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Test na mikrokolumnach do wykrywania lub identyfikacji przeciwciat przeciw krwinkom czerwonym, a takze do oznaczania grup krwi

Informacje ogdlne

Cellbind Screen jest systemem testowania powinowactwa z uzyciem mikrokolumny, w ktérym uczulone krwinki czerwone z zawiesiny sg
wychwytywane przez zelowa macierz, zawierajaca anty-IgG, anty-lgM oraz anty-C3d na podtozu wzmacniajacym o duzej gestosci.
Kazda karta testowa sktada sie z sze$ciu mikrokolumn, zawierajacych zel w podtozu o duzej gestosci. Cellbind Screen jest przeznaczony
do wykrywania lub identyfikacji przeciwciat przeciw krwinkom czerwonym, a takze do oznaczania grup krwi, proéby krzyzowej oraz
zmodyfikowanego bezposredniego testu antyglobulinowego (DAT; do wykrywania krwinek czerwonych in vivo optaszczonych
przeciwciatami i sktadnikami dopetniacza). Cellbind Screen mozna stosowaé zaré6wno w systemach recznych, jak i (p6t-)automatycznych.
Odczyn Cellbind Screen spetnia wymagania odpowiednich norm i wytycznych. Charakterystyki dziatania sq opisane w dokumentach
dopuszczenia do obrotu, ktére na prosbe klienta moga by¢ dostarczone wraz z produktem. Test oparty jest na technice immunofiksacji
uczulonych czerwonych krwinek w mikrokolumnie zawierajacej macierz zelowga, Zawiesing komérkowa dodaje sie do przedziatu
inkubacyjnego mikrokolumny wraz z przeznaczonym do testowania osoczem, surowicg lub odczynnikiem do serologii grup krwi. W fazie
inkubacji posiadajace antygen krwinki czerwone zwiazg odpowiednie, skierowane przeciw nim przeciwciata, znajdujace sie w osoczu,
surowicy lub odczynniku. Nastepnie karty poddawane sa wirowaniu w trzech fazach. W fazie pierwszej podtoze o duzej gestosci
spowoduje oddzielenie krwinek czerwonych od osocza, surowicy lub odczynnika. W fazie drugiej uczulone krwinki czerwone ulegna
aglutynacji i zostang wychwycone w goérnej cze$ci macierzy zelowej mikrokolumny, do ktérej wykazuja powinowactwo, natomiast w
fazie trzeciej nieuczulone i stabo uczulone krwinki czerwone beda sie przemieszcza¢ w kierunku dna mikrokolumny. Zdecydowanie zaleca
sie zastosowanie kontroli dodatniej i ujemnej w kazdej serii oznaczania grup krwi.

Srodki ostroznosci

Stosowac jedynie w diagnostyce in vitro. Karty Cellbind Screen nalezy przechowywaé w oryginalnym pudle styropianowym w
temperaturze od 2-8 °C. Pudto zamknaé¢ po wykorzystaniu. Karty Cellbind Screen nalezy przechowywaé ustawione pionowo

w temperaturze. Jezeli tak nie postgpiono, to na 15 minut przed uzyciem nalezy je ustawi¢ w pozycji pionowej, aby umozliwi¢ ponowne
osadzenie sie macierzy zelowej. Nie wolno uzywacé kart Cellbind Screen, ktére wykazujg cechy wysuszenia (tj. nieréwny poziom podtoza
o duzej gestosci w mikrokolumnach jednej karty lub niskie poziomy poditoza o duzej gesto$ci w kolumnach), cechy kondensacji (np.
krople w przedziale inkubacyjnym lub na spodniej stronie paskéw przykrywajacych), uszkodzenie paskéw przykrywajacych lub obecnos$é¢
pecherzykéw powietrza w podtozu o duzej gestosci lub w macierzy zelowej. Pecherzyki powietrza w podtozu o duzej gestosci lub w
zelowej macierzy, ktdére dostaty sie tam w czasie transportu, mozna w wigkszos$ci przypadkéw usunaé poprzez odwirowanie
zapieczetowanych kart Cellbind Screen przed ich uzyciem w wiréwce Cellbind Centrifuge. Kart Cellbind Screen nie wolno uzywacé po
uptywie terminu waznosci, ktéry jest wydrukowany na etykiecie kart. Po odczytaniu wynikéw karty mozna przykry¢ i przechowywaé w
pozycji pionowej w temperaturze 2-8 °C nie diuzej niz przez jeden tydzieri. Srodkiem konserwujacym jest <0,1% chloramfenikol.
Odczynniki sa potencjalnie zakazne. Nalezy zachowaé szczegdlna ostroznos$é¢ podczas stosowania produktu i usuwania jego pozostatosci
oraz opakowan po produkcie. Po zakonczeniu testu wszelkie pozostato$ci niewykorzystanego produktu nalezy usungé w sposéb zgodny
z przepisami laboratorium, w ktérym test przeprowadzano.

