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MONOKLONALIS VERCSOPORT-MEGHATAROZO REAGENSEK

HASZNALATI UTMUTATO

Anti-D Clone 1 és Clone 2 Monoclonal: Kémcsoves, Bio-Rad-ID, Ortho BioVue, mikrolemezes és targylemezes

moédszerekhez.

OSSZEFOGLALAS

Az Rh vércsoportrendszert 1940-ben fedezték fel. A D antigén a klinikai
szempontbdl legjelentésebb nem ABO vordsvérsejt-antigén, amely szerepet
jatszik a hemolitikus transzf(ziés reakciok és az Gjszuléttkori hemolitikus
betegség kialakulasaban.

Anti-D Fenotipus Kaukézausiak Afroamerikaiak %
%
+ Rh D +ve 83 92
0 Rh D -ve 17 8

FELHASZNALASI TERULET

Az Anti-D reagensek olyan vércsoport-meghatarozé reagensek, amelyek célja az
Rh D antigén véradok vagy vértranszfuziot igénylé betegek vérdsvérsejtjein valod
jelenlétének vagy hianyanak kvalitativn meghatarozésa, a jelen haszndlati
Utmutatéban ismertetett ajanlott médszerekkel vizsgéalva.

ALAPELV

A reagens a human voérésvérsejteken Iévd D antigén elleni antitesteket tartalmaz,
és a D antigént hordoz6 human vordsvérsejtek kdzvetlen agglutinaciojat
(6sszecsap6dasat) okozza. Az agglutinacié (6sszecsapddas) hianya altalaban a
D antigén hianyat jelzi a human vordsvérsejteken (lasd a Korlatok cimi részt).

REAGENSEK

A Lorne Monoclonal IgM Anti-D Clone 1 és Clone 2 vércsoport-meghatarozé
reagensek alacsony fehérjetartalmud reagensek, amelyek human monoklonalis
IgM antitestet tartalmaznak, natrium-kloriddal (0,9 g%), szarvasmarha albuminnal
(2,0 g%) és makromolekularis potenciatorokkal (1,5 g%) higitva. Betegmintak
tipizalasakor az egyes reagensek kdzvetlenil agglutinaljgk az Rh D pozitiv
sejteket, beleértve a variansok tobbségét (kivéve a D¥'-t) és a gyenge D (D")
fenotipusok nagy részét az ajanlott moédszerek alkalmazésa esetén. A reagensek
nem tartalmaznak CMR (rakkeltd, mutagén vagy reprodukciot karosito)
anyagokat, endokrin rendszert karos anyagokat, illetve olyan anyagokat,
amelyek a felhasznalénal szenzibilizaciét vagy allergias reakciét okozhatnak. Az
egyes reagenseket betegmintakon az alabbiakban felsorolt 6sszes ajanlott
madszerrel valé hasznalathoz optimalis higitasban szallitjak, tovabbi higitast
vagy kiegészitést nem igényelnek. A tétel referenciaszamat és lejarati datumat
lasd az tveg cimkéjén.

Termék Sejtvonal/klon
Anti-D Clone 1 RUM-1
Anti-D Clone 2 MS-201

AZ RhD ANTIGEN CSOKKENT EXPRESSZIOJA

A D" egyiittes kifejezés széles korben hasznalt azoknak a vorosvérsejteknek a
leirasara, amelyek a normalisnal gyengébben expresszaljak a D antigént. A
gyenge D kifejezés a vordsvérsejtenként kevesebb teljes D antigénhellyel
rendelkezé személyeket jeldli. A részleges D kifejezés a hianyzé D antigén-
epitopokkal rendelkez6 személyeket jeldli. A D' sejtek egy részleges D
kategdria, amelyben hidnyzik a legtébb D epitop. Az 1. és a 2. klén reagens
egyarant kozvetlen agglutinaciéval mutatja ki a részleges és gyenge D
vorosvérsejtek legtobbjét, a DV'-sejteket azonban nem mutatja ki.

