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PROTOCOL 
TO THE EUROPEAN AGREEMENT ON THE EXCHANGES OF 

BLOODGROUPING REAGENTS(‘) 
[as revised Janoary 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 : 

(U)  haemolytic properties; 
(b) antibodies or other substances besides those mentioned on the label; 
(c) bacterial products liable to cause false positive or false negative 

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

reactions; 

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 International 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 

(I) “ Treaty Series No. 28 (1965) ”, Cmnd. 2596. 
(9 This revised text was approved, in accordance with the fourth paragraph of Article 4 

of the Agrament, by the representatives of the Governments of the Contracting PMles 
at the 167th meeting of the Ministen’ Deputies held at Strasbourg from 22-26 January, 1968. 

At the time of approving the prexnt venion of the Protocol and its annexes, it was 
understood by the representatives of the Conmaing  Parties that when in,!he English text 
of the Aereement the exvression “blood incomoatibilities ” was mentioned, blood arouving - . .  
incompaiihilities ” was hplied. 

text of the Agreement and of the Protocol should read as 
hyphen. 

It was also agreed that the expression “ hlwd-grouping’:<with a hyphen in the English 
blood grouping” without a 
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PROTOCOLE 
A L'ACCORD EUROPEEN RELATlF A L'ECHANGE DES 

REACTIFS POUR LA DETERMINATION DES 
GROUPES SANGUINS 

DISPOSITIONS GENERALES 

1. Spkificit6 
Un reactif pour la dktermination des groupes sanguins doit r6agir avec 

tous les khantillons de sang examines qui contiennent l'antigkne homologue 
de l'anticorps ou des autres substances mentionnkes sur l'etiquette. 

Lorsqu'un reactif est utilise selon la technique recommandbe par le 
producteur, aucun des facteurs ou des phknomenes suivants ne doit se 
manifester: 

(a) proprietks htmolytiques; 
(b) anticorps ou substances autres que ceux mentionnbs sur l'ktiquette: 
(c) produits bact6riens susceptibles d'occasionner de fausses reactions, 

(d) pseudo-agglutination par formation de rouleaux; 
(e) phenornhne de prozone. 

positives ou nkgatives; 

2. Puissance 
Le titre est mesure en faisant des dilutions par dedoublements successifs 

du rdctif B etudier dans un milieu approprie. A chaque dilution est ajoutk 
un volume &gal d'une suspension de globules rouges. Le titre est la 
rkciproque du chifie representant la plus forte dilution dans laquelle on 
peut observer une reaction visible, la dilution etant calcuMe en n'incluant 
pas dans le volume total le volume de la suspension globulaire. 

Dans le cas de l'anti-A, de l'anti-B et des autres reactifs destines B etre 
utilises sur lames, l'aviditb est expnmk au moyen du temps necessaire B 
l'agglutination sur lame. 

3. Etalons internationaux et unit& internationales 
Des Ctalons internationaux ont et6 ttablis par l'organisation Mondiale 

de la Santt pour les rhctifs pour groupage sanguin anti-A et anti-B et 
anti-D incomplet sont B l'ttude pour les rkactifs pour groupage sanguin 
d'autres specificitks. Une prkparation-&talon 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 label 
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 0.02 mm of mercury for 24 hours. 

. 

.. . 

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

%rum s Reagent U 

A. corpuscles I : 512 I : 128 

A.Bcorvuscles I : 32 1 : 16 

Serum S Reagent U 

256 64 

256 128 

I titres Units. Units 
(observed) (by definltron) (by comparison) I titres 

(observed) I 
I I 

See Bull. Wld. Hlth. Org. 1954, IO, 937, 941. 
,. .. ,, ., ., 1950,3, 301. 
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dtfinition, un certain nombre d'uNtis internationales par mg ou ml, et 
cette definition est indipendante des titres observts sur des globules rouges 
particuliers.(') 

4. Stabiliti et date d'expiration 

devrait conserver les qualitts requises au moins un an. 
Stock6 dans les conditions recommandies par le fabricant chaque rtactif 

Pour les rtactifs h I'ttat liquide, la date d'expiration indiquie sur 
I'ttiquette ne doit pas &re posttrieure de plus d'un an B la date du dernier 
contrdle d'activitt satisfaisant. La date d'expiration peut-&tre prorogte par 
piriodes d'une annie B la suite de nouveaux contrdles. 

En ce qui concerne les rtactifs i I'ttat desstcht, la date de ptremption 
indiquie sur I'ttiquette dtpendra du rtsultat des ipreuves de stabilit6 et 
devra etre approuvte par les autoritts nationales de contr6le. 

5. Conservation 
Les rtactifs pour groupage sanguin peuvent &re conserves h I'ttat 

liquide ou dessecht. Les rtactifs desstchts doivent &tre plads dans une 
atmosphkre de gaz inerte ou sous vide dans un rtcipient de verre scell6 
de telle facon que I'bumiditi soit exclue. Un rtactif desdcht de nouveau 
en prtsence d'anhydride phosphorique i une pression n'exddant pas 
0.02 mm de mercure pendant 24 heures, ne perd pas plus de 0,5% de son 
poids. 

Les rtactifs doivent etre prtparts avec des pricautions d'asepsie et n'ktre 
pas contaminks par des bacttries. Pour eviter la proliftration de bactiries, 

(I) La puissance des dactifs pour groupage sanguin de bd plupart des specificites est exprimee 
par le titre &agglutination observe, dam "ne &rie de dilutions, sur une suspcnsion de globules 
rouges. Le titre indique la dilution du dactif utili& dans le demier melange ayant lieu a 
agglutination (visible au microscope). 

