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KRAUJO GRUPES NUSTATYMO REAGENTAI
NAUDOJIMO INSTRUKCIJOS

meégintuvéliuose ir mikroplokstelése ant plok§tumos.

»Anti-C*, Anti-E“, ,,Anti-c“ ir ,,Anti-e* monokloniniai: testams atlikti ,Bio-Rad-ID*, ,Ortho BioVue“ metodais,

SANTRAUKA

Levine ir Stetson 1940 metais atrado Rh kraujo grupiy sistema. Be D, kiti
svarbiausi Rh sistemos antigenai yra C, E, c ir e. D antigenas yra labai
imunogeniskas, C ir e antigenai yra maziau imunogeniski nei E ir ¢ antigenai.
Taip pat klinikiniu pozidriu svarbs ir visi atitinkami antikdnai, nes jie gali sukelti
potransfuziniy reakcijy ir naujagimiy hemolizine liga.

NUMATYTOJI PASKIRTIS

Rh reagentai yra reagentai kraujo grupei nustatyti, skirti kokybiniam testui, kad
blty galima nustatyti Rh antigeny buvimg ar nebuvimg ant kraujo donoro ar
pacienty, kuriems reikia perpilti kraujo, raudonujy lgsteliy, testg atliekant Sioje
naudojimo instrukcijose rekomenduojamais metodais.

PRINCIPAS

Reagentuose yra antikliny atitinkamam zmogaus raudonujy Igsteliy Rh antigenui,
ir Sie sukels tiesioging raudonujy lgsteliy, turin€iy atitinkama Rh antigena,
agliutinacija (sulipimg). Agliutinacijos (sulipimo) nebuvimas reiskia, kad
atitinkamy Rh antigeny néra (Zr. Ribojimai).

REAGENTAI

,Lorne* monokloniniai IgM ,Anti-Rh* reagentai kraujo grupei nustatyti yra
reagentai su nedideliu baltymy kiekiu, kuriame yra monokloniniy antiktny,
praskiesty natrio chloridu, jau¢io albuminais ir makromolekulinémis agliutinacijg
stiprinanciomis medziagomis (4,0 g%). Reagenty sudétyje néra CMR medziagy
ar endokrinine sistema ardanciy medziagy, kurios galéty jautrinti naudotojg ar
sukelti jam alerginiy reakcijy. Kiekvienas reagentas tiekiamas tinkamai
praskiestas naudoti taikant toliau nurodytus rekomenduojamus metodus, jy
skiesti ar papildyti nereikia. Gaminio serijos numeris ir tinkamumo naudoti
pabaigos data nurodyta buteliuko etiketéje.

Reagentas Lasteliy linija / klonas
»Anti-C* MS-24
»Anti-E“ MS-258
»Anti-c“ MS-33
HAnti-e“ MS-16 + MS-63

LAIKYMAS

Gautus reagentus reikia laikyti 2— 8 °C temperataroje. ligiau reagentus laikant
netinkamoje temperataroje gali pagreitéti reagento reaktyvumo mazéjimas. Atlikti
$io reagento stabilumo gabenant tyrimai 37 °C ir — 25 °C temperatiroje, kaip
aprasSyta dokumente BS EN ISO 23640:2015.

MEGINIY PAEMIMAS IR PARUOSIMAS

Kraujo méginius galima surinkti j mégintuvélius su EDTA, citrato, CPDA
antikoaguliantais arba kaip méginj su kreSuliu. Paémus méginius, juos reikia kuo
greiciau istirti. Jei testas atliekamas véliau, méginius laikykite 2— 8 °C
temperataroje. Méginiai, kuriuose stebima rySki hemolizé ar mikrobiné tarsa,
tyrimui netinka. Kraujo meéginiy, kuriuose jvyko Igsteliy lizé, testo rezultatai gali
bdti nepatikimi. Pageidautina (bet nebatina) pries atliekant testa visus kraujo
méginius plauti PBS (fosfatinio buferio fiziologiniu) arba izotoniniu fiziologiniu
tirpalu.

