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MONOKLONAL KAN GRUPLANDIRMA REAKTIFLERI
KULLANIM TALIMATLARI

Anti-D Klon 1 ve Klon 2 Monoklonal: Tip, Bio-Rad-ID, Ortho BioVue, Mikroplaka ve Lam Teknikleri icin. |

OzZET

Rh kan grubu sistemi 1940 yilinda kesfedilmistir. D antijeni, klinik olarak en 6nemli
ABO olmayan kirmizi kan hicresi antijenidir ve Hemolitik Transflizyon
Reaksiyonlarina ve Yenidoganin Hemolitk Hastaligina neden oldugu
gbsterilmigtir.

Anti-D Fenotip Beyazlar %3 Siyahlar %2
+ Rh D +ve 83 92
0 Rh D -ve 17 8

KULLANIM AMACI

Anti-D reaktifleri, bu Kullanim Talimatlarinda (IFU) énerilen tekniklere uygun olarak
test edildiginde, kan donérlerinin veya kan transfiizyonuna ihtiyag duyan hastalarin
kirmizi hicrelerinde Rh D antijeninin varligini veya yoklugunu kalitatif olarak
belirlemek igin kullaniimasi amaglanan bir kan gruplandirma reaktifidir.

PRENSIP

Reaktifler, insan eritrositleri (izerindeki D antijenine karsi antikorlar igerir ve D
antijenini  tasiyan insan eritrositlerinin dogrudan aglutinasyonuna
(topaklanmasina) neden olur. Aglitinasyonun (topaklanmanin) olmamasi
genellikle insan eritrositlerinde D antijeninin  bulunmadigini gdsterir (bkz.
Sinirlamalar).

REAKTIFLER

Lorne Monoklonal IgM Anti-D Kion 1 ve Klon 2 kan gruplandirma reaktifleri,
sodyum klorir (%0,9 g), sigir alblimini (%2,0 g) ve makromolekdler giglendiriciler
(%1,5 g) ile seyreltilmis bir insan monoklonal IgM antikoru iceren disik proteinli
reaktiflerdir. Hasta numunelerini gruplandirirken, 6nerilen tekniklerin kullanimi
sirasinda varyantlarin gogunlugu (DV' disinda) ve yilksek oranda zayif D (DY)
fenotipleri dahil olmak tzere her bir reaktif, Rh D pozitif hiicreleri dogrudan aglitine
edecektir. Reaktifler; CMR maddeleri, endokrin bozucu maddeler veya kullanicida
hassasiyete ya da alerjik reaksiyona neden olabilecek maddeler icermez veya
bunlardan olusmaz. Her reaktif, daha fazla seyreltme veya eklemeye ihtiyag
duymadan asagida belirtilen tim o6nerilen tekniklerle hasta numunelerinde
kullanim igin optimum seyreltme oraninda saglanir. Lot referans numarasi ve son
kullanma tarihi igin bkz. Sige Etiketi.

Uriin Hiicre Hatti/Klonu
Anti-D Klon 1 RUM-1
Anti-D Klon 2 MS-201

RhD ANTIJENININ ZAYIFLAMIS iFADESI

Kolektif D" terimi, normalden daha zayif bir D antijeni ekspresyonuna sahip olan
kirmizi hicreleri tanimlamak igin yaygin olarak kullanilir. Zayif D terimi, kirmizi
hiicre basina azaltilmis sayida tam D antijen bélgesi olan bireyleri belirtir. Kismi D
terimi, eksik D antijen epitoplari olan bireyleri belirtir. DVI hicreleri, gogu D
epitopunun dahil olmadigi kismi bir D kategorisidir. Hem Klon 1 hem de Klon 2
reaktifleri, dogrudan aglitinasyon yoluyla gogu kismi ve zayif D eritrosit 6rnegini
belirleyecektir, ancak DVI hiicrelerini belirlemeyecektir.

SAKLAMA

Reaktif siseleri alindiktan sonra 2-8°C'de saklanmalidir. Siseleri bu araligin
disindaki sicakliklarda uzun sireli saklamak, reaktif reaktivitesinin hizla
kaybolmasina neden olabilir. Bu reaktif, BS EN ISO 23640:2015 belgesinde
aciklandigi gibi 37°C ve —25°C'de tasima kararliligi calismalarindan gegmistir.

NUMUNE ALIMI VE HAZIRLAMA

Kan numuneleri EDTA antikoagulani igeren tiiplere alinabilir veya pihtilasmis bir
numune olarak toplanabilir. Numuneler, alindiktan sonra mimkiin olan en kisa
slirede test edilmelidir. Testte bir gecikme olursa numuneleri 2-8°C'de saklayin.
Belirgin hemoliz veya mikrobiyal kontaminasyon gdsteren numuneler test igin
kullaniimamalidir. Lizis olduguna dair kanit gésteren kan numuneleri givenilir
olmayan sonuglar verebilir. Test edilmeden énce tim kan érneklerinin PBS veya
izotonik salin ile yikanmasi tercih edilir (ancak zorunlu degildir).