La puissance des dactifs pour groupage sanguin, pour lesquels il existe des etalons 
inlernationaux (anti-A et anti-B et anti-D incomplet, i L'heure actuelle), peut 6tre exprimie 
en unites internationales' sur la base d'un titrage de reactif inconnu compak i la pdparation- 
&talon internationale ou ti un sous4talon national. 

-Le tableau suivant montre un exemple de titrage comparatif de serum etalon international 
anti-A (S) et d'un reactif anti-A '' inconnu '' (U) avec des globules rouges A, et des globules 
rouges A.B. 

Serum S Reactif U SCNm s RCactif U I globules A, ~ 1 : S l t ~  I : 128 I 256 

I globulesA,B I 1 : 32 I I : I6 1 256 I 128 I 

1 titres titres Unit&, , Unites 
(obse&) (observeS) (selon definition) 

cornparaison) 
*Voir Bull, Wld. Hlth. Org. (O.M.S.) 1954, 10. 937, 941. 

3 ,  9 ,  9 ,  ,, ,, ,, 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 
protein 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. 

I .  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 
performante 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, lealiets 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 
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l’autorit6 nationale competente peut decider qu’il convient d’ajouter au 
reactif (ou a tout solvant fourni avec les reactifs desseches) un antiseptique 
et/ou un antibiotique. sous reserve que, en presence de la substance ajoutee, 
le rhctif rkponde toujours aux normes de specificit6 et de puissance.. 

Les serums d’origine humaine pour groupage sanguin doivent contenir 
au moins 2.5 mg d‘azote proteinique par ml de serum liquide ou reconstitue. 

Les rhctifs, soit h l’etat liquide. soit aprks reconstitution, doivent etre 
transparents et ne doivent contenir ni sediments, ni gel, ni particules visibles. 

6. Coloration 
I1 est preferable que les rhctifs pour groupage sanguin destines a un 

echange international ne soient pas artificiellement color&, du moins jusqu’h 
ce qu’un accord international admette un syseme uniforme. Toute substance 
colorante ajoutee doit etre sans effet sur les reactions sp&%iques. 

7. Distribution et volume 
Les reactifs pour la determination des groupes sanguins doivent etre 

distribues de telle manikre et en tels volumes que le reactif contenu dans un 
rkipient suffise pour l’execution de tests avec globules tkmoins positifs et 
negatifs, en plus des tests avec les globules ~ ~ C O M U S .  Le volume contenu 
dans chaque recipient doit etre tel que, le cas echkant, on p i s se  prodder 
aux tests de puissance dtcrits dans le present Protocole. 

8. Registres et khantillons 
Le labratoire producteur devra inscrire sur ses registres toutes les etapes 

de la production et du contr6le des reactifs pour groupage sanguin. Des 
khantillons adequats de tous les reactifs distribues doivent &tre conserves 
par le labratoire jusqu’i ce qu’il soit vraisemblable que le lot n’est plus 
en usage. 

9. Classillcation des rhctifs 
Les reactifs utilisables pour la determination’ des groupes sanguins 

peuvent renfermer des substances d’origine humaine, animale, vegetale (ou 
minerale). les unes constituant le principe actif, les autres les adjuvants 
necessaires pour un renforcement de leur activiti ou le maintien de leur 
stabilit6. 

Pour des raisons techniques ces reactifs ont 6t6 groupis en trois cbapitres 
selon l’origine de leur constituant actif. Cela ne signifie pas que les reactifs 
d‘origine humaine contiennent exclusivement des produits d’origine humaine 
ou que les dactifs animaux ou vegetaux ne puissent pas contenir des 
substances d‘origine humaine. 

10. Etiquetage, notice et certifieat 

6xee sur chaque rkipient dt6nitif et portera les indications suivantes : 
Une etiquette en anglais et en franGais, imprimee en noir sur blanc, sera 

1. Nom et adresse de l’etablissement producteur 
2. Nom du &actif tel qu’il est indiqui dans le titre des specifications 

correspondantes 
7 
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3. Name and amount of antiseptic and/or antibiotic, if present, or 

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

5. Expiry date 
6. Batch number. 
Moreover, 'this label or the label of the carton enclosing several h a 1  

containers, or the leaflet acbompanying the containers, shall . .  conpin .. the .. 
following information : 

. . .  . indication of absence 

tion of the fluid needed for reconstitution 

. .. 
. .  

. ,  . .. ~. 

. . . . . .  

1. Full'name and address of producer 
2. Name of the reagent as it appears in the heading of the relevant 

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

4. Date of last potency test. . . .  

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

produce: 
8. Conditions of storage of unopened ampoules and precautions to? be 
' @ken after opening 
9. Exact composition, including antiseptic and/,or antibiotic if any 

. .  specification . 

tion of the fluid'needed for reconstitution 

. 1  

i . .  
. .  

LO. Statement whether the product contains or does not contain material 

Each cons.ignment shall be accqmpanied by a certificate as provided in 
Article 4 of the Agreemect and the Annex to the. present Protocol. Examples 
of labels, and leaflets are attached to the present Protocol. 

of human origin. 

.. .> 

. .  , ,  :.. . 

SPECIFIC PROVISIONS 

A. BLOOD-GROUPING SERA OF HUMAN ORIGIN 
\ .  . 

(a) Sera of. human origin fo,r AB0  gro-uphg 
(i) Anti-A blood-grouping serum (homun) 

Anti-A serum is derived from the. b1oo.d 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. i.e. those. of blood goups 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 .. . 0. 
and B:, . .: 
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3. Nom et quantit4 de Vantiseptique et/ou de I’antibiotique-le cas 

4. Volume ou. si le dactif est desskht, volume et composition d u  liquide 

5.  Date . . .  de’p6remptioq 
6. Numero . .  . du . . lot .. 
De plus. cette etiquette ou I’itiquette du colis renfermant plusieurs 

recipients ditinitifs. ou ‘la notice accompagnant les rtcipients, portera les 
indications suivantes : 
’ 

I .  Nom et adresse de I’ktablissement producteur 
2. Nom du reactif tel qu’il est indiqut dans’le titre des spkcifications 

correspondantes . .  

