C In-vitro-Diagnostikum

0483 Fiir die Objekttrager- und Rohrchen-Methode
GEBRAUCHSANWEISUNG

Anti-D (RH1), P3x61, monoclonal IgM (human) 690121A
ZWECKBESTIMMUNG

Monoklonal agglutinierendes Anti-D - Testserum wird aus Zellkulturiibersténden von Heterohybridoma-Zelllinien gewonnen, die Antikdrper vom IgM-Typus sezernieren, die
spezifisch gegen das korrespondierende Blutgruppenantigen gerichtet sind. Der Antikorper ist dabei humanes Protein. Das Testserum wird zum qualitativen In-Vitro
Nachweis des Vorhandenseins oder Fehlens des Blutgruppenantigens D auf menschlichen Erythrozyten verwendet. Dieses Testserum reagiert negativ mit Bluten der
Kategorie D'.

Die Anwendung dieses Testserums ist nur fiir qualifiziertes und geschultes Fachpersonal vorgesehen.

PRINZIP DES VERFAHRENS

Die bei Verwendung dieses Testserums angewendeten Testmethoden beruhen auf dem Prinzip der Agglutination. Normale menschliche Erythrozyten, die das
entsprechende Antigen tragen, werden durch den korrespondierenden Antikdrper agglutiniert.

TESTSEREN
Das aufgefiihrte Blutgruppentestserum enthdlt Antikorper des folgenden Klons:

Anti-D monoclonal, human IgM clone: P3x61

Das Testserum enthélt als Konservierungsmittel <0,1% (w/v) Natriumazid.
AuBer dem aktiven Antikdrperbestandteil beinhaltet das Testserum Natriumchlorid, hochmolekulare Verbindungen und Rinderalbumin, das durch die US Veterinay service
Inspectoren Uberpriift und zertifiziert wurde.

WARNUNG: Dieses Testserum wird aus Zellkulturiiberstéanden hergestellt. Unabh&ngig davon sollte dieses biologische Produkt wegen nie véllig auszuschlieBender
Gefdhrdung durch Krankheitserreger als potentiell infektios angesehen werden. Das Testserum enthalt Natriumazid, das toxisch wirken und mit Blei oder Kupfer explosive
Salzg: bilden kann. Bei der Entsorgung mit reichlich Wasser nachspiilen. Aus den oben genannten Griinden sollte das Testserum mit angemessener Sorgfalt gehandhabt
werden.

LAGERUNG

Beij+2 bis 38 °C (ungedffnet / angebrochen) lagern, kurzzeitig zur Anwendung auch bei Raumtemperatur. Grundsatzlich nur bis zum angegebenen Verfallsdatum lagern
und anwenden!

HINWEISE

1. Es sollten bei jeder Austestung positive und negative Kontrollen mitgefiihrt werden.

2. UnsachgeméBe Lagerung beeintréchtigt die Wirksamkeit der Produkte.

3. Die Reaktionsfahigkeit des oben aufgefiihrten Testserums wird durch leichte Triibung nicht beeintrachtigt. Eine bakterielle und chemische Kontamination des
Testserums ist zu vermeiden. Wenn eine sichtbare Veranderung eines Testserums festgestellt wird, sollte das Testserum nicht mehr eingesetzt werden, es kann auf eine
mikrobielle Kontamination hinweisen.

4. Die Stérke der positiven Reaktion ist vom Alter des verwendeten Blutes abhéngig.

5. Zentrifugieren auBerhalb des angegebenen Drehzahl-Bereiches kann zu fehlerhaften Ergebnissen fiihren.

6. Die beschriebenen Verfahren zur Anwendung gelten ausschlieBlich fiir manuelle Methoden. Werden Automaten oder halbautomatische Systeme verwendet, miissen die
Laboratorien die Angaben der Geratehersteller befolgen und Validierungen nach anerkannten Verfahren durchfiihren.

7. Beider Anwendung des Testserums sind alle giiltigen nationalen Gesetze, Verordnungen und R|chtI|n|en zu beachten, in Deutschland insbesondere die ,Richtlinien zur
Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendun ng von Blutprodukten (Hémotherapie)" ! in ihrer gultlgen Fassung.

8. Dieses Testserum reagiert negativ mit Bluten der Kategorie DV
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ROBENVORBEREITUNG
Blutproben sollten mit einer der (iblichen Entnahmetechnik gewonnen werden.
Das auszutestende Blut sollte so bald wie mdglich nach der Blutentnahme gepriift werden, um die Gefahr falsch positiver bzw. falsch negativer Reaktionen, durch
unsachgemdBe Lagerung oder Kontamination der Probe, zu minimieren.
Nicht sofort getestetes Blut ist bei +2 bis +8 °C zu lagern.
Mit EDTA antikoagulierte Blutproben missen innerhalb von 7 Tagen und mit Natriumzitrat behandelte Proben innerhalb von 14 Tagen nach der Entnahme getestet werden.
Konserven/Spenderblute kdnnen bis zum Verfallsdatum ausgetestet werden.

VORBEREITUNG DER TESTSEREN
Eine Vorbereitung des Testserums ist nicht erforderlich. Das Serum wird direkt aus dem Fldschchen entnommen und eingesetzt.

VERFAHRENSWEISE
Nicht im Lieferumfang enthaltene, aber benétigte Materialien bei der:
Objekttragermethode Réhrchenmethode

1. Objekttrager

2. Pasteurpipette
3. Rihrstabchen
4. Kurzzeitwecker

. Testréhrchen, 10 x 75 mm oder 12 x 75 mm

. Mikroliterpipette fiir 50 pL/100 pL

. Kurzzeitwecker

. Zentrifuge

. Isotonische Kochsalzlésung (0,85 - 0,9% Natriumchlorid)
. Einweg Pipettenspitzen
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Testdurchfiihrung

Objekttragertest

Nur Erythrozytensediment verwenden.

Auf einen beschrifteten Objekttrager einen Tropfen (ca. 50 pL) des Testserums auftropfen.

Zu dem Tropfen Testserum auf dem Objekttradgen einen Tropfen (ca. 50 pL) Erythrozytensediment mit einer Pasteurpipette geben.

Die Erythrozyten-/Testserummischung mit einem Rihrstabchen gut vermischen und zu einem Kreis von ca. 2 cm Durchmesser ausbreiten.
Bei leichtem Schwenken des Objekttragers innerhalb einer Minute auf Agglutination priifen (Reaktionsbeginn nach Sekunden).

Ergebnisse protokollieren.

Rohrchen Zentrifugationstest

1. 2-5%ige Erythrozytensuspension in isotonischer Kochsalzlésung vorbereiten.
(Erythrozyten kénnen vorab 1-3 mal mit isotonischer Kochsalzlosung gewaschen werden).
2. In ein beschriftetes Testrohrchen als erstes 100 pL Testserum geben und anschlieBend in das Testrohrchen 100pl der entsprechenden
Erythrozytensuspension zugeben.
Alternativ kdnnen ein Tropfen = ca. 50ul Erythrozytensuspension zu einem Tropfen = ca. 50 pl Testserum gegeben werden.
Die Erythrozyten-/Testserenmischung durch leichtes Schiitteln vermischen.
Testrohrchen 1-15 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.
Testrohrchen 1 Minute bei 2.000 U/min (ca. 800 - 1.000 g) zentrifugieren.
Zellen durch vorsichtiges Schiitteln vollstandig vom Réhrchenboden 16sen und innerhalb von 3 Minuten makroskopisch auf Agglutination untersuchen.
Ergebnisse protokollieren.

INTERPRETATION DER TESTERGEBNISSE

,NVorsichtiges Schwenken/ Schiitteln®  bei der Objekttragermethode und Réhrchen-Zentrifugationsmethode:

Positives Ergebnis (+): Eine Agglutination der Erythrozyten ist als positives Testergebnis zu werten und zeigt die Anwesenheit des entsprechenden Antigens an.
Negatives Ergebnis (-): Das Fehlen einer Agglutination der Erythrozyten ist als negatives Testergebnis zu bewerten, das entsprechende Antigen ist nicht nachweisbar.

GRENZEN DER METHODE

1. Ungenauigkeiten bei der Einhaltung der Anweisungen in den Abschnitten , Testdurchfiihrung" und ,Interpretation der Testergebnisse™ konnen zu fehlerhaften
Ergebnissen fiihren.

Mitgefiihrte Kontrollen mit nicht eindeutigen oder falschen Ergebnissen fiihren automatisch zur nicht Verwertbarkeit aller Ergebnisse.

Enzyl/(mbehar;dﬁlte Erythrozyten oder die Zugabe von Rinderalbumin und/oder anderer proteinhaltiger Lésungen kdnnen mit diesem Testserum zu unspezifischen
Reaktionen fiihren.

Hamolysierte, triibe, kontaminierte oder geronnene Blutproben diirfen nicht eingesetzt werden.

Bei der Objekttragermethode kdnnen unspezifische Reaktionen beim Eintrocknen des Reaktionsansatzes bzw. beim Erwdrmen des Objekttragers auftreten

Beim Objekttrager-Test werden die meisten schwachen D-Antigene (Dweak) und Kategorien nicht angezeigt.

Das oben aufgefiihrte Testserum reagiert negativ mit Bluten der Kategorie DV

Aufgrund der unterschiedlichen Auspragung der Antigene kann es bei bestimmten Phéanotypen mit diesem Reagenz zu einer schwéacheren Reaktion kommen als mit
Kontrollerythrozyten.

Kein einzelnes Testserum oder eine einzelne Methode kann garantieren alle seltenen oder schwachen Antigene und alle Varianten der Antigene zu detektieren.?
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LEISTUNG

Eine Leistungsbewertung fiir das Produkt wurde entsprechend der Common Technical Specifications (CTS Entscheidung der Kommission vom 03. Februar 2009)
durchgefiihrt. Es wurde unterschiedliches Probenmaterial (Spender-, Patienten-, Panelblute) eingesetzt und mit anderen Referenzmethoden / Produkten verglichen.

Produkt

Positiv Falsch negativ

Sensitivitat

Negativ

Falsch positiv

Spezifitat

Anti-D monoclonal, human IgM clone: P3x61

1335 0*

100%*

309

0

100%

* fiir Anti-D (Klon: P3x61) wurden im Objekttragertest 8 D"** Proben falsch negativ bewertet, so dass in dieser Technik die Sensitivitat lediglich 99,56% betrug.

LITERATUR

1. Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Hadmotherapie)
2. CLSI, I/LA33-A  Validation of Automated System for Immunhematological Testing Before Implementation; Approved Guideline

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE Dezember 2009
3. Peter D. Issit, David J. Anstee Applied Blood Group Serology, fourth edition, Montgomery Scientific Publications 1998
4. Christian Mueller-Eckhardt, Volker Kiefel Transfusionsmedizin, 3. Auflage, Springer-Verlag 2004.
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0483 For Slide and Tube
INSTRUCTIONS FOR USE
Anti-D (RH1), P3x61, monoclonal IgM (human) 690121A

INTENDED USE

Monoclonal agglutinating Anti-D reagent is produced from cell culture supernatants of hetero-hybridoma cell lines. The cells secrete an antibody of IgM-type that reacts
specifically with the corresponding antigen. The antibody is human protein. The reagent is used for In-Vitro-Diagnostic, to determine whether human red blood cells possess
or lack the corresponding blood group antigen D. This reagent reacts negatively with erythrocytes of category D'\

The reagent is intended to be used by qualified and technical personnel only.

PRINCIPLE OF PROCEDURE
The procedures used with this reagent is based on the principle of agglutination. Normal human erythrocytes, possessing the corresponding antigen, will agglutinate in the
presence of the specific antibody directed towards the antigen.

REAGENT
The listed reagent contains antibodies of the following cell clone:

Anti-D monoclonal, human IgM clone: P3X61

This reagent contains <0.1% (w/v) sodium azide as preservative. Additionally the reagent is comprised of active antibody, sodium chloride, macromolecules and bovine
albumin, which has been tested and certified by the US Veterinay service inspectors.

