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REACTIVI MONOCLONALI PENTRU DETERMINAREA GRUPEI SANGUINE                                                                                                                         

INSTRUCŢIUNI DE UTILIZARE                                                                                                                                          
Anti-A, Anti-B şi Anti-A,B monoclonal: Pentru tehnicile cu eprubetă, ID Bio-Rad, Ortho BioVue, cu microplăci şi cu 

lamă. 
 

REZUMAT 

 
În 1900, Landsteiner a descoperit că serul unor persoane poate aglutina 
globulele roşii ale altora. În prezent sunt recunoscute patru fenotipuri obişnuite: 
O, A, B şi AB. De atunci au fost identificate şi subgrupele A şi B.  
 

Grup metodă 
directă  

Grup metodă inversă  ABO 
Fenotip 

Caucazieni 
%

1 

A B A,B A1  A2  B  O  

+ 0 + 0 0 + 0 A 43 

0 + + + + 0 0 B 9 

0 0 0 + + + 0 O 44 

+ + + 0 0 0 0 AB 4 

 

SCOPUL PROPUS 
 

Reactivii ABO sunt reactivi pentru determinarea grupei sanguine destinaţi a fi 
folosiţi pentru a determina calitativ prezenţa sau absenţa antigenelor A şi/sau B 
pe globulele roşii ale donatorilor de sânge sau ale pacienţilor care au nevoie de o 
transfuzie sanguină în cazul testării conform tehnicilor recomandate şi prezentate 
în aceste instrucţiuni de utilizare. 
 

PRINCIPIUL 

 
Reactivii conţin anticorpi împotriva antigenului A şi/sau B corespunzător de pe 
globulele roşii umane şi vor provoca o aglutinare (aglomerare) directă a 
globulelor roşii purtătoare ale antigenului ABO corespunzător. Neaglutinarea 
indică în general absenţa antigenului ABO corespunzător pe globulele roşii 
umane (consultaţi Limitări). 
 

REACTIVI 
 
Reactivii monoclonali Lorne IgM pentru determinarea grupei sanguine ABO 
conţin anticorpi monoclonali de şoarece diluaţi într-un tampon fosfat care conţine 
clorură de sodiu, EDTA şi albumină bovină. Reactivii nu conţin sau nu sunt 
compuşi din substanţe CMR, substanţe perturbatoare pentru sistemul endocrin 
sau care ar putea provoca sensibilizare sau o reacţie alergică în cazul 
utilizatorului. Fiecare reactiv este furnizat la diluarea optimă pentru utilizare cu 
toate tehnicile recomandate prezentate mai jos, fără să mai fie necesară diluarea 
sau adăugarea suplimentară. Pentru numărul de referinţă al lotului şi data de 
expirare, consultaţi Eticheta flaconului. 
 

Produs Linie celulară/Clonă Culoare  Colorant 
utilizat 

Anti-A 9113D10 Albastru Albastru patent 

Anti-B 9621A8 Galben Tartrazină 

Anti-A,B 152D12 + 9113D10 + ES15 Incolor Niciunul 

 

DEPOZITARE 
 
Flacoanele cu reactiv trebuie depozitate la temperaturi cuprinse între 2 şi 8 ºC 
după primire. Depozitarea prelungită la temperaturi în afara acestui interval poate 
duce la pierderea accelerată a reactivităţii reactivilor. Acest reactiv a fost supus 
unor studii de stabilitate la transport la 37 

o
C şi –25 

o
C, conform precizărilor din 

documentul BS EN ISO 23640:2015.  
 

RECOLTAREA ŞI PREGĂTIREA PROBEI 
 
Probele de sânge pot fi recoltate în EDTA, citrat, anticoagulanţi CPDA sau ca 
probă coagulată. Probele trebuie testate cât mai curând posibil după recoltare. 
Dacă survine o întârziere în ce priveşte testarea, păstraţi probele la 2-8 ºC. 
Probele care prezintă o hemoliză intensă sau o contaminare microbiană nu 
trebuie utilizate pentru testare. Probele de sânge care prezintă semne de liză pot 
conduce la rezultate neconcludente. Este de preferat (dar nu esenţial) să spălaţi 
toate probele de sânge cu PBS sau soluţie salină izotonă înainte de testare. 
 

PRECAUŢII 
 
1. Reactivii sunt destinaţi exclusiv diagnosticului in vitro. 
2. Dacă un flacon cu reactiv este crăpat sau curge, aruncaţi conţinutul 

imediat. 
3. Nu folosiţi reactivii după data de expirare (consultaţi Eticheta flaconului).  
4. Nu folosiţi reactivii dacă observaţi că s-a format un precipitat.  
5. Purtaţi echipament de protecţie când manipulaţi reactivii, cum ar fi mănuşi 

de unică folosinţă şi un halat de laborator.  
6. Reactivii au fost filtraţi printr-o membrană de 0,2 µm pentru a reduce 

încărcătura biologică, dar nu sunt livraţi sterili. După deschiderea 
flaconului, reactivul poate fi folosit până la data de expirare dacă nu se 
observă o turbiditate marcată, care ar putea indica deteriorarea sau 
contaminarea reactivului. 

7. Reactivii conţin < 0,1% azidă de sodiu. Azida de sodiu poate fi toxică dacă 
este ingerată şi poate reacţiona cu conductele din plumb sau cupru 
formând azide metalice explozive. La eliminare, spălaţi cu cantităţi mari de 
apă. 

8. Nu se cunosc teste care să garanteze faptul că produsele derivate din 
surse umane sau animale nu prezintă agenţi infecţioşi. Fiţi atenţi când 
utilizaţi şi când eliminaţi un flacon şi conţinutul acestuia. 

 

ELIMINAREA REACTIVULUI ŞI CUM SE ACŢIONEAZĂ ÎN CAZ DE 
STROPIRE 

 
Pentru informaţii privind eliminarea reactivului şi metodele de decontaminare a 
unui loc în caz de stropire, consultaţi Fişele cu date de securitate ale 
materialului, disponibile la cerere. 
 

1. MARTORI ŞI RECOMANDĂRI 
 
1. Se recomandă testarea în paralel a unui martor pozitiv şi a unui martor 

negativ cu fiecare lot de teste. Testele trebuie considerate nevalide dacă 
probele martor nu prezintă rezultatele prevăzute. 

2. Întrucât aceşti reactivi nu conţin potenţiatori macromoleculari, este foarte 
puţin probabil să fie cauzate reacţii fals pozitive la globulele acoperite cu 
IgG. 

3. Specimenele de sânge din subgrupele slabe A sau B (de ex., Ax) pot 
genera reacţii fals negative sau slabe în cazul testării cu lame, plăci de 
microtitru sau cartele cu gel. Se recomandă retestarea subgrupelor slabe 
cu ajutorul tehnicii cu eprubetă. 

4. În cazul pacienţilor cu vârsta mai mare de şase luni, rezultatele determinării 
grupei ABO trebuie confirmate prin testarea serului sau plasmei acestora în 
raport cu globulele din grupa A1 şi B cunoscută înainte de a confirma în 
cazul lor grupa sanguină ABO.  

5. Înainte de utilizare, lăsaţi reactivul să ajungă la temperatura camerei. 
Imediat după utilizare, depozitaţi reactivul înapoi la o temperatură cuprinsă 
între 2 şi 8 

o
C. 

6. În Tehnici recomandate, un volum reprezintă aproximativ 50 µl cu pipeta 
flaconului furnizată. 

7. Utilizarea reactivilor şi interpretarea rezultatelor trebuie efectuate de 
personal calificat şi instruit în mod corespunzător în conformitate cu 
cerinţele ţării în care se utilizează reactivii.  

8. Utilizatorul trebuie să stabilească în ce măsură se pot utiliza reactivii în alte 
tehnici. 

 

REACTIVI ŞI MATERIALE NECESARE 
 
 Pipete volumetrice. 
 Cartele ID Bio-Rad (NaCl, test enzimatic şi aglutinine la rece). 
 Centrifugă ID Bio-Rad. 
 ID-CellStab sau ID-Diluent 2 Bio-Rad. 
 Casete sistem Ortho BioVue (neutre). 
 Centrifugă sistem Ortho BioVue. 
 Diluant globule roşii 0,8% Ortho 
 Lame de sticlă pentru microscopie sau plăci de cartelă albe. 
 Beţişoare aplicatoare. 
 Eprubete de sticlă (10 x 75 mm sau 12 x 75 mm). 
 Centrifugă pentru eprubete. 
 Microplăci cu godeuri în formă de U validate. 
 Centrifugă pentru microplăci. 
 Agitator pentru plăci. 
 Soluţie PBS (pH 6,8–7,2) sau soluţie salină izotonă (pH 6,5–7,5). 
 Globule roşii martor pozitiv şi negativ: 

Anti-A: grupa A (martor pozitiv) şi grupa O (martor negativ). 
Anti-B: grupa B (martor pozitiv) şi grupa O (martor negativ). 
Anti-A,B: grupa A şi grupa B (martori pozitivi) şi grupa O (martor negativ). 

 

TEHNICI RECOMANDATE 
 

A.    Tehnica cu eprubetă  
 

1. Pregătiţi o suspensie de 2-3% din globulele roşii în PBS sau soluţie salină 
izotonă. 

2. Puneţi într-o eprubetă etichetată: 1 volum de reactiv Anti-ABO Lorne şi 1 
volum de suspensie de globule roşii. 

3. Amestecaţi bine şi incubaţi la temperatura camerei timp de 1 minut. 
4. Centrifugaţi toate eprubetele timp de 10 secunde la 1000 rcf sau la un alt 

raport adecvat între timp şi forţă. 
5. Resuspendaţi uşor butonul de hematii şi efectuaţi citirea macroscopică 

pentru aglutinare 
6. Eprubetele care prezintă un rezultat negativ sau discutabil trebuie incubate 

timp de 15 minute la temperatura camerei. 
7. După incubare, repetaţi paşii 4 şi 5. 
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B. Tehnica ID Bio-Rad (cartele NaCl, test enzimatic şi aglutinine 
la rece) 

 
1. Pregătiţi o suspensie de 0,8% din globulele roşii în ID-CellStab sau ID-

Diluent 2. 
2. Îndepărtaţi folia de aluminiu de pe mai multe microeprubete, după cum este 

necesar. 
3. Puneţi în microeprubeta corespunzătoare: 50 µl de suspensie de globule 

roşii şi 25 µl de reactiv Anti-ABO Lorne. 
4. Centrifugaţi cartela(ele) ID în centrifuga pentru cartele cu gel Bio-Rad. 
5. Efectuaţi citirea macroscopică pentru aglutinare. 
 

C. Tehnica Ortho BioVue (Casete neutre) 
 

1. Pregătiţi o suspensie de 0,8% din globulele roşii în Diluant de globule roşii 
Ortho 0,8%. 

2. Îndepărtaţi folia de aluminiu de pe mai multe camere de reacţie, după cum 
este necesar. 
 

3. Puneţi în camera de reacţie corespunzătoare: 50 µl de suspensie de 
globule roşii şi 40 µl de reactiv Anti-ABO Lorne. 

4. Centrifugaţi caseta(ele) într-o centrifugă de sistem Ortho BioVue. 
5. Efectuaţi citirea macroscopică pentru aglutinare. 
 

