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. PROTOCOL
TO THE EUROPEAN AGREEMENT ON THE EXCHANGES OF
BLOOD-GROUPING REAGENTS(Y)
[as revised January 1968](%)

GENERAL PROVISIONS

1. Specificity ,
" A blood-grouping* reagent must react with all blood samples tested
which contain the antigen homologous to the antibody or other substance
mentioned on the label

When a reagent is used according to the technique recommended by the
producer there must be no evidence of any of the following factors or
phenomena :

{a) haemolytic properties;

{b) antibodies or other substances besides those mentioned on the label;

(c) bacterial products liable to cause false positive or false negative

reactions;

(d) pseudo-agglutination through the formation of rouleaux;
() prozone phenomena.

2. Potency

Titre is measured by making successive two-fold dilutions of the reagent
under study in an appropriate medium. To each dilution is added an equal
volume of a suspension of red corpuscles. The titre is the reciprocal of
the figure representing the highest serum dilution in which a reaction occurs,
the dilution being calculated without the inclusion of the volume of the
corpuscular suspension in the total volume.

In the case of anti-A, anti-B and other reagents intended for use on
slides, avidity is expressed by means of the time required for agglutination
on a slide.

3. International Standards and Intermational Units

International Standards have been established by the World Health
Organisation for anti-A and anti-B and incomplete anti-D blood-grouping
reagents and are in process of being established for blood-grouping reagents
of other specificities. An International Standard Preparation contains, by

(1) * Treaty Series No. 28 (1965) ”, Cmnd. 2596.

(%) This revised text was approved, in accordance with the fourth paragraph of Article 4
of the Agreement, by the representatives of the Governments of the Contracting Parties
at the 167th meeting of the Ministers’ Deputies held at Strasbourg from 22-26 January, 1968.

® At the time of approving the present version of the Protocol and its annexes, it was
understood by the representatives of the Contracting Parties that when in the English text
of the Agreement the expression * blood incompatibilities ** was mentioned, * blood grouping
incompatibilities * was implied. -

It was also agreed that the expression “ blood-grouping ™ with a hyphen in the English
text of the Agreement and of the Protoco! should read as * blood grouping ” without a
hyphen.
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PROTOCOLE
A L’ACCORD EUROPEEN RELATIF A L’ECHANGE DES
REACTIFS POUR LA DETERMINATION DES
GROUPES SANGUINS

DISPOSITIONS GENERALES

1. Spécificité

Un réactif pour la détermination des groupes sanguins doit réagir avec
tous les échantillons de sang examinés qui contiennent P'antigtne homologue
de lanticorps ou des autres substances mentionnées sur I'étiquette.

Lorsqu'un réactif est utilis€¢ selon la technique recommandée par le
producteur, aucun des facteurs ou des phénomenes suivanis ne doit se
manifester:

{a) propriétés hémolytiques;

(b) anticorps ou substances autres que ceux mentionnés sur I'étiquette;

(¢) produits bactériens susceptibles d’occasionner de fausses réactions,

positives ou négatives;
(d) pseudo-agglutination par formation de rouleaux;
(e) phénomeéne de prozone.

2. Puissance

Le titre est mesuré en faisant des dilutions par dédoublements successifs
du réactif & étudier dans un milieu approprié. A chaque dilution est ajouté
un volume égal d’une suspension de globules rouges. Le titre est la
réciproque du chiffre représentant la plus forte dilution dans laquelle on
peut observer une réaction visible, la dilution étant calculée en n’incluant
pas dans le volume total le volume dé la suspension globulaire.

Dans le cas de l'anti-A, de ’anti-B et des autres réactifs destinés a étre
utilisés sur lames, I'avidité est exprimée au moyen du temps nécessaire &
I'agglutination sur lame.

3. Etalons internationaunx et unités internationales

Des étalons internationaux ont été établis par 1'Organisation Mondiale
de la Santé pour les réactifs pour groupage sanguin anti-A et anti-B et
anti-D incomplet sont 3 Vétude pour les réactifs pour groupage sanguin
d’autres spécificités. Une préparation-étalon internationale contient, «par
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definition, a certain number of International Units per mg or ml and this
definition is independent of the titres observed against particular red
corpuscle preparations.(')

4. Stability and expiry date

Each reagent, when kept under the conditions of storage recommended
by the manufacturer, should retain the requisite properties for at least one
year.

The expiry date of a reagent in the liquid form as given on the fabel
shall be not more than one year from the date of the last satisfactory potency
test. The expiry date can be extended for further periods of one year by
repetition of potency tests.

The expiry date of reagents in the dried form-as given on the label,
shall be in accordance with evidence obtained from experiments on stability
and shall be approved by the national control authorities.

5. Preservation

Blood-grouping reagents may be preserved in the liquid or dried state.
Dried reagents shall be kept in an atmosphere of an inert gas or in vacuo,
in the glass container in which they were dried and which shall be closed
so as to exclude moisture. A dried reagent must not lose more than 0-5 per
cent of its weight when tested by further drying over phosphorus pentoxide
at a pressure not exceeding 002 mm of mercury for 24 hours.

Reagents shall be prepared with aseptic precautions and shall be ' free
from bacterial contamination. In order .to prevent bacterial growth' the

(*) The potency of blood-grouping reagents of most specificities is expressed as ‘the
agghatination titre observed in a dilution series, against a suspension of red-cells.” The titre
indicates the dilution of reagent in the last mixture of the series which shows agglutination
microscopically visible.

The potency of blood-grouping reagenis for which International Standard Preparations
exist (at present anti-A and Anti-B and incomplete anti-D} can be expressed in International
Units* on the basis of the titration of the unknown reagent in comparison Wllh the
International Standard, or a national sub-standard.

The International Standard Preparations of blood-grouping sera are dispensed in ampoules
containing dried human serum. When reconstituted to the volume of [ ml, the anti-A and
anti-B sera contain by definition 256 International Units per ml. They can be obtained,
free of charge, from the International Laboratory for Biological Standards of WHO, Statens
Seruminstitut, Copenhagen.

The followmg table shows an example of a comparatwe titration of the International
Standard anti-A Serum (S) and an ** unknown ” anti-A reagent (U) agamst Ay red corpuscles
andeA, B red corpuscles.

Serum S Reagent U Serum S Reagent U
A, corpuscles 1 : 512 1 128 256 64
A, B corpuscles 1+ 32 1 : 16 256 128
titres titres Units Units
(observed) (observed) (by definition) | (by comparison)

® See Bull, WId. Hith, Org. 1954, 10, 937, 941.

1" A

*

" "

1950, 3, 301.
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définition, un certain nombre d’unités interpationales par mg ou ml, et
cette définition est indépendante des titres observés sur des globules rouges
particuliers.(')

4. Stabilité et date d’expiration

Stocké dans les conditions recommandées par le fabricant chaque réactif
devrait conserver les qualités requises au moins un an.

[y

Pour les réactifs a Pétat liquide, la date d’expiration indiquée sur
I’étiquette ne doit pas étre postéricure de plus d’un an & la date du dernier
contrdle d'activité satisfaisant. La date d’expiration peut-étre prorogée par
périodes d’une année 4 la suite de nouveaux controles.

En ce qui cancerne les réactifs & I'état desséché, la date de péremption
indiquée sur I'éliquette dépendra du résultat des épreuves de stabilité et
devra étre approuvée par les autorités nationales de contrdle.