CAUTION: Please handle biological reagent with proper care: This test serum was prepared from supernatants of cell cultures. As biological product it should be looked
upon as potentially infectious because of never complete exclusion of danger through excitants of disease. The test serum contains sodium azide that ma}l be toxic and may
react with lead or copper to form highly explosive salts. On disposal, flush with large quantities of water. Found from the above reasons test serum should be handled with
proper care.

STORAGE REQUIREMENTS
Store at +2 to +8 °C (unopened / opened), or at room temperature while in use. Do not use reagent beyond its labelled expiration date!

REMARKS

It is recommended that each lot of reagent be tested with appropriate positive and negative controls.

Inappropriate storage impairs efficacy of the reagent.

Weak turbidity of the reagent does not affect its reactivity. Bacteria and chemical contamination of the product should be avoided. If a visible change is detected, the
reagent should no longer be used, this sign may indicate a microbiological contamination.

Strength of positive reactions also depends on age of used blood.

Centrifugation outside the specified speed range may lead to false results.

The test method identified below are for manual testing only. When using automated or semi-automated instruments, follow the procedures that are contained in the
operator’s manual provided by the device manufacturer. Laboratories must follow approved validation procedures

For usage of this rea?ent all effective national laws, directives and guidelines must be followed.

[In Germany esE)ecia ly: ,Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Hdmotherapie)".tin its

current version.

8. This test serum reacts negatively with erythrocytes of category DV

SAMPLE PREPARATION
1. Blood sample should be collected by approved medical procedure.
2. Blood sample to be tested should be used as soon as possible after blood collection to reduce the risk of false-positive and false-negative results due to improper storage
or contamination of the sample.
If a delay in testing occurs, sample should be stored at +2 to +8°C.
Blood drawn into EDTA should be tested within 7 days and sample treated with sodium citrate within 14 days after collection.
Blood bag / Donor Blood can be tested until the expiry date.

REAGENT PREPARATION
There is no specific preparation of the reagent required. Use reagent directly from the vials.
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PROCEDURE

Material required but not provided:

Slide Method Tube Centrifugation Method

1. Glass slide 1. Test tubes, 10 x 75 mm or 12 x 75 mm

2. Pasteur pipette 2. Pipettes designed to deliver 50 pL/100 pL

3. Mixing stick 3. Timer

4. Timer 4. Centrifuge
5. Isotonic saline (0,85 - 0,9% Natriumchlorid)
6. Disposable pipette tips

Test procedure

Slide Method

Use erythrocyte sediment only.

Place one drop (approximately 50 pL) of the reagent on a marked glass slide.

Using a Pasteur pipette add one drop erythrocyte sediment (approximately 50 WL) to the drop of reagent on the glass slide.
Mix the erythrocytes with reagent well with a stick and spread to a circle with a diameter of approximately 2 cm.

By slightly rotating the slide, check for agglutination within 1 minute (reaction starts within seconds).

Document the result.

ube Centrifugation Method

Prepare a 2% to 5% suspension of red blood cells in isotonic saline

(red blood cells may be washed 1-3 times with isotonic saline).

At first put 100 pL of the reagent in a marked tube subsequently add 100 pL of appropriate cell suspension in the tube.
Alternative one drop = approximately 50 WL cell suspension can be added to one drop = approximately 50 pL test serum.

Mix Erythrocytes-/Reagent mixture well by slightly shaking.

Incubate tube at room temperature for 1-15 min.

Centrifugation of tube for 1 minute at 2.000 rpm (approximately 800-1.000 x g).

Gently shake the red cells completely from the bottom of the tube and check macroscopically for agglutination within 3 minutes.
Document the result.
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INTERPRETATION OF RESULTS

" Slightly rotating / shaking " at Slide Method and at Tube Centrifugation Method.

Positive result (+): visible agglutination of erythrocytes indicates the presence of the corresponding antigen.
Negative result (-): no visible agglutination of erythrocytes indicates the absence of the corresponding antigen.

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

The "Procedure” and “Interpretation of Results” sections must be followed closely to assure the accuracy of the test results.

No valid conclusion concerning the test result can be reached, if controls with uncertain or false results occur.

Enzyme treated erythrocytes or addition of bovine albumin and/or other solutions containing protein may cause unspecific reactions.

Hemolyzed, turbid, contaminated or clotted samples should not be used.

With the slide method, unspecific reactions might appear due to drying of the reaction-formation or if the slide is heated.

With slide method most of weak D-antigens (D"*) and categories are not recognized.

This test serum reacts negatively with erythrocytes of category D'\

Due to variability of antigen expression, reactivity of this reagent against certain phenotypes may produce a weaker reaction compared to control cells.
No one specific antiserum or technique can be guaranteed to detect all rare, weak or variant antigens 2.
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PERFORMANCE

In compliance with Common Technical Specifications (CTS Commission Decision of 03. February 2009) a performance evaluation was conducted. Different samples (donor,
patient, panel blood) was used and compared with other products.

Product

Positive

False negative

Sensitivity

Negative

False positive

Specificity

Anti-D monoclonal, human IgM clone: P3x61

1335

0*

100%*

309

0

100%

* for Anti-D (clone: P3x61) in slide method 8 D"** samples were tested false negative, so in this single method sensitivity was 99,56% only.

LITERATURE

1. Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Hadmotherapie)
2. CLSI, I/LA33-A  Validation of Automated System for Immunhematological Testing Before Implementation; Approved Guideline

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE Dezember 2009
3. Peter D. Issit, David J. Anstee Applied Blood Group Serology, fourth edition, Montgomery Scientific Publications 1998
4. Christian Mueller- Eckhardt, Volker Kiefel Transfusionsmedizin, 3. Auflage, Sprmger Verlag 2004.
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C SOLO PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO

0483 Per test su vetrino ed in provetta

ISTRUZIONI PER L'USO

Anti-D (RH1), P3x61, monoclonal IgM (human) 690121A

USO PREVISTO

L’Antisiero Monoclonale agglutinante Anti-D & preparato da sovranatanti di colture di linee cellulari di etero-ibridomi. Le cellule secernono un anticorpo di tipo IgM, che
reagisce specificamente con il corrispondente antigene. L'anticorpo € una proteina umana. Il reagente viene impiegato per I'analisi qualltatwa in vitro della presenza o
assenza dell'antigene del gruppo sanguigno D su eritrociti umani. Questo antisiero rispondere negativamente con eritrociti della categoria D'

L'uso di questo antisiero deve essere fatto unicamente da personale tecnico qualificato.

PRINCIPIO DELLA PROCEDURA

Le procedure utilizzate con questo reagente sono basate sul principio dell’agglutinazione. Gli eritrociti umani, che possiedono il corrispondente antigene, agglutinano in
presenza dello specifico anticorpo diretto contro I'antigene.

REAGENTI
Il reagente del gruppo sanguigno indicato contiene anticorpi del seguente clone:

Anti-D monoclonal, human IgM  clone: P3x61

1l reagente contengono <0.1% (w/v) di Sodio Azide come conservante. Oltre alla componente di anticorpi attiva, questo reagente contiene anche cloruro di sodio,
macromolecole e albumina bovina, che sono stati testati e certificati dagli ispettori del servizio veterinario statunitense.

AVVERTENZE: Questo reagente e preparato da sovranatanti di colture cellulari. Come tutti i prodotti biologici deve essere trattato come materiale potenzialmente infettivo
a causa della impossibilita di escludere totalmente il pericolo di trasmissione di malattie. Il reagente contiene Sodio Azide possono essere tossici e possono reagire con
piombo o rame formando sali ad alto potenziale esplosivo. Durante lo smaltimento, sciacquare abbondantemente con aqua. Per i motivi di cui sopra questo reagente deve
essere maneggiato con la dovuta cautela.

CONSERVAZIONE

Conservare (chiuso non ancora usato/chiuso gia usato) da +2 a +8 °C. Tenere a temperatura di laboratorio mentre sono in uso. Conservare ed utilizzare il reagente
solamente fino alla data di scadenza segnalata.

NOTE

In ogni sessione di test devono essere eseguiti controlli positivi e negativi.

Una conservazione inadeguata diminuisce I'efficacia del reagente.

La debole torbidita del reagente non influisce sulla sua reattivita. Evitare la contaminazione batterica e chimica del prodotto. Se viene rilevato un cambiamento visibile,
interrompere I'uso del reagente. Potrebbe trattarsi di un segno di contaminazione microbiologica.

1l grado di reazione positiva dipende anche dal periodo di conservazione del campione utilizzato.

Una centrifugazione molto differente da quella consigliata pud causare risultati non adeguati.

Le procedure sotto descritte si riferiscono all'esecuzione manuale dei test. Qualora impieghino sistemi automatici o semiautomatici, i laboratori sono tenuti a seguire le
istruzioni del produttore del dispositivo e a eseguire le convalide secondo procedimenti riconosciuti.

Per I'uso di questo antisiero va osservate tutte le leggi nazionali, direttive e linee guida in vigore. In Germania la ,Richtlinien zur Gewinnung von Blut und
Blutbestandteilen und zur Anwendung von BIutprodu?(ten (Hamotheraple) nella versione attuale.

Questo antisiero non reagisce con gli eritrociti della variate DV,

PREPARAZIONE DEL CAMPIONE

1. I campioni di sangue devono essere raccolti secondo una procedura medica approvata.

2. I campioni di sangue da testare devono essere utilizzati il prima possibile Dopo il prelievo di sangue, in modo da ridurre il rischio di risultati falsi positivi
e falsi ne?ativi a causa della conservazione inadeguata o della contaminazione dei reagenti.
Se si verifica un ritardo nel test, i campioni devono essere conservati a una temperatura compresa tra +2 e +8°C.
I campioni di sangue anticoa ulati con EDTA devono essere analizzati entro 7 giorni e quelli trattati con citrato di sodio entro 14 giorni dal prelievo.
Sacca di sangue / 1 sangue del donatore puo essere testato entro la data di scadenza.

PREPARAZIONE DEI REAGENTI
Non & richiesta alcuna preparazione del reagente. Utilizzare direttamente il reagente dai flaconi.
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PROCEDURA

Materiale non provvisto, ma necessario:

Metodo su Vetrino Metodo in Provetta con Centrifugazione
1. Vetrino 1. Provette, 10 x 75 mm o 12 x 75 mm
2. Pipetta Pasteur 2. Micropipetta da 50 uL/100 pL

3. Bastoncino per miscelare 3. Cronometro

4. Cronometro 4. Centrifuga

5. Soluzione fisiologica Isotonica (0,85 - 0,9% Cloruro di Sodio)
6. Puntali per micro-pipetta
Procedura del test

Metodo su Vetrino
1. Usare emazie sedimentate.
Porre una goccia (ca. 50 pL) del reagente sul vetrino contrassegnata.
Usando una pipetta Pasteur aggiungere una goccia di emazie sedimentate (ca. 50 pL) sul vetrino.
Miscelare reagente ed emazie con un bastoncino in maniera circolare di circa 2 cm di diametro.
Ruotando dolcemente il vetrino, controllare per agglutinazione entro 1 minuto (la reazione parte in pochi secondi).
Registrare il risultato.

2
3
4
5
6
Metodo in Provetta con Centrifugazione
1.
2
3
4
5
6

Preparare una sospensione in soluzione fisiologica al 2 - 5% di emazie
(& possibile lavare preventivamente gli eritrociti 1-3 volte con soluzione salina isotonica).
Aggiungere 100 pL del reagente in una provetta contrassegnata et quindi aggiungere 100 L della appropriata sosensione eritrocitaria alla provetta.
In alternativa, una goccia = circa 50 pL di sospensione di eritrociti a una goccia = & possibile aggiungere circa 50 pl di siero di prova.
Miscelare reagente ed emazie bene con delicatezza.
Incubare la provetta a temperatura ambiente per 1-15 Minuti.
Centrifugare 1 Minuto a 2.000 rpm (ca. 800 - 1.000 CP
. Staccare completamente le cellule dal fondo scuotendole delicatamente e verificare macroscopicamente per agglutinazione entro 3 Minuti.
7. Registrare il risultato.