D. Tehnica cu microplăci, care utilizează godeuri în formă de U 
 
1. Pregătiţi o suspensie de 2-3% din globulele roşii în PBS sau soluţie salină 

izotonă. 
2. Puneţi într-un godeu corespunzător: 1 volum de reactiv Anti-ABO Lorne şi 

1 volum de suspensie de globule roşii. 
3. Amestecaţi temeinic, de preferinţă cu un agitator pentru microplăci, având 

grijă să evitaţi contaminarea încrucişată între godeuri.  
4. Incubaţi la temperatura camerei timp de 15 minute (timpul depinde de 

utilizator). 
5. Centrifugaţi microplaca timp de 1 minut la 140 rcf sau la un alt raport 

adecvat între timp şi forţă. 
6. Resuspendaţi butonul celular cu o agitaţie atent controlată într-un agitator 

de microplăci  
7. Efectuaţi citirea macroscopică sau cu un cititor automat validat. 
8. Orice reacţie slabă trebuie reconfirmată prin tehnica cu eprubetă. 
 

E. Tehnica cu lamă 
 

1. Pregătiţi o suspensie de 35-45% din globulele roşii în ser, plasmă, PBS sau 
soluţie salină izotonă sau utilizaţi sânge integral anti-coagulat (în plasmă 
proprie). 

2. Puneţi pe o lamă de sticlă sau o placă de cartelă etichetată: 1 volum de 
reactiv Anti-ABO Lorne şi 1 volum de suspensie de globule roşii. 

3. Folosind un beţişor aplicator curat, amestecaţi reactivul şi celulele pe o 
suprafaţă de circa 20 x 40 mm. 

4. Înclinaţi încet lama înainte şi înapoi timp de 30 de secunde, amestecând 
ocazional şi mai mult în intervalul de 1 minut, păstrând lama la temperatura 
camerei. 

5. Efectuaţi citirea macroscopică după 1 minut la lumină difuză şi nu 
confundaţi firele de fibrină cu aglutinarea. 

6. Orice reacţie slabă trebuie reconfirmată prin tehnica cu eprubetă. 
 

INTERPRETAREA REZULTATELOR TESTULUI 
 
1. Pozitiv: Aglutinarea globulelor roşii constituie un rezultat pozitiv şi, în 

limitele acceptate ale procedurii de testare, indică prezenţa antigenului 
ABO corespunzător pe globulele roşii.   

2. Negativ: Neaglutinarea globulelor roşii constituie un rezultat negativ şi, în 
limitele acceptate ale procedurii de testare, indică absenţa antigenului ABO 
corespunzător pe globulele roşii.   

3. Discrepanţe: Dacă rezultatele obţinute cu grupul cu metoda inversă nu 
corespund cu grupul cu metoda directă, sunt necesare investigaţii 
suplimentare. 

 

STABILITATEA REACŢIILOR 
 
1. Efectuaţi citirea testelor cu eprubetă şi microplacă imediat după 

centrifugare.  
2. Testele cu lamă ar trebui interpretate după maximum un minut pentru a 

garanta specificitatea şi a evita riscul de a interpreta incorect un rezultat 
negativ ca fiind pozitiv din cauza uscării reactivului. 

3. Aveţi grijă la interpretarea rezultatelor testelor efectuate la alte temperaturi 
decât cele recomandate. 

 

LIMITĂRI 
 
1. Întrucât antigenele ABO nu sunt pe deplin dezvoltate la naştere, pot apărea 

reacţii mai slabe la specimenele de la nivelul cordonului ombilical şi 
neonatale.  

2. Atunci când se utilizează Anti-A,B monoclonal, specimenele de sânge din 
subgrupele slabe A sau B (de ex., Ax) pot genera reacţii fals negative sau 
slabe în cazul testării cu lame, plăci de microtitru sau cartele cu gel. Se 
recomandă retestarea subgrupelor slabe cu ajutorul tehnicii cu eprubetă. 

3. Întrucât Anti-A monoclonal şi Anti-B monoclonal Lorne nu sunt validaţi 
pentru a depista antigene Ax şi A3, respectiv Bx şi B3, nu susţinem 
reactivitatea reactivului monoclonal Anti-A sau Anti-B împotriva acestor 
subgrupe A şi B slabe. 

4. Sângele stocat poate genera reacţii mai slabe decât sângele proaspăt. 
5. Rezultatele fals pozitive sau fals negative pot fi generate şi de: 

 Contaminarea materialelor folosite în testare  

 Depozitarea, concentraţia celulară, timpul sau temperatura de 
incubaţie necorespunzătoare  

 Centrifugarea necorespunzătoare sau excesivă  

 Abaterea de la tehnicile recomandate 

 Probele de la nivelul cordonului ombilical contaminate cu gelatina 
Wharton 

 

CARACTERISTICI DE PERFORMANŢĂ SPECIFICE 
 

1. Înainte de a fi pus pe piaţă, fiecare lot de reactiv monoclonal ABO Lorne a 
fost testat conform metodelor de testare recomandate şi enumerate în 
aceste instrucţiuni de utilizare. Testele corespund cerinţelor de testare 
prezentate în numărul/versiunea curentă a „Guidelines for the Blood 
Transfusion Services in the United Kingdom”

3
 (Orientări pentru Serviciile de 

transfuzii sanguine din Regatul Unit) şi „Common Technical Specifications” 
(Specificaţii tehnice comune). 

2. Specificitatea anticorpilor monoclonali este demonstrată cu ajutorul unui 
panou de celule cu antigen negativ. 

3. Forţa reactivilor a fost testată în raport cu standardele de referinţă privind 
forţa minimă obţinute de la Institutul Naţional de Standarde Biologice şi 
Control (NIBSC):  

 Standard de referinţă Anti-A 03/188 şi / sau 

 Standard de referinţă Anti-B 03/164 
4. Anti-B Lorne nu reacţionează cu globulele roşii „B dobândit”. 
5. Reactivii monoclonali ABO Lorne nu detectează criptoantigene, cum ar fi T, 

Tn sau Cad. 
6. Controlul calităţii reactivilor a fost efectuat cu globule roşii cu fenotipuri care 

au fost verificate de un centru pentru transfuzii sanguine din Regatul Unit şi 
care au fost spălate cu PBS sau soluţie salină izotonă înainte de utilizare. 

 

DECLINAREA RESPONSABILITĂŢII 
 
1. Utilizatorul este singurul responsabil pentru performanţa reactivilor în cazul 

utilizării altor metode decât cele menţionate în Tehnici recomandate.  
2. Orice abatere de la Tehnicile recomandate trebuie validată înainte de 

utilizare
5
. 
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DIMENSIUNI REACTIV DISPONIBILE 
 

 Mărime 
flacon 

Număr de catalog Teste per flacon 

Anti-A 
monoclonal 

10 ml 600010 200 

1000 ml 600000* 20.000 

5000 ml 600000X5* 100.000 

Anti-B 
monoclonal 

10 ml 610010 200 

1000 ml 610000* 20.000 

5000 ml 610000X5* 100.000 

Anti-A,B 
monoclonal 

10 ml 620010 200 

1000 ml 620000* 20.000 

5000 ml 620000X5* 100.000 

 
*Această mărime este valabilă numai pentru utilizare de fabricaţie 
suplimentară (FFMU) şi, prin urmare, nu are marcajul CE. 
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SUMMARY
In 1900, Landsteiner discovered the serum of some people would agglutinate the 
red cells of others. Four common phenotypes are now recognised: O, A, B and AB. 
Subgroups of A and B have since been identified.

		 Forward Group 		         Reverse Group 		  ABO	 Caucasians 
	 A	 B	 A,B	 A1 	 A2 	 B 	 O 	 Phenotype	 %1	
	 +	 0	 +	 0	 0	 +	 0	 A	 43
	 0	 +	 +	 +	 +	 0	 0	 B	 9
	 0	 0	 0	 +	 +	 +	 0	 O	 44
	 +	 +	 +	 0	 0	 0	 0	 AB	 4

INTENDED PURPOSE
The ABO reagents are blood grouping reagents intended to be used to 
qualitatively determine the presence or absence of the A and or B antigens on 
the red cells of blood donors or patients requiring a blood transfusion when 
tested in accordance with the recommended techniques stated in this IFU.

PRINCIPLE
The reagents contain antibodies against the appropriate A and/or B antigen 
on human red cells and will cause direct agglutination (clumping) of red cells 
that carry the corresponding ABO antigen. No agglutination generally indicates 
the absence of the corresponding ABO antigen on human red cells (see 
Limitations).

REAGENT
Lorne Monoclonal IgM ABO blood grouping reagents contain mouse monoclonal 
antibodies diluted in a phosphate buffer containing sodium chloride, EDTA and 
bovine albumin. The reagents do not contain or consist of CMR substances, 
or endocrine disrupting substances or that could result in sensitisation or an 
allergic reaction by the user. Each reagent is supplied at optimal dilution for use 
with all the recommended techniques stated below without the need for further 
dilution or addition. For lot reference number and expiry date see Vial Label.

	 Product	 Cell Line/Clone	 Colour 	 Dye Used
	 Anti-A	 9113D10	 Blue	 Patent Blue
	 Anti-B	 9621A8	 Yellow	 Tartrazine
	 Anti-A,B	 152D12 + 9113D10 + ES15	 Colourless	 None

STORAGE
Reagent vials should be stored at 2 - 8ºC on receipt. Prolonged storage at 
temperatures outside this range may result in accelerated loss of reagent 
reactivity. This reagent has undergone transportation stability studies at 37oC 
and –25oC as described in document BS EN ISO 23640:2015.

SAMPLE COLLECTION AND PREPARATION
Blood samples can be collected into EDTA, citrate, CPDA anticoagulants or as 
a clotted sample. The samples should be tested as soon as possible following 
collection. If a delay in testing should occur, store the samples at 2-8°C. Samples 
displaying gross haemolysis or microbial contamination should not be used for 
testing. Blood samples showing evidence of lysis may give unreliable results. It is 
preferable (but not essential) to wash all blood samples with PBS or Isotonic saline 
before being tested.

PRECAUTIONS
1.	 The reagents are intended for in vitro diagnostic use only.
2. 	 If a reagent vial is cracked or leaking, discard the contents immediately.
3. 	 Do not use the reagents past the expiration date (see Vial Label).
4. 	 Do not use the reagents if a precipitate is present.
5. 	 Protective clothing should be worn when handling the reagents, such as 

disposable gloves and a laboratory coat.
6. 	 The reagents have been filtered through a 0.2 μm capsule to reduce the 

bio-burden, but are not supplied sterile. Once a vial has been opened the 
contents should remain viable up until the expiry date as long as there is no 
marked turbidity, which can indicate reagent deterioration or contamination.

7. 	 The reagents contain < 0.1% sodium azide. Sodium azide may be toxic if 
ingested and may react with lead and copper plumbing to form explosive 
metal azides. On disposal flush away with large volumes of water.

8. 	 No known tests can guarantee that products derived from human or animal 
sources are free from infectious agents. Care must be taken in the use and 
disposal of each vial and its contents.

DISPOSAL OF REAGENT AND DEALING WITH SPILLAGES
For information on disposal of the reagent and decontamination of a spillage site 
see Material Safety Data Sheets, available on request.

CONTROLS AND ADVICE
1.	 It is recommended a positive control and a negative control be tested in 

parallel with each batch of tests. Tests must be considered invalid if controls 
do not show expected results.

2. 	 Since these reagents do not contain macromolecular potentiators, it is very 
unlikely that false positive reactions are caused with IgG coated cells.

3. 	 Blood specimens of weak A or B subgroups (e.g Ax) may give rise to false 
negative or weak reactions when tested using slides, microtitre plates or gel 
cards. It is advisable to re-test weak subgroups using tube technique.