3. Volyme ou, si le rtactif est desdchi, volume et composition . . . .  du liquide 
nicessaire h sa reconstitution 

4. Date du dernier contrble dnctivitt 
5.  Date d, ptremption (le cas kchiant) 
6. Numtro du lot 
7. Description . .  I appropritc . .  du mode d’emploi prkconisk . .  par. le producteur. 

8. Conditions de stockage des ampoules non encore ouvertes et prtcautions 

9. Composition exacte, y compris (le cas tchtant) Vantiseptique et/qu 

IO. Indication de la prtsence ou de I’absence de tout profluit d’origine 

Chaque envoi doit Etre accompagnt d u n  certilicat, co,nformtment aux 
Dispositibns de I’Article 4 de I’Accord et de I’Annexe du present Protocole. 
Des exemples d’ttiquette et de notice . .  . sont joints au prtsent Protocole. 

ichkant-ou indication de son absence 

nicessaue h sa reconstitution . .  -1  

. .  

i prendre apr&s leur. ouverture ’ 

I’antibiotique 

humaine. 

. .  

. . , . . , .  . .  

DISPOSITIONS PARTICULIERES 

A. REACTIFS q’ORIGINE WMAINE POUR DETERMINATION , , . . .  . DES I .  . -  
GROUPES . .. SANGUINS - .  ’ 

(a) Serums d’origine hmaine  pouf groupage s,anpu.in A.B.0: 
(i) S h m  anti-A pour iroupafe sanguin (huinain) . 

Le sirurn anti-A provient du sang de personnes du groupe B stlectiomkes, 
immunistes ou non par d&s globules rouges du g r o u b  A ou par des 
substances spkifiques d d  groupe A. Le strum anti-A agglutine les globules 
rouges humains contenant les antigines A. c’est-h-dire ceux des groupes A 
et AB, y compris les sous-gro.upes A,, A,, A,B et A,B, et n’affecte pas les 
globules rouges h,um+qs dc4pourvus des antighqs A. c’est-i:dire ceux des 
groupes 0 et B. .. . . .  



POTENCY 
Titration 
An anti-A serum shall be titrated separately against suspensions of A,, 

A,. and A2B 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. 

Determinafion of avidify 
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. 

(ii) 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 
speciEc 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 0 and A. 

POTENCY 
Titration 
An anti-B serum 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 serum shall be not less than 
64 International Units per ml. 

Deferminafion 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 0) blood-grouping serum (human) 
Anti-A + anti-B (group 0) serum is derived from the blood of selected 

group 0 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 0) 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 strum anti-A doit etre titrt stpartment sur des suspensions de 

globules A,, A, et A,B. parallklement ?I la preparation ttalon internationale 
reconstitute mais non dilute de serum pour groupage sanguin anti-A ou 2i 
une prtparation Cquivalente de rtftrence. La puissance du strum ne doit. 
en aucun cas, Ctre inftrieure ti 64 unitts internationales par ml. 

Determination de I'avidite 
Aprks un mtlange, sur une lame, de strum anti-A avec un volume Cgal 

d'une suspension 5%-lO% de globules A,, A, et A,B, l'agglutination de 
chaque suspension doit appraitre avant le double du temps ntcessaire pour 
I'agglutination. dans les mimes conditions, obtenue au moyen de , la  
preparation-ttalon internationale (reconstituie mais non dilute), de serum 
pour groupage sanguin anti-A ou d'une prtparation-standard de mtme 
aviditt. 

(ii) Serum anti-B pour groupage sanguin (humain) 
Le strum anti-B provient du sang de personnes du groupe A selectionntes, 

immunistes ou non par des globules rouges du groupe B ou par des substances 
sptcifiques du groupe B. Le s6rum anti-B agglutine les globules rouges 
humains contenant I'antigkne B, c'est-a-dire ceux des groupes B et AB. et 
n'affecte pas les globules rouges humains dtpourvus de l'antigkne B, c'est-A- 
dire ceux des groupes 0 et A. 

PUISSANCE : 
Titrage 
Un strum anti-B doit itre tit& sur une suspension des globules B 

parallklement a la preparation-&talon internationale reconstitute mais non 
dilute de sirurn pour groupage sanguin anti-B ou B une prtparation 
Cquivalente de rtference. La puissance du strum ne doit pas etre inftrieure 
21 64 unit& internationales par ml. 

Determination de I'aviditd 
Aprks mtlange. sur une lame, du serum anti-B avec un volume egal d'une 

suspension i S%-lO% de globules B, l'agglutination doit apparaitre avant le 
double du temps ntcessaire pour I'agglutination, dans les m h e s  conditions, 
obtenue au moyen de la prtparation-ttalon internationale, reconstituee mais 
non dilute, de serum pour groupage sanguin anti-B ou d'une preparation- 
ttalon de m h e  aviditt. 

(iii) Serum anti-A plus anti-B (groupe 0) pour groupage sanguin (humain) 
Le strum anti-A plus anti-B (groupe 0) provient du sang de personnes du 

groupe 0 stlectionntes, immunistes ou non par des globules rouges A et B ou 
par des substances sptcifiques des groupes A et B. Le strum anti-A plus 
anti-B (groupe 0) agglutine les globules rouges humains contenant les 
agglutinogknes A ou B, ou les agglutinogknes A et B, c'est-ti-dire ceux du 
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sub-groups A, and A?, group B and group AB including sub-groups A,B and 
A2B, and does not agglutinate human red corpuscles which do not contain 
A or B agglutinogens, i.e. those of group 0. It agglutinates human red 
corpuscles containing the Ar (A, .or AJ antigen (which are not, in general, 
agglutinated by anti-A serum derived from group B donors). 