ONLEMLER

Reaktifler, yalnizca in vitro teshisinde kullanim igin tasarlanmistir.

Bir reaktif sisesi gatlamis veya sizdiriyorsa igeridini hemen atin.

Son kullanma tarihi gegen reaktifleri kullanmayin (bkz. Sise Etiketi).
Cokelti varsa reaktifleri kullanmayin.

Reaktifler ile calisirken tek kullanimlik eldivenler ve laboratuvar énlugu gibi
koruyucu giysiler giyilmelidir.
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6. Reaktifler, biyolojik yiikli azaltmak igin 0,2 um'lik bir kapsulden filtrelenmistir,
ancak steril olarak temin edilmemektedir. Bir sise acildiktan sonra reaktif
bozulmasini veya kontaminasyonunu isaret edebilecek belirgin bir bulaniklik
olmadigi surece igindekiler son kullanma tarihine kadar kullanilabilir.

7. Reaktifler < %0,1 sodyum azid igerir. Sodyum azid yutulmasi halinde toksik
olabilir ve kursun ve bakir tesisat ile reaksiyona girerek patlayici metal
azidler olusturabilir. Bol su ile yikayarak bertaraf edin.

8. Uriinleri Gretmek igin kullanilan malzemeler kaynaginda test edildi ve onayli
mikrobiyolojik testler kullanilarak HIV 1+2 ve HCV antikorlari ve HBsAg igin
negatif bulundu.

9. Bilinen higbir test, insan veya hayvan kaynakl Urtinlerin bulagici maddeler
icermedigini garanti edemez. Her sisenin ve iceriginin kullanimi ve bertarafi
sirasinda dikkatli olunmalidir.

REAKTIFIN BERTARAFI VE DOKULME

YAPILACAKLAR

DURUMUNDA

Reaktifin bertaraf ediimesi ve dékilen bir bélgenin dekontaminasyonu hakkinda
bilgi igin istek Uzerine temin edilebilecek Malzeme Giivenlik Veri Sayfalarina
bakin.

KONTROLLER VE ONERI

1. Her bir test partisine paralel olarak bir pozitif kontrol (ideal olarak Rir
hucreleri), bir negatif kontrol (ideal olarak rr hicreleri) test edilmelidir.
Kontroller beklenen sonuglari gostermiyorsa testler gegersiz kabul
edilmelidir.

2. Kirmizi hiicrelerin antikor veya diger proteinlerle (HDN, AIHA gibi)
kaplanmasina neden olan bir hastaligi oldudu teshis edilen bir hastadan
alinan kirmizi hiicreleri gruplandirirken, hastanin kirmizi hiicrelerinin Lorne
reaktifi negatif kontroli (Monoklonal) kullanilarak test edilmesi énemlidir D
Negatif Kontrol (katalog 650010).

3.  Zayif ve kismi D antijen varyantlari, jel kart, mikrotitre plakasi ve lam teknigi
ile yetersiz bir sekilde tespit edilir. Zayif ve kismi D varyantlarinin tip test
teknigi kullanilarak test edilmesi 6nerilir.

4. Kullanmadan énce reaktifin oda sicakligina isinmasina izin verin. Reaktif
kullanilir kullanilmaz reaktifi tekrar 2-8°C'de saklayin.

5. Onerilen Tekniklerde, saglanan sise damlaligi kullanildiginda bir hacim
yaklasik 50ul'dir.

6. Reaktiflerin kullanimi ve sonuclarin yorumlanmasi, reaktiflerin kullanildigi
Ulkenin gerekliliklerine gére uygun sekilde egitilmis ve nitelikli personel
tarafindan yapilmalidir.

7. Diger tekniklerde kullanim igin reaktifin uygunlugunu son kullanici
belirlemelidir.

GEREKLI REAKTIFLER VE MALZEMELER

Volimetrik pipetler.

Bio-Rad ID Kartlari (NaCl, enzim testi ve soguk aglitininler).
Bio-Rad ID-Santrif(j.

Bio-Rad ID-CellStab veya ID-Diluent 2.

Ortho BioVue Sistem Kasetleri (N6tr).

Ortho BioVue Sistem Santrifiji.

Ortho %0,8 Eritrosit Seyreltici.

Cam mikroskop lamlari veya beyaz kart levhalari.

Aplikator gubuklar.

Cam test tlipleri (10 x 75 mm veya 12 x 75 mm).

Test tupu santrifija.

Dogrulanmig "U" gukurcuklu mikroplakalar.

Mikroplaka santrifdja.

Plaka calkalayici.

