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BUYUK BRITANYA 1434

MONOKLONAL KAN GRUPLANDIRMA REAKTIFLERI

KULLANIM TALIMATLARI

| Anti-D Duoklon Monoklonal: Tip, Bio-Rad-ID, Ortho BioVue, Mikroplaka ve Lam Teknikleri igin.

OZET

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

Anti-D Fenotip Beyazlar %° Afro-Amerikahlar
03
+ Rh D +ve 83 92
0 Rh D -ve 17 8

KULLANIM AMACI

Anti-D reaktifleri, bu Kullanim Talimatlarinda (IFU) Onerilen tekniklere uygun
olarak test edildiginde, kan donérlerinin veya kan transflizyonuna ihtiya¢ duyan
hastalarin kirmizi hicrelerinde Rh D antijeninin varligini veya yoklugunu kalitatif
olarak belirlemek icin kullaniimasi amaglanan bir kan gruplandirma reaktifidir.

PRENSIP

Reaktif, insan kirmizi hiicrelerinde D antijenine karsi antikorlar igerir ve D
antijenini tagtyan insan kirmizi hicrelerinin dogrudan aglitinasyonuna
(topaklanmasina) ve testin antiglobulin fazinda Kategori DV' olan insan kirmizi
hucrelerinin dolayli aglitinasyonuna neden olur. Aglitinasyonun (topaklanmanin)
olmamasi genellikle insan kirmizi hiicrelerinde D antijeninin bulunmadigini
gosterir (bkz. Sinirlamalar).

REAKTIF

Lorne Monoklonal Anti-D Duoklon kan gruplandirma reaktifi, sodyum klortir (%0,9
g), sigir albiimini (%2,0 g) ve makromolekiiler gliglendirici maddeler (%1.5 g)
iceren bir fosfat tamponunda seyreltilmis, insan monoklonal IgM ve 1gG anti-D
iceren duslk proteinli, harmanlanmis bir reaktiftir. Hasta numunelerini
gruplandirirken, énerilen teknikleri kullanimi sirasinda varyantlarin gogunlugu
(D' disinda) ve yiiksek oranda zayif D (DY) fenotipleri dahil olmak tizere bu
reaktif Rh D pozitif hiicreleri dogrudan agliitine edecektir. Reaktifler, CMR
maddeleri, endokrin bozucu maddeler veya kullanici tarafindan hassasiyete veya
alerjik reaksiyona neden olabilecek maddeler icermez veya bunlardan olusmaz.
Reaktif, daha fazla seyreltme veya eklemeye ihtiya¢ duymadan asagida belirtilen
tum 6nerilen tekniklerle hasta numunelerinde kullanim igin optimum seyreltme
oraninda saglanir. Lot referans numarasi ve son kullanma tarihi igin bkz. Sise
Etiketi.

IgM / 1gG Hicre Dizisi/
Klonu
IgM RUM-1
19G MS-26

RhD ANTIJENININ ZAYIFLAMIS iIFADESI

Kolektif D" terimi, normalden daha zayif bir D antijeni ekspresyonuna sahip olan
kirmizi hiicreleri tanimlamak igin yaygin olarak kullanilir. Zayif D terimi, kirmizi
hlcre basgina azaltiimis sayida tam D antijen bdlgesi olan bireyleri belirtir. Kismi
D terimi, eksik D antijen epitoplari olan bireyleri belirtir. DVI, gogu D epitopunun
dahil olmadigi kismi bir D kategorisidir. Duoklon reaktifi, dogrudan aglitinasyon
yoluyla gogu kismi ve zayif D kirmizi hiicre 6rnegini saptar, ancak DVI hiicrelerini
saptayamaz. Bu reaktif, IAT fazinda DVI ve kismi D hiicrelerini tespit edecektir.

