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Zestaw do elucji przeciwciat z krwinek czerwonych

® Przechowywaé w ciemnym miejscu

Informacje ogédlne

Zestaw PeliStrip elution kit jest przeznaczony do szybkiej kwasnej elucji przeciwciat z nienaruszonych krwinek czerwonych.

Przyktadowo moze stuzy¢ do identyfikacji przeciwciat u pacjentéw, u ktérych wystapit pozytywny wynik BTA (bezpos$redniego testu
antyglobulinowego) lub identyfikacji przeciwciat wyizolowanych z surowicy lub osocza krwi poprzez optaszczenie nimi in vitro wybranych
krwinek czerwonych.

Aby wykry¢ i zidentyfikowaé przeciwciata eluat moze by¢é badany w formie surowicy lub osocza.

Elementy zestawu

Roztwor Elution Solution 1: dwie fiolki (biata nakretka) o pojemnosci 8 ml. Przechowywaé¢ w temperaturze 18-25°C.

Roztwér Neutralisation Solution 2: jedna fiolka (czarna nakretka) o pojemnosci 12 ml. Bufor neutralizujacy Tris zawierajacy albuming
surowicy krwi wotowej o niebieskim zabarwieniu wskazujacym na pH i umozliwiajacym tatwe rozpoznanie. Przechowywaé w ciemnym
miejscu w temperaturze 18-25°C.

Srodki ostroznosci

Stosowac jedynie w diagnostyce in vitro.

Zestaw nalezy przechowywacé w temperaturze 18-25°C. Roztwoér Neutralisation Solution 2 nalezy przechowywaé w ciemnym miejscu.
Dtugotrwata ekspozycja na $wiatto stoneczne moze spowodowacé przebarwienie roztworu Neutralisation Solution 2. Jezeli kolor roztworu
Neutralisation Solution 2 zmieni sie z niebieskiego na inny, nie nalezy go uzywac.

Roztwér Neutralisation Solution 2 zawiera 0,1% NaNs (stezenie wagowe) uzytego jako $rodek konserwujacy. Nie zamrazaé.

Chociaz albumina surowicy krwi wotowej zostata przebadana w kierunku chordb zakaznych, a wyniki tych badan sa ujemne, odczynnik
jest potencjalnie zakazny. Nalezy zachowa¢ szczegdlng ostrozno$¢ podczas stosowania produktu i usuwania jego pozostatos$ci oraz
opakowan po nim.

Nie stosowaé produktu, jezeli jest metny. Zmetnienie roztworu moze wskazywacé na skazenie bakteryjne.

Nie wolno uzywac fiolek uszkodzonych ani przeciekajacych.

Nie wolno uzywaé zestawu po uptywie terminu waznosci, ktéry jest wydrukowany na etykiecie.

Nalezy zachowaé szczegdlng ostrozno$é podczas stosowania produktu i usuwania jego pozostato$ci oraz opakowarn po nim.

Po zakoniczeniu testu wszelkie pozostato$ci niewykorzystanego produktu nalezy usunaé¢ w sposdb zgodny z przepisami laboratorium, w
ktérym test przeprowadzano.

Pobieranie materiatu
Prébki krwi powinny by¢ pobierane w sposéb aseptyczny z dodatkiem antykoagulantéw, najlepiej EDTA. Jezeli badanie prébek krwi
zostanie wykonane z opéznieniem, probki nalezy przechowywaé w temperaturze 2-8°C, najlepiej nie dtuzej niz przez 72 godziny.

Metoda testu

Uczulone krwinki czerwone sa doktadnie przeptukiwane zimnym (2-8°C) buforowanym fizjologicznym roztworem soli (PBS), aby
wyptukaé z nich wszystkie niezwigzane biatka i zminimalizowa¢ oddzielanie sig przeciwciat zwigzanych na powierzchni krwinek.
Przeptukane krwinki sg mieszane z roztworem Elution Solution 1, aby oddzieli¢ przeciwciata. Po odwirowaniu eluat nalezy zneutralizowac¢
roztworem Neutralisation Solution 2.

Procedura testu

Materiaty wymagane, lecz niedostarczane:

- Wymagania dotyczace probéwek: probowki szklane o okragtym dnie; rozmiar 75 x 10/12 mm.
- Zimny (2-8°C) PBS.

—_

Odwirowacé probke i zla¢ jak najwigcej supernatantu.

2. Przeptukaé¢ 5 razy co najmniej 1 ml koncentratu uczulonych krwinek czerwonych zimnym (2-8°C) PBS, aby usunaé¢ wszystkie
niezwigzane przeciwciata. Porcje roztworu powinny by¢ wystarczajace, aby po zakonczeniu ptukania pozwoli¢ uzyskaé 1 ml
koncentratu krwinek. Predko$¢ i czas ostatniego wirowania nalezy ustawié tak, uzyskaé¢ koncentrat krwinek, np. 5 minut dla
3000 g lub zgodnie z protokotem laboratorium, w ktérym jest przeprowadzany test.

Zachowaj cze$¢ ostatniego roztworu do ptukania jako roztwér kontrolny.

3. Uzyj szklanej probéwki testowej o rozmiarze 75 x 10/12 mm.

Aby uzyskaé optymalne wyniki konieczne jest wykonanie testu BEZ OPOZNIENIA az do momentu neutralizacji (krok 6),

maksymalnie ograniczajac czas pracy przy niskim pH. Ponadto zaleca sig prace bezposrednio przy wiréwce.

Dodaj 1 ml koncentratu czerwonych krwinek.



Dodaj 1 ml roztworu Elution Solution 1 (biata nakretka).