5. Conservation

Les réactifs pour groupage sanguin peuvent é&tre conservés a 1'état
liquide ou desséché. Les réactifs desséchés doivent étre placés dans une
atmosphére de gaz inerte ou sous vide dans un récipient de verre scellé
de telle facon que Phumidité soit exclue. Un réactif desséché de nouveau
en présence d’anhydride phosphorique & une pression n’excédant pas
0,02 mm de mercure pendant 24 heures, ne perd pas plus de 0,59 de son
poids.

Les réactifs doivent étre préparés avec des précautions d’asepsie et n’étre
pas contaminés par des bactéries. Pour éviter la prolifération de bactéries,

(1) La puissance des réactifs pour groupage sanguin de la piupart des spécificités est exprimée
par le titre d'agglutination observé, dans une série de dilutions, sur une suspension de globules
rouges. Le titre indique la dilution du réactif utilisé dans le dernier mélange ayant lieu 2
agglutination (visible au microscope).

La puissance des réactifs pour groupage sanguin, pour lesquels il existe des étalons
internationaux (anti-A et anti-B et anti-D incomplet, 4 'henre actuelle), peut étre exprimée
en unités internationales* sur la base d’un titrage de réactif inconnu comparé & la préparation-
étalon internationale ou 4 un sous-étalon national

Les étalons internationaux de sérums pour groupage sanguin sont distribués en ampoules
contenant du sérum humain desséché, Ramené au volume de i ml, les sérums anti-A et
anti-B contiennent par définition 256 U.I, par ml. Elles sont fournies gratuitement par le
Laboratoire international des étalons biologiques de I'O.M.S., Stratens Serum-Institus,
Copenhague.

Le tableau suivant montre un exemple de titrage comparatif de sérum étalon international
anti-A (8) et d’un réactif anti-A ** inconnu " (U) avec des globules rouges A, et des globules
rouges A, B.

Sérum S Réactif U Sérum S Réactif U
globules A, 1 : 512 1 : 128 256 64
globules A,B i 32 1 16 256 128
titres titres Unités Unités
{observés) (observés) (selon définition) (selon

comparaison)

* Voir Bull, WId. Hith, Org. (O.M.S.) 1954, 10, 937, 941.

EE kil

3

" 1

7

1950, 3, 301.
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competent national authority may decide that an antiseptic and/or antibiotic
shall be added to the reagent (or to any solvent issued with dried reagents),
provided that, in the presence of the added substance, the reagent still fulfils
the requirements for specificity and potency.

Blood-grouping sera of human origin must contain at least 2-5 mg of
pratein nitrogen per ml of liquid or reconstituted serum,

Reagents whether in the liquid state or after reconstitution should be
transparent and should not contain any sediment, gel or visible particles.

6. Coloration

Blood-grouping reagents for international exchanges should preferably
not be artificially coloured at least until an international agreement is
reached on a uniform system. Any added colouring matter must not
interfere with the specific reaction.

7. Dispensing and volume

Blood-grouping reagents shall be dispensed in such a way and in such
volumes that the reagent in one container is sufficient for the performance of
tests with positive and negative control corpuscles in addition to the
performance of tests with the unknown corpuscles. The volume in one
container shall be such that the contents can if necessary be used for the
performance of the appropriate tests for potency described in this Protocol.

8. Records and samples

Written records shall be kept by the producing laboratory of all steps
in the production and control of blood-grouping reagents. - Adequate samples
of all reagents issued shall be retained by the laboratory until it can be
reasonably assumed that the batch is no longer in use.

9. Classification of reagents

Reagents used for blood-grouping may contain substances of human,
animal, vegetable (or mineral) origin. of which some constitute the active
principle and others are adjuvants for enhancing the activity or maintaining
the stability of the reagent.

For technical reasons these reagents have been divided into three
categories according to the origin of their active principle. This does not
mean that reagents of human origin contain exclusively substances of
human origin or that animal or vegetable reagents cannot contain substances
of human origin.

10. Labels, leaflets and certificates

A label printed in English and French, in black on white paper, shall
be affixed to each final container and shall contain the following information :

1. Name and-address of producer

2. Name of the reagent as it appears in the heading of the relevant
specification



l'autorité nationale compétente peut décider qu’il convient dajouter au
réactif (ou & tout solvant fourni avec les réactifs desséchés) un antiseptique
etfou un antibiotique, sous réserve que, en présence de la substance ajoutée,
le réactif réponde toujours aux mormes de spécificité et de puissance.

Les sérums d’origine humaine pour groupage sanguin doivent contenir
au moins 2,5 mg d’azote protéinique par ml de sérum liquide ou reconstitué.

Les réactifs, soit 3 I'état liquide, soit aprés reconstitution, doivent étre
transparents et ne doivent contenir ni sédiments, ni gel, ni particules visibles.

6. Coloration

Il est préférable que les réactifs pour groupage sanguin destinés & un
échange international ne soient pas artificiellement colorés, du moins jusqu’a
ce qu’un accord international admette un systtme uniforme. Toute substance
colorante ajoutée doit étre sans effet sur les réactions spécifiques.

7. Distribution et volume

Les réactifs pour la détermination des groupes sanguins doivent &tre
distribués de telle maniére et en tels volumes que le réactif contenu dans un
récipient suffise pour 'exécution de tests avec globules témoins positifs et
négatifs, en plus des tests avec les globules inconnus. Le volume contenu
dans chaque récipient doit étre tel que, le cas échéant, on puisse procéder
aux tests de puissance décrits dans le présent Protocole.

8. Registres et échantillons

Le laboratoire producteur devra inscrire sur ses registres toutes les étapes
de la production et du contrdle des réactifs pour groupage sanguin. Des
échantillons adéquats de tous les réactifs distribués doivent étre comservés
par le laboratoire jusqu'a ce qu'il soit vraisemblable que le lot n’est plus
en usage.

9. Classification des réactifs

Les réactifs utilisables pour la détermination des groupes sanguins
peuvent renfermer des substances d’origine humaine, animale, végétale (ou
minérale), les unes constituant le principe actif, les autres les adjuvants
nécessaires pour un renforcement de leur activité ou le maintien de leur
stabilité.

Pour des raisons techniques ces réactifs ont été groupés en trois chapitres
selon l'origine de leur constituant actif. Cela ne signifie pas que les réactifs
d’origine humaine contiennent exclusivement des produits d’origine humaine
ou que les réactifs animaux ou végétaux ne puissent pas contenir des
substances d’origine humaine.

10. Etiquetage, notice et certificat

Une étiquette en anglais et en frangais, imprimée en noir sur blanc, sera
fixée sur chaque récipient définitif et portera les indications suivantes:

1. Nom et adresse de 1'établissement producteur
2. Nom du réactif tel qu’il est indiqué dans le titre des spécifications
correspondantes

7
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Name and amount of antIsepnc and/or ant:b:onc, if present, or
indication of absence

4. The volume or, where the reagent is dried, the volume and composi-

5.

6.

" tion of the ﬂmd needed for reeonsututlon

Ex piry date
Batch number.

Moreover, this label or the label of the carton enclosing several final
containers, or the leaflet accompanying the contamers shall contam the
followmg mformatlon

1.

10.

Full name and address of producer

Name of the reagent as it appears in the headlng of the relevant
specnﬁcatlon

The volume or, where the reagent is dried, the volume and comp031-
tlon of the ﬂund needed for reconstuutxon !