. PBS soliisyonu (pH 6,8—7,2) veya izotonik salin soliisyonu (pH 6,5-7,5).
. Pozitif (ideal olarak R1r) ve negatif (rr) kontrol kirmizi hiicreleri.

ONERILEN TEKNIKLER

A. Tiip Teknigi

-

PBS veya Izotonik salin iginde %2-3'liik bir eritrosit siispansiyonu hazirlayin.

2. Etiketli bir test tipline agagidakileri koyun: 1 hacim Lorne Anti-D reaktifi ve
1 hacim kirmizi hicre slispansiyonu.

3. lyice karigtirin ve ardindan tiim tiipleri 20 saniye 1000 rcfde veya uygun bir
alternatif stire ve kuvvette santrifijleyin.

4. Eritrosit digmesini yavasca yeniden suspanse edin ve aglitinasyon igin
makroskopik olarak okuyun.

5. Negatif veya slpheli sonug gosteren tiipler (zayif D numunelerinde
olabilecegi gibi), oda sicakliginda 15 dakika inklbe edilmelidir.

6. Inkiibasyonun ardindan 3. ve 4. adimlari tekrarlayin.
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Bio-Rad-ID Teknigi (NaCl, enzim testi ve soguk aglitinin
kartlar)

ID-CellStab veya ID-Diluent 2'de %0,8'lik bir kirmizi hicre slispansiyonu
hazirlayin.

Gerektigi kadar alliminyum folyoyu mikrotlipten ¢ikarin.

Uygun mikrotlipe asagdidakileri koyun: 50ul kirmizi hiicre slispansiyonu ve
25pl Lorne Anti-D reaktifi.

ID Kartini(Kartlarini) Bio-Rad jel kart santrifijinde santrifjleyin.
Aglitinasyon icin makroskopik olarak okuyun.

Ortho BioVue Teknigi (Notr kartlar)

1.

wn

ok

N =

hazirlayin.

Gerektigi kadar aliminyum folyoyu reaksiyon odacigindan gikarin.

Uygun reaksiyon haznesine asagidakileri koyun: 50ul kirmizi hicre
suspansiyonu ve 40ul Lorne Anti-D reaktifi.

Kaset(ler)i bir Ortho BioVue Sistem Santriflijinde santrifiijleyin.
Aglitinasyon icin makroskopik olarak okuyun.

Mikroplaka Teknigi, “U” gukurcuklarini kullanan

PBS veya Izotonik salin iginde %2-3'liik bir eritrosit siispansiyonu hazirlayin.
Uygun gukurcuga asagidakileri koyun: 1 hacim Lorne Anti-D reaktifi ve 1
hacim kirmizi hiicre slispansiyonu.

Capraz gukurcuk kontaminasyonundan kaginmaya 6zen gdstererek tercihen
bir mikroplaka calkalayici kullanarak iyice karigtirin.

15 dakika oda sicakliginda inkibe edin (sure kullaniciya baglidir).
Mikroplakay! 140 rcf'de 1 dakika boyunca veya uygun bir alternatif sire ve
kuvvette santrifiijleyin.

Bir mikroplaka galkalayici kullanarak ve ajitasyona dikkat ederek hucre
digmelerini yeniden siispanse edin

Makroskopik olarak veya dogrulanmis bir otomatik okuyucu ile okuyun.
Herhangi bir zayif reaksiyon tup teknigi ile tekrarlanmalidir.

Lam Teknigi

Serum, plazma, PBS veya Izotonik salin iginde %35-45'lik bir kirmizi hiicre
suspansiyonu hazirlayin veya pihtilasmasi 6énlenmis tam kan (kendi
plazmasinda) kullanin.

Etiketli bir cam slayta veya kart levhasina asagidakileri koyun: 1 hacim Lorne
Anti-D reaktifi ve 1 hacim kirmizi hiicre siispansiyonu.

Temiz bir aplikatér gubudu kullanarak reaktifi ve hicreleri yaklagik
20 x 40 mm'lik bir alan tizerinde karistirin.

Lami 30 saniye boyunca yavasga ileri geri egin ve 1 dakikalik stire boyunca
ara sira daha fazla karistirarak lami oda sicakliginda tutun.

Daginik 1sikta 1 dakika sonra makroskopik olarak okuyun ve fibrin seritlerini
aglitinasyon ile karistirmayin.

Herhangi bir zayif reaksiyon tip teknigi ile tekrarlanmalidir.

TEST SONUCLARININ YORUMLANMASI

1.

Pozitif: Kirmizi hicrelerin aglitinasyonu, pozitif test sonucu anlamina gelir
ve test prosedlrinin kabul edilen sinirlamalari dahilinde, kirmizi hiicre
Gzerinde D antijeninin varligini gosterir.