Uwaga: jezeli dostgpna objeto$¢ koncentratu czerwonych krwinek jest mniejsza niz 1 ml, eluat mozna przygotowac¢, dodajac
roztwor Elution Solution 1 o odpowiednio mniejszej objetosci. Nalezy uzy¢é minimum 500 pl koncentratu czerwonych krwinek.
Zastosowanie mniejszej objetosci moze prowadzi¢ do btednych wynikéw.

BEZPOSREDNIO PO DODANIU roztworu Elution Solution 1 delikatnie zamieszaj probéwke, odwracajac ja pieciokrotnie.

Wiruj natychmiast przez 1 minute dla 1000 g lub przez odpowiedni czas i z odpowiednig predkosciag dla wiréwki, aby utworzyé¢
osad z krwinek i martwych komérek i ich fragmentéw.

PRZENIES supernatant BEZPOSREDNIO za pomoca czystej (szklanej) pipety do czystej szklanej probki testowej (nalezy odrzucié
osad, te komoérki nie daja sig juz do uzycia).

Kwasény eluat NALEZY NATYCHMIAST ZNEUTRALIZOWAC, dodajac po kropli roztworu Neutralisation Solution 2 (czarna
nakretka) az do momentu, gdy po dodaniu roztworu kolor eluatu pozostanie niebieski i wymiesza¢. Widoczne trwate niebieskie
zabarwienia wskazuje, ze pH eluatu znajduje sie w pozadanym zakresie (6,6-7,4). Wymagana objeto$¢ roztworu Neutralisation
Solution 2 moze sig rézni¢ w zaleznosci od kilku czynnikéw; najwazniejszym z nich jest stopierr hemolizy czerwonych krwinek
przed elucjg lub w wyniku wydtuzonego czasu przy niskim pH podczas elucji. Jezeli eluat jest zabarwiony na czerwono lub
brazowo w wyniku hemolizy krwinek czerwonych, po dodaniu roztworu Neutralisation Solution stanie sie metny zamiast niebieski.
Wiruj przynajmniej przez 1 minute dla masy > 1000 g, aby usuna¢ opad lub martwe komérki i ich fragmenty lub przez odpowiedni

czas i z odpowiednig predkoscia dla danej wiréwki, aby utworzyé osad z opadu i martwych komérek i ich fragmentéw.
Przenie$ eluat za pomoca czystej (szklanej) pipety do czystej szklanej probédwki testowej.

Eluat jest juz gotowy do badania pod katem obecnosci przeciwciat za pomoca posredniej techniki aglutynacji z PEG. Alternatywne
procedury badania przeciwciat powinny zostaé zatwierdzone przez uzytkownika.

Uzyj zachowanego supernatantu z ostatniego ptukania do kontroli. Jezeli badanie nie moze zosta¢ przeprowadzone od razu, eluat mozna
przechowywaé w temperaturze 2-8°C najlepiej do 72 godzin, ale nie dtuzej niz przez 7 dni. Zmetnienie moze wskazywac na skazenie
bakteryjne.

Interpretacja wynikow

Wynik dodatni (tj. aglutynacja) eluatu wskazuje na wystgpowanie w eluacie przeciwciat czerwonych krwinek (wyptukanych z krwinek
czerwonych) skierowanych przeciwko antygenom obecnym na badanych krwinkach czerwonych.

Wynik negatywny (tj. brak widocznej aglutynaciji) eluatu wskazuje na brak w eluacie przeciwciat czerwonych krwinek (wyptukanych z
krwinek czerwonych) skierowanych przeciwko antygenom obecnym na badanych krwinkach czerwonych.

W przypadku podejrzenia niedokrwisto$ci hemolitycznej wywotanej lekami eluat nalezy zbadaé pod katem wystepowania komérek
uczulonych na dany lek.

Ograniczenia

Wynik dodatni (tj. aglutynacja) dla zachowanego roztworu do ptukania wskazuje na obecno$¢ przeciwciat, wynikajaca z
niedostatecznego ptukania, co moze zaktécaé aktywno$¢ przeciwciat w eluacie. Z tego wzgledu nalezy powtérzy¢ elucje po
doktadniejszym ptukaniu krwinek zimnym (2-8°C) PBS. Wynik dodatni moze jednak wskazywa¢ takze na niskie powinowactwo
przeciwciat wyptukanych z komérek podczas ptukania.

Jezeli wynik dla eluatu jest ujemny (tj. brak widocznej aglutynacji) a dane kliniczne wskazujg na obecno$¢ optaszczonych przeciwciat,
zaleca sig zastosowanie alternatywnej metody elucji.

Prébki krwi starsze niz 72 godziny moga skutkowacé stabszymi eluatami niz te ze Swiezo pobranych prébek.

Wydtuzona inkubacja roztworu Elution Solution1 moze powodowaé¢ hemolizg czerwonych krwinek i denaturacje wymytych przeciwciat.
Wyniki fatszywie dodatnie lub fatszywie ujemne moga mie¢ miejsce w rezultacie skazenia badanych materiatéw lub innych odchyleri od
procedury testu i innych zalecanych technik opisanych w Instrukcji uzytkowania.

Wymiana roztwordw Elution Solution 1 i Neutralisation Solution 2 spowoduje stabo lub fatszywie negatywne wyniki.
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Gwarantujemy dziatanie produktéow Sanquin w sposéb opisany w oryginalnej instrukcji obstugi dostarczonej przez producenta. Istotne
znaczenie ma sciste przestrzeganie procedur, uktadow testowych i uzywanie zalecanych odczynnikéw oraz sprzetu. Fundacja Sanquin nie
przyjmuje zadnej odpowiedzialnosci za jakiekolwiek odchylenia od powyZzszych wymagan.



