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REACTIVI MONOCLONALI PENTRU DETERMINAREA GRUPEI SANGUINE                                                                                                                         
INSTRUCŢIUNI DE UTILIZARE                                                                                                                                                          

Anti-D Duoclone Monoclonal: Pentru tehnicile cu eprubetă, ID Rad, Ortho BioVue, cu microplăci şi cu lamă. 
 

REZUMAT 
 

Sistemul grupelor sanguine Rh a fost descoperit în 1940. Antigenul D este, din 
punct de vedere clinic, cel mai semnificativ antigen eritrocitar non-ABO şi este 
implicat în producerea reacţiilor hemolitice la transfuzii şi a bolii hemolitice a nou-
născutului. 
 

Anti-D Fenotip Caucazieni %
3
 Afro-americani %

3
 

+ Rh D +ve 83 92 

0 Rh D -ve 17 8 
 

 
SCOPUL PROPUS 
 

Reactivii Anti-D sunt reactivi pentru determinarea grupei sanguine destinaţi a fi 
folosiţi pentru a determina calitativ prezenţa sau absenţa antigenului Rh D pe 
globulele roşii ale donatorilor de sânge sau ale pacienţilor care au nevoie de o 
transfuzie sanguină în cazul testării conform tehnicilor recomandate şi prezentate 
în aceste instrucţiuni de utilizare. 
 

PRINCIPIUL 
 

Reactivul conţine anticorpi împotriva antigenului D de pe globulele roşii umane şi 
va provoca aglutinarea (aglomerarea) directă a globulelor roşii umane purtătoare 
ale antigenului D şi aglutinarea indirectă a globulelor roşii umane din categoria 
D

VI
 în faza testului antiglobulinic. Neaglutinarea (neaglomerarea) indică în 

general absenţa antigenului D de pe globulele roşii umane (consultaţi Limitări). 
 

REACTIV 
 

Reactivul Monoclonal Anti-D Duoclone Lorne este un reactiv amestecat, cu 
conţinut scăzut de proteine, care conţine Anti-D monoclonal uman IgM şi IgG, 
diluat într-un tampon fosfat care conţine clorură de sodiu (0,9 g%), albumină 
bovină (2,0 g%) şi potenţiatori macromoleculari (1,5 g%). La tipizarea probelor de 
la pacient, acest reactiv va aglutina direct globulele roşii Rh D pozitiv, inclusiv 

majoritatea variantelor (dar nu D
VI

), precum şi o mare parte a fenotipurilor D (D
u
) 

slabe, dacă este folosit conform tehnicilor recomandate. Reactivii nu conţin sau 
nu sunt compuşi din substanţe CMR, substanţe perturbatoare pentru sistemul 
endocrin sau care ar putea provoca sensibilizare sau o reacţie alergică în cazul 
utilizatorului. Reactivul este furnizat la diluarea optimă pentru utilizare pe probele 
de la pacienţi cu toate tehnicile recomandate prezentate mai jos fără să mai fie 
necesară diluarea sau adăugarea suplimentară. Pentru numărul de referinţă al 
lotului şi data de expirare, consultaţi Eticheta flaconului. 
 

IgM / IgG Linie celulară / 
Clonă 

IgM RUM-1 

IgG MS-26 
 

EXPRESIA SLĂBITĂ A ANTIGENULUI RhD 
 

Termenul colectiv D
u
 este utilizat pe scară largă pentru a descrie globulele roşii 

cu o expresie a antigenului D mai slabă decât cea normală. Expresia „D slab” se 
referă la persoanele cu un număr redus de situsuri antigenice D complete per 
globulă roşie. Expresia „D parţial” se referă la persoanele cu epitopi D lipsă. D

VI
 

este o categorie a D parţial în care lipsesc majoritatea epitopilor D. Reactivul 
Duoclone va detecta majoritatea exemplelor de globule roşii D parţiale şi slabe 
prin aglutinare directă, dar nu va detecta celulele D

VI
. Acest reactiv va detecta 

celulele D
VI

 şi D parţial în faza IAT. 
 