Date of last potency test

. Expiry date (if any)
. Batch number '
. Adequate description of the method of use recommended by the

producer

. Condmons of storage of unopened ampoules and precautions to be

taken after opening

. Exact composition, including antiseptic and/or antibiotic if any

Statement whether the product contains or does not contain material

" of human origin.

Each consignment shall be accompanied by a certificate as provided in
Article 4 of the Agreement and the Annex to the present Protocol. Examples
of labels and leaflets are attached to the present Protocol. ‘ o

SPECIFIC PROVISIONS

A. BLOOD-GROUPING SERA OF H_UMAN\ ORIGIN

(a) Sera of human origin for ABO grouping
(i) Anti-A blood-grouping serum (human)

Anti-A serum is derived from the blood of. selected group B persons, who,
may or may not have been immunised by group A red corpuscles or group A
specific substance. Anti-A serum agglutinates human red corpuscles
containing A antigen, iLe. those of blood groups A and AB, including
sub-groups A,  A,, A,B and A.B, and does not agglutinate human- red
corpuscles which do not contam A antigen, i.e. those of blood groups 0
and B.

8,



3. Nom et quantité de Pantiseptique et/ou de l'antibiotique—le cas
échéant—ou indication de son absence

4. Volume ou, si le réactif est desséché, volume et c0mposmon du liquide
nécessalre 4 sa reconstitution

5. Date de péremption

6. Numéro du lot

De plus, cette étiquette ou l'étiquette du colis renfermant plusieurs
récipients définitifs, ou la notice accompagnant les récipients, portera les
indications suivantes:

1. Nom et adresse de I'établissement producteur

2. Nom du réactif tel qu’il est indiqué dans le titre des spécifications
correspondantes

3. Volume ou, si le réactif est desséché, volume et composition du liquide
nécessaire A sa reconstitution

Date du dernier contréle d actwite:
. Date de péremption (le cas échéant)
Numéro du lot

N o e

Description appropri¢e du mode d’emploi précogis_é par le producteur

[o+]

. Conditions de stockage des ampoules non encore ouvertes et précautions
& prendre aprés leur. ouverture

9. Composition exacte, y compris (le cas échéant) I'antiseptique et/qu
Pantibiotique

10. Indication de la présence ou de I'absence de tout produit d'origine
humaine.

Chaque envoi doit &étre accompagné d’un certificat, conformément aux
Dispositions de P'Article 4 de I’Accord et de I’Annexe du présent Protocole.
Des exemples d’étiquette et de notice sont joints au présent Protocole.

DISPOSITIONS PARTICULIERES

A. REACTIFS D’ORIGINE HUMAINE POUR DETERMINATION DES
GROUPES SANGUINS

(@) Sérums d’origine hmaiqe pour groupage sanguin A.B.O,
(i) Sérum anti-A pour groupage sanguin (humain)

Le sérum anti-A provient du sang de personnes du groupe B sélectionnées,
immunisées ou non par des globules rouges du groupe A ou par des
substances spécifiques du groupe A. Le sérum anti-A agglutine les globules
rouges humains contenant les antigénes A, c’est-d-dire ceux des groupes A
et AB, y compris les sous-groupes A,, A., A,B et A,B, et naffecte pas les

globules rouges humains dépourvus des antigénes A, c'est-d-dire ceux des
groupes OetB. -
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PoTENCY
Titration

An anti-A serum shall be titrated separately against suspensions of A,
A,, and A.B corpuscles, in parallel with the reconstituted but undiluted
International Standard Preparation of anti-A blood-grouping serum or an
equivalent reference preparation. The potency of the serum shall in each
case be not less than 64 International Units per ml.

Determination of avidiry

When anti-A serum is mixed on a slide with an equal volume of a 5% to
10% suspension of A,, A, and A.,B corpuscles, agglutination of each
suspension should first appear in not more than twice the time taken when
the same test is performed with the reconstituted but undiluted International
Standard Preparation of anti-A blood-grouping serum or with a reference
standard of equivalent avidity.

(i} Anti-B blood-grouping serum (human)

Anti-B serum is derived from the blood of selected group A persons, who
may or may not have been immunised by group B red corpuscles or group B
specific substance.  Anti-B serum agglutinates human red corpuscles
containing B antigen, i.e. those of blood groups B and AB, and does not
agglutinate human red corpuscles which do not contain B antigen, i.e. those
of blood groups O and A.

POTENCY
Titration

An anti-B serum shall be titrated against a suspension of group B
corpuscles in paralle]l with the reconstituted but undiluted International
Standard Preparation of anti-B blood-grouping serum or an equivalent
reference preparation. The potency of the serum shall be not less than
64 International Units per ml.

Determination of avidity

When anti-B serum is mixed on a slide with an equal volume of a 5%
to 10% suspension of B corpuscles, agglutination should first appear in not
more than twice the time taken when the same test is performed with the
reconstituted but undiluted International Standard Preparation of anti-B
blood-grouping serum or with a reference standard of equivalent avidity.

(iii) Anti-A + Anti-B (group O) blood-grouping serum (human)

Anti-A + anti-B (group O) serum is derived from the blood of selected
group O persons who may or may not have been immunised by group A-and
group B red corpuscles or group A and group B specific substances.
Anti-A + anti-B (group O) serum agglutinates human red corpuscles
containing A or B agglutinogens or both, i.e. those of group A including
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PUISSANCE :
Titrage

Un sérum anti-A doit étre titré séparément sur des suspensions de
globules A,, A, et A.B, parallelement & la préparation étalon internationale
reconstituée mais non diluée de sérum pour groupage sanguin anti-A ou a
une préparation équivalente de référence. La puissance du sérum ne doit,
en aucun cas, €tre inférieure 4 64 unités internationales par ml.

Détermination de l'avidité

Aprés un mélange, sur une lame, de sérum anti-A avec un volume dgal
d’une suspension & 5%-10% de globules A,, A, et A,B, I'agglutination de
chaque suspension doit apparaitre avant le double du temps nécessaire pour
Fagglutination, dans les mémes conditions, obtenue au moyen de la
préparation-€talon internationale (reconstituée mais non diluée), de sérum
pour groupage sanguin anti-A ou d’une préparation-standard de méme
avidité.

(ii) Sérum anti-B pour groupage sanguin (humain)

Le sérum anti-B provient du sang de personnes du groupe A sélectionnées,
immunisées ou non par des globules rouges du groupe B ou par des substances
spécifiques du groupe B. Le sérum anti-B agglutine les globules rouges
humains contenant l'antigéne B, c'est-a-dire ceux des groupes B et AB, et
n’affecte pas les globules rouges humains dépourvus de I'antigéne B, c’est-a-
dire ceux des groupes O et A.

PUISSANCE :
Titrage

Un sérum anti-B doit étre titré sur une suspension des globules B
parallelement a la préparation-étalon internationale reconstituée mais non
diluée de sérum pour groupage sanguin anti-B ou 4 une préparation
équivalente de référence. La puissance du sérum ne doit pas €tre inférieure
a4 64 unités internationales par ml

Détermination de I'avidité

Aprés mélange, sur une lame, du sérum anti-B avec un volume égal d’une
suspension & 5%-10% de globules B, I'agglutination doit apparaitre avant le
double du temps nécessaire pour 'agglutination, dans les mémes conditions,
obtenue au moyen de la préparation-étalon internationale, reconstituée mais
non diluée, de sérum pour groupage sanguin anti-B ou d’une préparation-
étalon de méme avidité.