SAKLAMA

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

NUMUNE TOPLAMA VE HAZIRLAMA

Kan numuneleri EDTA, sitrat, CPDA antikoagulanlarina veya pihtilagsmis bir
numune olarak toplanabilir. Numuneler, toplamanin ardindan miumkin olan en
kisa surede test edilmelidir. Testte bir gecikme olursa numuneleri 2-8°C'de
saklayin. Timunde hemoliz veya mikrobiyal kontaminasyon gésteren numuneler
test igin kullanilmamalidir. Lizis olduguna dair kanit gésteren kan numuneleri
glvenilir olmayan sonuglar verebilir. Test edilmeden 6nce tum kan drneklerinin
PBS veya izotonik salin ile yikanmasi tercih edilir (ancak zorunlu degildir).

ONLEMLER

Reaktif, yalnizca in vitro teshisinde kullanim igin tasarlanmistir.

Bir reaktif sisesi catlamis veya sizdiriyorsa icerigini hemen atin.

Son kullanma tarihi gegen reaktifi kullanmayin (bkz. Sige Etiketi).

Bir ¢okelti varsa reaktifi kullanmayin.

Reaktifler elleclenirken tek kullanimlik eldivenler ve laboratuvar 6nligi gibi
koruyucu giysiler giyilmelidir.

Reaktif, biyolojik yukl azaltmak icin 0,2 pm'lik bir kapsulden filtrelenmistir,
ancak steril olarak saglanmamustir. Bir sise acildiktan sonra reaktif
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bozulmasini veya kontaminasyonunu isaret edebilecek belirgin bir
bulaniklik olmadidi siirece igindekiler son kullanma tarihine kadar
kullanilabilir.

7. Reaktif < %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. Reaktifi iretmek icin 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 kaynakli trinlerin bulagici maddeler
icermedigini garanti edemez. Her sisenin ve igeriginin kullanimi ve atilmasi
sirasinda 6zen gosterilmelidir.

REAKTIFIN BERTARAFI VE DOKULME DURUMUNDA
YAPILACAKLAR

Reaktifin bertaraf edilmesi ve dokilen 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 Ryr
hucreleri), bir negatif kontrol (ideal olarak rr hiicreleri) test edilmesi onerilir.
Kontroller beklenen sonuglari géstermiyorsa testler gecersiz kabul
edilmelidir.

2. Kirmizi hiicrelerin antikor veya diger proteinlerle (HDN, AIHA gibi)
kaplanmasina neden olan bir hastaligi oldugu teshis edilen bir hastadan
alinan kirmizi hiicreleri gruplandirirken, hastanin kirmizi hiicrelerinin Lorne
reaktifi negatif kontrolli (Monoklonal) kullanilarak test edilmesi 6nemlidir D
Negatif Kontrol (katalog 650010). Kirmizi hiicreler Lorne Monoklonal D
Negatif Kontrol (katalog # 650010) kullanilarak aglitine edilirse testler
gegersiz kabul edilmelidir.

3. Test numuneleri yalnizca Dolayh Antiglobulin Testi, Coombs Bio-
RadBio-Rad-ID ve Coombs Ortho BioVue Teknikleri ile kategori D'
tespitini yapar.

4.  Zayif ve varyant D antijenleri, jel kart, mikrotitre plakasi ve lam teknikleri ile
zayIf bir sekilde saptanir. Zayif ve kismi varyantlarin tip test teknigi
kullanilarak test edilmesi onerilir.

5. Antiglobulin tip teknigi, yalnizca tim negatif testler IgG ile duyarlilastiriimig
kirmizi huicrelerle pozitif reaksiyona girerse gecerli kabul edilebilir.

6.  Kullanmadan 6nce reaktifin oda sicakligina isinmasina izin verin. Reaktif
kullanilir kullaniimaz reaktifi tekrar 2-8°C'de saklayin.

7. Onerilen Tekniklerde, saglanan sise damlalig kullanildiginda bir hacim
yaklagik 50pl'dir.

8.  Reaktifin kullanimi ve sonuglarin yorumlanmasi, reaktiflerin kullanildigi
lkenin gereksinimlerine gore uygun bir sekilde egitiimis ve kalifiye
personel tarafindan yapiimalidir.

9. Diger tekniklerde kullanim igin reaktifin uygunlugunu kullanici belirlemelidir.

GEREKLI REAKTIFLER VE MALZEMELER

. Anti-human globulin, 6rn. Lorne AHG Elite (Kat No. 435010) veya Anti-
Human IgG &rn. Lorne Anti-Human IgG'si (Kat No. 402010).