TAROLAS

A reagensilivegeket a kézhezvételiket kdvetéen 2—8 °C-on kell tarolni. A
megadott hémérséklet-tartomanyon kiviili, hosszabb ideig térténd tarolas
felgyorsithatja a reagens reakcidoképességének elvesztését. A reagensen 37 °C-
on és —25 °C-on szallitasi stabilitasi vizsgalatot végeztek a BS EN ISO
23640:2015 dokumentumban leirtak szerint.

MINTAVETEL ES ELOKESZITES

A vérmintakat EDTA, citrat, CPDA antikoagulansokban vagy alvadt mintaként
lehet gydijteni. A mintakat a mintavételt kdvetéen a lehetd leghamarabb meg kell
vizsgalni. Ha a vizsgalatot csak késdbb lehet elvégezni, a mintakat tarolja 2—8
°C-on. A lathaté hemolizist vagy mikrobidlis szennyez&dést mutatd mintakat nem
szabad vizsgéalathoz hasznalni. A lizisre utal6 jeleket mutat6é vérmintak
megbizhatatlan eredményeket adhatnak. A vizsgalat el6tt javasolt (de nem
feltétlenul szikséges) az dsszes vérminta PBS-sel vagy izotonias séoldattal valé
moséasa.

OVINTEZKEDESEK

1.  Areagensek kizardlag in vitro diagnosztikai felhasznéalasra szolgalnak.
2. Haareagensuveg megrepedt vagy szivarog, azonnal dobja ki a tartalmat.
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3. Ne hasznalja a reagenseket a lejarati datumot kévetden (lasd az liveg
cimkéjét).

4. Ne hasznalja a reagenseket csapadék jelenléte esetén.

5.  Areagensek kezelésekor védéruhazatot, példaul eldobhaté kesztydit és
laboratériumi kdpenyt kell viselni.

6. A bioldgiai terhelés csokkentése érdekében a reagenseket 0,2 pm-es
kapszulan atszirték, de nem sterilen szallitjak. Az tveg felnyitasa utan a
tartalomnak a lejarati datumig mikédéképesnek kell maradnia, mindaddig,
amig nincs benne lathat6 zavarossag, amely a reagens karosodasat vagy
szennyez&dését jelezheti.

7. Areagensek < 0,1% natrium-azidot tartalmaznak. A natrium-azid lenyelve
mérgez6 lehet, illetve az dlom- és rézvezetékkel reakcidba léphet és
robbanasveszélyes fém-azidokat képezhet. Artalmatlanitaskor nagy
mennyiségl vizzel dblitse le.

8.  Atermékek el6allitdsahoz hasznalt anyagokat a forrasnal megvizsgaltak,
és jovahagyott mikrobiolégiai vizsgalatokkal negativnak talaltak HIV 1+2 és
HCV antitestek, valamint HBsAg szempontjabol.

9. Egyetlen ismert vizsgalat sem tudja garantélni, hogy az emberi vagy éallati
eredetl termékek fert6z6 agensektél mentesek. Az Uivegek és azok
tartalmanak hasznélatakor és artalmatlanitasakor 6vatosan kell eljarni.

A REAGENS ARTALMATLANITASA ES A KIOMLOTT ANYAGOK
KEZELESE

A reagens artalmatlanitasaval és a kiomléssel érintett teriilet
szennyezédésmentesitésével kapcsolatos informéaciokat lasd a kérésre
rendelkezésre all6 anyagbiztonséagi adatlapokban.

KONTROLLOK ES TANACSOK

1. Javasolt az egyes vizsgalati tételekkel parhuzamosan egy pozitiv (idealisan
Rur sejtek) és egy negativ kontroll (idedlisan rr sejtek) vizsgalata. A
vizsgéalatokat érvénytelennek kell tekinteni, ha a kontrollok nem a vart
eredményeket mutatjak.