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

“Attenta rotazione / agitazione” per il metodo su vetrino / metodo di centrifugazione del tubo:

Risultati Positivi (+): L'agglutinazione visibile di emazie & un risultato positivo ed indica la presenza del corrispondente antigene.

Risultati Negativi (-): Una agglutinazione non visibile degli eritrociti & un risultato negativo ed indica I'assenza del corrispondente antigene.

LIMITI DELLA PROCEDURA

Il mancato rispetto delle istruzioni riportate nella sezione ,Procedure” ed , Interpretazione dei risultati” puo produrre risultati non corretti.
Se i controlli sono dubbi o non corretti, nonc':)uo essere raggiunta alcuna conclusione valida per quanto riguarda i risultati.

Gli eritrociti trattati con enzimi o I'agé;iunta i albumina bovina e/o altre soluzioni proteiche possono dare luogo a reazioni aspecifiche.
Campioni di sangue emolizzati, torbidi, contaminati o coagulat| non possono essere impiegati nel test.

Possono riscontrarsi reazione aspecmche da artefatti dovuti all'essicazione o per il riscaldamento del vetrino.

Con il test su vetrino non sono rilevabili un numero magglore d| D-deboli (D*¢*) e alcune varianti.

Questo antisiero non reagisce con gli eritrociti della variate D"

A causaddella var|||ab|llta degli antigeni, la reattivita di questo reagente verso alcuni fenotipi potrebbe dare reazioni pii deboli rispetto a quelle ottenute con le
emazie di controllo

Non ¢ possibile garantire I'esistenza di un antisiero o di una tecnica specifica per rilevare tutti gli antigeni varianti, deboli o rari.2
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PRESTAZIONI

Una valutazione delle prestazioni dei prodotti & stata effettuata in conformita con le Common Technical Specifications (decisione CTS della Commissione, del
3 febbraio 5009). Ci sono stati diversi campioni (del donatore , del paziente , pannelli sangue) sono confrontati e utilizzati con altri prodotti . I valori diagnostici calcolati per
questo studio sono:

Prodotto

Positivo

Falso negativo

Sensibilita

Negativo

Falso positivo

Specificta

Anti-D monoclonal, human IgM clone: P3x61

1335

100%* 309

0

100%

* per Anti-D (clone: P3x61) nel test su vetrino 8 campiono D"** erano percentuali di false negativi, in modo che in questa tecnica la sensibilita solo del 99,56% truffa.

LETTERATURA

1. Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Hadmotherapie)
Validation of Automated System for Immunhematological Testing Before Implementation; Approved Guideline

CLSI, I/LA33-A
CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE Dezember 2009

2.
3. Peter D. Issit, David J. Anstee Applied Blood Group Serology, 4. edition, Montgomery Scientific Publications 1998
4. Christian Mueller-Eckhardt, Volker Kiefel Transfusionsmedizin, 3. Auflage, Springer-Verlag 2004.
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C € Producto sanitario para diagndstico /n Vitro
0483 Para ensayo en porta y tubo

INSTRUCCIONES DE USO

Anti-D (RH1), P3x61, IgM monoclonal (humana) 690121A

USO PREVISTO

El reactivo de aglutinacién Anti-D monoclonal se obtiene del sobrenadante de cultivos celulares de una linea celular heterohibridoma. Las células segregan un anticuerpo
del tipo IgM, que reacciona especificamente con el correspondlente antigeno. El anticuerpo es una protema humana. El reactivo se usan cualitativamente i |n vitro para
determinar si los hematies poseen o no los correspondientes antigeno de grupo D. El reactivo reacciona de manera negativa con hematies de categoria D¥'. El reactivo
debe utilizarse exclusivamente por personal técnico cualificado.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

El procedimiento usado con este reactivo se basa en el principio de aglutinaciéon. Hematies humanos normales, con el correspondiente antigeno, aglutinaran en presencia
del anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno.

REACTIVO
El reactivo contienen anticuerpos de los siguientes clones celulares:

Anti-D monoclonal, human IgM clone: P3X61

El reactivo contienen <0,1% (p/v) de azida sédica como conservante. Adicionalmente, el reactivo se compone de anticuerpo activo, cloruro soédico, macromoléculas y
alblimina bovina, probada y certificada por los inspectores del Servicio de Veterinaria de Estados Unidos.

PRECAUCION: Manipule el reactivo con el cuidado adecuado. Este reactivo se obtiene del sobrenadante de cultivos celulares. Maneje este producto biolégico como
potencialmente capaz de transmitir agentes infecciosos. El reactivo contiene azida sddica, que puede ser toxica y puede reaccionar con plomo o cobre formando sales
altamente explosivas. Si lo elimina a través del desagiie, enjuague con grandes cantidades de agua.

CONDICIONES DE CONSERVACION

Conservar entre +2 y +8 °C (una vez abierto o sin abrir) o bien a temperatura ambiente durante su uso. No utilizar el reactivo mas alla de la fecha de caducidad que figura
en etiqueta.

OBSERVACIONES

1. Se recomienda que cada lote de reactivo sea ensayado con controles positivos y negativos adecuados.

2. La conservacion inadecuada perjudica la eficacia del reactivo.

3. Una débil turbiedad del reactivo no afecta su efectividad. Se debe evitar la contaminacion quimica y bacteriana del producto. Si se detecta alglin cambio visible, no se
debe emplear el reactivo, pues este signo puede ser indicativo de contaminacién microbioldgica.

4. La fuerza de las reacciones positivas depende también de la antigliedad de la sangre usada.

5. Una centrifugacion notablemente diferente de la fuerza de centrifugado relativa indicada puede conducir a resultados incorrectos.

6. Los procedimientos especificados a continuacion son exclusivamente para pruebas manuales. En caso de usar instrumentacion automatica o semi-automatica, se deben
seguir las instrucciones de uso incluidas en el manual proporcionado por el fabricante del instrumento. Los laboratorios deben seguir los procedimientos de validacién.

7. Para el uso de este reactivo deberan contemplarse todas las leyes nacionales, directrices y recomendaciones; especificamente en Alemania la “Richtlinien zur

Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Hamotherapie)!” en la version actual.

8. Esta prueba reacciona negativamente con hematies de la categoria DV

P

1

REPARACION DE LAS MUESTRAS
Las muestras de sangre se deben recoger siguiendo un procedimiento médico aprobado.
Las muestras de sangre por analizar deben testearse lo antes posible tras su recogida a fin de reducir el riesgo de resultados falsos positivos y falsos
negativos debido a una conservacion inadecuada o a una contaminacion de las muestras reactivos.
Si se retrasan los ensayos, las muestras se deberan almacenar a una temperatura de 2 a 8 °C.
La sangre en EDTA deberfa analizarse en un plazo de 7 dias y las muestras tratadas con citrato de sodio, en los 14 dias siguientes a la recogida.
Las bolsas de sangre o la sangre de donantes se pueden analizar hasta la fecha de caducidad.

PREPARACION DEL REACTIVO
No se requiere preparacion especifica del reactivo. Usar el reactivo directamente de los viales.

PROCEDIMIENTO
Material necesario no suministrado:

Método en porta Método de centrifugacion en tubo

1. Porta de cristal . Tubos ensayo de 10x75 mm o 12x75 mm

2. Pipeta Pasteur . Pipetas disefiadas para dispensar 50 pL/100 pL

3. Barita de mezcla . Centrifuga

4. Crondémetro . Cronometro

. Solucién salina isotdnica (0,85 - 0,9% cloruro sédico)
. Puntas de pipeta desechables

AU hWN -

Procedimiento de ensayo

Método en porta

Usar Unicamente concentrado de hematies.

Dispensar una gota (50 pL aprox.) del reactivo en un porta de cristal.

Usando una pipeta Pasteur, afiadir una gota de concentrado de hematies (50 L aprox.) en el porta de cristal.

Mezclar bien los eritrocitos con el reactivo con una barita y esparcir en un circulo de aproximadamente 2 cm de didmetro.
Rotando ligeramente el porta, comprobar durante un minuto si se produce aglutinacién (la reaccién comienza en segundos).
Documentar el resultado.

étodo de centrifugacion en tubo
Preparar una suspension del 2% al 5% de hematies en solucion salina (células lavadas de una a tres veces con solucién salina).
Afiadir 100 pL del reactivo en un tubo de ensayo etiquetado y luego agregue 100 pL de la suspension de eritrocitos correspondiente al tubo.
Alternativamente, una gota = aproximadamente 50 pL de suspension de eritrocitos se puede Afadir a una gota = aproximadamente 50 pL de suero de ensayo
Agitar suavemente para mezclar bien.
Incubar el tubo a temperatura ambiente durante 1-15 minutos.
Centrifugar el tubo durante 1 minuto a 2.000 rpm (aproximadamente 800-1.000 g)
Resolver completamente las células de la parte inferior del tubo agitandolas suavemente y compruebe macroscopicamente la aglutinacion en 3 minutos.
Documentar el resultado.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Rotar/agitar ligeramente en el método en porta y en el método de centrifugacion en tubo:

Resultados positivos (+): aglutinacion visible de hematies indica presencia del antigeno correspondiente.
Resultados negativos (-): aglutinacion no visible de hematies indica ausencia del antigeno correspondiente.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

1. Se deben seguir cuidadosamente las instrucciones descritas en las secciones “Procedimientos” e “Interpretacion de resultados” para asegurar la exactitud de los
resultados de la prueba.

Controles con resultados inesperados o dudosos, invalidan el resultado de la prueba.

El tratamiento con enzimas de los eritrocitos o la adicion de albimina bovina u otras soluciones que contengan proteinas pueden causar reacciones no especificas.
No emplee muestras de sangre hemolizada, turbia, contaminada o coagulada en este ensayo.

Pueden darse reacciones inespecificas si se seca la reaccion o se calienta el porta

Al realizar el procedimiento en porta la mayoria de los antigenos y categorlas D débiles (D"**) no son detectadas.

Esta prueba reacciona negativamente con hematies de la categoria D"'.

Pebldlo Ia la var|atl>|l|dad de la expresion antigénica, la reactividad de este reactivo frente a ciertos fenotipos puede ocasionar reacciones mas débiles comparadas con
as células contro

NingUn antisuero o técnica concretos pueden garantizar la deteccién de todos los antigenos raros o con una expresion débil, ni tampoco todas las variantes.?
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CARACTERISTICAS DE FUNCIONAMIENTO

En cumplimiento con las Especificaciones Técnicas Comunes (Decision de la Comisidn CTS del 03 de febrero de 2009) se ha llevado a cabo una evaluacion del
funcionamiento. Se han utilizado diferentes muestras (donante, paciente y panel celular) y se han comparado con otros productos. Los valores de diagndstico calculados,

para este estudio son:

Anticuerpo

Positivo

Falso negativo

Sensibilidad

Negativo

Falso positivo Especificidad

Anti-D monoclonal, human IgM clone: P3x61

1335

100%* 309

0 100%

* para el anti-D (clon P3x61) en el método en porta 8 muestras D" resultaron falsos negativos, por lo que la sensibilidad fue de sdlo el 99,56% con este método.

LITERATURA

1. Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Hadmotherapie)

2. CLSI, I/LA33-A

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE Dezember 2009
3. Peter D. Issit, David J. Anstee Applied Blood Group Serology, 4. edition, Montgomery Scientific Publications 1998

4. Christian Mueller-Eckhardt, Volker Kiefel Transfusionsmedizin, 3. Auflage, Springer-Verlag 2004.
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i ~ Dispositivo Médico para Diagnéstico /n vitro
0483 Para teste de lamina e de tubo

INSTRUCOES DE UTILIZACAO

Anti-D (RH1), P3x61, IgM monoclonal (humano) 690121A

INDICAGAO DE USO

O reagente de aglutinagdo Anti-D monoclonal é produzido a partir do sobrenadante de culturas celulares de linhas celulares hetero-hibridoma. As células produzem um
anticorpo do tipo IgM que reage especificamente com o antigénio correspondente. O anticorpo é uma proteina humana. O reagente é usado para determinar
qualitativamente "in vitro" se os globulos vermelhos humanos possuem ou ndo os sorrespondentes antigeno do grupo sanguineo D. Este reagente reage negativamente
com eritrdcitos do tipo DY O reagente devem ser usados apenas por pessoal técnico qualificado.