DEPOZITARE 
 

Flacoanele cu reactiv trebuie depozitate la temperaturi cuprinse între 2 şi 8 ºC 
după primire. Depozitarea prelungită la temperaturi în afara acestui interval poate 
duce la pierderea accelerată a reactivităţii. Acest reactiv a fost supus unor studii 
de stabilitate la transport la 37 

o
C şi –25 

o
C, conform precizărilor din documentul 

BS EN ISO 23640:2015.  
 

RECOLTAREA ŞI PREGĂTIREA PROBEI 
 

Probele de sânge pot fi recoltate în EDTA, citrat, anticoagulanţi CPDA sau ca 
probă coagulată. Probele trebuie testate cât mai curând posibil după recoltare. 
Dacă survine o întârziere în ce priveşte testarea, păstraţi probele la 2-8 ºC. 
Probele care prezintă o hemoliză intensă sau o contaminare microbiană nu 
trebuie utilizate pentru testare. Probele de sânge care prezintă semne de liză pot 
conduce la rezultate neconcludente. Este de preferat (dar nu esenţial) să spălaţi 
toate probele de sânge cu PBS sau soluţie salină izotonă înainte de testare. 
 

PRECAUŢII 
 

1. Reactivul este destinat exclusiv diagnosticului in vitro. 
2. Dacă un flacon cu reactiv este crăpat sau curge, aruncaţi conţinutul 

imediat. 
3. Nu folosiţi reactivul după data de expirare (consultaţi Eticheta flaconului).  
4. Nu folosiţi reactivul dacă observaţi că s-a format un precipitat.  
5. Purtaţi echipament de protecţie când manipulaţi reactivii, cum ar fi mănuşi 

de unică folosinţă şi un halat de laborator.  

6. Reactivul a fost filtrat printr-o membrană de 0,2 µm pentru a reduce 
încărcătura biologică, dar nu este livrat steril. După deschiderea flaconului, 
reactivul poate fi folosit până la data de expirare dacă nu se observă o 
turbiditate marcată, care ar putea indica deteriorarea sau contaminarea 
reactivului. 

7. Reactivul conţine <0,1% de azidă de sodiu. Azida de sodiu poate fi toxică 
dacă este ingerată şi poate reacţiona cu conductele din plumb sau cupru 
formând azide metalice explozive. La eliminare, spălaţi cu cantităţi mari de 
apă. 

8. Materialele utilizate pentru producerea reactivului au fost testate la sursă şi 
au indicat un rezultat negativ pentru anticorpii HIV 1+2 şi HCV, şi HBsAg în 
cadrul unor teste microbiologice aprobate.  

9. Nu se cunosc teste care să garanteze faptul că produsele derivate din 
surse umane sau animale nu prezintă agenţi infecţioşi. Fiţi atenţi când 
utilizaţi şi când eliminaţi un flacon şi conţinutul acestuia. 

 
ELIMINAREA REACTIVULUI ŞI CUM SE ACŢIONEAZĂ ÎN CAZ DE 
STROPIRE 
 

Pentru informaţii privind eliminarea reactivului şi metodele de decontaminare a 
unui loc în caz de stropire, consultaţi Fişele cu date de securitate ale 
materialului, disponibile la cerere. 
 

MARTORI ŞI RECOMANDĂRI 
 

1. Se recomandă testarea în paralel a unui martor pozitiv (ideal, celule din 
grupa R1r) şi a unui martor negativ (ideal, celule rr) cu fiecare lot de teste. 
Testele trebuie considerate nevalide dacă probele martor nu prezintă 
rezultatele prevăzute. 

