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GEBRAUCHSINFORMATION
Anti-D Blend C€ o123
(IgM + IgG) monoklonal

IN VITRO DIAGNOSTIKUM

1. Produktbeschreibung

Anti-D Blend (IgM + 1gG) monoklonal wird aus monoklonalem, humanem Anti-D (IgM)
(Klon D175-2) und monoklonalem, humanem Anti-D (IgG) (Klon D415 1E4) hergestellt.
Anti-D Blend (IgM + 1gG) monoklonal dient zum spezifischen, qualitativen Nachweis des
korrespondierenden D-Antigens auf Erythrozyten und ist geeignet fir den Objekttréager- und
Rohrchentest.

Zur Steigerung der Leistungsfahigkeit enthalt das Verdiinnungsmedium fiir dieses Niedrig-
proteinreagenz NaCl, BSA, einen Puffer und weitere ausgewéahlte Komponenten. Als Kon-
servierungsmittel ist NaN; zugesetzt.

Anti-D Blend (IgM + 1gG) monoklonal erkennt viele Zellen mit einem D weak Phanotyp sowie
einige seltene D-Varianten. Der IgM Anti-D Klon D175-2 zeigt keine Reaktivitdt mit allen
bisher getesteten Zellen der D-Kategorie VI. Der IgG Klon D415 1E4 erfasst D-Kategorie VI.
Die Reaktivitdt jedes Lots Anti-D Blend (IgM + 1gG) monoklonal wird mit verschiedenen
Proben, die positiv fir das D-Antigen sind, Gberprift. Die Spezifitat jedes Lots wird mit einem
Panel von Zellen Uberprift, die negativ fur das zu Uberprifende Antigen bzw. positiv fur
Antigene sind, die mit einer Frequenz von 1% oder hdher in der nordamerikanischen
Bevolkerung vorkommen. AulRerdem wird jedes Lot mit mindestens drei Proben getestet, die
positiv fiir das Bg®-Antigen sind. Antigene mit niedriger Frequenz wie z.B. C*, Yt°, M, und
Vw werden nur getestet, wenn entsprechende Testzellen verfiugbar sind.

2. Testprinzip
Die angegebenen Testmethoden beruhen auf dem Prinzip der direkten Haemagglutination.

Nach Zugabe von Erythrozyten zu Anti-D Blend (IgM + IgG) monoklonal findet eine
spezifische Antigen-Antikorper-Reaktion statt, wenn das korrespondierende D-Antigen auf
den Erythrozyten vorhanden ist. Diese Reaktion ist optisch durch die Agglutination der
Erythrozyten erkennbar. Wenn keine Agglutination stattfindet, zeigt dies ein negatives
Ergebnis an und weist unter Beriicksichtigung der Einschrankungen der Testmethode auf
die Abwesenheit des korrespondierenden D-Antigens hin.

3. Lagerung und Haltbarkeit

Anti-D Blend (IgM + 1gG) monoklonal bei 2...8°C lagern. Nicht einfrieren! Das Reagenz vor
Gebrauch auf Raumtemperatur (18...25°C) erwarmen lassen und unmittelbar nach dem
Gebrauch wieder bei 2...8°C lagern.

Anti-D Blend (IgM + IgG) monoklonal ist bei Einhaltung der angegebenen Lagerbedingungen
nach dem ersten Offnen bis zum auf dem Etikett angegebenen Haltbarkeitsdatum
verwendbar, wenn es keine Tribungen oder andere Anzeichen fir eine Kontamination auf-
weist. Das Reagenz nicht nach Ablauf des auf dem Etikett angegebenen Haltbarkeitsdatums
benutzen.

Kontaminierte Reagenzien nicht mehr benutzen!

4. Probenvorbereitung

Die Blutproben sollten entsprechend den Ublichen medizinischen Verfahren entnommen
werden. Blutproben mit und ohne Antikoagulanzien sind fir die Testung geeignet, wenn die
Durchfiihrung ohne zeitliche Verzégerung stattfindet. Ist dies nicht mdglich, kénnen Erythro-
zyten aus geronnenem Blut oder EDTA-Blut bis zu 14 Tage nach Blutentnahme getestet
werden. ACD-, CPD- und CPDA-1-Blut kann bis zum angegebenen Haltbarkeitsdatum ge-
testet werden. Erythrozytenproben sollten bei 2...8°C aufbewahrt werden. Fir eine langere
Lagerung der Erythrozyten kann eine Erythrozytenstabilisierungslésung benutzt werden.
Durch eine zu lange Lagerung der Erythrozyten vor der Testung konnen sich die
Erythrozytenantigene verandern, was abgeschwachte Reaktionen zur Folge haben kann.