2. Azon betegek vorosvérsejtjeinek tipizalasakor, akiknél olyan betegséget
diagnosztizaltak, amely a vorosvérsejtek antitesttel vagy mas fehérjékkel
(példaul Gjszildttkori hemolitikus betegség vagy vagy autoimmun
hemolitikus anémia) bevonasat okozza, fontos a beteg vordsvérseijtjeinek
Lorne reagens-negativ kontroll (Monoclonal D Negative Control
(katalégusszam: 650010)) hasznalataval torténd vizsgalata.

3. Agyenge és részleges D antigénvariansokat rosszul detektalja a
gélkartyas, a mikrotiter lemezes és a targylemezes médszer. Javasolt a
gyenge és részleges D variansok kémcsoves maédszerrel torténd
vizsgélata.

4. Hasznalat el6tt hagyja a reagenst szobahémérsékletre felmelegedni.
Hasznélat utan a reagenst azonnal tegye vissza 2—8 °C-on torténé
tarolasra.

5. Az Ajanlott mddszerek cimii részben egy térfogat kordlbeldl 50 pl az
Giveghez mellékelt cseppent6é hasznalata esetén.

6.  Areagensek haszndlatat és az eredmények értelmezését megfeleléen
képzett és képesitett személyzetnek kell végeznie annak az orszagnak a
kévetelményeivel 6sszhangban, ahol a reagenseket hasznaljak.

7.  Afelhasznalénak kell meghataroznia a reagensek mas médszerekkel
végzett felhasznalasra valé alkalmasséagat.

SZUKSEGES REAGENSEK ES ANYAGOK

Volumetrikus pipettak.

Bio-Rad ID-kéartydk (NaCl, enzimteszt és hideg agglutininek).
Bio-Rad ID-centrifuga.

Bio-Rad ID-CellStab vagy ID-Diluent 2 oldat.

Ortho BioVue kazettak (neutralis).

Ortho BioVue centrifuga.

Ortho 0.8% Red Cell Diluent higitéoldat.

Uveg mikroszkop-targylemezek vagy fehér kartyalapok.
Applikatorpalcak.

Uveg kémcsovek (10 x 75 mm-es vagy 12 x 75 mm-es).
Kémcsécentrifuga.

Validalt, ,U” lyukakkal rendelkezé mikrolemezek.
Mikrolemez-centrifuga.

Lemezrazé készulék.

. PBS-oldat (pH 6,8-7,2) vagy izot6nias so6oldat (pH 6,5-7,5).
. Pozitiv (idedlisan Ryr) és negativ (rr) kontroll vérosvérsejtek.

AJANLOTT MODSZEREK
A. Kémcsoves médszer

1. Készitsen 2-3%-0s vorosvérsejt-szuszpenziét PBS-ben vagy izoténias
so6oldatban.

2. Tegyen egy felcimkézett kémcsoébe: 1 térfogat Lorne Anti-D reagenst és
1 térfogat vorosvérsejt-szuszpenziot.
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3.  Alaposan keverje 6ssze, majd centrifugalja az dsszes csovet
20 méasodpercig 1000 rcf-en vagy annak megfeleld, eltérd id6 és erd
alkalmazéaséaval.

4. Ovatosan szuszpendalja Gjra a vérosvérseijt-liledéket, és makroszképosan
olvassa le az agglutinaciot.

5. A negativ vagy megkérddjelezhetd eredményt mutatd csdveket (ahogy
gyenge D mintak esetén megtorténhet) 15 percig szobahémérsékleten kell
inkubalni.