2. La tipizarea unor globule roşii de la un pacient diagnosticat cu o boală care 
provoacă acoperirea globulelor roşii cu anticorpi sau cu alte proteine (cum 
ar fi, HDN, AIHA), este important să testaţi globulele roşii ale pacientului 
folosind martorul negativ de reactiv Lorne (Monoclonal D Negative Control 
(nr. de catalog 650010)). Testele trebuie considerate nevalide dacă 
globulele roşii sunt aglutinate folosind Monoclonal D Negative Control de la 
Lorne (nr. de catalog 650010). 

3. Testaţi probele pentru determinarea categoriei D
VI

 numai cu tehnicile de 
test antiglobulinic indirect, Coombs Bio-Rad, ID Bio-Rad şi Coombs 
Ortho BioVue. 

4. Antigenele slabe şi variantele de D sunt detectate foarte greu prin tehnicile 
cu cartelă cu gel, placă de microtitru şi lamă. Se recomandă testarea 
variantelor slabe şi parţiale folosind tehnicii de testare cu eprubetă.  

5. Tehnica de testare în eprubetă a antiglobulinei poate fi considerată validă 
numai dacă toate testele negative reacţionează pozitiv cu globulele roşii 
sensibilizate cu IgG. 

6. Înainte de utilizare, lăsaţi reactivul să ajungă la temperatura camerei. 
Imediat după utilizare, depozitaţi reactivul înapoi la o temperatură cuprinsă 
între 2 şi 8 

o
C. 

7. În Tehnici recomandate, un volum reprezintă aproximativ 50 µl cu pipeta 
flaconului furnizată. 

8. Utilizarea reactivului şi interpretarea rezultatelor trebuie efectuate de 
personal calificat şi instruit în mod corespunzător în conformitate cu 
cerinţele ţării în care se utilizează reactivii.  

9. Utilizatorul trebuie să stabilească în ce măsură se pot utiliza reactivii în alte 
tehnici. 

 

REACTIVI ŞI MATERIALE NECESARE 
 

 Antiglobulină umană, de ex., Lorne AHG Elite (Cat # 435010) sau Anti-IgG 
umană, de ex., Anti-Human IgG Lorne (Cat # 402010). 

 Pipete volumetrice. 

 Lame de sticlă pentru microscopie sau plăci de cartelă albe. 

 Beţişoare aplicatoare. 

 Eprubete de sticlă (10 x 75 mm sau 12 x 75 mm). 

 Baie de apă sau incubator cu căldură uscată echilibrate la 37 ºC ± 2 ºC. 

 Centrifugă pentru eprubete. 

 Spălător de celule Coombs. 

 Microplăci cu godeuri în formă de U validate. 

 Centrifugă pentru microplăci. 

 Agitator pentru plăci. 

 Cititor automat pentru plăci. 

 Cartele ID Bio-Rad (LISS/Coombs) şi NaCl (test enzimatic şi aglutinine la 
rece). 

 Centrifugă ID Bio-Rad. 

 ID-CellStab sau ID-Diluent 2 Bio-Rad.  

 Incubator ID Bio-Rad echilibrat la 37 ºC ± 2 ºC. 

 Casete sistem Ortho BioVue (AHG/Coombs) şi neutre. 

 Centrifugă sistem Ortho BioVue. 

 Bloc termic sistem Ortho BioVue echilibrat la 37 ºC ± 2 ºC. 

 Diluant globule roşii 0,8% Ortho. 

 Globule roşii sensibilizate cu IgG, de ex. Celule de control Coombs Lorne 
(Cat # 970010). 

 Soluţie PBS (pH 6,8–7,2) sau soluţie salină izotonă (pH 6,5–7,5). 
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 Globule roşii martor pozitiv (ideal, R1r) şi negativ (rr). 
 