PRINCIPIO DO PROCEDIMENTO

Os procedimentos utilizado com este reagente baseia-se no principio da aglutinagdo. Os eritrécitos humanos normais, que possuem o antigénio correspondente iréo
aglutinar na presenga de anticorpos especificos dirigidos contra esse antigénio.

REAGENTES
O reagente contém anticorpos do seguinte clone de células:

Anti-D  IgM humana monoclonal, (clone: P3X61).

O reagente contém azida de sédio a < 0,1% (p/v) como conservante. Para além disso, o reagente é constituido por anticorpos activos, cloreto de sddio, macromoléculas
e albumina bovina, probada y certificada por los inspectores del Servicio de Veterinaria de Estados Unidos.

ATENCAO: Por favor manuseie este reagente com cuidado. Este reagente é preparado a partir do sobrenadante de culturas celulares. Como produto bioldgico devera ser
considerado como potencialmente infeccioso uma vez que néo se pode garantir completamente a exclusdo de agentes infecciosos. Este reagente contém azida de sddio
que pode ser toxica e pode reagir com chumbo ou cobre para formar sais altamente explosivos. Para eliminar, lave abundantemente com agua. Pelas razdes acima
mencionadas, o reagente deve ser manuseado com cuidado.

ARMAZENAMENTO
Produtos abertos e fechados armazenados de +2 a +8°C ou a temperatura ambiente enquanto estd em uso. N&o utilize o reagente apds a data de validade indicada.

PRECAUCOES

1. Recomenda-se que cada lote de reagente deve ser testado com os controlos positivos e negativos adequados .

2. Armazenamento imprdprio prejudica a eficacia do reagente.

3. Uma turvagdo fraca do reagente ndo afeta a sua reatividade. As bactérias e a contaminagdo quimica do produto devem ser evitadas. Se for detectada uma alteracdo
visivel no soro de teste, o soro de teste ndo deve mais ser usado, isso pode indicar contaminagdo microbiana.

4. A forca das reacgBes positivas também depende da idade do sangue utilizado.

5. Centrifugagdo muito diferente da forga centrifuga designada pode conduzir a falsos resultados.

6. Os procedimentos identificados abaixo sdo apenas para testes manuais. Ao utilizar instrumentos automaticos ou semiautomaticos siga os procedimentos que estdo
incluidos no manual do operador fornecido pelo fabricante do dispositivo. Os laboratdrios tém que seguir os procedimentos de validagdo

7. Para uso deste reagente todas a legislagdo nacional, directivas e orientages tém que ser seguidas. Na Alemanha especialmente o “Richtlinien zur Gewinnung von Blut
und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Hémotherapie)"* na versdo atual.

8. Este soro de teste reage negativamente com células vermelhas da categoria D",

P

1.

REPARACAO DA AMOSTRA
Las muestras de sangre se deben recoger con arreglo a un procedimiento médico aprobado.
Las muestras de sangre por analizar deben emplearse lo antes posible tras su recogida a fin de reducir el riesgo de resultados falsos positivos y falsos
negativos debido a una conservacion inadecuada o a la contaminacion de los reactivos.
Si se retrasan los ensayos, las muestras se deberan almacenar a una temperatura de 2 a 8 °C.
La sangre en EDTA deberia analizarse en un plazo de 7 dias y las muestras tratadas con citrato de sodio, en los 14 dias siguientes a la recogida.
Las bolsas de sangre o la sangre de donantes se pueden analizar hasta la fecha de caducidad.

PREPARA(;RO DO REAGENTE
N&o é necessario qualquer preparagdo especifica do reagente. Utilize o reagente directamente a partir do frasco.

PROCEDIMENTO

Material necessario mas n&o fornecido:

Para o Método de lamina Para o Método de Centrifugagdo de tubo

1. Laminas de vidro 1. Tubos de ensaio, 10 x 75 mm ou 12 x 75 mm
2. Pipeta Pasteur 2. Pipetas para dispensar 50 pL/100 pL

3. Vareta para misturar 3. CronOGmetro

4. Ccrondmetro 4 Centrifugadora

5. Solugdo salina isotonica (cloreto de sddio a 0,85 - 0,9%)
. 6. Pontas de pipetas descartaveis
Procedimento do teste

Método de ldmina

1. Utilize apenas sedimento de eritrocitos.
2. Coloque uma gota (aproximadamente 50 pL) de reagente numa lamina.
3. Com uma pipeta de Pasteur adicione uma gota de sedimento de eritrécitos (aproximadamente 50 pL) na lamina.
4. Misture bem os eritrdcitos com o reagente com uma vareta e espalhe num circulo didmetro 2 cm.
5. Agitando a lamina ligeiramente, observe a aglutinagdo dentro de 1 minuto (a reacgdo comega dentro de segundos).
6. Registe o resultado.
Método de Centrifugagdo de tubo
1. Preparar uma suspensdo de globulos vermelhos de 2% a 5% em solugdo salina isotonica (células lavadas uma a trés vezes com solugdo salina isotdnica).
2. Prit;ne(ijro adicione 100 pL do reagente a um tubo de teste rotulado e, em seguida, adicione 100 pL da suspensdo de eritrocitos correspondente ao
tubo de teste.
Alternativamente, uma gota = aproximadamente 50 pl de suspensdo de eritrécitos pode ser adicionada a uma gota = aproximadamente 50 pl reagente.
3. Misture bem agitando ligeiramente.
4. Deixe incubar o tubo a temperatura ambiente durante 1-15 min.
5. Centrifugue o tubo durante 1 minuto a 2.000 rpm (aproximadamente 800-1.000 g).
6. Suavemente resuspenda os globulos vermelhos e observe macroscopicamente a presenga de aglutinagdo dentro de 3 minutos.
7. Registe o resultado.

INTERPRETACAO DE RESULTADOS

"Rodar/ Agitar ligeiramente" no Método de lamina e no Método de Centrifugagdo de Tubo.

Resultados positivos (+): a aglutinagdo visivel de eritrocitos indica a presenca do antigénio correspondente.
Resultados negativos (-): nenhuma aglutinagdo visivel de eritrdcitos indica a auséncia do antigénio correspondente.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

. As secgOes "Procedimento" e “Interpretagdo de Resultados" devem ser seguidas rigorosamente para garantir a exatiddo dos resultados obtidos.

N&o é possivel retirar conclusGes validas se os controlos derem resultados falsos ou inconclusivos.

Os eritrocitos tratados com enzima ou a adigdo de albumina bovina e/ou outras solugdes que contenham proteina podem provocar reagOes inespecificas.
Neste teste ndo devem ser usadas amostras de sangue hemolizadas, turvas, contaminadas ou coaguladas.

ReacgBes ndo especificas podem surgir por secagem da reacgdo formada ou se a lamina for aquecida.

om método em lamina a maioria de antigénios D fracos (°**%) ndo sdo reconhecidos.

Este soro de teste reage negativamente com eritrocitos de categoria DV,

D’eIViIdo g variabilildade da expressdo dos antigénios, a reactividade deste reagente contra certos fenétipos pode dar uma reacgdo mais fraca quando comparada com
células de controlo.

Nenhum antissoro ou técnica especifica podem ser garantidos para detetar todos os antigenos raros, fracos ou variantes. 2
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CARACTERISTICAS DE FUNCIONAMENTO

Em cumprimento com as Especificagbes Técnicas Comuns (decisdo da comissdo CTS de 03 de Fevereiro de 2009) foi efectuada uma avaliagdo das caracteristicas de
desempenho. Para tal foram utilizadas diferentes amostras (dadores, doentes, painéis de amostras positivas e negativas) e foram comparadas com outros produtos. Os

valores de diagndstico calculados para este estudo sdo:

Producto

Positivo Falso negativo

Sensibilidade Negativo Falso positivo

Especificidade

Anti-D monoclonal, human IgM clone:

P3x61

1335 0*

100%* 309

0

100%

* para o Anti-D (clone: P3x61) 8 amostras de Dweak foram classificadas falsamente negativas no método ldmina , de modo que nesta técnica a sensibilidade foi de apenas

99,56%.
LITERATURA

Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Hdmotherapie)
2. CLSI, I/LA33-A  Validation of Automated System for Immunhematological Testing Before Implementation; Approved Guideline
CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE Dezember 2009
3. Peter D. Issit, David J. Anstee Applied Blood Group Serology, 4. edition, Montgomery Scientific Publications 1998
4. Christian Muéller- Eckhardt, Volker Kiefel Transfusionsmedizin, 3. Auflage Springer-Verlag 2004.
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C Diagnostyka in vitro|

0483 Dla metody wykorzystujgcej szkietka mikroskopowe i probdwki

INSTRUKCJA UZYCIA

Anti-D (RH1), P3x61, monoclonal IgM (human) 690121A

PRZEZNACZENIE

Surowice monoklonalne anty-D testowa uzyskiwane sg z supernatantéw hodowli komérkowych linii komdrkowych heterohybridoma wydzielajacych przeciwciata typu IgM skierowane
swoiscie przeciwko odpowiednim antygenom grup krwi. Przeciwciato w kazdym przypadku jest ludzkim biatkiem. Surowice testowa sa stosowane do jakosciowego wykrywania in vitro
obecnosci lub braku antygendw grupy krwi D na ludzkich erytrocytach. Ta surowica testowa reaguje negatywnie na krwawienia kategorii DVL

Uzycie tych surowic testowych jest przeznaczone wytgcznie dla wykwalifikowanych i przeszkolonych specjalistow.

ZASADA POSTEPOWANIA
Metody testowe stosowane w przypadku tych produktdw oparte s3 na zasadzie aglutynacji.
Normalne ludzkie erytrocyty niosgce odpowiedni antygen sg aglutynowane przez odpowiednie przeciwciato.

SUROWICE TESTOWE

Wymienione surowice do badania grup krwi sg produkowane z nastepujacych klonéw komadrkowych:
Anti-D monoclonal, human IgM clone: P3x61

Wszystkie surowice testowa zawierajg <0,1% (w/v) azydku sodu jako $rodka konserwujgcego. Oprocz aktywnego sktadnika przeciwciata, surowice testowa zawierajg chlorek sodu, duzg
mase czasteczkowg Zwigzki i albumina wotowa, ktdra zostata skontrolowana i certyfikowana przez inspektoréw amerykanskich stuzb weterynaryjnych.

OSTRZEZENIE: Te surowice testowa sg produkowane z supernatantéw hodowli komérkowych. Niezaleznie od tego te produkty biologiczne nalezy traktowad jako potencjalnie zakazne ze
wzgledu na ryzyko wystapienia patogendw, ktdrego nigdy nie mozna catkowicie wykluczy¢. Surowice testowe zawierajg azydek sodu, ktéry moze by¢ toksyczny i tworzy¢ wybuchowe sole
z otowiem lub miedzig. Przy usuwaniu sptuka¢ duzg iloscig wody. Z powyzszych powoddw, surowice testowe powinny by¢ traktowane z odpowiednig ostroznoscig.

PRZECHOWYWANIE
Przechowywac w temperaturze +2 do +8 °C (nieotwarte / otwarte), przez krotki czas do uzycia réwniez w temperaturze pokojowej. Przechowywac i uzywac tylko do podanej daty
waznosci!

NOTATKI

. Pozytywne i negatywne kontrole powinny by¢ przeprowadzone z kazdym testem.

. Niewtasciwe przechowywanie obniza skuteczno$¢ dziatania produktow.