VolUmetrik pipetler.

Cam mikroskop lamlari veya beyaz kart levhalari.

Aplikatdr gubuklari.

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

37°C £ 2°C'ye dengelenmis su banyosu veya kuru isi inktibatora.

Test tlipu santrifiju.

Coombs hiicre yikayicl.

Dogrulanmis "U" gukurcuklu mikroplakalar.

Mikroplaka santriftja.

Plaka calkalayici.

Otomatik plaka okuyucu.

Bio-Rad ID Kartlari (LISS/Coombs) ve (NaCl, enzim testi ve soguk
aglatininler).

Bio-Rad ID-Santrifij.

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

37°C+2°C'ye dengelenmis Bio-Rad ID-Kulugka Makinesi.

Ortho BioVue Sistem Kasetleri (AHG/Coombs) ve (N6tr).

Ortho BioVue Sistem Santrifiiju.

37°C+2°C'ye dengelenmis Ortho BioVue Sistemi Isi Blogu.

Ortho %0,8 Kirmizi Hiicre Seyreltici.

1gG duyarllastiriimis kirmizi hiicreler, 6rn. Lorne Coombs Kontrol Hicreleri
(Kat no. 970010).

PBS soliisyonu (pH 6,8-7,2) veya Izotonik salin soliisyonu (pH 6,5-7,5).
. Pozitif (ideal olarak Rir) ve negatif (rr) kontrol kirmizi hiicreleri.
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ONERILEN TEKNIKLER (KATEGORI D¥' OLMAYAN)

A.

1.
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Tip Teknigi

PBS veya izotonik salin iginde %2-3'liik bir kirmizi hiicre siispansiyonu
hazirlayin.

Etiketli bir test tlipline asagidakileri koyun: 1 hacim Lorne Duoklon reaktifi
ve 1 hacim kirmizi hiicre sispansiyonu.

lyice karistirin ve ardindan tiim tiipleri 20 saniye 1000 rcf'de veya uygun bir
alternatif stire ve kuvvette santrifiijleyin.

Kirmizi hiicre diigmesini yavasca yeniden siispanse edin ve aglitinasyon
icin makroskopik olarak okuyun

Negatif veya stipheli sonug gosteren tiipler (D" ve zayif D numunelerinde
olabilecegi gibi), oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilmelidir.
inkiibasyonun ardindan 3. ve 4. adimlari tekrarlayin.

Bio-Rad-ID Teknigi (NaCl, enzim testi ve soguk agliitinin
kartlari)

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

Gerektigi kadar aliminyum folyoyu mikrotlipten ¢ikarin.

Uygun mikrotlipe asagidakileri koyun: 50ul test kirmizi hiicre stispansiyonu
ve 25pl Lorne Duoklon reaktifi.

ID Kartini(Kartlarini) bir jel kart santrifujinde santrifujleyin.

Aglutinasyon icin makroskopik olarak okuyun.

Ortho BioVue Teknigi (N6tr kartlar)

%0,8 Ortho Kirmizi Hiicre Seyrelticisi iginde %0,8'lik bir kirmizi hiicre
suspansiyonu hazirlayin

Gerektigi kadar aliminyum folyoyu reaksiyon odacigindan gikarin.
Uygun reaksiyon odacigina asagidakileri koyun: 50ul test kirmizi hiicre
suspansiyonu ve 40l Lorne Duoklon reaktifi.

Kaseti(leri) bir Ortho BioVue Sistem Santrifijinde santrifujleyin.
Aglutinasyon icin makroskopik olarak okuyun.

Mikroplaka Teknigi, “U” gukurcuklar kullanilarak

PBS veya izotonik salin iginde %2-3'liik bir kirmizi hiicre siispansiyonu
hazirlayin.

Uygun gukurcuga asagidakileri koyun: 1 hacim Lorne Duoklon reaktifi ve 1
hacim kirmizi hiicre siispansiyonu.