(i) Sérum anti-A plus anti-B (groupe Q) pour groupage sanguin (humain)
Le sérum anti-A plus anti-B (groupe O) provient du sang de personnes du
groupe O sélectionnées, immunisées ou non par des globules rouges A et B ou
par des substances spécifiques des groupes A et B. Le sérum anti-A plus
anti-B (groupe O) agglutine les globules rouges humains contenant les
agglutinogénes A ou B, ou les agglutinogénes A et B, c’est-a-dire ceux du
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sub-groups A, and A., group B and group AB including sub-groups A,B and
A:B, and does not agglutinate human red corpuscles which do not contain
A or B agglutinogens, i.e. those of group O. It agglutinates human red
corpuscles containing the A (A or A) antigen (which are not, in general,
agglutinated by anti-A serum derived from group B donors).

PoTency
Titration

An anti-A + anti-B (group O) serum shall be titrated separately against
suspensions of A,, and A. corpuscles in parallel! with the reconstituted but
undiluted International Standard Preparation of anti-A blood-grouping serum
or an equivalent standard preparation. It shall also be titrated against a
suspension of group B corpuscles in parallel with the reconstituted but
undiluted International Standard Preparation of anti-B blood-grouping serum
of an equivalent standard- preparation.

~ The potency of the serum shall in every case be not less than
64 International Units per ml.

Anti-A + anti-B (group 0) blood- groupmg serum used undiluted shall
also give readily detectable agglutination of group A (A or A) corpuscles:

Determination of avidity

When anti-A + anti-B (group O) serum is mixed on a slide with equal
volumes of 5% to 10% suspensions of A,, and A, Corpuscles agglutination
shall first appear in not more than twice the time taken when the same tests
are performed with the reconstituted but undiluted International Standard
Preparation of anti-A blood-grouping serum or with a reference standard of
equivalent avidity, When anti-A + anti-B (group O) serum is mixed on a
slide with an equal volume of a 5% to 109 suspension of B corpiiscles,
agglutination shall first appear in not more than twice the time taken when
the same test is performed with the reconstituted but undiluted International
Standard Preparation of anti-B blood-grouping serum or a reference
preparat:on of equivalent avidity. When an anti-A + anti-B (gfoup O) serum
is mixed on a slide with an equal volume of a 5% to 10% suspension
of A, (A or A ) corpuscles, agglutination shall first appear in oot more than
5 minutes at a temperature between 18° and 25°C:

(b) Sera of human origin for Rh grouping

Anti-Rh blood-giouping sefa, whatéver their specificity, may be of éither
of two varicties differing in the conditions under which agglutination of
homologous corpuscles is obtaided. Certain sera commonly known as
“complete” agglutinate corpuscles - suspended in saline. With others,
dommonly known as “incomplete ”, agglutination can only be obtained in
the preserice of certair colloids such as bovine albumin or by means of other
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groupe A, y compris les sous-groupes A, et A., ceux du groupe B et ceux du
groupe AB, y compris les sous-gtoupes A; B et A:B, et n'affecte pas
les globules rouges humains dépourvus des agglutinogénes A ou B, c’est-a-dire
ceux du groupe O. 11 aggluting les globules rouges humains contenant
Pantigtne A_ (A, ou A)) {(qui ne sont pas, généralement, agglutinés par le
sérum anti-A provenant du sang de donneurs du groupe B).

PUISSANCE :

Titrage

Un serum anti- A plus anti- B (groupe 0) doit etre titré separement sur des
suspensions de globules A: et A, parallelement a la préparation-étalon
internationale de sérum pour groupage sanguin anti-A reconstituée, mais non
diluée, ou a une preparatmn équivalente de référence. Il doit étre titré
egalement sur une suspcnsmn de globules B paralle]ement ala preparatlon-
étalon mtematlonalq de sérum pour groupage sanguin anti-B reconstituée, mais
non diluée, ou a une preparation équivalente de référence.

La puissance du sérum ne doit, en aucun cas, étre inféricure 2 64 umtcs
internationales par ml.

Le sérum anti-A plus anti-B (groupe O) pour groupage sanguin non dilué
doit également produire une agglutination aisément discernable des globules
du groupe A (A ou A).

Détermination de Tavidité

Apres mélange, sur une lame, de sérum anti-A plus anti-B (groupe O),
avec un volume égal d’une suspensmn a 59%-10% de globules A, et A.,
I’agglutmatmn de chaquc suspension doit apparaltre avant le double du temps
nécessaire pour lagglutmatlon dans les mémes conditions, obtenue au moyen
de la prcparat;on etalon internationale reconstituée mais non diluée de sérum
pour groupage sangum anti-A ou d’une préparation-étalon de méme avidité.
Apres mclange sur une lame, de sérum anti-A plus anti-B (groupe O) avec
un volume égal d’une suspension & 5%-10% de globules B, Pagglutination
doit apparaitre avant le double du temps nécessaire pour I’agglutination, dans
les mémes conditions, obtenue au moyen de la préparation-étalon
internationale reconstituée mais non diluée de sérum pour groupage sanguin
anti-B ou d’une préparation-étalon de méme avidité. Lorsqu'un sérum
anti-A plus anti-B (groupe O} est mélangé, sur une lame, avec un volume
égal d'une suspensmn a 5%-10% de globules A (A, ou A)) I'agglutination
doit apparaitre en moins de 5 minutes & une tcmperature comprise entre 18°
et 25° C.

(b) Sérums d’ongme humaine pour groupage sanguin Rh

Les sérums pour groupage sanguin Rh auelle aue soit leur spécificité,
peuvent étre de deux variéiés différant par les conditions dans lcsquclles une
agglutination de globules homologues ést effectuée. Certains sérums, dits
“complets ”, agglutinent les giobules en milieu salin. Drautres, dits
“incomplets ”, sont seulement capables de provoquer une agglutination en
présence de certains colloides tels que 'albumine bovine, ou au moyen d’autres
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special techniques. The sera should be used under the conditions specified
by the laboratory preparing them.

Some “incomplete ™ sera will also agglutinate homologous red corpuscles
suspended in their own serum or plasma on slides.

The following requirements of potency for Rh grouping sera may need to
be revised when Internationmal Standard Preparations become available.

(i) Anti-D (anti-Rh )} blood-grouping serum (humarn)

Anti-D serum is derived from the blood of one or more persons immunised
by the D antigen of the Rh system. It reacts with human red corpuscles
containing the D antigen, but not with human red corpuscles which do not
contain the D antigen.

POTENCY
Titration

“ Complete ” anti-D sera shall have a titre not less than 32 against CcDee |
corpuscles in 0.9% solution of sodium chloride.

An “incomplete ” anti-D serum shall be titrated against CcDee corpuscles
in parallel with the reconstituted but undiluted International Standard
Preparation of Incomplete Anti-D (anti-Rh ) or an equivalent reference
preparation. It shall have a potency of not less than 32 International Units.
Besides reacting with all red corpuscles containing the D antigen, the serum
should. as far as possible, react with corpuscles containing the D% antigen.

Determination of avidity

Anti-D sera intended for use in the slide test of Diamond and Abelson
should, when mixed on a slide with an equal volume of a 409% to 509%
suspension of CcDee corpuscles at approximately 40°C, show visible
agglutination within 30 seconds, and agglutination should be complete within
120 seconds.