. Lekkie zmetnienie nie ma wptywu na reaktywnos¢ jednej z wyzej wymienionych surowic testowych. Nalezy unikaé skazenia bakteryjnego i chemicznego.
W przypadku wykrycia widocznych zmian w surowicy testowej nie nalezy jej uzywac, poniewaz moze to wskazywac na zanieczyszczenie mikrobiologiczne.

. Sita reakgji dodatniej zalezy od wieku uzytej krwi.

. Wirowanie poza podanym zakresem predko$ci moze prowadzi¢ do btednych wynikéw.

. Opisane sposoby postepowania obowigzujg tylko dla wymienionych metod recznych i maszyn automatycznych. Jezeli stosowane sg inne zautomatyzowane lub potautomatyczne
systemy, laboratoria muszg postepowa¢ zgodnie z instrukcjami producentéw sprzetu i przeprowadza¢ walidacje zgodnie z uznanymi procedurami.

. Podczas stosowania surowic testowych nalezy przestrzegaC wszystkich obowigzujacych krajowych ustaw, rozporzadzen i wytycznych, w Niemczech w szczegdlnosci ,Wytycznych
dotyczacych pobierania krwi i sktadnikéw krwi oraz stosowania produktéw krwiopochodnych (hemoterapia)! z pdzniejszymi zmianami.

. Ta surowica testowa reaguje negatywnie na krwawienia kategorii DVL.

PRZYGOTOWANIE PROBEK

1. Probki krwi powinny by¢ pobierane przy uzyciu jednej z powszechnie stosowanych technik pobierania.

2. Krew do badania powinna by¢ badana mozliwie jak najszybciej po jej pobraniu, aby zminimalizowac ryzyko fatszywie dodatnich lub fatszywie ujemnych reakgji
z powodu niewlaéciwego przechowywania lub zanieczyszczenia probki.
Krew, ktéra nie jest natychmiast badana, powinna byc przechowywana w temperaturze od +2 do +8 °C.
Probki krwi poddane antykoagulacji z uzyciem EDTA muszq by¢ zbadane w ciggu 7 dni, a prébki poddane dziataniu cytrynianu sodu w ciggu 14 dni od pobrania.
Krew w puszkach/darowiznach moze by¢ badana do uptywu terminu waznosci.

PRZYGOTOWANIE SUROWIC TESTOWYCH

Przygotowanie surowic testowych nie jest konieczne. Surowice sg pobierane bezposrednio z fiolek i wprowadzane.

PROCEDURA

Materiaty nie wchodzace w zakres dostawy, ale niezbedne do wykonania:

Metoda szkietka mikroskopowego Metoda probdwkowa

1. Szkietko mikroskopowe 1. Probéwka, 10 x 75 mm lub 12 x 75 mm

2. Pipeta Pasteura 2. Pipeta mikrolitrowa do 50 pL/100 pL

3. Pret do mieszania 3. Budzik krétkoterminowy

4. Budzik krétkoterminowy 4. Wiréwka
5. Izotoniczny roztwdr soli (0,85-0,9% chlorku sodu)
6. Jednorazowe koricowki

[ee] ~N U b WN =

Procedura testowa

Test preparatow

1. Stosowac wytgcznie osad erytrocytow.

. Upuscic krople (okoto 50 pL) odpowiedniej surowicy testowej na oznaczone szkietko mikroskopowe.

. Dodac jedna krople (ok. 50 pL) osadu erytrocytow do kropli surowicy testowej na szkietku podstawowym, uzywajac pipety Pasteura.

. Dobrze wymiesza¢ mieszanine krwinek czerwonych i surowicy testowej za pomocg mieszadta i rozprowadznc ja tak, aby utworzyta okrag o $rednicy okoto 2 cm.
. Sprawdzi¢ aglutynacje w ciagu jednej minuty, delikatnie wirujgc szkietkiem (reakcja rozpoczyna sig po kilku sekundach)

. Zaprotokotowa¢ wyniki.

est odwirowania probowki

. Przygotowac 2-5% zawiesine krwinek czerwonych w izotonicznym roztworze soli fizjologicznej (krwinki czerwone mozna uprzednio przeptukaé 1-3 razy izotonicznym roztworem
solifizjologicznej).

. Umiesci¢ w oznakowanej probdwce jako pierwszg 100 pl surowicy badanej, a nastepnie doda¢ 100 pl odpowiedniej zawiesiny erytrocytéw do probowki.
Alternatywnie, jedna kropli = okoto 50 pl zawiesiny erytrocytéw moze byc dodana do jednej kropli = okoto 50 pl surowicy testowesj.

. Wymiesza¢ mieszanine czerwonych krwinek i surowic testowych, delikatnie wstrzasajac.

. Inkubowac probdwki przez 1-15 minut w temperaturze pokojowej.

. Odwirowywac probdwki przez 1 minute przy 2,000 rpm (ok. 800 - 1,000 g)

. Catkowicie oddzieli¢ komérki od dna probowki przez ostrozne wstrzasanie i zbada¢ makroskopowo pod katem aglutynacji w ciggu 3 minut.

. Zaprotokotowa¢ wyniki.

INTERPRETACIJA WYNIKOW TESTU
,Ostrozne wirowanie/wstrzasanie" metodg szkietka i probdwki:
Wynik pozytywny (+): Aglutynacja erytrocytdw jest uwazana za pozytywny wynik testu i wskazuje na obecnos$¢ odpowiedniego antygenu.
Wynik ujemny (-): Brak aglutynacji erytrocytéw nalezy uznac za negatywny wynik testu, odpowiadajacy im antygen nie jest wykrywalny.
OGRANICZENIA METODY
1. Niescistosci w stosowaniu sie do instrukcji zawartych w rozdziatach "Wykonanie testu" i "Interpretacja wynikow testu" mogg prowadzi¢ do btednych wynikdw.
2. Kontrole przeprowadzone z niejednoznacznymi lub fatszywymi wynikami automatycznie prowadza do braku mozliwosci wykorzystania wszystkich wynikow.
3. Krwinki czerwone poddane dziataniu enzymow lub dodanie albuminy wotowej i/lub innych roztworow zawierajacych biatko moga powodowaé niespecyficzne reakcje z tymi surowicami
testowymi.
4. Nie wolno uzywac prdbek krwi hemolizowanej, metnej, skazonej lub zakrzeptej.
5. W przypadku metody szkietek mikroskopowych reakcje niespecyficzne moga wystapi¢, gdy mieszanina reakcyjna wyschnie lub gdy szkietko zostanie podgrzane.
6. Test szkietkowy nie pokazuje wiekszoéci stabych antygenéw D™ i kategoru
7.Ta surowica testowa reaguje negatywnie na krwawienia kategorii DV
8. Ze wzgledu na rdzng ekspresje antygendw, niektdre fenotypy moga wykazywac stabszq reakcje z tymi odczynnikami niz erytrocyty kontrolne.
9. Zadna pojedyncza surowica testowa ani metoda nie moze zagwarantowaé¢ wykrycia wszystkich rzadkich lub stabych antygenéw oraz wszystkich wariantéw antygenéw 2.

WYDAINOSC
Ocena whasciwosci uzytkowych produktéw zostata przeprowadzona zgodnie ze Wspdlnymi Specyfikacjami Technicznymi (Decyzja Komisji CTS z dnia 03 lutego 2009 r.).
Uzyto réznych prébka (dawca, pacjent, krew panelowa) i poréwnano je z innymi Metody referencyjne / produktami.

Rl O AWNF
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Falszywy s Falszywy L.
Kod produktu Pozytywny negatywny Czutos¢ negatywny pozytywny Swoistosc
Anti-D monoclonal, human IgM clone: P3x61 1335 0* 100%* 309 0 100%

* dla Anti-D (Klon: P3x61), 8 prébek D" byty fatszywie ujemne w tescie wykorzystujacej szkietka, tak wiec czutos¢ w tej technice wynosita tylko 99,56%.
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0483 Za metodo z objektnimi stekelci in epruvetami

NAVODILA ZA UPORABO

Anti-D (RH1), P3x61, monoclonal IgM (human) 690121A

NAMENSKA UPORABA

Testni serumi monoklonskih anti-D se pridobivajo iz supernatantov celi¢ne kulture celi¢nih linij heterohibridoma, ki izloCajo protitelesa tipa IgM, ki so specificno usmerjena proti
ustreznemu antigenu krvne skupine. Protitelesa so pri tem ¢loveske beljakovine. Testni serumi se uporabljajo za kvalitativno in vitro detekcijo prisotnostI ali odsotnostI antigenov krvne
skupine D na cloveskih eritrocitih. Ta preskusni serum negativno reagira s krvavitvi iz kategorije D%

Uporaba teh testnih serumov je namenjena samo kvalificiranemu in usposobljenemu specializiranemu osebju.

NACELO POSTOPKA

Testne metode, ki se uporabljajo pri uporabi teh izdelkov, temeljijo na principu aglutinacije. Normalni ¢loveski eritrociti, ki nosijo ustrezen antigen, so aglutinirani z ustreznim protitelesom.

TESTNI SERUMI

Navedeni testni serumi krvnih skupin so proizvedeni iz naslednjih celi¢nih klonov:
Anti-D monoclonal, human IgM clone: P3x61

Vsi testni serumi vsebujejo < 0,1 % (mase/prostornino) natrijevega azida kot konzervansa. Poleg aktivhe komponente protiteles testni serumi vsebujejo natrijev klorid, spojine z
visoko molekulsko maso in goveji albumin, ki so ga pregledali in certificirali inSpektorji ameriskega veterinarske urada.

OPOZORILO: Ti testni serumi so narejeni iz supernatantov celi¢ne kulture. Ne glede na to je treba te bioloske proizvode obravnavati kot potencialno nalezljive zaradi nevarnosti patogenov,
ki jih nikoli ni mogoce popolnoma izkljuiti. Testni serumi vsebujejo natrijev azid, ki je strupen in lahko tvori eksplozivne soli s svincem ali bakrom. Pri odstranjevanju sperite z veliko vode.
1z zgoraj navedenih razlogov je treba s testnimi serumi ravnati previdno.

HRAMBA

Shranjujte pri +2 do +8 °C (neodprto/odlomljeno), kratkotrajno za uporabo tudi pri sobni temperaturi. Shranjujte in uporabljajte samo do navedenega roka uporabnosti!
OPOMBE

Pozitivne in negativne kontrole morajo biti vkljuene v vsak test.

Nepravilno shranjevanje bo vplivalo na ucinkovitost izdelkov.

Rahla motnost ne vpliva na reaktivnost katerega koli od zgoraj navedenih testnih serumov. Prepreqte bakterijsko in kemi¢no kontaminacijo.

Ce se v testnem serumu odkrije vidna sprememba, se ga ne sme vet uporabljati, saj lahko to kaZe na kontaminacijo z mikrobi.

Mo¢ pozitivne reakcije je odvisna od starosti uporabljene krvi.

Centrifugiranje zunaj dolo¢enega obmodja hitrosti lahko povzroi napacne rezultate.

Opisani postopki uporabe veljajo samo za navedene ro¢ne in avtomatizirane metode. Ce se uporabljajo drugi avtomatski ali polavtomatski sistemi, morajo laboratoriji upostevati
navodila proizvajalcev naprav in izvajati validacije po priznanih metodah.

Pri uporabi testnih serumov je treba upostevati vse veljavne nacionalne zakone, odloke in smernice; v Nemdiji zlasti »Smernice za odvzem krvi in krvnih komponent ter uporabo krvnih
pripravkov (hemoterapija)«! v trenutni razlicici.

Ta preskusni serum negativno reagira s krvavitvi iz kategorije D'

PRIPRAVA VZORCA

1. Vzorce krvi je treba pridobiti s standardnimi tehnikami odvzema.

2. Kri za testiranje je treba testirati ¢im prej po odvzemu krvi, da zmanjsate tveganje lazno pozitivnih ali lazno negativnih reakcij zaradi nepravilnega shranjevanja ali kontaminacije vzorca.
Kri, ki se ne testira takoj, je treba hraniti pri +2 do +8 °C.