ATSARGUMO PRIEMONES

1. Reagentai skirti tik diagnostikai in vitro.

2. Jeigu reagento buteliukas jskiles arba nesandarus, nedelsdami iSpilkite
turinj.

3. Pasibaigus tinkamumo naudoti datai, reagenty nenaudokite (Zr. buteliuko
etikete).

4. Jeigu yra precipitato, reagenty nenaudokite.

5. Tvarkant reagentus reikia vilkéti apsauginius drabuZius, pavyzdziui, mavéti
vienkartines pirstines ir dévéti laboratorinj apsiausta.

6. Reagentai buvo filtruoti per 0,2 um kapsule, kad bty galima sumazinti
biologine tarsa, taciau tiekiami nesterilds. Atidarius buteliuka, turinys iki
tinkamumo naudoti pabaigos datos yra tinkamas naudoti, jeigu reagentas
akivaizdziai nedrumstas; drumstumas gali rodyti reagento suirima ar tar$a.

7. Reagentuose yra < 0,1 % natrio azido. Natrio azidas gali biti toksiSkas
nurijus ir gali reaguoti su vandentiekio Svino ir vario vamzdziais, sudaryti
labai sprogiy metalo azidy junginiy. ISpyle nuskalaukite dideliu vandens
kiekiu.

8. Produktams gaminti naudojamos pirminés medziagos buvo tiriamos taikant
patvirtintus mikrobiologinius testus, jose antikiiny ZIV 1+2 ir HCV neaptikta.

9.  Jokie testai negali uztikrinti, kad i§ Zmogaus ar gyvininés kilmés medziagy
pagamintuose produktuose néra infekciniy ligy sukéléjy. Naudojant ir
Salinant kiekvieng buteliukg bei jo turinj reikia bati atsargiems.
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REAGENTY SALINIMAS IR ISSILIEJUSIY MEDZIAGY
TVARKYMAS

Informacijos, kaip $alinti reagentus ir nukenksminti vieta, kurioje iSsiliejo
medZiagos, pateikiama Medziagos saugos duomeny lapuose, o jie pateikiami
paprasius.

KONTROLE IR PATARIMAI

1. Kartu su kiekviena testy partija rekomenduojama atlikti teigiamos (idealiu
atveju heterozigotinés) ir neigiamos kontrolés testus. Jeigu tiriant
kontrolinius méginius laukiamy testo rezultaty negaunama, testy rezultatai
laikomi nevertinamais.

2. Tiriant paciento, kuriam jtariamas autoantikiiny buvimas, baltymy patologija
ar teigiamas tiesioginis antiglobuliny testas (DAT), raudonasias Igsteles
svarbu kartu atlikti testg su reagento neigiama kontrole. Reagento
neigiamai kontrolei batina naudoti tik ,Lorne” ,Monoclonal Rh Control*
reagenta, katalogo numeris 640010.

3. Silpni Rh antigenai ant gelio ploksteliy, mikrotitravimo plokstelése ir ant
plokStumos gali bati aptinkami pras€iau. Silpniems Rh antigenams testg
rekomenduojama atlikti mégintuvéliuose.

4. Prie$ naudodami reagentus, leiskite jiems susilti iki patalpos temperataros.
Panaudoje reagenta, jj i$ karto padékite saugoti 2-8 °C temperatroje.

5. Skyriuje Rekomenduojami metodai vienas taris yra apytiksliai 50 pl
naudojant buteliukg su lasintuvu.

6. Reagentus naudoti ir rezultatus interpretuoti turi tinkamai iSmokyti ir
kvalifikuoti darbuotojai, laikydamiesi
Salies, kurioje naudojami reagentai, reikalavimy. Naudotojas privalo
nustatyti reagenty tinkamuma naudoti taikant kitus metodus.