(i) Anti-C (anti-RE") blood-grouping serum (human)

Anti-C serum is derived from the blood of one or more persons
immunised by the C agglutinogen of the Rh system. It agglutinates
suspensions of human red corpuscles containing the C antigen, but not with
human red corpuscles, which do not contain the C antigen. In this
connection the C antigen is regarded as including the C¥ antigen.

Most diagnostic anti-C sera contain ““ complete ” anti-C together with
“jincomplete ” anti-D. These sera are therefore specific for the C antigen
only when the corpuscles under test are suspended in a 0-9% solution of
sodium chloride.

PoOTENCY
__ Titration

Anti-C sera (“ complete ” or “incomplete ) should have a titre not less
than 8 against Ccddee corpuscles.

3
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techniques appropriées. Les sérums doivent étre utilisés dans les conditions
précisées par le laboratoire qui les prépare.

Quelques sérums “ incomplets ” agglutinent aussi sur lame les globules
rouges homologues en suspension dans leur propre sérum ou plasma.

Les conditions suivantes relatives a la puissance des sérums pour groupage
Rh pourront étre révisées lorsque les préparations-étalon internationales
seront disponibles.

(i) Sérum anti-D (anti-Rh ) pour groupage sanguin (humain)

Le sérum anti-D provient du sang d’une ou plusieurs personnes
immunisées pat antigéne D du systtme Rh. 1l réagit avec des suspensions
de globules rouges humains contenant I'antigine D, mais non pas avec celles
de globules rouges humains dépourvus de I'antigéne D. )

PUISSANCE:

Titrage

Les sérums anti-D * complets * ne doivent pas avoir un titre inférieur a 32
sur les globules Cc Dee en suspension en milieu salin (NaCl & 0,9%).

Les sérums anti-D “ incomplets ” doivent étre titrés sur les globules Cc
Dee parallélement & la préparation-étalon internationale d’anti-D (anti-Rh)
incomplet reconstituée, mais non diluée ou & une préparation de référence
équivalente. La puissance du sérum ne doit, en aucun cas, étre inférieure &
32 uniiés internationales par ml. Les sérums doivent réagir avec tous les
globules contenant l'antigéne D et ¢n plus, autant que possible, avec des
globules contenant P'antigéne D®.

Détermination de avidité

Les sérums anti-D destinés & étre utilisés dans le test sur Jame de Diamond
et Abelson devraient, aprés mélange sur lame a un volume égal d’une
suspension 4 409 -509% de globules Cc Dee & environ 40°C, produire une
agglutination en moins de 30 secondes, et Pagglutination devrait €tre compléte
en moins de 120 secondes.

(i) Sérum anti-C (anti-RHK) pour groupage sanguin (humain)

Le sérum anti-C provient du sang d'une ou plusieurs personnes
immunisées par I'antigéne C du systtme Rh. Il réagit avec des suspensions
de globules rouges humains contenant 'antigéne C, mais pas avec celles de
globules rouges humains dépourvus de 'antigéne C. L’antigéne C est congu
comme comprenant 'antigéne C¥,

La plupart des sérums anti-C a4 usage diagnostique contiennent un
anticorps anti-C “ complet ” ainsi qu’un anticorps anti-I} “ incomplet ”. Ces
sérums ne sont donc spécifiques pour I'antigéne C gue si les globules rouges
a tester sont en suspension dans une solution de NaCl 4 0,9%.

PUISSANCE:
Titrage

Les sérums anti-C (“ complets ™ ou “ incomplets *) ne devraient pas avoir
un titre inférieur & 8 sur des globules Ceddee.

15

N



Determination of avidity

Anti-C sera intended for use in the slide test of Diamond and Abelson
(and which must not contain any form of anti-D} should, when mixed on
a slide with an equal volume of a 40% to 50% suspension of Ccddee
corpuscles, at approximately 40°C, show visible agglutination within
30 seconds, and agglutination should be complete within 120 seconds.

(iii) Anti-E (anti-rl’’} blood-grouping serum (human)

Anti-E serum is ‘derived from the blood of one or more perspns
immunised by the E antigen of the Rh system It reacts with human red
corpuscles containing the E antigen.

PoTENCY
. Titration

Anti-E sera “ complete
than 8 against ccddEe corpuscles

13

incompléte ) should have a titre not 16ss

Determmmmn of awdaty

Anti- E sera interided. for use in the slxde test of Diamond and Abelson
(and which must not contain any form of Anti-D) should when mixed on a
slide Wwith an cqual volume of a 40% to 50%. suspénsion of ccddEe
corpusclcs at approx1mately 40°C, show visible agglutination within
30 seconds;, and agglutination should be complete within 120 seconds.

(iv) Anti-D + C (ant: ‘Rh rh) blood-grouping serum (human)
Anti-D + E (zmtt -Rh rh”) blood—groupmg serum (human)

Sera of spec1ﬁ01ty anti- D +C and of spec1ﬁc1ty antlD +E may be
obtained dlrectly from thé blood of 1mmun1sed 1nd1v1duals or may be
prepared by mixing anti-D with anti-C 6r anti-E sefum. In a given serum
both antibodies miist be snmultaneously active undér the conditions of reaction
specified by the producer Each serum must react with all types of red
corpuscles which would react With either of the component antibodies, and
must fail to react with red corpuscles which contain neither the C nor D
antigen in_the case of anti-D + C and neither D nor E antigen in the case of
anti:D + E. The titfes shoiild rot be less than those specified for the
componeént antibodie§, but in the ¢ase of anti:D + C (wluch is a frequent
combination in the serufht of immunised persons) it is desirable that the
anti-C titre stiould not be less than 32 and in the case of anti-D + E it is
desirable that the anti-E titre should not bé less than 8. Where a serum is
iftendéd for use in the slide test of Diamond and Abelson the times
[3) agglutmatlon for all reacting types of red corpuscles should not be less than
those Specified for thé conmiponent antibodiés.
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Détermination de Uavidité

Les sérums anti-C destinés a étre utilisés dans le test sur lame de Diamond
et Abelson (et qui ne doivent contenir aucune forme d’anti-D) devraient, aprés
mélange sur lame & un volume égal d’une suspension de 409%-50% de
globules Ccddee A environ 40°C, produire une agglutination visible en moins
de 30 secondes, I'agglutination devant é&tre compléte en moins de
120 secondes. '

(ii)) Sérum anti-E (anti-rh”) pour groupage sanguin (humain)

Le sérum anti-E provient du sang d’une ou plusicurs personnes
immunisées par Pantigéne E du systéme Rh. Il réagit avec des suspensions de
globules rouges humains contenant Pantigéne E, mais non pas avec des
globules rouges humains dépourvus de I'antigéne E.

PuissanNcE:
Titrage

Les sérums anti-E (“ complets™ ou “incomplets ) ne devraient pas avoir
un titre inférieur 4 8 sur des globules ceddEe.