Vzorce krvi, antikoagulirane z EDTA, je treba testirati v 7 dneh, vzorce, obdelane z natrijevim citratom, pa v 14 dneh po odvzemu.

Konzerve/krvi darovalcev je mogoce testirati do datuma izteka roka uporabnosti.

PRIPRAVA TESTNIH SERUMOV

Priprava testnih serumov ni potrebna. Serumi se vzamejo neposredno iz steklenick in uporabijo.

POSTOPEK

Materiali, ki niso vkljuc¢eni v obseg dobave, vendar so potrebni za:

©® N ok wNE

Metoda z objektnim stekelcem Metoda z epruveto

1. Objektno stekelce 1. Testne epruvete 10 x 75 mm ali 12 x 75 mm
2. Pasteurjeva pipeta 2. Mikrolitrska pipeta za 50 uL/100 pL

3. Mesalna palicica 3. Merilnik ¢asa

4. Merilnik asa 4. Centrifuga

5. Izotonicna fizioloska raztopina (0,85-0,9 % natrijevega klorida)
6. Pipetne konice za nekratno uporabo

Izvedba testa

Test z objektnim stekelcem

1. Uporabljajte samo sediment eritrocitov.

2. Kapnite kapljico (priblizno 50 pL) ustreznega testnega seruma na oznaceno stekelce.

3. S pasteurjevo pipeto kapnite eno kapljico (priblizno 50 L) sedimetna eritrocitov v testni serum na objektnem stekelcu.

4. MeSanico eritrocitov in testnega seruma dobro premesajte z mesalno pali¢ico in razporedite v krog s premerom priblizno 2 cm.

5. V eni minuti preverite aglutinacijo z neznim stresanjem objektnega stekelca (reakcija se zatne v nekaj sekundah).

6. ZabeleZite rezultate.

Test s centrifugiranjem epruvete

Pripravite 2-5-odstotno suspenzijo eritrocitov v izotoniéni fizioloski raztopini (rdece krvne celice lahko predhodno sperete 1-3-krat z izotoni¢no fiziolosko raztopino).
V oznaCeni epruveti najprej dodajte 100 L preskusnega seruma in nato v preskusno cev dodajte 100pl ustreznega erythrocyte suspenzija.
Druga moznost]e ena kapljica = priblizno 50pl erythrocyte suspension lahko dodate na eno kapljico = priblizno 50 pl testni serum.
Zmesajte mesanico eritrocitov in testnega serume z neznim stresanjem.

Inkubirajte epruveto pri sobni temperaturi 1-15 minut.

Epruveto centrifugirajte 1 minuto pri 2.000 vrt/min (priblizno 800-1.000 g)

. V celoti odstranite celice z dna epruvete tako, da jih nezno stresete in v 3 minutah makroskopsko preglejte za aglutinacijo.

. Zabelezite rezultate.

INTERPRETACIJA REZULTATOV TESTOV

»Previdno mesanje/tresenje« pri metodi z objektnim stekelcem in epruveto:
Pozitivni rezultat (+): Aglutinacijo eritrocitov je treba oceniti kot pozitiven rezultat testa in prikazati prisotnost ustreznega antigena.
Negativni rezultat (-): QOdsotnost aglutinacije eritrocitov je treba oceniti kot negativen rezultat testa, ustrezni antigenni dokazljiv.

OMEJITVE METODE

. Neto€nosti pri upostevanju navodil v razdelkih »Izvedba testa« in »Razlaga rezultatov testov« lahko vodijo do napacnih rezultatov.

. Kontrole z dvoumnimi ali napacnimi rezultati, samodejno vodijo do tega, da so vsi rezultati neuporabni.

. Eritrociti, obdelani z encimi, ali dodajanje govejega albumina in/ali drugih raztopin, ki vsebujejo beljakovine, lahko povzrocijo nespecificne reakcije s temi testnimi serumi.
Hemoliziranih, motnih, kontaminiranih ali koaguliranih vzorcev krvi se ne sme uporabljati.

Pri metodi objektnega stekelca se lahko pojavijo nespecificne reakcije, ko se reakcijska zmes posusi ali se stekelce segreje.

Pri metodi objektnega diapozitivu se vecina Sibkih D-antigenov (D"¢3) in kategorij ne prikaze.

. Ta preskusni serum negativno reagira s krvavitvi iz kategorije D'

. Zaradi razliénih lastnosti antigenov lahko nekateri fenotipi s temi reagenti povzrocijo Sibkejso reakcijo kot s kontrolnimi eritrociti.

. Noben testni serum ali ena sama metoda ne zagotavlja, da bodo odkriti vsi redki ali Sibki antigeni in vse razli¢ice antigenov 2.

ZMOGLJIVOST
Ocenjevanje zmogljivosti izdelkov je bilo izvedeno v skladu s skupnimi tehni¢nimi specifikacijami (odlocba CTS Komisije z dne 3. februarja 2009). Uporabljenih je bilo ve¢ vzor¢ni material
(na primer kri darovalca, bolnika, panelna kri) in primerjanih z drugimi referenéna metoda / produkti.

Nousw Ne

CENIUTAWN

Produkt Pozitivho Lazno Ob¢éutljivost Negativno Lazno pozitivho Specifiénost
negativno
Anti-D monoclonal, human IgM clone: P3x61 1335 0* 100%* 309 0 100%

* za anti-D (klon: P3x61) je bilo 8 vzorcev lazno negativnih v testu z objektnimi stekelci , tako da je bila obCutljivost pri tej tehniki le 99,56 %



LITERATURA

1. Navodila za odvzem krvi in krvnih komponent ter uporabo krvnih pripravkov (hemoterapija)
2. CLSI, I/LA33-A  Validation of Automated System for Immunhematological Testing Before Implementation; Approved Guideline

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE Dezember 2009
3. Peter D. Issit, David J. Anstee Applied Blood Group Serology, fourth edition, Montgomery Scientific Publications 1998
4. Christian Mueller-Eckhardt, Volker Kiefel Transfusionsmedizin, 3. Auflage, Springer-Verlag 2004.

SIMBOL - LEGENDA

pripomocek

e Skladiscenje o . Proizvajalec po
2yir od-do J Stevilka artikla E Rok uporabe “ 98/79/I]ES P
LOT Sarsa Kion(i) In vitro diagnosti¢ni medicinski c € simbol CE

Unique Device
m Identification

[T

Upostevajte navodila
za uporabo

730-22-0306 Razli¢ica 006°a_ _/ 11.05.2026

H Antitoxin GmbH, IndustriestraBe 88, 69245 Bammental, Deutschland

.
B 49(0)6223/8661-0 H +49(0)6223/8661-13 @ gara@antitoxin-gmbh.de



mailto:qara@antitoxin-gmbh.de

C [ ijagnosticki medicinski proizvod
0483 Za metode predmetnih stakalaca i epruveta

UPUTE ZA UPOTREBU

Anti-D (RH1), P3x61, monoclonal IgM (human) 690121A

NAMIENA

Monoklonski pretrazivani serum anti-D dobivaju se od supernatanata stani¢nih kultura heterohibridnih stanicnih linija koje izlu€uju antitijela tipa IgM posebno usmjerena protiv
odgovarajuceg antigena krvne grupe. Antitijelo je pritom ljudski protein. Pretrazivani serum upotrebljavaju se za kvalitativno in vitro otkrivanje prisutnosti ili nepostojanja antigena krvnih
grupa D na ljudskim eritrocitima. Ovaj testni serum negativno reaguje sa krvarenjem DV kategorije.

Samo kvalificirano i obuceno osoblje smije upotrebljavati ove pretrazivane serume.

PRINCIP POSTUPKA

Ispitne metode koje se primjenjuju pri upotrebi ovaj proizvod temelje se na naelu aglutinacije. Normalne ljudske eritrocite koji nose odgovarajudi antigen aglutinira odgovarajuce
antitijelo.

PRETRAZIVANI SERUMI

Navedeni pretraZivani serum krvnih grupa proizvode se od sljedecih stani¢nih klonova:
Anti-D monoclonal, human IgM clone: P3x61

To pretrazivani serum sacinja < 0,1 % (w/v) natrijeva azida kao konzervansa.
Osim aktivnog sastojka antitijela pretrazivani serum sadrzavaju natrijev klorid, spojeve velike molekulske mase i govedi albumin, koje su provierili i certificirali inspektori Americke
veterinarske sluzbe (US Veterinary Service).

UPOZORENJE: Ovo pretrazivani serum proizvode se od supernatanata stani¢nih kultura. Neovisno o tome, ti se bioloski proizvodi trebaju smatrati potencijalno zaraznima zbog opasnosti
od patogena koja se nikad ne moze potpuno iskljuciti. PretraZivani serum sadrZavaju natrijev azid, koji moze djelovati otrovno te tvoriti eksplozivne soli s olovom ili bakrom.
Pri zbrinjavanju isperite s puno vode. 1z gore navedenih razloga potrebno je oprezno rukovati pretrazivanim serumima.

CUVANIE

Cuvajte na temperaturi od +2 do +8 °C (neotvoreno/otvoreno), a kratkotrajno za upotrebu i na sobnoj temperaturi. Nadelno ¢uvajte i upotrebljavajte samo do navedenog roka valjanosti!

NAPOMENE

. Pri svakom testiranju potrebno je uz sebe imati pozitivne i negativne kontrole.

Neispravno ¢uvanje utje¢e na ucinkovitost proizvoda.

Lagana mutnoca ne utjece na reaktivnost gore navedenih pretraZivanih seruma. Mora se sprijeciti bakterijska i kemijska kontaminacija.

Ako primijetite vidljive promjene u pretraZivanom serumu, nemojte ga viSe upotrebljavati jer to moze upucivati na mikrobnu kontaminaciju.

Jakost pozitivne reakcije ovisi o starosti upotrijebljene krvi.

Centrifugiranje izvan specificiranog raspona broja okretaja moze dovesti do neto¢nih rezultata.

Opisani postupci za primjenu vrijede samo za navedene ru¢ne metode i automatske uredaje. Ako se upotrebljavaju drugi automatski ili poluautomatski sustavi,
laboratoriji moraju slijediti upute proizvodaca uredaja i provesti validaciju u skladu s prihvacenim postupcima.

Prilikom primjene pretrazivanih seruma potrebno je pridrzavati se svih vaze¢ih nacionalnih zakona, uredbi i smjernica, a u Njemackoj posebno ,Smijernica za prikupljanje
krvi i krvnih sastojaka te za primjenu proizvoda od krvi (hemoterapija)™ u najnovijoj verziji.

8. Ovaj testni serum negativno reaguje sa krvarenjem D¥! kategorije.

PRIPREMA UZORAKA

1. Uzorke krvi potrebno je prikupljati jednom od uobicajenih tehnika uzorkovanja.

2. Krv koja se ispituje potrebno je provijeriti ¢im prije nakon uzimanja uzorka kako bi se opasnost od lazno pozitivnih odnosno lazno negativnih reakcija zbog nepropisnog ¢uvanja ili
kontaminacije uzorka svela na najmanju mogucu mjeru.
Krv koja se ne ispita odmah pohranite na temperaturi od +2 do +8 °C.
Uzorke krvi antikoagulirane s pomoc¢u EDTA-e potrebno je ispitati u roku od 7 dana, a uzorke obradene natrijevim citratom u roku od 14 dana od prikupljanja.
Konzervirana/darovana krv moze se ispitati do datuma isteka valjanosti.

PRIPREMA PRETRAZIVANIH SERUMA
Pretrazivane serume nije potrebno pripremiti. Serumi se uzimaju i upotrebljavaju izravno iz bocica.
POSTUPAK

Materijali koji nisu ukljuceni u isporuku, ali su potrebni:

N o ounks whe

Metoda predmetnih stakalaca Metoda epruveta

1. Predmetno stakalce 1. Epruveta, 10 x 75 mm ili 12 x 75 mm
2. Pasteurova pipeta 2. Mikrolitarska pipeta za 50 pL/100 pL
3. Stapici za mijeSanje 3. Broja¢ vremena

4. Brojac vremena 4. Centrifuga

5. Izotoni¢na fizioloska otopina (0,85-0,9 % natrijeva klorida)
6. Jednokratni nastavci za pipetu

Provodenje ispitivanja

Test predmetnog stakalca

1. Upotrebl]ava]te samo sediment eritrocita.

. Na oznaceno predmetno stakalce nanesite jednu kap (oko 50 pL) odgovarajuceg pretrazivanog seruma.