Pobieranie i przygotowywanie materiatu

Materiat:

Prébki krwi powinny by¢ pobierane w sposéb aseptyczny z/lub bez dodatku antykoagulantéw. Zdecydowanie zaleca sie odwirowanie
probéwek do pobierania probek krwi z predkoscia 3000 rcf (wzgledne przyspieszenie odsrodkowe) przed zebraniem prébek surowicy
(przez 10 minut) lub osocza (przez 5 minut) w celu zapobiezenia odczynom fatszywie dodatnim. Zbieranie prébek surowicy lub osocza
nalezy przeprowadzaé¢ za pomoca pipety, nie poprzez przelewanie osocza lub surowicy. Prébki osocza lub surowicy nie powinny
zawiera¢ biatych krwinek, fragmentéw zelu i/lub ztogéw witéknika, aby uniknaé zablokowania zelowej macierzy. W celu wykrycia lub
identyfikacji przeciwciat przeciwko krwinkom czerwonym zaleca sige stosowanie $§wiezego osocza lub surowicy (do 48 godzin od
pobrania). Prébki surowicy lub osocza, ktére nie zostaty zbadane natychmiast, mozna przechowywacé przez 48 godzin w temperaturze 2-
8 °C lub przez dtuzszy czas w temperaturze nizszej niz -18 °C. Zaleca sig, aby przed testowaniem, w celu usunigciu wszelkich osadéw,
prébki surowicy lub osocza po ich rozmrozeniu wirowac¢ przez 5 minut z predkoscig 3000 rcf. Do zmodyfikowanego bezpos$redniego
testu antyglobulinowego nalezy uzywacé $wiezej krwi (do 48 godzin od pobrania), najlepiej pobranej do EDTA, aby zapobiec optaszczeniu
in vitro krwinek czerwonych sktadnikami dopetniacza. Osocze nie nadaje sig do wykrywania przeciwciat wiazacych dopetniacz, gdyz
antykoagulanty beda hamowaty aktywacje dopetniacza.

Odczynniki:
Cellbind Screen K7000 . pudto zawierajace 48 kart (6 mikrokolumn w kazdej karcie)
Cellbind LISS K7100 :  podtoze inkubacyjne do przygotowywania 0,5% zawiesiny krwinek
czerwonych z krwinek czerwonych pochodzacych od pacjenta lub
dawcy (250 ml).
K7110 :  podtoze inkubacyjne do przygotowywania 0,5% zawiesiny krwinek

czerwonych z krwinek czerwonych pochodzacych od pacjenta lub
dawcy (100 ml).



K7130 1 podtoze inkubacyjne do przygotowywania 0,5% zawiesiny krwinek
czerwonych z krwinek czerwonych pochodzacych od pacjenta lub
dawcy (25 ml).
Cellbind DILUENT K7180 1 podtoze inkubacyjne do przygotowania 0,5% zawiesiny krwinek
czerwonych z 3% paneli Sanquin lub zawiesiny krwinek czerwonych z
odczynnika Sanquin (100 ml).

Cellbind P2 K7200 : (2x 10 ml) 0,5% zawiesina wzorcowych krwinek czerwonych do
wykrywania przeciwciat przeciwko krwinkom czerwonym.
Cellbind P3 K7210 : (3 x 10 ml) 0,5% zawiesina wzorcowych krwinek czerwonych do

wykrywania przeciwciat przeciwko krwinkom czerwonym.