TEHNICI RECOMANDATE (NU CATEGORIA D
VI

) 
 

A.    Tehnica cu eprubetă  
 

1. Pregătiţi o suspensie de 2-3% din globulele roşii în PBS sau soluţie salină 
izotonă. 

2. Puneţi într-o eprubetă etichetată: 1 volum de reactiv Duoclone Lorne şi 1 
volum de suspensie de globule roşii. 

3. Amestecaţi temeinic şi centrifugaţi toate eprubetele timp de 20 de secunde 
la 1000 rcf sau la un alt raport adecvat între timp şi forţă. 

4. Resuspendaţi uşor butonul de hematii şi efectuaţi citirea macroscopică 
pentru aglutinare 

5. Orice eprubetă, care prezintă un rezultat negativ sau discutabil (care poate 
apărea la probele D

u
 sau D slab), trebuie incubată timp de 15 minute la 

temperatura camerei. 
6. După incubare, repetaţi paşii 3 şi 4. 
 

B. Tehnica ID Bio-Rad (cartele NaCl, test enzimatic şi aglutinine 
la rece) 

 

1. Pregătiţi o suspensie de 0,8% din globulele roşii în ID-CellStab sau ID-
Diluent 2. 

2. Îndepărtaţi folia de aluminiu de pe cât mai multe microeprubete, după cum 
este necesar. 

3. Puneţi în microeprubeta corespunzătoare: 50 µl de suspensie de globule 
roşii de testare şi 25 µl de reactiv Duoclone Lorne. 

4. Centrifugaţi cartela(ele) ID într-o centrifugă pentru cartele cu gel. 
5. Efectuaţi citirea macroscopică pentru aglutinare. 

 
C.     Tehnica Ortho BioVue (casete neutre) 
 

1. Pregătiţi o suspensie de 0,8% din globulele roşii în diluant de globule roşii 
Ortho 0,8% 

2. Îndepărtaţi folia de aluminiu de pe cât mai multe camere de reacţie, după 
cum este necesar. 

3. Puneţi în camera de reacţie corespunzătoare: 50 µl de suspensie de 
globule roşii de testare şi 40 µl de reactiv Duoclone Lorne. 

4. Centrifugaţi caseta(ele) într-o centrifugă de sistem Ortho BioVue. 
5. Efectuaţi citirea macroscopică pentru aglutinare. 
 

D.     Tehnica cu microplăci, care utilizează godeuri în formă de U 
 

1. Pregătiţi o suspensie de 2-3% din globulele roşii în PBS sau soluţie salină 
izotonă. 

2. Puneţi într-un godeu corespunzător: 1 volum de reactiv Duoclone Lorne şi 
1 volum de suspensie de globule roşii. 

3. Amestecaţi temeinic, de preferinţă cu un agitator pentru microplăci, având 
grijă să evitaţi contaminarea încrucişată între godeuri.  

4. Incubaţi la temperatura camerei timp de 15 minute (timpul depinde de 
utilizator). 

5. Centrifugaţi microplaca timp de 1 minut la 140 rcf sau la un alt raport 
adecvat între timp şi forţă. 

6. Resuspendaţi butonul celular cu o agitaţie atent controlată într-un agitator 
de microplăci  

7. Efectuaţi citirea macroscopică sau cu un cititor automat validat. 
8. Orice reacţie slabă trebuie reconfirmată prin tehnica cu eprubetă. 
 

E.     Tehnica cu lamă 
 

1. Pregătiţi o suspensie de 35-45% din globulele roşii în ser, plasmă, sau PBS 
sau soluţie salină izotonă sau utilizaţi sânge integral anti-coagulat (în 
plasmă proprie). 

2. Puneţi pe o lamă de sticlă sau o placă de cartelă etichetată: 1 volum de 
reactiv Duoclone Lorne şi 1 volum de suspensie de globule roşii de testare. 

3. Folosind un beţişor aplicator curat, amestecaţi reactivul şi celulele pe o 
suprafaţă de circa 20 x 40 mm. 

4. Înclinaţi încet lama înainte şi înapoi timp de 30 de secunde, amestecând 
ocazional şi mai mult în intervalul de 1 minut, păstrând lama la temperatura 
camerei. 