Détermination de lavidité

Les sérums anti-E destlncs a Etre, utlhses sur lame de Diamond et Abelson
(et qui fie doivent contenit aucune forme d’anti- D) dévraient; aprés mélange
sur lame & un volume égal d’une suspension de 40%-50% de globules
ccddEe; 2 environ 40°C, produire une agglutmatlon v1s1ble en moins de
30 secondes; lagglutmatlon devant étre complate en mdins de 120 secofdes:

@iv) Séruni anti-D plus C (Antz-Rh rh) pour groupage sangum (humam)
Sérum anti-D plus E (Ann-Rh rh') pour groupage sangum (humam)

Dés sériims de spemﬁcne anti-D plus C ou anti-D plus E peuvent étre
obtenues directement du sang de personnes immunisées ou peuvent étre
prepares el mélangeant un sérum anti-D avée un sérum anti-C ou anti-E.
Dans un sérum donné, les detix anticorps doivent étre Simultanément actifs
danis lés conditions de réaction spécifiées par le producteur Chaque sérum
doit réagif dvec tous lés types de globules rouges qui réaglralent avec Y'un
pu l'autre des antlcorps qui les. composent ¢t ne doit pas réagir avec leg
globules fouges qui ne possédent pas ]’agglulmogene C ou ]’agglutmogéne D
et qui né possédent pas l'antigéie D dans le cas de Vanti-D plus E. Les titfes
ite devraient pas étre inférieurs & ceux qui sont requis pour les anticorps ql.u
les composeiit, mais dans 1é cas dé l'anti-D plus C (combinaison fréqiiente
dans le sérum des personnes immimisées), il est désirable que le titré
de I'anti-C ne soit pas inférieur &4 32 et dans le cas de I'anti-D plus E, il est
désirable que le titre de I'anti-E ne soit pas inférieur 4 8. Si un sérum est
destiné & étre utilisé dans le test sur lame de Diamond et Abelson, les temps
d’agglutination pour tous les types de globules rouges réagissants ne devraient
pas étre inférieurs 4 ceux qui sont requis pour chaque constituant d’anticorps.
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B. REAGENTS OF NON-HUMAN ORIGIN

{a) Sera of animal origin
(i) Anti-A blood-grouping serum (animal)

Anti-A serum is derived from the blood of animals which may or may not
have been immunised by group A red corpuscles or group A specific
substances. Anti-A serum agglutinates human red corpuscles containing A
antigen, i.e. those of blood groups A and AB, including sub-groups A, A.,
A,B and A.B, and does not agglutinate human red corpuscles which do not
contain A antigen, i.e. those of blood groups O and B,

PoTENCY
Titration

An anti-A serum shall be titrated separately against suspensions of A,,
A., and A,B red corpuscles, in parallel with the reconstituted but undiluted
International Standard Preparation of anti-A blood-grouping serum or an
equivalent reference preparation.(!) The potency of the serum shall in each
case be not less than 64 International Units per ml.

Determination of avidity

When anti-A serum is mixed on a slide with an equal volume of 5% to
10% suspension of A,, A. and A,;B corpuscles, agglutination of each
suspension shall in each case first appear in not more than twice the time
taken when the same test is performed with the reconstituted but undiluted
International Standard Preparation of anti-A blood-grouping serum or with
a reference standard of equivalent avidity.

(i) Anti-B blood-grouping serum (animal)

Anti-B serum is derived from the blood of animals which may or may not
have been immunised by group B red corpuscles or group B specific
substances. Anti-B serum agglutinates human red corpuscles containing B
antigen, i.e. those of blood groups B and AB, and does not agglutinate human

red corpuscles which do not contain B antigen, i.e. those of blood groups
O and A.

POTENCY
Titration

An anti-B serum shall be ftitrated against a suspension of group B
corpuscles in parallel with the reconstituted but undiluted International
Standard Preparation of anti-B blood-grouping serum or an equivalent
reference preparation.(') The potency of the serum shall be not less than
64 International Units per ml.

(*) The International Standard Preparation is of human origin; an equivalent reference
preparation, if used, may be of human or non-human origin.
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B. REACTIFS D’ORIGINE NON HUMAINE

{a) Sérums d’origine animale
(i) Réactif anti-A pour groupage sanguin (animal)

Le sérum anti-A provient du sang d’animaux immunisés ou non par des
globules rouges du groupe A ou par des substances spécifiques du groupe A.
Le sérum anti-A agglutine les globules rouges humains contenant les antigénes
A, c’est-a-dire ceux des groupes A et AB, y compris les sous-groupes A, A.,
AB et A.B, et n'agglutine pas les globules rouges humains dépourvus des
antigénes A, c’est-a-dire ceux des groupes O et B.

PUISSANCE:

Titrage

Un sérum anti-A doit étre titré séparément sur des suspensions de
globules A, A, et A.B, paralltlement 4 la préparation-étalon internationale
reconstituée mais non diluée du sérum pour groupage sanguin anti-A, ou a
une préparation de référence équivalente.(!) La puissance du sérum ne doit,
en aucun cas, étre inférieure 4 64 unités internationales par ml.

Détermination de I'avidité

Aprés mélange, sur lame, du sérum anti-A avec un volume égal d’une
suspension & 5%—109% de globules A,, A. et A,B, I'agglutination de chaque
suspension doit apparaftre avant le double du temps nécessaire pour
Pagglutination, dans les mémes conditions, obtenue au moyen de la
préparation-étalon internationale reconstituée mais non diluée de sérum pour
groupage sanguin anti-A ou d’une préparation-étalon de méme avidité.

(ii) Sérum anti-B pour groupage sanguin {animal)

Le sérum anti-B provient du sang d’animaux immunisés ou non par des
globules rouges du groupe B ou par des substances spécifiques du groupe B.
Le sérum anti-B agglutine Ies globules rouges humains contenant I’antigéne B,
c’est-a-dire ceux des groupes B et AB, et n’agglutine pas les globules rouges
humains dépourvus de l'antigéne B, c’est-a-dire ceux des groupes O et A.

PuUISSANCE:
Titrage

Un sérum anti-B doit étre titré sur une suspension de globules B
parallélement 4 la préparation-étalon internationale reconstituée mais non
diluée de sérum pour groupage sanguin anti-B ou & une préparation
équivalente de référence(*) La puissance du sérum ne doit pas étre inférieure
31 64 unités internationales par ml.

1

{Y) La ** préparation-étalon internationale ™ est d’origine humaine; la préparation-¢talon
équivalente que Pon emplojera, le cas échéant, pourra étre soit d’origine humaine, soit
d'origine animale.
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Determination of avidity.

When anti- B serum is mixed on a slide with an equal volume of a 5%
to 10% suspensmn of B corpuscles agglutmanon shall first appear in not
more than twice the time taken when the same test is performed w1th the
reconstituted by undiluted International Standard Preparation of anti- B blood
groupmg serum or wnth a refcrencc standard of equlvalent av1d1ty

(iii) Anti-human globulin serum (animal) (')

Anti-human globulin serym for use in blood group serology must contain
agglutmatmg antibodies agamst IgG globulin and agglutmatmg antibodies
agamst complement factors. It is derived from the blood of animals
1mmumscd by the injection of human serum protein. It must agglutinate all
human red corpuscles coated with human IgG and/or complement factors.
Un,der the condifions spomﬁed by thé manufaclurers it does not agglutmate
uncoated human red corpusc]cs to whatcver group they may belong.

Specificity,

The spec1ﬁc1ty of an anti-human globulin serum for use in blood group,
serology must be tested’ w1th human red corpuscles coated with a variety of
antlbodjes, i.e. red corpuscles sensitised with human incomplete antibodies
anti-D, "anti-K and "anti-Fya, red corpuscles ‘sensitised ‘with complement-
binding incompleté antibodies anti-Le® in the presence of fresh human serum,
and red corpuscles sensitised with so-called * incomplete cold antibodies * and
with tanhed red ‘corpuscles sensmsed with human 1gG and, finally, with
10 different samples of non- coated human red corpuscles with and without
A and B antigens.

l"ﬂ‘onlazgc'x_'

Titration

An antx-human globulin serum, gs supplied, or at the dilution
recomimended on the label, shall strongly agg‘lutmate humau red corpuscles
coated with a human mcomplctc anti-D serum, havmg a titre of 4 (or less)
agalqst D-posmve corpuscles, when the titration’is performed by the albumin
feplacement method At the same dilution it ‘shall agglutmate K- posmve
human red corpuscles sensitised’ with selected weak anti-K'antibodies and
Fya positive red Sorpuscles sethsed with selected \}_'eak antl-F)(a antibodies.