. Kapi pretraznvanog seruma na predmetnom stakalcu s pomocu Pasteurove pipete dodajte jednu kap (oko 50 L) sedimenta eritrocita.

. Dobro promijesajte smjesu eritrocita i pretrazivanog seruma staplcem za mijeSanje i rasporedite je u obliku kruga promjera oko 2 cm.

. Uz jednominutno lagano njihanje predmetnog stakalca provjerite je li doSlo do aglutinacije (pocetak reakcije nakon nekoliko sekundi).

. ZabiljeZite rezultate.

est centrifugiranja epruveta

. Pripremite 2 — 5 %-tnu suspenziju eritrocita u izotonicnoj fizioloskoj otopini (eritrociti se mogu prethodno 1-3 puta oprati izotoni¢nom fizioloskom otopinom).
. U oznacenoj epruveti prvo dodajte 100 pL testnog seruma, a zatim u epruvetu dodajte 100pI odgovarajuce suspenzije eritrocita.
Alternativno, jedna kap = oko 50pl suspenzije eritrocita moze se dodati u jednu kap = oko 50 pl test seruma.

. Lagano protresite smjesu eritrocita i pretraZzivanog seruma.

. Inkubirajte epruvete pri sobnoj temperaturi 1-15 minuta.

. Centrifugirajte epruvete 1 minutu pri 2000 okr./min (oko 800-1000 g).

. Stanice oprezno u potpunosti otresite s dna epruveta i u roku od 3 minute makroskopski provjerite je li doslo do aglutinacije.

. Zabiljezite rezultate.

TUMACENJE REZULTATA TESTA

,Oprezno njihanje/protresanje” pri metodama predmetnih stakalaca i epruveta:
Pozitivni rezultat (+): Aglutinacija eritrocita smatra se pozitivnim rezultatom testa i pokazuje prisutnost odgovarajuceg antigena.
Negativni rezultat (-): Izostanak aglutinacije eritrocita smatra se negativnim rezultatom testa te se odgovarajuci antigen ne moze otkriti.

GRENZEN DER METHODE

Nepravilnosti u pridrzavanju uputa iz odjeljaka ,Provodenije ispitivanja” i ,Tumacenje rezultata testa” mogu dovesti do pogresnih rezultata.

Provedene kontrole s nejasnim ili neto¢nim rezultatima automatski dovode do neiskoristivosti svih rezultata.

Enzimski obradeni eritrociti ili dodavanje govedeg albumina i/ili drugih otopina koje sadrZavaju proteine mogu dovesti do nespecifiénih reakcija s ovim pretrazivanim serumima.
Ne smiju se upotrebljavati hemolizirani, mutni, kontaminirani ili zgrusani uzorci krvi.

Pri metodi predmetnih stakalaca moze doci do nespecifi¢nih reakcija pri susenju reakcijske smjese odnosno zagrijavanju predmetnog stakalca.

U testu predmetnih stakalaca vecina slabih D-antigena (D*e2K) i kategorija se ne prikazuju.

Testni serum gore naveden reagira negativno sa krvarenjem D! kategorije.

Zbog razli¢ite manifestacije antigena pri odredenim fenotipovima s tim reagensima moze doci do slabije reakcije nego s kontrolnim eritrocitima.

Nijedan pojedinacni pretrazivani serum i nijedna pojedinacna metoda ne moze jamciti otkrivanje svih rijetkih ili slabih antigena i svih varijanti antigena 2.

UCINAK
U¢inak proizvoda ocijenjen je u skladu sa zajednickim tehnickim specifikacijama (odluka CTS Komisije od 3. veljace 2009.). Upotrijebljeni su razliciti uzorak (krv darivatelja, pacijenata,
panela) te su usporedeni s drugim Referentne metode / proizvodima.
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. - Lazno — . s - i
Proizvod Pozitivho negativno Osjetljivost Negativno Lazno pozitivho Specificnost
Anti-D monoclonal, human IgM clone: P3x61 1335 0* 100%* 309 0 100%

* za anti-D (klon: P3x61) u testu slajdova plo€ica lazno su negativno ocijenjena 8 D" uzorka te je stoga osjetljivost u toj tehnici iznosila samo 99,56 %
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C Kun til In-vitro-Diagnosti
0483 Slide- og rgrmetoden

BRUGSVEJLEDNING

Anti-D (RH1), P3x61, monoclonal IgM (human) 690121A

FORMAL

Monoklonalt agglutinerende anti-D-reagens udvindes af cellekultursupernatanter fra heterohybridome cellelinjer, som udskiller antistof af IgM-typen, og som retter sig
specifikt mod det korresponderende antigen. Antistoffet er humant protein. Reagenset anvendes til kvalitativ in-vitro-pdvisning af tilstedevaerelsen eller fravaeret af
blodgruppeantigenet D p& humane erytrocytter. Dette testserum reagerer negativt med blgdning i kategori D'

Anvendelse af dette testserum er kun beregnet til kvalificeret og uddannet fagpersonale.

PRINCIP FOR METODEN
Testmetoderne anvendt i anvendelse af dette produkt baserer pd princippet om agglutinationsteknik. Normale humane erytrocytter, som baerer det tilsvarende antigen,
agglutineres af det korresponderende antistof.

REAGNSER
Det naevnte blodprgvereagen indeholder antistof fra fglgende klon:

Anti-D monoclonal, human IgM clone: P3x61
Reagenset indholder <0,1% (w/v) natriumazid som konserveringsmiddel.

Udover det aktive antistof indeholder dette reagens natriumklorid, hgjmolekulzaere forbindelser og bovint albumin, som har verifierats och certifierats av de amerikanska
inspektorerna for veterindrtjanster.

ADVARSEL: Dette reagens er fremstillet af cellekultursupernatanter. Uafhaengigt af dette ved et biologisk produkt kan der aldrig helt udelukkes risikoen for
sygdomsfremkaldende organismer, og produktet skal derfor anses som potentiel infektigst. Reagenset indeholder natriumazid, som kan virke toksisk og kan sammen med
bly eller kobber danne eksplosive salte Ved bortskaffelse skal der efterskylles med rigeligt vand.

Af ovennaevnte grunde skal reagenset behandles med passende agtpdgivenhed.

OPBEVARING

Opbevdar?es ugbnet og efter fgrste dbning forsvarligt lukket ved +2 til +8°C; i kort tid ved brug ligeledes ved rumtemperatur. M3 kun opbevares og anvendes indtil den sidste
anvendelsesdag!

HENVISNINGER

Ved hver test skal der gennemfgres positive- og negative-kontroller.

Uhensigtsmaessig opbevaring pavirker produktets virkning.

En let uklarhed pdvirker ikke reagensets reaktionsevne. Bakteriel og kemisk kontaminering af reagenset bgr undgds. Hvis der p8vises en synlig aendring i reagenset,
bgr den ikke leengere bruges, sendringen kan indikere mikrobiel kontaminering.

Styrken af den positive reaktion afhaenger af alderen pd det anvendte blod.

Centrifugering uden for det angivne hastighedsomrade kan fgre til fejlagtige resultater.

De beskrevne testmetoder angaende brug gaelder udelukkende for manuelle metoder. Anvendes automatiske eller halvautomatiske systemer, skal laboratorierne fglge
producentens oplysninger og gennemfgre valideringer i henhold til anerkendte metoder.

Ved brug af reagenset skal alle gyldige nationale love, forordninger og retningslinjer folges, i Tyskland iseer retningslinjen,"Richtlinien zur Gewinnung von Blut und
Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Hamotherapie)'i den aktuelle version

. Dette testserum reagerer negativt med blgdning i kategori DV%.

PROVEFORBEREDELSE

1. Blodprgver skal f8s ved hjeelp af en standard prgveudtagningsteknik.

2. Blodet, der skal testes, skal kontrolleres s& hurtigt som muligt efter fiernelse af Blodet for at undga risikoen for falske positive eller falske negative reaktioner
for at minimere forkert opbevaring eller kontaminering af prgven.
Blodet, som skal testes, skal undersgges sd hurtigt som muligt. Ikke anvendt blod skal opbevares ved +2 bis +8°C.
EDTA-antikoagulerede blodprgver skal anvendes inden for 7 dage og blodprgver behandlet med natriumzitrat, skal anvendes inden for 14 dage efter
blodprgvetagningen.
Hermetiseret / doneret blod kan testes indtil udlgbsdatoen.

KLARG@ORING AF REGENSEREN
Det er ikke ngdvendigt at klarggre reagenset. Det tages direkte fra heetteglasset og anvendes.

® N our wWhe

FREMGANGSMADE
Ngdvendigt materiale, som ikke medfglger
Slidemetode Rgrmetode

1. Diastesten 1. reagensglas, 10 x 75 mm eller 12 x 75 mm
2. Pasteur pipette 2. Mikroliterpipette til 50 pL/100 pL
3. Omrgrere 3. Kortvarigt vaekkeur
4. Kortvarigt veekkeur 4. Centrifuge
5. Isotonisk saltoplgsning (0,85 - 0,9% NaCl)
6. Engangs pipettespidser
Testgennemfgrelse
Slidemetode
1. Brug kun erythrocyt sediment.
2. P& en maerket diastesten skal du tabe et fald (ca. 50 L) af testserummet.
3. Tilseet en drébe (ca. 50 L) erythrocyt sediment med en pasteurpipette til drdben af testserum pd objektbaereren.
4. Bland erythrocyt/test blandingen godt med en omrgring stick og spredes til en cirkel p& omkring 2 cm i diameter.
5. Hvis diaslet er let drejet, skal du kontrollere, om der er agglutination inden for et minut (reaktionen starter efter sekunder).
6. Log resultater.

Rgrcentrifugeringmetode

Forbered 2-5% erythrocyt suspension i isotonisk saltvand.

(Erythrocytter kan vaskes pd forhdnd 1-3 gange med isotonisk saltvand).

Seet reagensglas i et maerket reagensglas som det fgrste 100 pL-testserum, og der tilseettes derefter 100pl af den tilsvarende erythrocytaffjedring i reagensglasset.
Alternativt kan en drdbe = ca. 50yl erythrocyt suspension fgjes til en drébe = ca. 50 pl test serum.

Bland erythrocyt/test serum blandingen ved at ryste let.

Inkuber reagensglas ved stuetemperatur i 1-15 minutter.

Centrifuge reagensglasset i 1 minut ved 2.000 omdrejninger (ca. 800 - 1.000 g).

Lgsriv ceIIIerne helt fra bunden af rgret ved omhyggelig rystelse og undersgg makroskopisk for agglutination inden for 3 minutter.

Log resultater.

FORTOLKNING AF TESTRESULTATER

Omhyggelig panorering/rysten" i diasmetoden og rgrcentrifugeringsmetoden:

Positivt resultat (+): Agglutination af erytrocytterne vurderes som et positivt testresultat og viser tilstedevaerelsen af tilsvarende antigener.
Negativt resultat (-): Mangel pa agglutination af erytrocytterne vurderes som et negativt testresultat; det tilsvarende antigen er ikke paviseligt.

GR/AENSER FOR TESTMETODEN

Hvis instruktionerne i afsnittene "testgennemfarelse” og "fortolkning af testresultater" ikke overholdes ngjagtigt, kan det fore til fejlagtige resultater.
Gennemfarte kontroller, hvor resultaterne ikke er entydige eller er fejlagtige, forer automatisk til, at der ikke opnas en brugbar konklusion.
Enzymbehandlede erytrocytter eller tilsaetning af bovint albumin og/eller andre proteinholdige oplgsninger kan fere til uspecifikke reaktioner.
Heemolyserede, uklare, kontaminerede eller koagulerede blodprever ma ikke anvendes til testen.