5. Zusatzlich bendtigte Materialien
Isotonische NaCl-Ldsung, pH 6,5 - 7,5
Glasobjekttrager und Stadbchen zum Mischen
Reagenzglaser (75 x 12 mm)
Einweg-Pasteur-Pipetten

Zentrifuge

Testerythrozyten mit bekanntem Rh-Phanotyp
Anti-Humanglobulin

IgG-beladene Testerythrozyten

6. Testdurchfihrung

Objekttragertest

1. Von den zu untersuchenden Erythrozyten eine 35 — 45%ige Suspension in isotonischer
NaCl-Losung herstellen.

2. Auf einen gekennzeichneten Objekttrager 1 Tropfen (ca. 40 — 50 pl) Testreagenz geben.

3. 2 Tropfen der Erythrozytensuspension hinzufiigen und mit einen sauberen Stébchen
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mischen. Das Gemisch dabei tiber eine Flache von ca. 20 x 40 mm verteilen.

. Den Objekttrager leicht hin und her bewegen und makroskopisch auf Agglutination
prifen. Innerhalb von 2 Minuten ablesen, da sonst Eintrocknungserscheinungen am
Rand eine positive Reaktion vortduschen kénnen.

Wichtiger Hinweis zur Rhesus-D-Bestimmung auf dem Objekttréger

Die Rhesus-D-Bestimmung auf dem Objekttrager ist vergleichsweise weniger sensitiv und
als Verfahren der Rhesus-D-Blutgruppenbestimmung nicht zu empfehlen. Der Objekt-
tragertest kann aber als Inhaltskontrolle benutzt werden.

Rohrchentest

1. Die zu untersuchenden Erythrozyten mit isotonischer NaCl-L6sung waschen und eine
2 - 4%ige Suspension in isotonischer NaCl-Losung herstellen.

2. 1 Tropfen Testreagenz (ca. 40 — 50 pl) und 1 Tropfen der Erythrozytensuspension in
einem beschrifteten R6hrchen mischen.

3. 15 — 30 Sekunden bei 900 — 1000 x g oder bei alternativer Drehzahl mit angepasster Zeit
zentrifugieren.

4. Unter vorsichtigem Aufschitteln des Rohrchens makroskopisch auf Agglutination prifen.

Bitte beachten

Den Test nicht mikroskopisch auswerten.

Bei einigen D weak Typen kénnen die Reaktionen durch Inkubation des Reaktionsansatzes
fir 15 Minuten bei 37°C (+ 1°C) verstarkt werden (anschlieBend mit Punkt 3 und 4 fort-
fahren).

Schwache Reaktionen mit Anti-D Blend kénnen durch Inkubation des Reaktionsansatzes fur
5 Minuten bei Raumtemperatur (18...25°C) verstarkt werden (anschlieRend mit Punkt 3 und
4 fortfahren).

Eine bekannt D-positive und D-negative Erythrozytensuspension, die Rh-Kontrolle fiir mono-
klonale Testreagenzien und eine Eigenkontrolle zur Prifung auf Autoagglutination sind zur
Kontrolle mitzufthren.

Die Bestimmung des D-Antigens ist mit mindestens 2 verschiedenen Anti-D-Testreagenzien
durchzufiihren. Bei Verwendung von zwei monoklonalen Testreagenzien muissen zwei ver-
schiedene Klone eingesetzt werden.

Bei negativem oder zweifelhaftem Befund den modifizierten indirekten Coombs-Test
(D weak-Test) durchfuhren.

Modifizierter Indirekter Coombs-Test (D weak-Test)

1. Die zu untersuchenden Erythrozyten mindestens einmal mit isotonischer NaCl-Losung
waschen und eine 2 - 4%ige Suspension in isotonischer NaCl-Lésung herstellen.

1 Tropfen Testreagenz (ca. 40 — 50 ul) und 1 Tropfen der Erythrozytensuspension in
einem beschrifteten R6hrchen mischen.

Das Roéhrchen 15 Minuten bei 37°C (+ 1°C) inkubieren. )

Die Erythrozyten einmal mit isotonischer NaCl waschen und den Uberstand vollstandig
dekantieren, sodass man ein ,trockenes” Erythrozytensediment erhalt.