REIKALINGOS, BET NETIEKIAMOS MEDZIAGOS IR REAGENTAI

Mégintuvéliy metodas

Stikliniai mégintuvéliai (10 x 75 mm arba 12 x 75 mm).

Centrifuga, tinkama centrifuguoti 1 000 g jéga 20 sekundziy.

PBS tirpalas (pH 6,8-7,2) arba izotoninis fiziologinis tirpalas (pH 6,5-7,5).
Teigiamos ir neigiamos raudonujy lgsteliy kontrolés reagentai.
Monokloninis ,Anti-C*: Ryr (teigiama kontrolé) ir rr (neigiama kontrolé).
Monokloninis ,Anti-E“: R.r (teigiama kontrolé) ir rr (neigiama kontrolé).
Monokloninis ,Anti-c*: Ryr (teigiama kontrolé) ir R;R; (neigiama kontrolé).
Monokloninis ,Anti-e*: Rqr (teigiama kontrolé) ir R;R, (neigiama kontrolé).

,»Bio-Rad-ID“ mikrotipavimo metodas

. ,Bio-Rad ID" kortelés (NaCl, fermenty testas ir Sal€io agliutininai).
. ,Bio-Rad" ID centrifuga.

. ,Bio-Rad"“ ,ID-CellStab” reagentas arba ,ID-Diluent 2 skiediklis.

,,Ortho BioVue“ tipavimo metodas

. ,Ortho BioVue System” kasetés (neutralios).
. ,Ortho BioVue System* centrifuga.

. ,Ortho* 0,8 % raudonujy lgsteliy skiediklis.

Mikrotitravimo plokstelés metodas

. Validuotos U formos Sulinéliy mikrotitravimo plokstelés.
. Mikrotitravimo ploksteliy centrifuga.

. Mikrotitravimo ploksteliy purtyklé.

Plok$tumos metodas

. Mikroskopiniai stikleliai ar baltos plokstelés.
. Aplikaciniai pagaliukai.

. Laikmatis arba chronometras

Visi metodai
. Tarj matuojancios pipetés.

REKOMENDUOJAMI METODAI
A. Mégintuvéliy metodas

1. PBS ar izotoniniame fiziologiniame tirpale paruoskite 2—3 % raudonuyjy
Igsteliy suspensijg.

2. ] pazenklintg mégintuvélj jlasinkite: vieng ,Lorne” ,Anti-Rh" reagento tarj ir 1
raudonujy lgsteliy suspensijos tarj.

3. Visus mégintuvélius kruopsciai centrifuguokite 20 sekundziy 1 000 rcf ar
kita tinkama jéga tinkama laika.

4. Svelniai i$sklaidykite raudonuyjy Igsteliy sankaupg ir makroskopigkai
jvertinkite agliutinacija.

5.  Visus mégintuvélius, kuriuose testo rezultatas yra neigiamas arba
abejotinas, reikia 15 min. laikyti patalpos temperatiroje.

6.  Poinkubacijos pakartokite 3 ir 4 veiksmus.
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B. ,,Bio-Rad ID“ metodas (NaCl, fermenty testo ir Sal¢io

agliutininy kortelés)

,ID-CellStab“ reagente ar ,ID-Diluent 2“ skiediklyje paruoskite 0,8 %
raudonujy lgsteliy suspensija.

Nuo reikiamo skai¢iaus mikromégintuvéliy su NaCl, fermenty ir $al€io
agliutininy ID korteliy nuimkite aliuminio folijg.

| atitinkama mikromégintuvélj jlasinkite: 50 ul raudonujy Iasteliy suspensijos
ir 25 pl ,Lorne* ,Anti-Rh* reagento.

ID kortele (-es) centrifuguokite ,Bio-Rad ID* centrifugoje.

Makroskopiskai jvertinkite agliutinacijg.

C. ,,Ortho BioVue‘“ metodas (neutralios kasetés)

1.

2.

3.

4.
5.