Capraz gukurcuk kontaminasyonundan kaginmaya 6zen gostererek
tercihen bir mikroplaka galkalayici kullanarak iyice karistirin.

15 dakika oda sicakliginda inkiibe edin (slre kullaniciya baglidir).
Mikroplakay 140 rcf'de 1 dakika boyunca veya uygun bir alternatif siire ve
kuvvette santrifujleyin.

Bir mikroplaka ¢alkalayici kullanarak ve ajitasyona dikkat ederek hiicre
diigmelerini yeniden siispanse edin.

Makroskopik olarak veya dogrulanmig 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
slispansiyonu hazirlayin veya pihtilasmasi énlenmis tam kan (kendi
plazmasinda) kullanin.

Etiketli bir cam slayta veya kart levhasina asagidakileri koyun: 1 hacim
Lorne Duoklon reaktifi ve 1 hacim test kirmizi hiicre slispansiyonu.

Temiz bir aplikatér gubugu kullanarak reaktifi ve hicreleri yaklasik 20 x 40
mm'lik bir alan tzerinde karigtirin.

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

Daginik 1sikta 1 dakika sonra makroskopik olarak okuyun ve fibrin seritlerini
aglutinasyon ile karigtirmayin.

Herhangi bir zayif reaksiyon tlp teknigi ile tekrarlanmalidir.

ONERILEN TEKNIKLER (KATEGORI DV SAPTAMAK iGiN)

A.

1.

2.
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Dolayli Antiglobulin Teknigi (IAT)

PBS veya izotonik salin iginde %2-3'liik bir kirmizi hiicre siispansiyonu
hazirlayin.

Etiketli bir test tlpline asagidakileri koyun: 1 hacim Lorne Duoklon ve 1
hacim test kirmizi hiicre stispansiyonu.

lyice karistirin ve 37°C'de 15 dakika inkiibe edin.

Kirmizi hiicreleri en az bir kere PBS veya izotonik salinle yikayin, salini
yikamalar arasinda bosaltmaya 6zen gdsterin ve her yikamadan sonra her
hiicre digmesini yeniden siispanse edin. Son yikamadan sonra salini
tamamen bosaltin.

Her kuru hiicre digmesine 2 damla AHG veya anti-IgG ekleyin.

lyice karistirin ve ardindan tiim tiipleri 20 saniye 1000 rcf'de uygun bir
alternatif siire ve kuvvette santrifjleyin.

Her hiicre digmesini yeniden slispanse edin ve makroskopik olarak
okuyun.

IgG duyarlilastiriimis kirmizi hiicreler ile tim negatif reaksiyonlarin gegerli
oldugunu onaylayin.

Bio-Rad-ID Teknigi (LISS/Coombs kartlar)

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

Gerektigi kadar aliminyum folyoyu mikrotlipten ¢ikarin.

Uygun mikrotlipe asagidakileri koyun: 50ul kirmizi hiicre stispansiyonu ve
25pl Lorne Duoklon.

ID Kartini(Kartlarini) 37°C'de 15 dakika inklibe edin.

ID Kartini(Kartlarini) bir jel kart santriftijinde santrifiijleyin.

Aglutinasyon igin makroskopik olarak okuyun.

C.
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Ortho BioVue Teknigi (AHG/Coombs kartlari)

%0,8 Ortho Kirmizi Hiicre Seyrelticisi iginde %0,8'lik bir kirmizi hiicre
sUispansiyonu hazirlayin.

Gerektigi kadar aliminyum folyoyu reaksiyon odacigindan gikarin.
Uygun reaksiyon odacigina asagidakileri koyun: 50ul test kirmizi hiicre
suspansiyonu ve 40ul Lorne Duoklon.

Kaseti(leri) 37°C'de 15 dakika inkuibe edin.

Kaseti(leri) bir Ortho BioVue Sistem Santrifujinde santrifujleyin.
Aglutinasyon igin makroskopik olarak okuyun.

TEST SONUCLARININ YORUMLANMASI

1.

Pozitif: Kirmizi hiicrelerin aglltinasyonu, pozitif test sonucu anlamina gelir
ve test proseduriiniin kabul edilen sinirlamalari dahilinde, kirmizi hiicre
Uzerinde D antijeninin varligini gosterir.

