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LIELBRITANIJA 1434

MONOKLONALI ASINS GRUPU NOTEIKSANAS REAGENTI

LIETOSANAS NORADIJUMI:

priekSmetstiklina metodes.

Divu klonu anti-D monoklonalais reagents: mégenes, Bio-Rad-ID, Ortho BioVue, mikroplaksnes un

KOPSAVILKUMS

Asinsgrupu rézus faktoru sistéma tika atklata 1940. gada. D antigéns ir kiTniski
nozimigakais ABO sistémai nepiedeross eritrocitu antigéns, un tas ir célonis
hemolitiskdm asins parlieSanas reakcijam un hemolitiskdm slimibam
jaundzimusSajiem.

Baltas rases
parstavji %’
+ Rh D +ve 83 92
0 Rh D -ve 17 8

Anti-D Fenotips Afroamerikani %

PAREDZETA IZMANTOSANA

Anti-D reagenti ir asins grupu noteik8anas reagenti, ko izmanto, lai kvalitativi
noteiktu Rh D antigéna esamibu vai neesamibu asins donoru vai pacientu,
kuriem nepiecieSama asins parlieSana, eritrocitos, ja parbaudes tiek veiktas
saskana ar $ajos lietoSanas noradijumos minétajam ieteicamajam metodém.

DARBIBAS PRINCIPS

Reagents satur antivielas pret D antigénu cilvéka eritrocitos un testé$anas
antiglobulina faze izraisTs cilvéka D antigénu saturo$u eritrocitu tieSu aglutinaciju
(salipsanu) un D" kategorijas cilvéka eritrocTtu netieSu aglutinaciju. Ja
aglutinacija nenotiek (nenotiek salipSana), tas parasti norada, ka cilvéka
eritrocttos nav D antigéna (skatit sadalu “lerobezojumi”).

REAGENTS

Lorne monoklonalais anti-D divu klonu asinsgrupu noteik§anas reagents ir
nedaudz proteTnu saturo$s sajaukts reagents, kas satur cilvéka monoklonalos
IgM un IgG anti-D, kas atSkaidits fosfata buferSkiduma, kas satur natrija hloridu
(0,9 g%), liellopu albuminu (2,0 g%) un makromolekularus pastiprinatajus (1,5
g%). Tip&jot pacientu paraugus, izmantojot ieteicamas metodes, $is reagents
tiesi aglutinés Rh D pozitivas 3inas, ieskaitot vairumu variantu (iznpemot D¥') un
lielu dalu vajo D (D") fenotipu. Reagenti nesatur CMR vielas un nesastav no tam,
nesatur endokrino sistému ietekméjosas vielas vai tadas vielas, kas var izraisit
lietotaja sensibilizaciju vai alerdisku reakciju. Reagentu piegada optimala
atSkaidijuma, lai to varétu izmantot pacientu paraugiem ar visam turpmak
minétajam ieteiktajam metodém, bez nepiecieSamibas veikt papildu atSkaidiSanu
vai jebkadu vielu pievienoSanu. Partijas atsauces numuru un deriguma terminu
skatit uz flakona etiketes.

IgM / 1gG Sinu linija /
klons

IgM RUM-1

19G MS-26

RhD ANTIGENA VAJINATA EKSPRESIJA

Kopé&jo nosaukumu D" pasi izmanto, lai raksturotu eritrocitus, kam ir vajaka D
antigéna ekspresija neka tas ir normali. Ar terminu “vaj$ D” apzimé cilvékus ar
samazinatu pilnu D antigéna vietu skaitu viena eritrocita. Ar terminu “daléjs D”
apzimé cilvékus, kam nav D antigéna epitopu. DVI ir dalgja D kategorija, kurai
nav vairuma D epitopu. Divu klonu reagenti ar tieSu aglutinaciju atklas vairumu
dalgju vai vaju D eritrocTtu paraugus, tadu neatklas DVI §iinas. Sis reagents
atklas DVI un daléja D Siinas netie$a antiglobulina testa fazeé.