0,8 % ,Ortho” raudonujy Iasteliy skiediklyje paruoskite 0,8 % raudonyjy
Igsteliy suspensija.

Nuo reikiamo neutralios kasetés reakcijos kamery skaiciaus nuimkite
aliuminio folijg.

| atitinkama reakcijos kamerg jlasinkite: 50 pl raudonujy lgsteliy suspensijos
ir 40 pl ,Lorne” ,Anti-Rh* reagento.

Kasete (-es) 5 minutes centrifuguokite ,Ortho BioVue System* centrifugoje.
Makroskopiskai jvertinkite agliutinacija.

D. Mikroploksteliy metodas naudojant U formos Sulinélius

1.

2.

PBS ar izotoniniame fiziologiniame tirpale paruoskite 2—3 % raudonujy
Iasteliy suspensija.

| atitinkama Sulinélj jlasinkite: vieng ,Lorne” ,Anti-Rh* reagento tarj ir 1
raudonujy lgsteliy suspensijos tarj.

Kruop$c¢iai sumaisykite, pageidautina, naudodami mikroploksteliy purtykle,
pasirdpinkite, kad baty iSvengta kryZzminés Sulinéliy tarSos.
Mikroploksteles laikykite 15 minuciy kambario temperataroje (laikas
priklauso nuo naudotojo).

Mikroplokstele centrifuguokite 1 minute 140 rcf ar kita tinkama jéga tinkama
laika.

Atsargiai iSsklaidykite Igsteliy sankaupas kontroliuojamai purtydami
mikroploksteliy purtykléje.

Ivertinkite makroskopi$kai arba validuotu automatiniu vertinimo prietaisu.
Visas silpnas reakcijas reikia pakartoti mégintuvéliy metodu.

E. Plok§tumos metodas

1.

5.

6.

Serume, plazmoje, PBS ar izotoniniame fiziologiniame tirpale paruoskite
35-45 % raudonujy lgsteliy suspensijg. Jei to padaryti nejmanoma, galima
naudoti kraujo su antikoaguliantais méginj.

Ant pazenklinto stiklelio ar plokstelés uzla$inkite: vieng ,Lorne” ,Anti-Rh*
reagento tarj ir 1 raudonyjy Igsteliy suspensijos tarj.

Svariu aplikaciniu pagaliuku maZdaug 20 x 40 mm plote reagentg
sumaisykite su Iastelémis.

Plokstele laikydami patalpos temperatiroje, létai ja 1 minute vartykite j
priekj ir atgal.

Po 1 minutés iSsklaidytoje Sviesoje makroskopiskai jvertinkite rezultata;
fibrino sidly nesupainiokite su agliutinacija.

Visas silpnas reakcijas reikia pakartoti mégintuvéliy metodu.

TESTO REZULTATUY INTERPRETAVIMAS

1.

Teigiamas: testg atlikus paisant priimtiny proceddros riby, raudonuyjy
Igsteliy agliutinacija rodo teigiama testo rezultata, o jis reiSkia, kad ant
raudonujy lgsteliy yra atitinkamas Rh antigenas.

Neigiamas: testg atlikus paisant priimtiny proceddros riby, raudonujy
Iasteliy agliutinacijos nebuvimas rodo neigiamga testo rezultata, o jis reiskia,
kad ant raudonujy Igsteliy atitinkamo Rh antigeno néra.

Kontrolé: Lasteliy, agliutinavusiy su neigiama kontrole, testo rezultatus
reikia atmesti, nes agliutinacijg tikriausiai sukélé jautrinty Igsteliy reagente
esancios makromolekulinés agliutinacijg skatinancios medziagos.

REAKCIJY STABILUMAS

1.

2.

Visus mégintuveéliuose ir mikroplokstelése atlikty testy rezultatus vertinkite
i$ karto po centrifugavimo proceddros.

Kad baty uztikrintas specifiSkumas ir iSvengta klaidingo neigiamo rezultato
vertinimo dél iSdziGvusio reagento jj laikant teigiamu, testus ant plok§tumos
galima vertinti po 1 minutes.