Zu dem Erythrozytensediment 2 Tropfen polyspezifisches Anti-Humanglobulin oder Anti-
IgG geben (entsprechend den Herstellerangaben in der Gebrauchsinformation des Anti-
Humanglobulins) und vorsichtig aber grindlich mischen.
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6. 15 Sekunden bei 900 — 1000 x g oder bei alternativer Drehzahl mit angepasster Zeit
zentrifugieren.

7. Unter vorsichtigem Aufschitteln des Rohrchens makroskopisch auf Agglutination prufen.

8. Negative oder nur schwach positive Ergebnisse durch Zugabe von IgG-beladenen
Testzellen Uberprifen (entsprechend den Herstellerangaben in der Gebrauchs-
information der IgG-beladenen Testzellen).

Bitte beachten:

Den Test nicht mikroskopisch auswerten.

Eine bekannt D weak und eine D-negative Erythrozytensuspension sollten zur Kontrolle
mitgefuhrt werden.

Bei dieser Testmethode dirfen keine ungewaschenen oder in Serum oder Plasma
resuspendierten Erythrozyten eingesetzt werden.

7. Interpretation der Ergebnisse

Eine Agglutination der Erythrozyten mit Anti-D Blend (IgM + 1gG) monoklonal im
Rohrchentest zeigt das Vorhandensein des korrespondierenden D-Antigens an. Sehr
schwache Reaktionen kdnnen auf D weak oder partielle D-Antigene hinweisen. Reagieren
die Erythrozyten nur im Modifizierten Indirekten Coombs-Test (D weak-Test) positiv, weist
dies auf einen D weak Phanotyp hin. Bei einem positiven Ergebnis im Ro&hrchentest
(direktem Agglutinationstest) und im Modifizierten Indirekten Coombs-Test ist keine
zuverlassige Aussage in Bezug auf einen D weak Ph&notyp mdglich.

Findet keine Agglutination der Erythrozyten mit Anti-D Blend (IgM + IgG) monoklonal statt,
weist dies auf die Abwesenheit des korrespondierenden D-Antigen hin.

Das Testergebnis kann nicht gewertet werden, wenn die Kontrollen wie folgt reagieren:

- keine Agglutination mit der bekannt D-positiven Erythrozytensuspension

- Agglutination mit der bekannt D-negativen Erythrozytensuspension

- Agglutination mit der Rh-Kontrolle fiir monoklonale Testreagenzien

- Agglutination mit der Eigenkontrolle

- keine Agglutination nach Zugabe von lgG-beladenen Testzellen zu einem negativen
Testansatz im Indirekten Modifizierten Coombs-Test (D weak-Test)

Treten bei der Bestimmung des Antigens mit zwei verschiedenen Testreagenzien
diskrepante Ergebnisse auf, muss die Bestimmung mit einer anderen Testmethode und/oder
einem weiteren Testreagenz wiederholt werden.

Bei der Interpretation der Ergebnisse mussen die Grenzen der Methode (s. 9. Wichtige Hin-
weise/Grenzen der Methode) beachtet werden.

8. Stabilitat der Reaktionen
Alle Testergebnisse missen unmittelbar nach Beendigung der Testdurchfiihrung beurteilt
werden.

9. Wichtige Hinweise / Grenzen der Methode

1. Anti-D Blend (IgM + 1gG) monoklonal ist nur fir den in vitro diagnostischen Gebrauch
geeignet und darf nur von geschultem Fachpersonal eingesetzt werden.

2. In seltenen Fallen kann es bei in vivo mit Immunglobulinen beladenen Erythrozyten zu
spontanen und nicht spezifischen Agglutinationen kommen. Dieses Phanomen ist
normalerweise mit Reagenzien, die einen hohen Proteingehalt und makromolekulare
Zusatze enthalten, assoziiert. Anti-D Blend (IgM + IgG) monoklonal wird mit einem
Medium mit niedrigem Proteingehalt hergestellt, das die Spontanagglutination nicht
unterstutzt. Trotzdem kann es in sehr seltenen Fallen bei einer starken Beladung der
Erythrozyten mit Immunglobulinen auch in diesem Medium zu Spontanagglutinationen
kommen. Das gleiche Ph&nomen tritt dann aber meistens auch bei der Bestimmung des
ABO-Systems auf. Als Kontrolle sollte deshalb immer Rh-Kontrolle flr monoklonale
Testreagenzien oder 6 - 8%iges BSA oder autologes Patientenserum/-plasma mitge-
fuhrt werden. Zeigen die Kontrollteste auch eine positive Reaktion, kann das Ergebnis
der Rh-Bestimmung nicht interpretiert werden.