POTeNCY 
Titration 
An anti-A + anti-B (group 0) serum shall be titrated separately against 

suspensions of A,, and A, corpusdes in parallel with the reconstituted but 
undiluted International Standard Preparation of anti-A blood-grouping serum 
or an equivalent standard preparation, It shall also he 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 standard preparation. 

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

Anti-A + anti-B (group 0) blood-grouping sepm <used undiluted shall 
also give readily detectable agglutination of group Ax (A, or AJ coipuscles: 

Determination or avidity 
When anti-A + anti-B (group 0) serum is mked on a slide with equal 

volumes of 5 %  to 10% suspensions of A,, and A, Coipuscles 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 0) serum 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 Intemational 
Standard Preparation of anti-B blood-grouping serum, or a reference 
preparation of equivalent avidity. When an anti-A + anti-B (group 0) seium 
is mixed on a slide with an equal volume of a 5% to 10% suspension 
of Ax (A, or Ao) corpuscles. agglutination shall first appear in not more than 
5 minutes at a temperature between 18" and 25°C: 

(b) Sera of hum& origin for Rh groupkg 
Anti-Rh blood-geouping sefa, whatever their specificity, may be of either 

of two varieties differing in the conditions under which agglutination of 
homologous. corpuscles is obtained. Certain sera commonly known as 
" complete " agglutinate corpuscles - suspended in saline. With others, 
commonly !mown as " incomplete ", agglutination can only be obtained in 
the presence of certain 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-groupes A, B et A,B, et n'affecte pas 
les globules rouges humains dtpourvus des agglutinogknes A ou B, c'est-h-dire 
ceux du groupe 0. II agglutine les globules rouges humains contenant 
I'antigkne .4= (A, ou AJ (qui ne sont pas, gtnCralement, agglutints par le 
Serum anti-A provenant du sang de donneurs du groupe B). 

F'UISSANCE : 
Titrage 
Un strum anti-A plus anti-B (proupe 0) doit etre titrt sipartment sur des 

suspensions de globules A, et A?, parallklement ?A la prtparation-ttalon 
iitemationale de strum ,pour groupage sanguin anti-A reconstitute, mais non 
dilute, ou a une prtparation Cquivalente de rkfirence. II doit &re titrt 
Cgalement sur une suspension de globules B parall6lement i la. prtparation- 
$talon intemationale de strum pour groupage sanguimanti-B reconstituke, mais 
non diluie, ou une prkparation tquivalente de dftrence. 

La puissance du. &rum ne doit, en aucun cas, etre inftrieure a 64 unitts 
Liternationales par ml. 

Le s h m  anti-A plus anti-B (groupe 0) pour groupage sanguin non dilut 
doit Cgalement ,produire une agglutination aistment discernable des globules 
du groupe Ax (A, ou A"). 

Direrminbiion de i'avidite! 
Apr& mtlange, sur une lame, de strum anti-A plus anti-B (groupe 0), 

avec un volume tgal d'une suspension B 5%710% de globules A, et A?, 
I'agglutination de chaque suspension doit apparaitre avant le double du temps 
ntcessaire pour I'agglutination, dans les mimes conditions, obtenue au moyen 
de la preparation-Ctalon internationale reconstituie mais non d i lde  de sCrum 
pour groupage sanguin anti-A ou d'une prtparation-ttalon de mCme aviditt. 
Aprks mtlange, sur une lame, de strum anti-A plus anti-B (groupe 0) avec 
un volume .&gal d'une suspension B 5%-10% de globules B, I'agglutination 
doit apparaitre avant le double du temps ntcessaire pour I'agglutination, dans 
les m&mes conditions, obtenue au moyen de la prtparation-&talon 
intemationale redonstituie mais non dilute de strum pour groupage sanguin 
anti-B ou d'une . prtparation-ttalon de meme aviditC. Lorsqu'un strum 
anti-A, plus anti-B (groupe 0) est m&langC, sur une lame, avec un volume 
tgal d'une suspension a 5%-10% de globules As (A, ou A,) I'agglutination 
doit apparaitre en moins de 5 minutes B une temptrature comprise entre 18" 
et 25" C. 

" . .  
caj Serums n'origiie biiiuiiiie pili1 groipage sanguin ~h 

i e s  strums pour groupage sanguin R I ~ ,  quelle cue soit ieur sptcificitt, 
peuvent Ctre de deux varittts differant par les conditions dans lesquelles une 
agglutination de globules homologues est effectuee. Certains strums, dits 
'' complets ", agglutinent les globules en milieu salin. Dautres, dits 
" incomplets ", sont seulement capables de provoquer une agglutination en 
prtsence de certains colloides tels que I'albumine bovine, ou au moyen d'autres 
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special techniques. 
by the laboratory preparing them. 

suspended in their own serum or plasma on slides. 

be revised when International Standard Preparations become available. 

The sera should be used under the conditions specified 

Some “ incomplete ” sera will also agglutinate homologous red corpuscles 

The following requirements of potency for Rh grouping sera may need to 

(i) Anti-D (anti-RhJ blood-grouping serum (human) 
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-Rha) 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 DU 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 40% to 50% 
suspension of CcDee corpuscles at approximately 40”C, show visible 
agglutination within 30 seconds, and agglutination should be complete within 
120 seconds. 

(ii) Anti-C (anti-Rh) 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 Cw antigen. 

Most diagnostic anti-C sera contain “ complete ” anti-C together with 
“incomplete” anti-D. These sera are therefore specific for the C antigen 
only when the corpuscles under test are suspended in a 0.9% sblution of 
sodium chloride. 