5. Efectuaţi citirea macroscopică după 1 minut la lumină difuză şi nu 
confundaţi firele de fibrină cu aglutinarea. 

6. Orice reacţie slabă trebuie reconfirmată prin tehnica cu eprubetă. 
 

TEHNICI RECOMANDATE (PENTRU A DETECTA CATEGORIA D
VI

) 
 

A. Tehnica indirectă cu antiglobulină (IAT) 
 

1. Pregătiţi o suspensie de 2-3% din globulele roşii în PBS sau soluţie salină 
izotonă. 

2. Puneţi într-o eprubetă etichetată: 1 volum de Duoclone Lorne şi 1 volum de 
suspensie de globule roşii de testare. 

3. Amestecaţi bine şi incubaţi la 37 ºC timp de 15 minute. 
4. Spălaţi globulele roşii cel puţin o dată cu PBS sau soluţie salină izotonă, 

având grijă să decantaţi soluţia salină între spălări şi să resuspendaţi 
fiecare buton de celule după fiecare spălare. Decantaţi complet soluţia 
salină după ultima spălare. 

5. Adăugaţi 2 picături de AHG sau anti-IgG la fiecare buton de celule uscate.  
6. Amestecaţi temeinic şi centrifugaţi toate eprubetele timp de 20 de secunde 

la 1000 rcf sau la un alt raport adecvat între timp şi forţă. 
7. Resuspendaţi fiecare buton de hematii şi efectuaţi citirea macroscopică. 
8. Confirmaţi validitatea tuturor reacţiilor negative cu globulele roşii 

sensibilizate cu IgG.  
 

B.     Tehnica ID Bio-Rad (cartele LISS/Coombs) 
 

1. Pregătiţi o suspensie de 0,8% din globulele roşii în ID-CellStab sau ID-
Diluent 2. 

2. Îndepărtaţi folia de aluminiu de pe cât mai multe microeprubete, după cum 
este necesar. 

3. Puneţi în microeprubeta corespunzătoare: 50 µl de suspensie de globule 
roşii şi 25 µl de Duoclone Lorne. 

4. Incubaţi cartela(ele) timp de 15 minute la 37 ºC. 
5. Centrifugaţi cartela(ele) ID într-o centrifugă pentru cartele cu gel.  
6. Efectuaţi citirea macroscopică pentru aglutinare. 
 

C.     Tehnica Ortho BioVue (casete AHG/Coombs) 
 

1. Pregătiţi o suspensie de 0,8% din globulele roşii în diluant de globule roşii 
Ortho 0,8%. 

2. Îndepărtaţi folia de aluminiu de pe cât mai multe camere de reacţie, după 
cum este necesar. 

3. Puneţi în camera de reacţie corespunzătoare: 50 µl de suspensie de 
globule roşii de testare şi 40 µl de Duoclone Lorne. 

4. Incubaţi caseta(ele) timp de 15 minute la 37 ºC. 
5. Centrifugaţi caseta(ele) într-o centrifugă de sistem Ortho BioVue. 
6. Efectuaţi citirea macroscopică pentru aglutinare. 
 

INTERPRETAREA REZULTATELOR TESTULUI 
 

1. Pozitiv: Aglutinarea globulelor roşii constituie un rezultat pozitiv şi, în 
limitele acceptate ale procedurii de testare, indică prezenţa antigenului D 
pe globulele roşii.   

2. Negativ: Neaglutinarea globulelor roşii constituie un rezultat negativ şi, în 
limitele acceptate ale procedurii de testare, indică absenţa antigenului D pe 
globulele roşii. 

3. Martor: Rezultatele testului unor celule care sunt aglutinate folosind 
martorul negativ al reactivului trebuie excluse, deoarece aglutinarea este 
cel mai probabil cauzată de efectul potenţiatorilor macromoleculari în 
reactivul de pe celulele sensibilizate.   