Cellbind P3-P (papain) K7211 : (3 x 10 ml) 0,5% zawiesina wzorcowych krwinek czerwonych wobec,
ktérych zastosowano papaing, do wykrywania przeciwciat przeciwko
krwinkom czerwonym.

Cellbind ID16 K7230 : 16 x 3 ml) 0,56% zawiesina wzorcowych krwinek czerwonych do
identyfikacji przeciwciat krwinek czerwonych.

Cellbind ID16-P (papain) K7231 : (16 x 3 ml) 0,5% zawiesina wzorcowych krwinek czerwonych, wobec
ktérych zastosowano papaing, do identyfikacji przeciwciat krwinek
czerwonych.

Cellbind A1 reagent red cells K7240 : 0,5% zawiesina wzorcowych krwinek czerwonych do wykrywania
przeciwciat anty-A

Cellbind A2 reagent red cells K7241 : 0,5% zawiesina wzorcowych krwinek czerwonych do stosowania jako
kontrola dodatnia lub ujemna.

Cellbind B reagent red cells K7242 : 0,5% zawiesina wzorcowych krwinek czerwonych do wykrywania
przeciwciat anty-B.

Cellbind O, D- reagent red cells K7243 : 0,5% zawiesina wzorcowych krwinek czerwonych do stosowania jako

kontrola dodatnia lub ujemna

Inne materiaty:

Cellbind Centrifuge K7302
Cellbind Rotor K7303
Cellbind Incubator K7304
Cellbind Dispenser K7300
Cellbind Workstation K7301

Zawiesiny krwinek czerwonych:

1. Do oznaczania grup krwi, préb krzyzowych, zmodyfikowanego bezposredniego testu antyglobulinowego i autokontroli musi zosta¢
przygotowana 0,5% zawiesina krwinek czerwonych z krwinek czerwonych pochodzacych od pacjenta lub dawcy w odczynniku
Cellbind LISS (REF] k7100, K7110 lub K7130).

2. Do wykrywania lub identyfikacji przeciwciat musza by¢ uzywane panele lub zawiesiny wzorcowych krwinek czerwonych Sanguin
(0,5% lub 3,0%). Zaleca sig stosowanie gotowych 0,5% paneli Cellbind lub zawiesin wzorcowych krwinek czerwonych Cellbind.
W przypadku stosowania 3% paneli Sanquin lub zawiesin wzorcowych krwinek czerwonych Sanquin konieczne jest przygotowanie
0,5% zawiesiny w odczynniku Cellbind DILUENT ( K7180), zgodnie z protokotem przygotowania wskazanym ponizej. W
przypadku stosowania innych paneli lub wzorcowych krwinek czerwonych konieczna jest walidacja przez uzytkownika.

Uwaga: protokotu nie wolno stosowaé¢ do komérek, ktére wczesniej potraktowano enzymami ( K1384 and K1393). Jesli
konieczne jest wykonanie testéw z wykorzystaniem komérek potraktowanymi enzymami, nalezy zastosowacé odczynniki Cellbind

P3-P (REF| K7211) lub Cellbind ID16-P (REF] K7231).

Przygotowywanie 0,5% zawiesiny krwinek czerwonych:
1. 11 ul koncentratu krwinek czerwonych pacjenta lub dawey + 2 ml odczynnika Cellbind LISS (REF] k7100, (REF] k7110 Iub
K7130)
2. 200 ul 3% paneli Sanquin lub wzorcowych krwinek czerwonych Sanquin + 1 ml odczynnika Cellbind DILUENT ( K7180)

Obstuga wiréwki Cellbind Centrifuge

Aby odwirowac¢ karty Cellbind za pomoca wiréwki firmy Hettich, nalezy wykonaé¢ nastepujace czynnosci:

1.  Witozy¢ wirnik Cellbind Rotor zgodnie z instrukcja obstugi, dostarczong przez firme Hettich.

2. Wiréwka rozpoznaje wirnik; urzadzenie programuje sie automatycznie wedtug protokotu Cellbind.

3. Etap wirowania, opisany ponizej w procedurach testu Cellbind, wymaga tylko wcisnigcia przycisku ,Start”, po ktérym wiréwka
rozpocznie prace w 3 nastgpujacych etapach:

- 0-2 minut 75 rcf 780 rpm  (obr./min)
- 2-3 minut 200 rcf 1280 rpm
- 3-10 minut 1790 rcf 3840 rpm

4. Po odwirowaniu mozna otworzy¢ pokrywe i wyjac karty.

Procedury testu

Nalezy odczekaé, az wszystkie odczynniki osiagng temperature pokojowa (18-25 °C). Nie uzywac kart Cellbind Screen, ktére wykazuja
obecnos$¢ pecherzykéw powietrza w macierzy zelowej, nieszczelno$¢ lub oznaki wyschnigcia (nieregularny ptyn lub brak ptynu powyzej
macierzy zelowej).

