trukdymus, reikia naudoti problemų sprendimo metodus.

  5.
Nenormalūs rezultatai gali būti gauti dėl:

• serume ar plazmoje esančio fibrino ar ląstelinių medžiagų, pvz., krešulių

• nepilnai nuplautų mėginio eritrocitų

• reaktantų susimaišymo su reagentais stulpelyje (netiesioginis antiglobulino testas)

• eritrocitų, kurie prilimpa prie reakcijų kameros sienelių

• burbuliuko (-ų), kuris (-ie) trukdo neagliutinuotų eritrocitų nusėdimui
Nenormalaus rezultato pavyzdys gali būti eritrocitų linija karoliukų kolonėlės viršuje. Šių reakcijų galima išvengti prieš tyrimą centrifugavimo būdu iš mėginio pašalinus fibriną ir ląstelines medžiagas, bent vieną kartą išplovus eritrocitus ir taip pašalinus likusią plazmą ir/ar trombocitus bei interpretuojant rezultatus pasibaigus tyrimui. Gavus šiuos ar kitus nenormalius rezultatus, tyrimą reikia pakartoti.

TIKĖTINI REZULTATAI*

Antikūnų nustatymas (netiesioginis antiglobulino tyrimas)

Naudojant 0,8 % Surgiscreen® reagentinius eritrocitus, atlikta Poly kasetės specifiškumo analizė pagal antikūnų patikros rezultatus, gautus ištyrus 410 atsitiktinių populiacijos mėginių. Apskaičiuotas 0,8 % Surgiscreen specifiškumas, lyginant su 3 % Surgiscreen, yra 98,5 % su 95 % pasikliautiniais intervalais nuo 96,8 % iki 99,4 %.

Buvo atlikta Poly kasetės jautrumo analizė, naudojant 0,8 % Surgiscreen, pagal antikūnų patikros rezultatus, gautus ištyrus 306 antikūnų turinčios populiacijos mėginius. Pasiskirstymas buvo toks: reprezentatyvūs Rh-hr (33,01 %), Kell (22,22 %), Kidd (7,52 %), Duffy (9,15 %), MNS (7,52 %), Lewis (5,88 %) ir P (1,31 %) sistemų mėginiai. Buvo įtraukti ir mėginiai, turintys įvairių antikūnų (13,40%). Apskaičiuotas 0,8 % Surgiscreen jautrumas, lyginant su 3 % Surgiscreen, yra 99,7 % su 95 % pasikliautiniais intervalais nuo 98,2 % iki 99,9 %.

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

Klinikinių tyrimų metu naudojant 3–5 % eritrocitų suspensiją fiziologiniame tirpale su Poly kasete, BioVue metodu gauti DAT rezultatai 99,1 % (232/234) sutapo su pripažinto tyrimo mėgintuvėlyje rezultatais. BioVue ir mėgintuvėlyje atliekamo tyrimo rezultatų sutapimas buvo 100 % (230/230), 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

Triušio kilmės antikūnų 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 Poly kasečių serija yra ištirta ir gali agliutinuoti silpnai IgG, C3b ir C3d sensibilizuotus eritrocitus. Nesensibilizuoti eritrocitai ir in vitro C4 sensibilizuoti eritrocitai duoda neigiamą rezultatą. Šis reagentas gali agliutinuoti IgM sensibilizuotus eritrocitus.
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