UZGLABASANA

Flakoni ar reagentu péc sanem3anas jaglaba 2-8°C temperatra. ligstosa
uzglabasana arpus §T temperatiru diapazona var izraistt paatrinatu reagenta
reaktivitates zudumu. Ir veikti $T reagenta transportésanas stabilitates p&tijumi
37°C un —25°C temperatiira ka aprakstits dokumenta BS EN ISO 23640:2015.

PARAUGU SAVAKSANA UN SAGATAVOSANA

Asins paraugus var savakt EDTA, citrata, CPDA antikoagulantos vai ka
sarecéjusu paraugu. Paraugi japarbauda iesp&jami atrak péc savaksanas. Ja ar
testéSanu notiek aizkavésanas, uzglabajiet paraugus 2-8°C temperatara.
Paraugus ar spécigu hemolizes vai mikrobu piesamojumu testos nedrikst
izmantot. Asins paraugi, kam vérojamas lizes pazimes, var sniegt
neparliecinoSus rezultatus. Pirms testu veikSanas ieteicams (tacu nav batiski)
noskalot visus asins paraugus ar PBS vai izotonisko Skidumu.

BRIDINAJUMI

1. Reagents ir paredzéts izmanto$anai tikai in vitro diagnostika.

2. Jaflakons ar reagentu ir ieplaisajis vai no ta notiek noplude, nekavéjoties
likvidéjiet ta saturu.

3. Nelietojiet reagentu p&c deriguma termina beigam (skatit flakona etiketi).

4. Nelietojiet reagentu, ja taja ir nogulsnes.

5 Rikojoties ar reagentiem javalka aizsargapgérbs, pieméram,
vienreizlietojamie cimdi un laboratorijas halats.
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6. Readents ir filtréts caur 0,2 um kapsulu, lai samazinatu biologisko
piesarnojumu, tacu netiek piegadats sterils. Péc flakona attaisiS8anas
saturam jabat dzivotspéjigam I1dz deriguma termina beigam, ja vien nav
novérojama izteikta dulkainiba, kas var liecinat, ka reagents ir sabojajies
vai piesarnots.

7. Reagents satur < 0,1% natrija azida. Natrija azids var bat toksisks, ja to
norij, un var reagét ar svina un vara caurulém, veidojot spradzienbistamus
metala azidus. Iznicinot aizskalot ar lielu daudzumu tGdens.

8. Materiali, kas tika izmantoti reagenta izgatavo$ana, ieguves vieta tikai
parbaudtti uz HIV 1+2 un HCV antivielam un B hepatita virsmas antigénu,
izmantojot apstiprinatus mikrobiologiskos testus, un rezultati bija negativi.

9. Neviens no zinamajiem testiem nevar garantét, ka cilvéku vai dzivnieku
izcelsmes produktos nav nekadu infekcijas izraisitaju. Lietojot un iznicinot
katru flakonu un ta saturu, jaievéro piesardziba.

REAGENTA IZNICINASANA UN RICIBA IZSLAKSTISANAS
GADIJUMA

Lai iegatu informaciju par reagenta iznicind$anu un iz8laksti$anas vietas
dekontaminaciju, skatit materialu drosibas datu lapas, kas pieejamas péc
pieprasijuma.

KONTROLE UN IETEIKUMI

1. Paralgli katrai testu partijai ieteicams veikt pozitivu kontroles (vislabak Rir
§0nu) testu un negativu kontroles (vislabak rr Sinu) testu. Testi jauzskata
par nederigiem, ja kontrole neuzrada skaidrus rezultatus.

2. Tipgjot eritrocttus no pacienta, kuram ir diagnosticéta slimiba, kas izraisa
eritrocitu parklasanos ar antivielam vai citiem proteiniem (pieméram, HDN,
AIHA), ir svarigi parbaudit pacienta eritrocitus, izmantojot Lorne reagenta
negativo kontroles testu (monoklonalais D negativais kontroles tests
(katalogs 650010)). Testi jauzskata par nederigiem, ja, izmantojot Lorne
monoklonalo D negativo kontroles testu (kataloga # 650010), eritroctti
aglutingjas.

3. Testa paraugi D" kategorijas noteikdanai, izmantojot tikai netiea
antiglobulina testu, Kumbsa Bio-Rad, Bio-Rad-ID un Kumbsa Ortho
BioVue metodes.