1t shall also, at the same ar a different dlluuon as specified on the label,
agglutinaté human red corpusclcs sengsitised thh weak complement-binding
incomplete anti-Le* antibodies in the presence of fresh serum.

For clinical use it 1s desirable that the coating of all the types of
mcomplete antibodies above shalll be detectable W1th a single dilution of the
antl -human globulm serum '

O] Coornbs, R. R. A., Mourant, A. E. and Race, R. R. (1945), Lancet, ii, 15.
' Coombs, R. R, A., Mourant, A. E. and Race, R. R. (1945), Brit. J. exp. Path., 26, 255.
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Determmanon a'e r avrd:fe

Aprés melange sur lame, du sérum anti-B sur un volume dégal d'une
suspension & 5%-10% de globules B, Tagglutination doit apparaltre avant le
double du temps nécessaire pour, I'agglutination, dans les mémes conditions,
obtenue au moyen de la preparatxon,-etalon mtematlonale reconstituée mais
non diluée de sérum pour groupage sangum antlB ou dune prcparatlon-
€talon de méme avxhte

(m) Sérum antr-globulmes humame.g (ammal) )

Le sérum antl-globulmes humaines pour l'utilisation dans la sérologie des
groupes sanguins doit contenir des antlcorps agglufinants anu-IgG et des
anticorps agglutinants contre des facteurs du complément. Il provient du
sang d’animaux immunisés par injection de protemes sériques humaintes. 11
doit agglutmcr tous les ‘globules rouges humains revétus d'JgG humaine
€t/ou de facteurs dir complément. Employé conformément aux prescriptions
du fabricant, il n agglutme pas les globulcs rouges humains non rcvetus quel
que smt e groupe sangum auxqucls ils a,ppamennem .

Spec:ﬁc:te

La spec:ﬁc:té d’une sérum anti-globulines humaines pour l’unhsauon dans
la sérologie de groupes sanguing “dojt étre controlée avec des globules rouges
humains Ssensibilisés par une variété d’anticorps: des globulcs Touges
sensibilisés par des anticorps humains incomplets anti-D, anti-K &t an‘u-Fya
des globules rouges sensibilisés par des  anticorps’ mcomplets ﬁxant le
compléinent anti-Le* en présence de sérum humain frais, des globules rouges_
sensibilisés’ par dés anticorps incomplets du type froid, des globiles rouges
tannés revétus d’lgG humaine et finalement 10 échantillons difiérents de
globules rouges humains non revetus contenant les antigénes A et B, Tesp;
dépourvus des antlgénes A e¢eB.

PUISSANCE ;
Titrage =~

Un sérum anu-globuhnes humames doit, tel qu’il est livié, ou aprés
dl!unon selon les indications’ portées sur l’ethuettc agglutmer fortentent les
globules roiiges humains sensibilisés, par des anticorps incomplets anu—D
d’ongme humaine, dont le titre est égal a 4 (ou inférieur), lorsqu’il est titré.
sut’des ‘globulés ¥ouges D posmfs par 12 méthode ** albumin tepldcement .
A la méme d1lut1on, il doit agglutiner les globules rouges humains K posmfs
sensibilisés par des afticorps anti-K faibles sélectionnés et les globules rouges
Fy* positifs sensxbnlises par des anticoips an‘u-l"j.ra fa1bles sélectionnés EY
cette fin,

11 doit aussi, 2 la méme dilution ou 2 une d1lut10n différente (si cela est
specxﬁe sur l’ethuette) agglutiner les globulcs rouges humams sensibilisés par
des’anticorps mcomplets fixant le complement ant1 Le= en’ ‘présence de serum
humam fraxs ) :

Pour, l’usage clinique habituel, il est souhaitable que la sensxbﬁxsatxon par,
tous les types d’antlcorps incOmplets mentioniiés ci-dessus sont decelable avec,
une seule chlutum du scrum anti-globulines’ humames '

\

(*) Coombs, R. R. A., Mourant, A, E. and Race, R. R. (1945), Lancet, ii, 15,
Coombs, R R. A Mourant A. E. and Race, R R (1945) Brit. J  EXD., Palh 26, 255
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{b) Blood-grouping reagents of vegetable origin
(i) Anti-A blood-grouping -reagent (vegetable)

Anti-A reagent is prepared by extraction from the seeds or other parts
of a suitable plant, followed, if necessary, by purification. Anti-A reagent
agglutinates human red corpuscles containing A antigens, Le. those of blood
groups’ A and AB, including sub-groups A,, A., A:B and A.B, and does not
agglutinate human red corpuscles which do not contain A antigens, i.e. those
of blood groups O and B.

POTENCY
Titration

An anti-A reagent shall be titrated separately against suspensions of A, A.
and A.B corpuscles, in parallel with the reconstituted but undiluted
International Standard Preparation of anti-A blood-grouping serum or an
equivalent reference preparation.(*)

The potency of the reagent shall in each case be not less than
64 Intermational Units per ml.

Determination of avidity

When anti-A reagent is mixed on a slide with an equal volume of a 5%
to 10% suspension of A,, A, and A:B corpuscles, agglutination of each
suspension shall first appear in not more than twice the time taken when
the same test is performed with the reconstituted but undiluted International
Standard Preparation of anti-A blood-grouping serum or with a reference
standard of equivalent avidity.

(ii) Anti-B blood-grouping reagent (vegetable)

Anti-B reagent is prepared by extraction from the appropriate part of a
suitable plant, followed, if necessary, by purification. Anti-B reagent -
agglutinates human red corpuscles containing B antigen, i.e. those of blood
groups B and AB, and does not agglutinate human red corpuscles which do
not contain B antigen, i.e. those of blood groups O and A,

PotencY

Titration

An anti-B. reagent shall be titrated against a suspension of group B
corpuscles in parallel with the reconstituted but undiluted International
Standard Preparation of anti-B blood-grouping serum or an equivalent
reference preparation.(*) The potency of the rcagent shall not be less than
64 International Units per ml.

Determination of avidity

When anti-B reagent is mixed on a slide with an equal volume of a 5%
to 10% suspension of B corpuscles, agglutination shall first appear in not
more than twice the time taken when the same test is performed with the
reconstituted but undiluted International Standard Preparation of anti-B
blood-grouping serum or with a reference standard of equivalent avidity.

(Y) The International Standard Preparation is of human origin, an equivalent reference
preparation, if used, may be of human or non-human origin.
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(b) Reactiis d’origine végétale
(i) Réactif anti-A pour groupage sanguin (végétal)

Le réactif anti-A est extrait des graines ou de toute autre partie d’une
plante propre i cet usage et soumis, ensuite, si besoin est, & un processus de
purification. Le réactif anti-A agglutine les globules rouges humains
contenant les antigénes A, c’est-a-dire ceux des groupes A et AB, y compris
les sous-groupes A,, A., AB et A.B, et n'agglutine pas les globules rouges
humains dépourvus des antigénes A, c’est-a-dire ceux des groupes O et B.