Negatif: Kirmizi hiicrelerde aglitinasyon olmamasi, negatif test sonucu
anlamina gelir ve test prosedurinin kabul edilen sinirlamalari dahilinde,
kirmizi hiicre lzerinde D antijeninin olmadigini gosterir.

Reaktif negatif kontrol kullanilarak aglitine edilen hicrelerin test sonuglari
hari¢ tutulacaktir, ¢linkii agliitinasyonun nedeni biyik olasilikla reaktifteki
makromolekuler guglendiricilerin hassaslastiriimis huicreler Gzerindeki etkisi
olacaktir.

REAKSIYONLARIN KARARLILIGI

1.
2

Tum tap ve mikroplaka testlerini santrifujlemeden hemen sonra okuyun.
Spesifikligi saglamak ve reaktifin kurumasi nedeniyle negatif bir sonucun
yanlislikla pozitif olarak yorumlanmasi olasiligini énlemek igin lam testleri bir
dakika iginde yorumlanmalidir.

Onerilen sicakliklar digindaki sicakliklarda yapilan testlerin sonuglarinin
yorumlanmasinda dikkatli olunmahdir.

SINIRLAMALAR

1.

Lorne Anti-D, enzimle islem gormus hicreler, LISS'te slispanse edilmis

hicreler veya indirekt antiglobulin (IAT) tekniklerinde kullanim icin uygun

degildir.

Saklanmis kan, taze kandan daha zayif reaksiyonlar verebilir.

AIHA, HDN gibi IgG ile hassaslastirilmis hicreler test edilirken reaktifte

makromolekuler guglendiricilerin varligina bagli olarak yanlis pozitif

aglitinasyon gorilebilir.

Yanlis pozitif veya yanlis negatif sonuglar su nedenlerle de ortaya gikabilir:

. Test malzemelerinin kontaminasyonu

. Yanlis saklama, hicre konsantrasyonu, inkiibasyon siresi veya
sicakhgi

. Yanlis veya asiri santrifijleme

. Onerilen tekniklerden sapma

SPESIFIK PERFORMANS OZELLIKLERI

1.

Belge referans numarasi: CEP1710/730

Piyasaya sunulmadan 6nce Lorne Anti-D monoklonal reaktifin her lotu, bu
Kullanim Talimatlarinda (IFU) listelenen 6nerilen test yontemleri kullanilarak
test edilmistir. Testler, "Birlesik Krallik'ta Kan Transfiizyon Hizmetleri

Yonergeleri"nin ve “Ortak Teknik Ozellikler'in” glincel
versiyonunda/sayisinda belirtilen test gerekliliklerine uygundur.

2. D grubu hastalar igin anti-D gruplama reaktifleri, kullaniimasi 6nerilen
yontem(ler) kullanilarak DVI hiicreleri ile reaksiyona girmemelidir.

3. Kaynak monoklonal antikorlarin 6zgulliga, bir antijen-negatif hiicre paneli
kullanilarak gosterilir.

4. Reaktiflerin giict, Ulusal Biyolojik Standartlar ve Kontroller Enstitlisi'nden
(NIBSC) alinan asagidaki minimum etki referans standartlarina gore test
edilmistir:

. Anti-D referans 99/836.

5. Reaktiflerin Kalite Kontrol(, bir Birlesik Krallik (UK) kan transflizyon merkezi
tarafindan dogrulanan ve kullanimdan énce PBS veya Izotonik salin ile
yikanmis olan fenotiplere sahip eritrositler kullanilarak gerceklestirilmistir.

SORUMLULUK REDDI

1. Onerilen Tekniklerde belirtilenler disindaki herhangi bir yéntem ile
kullanildiklarinda reaktiflerin performansindan son kullanici sorumludur.

2. Onerilen Tekniklerden herhangi bir sapma, kullanimdan &énce
dogrulanmalidirs.
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MEVCUT REAKTIF BOYUTLARI

Sise Boyutu Katalog Sise basina
Numarasi test sayisi
Anti-D Klon 1 Monoklonal 10 ml 730010 200
Anti-D Klon 2 Monoklonal 10 ml 710010 200
SEMBOLLER TABLOSU
Sembol Tanim Sembol Tanim

Katalog numarasi

d Uretici

YYYY-AA-GG son

J/ Sicaklik sinirlamasi

=0

kullanim tarihi
in vitro tibbi tani glji”n?gtllr:rma
cihazi bakin
E Yetkili Temsilci LOT Lot numarasi

CE sembolii ve
Onaylanmig
Kurulusun
dogrulamasi

(€

Lorne Laboratories Limited

Unit 1 Cutbush Park Industrial Estate
Danehill

Lower Earley

Berkshire, RG6 4UT

Birlesik Krallik

Tel: +44 (0) 118 921 2264

Faks: +44 (0) 118 986 4518

E-posta: info@lornelabs.com
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