4. 	 Individuals older than six months should have their ABO blood-grouping 
results confirmed by testing their serum or plasma against known group A1 
and B cells before their ABO blood group can be confirmed.

5.	 Before use, let the reagent warm up to room temperature. As soon as the 
reagent has been used, put the reagent back in storage at 2-8°C.

6. 	 In the Recommended Techniques one volume is approximately 50μl when 
using the vial dropper provided.

7. 	 The use of the reagents and the interpretation of results must be carried 
out by properly trained and qualified personnel in accordance with the 
requirements of the country where the reagents are in use.

8.	 The user must determine the suitability of the reagents for use in other 
techniques.

REAGENTS AND MATERIALS REQUIRED
•	 Applicator sticks.
•	 Automatic plate reader.
•	 Bio-Rad ID-Cards (NaCl, enzyme test and cold agglutinins).
•	 Bio-Rad ID-Centrifuge.
•	 Bio-Rad ID-CellStab or ID-Diluent 2.
•	 Glass microscope slides or white card tiles.
•	 Glass test tubes (10 x 75 mm or 12 x 75 mm).
•	 Microplate centrifuge.
•	 Ortho BioVue System Cassettes (Neutral).
•	 Ortho BioVue System Centrifuge.
•	 Ortho 0.8% Red Cell Diluent.
•	 Plate shaker.
•	 PBS solution (pH 6.8–7.2) or Isotonic saline solution (pH 6.5–7.5).
•	 Positive and negative control red cells:
	 Anti-A: group A (positive control) and group O (negative control).
	 Anti-B: group B (positive control) and group O (negative control).
	 Anti-A,B: group A and group B (positive controls) and group O (negative 

control).
•	 Test tube centrifuge.
•	 Validated “U” well microplates.
•	 Volumetric pipettes.

RECOMMENDED TECHNIQUES
A.	 Tube Technique 
1.	 Prepare a 2-3% suspension of red cells in PBS or Isotonic saline.
2. 	 Place in a labelled test tube: 1 volume of Lorne Anti-ABO reagent and 1 volume 

of red cell suspension.
3. 	 Mix thoroughly and incubate at room temperature for 1 minute.
4. 	 Centrifuge all tubes for 10 seconds at 1000 rcf or for a suitable alternative time 

and force.
5. 	 Gently resuspend red cell button and read macroscopically for agglutination
6. 	 Any tubes, which show a negative or questionable result, should be incubated 

for 15 minutes at room temperature.
7. 	 Following incubation, repeat steps 4 and 5.

B.	 Bio-Rad-ID Technique (NaCl, enzyme test and cold aglutinins cards)
1.	 Prepare a 0.8% suspension of red cells in ID-CellStab or ID-Diluent 2.
2. 	 Remove aluminium foil from as many microtubes as needed.
3. 	 Place in appropriate microtube: 50μl of red cell suspension and 25μl of 

Lorne Anti-ABO reagent.
4. 	 Centrifuge ID-Card(s) in the Bio-Rad gel card centrifuge.
5. 	 Read macroscopically for agglutination.

C. 	Ortho BioVue Technique (Neutral cassettes)
1.	 Prepare a 0.8% suspension of red cells in 0.8% Ortho Red Cell Diluent.
2. 	 Remove aluminium foil from as many reaction chambers as needed.
3. 	 Place in appropriate reaction chamber: 50μl of red cell suspension and 40μl 

of Lorne Anti-ABO reagent.
4. 	 Centrifuge cassette(s) in an Ortho BioVue System Centrifuge.
5. 	 Read macroscopically for agglutination.

D.	 Microplate Technique, using “U” wells
1.	 Prepare a 2-3% suspension of red cells in PBS or Isotonic saline.
2. 	 Place in the appropriate well: 1 volume Lorne Anti-ABO reagent and 1 

volume red cell suspension.
3. 	 Mix thoroughly, preferably using a microplate shaker, taking care to avoid 

cross-well contamination.
4. 	 Incubate at room temperature for 15 minutes (time dependant on user).
5. 	 Centrifuge the microplate for 1 minute at 140 rcf or for a suitable alternative 

time and force.
6. 	 Resuspend the cell buttons using carefully controlled agitation on a 

microplate shaker

MONOCLONAL BLOOD GROUPING REAGENTS. 

DIRECTIONS FOR USE
Anti-A, Anti-B and Anti-A,B Monoclonal: 
For Tube, Bio-Rad-ID, Ortho BioVue, Microplate and Slide Techniques.
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7. 	 Read macroscopically or with a validated automatic reader.
8. 	 Any weak reactions should be repeated by the tube technique.

E. Slide Technique
1. 	 Prepare a 35-45% suspension of red cells in serum, plasma or PBS or 

Isotonic saline or use anti-coagulated whole blood (in its own plasma).
2. 	 Place on a labelled glass slide or card tile: 1 volume of Lorne Anti-ABO 

reagent and 1 volume of red cell suspension.
3. 	 Using a clean applicator stick, mix reagent and cells over an area of about 

20 x 40 mm.
4. 	 Slowly tilt the slide back and forth for 30 seconds, with occasional further 

mixing during the 1-minute period, maintaining slide at room temperature.
5. 	 Read macroscopically after 1 minute over a diffuse light and do not mistake 

fibrin strands as agglutination.
6. 	 Any weak reactions should be repeated by the tube technique.

INTERPRETATION OF TEST RESULTS
1. 	 Positive: Agglutination of the red cells constitutes a positive test result and 

within accepted limitations of test procedure, indicates the presence of the 
appropriate ABO antigen on the red cells.

2. 	 Negative: No agglutination of the red cells constitutes a negative result and 
within the accepted limitations of the test procedure, indicates the absence 
of the appropriate ABO antigen on the red cells.

3. 	 Discrepancies: If the results obtained with reverse group don’t correlate with 
forward group, further investigation is required.

STABILITY OF THE REACTIONS
1. 	 Read all tube and microplate tests immediately after centrifugation.
2. 	 Slide tests should be interpreted after a maximum of one minute to ensure 

specificity and to avoid the possibility a negative result may be incorrectly 
interpreted as positive due to drying of the reagent.

3. 	 Caution should be exercised in the interpretation of results of tests 
performed at temperatures other than those recommended.

LIMITATIONS
1. 	 ABO antigens are not fully developed at birth and so weaker reactions may 

therefore occur with cord or neonatal specimens.
2. 	 When using Monoclonal Anti-A,B, blood specimens of weak A or B 

subgroups (e.g Ax) may give rise to false negative or weak reactions when 
tested using slides, microtitre plates or gel cards. It is advisable to re-test 
weak subgroups using the tube technique.

3. 	 Lorne monoclonal Anti-A and monoclonal Anti-B are not validated to detect 
Ax and A3 or Bx and B3 antigens resp and we therefore do not claim 
reactivity of the monoclonal Anti-A or Anti-B reagent against these weak A 
and B sub-groups.

4. 	 Stored blood may give weaker reactions than fresh blood.
5. 	 False positive or false negative results may also occur due to: 
	 • Contamination of test materials 
	 • Improper storage, cell concentration, incubation time or temperature 
	 • Improper or excessive centrifugation 
	 • Deviation from the recommended techniques 
	 • Cord samples contaminated with Wharton’s jelly

SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS
1. 	 Prior to release, each lot of Lorne ABO monoclonal reagent was tested using 

the recommended test methods listed in this IFU. The tests complied with 
the test requirements as stated in the current version/issue of the ‘Guidelines 
for the Blood Transfusion Services in the United Kingdom’ and the ‘Common 
Technical Specifications’. 

2. 	 Specificity of source monoclonal antibodies is demonstrated using a panel 
of antigen-negative cells.

3. 	 The potency of the reagents has been tested against the following minimum 
potency reference standards obtained from National Institute of Biological 
Standards and Controls (NIBSC): Anti-A reference standard 03/188 And / Or 
Anti-B reference standard 03/164

4. 	 Lorne Anti-B does not react with “Acquired-B” red cells.
5. 	 Lorne Monoclonal ABO reagents do not detect crypt antigens such as T, Tn 

or Cad.
6. 	 The Quality Control of the reagents was performed using red cells with 

phenotypes that were verified by a UK blood transfusion centre and had 
been washed with PBS or Isotonic saline prior to use.

DISCLAIMER
1. 	 The user is responsible for the performance of the reagents by any method 

other than those mentioned in the Recommended Techniques.
2. 	 Any deviations from the Recommended Techniques should be validated prior 

to use8.

BIBLIOGRAPHY
1. 	 Marion E. Reid and Christine Lomas-Francis, Blood Group Antigens and 

Antibodies, SBB Books, New York 2007; Page 181.
2. 	 Issitt PD. Applied Blood Group Serology, 3rd Edition. Montgomery Scientific, 

Miami 1985; Chapter 6
3. 	 Guidelines for the Blood Transfusion Service in the United Kingdom 6th 

Edition 2002. The Stationery Office.

4.	 AABB Technical Manual, 16th Edition, AABB 2008.
5. 	 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.

AVAILABLE REAGENT SIZES

		  Vial Size	 Catalogue Number	 Tests Per Vial
	 Anti-A Monoclonal	 10 ml	 600010	 200
		  1000 ml	 600000*	 20,000
		  5000 ml	 600000X5*	 100,000
	 Anti-B Monoclonal	 10 ml	 610010	 200
		  1000 ml	 610000*	 20,000
		  5000 ml	 610000X5*	 100,000
	Anti-A,B Monoclonal	 10 ml	 620010	 200
		  1000 ml	 620000*	 20,000
		  5000 ml	 620000X5*	 100,000

*This size is For Further Manufacturing Use (FFMU) only and is therefore not 
CE marked.
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Swatar, BKR 4013, Malta
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SUMMARY
The Rh blood group system was discovered in 1940. The D antigen is the most 
clinically significant non-ABO red blood cell antigen and has been implicated in 
causing Haemolytic Transfusion Reactions and Haemolytic Disease of the Newborn.

	 Anti-D	 Phenotype	 Caucasians %3	 Afro-Americans %3

	 +	 Rh D +ve	 83	 92
	 0	 Rh D -ve	 17	 8

INTENDED PURPOSE
The Anti-D reagents are blood grouping reagents intended to be used to 
qualitatively determine the presence or absence of the Rh D antigen on the red 
cells of blood donors or patients requiring a blood transfusion when tested in 
accordance with the recommended techniques stated in this IFU.

PRINCIPLE
The reagents contain antibodies against the D antigen on human red cells and 
will cause direct agglutination (clumping) of human red cells that carry the D 
antigen. No agglutination (no clumping) generally indicates the absence of the D 
antigen on human red cells (see Limitations).

REAGENT
Lorne Monoclonal IgM Anti-D Clone 1 and Clone 2 blood grouping reagents 
are low protein reagents containing a human monoclonal IgM antibody diluted 
with sodium chloride (0.9 g%), bovine albumin (2.0 g%) and macromolecular 
potentiators (1.5 g%). When typing patient samples, each reagent will directly 
agglutinate Rh D positive cells, including majority of variants (but not DVI) and 
a high proportion of weak D (Du) phenotypes when using the recommended 
techniques. The reagents do not contain or consist of CMR substances, or 
endocrine disrupting substances or that could result in sensitisation or an 
allergic reaction by the user. Each reagent is supplied at optimal dilution for 
use on patient samples with all recommended techniques stated below without 
need for further dilution or addition. For lot reference number and expiry date 
see Vial Label.