POTENCY 

.. Titration . .  
Anti-C sera (“ complete ” or “ incomplete ”) should have a titre not less 

than 8 against Ccddee corpuscles. 
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techniques approprites. Les strums doivent &tre utili& dans les conditions 
pkcistes par le laboratoire qui les pdpare. 

Quelques strums " incomplets " agglutinent aussi sur lame les globules 
rouges homologues en suspension dans leur propre &rum ou plasma. 

Les conditions suivantes relatives i la puissance des strums pour groupage 
Rh pourront Ctre rtvistes lorsque les pdpaxations-ttalon intemationales 
seront disponibles. 

(i) Sirurn anti-D (anti-RhJ pour groupage sanguin (humain) 
Le strum anti-D provient du sang d'une ou plusieurs personnes 

irnmunistes par I'antigkne D du system Rb. I1 rtagit avec des suspensions 
de globules rouges humains contenant I'antigine D, mais non pas avec celles 
de globules rouges humains dtpourvus de I'antigkne D. 

PUISSANCE : 
Titrage 
Les strums anti-D '' complets " ne doivent pas avoir un titre infkneUr i 32 

sur les globules Cc Dee en suspension en milieu salin m a c 1  
Les sirums anti-D " incornplets " doivent &tre titrts sur les globules Cc 

Dee parallklement i la preparation-Ctalon internationale d'anti-D (anti-Rhn) 
incomplet reconstitute, mais non dilute ou B une prtparation de rtftrence 
tquivalente. La puissance du strum ne doit, en aucun cas, Etre infirieure i 
32 unitts intemationales par ml. Les strums doivent rtagir avec tous les 
globules contenant I'antigine D et en plus, autant que possible, avec des 
globules contenant I'antigkne D". 

Ditermination de I'aviditt 
Les strums anti-D destints B etre utilists dans le test sur lame de Diamond 

et Abelson devraient, aprks milange sur lame B un volume &gal d'une 
suspension i 40%-50% de globules Cc Dee i environ 40°C. produire une 
agglutination en moins de 30 secondes, et I'agglutination devrait etre complete 
en moins de 120 secondes. 

(ii) Sirurn an t i4  (anti-Rh') pour groupage sanguin (humain) 
Le strum anti-C provient du sang d'une ou plusieurs personnes 

immunistes par rantigene C du systkme Rh. I1 rtagit avec des suspensions 
de globules rouges humains contenant I'antigkne C, mais pas avec celles de 
globules rouges humains dtpourvus de l'antigine C. L'antigkne C est conGu 
comme comprenant l'antighe C". 

La plupart des sirums anti-C i usage diagnostique contiennent un 
anticorps anti-C " complet " ainsi qu'un anticorps anti-D " incomplet ". Ces 
strums ne sont donc sptcifiques pour l'antigine C que si les globules rouges 
?I tester sont en suspension dans une solution de NaCl i 0.9%. 

0.9%). 

PUISSANCE : 
Titrage 
Les strums anti-c (" COmpktS " ou '' incomplets ") ne devraient pas avoir 

un titre infkrieur i 8 sur des globules Ccddee. 

15 



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-rh”) blood-grouping serum (human) 

immunised by the E antigen of the Rh system. 
corpuscles containing the E antigen. 

Anti-E serum is derived from the blood of one or more persons 
I t  reacts with human red 

POTENCY 

. . . I  . .. . .  , Titration 
Anti-E sera c‘ complete ” or “ incomplete .’) should have a i t re  not I& 

than. 8 against CdddEe c o i p d e s .  

Determinaridn bf avidity , .  

Anti-E sera intended. f6r use in the siide test of Diamond and Ahelson 
(and which must not contain any form of Anti-D) should, when mixed 0n.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. 

(iv) Anti-D + C (anti;Rhorh) blood-grouping serum (human) 
Anti-D + E (nnti-bh0rh;’) blood-grouping serum (humaii) 
Sera of specificity anti-6. + c i n d .  oi srjicificity. inti-b + E may be 

obtained directly from the blood .of immunised individuals or may be 
prepared. by mixing anti-D with anti-C or anti-E serum. In a given serum 
both antibodies must be simultaneously active under the conditions of reaction 
specified by the producer. Each serum must react with all types. of red 
corpuscles which would react *ith either of, the component antibodies, +d 
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.  titres shotild not be less than those specified for the 
comp6nent antibodies, but in the case of anti:D + C (which is a frkquent 
combination in the s e h m ,  of immunised persons) it is desirable that the 
;inti-C titie should not-be less than 32 and in the case of anti-D + E it is 
desirable that the anti-E titre should not.be less than 8. , Where a ,sefiIm is 
idtended for use in the slide test of Diamond. and _Abelson; the times 
bf aggIu6inaiioh foi all reacting types of red corpuscles should not be less than 
those $pecified fot ihe coniponent antibdies: 
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Determination de I'avidite' 
Les strums anti-C destints i etre utilids dam le test sur lame de Diamond 

et Abelson (et qui ne doivent contenir aucune forme d'anti-D) devraient, aprh 
mtlange sur lame i un volume tgal d'une suspension de 40%-500/, de 
globules Ccddee i environ 40°C. produire une agglutination visible en moins 
de 30 secondes, I'agglutination devant itre complkte en moins de 
120 secondes. 

(iii) Sirum anti-E (anti-rh) pour groupage sanguin (humain) 
Le sCrum anti-E provient du sang d'une ou plusieurs personnes 

immunistes par I'antigkne E du systime Rh. I1 rtagit avec des suspensions de 
globules rouges humains contenant I'antigkne E. mais non pas avec des 
globules rouges humains dtpourvus de I'antigkne E. 

PUISSANCE : 
Titrage 
Les sirums anti-E (" complets " ou " incomplets ") ne devraient pas avkr  

un titre inftrieur i 8 sur des globules ccddEe. 