Wykrywanie lub identyfikacja przeciwciat

Zdja¢ pasek przykrywajacy z niezbednej liczby kolumn.

Doda¢ 40-50 ul 0,5% zawiesiny testowych krwinek czerwonych do przedziatu inkubacyjnego.

Doda¢ do przedziatu inkubacyjnego te sama objetos$¢ (40-50 ul) osocza lub surowicy.

Inkubowac przez 15 minut w temperaturze 37 °C w inkubatorze Cellbind Incubator.

Witozy¢ karty do wiréwki Cellbind Centrifuge (10 minut). Parametry wirowania zostaty juz zaprogramowane.

agRrwON=



6. Odczytaé¢ wyniki reakcji.

Oznaczanie antygendéw grup krwi

1. Zdjaé pasek przykrywajacy z niezbednej liczby kolumn.

2. Doda¢ 40-50 ul 0,5% zawiesiny krwinek czerwonych pacjenta lub dawcy do przedziatu inkubacyjnego.

3. Doda¢ do przedziatu inkubacyjnego 20 ul odczynnika firmy Sanquin do oznaczania grup krwi.
Uwaga: Wykaz zwalidowanych odczynnikéw firmy Sanquin do oznaczania grup krwi jest dostepny na stronie internetowej
www.cellbind.nl. W przypadku niektérych z tych odczynnikéw wymagany jest dodatkowy etap inkubacji, uwzgledniony w wykazie.
Uzycie jakiegokolwiek innego odczynnika do oznaczania moze prowadzi¢ do uzyskania nieprawidtowych wynikéw i z tego wzgledu
powinno zosta¢ zwalidowane przez uzytkownika.

4.  Wtozy¢ karty do wiréwki Cellbind Centrifuge (10 minut). Parametry wirowania zostaty juz zaprogramowane.

5. Odczyta¢ wyniki reakcji.

Oznaczanie grup krwi metoda odwrotna

Zdja¢ pasek przykrywajacy z niezbednej liczby kolumn.

Doda¢ 40-50 ul 0,5% zawiesiny wzorcowych krwinek czerwonych do przedziatu inkubacyjnego.

Dodac¢ takg sama objetos¢ (40-50 ul) osocza do przedziatu inkubacyjnego.

Witozy¢ karty do wiréwki Cellbind Centrifuge (10 minut). Parametry wirowania zostaty juz zaprogramowane.
Odczytaé wyniki reakcji.
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Zmodyfikowany bezposSredni test antyglobulinowy (DAT)

1. Zdja¢ pasek przykrywajacy z niezbednej liczby kolumn.

2. Dodac¢ jedna krople (40-50 ul) 0,5% zawiesiny krwinek czerwonych pacjenta do przedziatu inkubacyjnego.
3. Wiozy¢ karty do wiréwki Cellbind Centrifuge (10 minut). Parametry wirowania zostaty juz zaprogramowane.
4. Odczyta¢ wyniki reakcji.

Proba krzyzowa

1. Zdja¢ pasek przykrywajacy z niezbednej liczby kolumn.

2. Doda¢ 40-50 ul 0,5% zawiesiny krwinek czerwonych dawcy do przedziatu inkubacyjnego.

3. Doda¢ do przedziatu inkubacyjnego te sama objetos$¢ (40-50 ul) osocza lub surowicy pacjenta.

4. Inkubowacé przez 15 minut w temperaturze 37 °C w inkubatorze Cellbind Incubator.

5.  Witozy¢ karty do wiréwki Cellbind Centrifuge (10 minut). Parametry wirowania zostaty juz zaprogramowane.
6. Odczyta¢ wyniki reakciji.