6.  Azinkubalast kdvetden ismételje meg a 3. és a 4. |épést.

B. Bio-Rad-ID moédszer (NaCl, enzimteszt és hideg agglutininek
kéartyak)

1. Készitsen 0,8%-0s vorosvérsejt-szuszpenziét ID-CellStab vagy ID-Diluent
2 oldatban.

2. Tavolitsa el az aluminiumfoliat a sziikkséges szamu mikrocsorél.

3.  Tegyen a megfeleld mikrocsébe: 50 pl vérosvérsejt-szuszpenziét és 25 pl
Lorne Anti-D reagenst.

4.  Centrifugdlja az ID-kartya(ka)t Bio-Rad gélkartya-centrifugaban.

5.  Olvassa le makroszk6posan az agglutinaciot.

C. Ortho BioVue médszer (neutrdlis kazettak)

1. Készitsen 0,8%-0s vOrosvérsejt-szuszpenziot Ortho 0.8% Red Cell Diluent
higitoldatban.

2. Tavolitsa el az aluminiumfoliat a sziikséges szamu reakciékamrarol.

3. Tegyen a megfeleld reakciokamraba: 50 pl vorosveérsejt-szuszpenziot és
40 pl Lorne Anti-D reagenst.

4.  Centrifugdlja a kazetta(ka)t Ortho BioVue centrifugaban.

5.  Olvassa le makroszképosan az agglutinaciot.

D. Mikrolemezes médszer (,,U” lyukakkal)

1. Készitsen 2-3%-0s vorosvérsejt-szuszpenziét PBS-ben vagy izot6nias
sooldatban.

2. Tegyen a megfeleld lyukba: 1 térfogat Lorne Anti-D reagenst és 1 térfogat
vorosveérsejt-szuszpenziot.

3. Alaposan keverje 0ssze, lehetéleg mikrolemezrazo késziilékkel, ligyelve a
lyukak kozotti szennyez6dés elkerilésére.

4. Inkubadlja szobahémérsékleten 15 percig (az id6 a felhasznalotol fligg).

5. Centrifugélja a mikrolemezt 1 percig 140 rcf-en vagy annak megfeleld,
eltérd id6 és er6 alkalmazasaval.

6. Szuszpenddlia Ujra a sejtliledéket gondosan ellenérzott keverést
alkalmazva egy mikrolemezrazé készuléken.

7. Olvassa le makroszképosan vagy validalt automatikus leolvaséval.

8. A gyenge reakciokat kémcsoves maédszerrel meg kell ismételni.

E. Téargylemezes médszer

1.  Készitsen 35-45%-0s vorosvérsejt-szuszpenziét szérumban, plazmaban,
PBS-ben vagy izoténias so6oldatban, vagy hasznaljon antikoaguldlt teljes
Vért (sajat plazméajaban).

2. Tegyen egy felcimkézett iveg targylemezre vagy kartyalapra: 1 térfogat
Lorne Anti-D reagenst és 1 térfogat vorosvérsejt-szuszpenziot.

3.  Tiszta applikatorpalcaval keverje 0ssze a reagenst és a sejteket egy
korulbelll 20 x 40 mm-es teruleten.

4. Lassan dontse elére és hatra a targylemezt 30 masodpercig, idénként
tovabbi keveréssel az 1 perces id6tartam alatt, mikdzben a targylemezt
szobah&mérsékleten tartja.

5. 1 perc elteltével makroszkdposan olvassa le az eredmény szért fényben,
és a fibrinszalakat ne tévessze 0ssze az agglutinaciéval.

6. A gyenge reakcidkat kémcsoves maédszerrel meg kell ismételni.

A VIZSGALAT EREDMENYEINEK ERTELMEZESE

1. Pozitiv: A vorosvérsejtek agglutinaciéja pozitiv vizsgalati eredményt jelent,
és a vizsgélati eljaras elfogadott korlatain belul a D antigén jelenlétét jelzi a
vorosvérsejteken.

2. Negativ: A vorosvérsejtek agglutinaciéjanak hianya negativ eredményt
jelent, és a vizsgalati eljaras elfogadott korlatain belll a D antigén hianyat
jelzi a vorosvérsejteken.

3. Kontroll: A reagens-negativ kontroll alkalmazéasaval agglutindlt sejtek
vizsgalati eredményeit ki kell zarni, mivel az agglutinaciét valészinileg a
reagensben |év6 makromolekularis potenciatorok szenzibilizalt sejtekre
gyakorolt hatasa okozta.

A REAKCIOK STABILITASA

1. Az oOsszes kémcsoves és mikrolemezes vizsgdlatot kozvetlendl a
centrifugalas utan olvassa le.

2. Atéargylemezes vizsgéalatokat egy percen belil kell értelmezni a specificitas
biztositdsa és annak elkertlése érdekében, hogy a negativ eredményt a
reagens szaradasa miatt tévesen pozitivnak értelmezzék.