Ditermination de I'aviditi 
Les strums anti-E destines i 2tre.utiiisis sur lame de Diamond ei Abeison 

(et qui n e  doivent contenir aucune forme d'anti-D) devraient, a p r h  melange 
sur lame i un volume &gal d'une suspension de 40%-50% de globules 
ccddEe; B en,viron 40°C. produire une agglutination visible en moins de 
30 skondes; I'agglutination devant itre complete en moins de 120 sedondes. 

(iv) S&um anti-D plus C (Anti-Rhorh') pour groupage sanguiii (hum&i;tj 
Sirrrm iinti-D plus E (hti-Ri$rh") pour groupagj sanguin (humain) 

Des s t d i m s  de sptcificii6 ant@ plus C ou an&D plus E peuvent &t ie  
obtenues directement du sang de personnis immunistes ou peuvent etre 
priparts en mtlangea.nt. un .strum anti-D avec un striim hti-C, ou anti-E. 
Dans un s C i u m  donnt, les deux anticorps doiverii &tie SimultanCment actifs 
dais les conditions de rtaction sptcifiees par le producteur. Chaque drum 
doit .rtagir Avec tous l is  types de globules rouges qui rtagiraient avec l'un 
ou l'autre des anticorps qu,i les composent,,et ne doit pas rtagir a v y  les 
globules rouges qui ne @&dent pas, I'agglutinogine C ou l'agglutinogine D 
et qui ne $ss&dent pas yantigine D dans l e  cas de I'anti-D plus E. Les titres 
ne devraierit pis itre iriftrieurs i Ceux, qui sont requis pour les, anticorps qiii 
les composeiit, mais dans le cas de l'ariti-D plus C (combinaison frtqiiente 
dans le skrum des personnes immunistes), il est dtsirable que l e  titre 
de l'mti-C ne soit pas infirieur i 32 et dans le cas de I'anti-D plus E, il est 
dtsirable que le titre de I'anti-E ne soit pas inf6rieur i 8. Si un strum est 
destint i itre utilis6 dans le test sur lame de Diamond et Abelson, les temps 
d'agglutination pour tous les types de globules rouges riagissants ne devraient 
pas itre inftrieurs i 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 (anima[) 

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 0 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. 

(ii) 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 
0 and A. 

POTENCY 
Titration 
An anti-B serum 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 serum shall be not less than 
64 International Units per ml. 

(I) 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) S&rums d'origine animale 
(i) Reactif anti-A pour groupage sanguin (animal) 

Le d r u m  anti-A provient du sang d'animaux immunids ou non par.des 
globules rouges du groupe A ou par des substances spkcifiques du groupe A. 
Le strum anti-A agglutine ks globules rouges humains contenant les antigbnes 
A, c'esh-&-dire ceux des groupes A et AB. y compris les sous-groupes A,. A,. 
A,B et A,B, et n'agglutine pas les globules rouges humains d&pourws des 
antigbnes A, c'est-a-dire ceux des groupes 0 et B. 

PUISSANCE : 
Titragc 
Un sirum anti-A doit itre titr.6 sipariment sur des suspensions de 

globules A,. A, et A,B, parall&lement a la preparation-&talon internationale 
reconstitube mais non diluCe du drum pour groupage sanguin anti-A, ou li 
une preparation de rtftrence 6quivalente.p) La puissance du drum ne doit, 
en aucun cas, Ctre inftrieure i 64 unitts internationales par ml. 

Determination de ravidit.4 
Aprbs mklange, sur lame, du serum anti-A avec un volume &gal d'une 

suspension ?i 5%-10% de globules A,, A, et A,B, I'agglutination de chaque 
suspension doit appardtre avant le double du temps. nicessaire pour 
l'agglutination, dans les m6mes conditions. obtenue au moyen de la 
prkparation-&talon internationale reconstitute mais non dilute de sdrum pour 
groupage sanguin anti-A ou d'une prtparation-ktalon de mCme avidit& 

(ii) Serum anti-B pour groupage sanguin (anima[) 
Le serum anti-B provient du sang d'animaux immunisis ou non par des 

globules rouges du groupe B ou par des substances spkcifiques du groupe B. 
Le strum anti-B agglutine les globules rouges humains contenant l'antigbne B, 
c'est-&-dire ceux des groupes B et AB. et n'agglutine pas les globules rouges 
humains dtpourvus de l'antigbne B, c'est-a-dire ceux des groupes 0 et A. 

PUlSSANCE : 
Titragt! 
Un drum anti-B doit Ctre titre sur une suspension de globules B 

parallblement B la prtparation-&talon internationale reconstituke mais non 
diluke de serum pour groupage sanguin anti-B ou une prkparation 
Quivalente de refireme.(') La puissance du strum ne doit pas Ctre infkrieure 
a 64 unitds internationales par ml. 

(1) La *' pdparationdtalon internationale '' a t  d'originc humaine;' la pdparationdtalon 
6quivalente que Yon emploiera, le cas khhnt ,  p o u m  etre soit d'oligine 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% suspenbion of B corpuscles, agglutination shali first appear in not 
m'ofe than" twice the'time taken when the same test is performed 'yith the 
reconstituted 'by undiluted International Standard Preparation of anti-B blood- 
grouping . .  seym or with ,, . .  + reference standard of . equivalent . ., . . . avidity. . . 

(iii) Anti-human globdin serum (anima0 ( I )  

Anti-human globulin serum for use i.n hlo,od group. serology must contain 
agglutinating antibodies against IgG globulin" and 'agglutinating antibodies 
against camplement factors. I t '  i s  derived from the ' blood of animals 
immunised by the injection of. human serum protein. It must agglutinate all 
buman red c.orpuscles coated with human IgG- and/or complement factoTs. 
Under the condiiions specified by the manufacturers it does not agglutinate 
uncoated human red coTpuscles, to whatever. group . .  they may belong. . .  . 