	 Product	 Cell Line / Clone
	 Anti-D Clone 1	 RUM-1
	 Anti-D Clone 2	 MS-201

WEAKENED EXPRESSION OF THE RhD ANTIGEN
The collective term Du is widely used to describe red cells which have a weaker 
expression of the D antigen than normal. The term weak D denotes individuals 
with a reduced number of complete D antigen sites per red cell. The term partial D 
denotes individuals with missing D antigen epitopes. DVI cells is a partial D category 
which misses most D epitopes. Both Clone 1 and Clone 2 reagents will detect 
most examples of partial and weak D red cells by direct agglutination, but will not 
detect DVI cells.

STORAGE
Reagent vials should be stored at 2 - 8ºC on receipt. Prolonged storage at 
temperatures outside this range may result in accelerated loss of reagent 
reactivity. This reagent has undergone transportation stability studies at 37oC 
and –25oC as described in document BS EN ISO 23640:2015.

SAMPLE COLLECTION AND PREPARATION
Blood samples can be collected into EDTA, citrate, CPDA anticoagulants or as 
a clotted sample. The samples should be tested as soon as possible following 
collection. If a delay in testing should occur, store the samples at 2-8°C. Samples 
displaying gross haemolysis or microbial contamination should not be used for 
testing. Blood samples showing evidence of lysis may give unreliable results. It is 
preferable (but not essential) to wash all blood samples with PBS or Isotonic saline 
before being tested.

PRECAUTIONS
1.	 The reagents are intended for in vitro diagnostic use only.
2. 	 If a reagent vial is cracked or leaking, discard the contents immediately.
3. 	 Do not use the reagents past the expiration date (see Vial Label).
4. 	 Do not use the reagents if a precipitate is present.
5. 	 Protective clothing should be worn when handling the reagents, such as 

disposable gloves and a laboratory coat.
6. 	 The reagents have been filtered through a 0.2 μm capsule to reduce the 

bio-burden, but are not supplied sterile. Once a vial has been opened the 
contents should remain viable up until the expiry date as long as there is no 
marked turbidity, which can indicate reagent deterioration or contamination.

7. 	 The reagents contain < 0.1% sodium azide. Sodium azide may be toxic if 
ingested and may react with lead and copper plumbing to form explosive 
metal azides. On disposal flush away with large volumes of water.

8. 	 Materials used to produce the products were tested at source and found to 
be negative for HIV 1+2 and HCV antibodies and HBsAg using approved 
microbiological tests.

9. 	 No known tests can guarantee that products derived from human or animal 
sources are free from infectious agents. Care must be taken in the use and 
disposal of each vial and its contents.

DISPOSAL OF REAGENT AND DEALING WITH SPILLAGES
For information on disposal of the reagent and decontamination of a spillage site 
see Material Safety Data Sheets, available on request.

CONTROLS AND ADVICE
1.	 It is recommended a positive control (ideally R1r cells), and a negative control 

(ideally rr cells) be tested in parallel with each batch of tests. Tests must be 
considered invalid if controls do not show expected results.

2. 	 When typing red cells from a patient who is diagnosed with a disease that 
causes the red cells to become coated with antibody or other proteins (such 
as HDN, AIHA), it is important to test the patient’s red cells using Lorne’s 
Monoclonal D Negative Control (catalogue # 650010). Tests must be 
considered invalid if red cells are agglutinated using Lorne’s Monoclonal D 
Negative Control (catalogue # 650010).

3. 	 Weak and partial D antigen variants are poorly detected by the gel card, 
microtitre plate and slide technique. It is recommended that weak and partial 
D variants are tested using the tube test technique.

4.	 Before use, let the reagent warm up to room temperature. As soon as the 
reagent has been used, put the reagent back in storage at 2-8°C.

5. 	 In the Recommended Techniques one volume is approximately 50μl when 
using the vial dropper provided.

6. 	 The use of the reagents and the interpretation of results must be carried 
out by properly trained and qualified personnel in accordance with the 
requirements of the country where the reagents are in use.

7. 	 The user must the determine suitability of the reagents for use in other 
techniques.

REAGENTS AND MATERIALS REQUIRED
•	 Applicator sticks. 
•	 Automatic plate reader. 
•	 Bio-Rad ID-Cards (NaCl, enzyme test and cold agglutinins).
•	 Bio-Rad ID-Centrifuge. 
•	 Bio-Rad ID-CellStab or ID-Diluent 2. 
•	 Glass microscope slides or white card tiles. 
•	 Glass test tubes (10 x 75 mm or 12 x 75 mm). 
•	 Microplate centrifuge. 
•	 Ortho BioVue System Cassettes (Neutral). 
•	 Ortho BioVue System Centrifuge. 
•	 Ortho 0.8% Red Cell Diluent. 
•	 Plate shaker. 
•	 PBS solution (pH 6.8–7.2) or Isotonic saline solution (pH 6.5–7.5). 
•	 Positive (ideally R1r) and negative (rr) control red cells. 
•	 Test tube centrifuge. 
•	 Validated “U” well microplates. 
•	 Volumetric pipettes.

RECOMMENDED TECHNIQUES
A.	 Tube Technique 
1.	 Prepare a 2-3% suspension of red cells in PBS or Isotonic saline.
2. 	 Place in a labelled test tube: 1 volume of Lorne Anti-D reagent and 1 volume of 

red cell suspension.
3. 	 Mix thoroughly and centrifuge all tubes for 20 seconds at 1000 rcf or for a 

suitable alternative time and force.
4. 	 Gently resuspend red cell button and read macroscopically for agglutination
5. 	 Any tubes, which show negative or questionable result (as can happen with 

weak D samples), should be incubated for 15 minutes at room temperature.
6. 	 Following incubation, repeat steps 3 and 4.

B.	 Bio-Rad-ID Technique (NaCl, enzyme test and cold agglutinins cards)
1.	 Prepare a 0.8% suspension of red cells in ID-CellStab or ID-Diluent 2.
2. 	 Remove aluminium foil from as many microtubes as needed.
3. 	 Place in appropriate microtube: 50μl of red cell suspension and 25μl of 

Lorne Anti-D reagent.
4. 	 Centrifuge ID-Card(s) in a Bio-Rad gel card centrifuge.
5. 	 Read macroscopically for agglutination.

C. 	Ortho BioVue Technique (Neutral cards)
1.	 Prepare a 0.8% suspension of red cells in 0.8% Ortho Red Cell Diluent.
2. 	 Remove aluminium foil from as many reaction chambers as needed.
3. 	 Place in appropriate reaction chamber: 50μl of red cell suspension and 40μl 

of Lorne Anti-D reagent.
4. 	 Centrifuge cassette(s) in an Ortho BioVue System Centrifuge.
5. 	 Read macroscopically for agglutination.

D.	 Microplate Technique, using “U” wells
1.	 Prepare a 2-3% suspension of red cells in PBS or Isotonic saline.
2. 	 Place in the appropriate well: 1 volume Lorne Anti-D reagent and 1 volume 

MONOCLONAL BLOOD GROUPING REAGENTS. 

DIRECTIONS FOR USE
Anti-D Clone 1 and Clone 2 Monoclonal:
For Tube, Bio-Rad-ID, Ortho BioVue, Microplate and Slide Techniques.
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red cell suspension.
3. 	 Mix thoroughly, preferably using a microplate shaker, taking care to avoid 

cross-well contamination.
4. 	 Incubate at room temperature for 15 minutes (time dependant on user).
5. 	 Centrifuge the microplate for 1 minute at 140 rcf or for a suitable alternative 

time and force.
6. 	 Resuspend the cell buttons using carefully controlled agitation on a 

microplate shaker
7. 	 Read macroscopically or with a validated automatic reader.
8. 	 Any weak reactions should be repeated by the tube technique.

E. Slide Technique
1. 	 Prepare a 35-45% suspension of red cells in serum, plasma or PBS or 

Isotonic saline or use anti-coagulated whole blood (in its own plasma).
2. 	 Place on a labelled glass slide or card tile: 1 volume of Lorne Anti-D reagent 

and 1 volume of red cell suspension.
3. 	 Using a clean applicator stick, mix reagent and cells over an area of about 

20 x 40 mm.
4. 	 Slowly tilt the slide back and forth for 30 seconds, with occasional further 

mixing during the 1-minute period, maintaining slide at room temperature.
5. 	 Read macroscopically after 1 minute over a diffuse light and do not mistake 

fibrin strands as agglutination.
6. 	 Any weak reactions should be repeated by the tube technique.

INTERPRETATION OF TEST RESULTS
1. 	 Positive: Agglutination of the red cells constitutes a positive test result and 

within accepted limitations of test procedure, indicates the presence of the D 
antigen on the red cells.

2. 	 Negative: No agglutination of the red cells constitutes a negative result and 
within the accepted limitations of the test procedure, indicates the absence 
of the D antigen on the red cells.

3. 	 Test results of cells that are agglutinated using the reagent negative control 
shall be excluded, as the agglutination is most probably caused by the effect 
of the macromolecular potentiators in the reagent on sensitised cells.

STABILITY OF THE REACTIONS
1. 	 Read all tube and microplate tests immediately after centrifugation.
2. 	 Slide tests should be interpreted after a maximum of one minute to ensure 

specificity and to avoid the possibility a negative result may be incorrectly 
interpreted as positive due to drying of the reagent.

3. 	 Caution should be exercised in the interpretation of results of tests 
performed at temperatures other than those recommended.

LIMITATIONS
1. 	 Lorne Anti-D is not suitable for use with enzyme treated cells, cells 

suspended in LISS or for use in indirect antiglobulin (IAT) techniques.
2. 	 Stored blood may give weaker reactions than fresh blood.
3. 	 False positive agglutination may be seen due to the presence of 

macromolecular potentiators in the reagent when testing IgG sensitised 
cells, e.g. AIHA, HDN.

4. 	 False positive or false negative results may also occur due to: 
	 • Contamination of test materials 
	 • Improper storage, cell concentration, incubation time or temperature 
	 • Improper or excessive centrifugation 
	 • Deviation from the recommended techniques

SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS
1. 	 Prior to release, each lot of Lorne Anti-D monoclonal reagent was tested 

using the recommended test methods listed in this IFU. The tests complied 
with the test requirements as stated in the current version/issue of the 
‘Guidelines for the Blood Transfusion Services in the United Kingdom’ and 
the ‘Common Technical Specifications’.

2. 	 Anti-D grouping reagents for D grouping of patients should not react with DVI 

cells using the method(s) recommended for use.
3. 	 Specificity of source monoclonal antibodies is demonstrated using a panel 

of antigen-negative cells.
4. 	 The potency of the reagents has been tested against the following minimum 

potency reference standard obtained from National Institute of Biological 
Standards and Controls (NIBSC): 

	 • Anti-D reference 99/836.
5. 	 The Quality Control of the reagents was performed using red cells with 

phenotypes that were verified by a UK blood transfusion centre and had 
been washed with PBS or Isotonic saline prior to use.

DISCLAIMER
1. 	 The user is responsible for the performance of the reagents by any method 

other than those mentioned in the Recommended Techniques.
2. 	 Any deviations from the Recommended Techniques should be validated prior 

to use9.

BIBLIOGRAPHY
1. 	 Issitt PD. Applied Blood Group Serology, 3rd Edition, Montgomery Scientific, 

Miami, 1985, Chapter 10.
2.	 AABB Technical Manual, 16th Edition, AABB 2008.

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

4. 	 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

5. 	 Guidelines for the Blood Transfusion Service in the United Kingdom, 6th 
Edition 2002. The Stationery Office.

6. 	 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.