PUISSANCE :
Titrage

Un réactif anti-A doit étre titré scparement sur des suspensmns de globules
A, A: et A,B parallélement a la préparation-étalon internationale
reconstituée mais non diluée de sérum pour groupage sanguin anti-A, ou a
une préparation équivalente de référence.(’)

La puissance du réactif ne doit, en aucun cas, étre mferleurc a 64 unités
internationales par ml. .

Détermination de l'avidité 7

. Apres mélange, sur lame, d’une réactif anti-A avec un volume égal d’une
suspension 4 5%-10% de globules A,, A. et A.B, l'agglutination de chaque

suspension doit apparaitre avant le double du temps nécessaire pour

Iagglutination, dans les mémes conditions, obtenue au moyen de Ia

préparation-étalon internationale reconstituée mais non diluée du sérum

pour groupage sanguin anti-A ou d’une préparation-étalon de méme avidité.

(i1} Réactif anti-B pour groupage sanguin (végétal)

Le réactif anti-B est extrait de la partie adéquate d’une plante propre i cet
usage et soumis, ensuite, si besoin est, a un processus de purification. Le
réactif anti-B agglutine les globules rouges humains contenant ’antigéne B,
cest-a-dire ceux des groupes B et AB, et n’agglutine pas les globules rouges
humains dépourvus de 'antigéne B, c’est-a-dire ceux des groupes O et A.

PUISSANCE :

Titrage

Un réactif anti-B doit étre titré sur une suspension de globules B
parallélement & la préparation-étalon internationale reconstituée mais non
diluée de sérum pour groupage sanguin anii-B, ou i une préparation
équivalente de référence.(*) La puissance du réactif ne doit pas étre inférieure
4 64 unités internationales par ml,

Détermination de I'avidité

Aprés mélange, sur lame, du réactif anti-B avec un volume égal d’une
suspension 4 5%-109% de globules B, I’'agglutination doit apparaitre avant le
double du temps nécessaire pour Pagglutination, dans les mémes conditions,
obtenue au moyen de la préparation-étalon intermationale reconstituée mais
non diluée pour le groupage sanguin anti-B ou d’une préparation-étalon de
méme avidité.

(}) La “ préparation-¢talon internationale ” est d’origine humaine; la préparation-étalon
équivalente que I'on emploiera, le cas échéant, pourra étre soit d’origine humaine, soit
d’origine animale.
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EXEMPLES D’ETIQUETTE

EXAMPLES OF LABEL

e CONSEIL DE L’EUROPE
COUNCIL OF EUROPE

Accord européen relatif a I'échange
des réactifs pour la détermination des groupes sanguins

European Agreement on the exchange
of bleod-grouping reagents

(a) sérum liquide {a) fluid serum
i. Laboratoire X, Amsterdam 1. .... Laboratory, Amsterdam
2. Sérum anti-A (humain) 2. Anti-A serum (human)
3. N;Nao0,1% ' 3. Sodium Azide 0.1%
4. 5mi 4, 5ml '
-5. 7 séptembre 1965 5. Tth September, 1965
. 6. N°1234 - 6. N°1234
(b) sérum desséché {b) dried serum - .
1. Laboratoire X, Amsterdam 1. .... Laboratory, Amsterdam
2. Sérum anti-B (animal) 2.  Anti-B serum (animal)
3. Mersalate 0,1% 3. Mersalate 0.1
4. Reconstituer avec 5 ml d’eau 4, To be reconstituted with 5 mi
" distillée - of distilled water
5. 31 décembre 1968 5. 3lst December, 1968
6. N° 4321 ' 6. N° 4321
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EXEMPLE DE NOTICE

EXAMPLE OF LEAFLET

CONSEIL DE L’EUROPE
COUNCIL OF EUROPE

Accord eurapéen relatif d I'échange
des réactifs pour la détermination des groupes sanguins

European Agreement on the exchange
of blood-grouping reagents

. Laboratoire central de transfusion
sanguine, | Main Street, Metro-
polis, Westland.

. Sérum anti-E (anti-rh”) (humain)
. 10 ml

. Date du dernier contrdle d’activité:
30 mai 1961

wh

. Date de péremption: 30 mai 1962
. N° 5432

o

. Les globules rouges 4 examiner doi-
vent étre lavés une ou plusiers fois
avec une solution saline de 0,9%.
Une suspension d’environ 3%, est
préparée ensuite en mélangeant un
volume ou une goutte de culot glo-
bulaire avec 30 volumes ou gouttes
de solution saline. Avec un peu
d’habitude, la concentration d’une
suspension peut &tre évaluée de
fagon satisfaisante 3 I’ceil nu.

Une petite goutte de sérum est
déposée dans un tube & hémolyse
(6 mm x 30 mm) & Paide d’une
pipette Pasteur. On ajoute ensuite
une petite goutte de suspension de
globules rouges. (Avec un peu
d’habitude, on peut réaliser une
¢conomie considérable en distri-
buant le sérum et la suspension
globulaire & l'aide de pipettes
graduées 4 0,01 mi). Le contenu du
tube est mélangé et mis 4 incuber

25

1. Central Blood Transfusion Labora-

tory, 1 Main Street, Metropolis,
Westland.

. Anti-E (anti-rh”") serum (human)
. 10 ml
. Date of last botency test: 30th May

1961

. Expiry Date, 30th May 1962
. N° 5432

. The red corpuscles to be tested are

washed one or more times with
0.9% saline, An approximately
3% suspension is prepared by
mixing one volume or drop of
packed red corpuscles with 30
volumes or drops of saline. With
practice the strength of a sus-
pension can be judged adequately
by inspection.

A small drop of serum is delivered
into a precipitin tube (6 mm x 30
mm) from a Pasteur pipette, and a
similar drop of red corpuscle sus-
pension is added. (With practice
considerable economy can be
achieved by delivering the serum
and corpuscle suspension from
pipettes marked at a volume of
0.01 ml). The contents of the tube
are mixed and incubated at 37°C.
for two hours. The contents of the



10.

deux heures 2 37°C. Le contenu du
tube est alors transporté et étalé
avec précaution sur une lame de
microscope. Sil’agglutination n’est
pas clairement visible 4 I’o¢il nu, la
lame est examinée au microscope
pour établir si "agglutination s’est
produite et déterminer son inten-
sité,

. Conserver a une température infé-

rieure ou égale 4—20°C. Sile pro-
duit n’est pas utilisé le jour méme
de ’ouverture, ajouter 0,1 ml d'une
solution de N3Na 4 109,

. Sérum humain anti-E (anti-rh”):

5 ml—Albumine - bovine a4 30%:
5 ml

Ce réactif contient une substance
d’origine humaine.

t0.

tube are then cautiously transferred
to a microscope slide and gently
spread upon it. Unless agglutina-
tion is unmistakable to the unaided
eye the slide is examined for the
presence and degree of agglutina-
tion under the microscope.

. Store at —20°C. or below. If to be

used after day of opening, add
0.1 mi of a 10% solution of
sodium azide.

. Human anti-E (anti-rh’) serum:

5 ml, 30% solution of bovine
albumin: 5 ml

This product contains material of
human origin.



ANNEXE AU PROTOCOLE

ANNEX TO THE PROTOCOL

CONSEIL DE L’EUROPE
COUNCIL OF EUROPE

Accord européen relatif a I'échange
des réactifs pour la détermination des groupes sanguins

European Agreement on the exchange
of blood-grouping reagents
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