4.  Vajos un D varianta antigénus ir grati atklat, izmantojot géla kartites,
mikrotitru plates un priekSmetstiklina metodi. Vajos un daléjos variantus
ieteicams parbaudit, izmantojot mégenes testa metodi.

5. Antiglobulina stobrinu metodi var uzskatit par derigu tikai tad, ja visi
negativie testi pozitivi readé ar IgG sensibilizétiem eritrocitiem.

6. Laujiet reagentam pirms lietoSanas sasilt Iidz istabas temperatarai. Tiklidz
reagents ir izmantots, atlieciet to atpakal glabatuve, kur ir 2-8°C
temperatara.

7.  Sadala “leteicamas metodes” noradita viena tilpuma vieniba ir aptuveni
50 pl, izmantojot komplekta ieklauto flakonu ar pipeti.

8.  Tikai pienacigi apmacits un kvalificéts personals drikst lietot reagentu un
interpretét rezultatus, saskana ar tas valsts prasibam, kura izmanto
reagentus.

9. Lietotajam janosaka reagentu piemérotiba izmanto$anai ar citam metodém.

NEPIECIESAMIE REAGENTI UN MATERIALI

. Cilvéka antiglobulins, piem., Lorne AHG Elite (kat. # 435010) vai cilvéka
antiglobulins IgG, piem., Lorne Anti-Human IgG (kat. # 402010).
Mérpipetes.

Mikroskopa priekSmetstiklini vai baltas kartites.

Aplikatora kocini.

Stikla mégenes (10 x 75 mm vai 12 x 75 mm).

Udens pelde vai sausa siltuma inkubators, kas nolidzsvarots uz 37°C+2°C.
Mégenu centrifaga.

Kumbsa $dnu skalotajs.

Validétas “U” iedobju mikroplates.

Mikroplasu centrifaga.

Plasu kratitajs.

Automatisks plasu lasTtajs.

Bio-Rad ID kartes (LISS/Kumbs) un (NaCl, enzimu tests un aukstuma
aglutinini).

Bio-Rad ID centrifuga.

Bio-Rad ID CellStab vai ID Diluent 2.

Bio-Rad ID inkubator, kas nolidzsvarots Iidz 37°C+2°C.

Ortho BioVue sistémas kasetes (AHG/Kumbs) un (Neitrali).

Ortho BioVue sistémas centrifiga.

Ortho BioVue sistémas siltuma bloka, kas nolidzsvarots Iidz 37°C+2°C.
Ortho 0,8% eritrocTtu atSkaiditajs.

1gG sensibilizéti eritroctti, piem., Lorne Coombs Control Cells (kat. #
970010).

PBS $kidums (pH 6,8-7,2) vai izotoniskais $kidums (pH 6,5-7,5).

. Pozitivi (ideala gadijuma R;r) un negativi (rr) kontroles eritroctti.
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IETEICAMAS METAODES (NEATTIECAS UZ D" KATEGORIJU)
A. Mégenes metode

1.  Sagatavojiet 2 —3% eritrocTtu suspensiju PBS vai izotoniskaja $kiduma.

2. levietojiet mark&ta mégené: 1 tilpuma vientbu Lorne divu klonu reagenta un
1 tilpuma vienibu eritrocTtu suspensijas.

3. Kartigi samaisiet un centrifugéjiet visas mégenes 20 sekundes ar 1000 rcf
(relativais centrbédzes spéks) vai atbilstosu alternativu laiku un spéku.

4., Saudzigi atkartoti suspendéjiet eritrocitu recekli un makroskopiski nolasiet
aglutinaciju.

5. Visas mégenes ar negativu vai ap$aubamu rezultatu (tas var notikt ar D"
vai vajiem D paraugiem) nepiecieSams inkubét 15 mindtes istabas
temperatara.

6. Péc inkubacijas atkartojiet 3. un 4. soli.

B. Bio-Rad-ID metode (NaCl, enzimu tests un aukstuma
aglutininu kartites)

P

Sagatavojiet 0,8% eritrocitu suspensiju ID-CellStab vai ID Skidinataja 2.