AVAILABLE REAGENT SIZES

	 Vial Size	 Catalogue Number	 Test per vial
Anti-D Clone 1	 10 ml	 730010	 200
Monoclonal	 1000 ml	 730000*	 20,000
	 5000 ml	 730000X5*	 100,000
Anti-D Clone 2	 10 ml	 710010	 200
Monoclonal	 1000 ml	 710000*	 20,000
	 5000 ml	 710000X5*	 100,000

*This size is For Further Manufacturing Use (FFMU) only and is therefore not 
CE marked.

Advena Ltd, Tower Business Centre, 2nd Floor, Tower Street, 
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REACTIVI MONOCLONALI PENTRU DETERMINAREA GRUPEI SANGUINE                                                                                                                         
INSTRUCŢIUNI DE UTILIZARE                                                                                                                                                          

Anti-D Duoclone Monoclonal: Pentru tehnicile cu eprubetă, ID Rad, Ortho BioVue, cu microplăci şi cu lamă. 
 

REZUMAT 
 

Sistemul grupelor sanguine Rh a fost descoperit în 1940. Antigenul D este, din 
punct de vedere clinic, cel mai semnificativ antigen eritrocitar non-ABO şi este 
implicat în producerea reacţiilor hemolitice la transfuzii şi a bolii hemolitice a nou-
născutului. 
 

Anti-D Fenotip Caucazieni %
3
 Afro-americani %

3
 

+ Rh D +ve 83 92 

0 Rh D -ve 17 8 
 

 
SCOPUL PROPUS 
 

Reactivii Anti-D sunt reactivi pentru determinarea grupei sanguine destinaţi a fi 
folosiţi pentru a determina calitativ prezenţa sau absenţa antigenului Rh D pe 
globulele roşii ale donatorilor de sânge sau ale pacienţilor care au nevoie de o 
transfuzie sanguină în cazul testării conform tehnicilor recomandate şi prezentate 
în aceste instrucţiuni de utilizare. 
 

PRINCIPIUL 
 

Reactivul conţine anticorpi împotriva antigenului D de pe globulele roşii umane şi 
va provoca aglutinarea (aglomerarea) directă a globulelor roşii umane purtătoare 
ale antigenului D şi aglutinarea indirectă a globulelor roşii umane din categoria 
D

VI
 în faza testului antiglobulinic. Neaglutinarea (neaglomerarea) indică în 

general absenţa antigenului D de pe globulele roşii umane (consultaţi Limitări). 
 

REACTIV 
 

Reactivul Monoclonal Anti-D Duoclone Lorne este un reactiv amestecat, cu 
conţinut scăzut de proteine, care conţine Anti-D monoclonal uman IgM şi IgG, 
diluat într-un tampon fosfat care conţine clorură de sodiu (0,9 g%), albumină 
bovină (2,0 g%) şi potenţiatori macromoleculari (1,5 g%). La tipizarea probelor de 
la pacient, acest reactiv va aglutina direct globulele roşii Rh D pozitiv, inclusiv 

majoritatea variantelor (dar nu D
VI

), precum şi o mare parte a fenotipurilor D (D
u
) 

slabe, dacă este folosit conform tehnicilor recomandate. Reactivii nu conţin sau 
nu sunt compuşi din substanţe CMR, substanţe perturbatoare pentru sistemul 
endocrin sau care ar putea provoca sensibilizare sau o reacţie alergică în cazul 
utilizatorului. Reactivul este furnizat la diluarea optimă pentru utilizare pe probele 
de la pacienţi cu toate tehnicile recomandate prezentate mai jos fără să mai fie 
necesară diluarea sau adăugarea suplimentară. Pentru numărul de referinţă al 
lotului şi data de expirare, consultaţi Eticheta flaconului. 
 

IgM / IgG Linie celulară / 
Clonă 

IgM RUM-1 

IgG MS-26 
 

EXPRESIA SLĂBITĂ A ANTIGENULUI RhD 
 

Termenul colectiv D
u
 este utilizat pe scară largă pentru a descrie globulele roşii 

cu o expresie a antigenului D mai slabă decât cea normală. Expresia „D slab” se 
referă la persoanele cu un număr redus de situsuri antigenice D complete per 
globulă roşie. Expresia „D parţial” se referă la persoanele cu epitopi D lipsă. D

VI
 

este o categorie a D parţial în care lipsesc majoritatea epitopilor D. Reactivul 
Duoclone va detecta majoritatea exemplelor de globule roşii D parţiale şi slabe 
prin aglutinare directă, dar nu va detecta celulele D

VI
. Acest reactiv va detecta 

celulele D
VI

 şi D parţial în faza IAT. 
 

DEPOZITARE 
 

Flacoanele cu reactiv trebuie depozitate la temperaturi cuprinse între 2 şi 8 ºC 
după primire. Depozitarea prelungită la temperaturi în afara acestui interval poate 
duce la pierderea accelerată a reactivităţii. Acest reactiv a fost supus unor studii 
de stabilitate la transport la 37 

o
C şi –25 

o
C, conform precizărilor din documentul 

BS EN ISO 23640:2015.  
 

RECOLTAREA ŞI PREGĂTIREA PROBEI 
 

Probele de sânge pot fi recoltate în EDTA, citrat, anticoagulanţi CPDA sau ca 
probă coagulată. Probele trebuie testate cât mai curând posibil după recoltare. 
Dacă survine o întârziere în ce priveşte testarea, păstraţi probele la 2-8 ºC. 
Probele care prezintă o hemoliză intensă sau o contaminare microbiană nu 
trebuie utilizate pentru testare. Probele de sânge care prezintă semne de liză pot 
conduce la rezultate neconcludente. Este de preferat (dar nu esenţial) să spălaţi 
toate probele de sânge cu PBS sau soluţie salină izotonă înainte de testare. 
 

PRECAUŢII 
 

1. Reactivul este destinat exclusiv diagnosticului in vitro. 
2. Dacă un flacon cu reactiv este crăpat sau curge, aruncaţi conţinutul 

imediat. 
3. Nu folosiţi reactivul după data de expirare (consultaţi Eticheta flaconului).  
4. Nu folosiţi reactivul dacă observaţi că s-a format un precipitat.  
5. Purtaţi echipament de protecţie când manipulaţi reactivii, cum ar fi mănuşi 

de unică folosinţă şi un halat de laborator.  

6. Reactivul a fost filtrat printr-o membrană de 0,2 µm pentru a reduce 
încărcătura biologică, dar nu este livrat steril. După deschiderea flaconului, 
reactivul poate fi folosit până la data de expirare dacă nu se observă o 
turbiditate marcată, care ar putea indica deteriorarea sau contaminarea 
reactivului. 

7. Reactivul conţine <0,1% de azidă de sodiu. Azida de sodiu poate fi toxică 
dacă este ingerată şi poate reacţiona cu conductele din plumb sau cupru 
formând azide metalice explozive. La eliminare, spălaţi cu cantităţi mari de 
apă. 

8. Materialele utilizate pentru producerea reactivului au fost testate la sursă şi 
au indicat un rezultat negativ pentru anticorpii HIV 1+2 şi HCV, şi HBsAg în 
cadrul unor teste microbiologice aprobate.  

9. Nu se cunosc teste care să garanteze faptul că produsele derivate din 
surse umane sau animale nu prezintă agenţi infecţioşi. Fiţi atenţi când 
utilizaţi şi când eliminaţi un flacon şi conţinutul acestuia. 

 
ELIMINAREA REACTIVULUI ŞI CUM SE ACŢIONEAZĂ ÎN CAZ DE 
STROPIRE 
 

Pentru informaţii privind eliminarea reactivului şi metodele de decontaminare a 
unui loc în caz de stropire, consultaţi Fişele cu date de securitate ale 
materialului, disponibile la cerere. 
 

MARTORI ŞI RECOMANDĂRI 
 

1. Se recomandă testarea în paralel a unui martor pozitiv (ideal, celule din 
grupa R1r) şi a unui martor negativ (ideal, celule rr) cu fiecare lot de teste. 
Testele trebuie considerate nevalide dacă probele martor nu prezintă 
rezultatele prevăzute. 

2. La tipizarea unor globule roşii de la un pacient diagnosticat cu o boală care 
provoacă acoperirea globulelor roşii cu anticorpi sau cu alte proteine (cum 
ar fi, HDN, AIHA), este important să testaţi globulele roşii ale pacientului 
folosind martorul negativ de reactiv Lorne (Monoclonal D Negative Control 
(nr. de catalog 650010)). Testele trebuie considerate nevalide dacă 
globulele roşii sunt aglutinate folosind Monoclonal D Negative Control de la 
Lorne (nr. de catalog 650010). 

3. Testaţi probele pentru determinarea categoriei D
VI

 numai cu tehnicile de 
test antiglobulinic indirect, Coombs Bio-Rad, ID Bio-Rad şi Coombs 
Ortho BioVue. 

4. Antigenele slabe şi variantele de D sunt detectate foarte greu prin tehnicile 
cu cartelă cu gel, placă de microtitru şi lamă. Se recomandă testarea 
variantelor slabe şi parţiale folosind tehnicii de testare cu eprubetă.  

5. Tehnica de testare în eprubetă a antiglobulinei poate fi considerată validă 
numai dacă toate testele negative reacţionează pozitiv cu globulele roşii 
sensibilizate cu IgG. 

6. Înainte de utilizare, lăsaţi reactivul să ajungă la temperatura camerei. 
Imediat după utilizare, depozitaţi reactivul înapoi la o temperatură cuprinsă 
între 2 şi 8 

o
C. 

7. În Tehnici recomandate, un volum reprezintă aproximativ 50 µl cu pipeta 
flaconului furnizată. 

8. Utilizarea reactivului şi interpretarea rezultatelor trebuie efectuate de 
personal calificat şi instruit în mod corespunzător în conformitate cu 
cerinţele ţării în care se utilizează reactivii.  

9. Utilizatorul trebuie să stabilească în ce măsură se pot utiliza reactivii în alte 
tehnici. 

 

REACTIVI ŞI MATERIALE NECESARE 
 

 Antiglobulină umană, de ex., Lorne AHG Elite (Cat # 435010) sau Anti-IgG 
umană, de ex., Anti-Human IgG Lorne (Cat # 402010). 

 Pipete volumetrice. 

 Lame de sticlă pentru microscopie sau plăci de cartelă albe. 

 Beţişoare aplicatoare. 

 Eprubete de sticlă (10 x 75 mm sau 12 x 75 mm). 

 Baie de apă sau incubator cu căldură uscată echilibrate la 37 ºC ± 2 ºC. 

 Centrifugă pentru eprubete. 

 Spălător de celule Coombs. 

 Microplăci cu godeuri în formă de U validate. 

 Centrifugă pentru microplăci. 

 Agitator pentru plăci. 

 Cititor automat pentru plăci. 

 Cartele ID Bio-Rad (LISS/Coombs) şi NaCl (test enzimatic şi aglutinine la 
rece). 

 Centrifugă ID Bio-Rad. 

 ID-CellStab sau ID-Diluent 2 Bio-Rad.  

 Incubator ID Bio-Rad echilibrat la 37 ºC ± 2 ºC. 

 Casete sistem Ortho BioVue (AHG/Coombs) şi neutre. 

 Centrifugă sistem Ortho BioVue. 

 Bloc termic sistem Ortho BioVue echilibrat la 37 ºC ± 2 ºC. 

 Diluant globule roşii 0,8% Ortho. 

 Globule roşii sensibilizate cu IgG, de ex. Celule de control Coombs Lorne 
(Cat # 970010). 