.. . 

. . .  
.. .. . I . .  

Specificity 
The spdificity of an anti-human globulin serum for use iq blood group, 

s,erology must he'tekted' *th human red corpuscles coated with a variety of 
antibodies. i.e. F d  corpuscles Sensitised with human incomplete antibodies 
anti-D. 'anti-K and 'anti-Fya, red corpuscles sensitised 'with complement- 
binding incomplete antibodies anti-Lea. in the presence of fresh human serum, 
and red corpuscles sensitised with so+alled '' incomplete cold antibodies ': and 
with. tanned rea .corpuscles sensiiised yith human IgG and. finally. with 
10 aifferent samples of non-cqated' human red' corpuscles with ., ., and _ ?  . , without . .. . . 
A and E antigens. 

, .. .. ... ., . ' '. 

. I.. 

POTENCY 
Titrhtioi 
An anti-human globulin serum. as suppli$, or. at +e dilution 

recommended oq the label, shall sbongly agglutinaie h+aq red c.orpusc1e.s 
coqted with a human incomplete +iti-D seium. having a titre of 4 (or lessj 
agaiqst D-positive cprpuscles, yheq' the titration' i s  performed by the 4lhumin 
feplacement meyhod. At the"same' dilution it 'shall agglutinate K-positive 
human red corpuscles sensitised ' with selected weak anti-K' antibodies and 
Fy' positive. red corpuscles sensitised with selected . weak /. anti-Fy"' . . .  . antibodies. . .. : . . I .. .. 

I t  shall also, at  the me qr a different dilqtion, as specified on the lab@. 
agglutinate human red corpuscles sensitised with weak complement-binding 
incomplete anti-Le' antibodies in the presence of fresh serum. 

For. clinical use it i s  &sirable that the coating of all the types of. 
ipcomplete antibodies above si+?Il be detectable with a single dilution of the. 
gnti-human globulin serum. .. .. . . .  . s..,. .1 . . .  > 

(')&mnbs, R. R. A., Mourant, A. E. and Race, R. R. (1945). Lancet, ii, IS. 
' C?p,mbs, R. k.!A.,.Mou~nt,,A. E. and Race, R. R. (1945). Brit,, J. y p . ,  Path.,, 26,.255. 

. . ,  , . .  

: .  . '. 
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Diterminarion de I'aviditi 
Aprks 'mglange,' sur .lame. du strum anti-B sur un volume dgal d'une 

suspension 5%-10% de 'globules B. 'I'agglutination doit apparaitre avant le 
double du temps ntcessaire pour. I'agglutination. aans les mCmes conditions, 
obtenue au moyen de la priparation-&talon iqternationale reconstituk mais 
non dilute de serum pour groupage sanguin'anti-B . . I  . .. I ou .. d'une priparation- 
&talon de mtme avidig. '' 

(iii) SPrum anti-globrrlines hum.ai'ne4 (anilnal) e)  
Le strum. anti-globulines humaines po!yr I'utilisation dans la stro)ogie des 

groupes -sanguins' doit- contenir des anticorps agglutinants ' anti-IgG et des 
anticorps agglutinants contre des facteurs du compliment. I1 -provient du 
tang d'anima,ux immunists par injectioq de prottines striques'humaines. 11 
doit agglutirier. tous 'les -globules rouges humains rev&tus d?gG bumaine 
et you de, facteurs du c.ompltment. Employ6 conformtment aux prescriptions 
du fabricant, il n'agglutine pas Ies globules rouges humains qon revttus. que1 
que so$ le groupe sanguin auxquels ils hppartienneni. 

~ . .  . .. . .  . 

. .  

, , .  . I . .  . 

. .  . . i . . ,  , .  

Spicificiti 
La sptcificiti d'une sirurn anti-globulines humaines po,ur I'utilisation dans 

la strologie de groupes sa,nguiqs"'dojt Stre coqtr6lte avec des globules rouge$ 
humahis sensibilists' par une variitt d'anticorps ? des 'glotiules .rouges 
sensibilisis par des anticorps humains incomplets anti-D. anti-K et anti-Fy?. 
des globules rouges sensibilisgs par des anticorps' inco,mple.ts lixan! le 
cpmpltment a,nti-Lea en, prtsence de strum humain frais. des globules r.0uge.s. 
sensibilisis' par des ,mticorps incomplets du type froid, 'des globules rouges 
tannts' rev&tus d'IgG humaine et finalement 10 khantillons difftrents de 
globules rouges humains. non revktus, contenant les antigenes A et B, resp. 
dipourvus des antigenes A et B. . . ' 

. . .  . . .  , ... 8 . .  

~, ,. . .  

PUISSANCE :. 
Thage 
Un, strum anti-globuhes hymaines doit, tel qu'il est livrt, ou aprks 

dilutio~n selon lei indications: porttes sur Vttiquette. aggluti,ner fortement les 
globules rouges humains sensibilists, par des anticorps incomplets anti-p 
d'origine humaine, dont le $$re. est &a1 ?i 4 (ou infirieur). lorsqu'il est tiEg 
sui'des 'globuIes iouges D positifs par' la mtthode ' I  albumin replacement '?. 
4 la meme di1ution;'il doit agglutiner les globules rouges humains K .positi;s 
sensibiliiis par,'des anticorps anti-K faibles stlectioyis et les globules rouges 
Fya positifs sensibilis6s par des anticorps .anti-Fya faibles stlectionn6s h 
cette fin: '' '' 

II doit aussi, i la, @me dilution ou B un.e~ dilution. difftre,qte (si cela est 
sptcjfit sur I'ttiquette) agglutiner,les globules iougks .%uniains sensibilists par 
des'anticorps ii@nplets fixant le compl6ment anti-Le" eq'.p?Csence, de strum i 

buma.in frais. 
' Pour, &age c1inique habituel. il est souhGtable que la sensibilisation' par. 

tous lek types d'anticorps incomplets mentioi@s ci-dessus soit iltcelable avec, 
une seule dilutioq du . -  ' d rum anti-globulines'h,~maiqes. 