 

STABILITATEA REACŢIILOR 
 

1. Efectuaţi citirea testelor cu eprubetă şi microplacă imediat după 
centrifugare.  

2. Finalizaţi etapele de spălare fără întrerupere şi centrifugaţi şi citiţi testele 
imediat după adăugarea antiglobulinei umane deoarece orice întârziere 
poate duce la disocierea complexelor antigen-anticorp, generând reacţii 
fals negative sau slab pozitive. 

3. Testele cu lamă ar trebui interpretate după maximum 1 minut pentru a 
garanta specificitatea şi a evita riscul de a interpreta incorect un rezultat 
negativ ca fiind pozitiv din cauza uscării reactivului. 

4. Aveţi grijă la interpretarea rezultatelor testelor efectuate la alte temperaturi 
decât cele recomandate. 

 

LIMITĂRI 
 

1. Anti-D Lorne nu este conceput pentru a fi utilizat cu celule tratate enzimatic 
sau cu celule suspendate în LISS. 

2. Orice alte soluţii pentru producerea de suspensii eritrocitare decât cele 
descrise în secţiunile „Tehnici recomandate” din document trebuie validate 
înainte de utilizare. Unele soluţii pot genera reacţii fals pozitive sau fals 
negative. 

3. Sângele stocat poate genera reacţii mai slabe decât sângele proaspăt 
4. Se poate observa o aglutinare fals pozitivă la testarea celulelor 

sensibilizate cu IgG. 
5. Rezultatele fals pozitive sau fals negative pot fi generate şi de: 

 Contaminarea materialelor folosite în testare  

 Depozitarea, concentraţia celulară, timpul sau temperatura de 
incubaţie necorespunzătoare  

 Centrifugarea necorespunzătoare sau excesivă  

 Abaterea de la tehnicile recomandate 
 

CARACTERISTICI DE PERFORMANŢĂ SPECIFICE 
 

1. Înainte de a fi pus pe piaţă, fiecare lot de reactiv Anti-D Duoclone Lorne a 
fost testat conform metodelor de testare recomandate şi enumerate în 
aceste instrucţiuni de utilizare. Testele corespund cerinţelor de testare 
prezentate în numărul/versiunea curentă a „Guidelines for the Blood 
Transfusion Services in the United Kingdom” (Orientări pentru Serviciile de 
transfuzii sanguine din Regatul Unit) şi „Common Technical Specifications” 
(Specificaţii tehnice comune). 

2. Specificitatea anticorpilor monoclonali la sursă este demonstrată cu ajutorul 
unui panou de celule cu antigen negativ. 

3. Forţa reactivului a fost testată în raport cu standardul de referinţă privind 
forţa minimă obţinut de la Institutul Naţional de Standarde Biologice şi 
Control (NIBSC):  

 Referinţă Anti-D 99/836. 
4. Controlul calităţii reactivilor a fost efectuat cu globule roşii cu fenotipuri care 

au fost verificate de un centru pentru transfuzii sanguine din Regatul Unit şi 
care au fost spălate cu PBS sau soluţie salină izotonă înainte de utilizare. 

 

DECLINAREA RESPONSABILITĂŢII 
 

1. Utilizatorul este singurul responsabil pentru performanţa reactivului în cazul 
utilizării altor metode decât cele menţionate în Tehnici recomandate.  

2. Orice abatere de la Tehnicile recomandate trebuie validată înainte de 
utilizare

6
. 
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DIMENSIUNI REACTIV DISPONIBILE 
 

Mărime 
flacon 

Număr de catalog Teste per 
flacon 

10 ml 740010 200 

1000 ml 740000* 20.000 

5000 ml 740000x5* 100.000 

 
*Această mărime este valabilă numai pentru utilizare de fabricaţie 
suplimentară (FFMU) şi, prin urmare, nu are marcajul CE. 
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