 Soluţie PBS (pH 6,8–7,2) sau soluţie salină izotonă (pH 6,5–7,5). 
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 Globule roşii martor pozitiv (ideal, R1r) şi negativ (rr). 
 

TEHNICI RECOMANDATE (NU CATEGORIA D
VI

) 
 

A.    Tehnica cu eprubetă  
 

1. Pregătiţi o suspensie de 2-3% din globulele roşii în PBS sau soluţie salină 
izotonă. 

2. Puneţi într-o eprubetă etichetată: 1 volum de reactiv Duoclone Lorne şi 1 
volum de suspensie de globule roşii. 

3. Amestecaţi temeinic şi centrifugaţi toate eprubetele timp de 20 de secunde 
la 1000 rcf sau la un alt raport adecvat între timp şi forţă. 

4. Resuspendaţi uşor butonul de hematii şi efectuaţi citirea macroscopică 
pentru aglutinare 

5. Orice eprubetă, care prezintă un rezultat negativ sau discutabil (care poate 
apărea la probele D

u
 sau D slab), trebuie incubată timp de 15 minute la 

temperatura camerei. 
6. După incubare, repetaţi paşii 3 şi 4. 
 

B. Tehnica ID Bio-Rad (cartele NaCl, test enzimatic şi aglutinine 
la rece) 

 

1. Pregătiţi o suspensie de 0,8% din globulele roşii în ID-CellStab sau ID-
Diluent 2. 

2. Îndepărtaţi folia de aluminiu de pe cât mai multe microeprubete, după cum 
este necesar. 

3. Puneţi în microeprubeta corespunzătoare: 50 µl de suspensie de globule 
roşii de testare şi 25 µl de reactiv Duoclone Lorne. 

4. Centrifugaţi cartela(ele) ID într-o centrifugă pentru cartele cu gel. 
5. Efectuaţi citirea macroscopică pentru aglutinare. 

 
C.     Tehnica Ortho BioVue (casete neutre) 
 

1. Pregătiţi o suspensie de 0,8% din globulele roşii în diluant de globule roşii 
Ortho 0,8% 

2. Îndepărtaţi folia de aluminiu de pe cât mai multe camere de reacţie, după 
cum este necesar. 

3. Puneţi în camera de reacţie corespunzătoare: 50 µl de suspensie de 
globule roşii de testare şi 40 µl de reactiv Duoclone Lorne. 

4. Centrifugaţi caseta(ele) într-o centrifugă de sistem Ortho BioVue. 
5. Efectuaţi citirea macroscopică pentru aglutinare. 
 

D.     Tehnica cu microplăci, care utilizează godeuri în formă de U 
 

1. Pregătiţi o suspensie de 2-3% din globulele roşii în PBS sau soluţie salină 
izotonă. 

2. Puneţi într-un godeu corespunzător: 1 volum de reactiv Duoclone Lorne şi 
1 volum de suspensie de globule roşii. 

3. Amestecaţi temeinic, de preferinţă cu un agitator pentru microplăci, având 
grijă să evitaţi contaminarea încrucişată între godeuri.  

4. Incubaţi la temperatura camerei timp de 15 minute (timpul depinde de 
utilizator). 

5. Centrifugaţi microplaca timp de 1 minut la 140 rcf sau la un alt raport 
adecvat între timp şi forţă. 

6. Resuspendaţi butonul celular cu o agitaţie atent controlată într-un agitator 
de microplăci  

7. Efectuaţi citirea macroscopică sau cu un cititor automat validat. 
8. Orice reacţie slabă trebuie reconfirmată prin tehnica cu eprubetă. 
 

E.     Tehnica cu lamă 
 

1. Pregătiţi o suspensie de 35-45% din globulele roşii în ser, plasmă, sau PBS 
sau soluţie salină izotonă sau utilizaţi sânge integral anti-coagulat (în 
plasmă proprie). 

2. Puneţi pe o lamă de sticlă sau o placă de cartelă etichetată: 1 volum de 
reactiv Duoclone Lorne şi 1 volum de suspensie de globule roşii de testare. 

3. Folosind un beţişor aplicator curat, amestecaţi reactivul şi celulele pe o 
suprafaţă de circa 20 x 40 mm. 

4. Înclinaţi încet lama înainte şi înapoi timp de 30 de secunde, amestecând 
ocazional şi mai mult în intervalul de 1 minut, păstrând lama la temperatura 
camerei. 

5. Efectuaţi citirea macroscopică după 1 minut la lumină difuză şi nu 
confundaţi firele de fibrină cu aglutinarea. 

6. Orice reacţie slabă trebuie reconfirmată prin tehnica cu eprubetă. 
 

TEHNICI RECOMANDATE (PENTRU A DETECTA CATEGORIA D
VI

) 
 

A. Tehnica indirectă cu antiglobulină (IAT) 
 

1. Pregătiţi o suspensie de 2-3% din globulele roşii în PBS sau soluţie salină 
izotonă. 

2. Puneţi într-o eprubetă etichetată: 1 volum de Duoclone Lorne şi 1 volum de 
suspensie de globule roşii de testare. 

3. Amestecaţi bine şi incubaţi la 37 ºC timp de 15 minute. 
4. Spălaţi globulele roşii cel puţin o dată cu PBS sau soluţie salină izotonă, 

având grijă să decantaţi soluţia salină între spălări şi să resuspendaţi 
fiecare buton de celule după fiecare spălare. Decantaţi complet soluţia 
salină după ultima spălare. 

5. Adăugaţi 2 picături de AHG sau anti-IgG la fiecare buton de celule uscate.  
6. Amestecaţi temeinic şi centrifugaţi toate eprubetele timp de 20 de secunde 

la 1000 rcf sau la un alt raport adecvat între timp şi forţă. 
7. Resuspendaţi fiecare buton de hematii şi efectuaţi citirea macroscopică. 
8. Confirmaţi validitatea tuturor reacţiilor negative cu globulele roşii 

sensibilizate cu IgG.  
 

B.     Tehnica ID Bio-Rad (cartele LISS/Coombs) 
 

1. Pregătiţi o suspensie de 0,8% din globulele roşii în ID-CellStab sau ID-
Diluent 2. 

2. Îndepărtaţi folia de aluminiu de pe cât mai multe microeprubete, după cum 
este necesar. 

3. Puneţi în microeprubeta corespunzătoare: 50 µl de suspensie de globule 
roşii şi 25 µl de Duoclone Lorne. 

4. Incubaţi cartela(ele) timp de 15 minute la 37 ºC. 
5. Centrifugaţi cartela(ele) ID într-o centrifugă pentru cartele cu gel.  
6. Efectuaţi citirea macroscopică pentru aglutinare. 
 

C.     Tehnica Ortho BioVue (casete AHG/Coombs) 
 

1. Pregătiţi o suspensie de 0,8% din globulele roşii în diluant de globule roşii 
Ortho 0,8%. 

2. Îndepărtaţi folia de aluminiu de pe cât mai multe camere de reacţie, după 
cum este necesar. 

3. Puneţi în camera de reacţie corespunzătoare: 50 µl de suspensie de 
globule roşii de testare şi 40 µl de Duoclone Lorne. 

4. Incubaţi caseta(ele) timp de 15 minute la 37 ºC. 
5. Centrifugaţi caseta(ele) într-o centrifugă de sistem Ortho BioVue. 
6. Efectuaţi citirea macroscopică pentru aglutinare. 
 

INTERPRETAREA REZULTATELOR TESTULUI 
 

1. Pozitiv: Aglutinarea globulelor roşii constituie un rezultat pozitiv şi, în 
limitele acceptate ale procedurii de testare, indică prezenţa antigenului D 
pe globulele roşii.   

2. Negativ: Neaglutinarea globulelor roşii constituie un rezultat negativ şi, în 
limitele acceptate ale procedurii de testare, indică absenţa antigenului D pe 
globulele roşii. 

3. Martor: Rezultatele testului unor celule care sunt aglutinate folosind 
martorul negativ al reactivului trebuie excluse, deoarece aglutinarea este 
cel mai probabil cauzată de efectul potenţiatorilor macromoleculari în 
reactivul de pe celulele sensibilizate.   

 

STABILITATEA REACŢIILOR 
 

1. Efectuaţi citirea testelor cu eprubetă şi microplacă imediat după 
centrifugare.  

2. Finalizaţi etapele de spălare fără întrerupere şi centrifugaţi şi citiţi testele 
imediat după adăugarea antiglobulinei umane deoarece orice întârziere 
poate duce la disocierea complexelor antigen-anticorp, generând reacţii 
fals negative sau slab pozitive. 

3. Testele cu lamă ar trebui interpretate după maximum 1 minut pentru a 
garanta specificitatea şi a evita riscul de a interpreta incorect un rezultat 
negativ ca fiind pozitiv din cauza uscării reactivului. 

4. Aveţi grijă la interpretarea rezultatelor testelor efectuate la alte temperaturi 
decât cele recomandate. 

 

LIMITĂRI 
 

1. Anti-D Lorne nu este conceput pentru a fi utilizat cu celule tratate enzimatic 
sau cu celule suspendate în LISS. 

2. Orice alte soluţii pentru producerea de suspensii eritrocitare decât cele 
descrise în secţiunile „Tehnici recomandate” din document trebuie validate 
înainte de utilizare. Unele soluţii pot genera reacţii fals pozitive sau fals 
negative. 

3. Sângele stocat poate genera reacţii mai slabe decât sângele proaspăt 
4. Se poate observa o aglutinare fals pozitivă la testarea celulelor 

sensibilizate cu IgG. 
5. Rezultatele fals pozitive sau fals negative pot fi generate şi de: 

 Contaminarea materialelor folosite în testare  

 Depozitarea, concentraţia celulară, timpul sau temperatura de 
incubaţie necorespunzătoare  

 Centrifugarea necorespunzătoare sau excesivă  

 Abaterea de la tehnicile recomandate 
 

CARACTERISTICI DE PERFORMANŢĂ SPECIFICE 
 

1. Înainte de a fi pus pe piaţă, fiecare lot de reactiv Anti-D Duoclone Lorne a 
fost testat conform metodelor de testare recomandate şi enumerate în 
aceste instrucţiuni de utilizare. Testele corespund cerinţelor de testare 
prezentate în numărul/versiunea curentă a „Guidelines for the Blood 
Transfusion Services in the United Kingdom” (Orientări pentru Serviciile de 
transfuzii sanguine din Regatul Unit) şi „Common Technical Specifications” 
(Specificaţii tehnice comune). 

2. Specificitatea anticorpilor monoclonali la sursă este demonstrată cu ajutorul 
unui panou de celule cu antigen negativ. 

3. Forţa reactivului a fost testată în raport cu standardul de referinţă privind 
forţa minimă obţinut de la Institutul Naţional de Standarde Biologice şi 
Control (NIBSC):  

 Referinţă Anti-D 99/836. 
4. Controlul calităţii reactivilor a fost efectuat cu globule roşii cu fenotipuri care 

au fost verificate de un centru pentru transfuzii sanguine din Regatul Unit şi 
care au fost spălate cu PBS sau soluţie salină izotonă înainte de utilizare. 

 

DECLINAREA RESPONSABILITĂŢII 
 

1. Utilizatorul este singurul responsabil pentru performanţa reactivului în cazul 
utilizării altor metode decât cele menţionate în Tehnici recomandate.  