3. Suspensionen von ungewaschenen Erythrozyten fordern falsch positive Reaktionen, die
mit Geldrollenbildung oder Autoantikérpern assoziiert sind. Der routinemafige Einsatz
von gut gewaschenen, in isotonischer NaCl-Losung suspendierten Erythrozyten fir den
Roéhrchentest kann das Auftreten solch falsch positiver Reaktionen vermindern.

4. Ungewaschene Erythrozyten oder Suspensionen in autologem Serum oder Plasma
darfen nicht im Modifizierten Indirekten Coombs-Test zum Nachweis von D weak ein-
gesetzt werden, weil es zu einer teilweisen Neutralisierung des Antihumanglobulins
aufgrund der abgeklrzten Waschprozedur kommen kann und somit zu schwachen oder
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falsch negativen Ergebnissen. Wenn ungewaschene Zellen benutzt werden, sind fur
einen effektiven Coombstest drei bis vier aufeinanderfolgende Waschschritte er-
forderlich, um restliches Serum-IgG zu entfernen.

Ein positives Ergebnis im Modifizierten Indirekten Coombs-Test muss mit geeigneten
Kontrollen (z. B. Rh-Kontrolle fir monoklonale Testreagenzien, 6 -8% BSA oder auto-
loges Patientenserum/-plasma) durch einen negativen Direkten Antiglobulin-Test oder
einen negativen Indirekten Antiglobulin-Test abgesichert werden.

Einige Erythrozyten koénnen nur schwache und/oder partielle D-Antigene (Rh1) ex-
primiert haben und eine entsprechend schwéchere Reaktion mit Anti-D zeigen. Eine
weitere Abklarung und Spezifizierung der Befunde kann mit BAGene (SSP-Kits zur
Bestimmung der RH-Eigenschaften auf molekulargenetischer Basis) erfolgen.

Mit Anti-D Blend (IgM + 1gG) monoklonal kénnen nicht alle Partial-D-Antigene
nachgewiesen werden. Auf3erdem kann das Testreagenz mit D weak Zellen und einigen
seltenen Partial-D-Zellen (z.B. Ry, Crawford-Phanotyp) reagieren, die in vorherigen
Untersuchungen mit anderen Anti- D- -Testreagenzien maglicherweise als D-negativ be-
urteilt wurden.

Eine zu spate Ablesung der Tests, ein zu starkes Aufschiitteln des Erythrozyten-
sediments und andere Abweichungen von der angegebenen Testdurchfihrung
konnen zu schwacheren oder falsch negativen Ergebnissen fiihren.

Anti-D Blend (IgM + IgG) monoklonal darf nicht fur die Testung von Enzym-behandelten
Erythrozyten eingesetzt werden.

Um falsch positive Reaktionen zu vermeiden, sollte das Reagenz auch nicht zu kalt
sein, wenn es fir Testungen benutzt wird. Das Reagenz und die zu untersuchenden
Erythrozyten sowie die Kontrollmaterialien sollten vor der Testdurchfihrung Raum-
temperatur (18...25°C) erreicht haben.

Falsch negative oder unerwartet schwache Reaktionen kdnnen auch durch zu lange
Lagerung und/oder ungeeignete Lagerbedingungen der Erythrozyten verursacht
werden.

Ungeeignete Techniken, falsche Zentrifugation oder Inkubation, unsaubere Rohrchen
oder Objekttrager, falscher pH-Wert der isotonischen NaCl-Lésung und/oder
kontaminierte Materialien konnen zu falsch negativen oder falsch positiven
Ergebnissen fuhren.

Die fur die Zentrifugationen angegebene g-Zahl ist immer das Minimum, das bendtigt
wird, um einen klaren Uberstand und ein abgegrenztes Erythrozytensedlment das sich
leicht resuspendieren I&sst, zu erhalten. Es ist nicht mdglich, fir alle verfigbaren Zentri-
fugentypen eine allgemein verbindliche Zentrifugationsgeschwindigkeit oder —zeit anzu-
geben. Zentrifugen muissen individuell kalibriert werden, um die optimale Zeit und
Geschwindigkeit fur die gewiinschten Ergebnisse zu ermitteln.

Eine mikrobielle Kontamination von Anti-D Blend (IgM + IgG) monoklonal unbedingt
vermeiden, weil dies die Haltbarkeit des Produkts verkirzen und zu falschen
Ergebnissen fuhren kann. Das Testreagenz deshalb nicht mehr benutzen, wenn eine
Tribung oder andere sichtbare Veranderungen festgestellt werden. Dies kann auf eine
mikrobielle Kontamination hinweisen.