2. Nonemiet aluminija pléviti no tik daudz mikrostobriniem, cik nepiecieS8ams.
3. levietojiet atbilsto$a mikromégené: 50ul testéjamo eritrocitu suspensijas un
25l Lorne divu klonu reagenta.

Centrifugéjiet ID-kartiti(-es) géla kartiSu centrifiga.

Makroskopiski nolasiet aglutinacijas rezultatus.

o s

C. Ortho BioVue metode (neitralas kartites)

Sagatavojiet 0,8% eritrocTtu suspensijas 0,8% Ortho eritrocitu Skidinataja.
Nonemiet aluminija pléviti no tik daudz reakcijas kameram, cik
nepiecieSams.

levietojiet atbilsto$a reakcijas kamera: 50 pl testéjamo eritrocitu
suspensijas un 40 pl Lorne divu klonu reagenta.

Centrifugéjiet kaseti(-es) Ortho BioVue sistémas centrifiga.
Makroskopiski nolasiet aglutinacijas rezultatus.

w NE
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Mikroplates metode, izmantojot “U” iedobes

Sagatavojiet 2 —3% eritrocTtu suspensiju PBS vai izotoniskaja Skiduma.

levietojiet atbilsto$a iedobé: 1 tilpuma vienibu Lorne divu klonu reagenta un

1 tilpuma vienibu eritrocitu suspensijas.

3. Kartigi samaisiet, vélams, izmantojot mikroplasu kratitaju, uzmanoties, lai
nenotiktu savstarpé&ja piesarnosanas starp iedobém.

4. Inkubgjiet 15 minates istabas temperatara (laiks atkarigs no lietotaja).

5. Centrifugéjiet mikroplati 1 minati ar 140 rcf (relativais centrbédzes spéks)
vai atbilstoSu alternativu laiku un spéku.

6.  Atkartoti suspendéjiet eritrocttu recekli, izmantojot kontrolétu maisiSanu uz
mikroplasu kratitaja.

7. Rezultatus nolasiet makroskopiski vai izmantojot apstiprinatu automatisku
lasitaju.

8.  Visas vajas reakcijas ir jaatkarto, izmantojot mégenu metodi.

NE O

E. PriekSmetstiklinu metode

1. Sagatavojiet 35-45% eritrocTtu suspensiju seruma, plazma, PBS vai
izotoniskaja $kiduma, vai arT izmantojiet antikoagulétu pilnasinu paraugu
(ta plazma).

2. Novietojiet uz markéta priekSmetstiklina vai kartites: 1 tilpuma vientbu
Lorne divu klonu reagenta un 1 tilpuma vienibu eritrocitu suspensijas.

3. Izmantojot tiru aplikatora kocinu, sajauciet reagentu un eritrocitus aptuveni
20 x 40 mm liela laukuma.

4. 30 sekundes Iénam pasipojiet priekSmetstiklinu, péc tam 1 minati ik pa
bridim samaisiet, nodroSinot, ka priekSmetstiklins ir istabas temperatra.

5. Péc 1 mindtes difiza gaisma makroskopiski nolasiet rezultatus un kladaini
neuztveriet fibrina pavedienus ka aglutinaciju.

6.  Visas vajas reakcijas ir jaatkarto, izmantojot mégenu metodi.

IETEICAMAS METODES (LAI NOTEIKTU D'KATEGORIJU)
A. Netiesa antiglobulina metode (IAT)

1.  Sagatavojiet 2 -3% eritrocitu suspensiju PBS vai izotoniskaja $kiduma.

2. levietojiet markéta mégené: 1 tilpuma vientbu Lorne divu klonu reagenta un
1 tilpuma vienibu eritrocitu suspensijas.

3. Rupigi samaisiet un inkubgjiet 15 mindtes 37°C temperatara.

4. Vismaz vienu reizi noskalojiet eritrocitus ar PBS vai izotonisko $kidumu,
starp skalo$anam dekantgjot fiziologisko $kidumu, un péc skalo$anas
atkartoti suspendéjiet katru eritrocttu recekli. Peéc pédéjas skalosanas
pilniba dekantgjiet fiziologisko $kidumu.