Ved diastesten kan der forekomme ikke-specifikke reaktioner ved tgrring af reaktionsbasen, eller ndr

I diastesten vises de fleste svage D-antigener (D"**) og kategorier ikke.

Ovennaevnte testserum reagerer negativt med kategori DVI-blgdning.

Grundet forskellig ekspression af antigenerne kan der ved bestemte feenotyper komme en svagere reaktion med dette reagens end med kontrolerytrocytter.
Intet enkelt testserum eller metode kan garantere pavisning af alle sjeeldne eller svage antigener og alle varianter af antigenerne.?
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PRASTATION

Der blev foretaget en resultatevaluering for produktet i overensstemmelse med de feelles tekniske specifikationer (CTS-Kommissionens beslutning af 3. februar 2009). Der

blev anvendt forskelligt prevemateriale (donor, patient, panelblod) og sammenlignet med andre referencemetoder/produkter.

Produkt

Positiv

Falsk negativ

Folsomhed

Negativ

Falsk positiv

Specificitet

Anti-D monoclonal, human IgM clone: P3x61

1335

0*

100%*

309

0

100%

* for Anti-D (klon: P3x61) 8 Dweak prgver blev bedgmt falsk negativ i diastesten, sdledes at fglsomheden i denne teknik kun var 99,56%.

LITERATUR

1. Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Hémotherapie)

2. CLSI, I/LA33-A  Validation of Automated System for Inmunhematological Testing Before Implementation; Approved Guideline

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE Dezember 2009
3. Peter D. Issit, David J. Anstee Applied Blood Group Serology, fourth edition, Montgomery Scientific Publications 1998
4. Christian Mueller-Eckhardt, Volker Kiefel Transfusionsmedizin, 3. Auflage, Springer-Verlag 2004.
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C Ladkinnallinen laite in vitro -diagnostiikkaan
0483 Objektilasi- ja koeputkimenetelmaa varten

KAYTTOOHJEET

Anti-D (RH1), P3x61, monoclonal IgM (human) 690121A

KAYTTOTARKOITUS

Monoklonaalisesti agglutinoivaa Anti-D-reagenssia valmistetaan soluviljeltyjen heterohybridoomasolulinjojen supernatanteista. Nama solut erittavat I?(M-tyyppist'a
vasta-ainetta, joka reagoi spesifisesti vastaavan antigeenin kanssa. Vasta-aine on ihmisen proteiinia. Reagenssia kdytetdan in vitro -maaritykseen, joka kertoo, onko
ihmisen punasoluilla vastaava veriryhman antigeeni D vai ei. Tama reagenssi reagoi negatiivisesti luokan DV! erytrosyyttien kanssa.

Reagenssi on tarkoitettu vain patevan teknisen henkilokunnan kayttéon.

TOIMINTAPERIAATE
Téssd reagenssissa kdytetyt toimenpiteet perustuvat agglutinaatioperiaatteeseen. Normaalit ihmisen erytrosyytit, joilla on vastaava antigeeni, agglutinoituvat antigeeniin
suunnatun spesifisen vasta-aineen lasnd ollessa.

REAGENSSI
Tama reagenssi sisdltdd seuraavan solukloonin vasta-aineita:
Anti-D monoclonal, human IgM clone: P3x61

Reagenssi sisdltdd < 0,1 % (w/v) natriumatsidia séilontaaineena. Liséksi reagenssi sisaltaa natriumkloridia, makromolekyylejd ja naudan albumiinia, joka on Yhdysvaltain
eldinladkaripalvelun tarkastajien testaamaa ja sertifioimaa.

VAROITUS: Kasittele biologista reagenssia asianmukaisella huolellisuudella. Tama testiseerumi on valmistettu soluviljelmien supernatanteista. Biologisena tuotteena sité on
pidettdva mahdollisesti tartuntavaarallisena, koska taudinaiheuttajien aiheuttamaa vaaraa ei voida koskaan téysin sulkea pois. Testiseerumi sisaltaa natriumatsidia, joka voi
olla myrkyllisté ja reagoida lyijyn tai kuparin kanssa muodostaen erittdin rajéhtdvia suoloja. Huuhtele havittamisen yhteydessa runsaalla vedelld. Edelld mainituista syista
testiseerumia on kasiteltdva varoen.

SAILYTYSVAATIMUKSET

Sailytd avaamattomana/avattuna +2...48 °C:n lampdtilassa tai kdyton aikana huoneenldammdssa. Ala kdytd reagenssia etikettiin merkityn viimeisen kayttopaivan jalkeen!

HUOMAUTUKSET

1. On suositeltavaa, etta jokainen reagenssiera testataan asianmukaisilla positiivisilla ja negatiivisilla kontrolleilla.

2. Epéaasianmukainen sdilytys heikentaa reagenssin tehoa.

3. Reagenssin lievd sameus ei vaikuta sen reaktiivisuuteen. Tuotteen bakteeri- ja kemikaalikontaminaatiota on véltettéva. Jos reagenssissa havaitaan ndkyva muutos, sitd
ei saa enda kayttaa, silld muutos voi viitata mikrobiologiseen kontaminaatioon.

4. Positiivisten reaktioiden voimakkuus riippuu myds kdytetyn veren idsta.

5. Madritetyn nopeusalueen ulkopuolella tapahtuva sentrifugointi voi johtaa virheellisiin tuloksiin.

6. Alla kuvattu testimenetelmd on tarkoitettu vain manuaaliseen testaukseen. Jos kadytdt automaattisia tai osittain automaattisia instrumentteja, noudata laitteen
valmistajan toimittamassa kayttdoppaassa kuvattuja menettelyjd. Laboratorioissa on noudatettava hyvaksyttyja validointimenettelyja.

7. Taman reagenssin kdytdssa on noudatettava kaikkia voimassa olevia kansallisia lakeja, direktiiveja ja ohjeita.

[Saksassa on noudatettava erityisesti ohjeen “Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Hémotherapie)”™
kulloistakin versiota.]
8. Tama testiseerumi reagoi negatiivisesti luokan DV! erytrosyyttien kanssa.

NAYTTEEN VALMISTELEMINEN
1. Verindyte on otettava hyvaksytyn laaketieteellisen menetelman mukaisesti.
2. Testattava verindyte on kaytettdva niin pian ndytteenoton jélkeen kuin mahdollista ndytteen virheellisen sdilytyksen tai kontaminaation aiheuttamien vaarien
positiivisten ja vaarien negatiivisten tulosten riskin pienentdmiseksi.
Jos testin suorittaminen viivastyy, ndytettd on sdilytettdva +2...+8 °C:n lampdtilassa.
EDTA:han otettu veri on testattava 7 pdivan kuluessa ja ndyte on kasiteltdva natriumsitraatilla 14 péivan kuluessa ndytteenotosta.
Veripussia / luovuttajan verta voidaan testata viimeiseen kayttopaivaan asti.

REAGENSSIN VALMISTELEMINEN
Reagenssia ei tarvitse erityisesti valmistella. Kaytd reagenssi suoraan pulloista.

TOIMENPIDE
Tarvittavat materiaalit, jotka eivat sisélly toimitukseen:
Objektilasimenetelma Putken sentrifugointimenetelma
1. objektilasi 1. koeputkia, 10 x 75 mm tai 12 x 75 mm
2. Pasteur-pipetti 2. pipetteja, joilla voi annostella 50 pl / 100 pi
3. sekoitustikku 3. ajastin
4, ajastin. 4. sentrifugi
5. isotoninen suolaliuos (0,85-0,9 % natriumkloridia)
) 3 6. kertakayttdisia pipetinkarkia.
Testaustoimenpide

Objektilasimenetelma

Kayta vain erytrosyyttisedimenttia.

Laita merkitylle objektilasille yksi tippa (noin 50 pl) reagenssia.

Lisaa Pasteur-pipetilld objektilasilla olevaan reagenssitippaan yksi tippa erytrosyyttisedimenttid (noin 50 pl).
Sekoita erytrosyytit ja reagenssi tikulla huolellisesti ja levité ne halkaisijaltaan noin 2 cm:n ympyraksi.
Taq(kista agglutlinaatio kallistamalla objektilasia hieman 1 minuutin kuluttua (reaktio alkaa sekunneissa).
Dokumentoi tulos.

utken sentrifugointimenetelma

Valmista 2-5 %:n punasolususpensioita isotonisessa suolaliuoksessa

(punasolut voidaan pesta 1-3 kertaa isotonisella suolaliuoksella).

Lisaa ensin 100 pl reagenssia merkittyyn putkeen ja lisaa sitten 100 pl sopivaa solususpensiota putkeen.

Vaihtoehtoisesti voidaan lisata yksi tippa = noin 50 pl solususpensiota per yksi tippa = noin 50 pl testiseerumia.

Sekoita punasolu-/reagenssiseos hyvin ravistamalla sitd kevyesti.

Inkuboi putkea huoneenldmmadssd 1-15 minuutin ajan.

Sentrifugoi putkea 1 minuutin ajan 2 000 rpm:n nopeudella (noin 800—1 000 x g).

RaKista punasollut varovasti kokonaan irti putken pohjasta ja tarkista agglutinaatio makroskooppisesti 3 minuutin kuluessa.
Dokumentoi tulos.

TULOSTEN TULKINTA

Kallista hieman objektilasimenetelmassa ja ravista kevyesti putken sentrifugointimenetelmdssa.

Positiivinen tulos (+): erytrosyyttien ndkyva agglutinaatio osoittaa vastaavan antigeenin olemassaolon.

Negatiivinen tulos (-): erytrosyyttien nakyvan agglutinaation puuttuminen osoittaa vastaavan antigeenin puuttumisen.

TOIMENPITEEN RAJOITUKSET

. Kayttoohjeiden osioita “Toimenpide” ja “Tulosten tulkinta” on noudatettava tarkasti, jotta tutkimustulokset olisivat tarkkoja.

Testituloksesta ei voida tehdd patevad johtopaatostd, jos kontrolleissa on epdvarmoja tai vaaria tuloksia.

Entsyymilla kasitellyt punasolut tai naudan albumiinin ja/tai muiden proteiinia sisdltavien liuosten lisddminen voivat aiheuttaa epaspesifisia reaktioita.
Hemolysoituneita, sameita, kontaminoituneita tai hyytyneitd ndytteita ei saa kayttaa.

Objektilasimenetelmdssa epaspesifisia reaktioita voi aiheutua reaktioseoksen kuivumisen tai objektilasin kuumenemisen vuoksi.
Objektilasimenetelméssé el havaita useimpia heikkoja D-antigeeneja (D) ja -antigeeniluokkia.

Tama testiseerumi reagoi negatiivisesti luokan D! erytrosyyttien kanssa.

Koska antigeeniekspressio vaihtelee, reagenssin reaktiivisuus tiettyja fenotyyppeja vastaan voi olla heikompaa verrattuna kontrollisoluihin.

Mik&an tiefty antiseerumi tai tekniikka ei takaa kaikkien harvinaisten tai heikkojen antigeenien tai antigeenivarianttien havaitsemista?.
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SUORITUSKYKY

Suorituskyvyn arviointi suoritettiin yhteisten teknisten eritelmien mukaisesti (YTE, komission paatds, 3. helmikuuta 2009). Siind kaytettiin erilaisia naytteita (luovuttaja,
potilas, verindytesarja) ja verrattiin laitetta muihin laitteisiin.

Tuote Positiivinen Vaara Herkkyys Negatiivinen Vaara Spesifisyys
negatiivinen positiivinen
Anti-D monoclonal, human IgM clone: P3x61 1335 0* 100%* 309 0 100%

* Anti-D:n (klooni: P3x61) osalta objektilasimenetelméssa kahdeksasta D"*-ndytteestd saatiin testissa véara negatiivinen tulos, joten tdmén nimenomaisen menetelman
herkkyys oli vain 99,56 %.
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