Bei der Interpretation der Ergebnisse sollte immer beriicksichtigt werden, ob
Transfusionen oder Transplantationen stattgefunden haben. Die Transfusions- und/oder
Transplantationsanamnese, aber auch die Medikamentenanamnese, sollte zur
Interpretation herangezogen werden.

Nach den Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung
von Blutprodukten (Hamotherapie) vom Wissenschaftlichen Beirat der Bundesarzte-
kammer und vom Paul-Ehrlich-Institut gilt der Blutspender bei diskrepanten Ergebnissen
mit verschiedenen Testreagenzien und bei schwach positivem Ergebnis als Rh (D)
positiv und der Blutempféanger gilt bei diskrepanten oder fraglich positiven Ergebnissen
als Rh (D) negativ.

Anti-D Blend (IgM + 1gG) nicht verdinnen und nur wie in dieser Gebrauchsinformation
angegeben einsetzen. Modifikationen jeglicher Art missen vom Anwender validiert
werden.

10. Warn- und Entsorgungshinweise

Humanes Ausgangsmaterial fur die Produktion der Testreagenzien wurde auf HBsAg und
Antikorper gegen HIV und HCV getestet. Nur negatives Material wurde fur die Produktion
verwendet. Trotzdem sollten samtliche fir den Test verwendete Materialien biologischen
Ursprungs als potentiell infektios betrachtet werden, da keine Testmethode alle infektiosen
Krankheitserreger nachweisen kann. Fur die Herstellung dieses Produkts verwendetes
Rinderalbumin stammt von Tieren aus den USA, die von Veterinarinspektoren kontrolliert



und als krankheitsfrei deklariert wurden. Das TSE (Transmissible Spongioform Encephalo-
pathy)-Risiko dieses von Rindern stammenden Produkts wird als gering betrachtet.

Beim Umgang mit biologischen Materialien werden angemessene Sicherheitsvorkehrungen
empfohlen (nicht mit dem Mund pipettieren; Schutzhandschuhe bei der Testdurchfiihrung
tragen; Handedesinfektion nach der Testdurchfiihrung).

Biologische Materialien mussen vor der Entsorgung inaktiviert werden (z.B. durch Auto-
klavieren). Einwegmaterialien sind nach Gebrauch zu autoklavieren oder zu verbrennen.
Verschuttetes potentiell infektibses Material sollte unverziglich mit einem saugféhigen
Papiertuch entfernt werden und der kontaminierte Bereich mit einem geeigneten Des-
infektionsmittel oder 70%igem Ethanol desinfiziert werden. Material, das fur die Entfernung
von Verschittetem benutzt wurde, muss vor der Entsorgung inaktiviert werden (z.B. durch
Autoklavieren).

Das Testreagenz enthalt 0,1% NaN; als Konservierungsmittel. NaN; ist gesundheits-
schadlich, wenn es inhaliert oder verschluckt wird oder in Kontakt mit der Haut und
Schleimhauten kommt (R- und S-Satze s. Erlauterung der Symbole auf den Etiketten).
Kupfer und Blei, die in einigen Rohrsystemen eingesetzt werden, kdnnen mit Azid explosive
Salze bilden, deshalb sollte bei der Beseitigung von Azid-haltigem Material mit reichlich
Wasser nachgespiilt werden.

Die Entsorgung aller Proben und Testmaterialien sollte entsprechend der gesetzlichen
Richtlinien erfolgen.

11. Packungsgrofie siehe Preisliste
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Erklarung der Symbole auf den Etiketten

<
o

In-vitro Diagnostikum

Lagertemperatur

Lot-Nr.
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REF Bestell-Nr.
[:Ii] Gebrauchsinformation beachten
IMONOCLIIGM + IGG Monoklonal IgM + 1gG
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ORIG | HUM Ursprung: human
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Gesundheitsschadlich
x R 22-52/53, S 02-13-22-46-56-61

Gesundheitsschadlich beim Verschlucken.

Schadlich fir Wasserorganismen, kann in Gewassern langerfristig schadliche
Wirkungen haben.

Darf nicht in die Hande von Kindern gelangen.

Von Nahrungsmitteln, Getranken und Futtermitteln fernhalten.

Staub nicht einatmen.

Bei Verschlucken sofort arztlichen Rat einholen und Verpackung oder Etikett vor-
zeigen.

Diesen Stoff und seinen Behalter der Problemabfallentsorgung zufiihren.
Freisetzung in die Umwelt vermeiden. Besondere Anweisungen einholen,
Sicherheitsdatenblatt zu Rate ziehen.
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