Interpretacja

W reakcjach dodatnich krwinki czerwone zostang wychwycone w gérnej cze$ci zelowej macierzy. W reakcjach ujemnych widzialne
bedzie jedynie nieznaczne skupisko krwinek czerwonych na dnie mikrokolumny. Powstate wzorce wynikéw reakcji zostaty przedstawione
na rycinie:

44+ 3+ 2+ 1+ (+) NEG
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lloé¢ krwinek czerwonych wychwyconych w gérnej cze$ci macierzy zelowej bedzie zalezna od takich parametréw, jak gestos$é
antygenowa krwinek czerwonych oraz miano i powinowactwo przeciwciata. [lo§¢ uczulonych krwinek jest takze determinowana przez
czas trwania drugiej fazy wirowania oraz site wirowania podczas trzeciej fazy. Zatem jezeli wynik reakcji jest stabszy niz 4 +, krwinki
pojawia sig réwniez na dnie mikrokolumny. Ten sam wzorzec wystapi w mieszanych reakcjach pola.

Wykrywanie lub identyfikacja przeciwciat
Reakcje dodatnie wskazujg na obecno$¢ przeciwciat przeciwko krwinkom czerwonym w osoczu lub surowicy. Reakcje ujemne wskazujg
na brak przeciwciat przeciwko krwinkom czerwonym. Dodatni wynik autokontroli moze wskazywaé¢ na obecno$¢ autoprzeciwciat.

Oznaczanie antygendow grup krwi

Dodatnie reakcje z odczynnikami do oznaczania grup krwi wskazujg na obecno$é¢ odpowiednich antygenéw na powierzchni krwinek
czerwonych. Ujemne reakcje z odczynnikami do oznaczania grup krwi wskazuja, ze nie mozna wykry¢ obecnosci odpowiednich
antygendéw na powierzchni krwinek czerwonych.

Oznaczanie grup krwi metoda odwrotna
Dodatnie reakcje z krwinkami wzorcowymi wskazujg na obecno$¢ odpowiedniego alloprzeciwciata. Reakcja ujemna oznacza, ze nie
mozna wykry¢ obecno$ci odpowiedniego alloprzeciwciata.

Zmodyfikowany bezposSredni test antyglobulinowy (DAT)
Dodatnie reakcje wskazujg na optaszczenie in vivo krwinek czerwonych przez przeciwciata i/lub sktadniki dopetniacza.

Proba krzyZzowa
Dodatnie reakcje wskazujg na niezgodno$¢ krwi dawcy z biorca. Ujemne reakcje wskazujg na zgodnos$¢ krwi dawcy z biorca.

Ograniczenia

Niespodziewane wyniki dodatnie z powodu: pseudoaglutynacji, autoaglutynacji, mieszanej reakcji pola, dziatania pewnych lekéw, zbyt
duzego stezenia krwinek czerwonych lub obecnosci krwinek czerwonych uczulonych in vivo przeciwciatami i/lub sktadnikami
dopetniacza. Niespodziewane wyniki ujemne lub wyniki stabo wyrazone z powodu: stabych antygendw, stabych przeciwciat, niskich mian
przeciwciat, mieszanej reakcji pola, zmniejszonej aktywnosci odczynnikdw, niewystarczajacej interakcji zawiesiny krwinek czerwonych i
osocza, surowicy lub odczynnika w przedziale inkubacyjnym i/lub przedwczesnej interakcji miedzy zawartos$cig przedziatu inkubacyjnego i



podtozem o duzej gestosci. Wyniki fatszywie dodatnie lub fatszywie ujemne moga mie¢ miejsce w rezultacie skazenia obecnosci
pecherzykédw powietrza w macierzy zelowej, badanych materiatéw lub innych odchyleh od zalecanych technik. W przypadku uzycia
prébek z silng hemoliza moga zachodzi¢ reakcje nieswoiste. Jezeli probka zawiera ztogi witéknika, moga one powodowaé uwigzienie
nieuczulonych krwinek podczas wirowania, co skutkuje tworzeniem sie waskiej czerwonej linii na szczycie macierzy zelowej.
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Gwarantujemy dziatanie produktéw Sanquin w sposob 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 wymagarn.