5. Katram sausajam eritrocTtu receklim pievienojiet 2 pilienus AHG vai anti-
I9G.

6.  Kartigi samaisiet un centrifuggjiet visas mégenes 20 sekundes ar 1000 rcf
(relativais centrbédzes spéks) vai atbilstoSu alternativu laiku un spéku.

7. Atkartoti suspendgjiet katru eritrocttu recekli un makroskopiski nolasiet
rezultatus.

8.  Apstipriniet visu negativo reakciju pareizibu, izmantojot IgG sensibilizétus
eritrocitus.

B. Bio-Rad-ID metode (LISS/Kumbsa kartites)

1. Sagatavojiet 0,8% eritrocitu suspensiju ID-CellStab vai ID-Diluent 2.

2. Nonemiet aluminija pléviti no tik daudz mikrostobriniem, cik nepiecieSams.

3 levietojiet atbilstoSa mikrostobrina: 50 pl testéjamo eritrocitu suspensijas un
25 pl Lorne divu klonu reagenta.

4. Inkubgjiet ID karttti (-es) 15 mindtes 37°C temperatara.

5.  Centrifugéjiet ID-kartiti(-es) géla kartiSu centrifiga.

6. Makroskopiski nolasiet aglutinacijas rezultatus.

Ortho BioVue metode (AHG/Kumbsa kartites)

Sagatavojiet 0,8% eritrocTtu suspensijas 0,8% Ortho eritrocttu §kidinataja.
Nonemiet aluminija pléviti no tik daudz reakcijas kameram, cik
nepiecieS§ams.

levietojiet atbilsto$a reakcijas kamera: 50 pl testéjamo eritrocttu
suspensijas un 40 pl Lorne divu klonu reagenta.

Inkubéjiet kaseti (-es) 15 mindtes 37°C temperatira.

Centrifugéjiet kaseti(-es) Ortho BioVue sistémas centriftiga.
Makroskopiski nolasiet aglutinacijas rezultatus.

TESTA REZULTATU INTERPRETESANA

1.

Pozitivs: eritrocTtu aglutinacija nozime, ka testa rezultats ir pozitivs, un
saskana ar pielaujamajiem testa proceddiras ierobezojumiem norada, ka
eritrocttos ir D antigéns.

Negativs: ja eritrocitu aglutinacija nenotiek, tas nozimé, ka testa rezultats
ir negativs, un saskana ar pielaujamajiem testa proceddras
ierobezojumiem norada, ka eritrocitos nav D antigéna.

EritrocTtu, kas aglutingjusies, izmantojot reagenta negativo kontroli, testa
rezultati nav janem véra, jo aglutinaciju, visticamak, ir izraisijusi reagenta
esoSo makromolekularo pastiprinataju ietekme uz sensibilizétiem
eritrocitiem.

REAKCIJU STABILITATE

1. Nolasiet stobrinu un mikroplates testu rezultatus uzreiz péc
centrifugéSanas.

2. Veiciet skaloSanas solus bez partraukuma, centrifugéjiet un nolasiet
rezultatus uzreiz péc cilvéka antiglobulina pievienoSanas, jo aizkavé$anas
var izraisTt antigéna-antivielu kompleksu izjuk$anu, izraisot kladaini
negativas vai vaji pozitivas reakcijas.

3. PriekSmetstiklinu tekstu rezultati janolasa ne vairak ka péc 1 mindtes, lai
nodros$inatu specifiku un nepielautu iespéju, ka izzZuvu$a reagenta dé|
klGdaini negativs rezultats tiek interpretéts ka pozitivs.

4. Testu, kas veikti, neievérojot ieteicamas temperatdras, rezultatus
jainterpreté piesardzigi.

IEROBEZOJUMI

1. Lorne Anti-D reagents nav piemérots eritrocitiem, kas apstradati ar
enzimiem, vai eritrocitiem, kuru suspensija ir izgatavota LISS.