2. Orice abatere de la Tehnicile recomandate trebuie validată înainte de 
utilizare

6
. 
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DIMENSIUNI REACTIV DISPONIBILE 
 

Mărime 
flacon 

Număr de catalog Teste per 
flacon 

10 ml 740010 200 

1000 ml 740000* 20.000 

5000 ml 740000x5* 100.000 

 
*Această mărime este valabilă numai pentru utilizare de fabricaţie 
suplimentară (FFMU) şi, prin urmare, nu are marcajul CE. 
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SUMMARY
The Rh blood group system was discovered in 1940. The D antigen is the most 
clinically significant non-ABO red blood cell antigen and has been implicated in 
causing Haemolytic Transfusion R eactions and Haemolytic Disease of the Newborn.

	 Anti-D	 Phenotype	 Caucasians %3	 Afro-Americans %3

	 +	 Rh D +ve	 83	 92
	 0	 Rh D -ve	 17	 8

INTENDED PURPOSE
The Anti-D reagents are blood grouping reagents intended to be used to 
qualitatively determine the presence or absence of the Rh D antigen on the red 
cells of blood donors or patients requiring a blood transfusion when tested in 
accordance with the recommended techniques stated in this IFU. 

PRINCIPLE
The reagents contain antibodies against the D antigen on human red cells and 
will cause direct agglutination (clumping) of human red cells that carry the D 
antigen and indirect agglutination of human red cells that are Category DVI in the 
antiglobulin phase of testing. No agglutination (no clumping) generally indicates 
the absence of the D antigen on human red cells (see Limitations).

REAGENT
Lorne Monoclonal Anti-D Duoclone blood grouping reagent is a low protein, 
blended reagent containing a human monoclonal IgM and IgG anti-D, diluted in 
a phosphate buffer containing sodium chloride (0.9 g%), bovine albumin (2.0 
g%) and macromolecular potentiators (1.5 g%). When typing patient samples, 
this reagent will directly agglutinate Rh D positive cells, including majority of 
variants (but not DVI) and a high proportion of weak D (Du) phenotypes when 
using the recommended techniques. The reagents do not contain or consist 
of CMR substances, or endocrine disrupting substances or that could result 
in sensitisation or an allergic reaction by the user. The reagent is supplied at 
optimal dilution for use on patient samples with all recommended techniques 
stated below without need for further dilution or addition. For lot reference 
number and expiry date see Vial Label.

	 IgM / IgG	 Cell Line / Clone
	 IgM	 RUM-1
	 IgG	 MS-26

WEAKENED EXPRESSION OF THE RhD ANTIGEN
The collective term Du is widely used to describe red cells which have a weaker 
expression of the D antigen than normal. The term weak D denotes individuals 
with a reduced number of complete D antigen sites per red cell. The term partial 
D denotes individuals with missing D antigen epitopes. DVI is a partial D category 
which misses most D epitopes. Duoclone reagent will detect most examples of 
partial and weak D red cells by direct agglutination, but will not detect DVI cells. This 
reagent will detect DVI and partial D cells in the IAT phase.

STORAGE
Reagent vials should be stored at 2 - 8ºC on receipt. Prolonged storage at 
temperatures outside this range may result in accelerated loss of reagent 
reactivity. This reagent has undergone transportation stability studies at 37ºC 
and –25ºC as described in document BS EN ISO 23640:2015.

SAMPLE COLLECTION AND PREPARATION
Blood samples can be collected into EDTA, citrate, CPDA anticoagulant or as 
a clotted sample. The samples should be tested as soon as possible following 
collection. If a delay in testing should occur, store the samples at 2-8ºC. Samples 
displaying gross haemolysis or microbial contamination should not be used for 
testing. Blood samples showing evidence of lysis may give unreliable results. It is 
preferable (but not essential) to wash all blood samples with PBS or Isotonic saline 
before being tested.

PRECAUTIONS
1.	 The reagent is intended for in vitro diagnostic use only.
2. 	 If a reagent vial is cracked or leaking, discard the contents immediately.
3. 	 Do not use the reagent past the expiration date (see Vial Label).
4. 	 Do not use the reagent if a precipitate is present.
5. 	 Protective clothing should be worn when handling the reagents, such as 

disposable gloves and a laboratory coat.
6. 	 The reagent has been filtered through a 0.2 μm capsule to reduce the bio-

burden, but is not supplied sterile. Once a vial has been opened the contents 
should remain viable up until the expiry date as long as there is no marked 
turbidity, which can indicate reagent deterioration or contamination.

7. 	 The reagent contains <0.1% sodium azide. Sodium azide may be toxic if 
ingested and may react with lead and copper plumbing to form explosive 
metal azides. On disposal flush away with large volumes of water.

8. 	 Materials used to produce the reagent were tested at source and found to 
be negative for HIV 1+2 and HCV antibodies and HBsAg using approved 
microbiological tests.

9. 	 No known tests can guarantee that products derived from human or animal 
sources are free from infectious agents. Care must be taken in the use and 
disposal of each vial and its contents.

DISPOSAL OF REAGENT AND DEALING WITH SPILLAGES
For information on disposal of the reagent and decontamination of a spillage site 
see Material Safety Data Sheets, available on request.

CONTROLS AND ADVICE
1.	 It is recommended that a positive control (ideally R1r cells) and a negative 

control (ideally rr cells) be tested in parallel with each batch of tests. Tests 
must be considered invalid if controls do not show expected results.

2. 	 When typing red cells from a patient who is diagnosed with a disease that 
causes the red cells to become coated with antibody or other proteins (such 
as HDN, AIHA), it is important to test the patient’s red cells using Lorne’s 
reagent negative control (Monoclonal D Negative Control, catalogue  
# 650010). Tests must be considered invalid if red cells are agglutinated 
using Lorne’s Monoclonal D Negative Control (catalogue # 650010).

3. 	 Test samples for category DVI determination by the Indirect Antiglobulin Test, 
Coombs Bio-Rad-ID and Coombs Ortho BioVue Techniques only.

4. 	 Weak and variant D antigens are poorly detected by gel card, microtitre plate 
and slide techniques. It is recommended that weak and partial variants are 
tested using the tube test technique.

5. 	 The antiglobulin tube technique can only be considered valid if all negative 
tests react positively with IgG sensitised red cells.

6.	 Before use, let the reagent warm up to room temperature. As soon as the 
reagent has been used, put the reagent back in storage at 2-8°C.

7. 	 In the Recommended Techniques one volume is approximately 50μl when 
using the vial dropper provided.

8. 	 The use of the reagent and the interpretation of results must be carried out by 
properly trained and qualified personnel in accordance with the requirements 
of the country where the reagents are in use.

9. 	 The user must determine suitability of reagents for use in other techniques.

REAGENTS AND MATERIALS REQUIRED
•	 Anti-human globulin e.g. Lorne AHG Elite (Cat # 435010) or Anti-Human 

IgG e.g. Lorne Anti-Human IgG (Cat # 402010). 
•	 Applicator sticks. 
•	 Automatic plate reader. 
•	 Coombs cell washer. 
•	 Bio-Rad ID-Cards (LISS/Coombs) and (NaCl, enzyme test and cold 

agglutinins). 
•	 Bio-Rad ID-Centrifuge. 
•	 Bio-Rad ID-CellStab or ID-Diluent 2. 
•	 Bio-Rad ID-Incubator equilibrated to 37ºC ± 2ºC. 
•	 Glass microscope slides or white card tiles. 
•	 Glass test tubes (10 x 75 mm or 12 x 75 mm). 
•	 IgG sensitised red cells e.g. Lorne Coombs Control Cells (Cat # 970010). 
•	 Microplate centrifuge. 
•	 Ortho BioVue System Cassettes (AHG/Coombs) and (Neutral). 
•	 Ortho BioVue System Centrifuge. 
•	 Ortho BioVue System Heat Block equilibrated to 37ºC ± 2ºC. 
•	 Ortho 0.8% Red Cell Diluent. 
•	 Plate shaker. 
•	 PBS solution (pH 6.8–7.2) or Isotonic saline solution (pH 6.5–7.5). 
•	 Positive (ideally R1r) and negative (rr) control red cells. 
•	 Test tube centrifuge. 
•	 Validated “U” well microplates. 
•	 Volumetric pipettes. 
•	 Water bath or dry heat incubator equilibrated to 37ºC ± 2ºC.

RECOMMENDED TECHNIQUES (NOT CATEGORY DVI)
A.	 Tube Technique 
1.	 Prepare a 2-3% suspension of red cells in PBS or Isotonic saline.
2. 	 Place in a labelled test tube: 1 volume of Lorne Duoclone reagent and 1 volume 

of red cell suspension.
3. 	 Mix thoroughly and centrifuge all tubes for 20 seconds at 1000 rcf or for a 

suitable alternative time and force.
4. 	 Gently resuspend red cell button and read macroscopically for agglutination
5. 	 Any tubes, which show a negative or questionable result (which can happen 

with Du or weak D samples), should be incubated for 15 minutes at room 
temperature.

6. 	 Following incubation, repeat steps 3 and 4.

B.	 Bio-Rad-ID Technique (NaCl, enzyme test and cold agglutinins cards)
1.	 Prepare a 0.8% suspension of red cells in ID-CellStab or  

ID-Diluent 2.
2. 	 Remove aluminium foil from as many microtubes as needed.
3. 	 Place in appropriate microtube: 50μl test red cell suspension and 25μl 

Lorne Duoclone reagent.
4. 	 Centrifuge the ID-Card(s) in a Bio-Rad gel card centrifuge.
5. 	 Read macroscopically for agglutination.

MONOCLONAL BLOOD GROUPING REAGENTS. 

DIRECTIONS FOR USE
Anti-D Duoclone Monoclonal: 
For Tube, Bio-Rad-ID, Ortho BioVue, Microplate and Slide Techniques.
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C. 	Ortho BioVue Technique (Neutral cards)
1.	 Prepare a 0.8% suspension of red cells in 0.8% Ortho Red Cell Diluent
2. 	 Remove aluminium foil from as many reaction chambers as needed.
3. 	 Place in appropriate reaction chamber: 50μl of red cell suspension and 40μl 

of Lorne Duoclone reagent.
4. 	 Centrifuge cassette(s) in an Ortho BioVue System Centrifuge.
5. 	 Read macroscopically for agglutination.

D.	 Microplate Technique, using “U” wells
1.	 Prepare a 2-3% suspension of red cells in PBS or Isotonic saline.
2. 	 Place in the appropriate well: 1 volume of Lorne Duoclone reagent and 1 

volume of red cell suspension.
3. 	 Mix thoroughly, preferably using a microplate shaker, taking care to avoid 

cross-well contamination.
4. 	 Incubate at room temperature for 15 minutes (time dependant on user).
5. 	 Centrifuge the microplate for 1 minute at 140 rcf or for a suitable alternative 

time and force.
6. 	 Resuspend the cell buttons using carefully controlled agitation on a 

microplate shaker
7. 	 Read macroscopically or with a validated automatic reader.
8. 	 Any weak reactions should be repeated by the tube technique.

E. Slide Technique
1. 	 Prepare a 35-45% suspension of red cells in serum, plasma or PBS or 

Isotonic saline or use anti-coagulated whole blood (in it’s own plasma).
2. 	 Place on a labelled glass slide or card tile: 1 volume of Lorne Duoclone 

reagent and 1 volume of red cell suspension.
3. 	 Using a clean applicator stick, mix reagent and cells over an area of about 

20 x 40 mm.
4. 	 Slowly tilt the slide back and forth for 30 seconds, with occasional further 

mixing during the 1 minute period, maintaining slide at room temperature.
5. 	 Read macroscopically after 1 minute over a diffuse light and do not mistake 

fibrin strands as agglutination.
6. 	 Any weak reactions should be repeated by the tube technique.