3. Az ajanlottdl eltér6 hémérsékleten végzett vizsgalatok eredményeinek
értelmezésekor 6vatosan kell eljarni.

KORLATOK

1. A Lorne Anti-D nem alkalmas enzimkezelt sejtekkel, LISS-ben
szuszpendalt sejtekkel vagy indirekt antiglobulin (IAT) modszerekkel
torténd alkalmazéasra.

2. Atarolt vér gyengébb reakcidkat mutathat, mint a friss vér.

3. Az |gG-szenzibilizalt sejtek (pl. AIHA, HDN) vizsgéalatakor hamis pozitiv

Dokumentum referenciaszama: CEPI710/730

agglutinacio figyelheté meg a reagensben Iévé makromolekularis
potenciatoroknak kdszénhetéen.

4.

Hamis pozitiv vagy hamis negativ eredmények a kovetkez6ék miatt is

el6éfordulhatnak:

. A vizsgalati anyagok szennyezddése

. Nem megfeleld tarolas, sejtkoncentracié, inkubaciés id6 vagy
hémérséklet

. Nem megfelel6 vagy tulzott centrifugalas

. Az ajanlott médszerektdl valo eltérés

SPECIALIS TELJESITMENYJELLEMZOK

1.

A forgalomba hozatal elétt minden Lorne Anti-D monoklondlis reagenstételt
megvizsgaltak a jelen hasznalati Gtmutatéban felsorolt ajanlott vizsgalati
madszerekkel. A vizsgalatok megfeleltek a ,Guidelines for the Blood
Transfusion Services in the United Kingdom” (Vértranszfuziés
szolgéltatasokra vonatkozd iranyelvek az Egyesult Kiralysagban) és a
,Common Technical Specifications” (Altalanos médszertani el6irasok)
jelenlegi verziéjaban/kiadasdban meghatarozott vizsgalati
kévetelményeknek.

A betegek D vércsoport-meghatarozasara szolgal6 Anti-D vércsoport-
meghatarozé reagensek nem léphetnek reakciéba a DV‘-sejtekkeI a
felhasznalasra ajanlott médszer(ek) alkalmazasa esetén.

A forras monoklondlis antitestek specificitasat antigén-negativ sejtek
paneljével mutattak ki.

A reagensek hatékonysagat a National Institute of Biological Standards and
Controls-t6l (Nemzeti Bioldgiai Szabvanyligyi és Ellendrzési Intézet,
NIBSC) kapott alabbi minimalis hatékonysagi referenciaszabvany alapjan
vizsgéltak meg:

. Anti-D referencia 99/836.

A reagensek mindség-ellendrzését olyan vordsvérsejtekkel végezték,
amelyek fenotipusait egy egyesiilt kirdlysagbeli vértranszfuziés kdzpontban
igazoltak, és amelyeket felhasznalas elétt PBS-sel vagy izotonias
sooldattal mostak.

NYILATKOZAT

1. A felhasznalo felelés a reagensek teljesitményéért, ha azokat az Ajanlott
moédszerek ciml részben emlitettektdl eltéré modszerekkel hasznaljak.

2. Az Ajanlott moédszerek cim( részt6l valé barmilyen eltérést hasznalat el6tt
validalni kell®.
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RENDELKEZESRE ALLO REAGENSMERETEK

Uvegméret Katalégusszam Vizsgalatok
lvegenként
) 10 ml 730010 200
Anti-D Clone 1 77550 ) 730000* 20 000
Monoclonal
5000 ml 730000x5* 100 000
_ 10 ml 710010 200
Anti-D Clone 2 1000 m 710000* 20 000
Monoclonal
5000 ml 710000x5* 100 000

*Ez a méret csak tovabbi gyartasi célu felhasznélasra (For Further
Manufacturing Use, FFMU) szolgal, ezért nincs CE-jeldléssel ellatva.
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