2. Izmantojot tadu Skidumu eritrocTtu suspensijas pagatavoSanai, kas nav
aprakstits 8T dokumenta sadala “leteicamas metodes”, pirms lietoSanas ir
jaapstiprina. Dazi $kidumi var izraistt kladaini pozitivas vai kladaini
negativas reakcijas.

3. Uzglabatas asinis var reagét vajak, neka svaigas asinis.

4.  Testéjot IgG sensibilizétus eritrocttus, var tikt novérota kladaini pozitiva
aglutinacija.

5. Kladaini pozitivus vai kldaini negativus rezultatus var izraisit art:

. testéjamo materialu piesarnoSanas;
. nepareiza uzglabasana, eritrocitu koncentracija, inkubacijas laiks vai

temperatra;
. nepareiza vai parmériga centrifugésana;
. ieteicamo metozu neievéroSana.

TPASI VEIKTSPEJAS RAKSTURLIELUMI

1.

Pirms izplati$anas katra Lorne Anti-D divu klonu monoklonala reagenta
partija tika parbaudtta, izmantojot $ajos lietoSanas noradijumos minétas
ieteicamas metodes. Testi tika veikti saskana ar parbaudes prasibam, kas
noteiktas “Vadlinijas par asins parlieSanas pakalpojumiem Apvienotaja
Karalisté” un “Kopéjas tehniskajas specifikacijas”.

Monoklonalo antivielu avota specifika tiek pieradita, izmantojot tadu
eritrocitu paneli, kam ir negativs antigéns.

Regenta stiprums ir parbaudits, nemot véra $§adu minimalo stipruma
atsauces standartu, kas iegits no Nacionala biologisko standartu un
kontroles institata (NIBSC):

. Anti-D atsauce 99/836

Reagentu kvalitates kontrole tika veikta, izmantojot eritrocitus ar
fenotipiem, kurus apstiprinajis Apvienotas Karalistes asins parlieSanas
centrs un kuri pirms lietoSanas tika skaloti ar PBS vai izotonisko $kidumu.

ATRUNA

1.

2.

Izmantojot jebkuru citu metodi, kas nav minéta sadala “leteicamas
metodes,” lietotajs pats ir atbildigs par reagenta darbibu.

Jebkadas novirzes no ieteicamajam metodém jaapstiprina pirms to
izmanto$anas®.

BIBLIOGRAFIJA

wnN

Issitt PD. Applied Blood Group Serology, 3" Edition, Montgomery
Scientific, Miami, 1985, Chapter 10.

AABB Technical Manual, 16™ edition, AABB 2008.

Marion E.Reid & Christine Lomas-Francis, Blood Group Antigens &
Antibodies, SBB Books, New York 2007; Page 192.

Jones J, Scott ML, Voak D. Monoclonal anti-D specificity and Rh D
structure: criteria for selection of monoclonal anti-D reagents for routine
typing of patients and donors. Transfusion Medicine 1995. 5, 171-184
Guidelines for the Blood Transfusion Service in the United Kingdom, 6"
Edition 2002. The Stationary Office.

British Committee for Standards in Haematology, Blood Transfusion Task
Force. Recommendations for evaluation, validation and implementation of
new techniques for blood grouping, antibody screening and cross
matching. Transfusion Medicine, 1995, 5, 145-150.

Dokumenta atsauces numurs: CEPI740 Dokumenta izdoSanas numurs: 17/05/2020 2.lppno3



PIEEJAMIE REAGENTU TILPUMI

Flakona Kataloga numurs Testi katra
izmérs flakona
10 mi 740010 200
1000 ml 740000* 20 000
5000 ml 740000x5* 100 000

*$is tilpums paredzéts tikai izmanto$anai turpmaka razo$ana (For Further
Manufacturing Use (FFMU)), tadél tam nav CE markéjuma.

Lorne Laboratories Limited

Unit 1 Cutbush Park Industrial Estate
Danehill

Lower Earley

Berkshire, RG6 4UT

Apvienota Karaliste

Talr.: +44 (0) 118 921 2264

Fakss: +44 (0) 118 986 4518
E-pasts: info@lornelabs.com

EC Advena Ltd. Tower Business Centre, 2" Flr.,
Tower Street, Swatar, BKR 4013, Malta
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