RECOMMENDED TECHNIQUES (TO DETECT CATEGORY DVI)
A. Indirect Antiglobulin Technique (IAT)
1. 	 Prepare a 2-3% suspension of red cells in PBS or Isotonic saline.
2. 	 Place in a labelled test tube: 1 volume of Lorne Duoclone and 1 volume of 

red cell suspension.
3. 	 Mix thoroughly and incubate at 37ºC for 15 minutes.
4. 	 Wash red cells at least once with PBS or Isotonic saline, taking care to 

decant saline between washes and resuspend each cell button after each 
wash. Completely decant saline after last wash.

5. 	 Add 2 drops of AHG or anti-IgG to each dry cell button.
6. 	 Mix thoroughly and centrifuge all tubes for 20 seconds at 1000 rcf for a 

suitable alternative time and force.
7. 	 Resuspend each cell button and read macroscopically.
8. 	 Confirm validity of all negative reactions with IgG sensitised red cells.

B. Bio-Rad-ID Technique (LISS/Coombs cards)
1. 	 Prepare 0.8% suspension of red cells in ID-CellStab or ID-Diluent 2.
2. 	 Remove aluminium foil from as many microtubes as needed.
3. 	 Place in appropriate microtube: 50μl of red cell suspension and 25μl of 

Lorne Duoclone.
4. 	 Incubate the ID-Card(s) for 15 minutes at 37ºC.
5. 	 Centrifuge the ID-Card(s) in a Bio-Rad gel card centrifuge.
6. 	 Read macroscopically for agglutination.

C. Ortho BioVue Technique (AHG/Coombs cards)
1. 	 Prepare a 0.8% suspension of red cells in 0.8% Ortho Red Cell Diluent.
2. 	 Remove aluminium foil from as many reaction chambers as needed.
3. 	 Place in appropriate reaction chamber: 50μl of red cell suspension and 40μl 

of Lorne Duoclone.
4. 	 Incubate the cassette(s) for 15 minutes at 37ºC.
5. 	 Centrifuge cassette(s) in an Ortho BioVue System Centrifuge.
6. 	 Read macroscopically for agglutination.

INTERPRETATION OF TEST RESULTS
1. 	 Positive: Agglutination of the red cells constitutes a positive test result and 

within accepted limitations of test procedure, indicates the presence of the D 
antigen on the test red cells.

2. 	 Negative: No agglutination of the red cells constitutes a negative result and 
within the accepted limitations of the test procedure, indicates the absence 
of the D antigen on the test red cells.

3. 	 Test results of cells that are agglutinated using the reagent negative control 
shall be excluded, as the agglutination is most probably caused by the effect 
of the macromolecular potentiators in the reagent on sensitised cells.

STABILITY OF THE REACTIONS
1. 	 Read all tube and microplate tests immediately after centrifugation.
2. 	 Complete washing steps without interruption and centrifuge and read tests 

immediately after addition of anti-human globulin because delays may result 
in dissociation of antigen-antibody complexes, leading to false negative or 

weak positive reactions.
3. 	 Slide tests should be interpreted after a maximum of 1 minute to ensure 

specificity and to avoid the possibility a negative result may be incorrectly 
interpreted as positive due to drying of the reagent.

4. 	 Caution should be exercised in the interpretation of results of tests 
performed at temperatures other than those recommended.

LIMITATIONS
1. 	 Lorne Anti-D is not suitable for use with enzyme treated cells or cells 

suspended in LISS.
2. 	 The use of solutions for making red cell suspensions other than those 

described in the “Recommended Techniques” sections in the document 
must be validated prior to use. Some solutions may give rise to false 
positive or false negative reactions.

3.	 Stored blood may give weaker reactions than fresh blood.
4. 	 False positive agglutination may be seen when testing IgG sensitised cells.
5. 	 False positive or false negative results may also occur due to: 
	 • Contamination of test materials 
	 • Improper storage, cell concentration, incubation time or temperature 
	 • Improper or excessive centrifugation 
	 • Deviation from the recommended techniques

SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS
1. 	 Prior to release, each lot of Lorne Anti-D Duoclone monoclonal reagent was 

tested using the recommended test methods listed in this IFU. The tests 
complied with the test requirements as stated in the current version/issue 
of the ‘Guidelines for the Blood Transfusion Services in the United Kingdom’ 
and the ‘Common Technical Specifications’. 

2. 	 Specificity of source monoclonal antibodies is demonstrated using a panel 
of antigen-negative cells.

3. 	 The potency of the reagent has been tested against the following minimum 
potency reference standard obtained from National Institute of Biological 
Standards and Controls (NIBSC): Anti-D reference 99/836.

4. 	 The Quality Control of the reagent was performed using red cells with 
phenotypes that were verified by a UK blood transfusion centre and had 
been washed with PBS or Isotonic saline prior to use.

DISCLAIMER
1. 	 The user is responsible for the performance of the reagent by any method 

other than those mentioned in the Recommended Techniques.
2. 	 Any deviations from the Recommended Techniques should be validated prior 

to use5.
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AVAILABLE REAGENT SIZES

	 Vial Size	 Catalogue Number	 Tests Per Vial
	 10 ml	 740010	 200
	 1000 ml	 740000*	 20,000
	 5000 ml	 740000X5*	 100,000

*This size is For Further Manufacturing Use (FFMU) only and is therefore not 
CE marked.

Advena Ltd, Tower Business Centre, 2nd Floor, Tower Street, 
Swatar, BKR 4013, Malta
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CERTIFICAT
CERTIFICATE OF REGISTRATION

N° 10462 rev. 7

GMED certifie que le système de management de la qualité développé par

GMED certifies that the quality management system developed by

pour les activités
for the activities

Conception, production, contrôle et commercialisation de produits de chimie cliniques
pour le diagnostic in vitro. Validation de la combinaison réactifs et automates.

Distribution d'automates et de produits de chimie cliniques pour le diagnostic in vitro.

Design, production, control and sales of clinical chemistry products intended to be used
for in vitro diagnostics. Validation of the combination reagents and analyzers.

Distribution of clinical chemistry analyzers and products for in vitro diagnostics.

réalisées sur le(s) site(s) de
performed on the location(s) of

ELITech Clinical Systems SAS
Zone industrielle - 61500  SEES - FRA

est conforme aux exigences des normes internationales
complies with the requirements of the international standards

NF EN ISO 13485 : 2016

GMED N° 10462–7
Ce certificat est délivré selon les règles de certification GMED

Début de validité
Valable jusqu'au

/ Effective date :

/ Expiry date :

July 28th, 2020 (included)
July 27th, 2023 (included)

Etabli le / Issued on : July 17th, 2020

/ This certificate is issued according to the  rules of GMED certification

 Renouvelle le certificat 10462-6

ELITECH CLINICAL SYSTEMS SAS
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Lionel DREUX

Certification Director

G
M

E
D

_S
Q

-F
-V

0-
07

-2
01

8

Accréditation n°4-0608
Liste des sites accrédités
et portée disponible sur
www.cofrac.fr









Certificato n. 1976/MDDCERTIFICATO CEDichiarazione di approvazione del sistema qualità(Garanzia di qualità della produzione)
CERACARTA SPA 47122 FORLI' (FC) - VIA SECONDO CASADEI 14 Z.I. VILLA SELVA (ITA) - Italy

Visto l'esito delle verifiche condotte in conformità all'Allegato V, punto 3 e tenendo conto dell’Allegato VII, punto 5 della direttiva 93/42/CEE e s.m.i., si dichiara che la ditta:
mantiene negli stabilimenti di:47122 FORLI' (FC) - VIA SECONDO CASADEI 14 Z.I. VILLA SELVA (ITA) - Italyun sistema qualità che assicura la conformità dei seguenti prodotti:Carte per registrazione ad uso medicoModd. come da documento allegato "ELENCO CARTE DIAGRAMMATE CLASSE I F.M. REV.15 - 16/10/2017"; valido solo se provvisto di timbro IMQ. Marca Ceracartaai requisiti metrologici ad essi applicabili della direttiva suddetta (in tutte le fasi della fabbricazione) ed è sottoposta alla sorveglianza prevista dal punto 4 dell'Allegato V.Riferimento pratiche IMQ:DM17-0017248-01.Questa Dichiarazione di approvazione è rilasciata dall'IMQ S.p.A. quale organismo notificato per la direttiva 93/42/CEE e s.m.i.Il numero identificativo dell'IMQ S.p.A. quale organismo notificato è: 0051.

Questa Dichiarazione di approvazione è soggetta alle condizioni previste dall'IMQ nel "Regolamento per la certificazione CE dei dispositivi medici in base alla direttiva 93/42/CEE".

Emesso il: 2017-11-18
Data Scadenza: 2022-11-17 IMQ



Certificate No 1976/MDDEC CERTIFICATEProduction Quality Assurance System Approval Certificate
CERACARTA SPA 47122 FORLI' (FC) - VIA SECONDO CASADEI 14 Z.I. VILLA SELVA (ITA) - Italy

On the basis of our assessment carried out according to Annex V, section 3 and considering the Annex VII, section 5 of the Directive 93/42/EEC and its revised version, we hereby certify that:
manages in the factories of:47122 FORLI' (FC) - VIA SECONDO CASADEI 14 Z.I. VILLA SELVA (ITA) - Italya quality assurance system ensuring the conformity of the following products:Electromedical recording chart paperType ref. as to annexed document "ELENCO CARTE DIAGRAMMATE CLASSE I F.M. REV.15 - 16/10/2017"; valid only if provided with IMQ stamp. Trade mark Ceracartawith the relevant metrological requirements of the aforementioned directive (as far as all the manufacturing stage is concerned) and it is subject to surveillance as specified in section 4 of Annex V.Reference to IMQ files Nos:DM17-0017248-01.This Approval Certificate is issued by IMQ S.p.A. as Notified Body for the Directive 93/42/EEC and its revised version.Notified Body notified to European Commission under number: 0051.

This Approval Certificate is subjected to the provisions laid down in the “Rules for managing the EC Certification of Medical Devices on the basis of the Directive 93/42/EEC”.

Date: 2017-11-18
Expiry Date: 2022-11-17 IMQ

This is a translation of the Italian text, which prevails in case of doubts



ELENCO CARTE DIAGRAMMATE CLASSE I F.M.   REV.15 - 16/10/2017Codice famiglia identificativo Descrizione famiglia22.01 Pacchi stampati medicali (per ECG,EEG,CTG,e laboratorio analisi)21.01 Rotoli stampati medicali (per ECG,EEG,CTG,e laboratorio analisi)32.01 Schede e  dischi stampati medicali

                      
     Carte diagrammate per tutte le apparecchiature di elettrodiagnostica. Materiale di consumo ed accessori elettromedicali. Carte per apparecchi registratori industriali. Rotoli e pacchi speciali per sistemi esattoriali, di controllo, lotterie. Etichette radiofrequenza e soluzioni integrate. 

Chart Papers for all electrodiagnostic equipments.Disposable and electromedical accessories. Chart Papers industrial recording instruments. Special rolls and fanfolds for tickets checking systelottery. Rfid labels and chain solutions.   Sede (Head office and works) :   Via Secondo Casadei, 14 - 47122 FORLI� � ITALY  Tel : 0039 0543 780055 � Fax : 0039 0543 781404 http : // www.ceracarta.it � e-mail : info@ceracarta.it. Capitale Sociale :  � 1.000.000 int. vers. Registro Imprese FORLI�-CESENA P.I. / C.F. / VAT.N. IT 00136740404 R.E.A. FORLI� N. 72646 � N. MECC. FO 006863     
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