Jeigu testas atliekamas esant kitai temperatarai, nei rekomenduojama,
testo rezultatus reikia vertinti atsargiai.

RIBOJIMAI

1.
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,Lorne” ,Anti-Rh* reagentai netinka naudoti su fermentais apdorotomis
Igstelémis ar naudoti netiesioginiu antiglobuliny metodu atliekamiems
testams.

|rodyta, kad daugelis monokloniniy IgM antikiiny Rh antigenui pasizymi
anti-i/l alcio agliutininy aktyvumu, ypac su virkstelés kraujo ar fermentais
apdorotomis Igstelémis. Tai gali bati pastebéta, jeigu testai inkubuojami
Zemesnéje temperatiroje, nei rekomenduojama.

Kai kurios raudonosios |astelés ekspresuoja jvairius Rh antigenus ir gali
sukelti silpnesnes reakcijas nei stebimos su atsitiktinai atrinktomis
teigiamos kontrolés Igstelémis. ,Anti-C* reagento sukeltos reakcijos su
R2Rz asmeny C antigenu gali bati silpnesnés. Panasiai ,Anti-e” reagentas
gali sukelti silpnesnes reakcijas, jei C antigeno néra, pvz., Rr, r'rir rr.
PrieSingai, nuslopinta ar susilpnéjusi tam tikry kraujo grupiy antigeny
ekspresija gali lemti klaidingai neigiamus reakcijy rezultatus. Dél Siy
priezasc€iy, remiantis testo rezultatais, genotipus priskirti reikia atsargiai.
Klaidingai teigiami ir klaidingai neigiami rezultatai gali bati gauti, jei:

. uzterstos testo medziagos;

. netinkamai laikoma, dél Igsteliy koncentracijos, inkubavimo laiko ar

temperataros;
. netinkamai ar pernelyg centrifuguojama;
. nesilaikoma rekomenduojamy metody.

SPECIALIOSIOS TESTO CHARAKTERISTIKOS

1.

Pries iSleidziant kiekviena $io Rh reagento serija buvo istirta taikant Siose
naudojimo instrukcijose iSvardytus rekomenduojamus tyrimo metodus.
Testai atitiko galiojancios ,Jungtinés Karalystés rekomendacijy kraujo
perpylimo tarnyboms" versijos leidime ir Bendrosiose techninése
specifikacijose nurodytus reikalavimus.

Monokloniniy antikdiny specifiSkumas jrodytas naudojant antigenams
neigiamy lgsteliy rinkinj.

Reagenty kokybés kontrolé atliekama naudojant raudongsias lasteles,
kuriy fenotipas buvo patikrintas JK kraujo perpylimo centre, prie$ naudojant
jas nuplovus PBS ar izotoniniu fiziologiniu tirpalu.

ATSAKOMYBES RIBOJIMAS

1. Tais atvejais, jei testas atliekamas taikant kitus metodus, nei nurodyta
skyriuje Rekomenduojami metodai, uz reagenty veikimg atsako
naudotojas.

2. Prie$ naudojant visus nukrypimus nuo Rekomenduojamy metody reikia
validuoti®.
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TIEKIAMY REAGENTY DYDZIAI

Buteliuko Katalogo numeris Testy,
dydis kuriuos
galima atlikti
su vienu
buteliuku,
skaicius
Anti-C¥ 5ml 690005 100
monokloninis 1000 ml 690000* 20 000
L ANti-E 5 ml 691005 100
monokloninis 1000 ml 691000* 20 000
L Anti-c* 5 ml 692005 100
monokloninis 1000 ml 692000* 20 000
LAnti-e“ 5ml 693005 100
monokloninis 1000 ml 693000* 20 000

*Sis dydis skirtas naudoti tik tolesnei gamybai (FFMU), todél CE zenklu
nezenklinamas.
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