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

Reaktif negatif kontrol kullanilarak aglitine edilen hiicrelerin test sonuclari
harig tutulacaktir, glinkii agliitinasyonun nedeni buylk olasilikla reaktifteki
makromolekuler guglendiricilerin hassaslastiriimis hiicreler Gzerindeki etkisi
olacaktir.

REAKSIYONLARIN KARARLILIGI

Tum tup ve mikroplaka testlerini santrifiijlemeden hemen sonra okuyun.
Yikama adimlarini kesintiye ugratmadan tamamlayin ve santrifijleyin.
Testleri anti-insan globulin eklendikten hemen sonra okuyun, ¢inki
gecikme antijen-antikor komplekslerinin ayrismasina neden olarak yanhs
negatif veya zayf pozitif reaksiyonlara yol agabilir.

Spesifikligi saglamak ve reaktifin kurumasi nedeniyle negatif bir sonucun
yanliglikla pozitif olarak yorumlanmasi olasiligini 6nlemek icin lam testleri
maksimum bir dakika sonra yorumlanmalidir.

Onerilen sicakliklar digindaki sicakliklarda yapilan testlerin sonuglarinin
yorumlanmasinda dikkatli olunmalidir.

SINIRLAMALAR

1.

2.

Lorne Anti-D, enzimle igslem gérmis hiicreler veya LISS'te siispanse

edilmis hucreler ile kullanim igin uygun degildir.

Kirmizi hiicre siispansiyonlari yapmak icin belgedeki "Onerilen Teknikler"

boélimlerinde agiklananlar disinda solusyonlarin kullaniimasi kullanimdan

6nce dogrulanmalidir. Bazi solusyonlar yanhs pozitif veya yanlis negatif

reaksiyonlara yol acgabilir.

Saklanmis kan, taze kandan daha zay\f reaksiyonlar verebilir

1gG duyarllastiriimis hiicreler test edilirken yanlis pozitif aglltinasyon

gorulebilir.

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

. Test malzemelerinin kontaminasyonu

. Yanlis saklama, hiicre konsantrasyonu, inkiibasyon siresi veya
sicakligi

. Yanlis veya asin santrifijleme

. Onerilen tekniklerden sapma

SPESIFIK PERFORMANS OZELLIKLERI

1.

Satisa sunulmadan 6nce Lorne Anti-D Duoklon monoklonal reaktifin her
lotu, bu Kullanim Talimatlarinda (IFU) listelenen 6nerilen test yontemleri
kullanilarak test edilmistir. Testler, "Birlesik Krallik'ta Kan Transfiizyon
Hizmetleri Yénergeleri"nin ve “Ortak Teknik Ozellikler'in” giincel
versiyonunda/sayisinda belirtilen test gerekliliklerine uygundur.

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

Reaktifin gucii, Ulusal Biyolojik Standartlar ve Kontroller Enstitisi'nden
(NIBSC) alinan agagidaki minimum etki referans standartlarina gore test
edilmistir:

. Anti-D referans 99/836.

Reaktiflerin Kalite Kontroli, bir Birlesik Krallik kan transflizyon merkezi
tarafindan dogrulanan ve kullanimdan énce PBS veya Izotonik salin ile
yikanmis olan fenotiplere sahip kirmizi hiicreler kullanilarak gergeklestirildi.

SORUMLULUK REDDI

1.

2.

Reaktifin Onerilen Tekniklerde belirtilenler digindaki herhangi bir yéntem
ile kullanildiginda performansindan kullanici sorumludur.

Onerilen Tekniklerden herhangi bir sapma, kullanimdan énce
dog@rulanmalidir®.
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MEVCUT REAKTIF BOYUTLARI

Sise Katalog Numarasi Sige basina
Boyutu test sayisi

10 ml 740010 200
1000 ml 740000* 20.000
5000 ml 740000x5* 100.000

*Bu boyut yalnizca ileri imalat Kullanimi igindir (FFMU) ve bu nedenle CE

isareti tagimaz.

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

| EC [Rep

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