. .  

.. . r : . .  . .  
.. . 

' " 

. - ,  
(9 Coombs, R. R. A., Mourant, A. E. and Race, R. R.  (194% Lancet, ii, IS. 

Coornbs,,R., R. A., Mourant. A. E. and Race, R.: R., (1949, Brit.,J;!exp. Path., 26, 255. 
.!i. . . 
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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, 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 antigens. i.e. those 
of blood groups 0 and B. 

POTENCY 
Tifration 
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 International 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 0 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 reagent 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. 

(I) The International Standard Preparation is of human origin; an equivalent referencx 
preparation, if used, may be of human or non-human origin. 
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@) Reactifs d'origine vCgetale 
(i) Rdactif anti-A pour groupage sanguin (vdgdtar) 

Le rtactif anti-A est extrait des graines ou de toute autre partie d'une 
plante propre B cet usage et soumis, ensuite, si besoin est, B un processus de 
purification. Le dactif anti-A agglutine les globules rouges humains 
contenant les antigenes A. c'esti-dire ceux des groupes A et AB, y compris 
les sous-groupes A,, A,, A,B et A2B, et n'agglutine pas les globules rouges 
humains dipOuNus des antigenes A, c'est-a-dire ceux des groupes 0 et B. 

PUISSANCE : 
Titrage 
Un reactif anti-A doit Etre titrt kpariment sur des suspensions de globules 

A,, A, et A,B parallBlement i la priparation-ttalon internationale 
reconstitute mais non dilute de strum pour groupage sanguin anti-A. ou ?I 
une prtparation tquivalente de rtftrence.(') 

La puissance du rtactif ne doit, en aucun cas, Etre inftrieure B 64 unit& 
internationales par ml. 

Ddtermination de l'aviditd 
Apres melange, sur lame, d'une reactif anti-A avec un volume tgal d'une 

suspension i 5%-10% de globules A,, A? et A,B, l'agglutination de chaque 
suspension doit apparaitre avant le double du temps nkessaire pour 
l'agglutination, dans les mimes conditions, obtenue au moyen de la 
prtparationdtalon internationale reconstitute mais non diluee du strum 
pour groupage sanguin anti-A ou d'une preparation-ttalon de mCme aviditt. 

(ii) Rdactif anti-B pour groupage sanguin (vdgdtar) 
Le rtactif anti-B est extrait de la partie adtquate dune plante propre b. cet 

usage et soumis, ensuite, si besoin est, a un processus de purification. Le 
rtactif anti-B agglutine les globules rouges humains contenant l'antighe B, 
c'est-&-dire ceux des groupes B et AB, et n'agglutine pas les globules rouges 
humains d tpoums  de I'antigkne B, c'est-&-dire ceux des groupes 0 et A. 

PUISSANCE : 
Titrage 
Un rtactif anti-B doit Etre titrt sur une suspension de globules B 

parallelement ?i la priparation-ttalon internationale reconstitute mais non 
diluie de strum pour groupage sanguin anti-B, ou a une prtparation 
tquivalente de dftrence.(') La puissance du dactif ne doit pas etre inferieure 
B 64 unites internationales par ml. 

Ddtermination de l'aviditd 
Aprks mtlange, sur lame, du rtactif anti-B avec un volume tgal d'une 

suspension B 5%-lO% de globules B, I'agglutination doit apparaitre avant IC 
double du temps ntcessaire pour l'agglutination. dans les memes conditions, 
obtenue au moyen de la preparation-ttalon internationale reconstitute mais 
non diluce pour le groupage sanguin anti-B ou d'une prtparation-ttalon de 
mEme aviditt. 

(I) La " pr6paration4talon internationale " est d'origine humaine: la preparation4talon 
equivalente que I'on emploiera, le cas bcheant, pourra etre soit d'origine humaine, soit 
d'origine animale. 
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WMPLES D'EWUETE 

EXAMPLES OF LABEL 

, CONSEIL DE L'EUROPE 

COUNCIL OF EUROPE 

1. I '. 

Accord europden relatif d I'dchange 
des rPactfs pour la ditermination des groupes sanguins 

. .  European Agreement on the exchange 
of blood-grouping reagents 

1 I 

(a) s5m liqnide 
1. Laboratoire X, Amsterdam 
2. S h m  anti-A (humain) 
3. NJNaO,l% 

5. 7 septembre 1965 
, 4. S m l  

, 6 .  k l ' 2 3 4  

(a) fluid serum 
1. 
2. Anti-A serum (human) 
3. Sodium Azide 0.1 % 
4. 5 mi 
5. 7th September, 1965 
6. N O 1 2 3 4  

. . . . Laboratory, Amsterdam 

(bj dm d&hC 
. 1. Laboratoire X, Amsterdam 

2. Serum anti-B (animal) 
3. Mersalate 0,1% 
4. Reconstituer avec 5 ml d'eau 

distillie 
5. 31 d&embre 1968 

. 6. NO4321 

(b) dried serum 
1. 
2. Anti-B serum (animal) 
3. Mersalate 0.1 "/, 
4. To be reconstituted with 5 mi 

of distilled water 
5. 31st December, 1968 
6. NO4321 

. . . . Laboratory, Amsterdam 
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EXEMPLE DE NOTICE 

EXAMPLE OF LEAFLFl 

CONSEIL DE L'EUROPE 

COUNCIL OF EUROPE 

Accord europien relatifr) I'dchange 
des rdactifs pour la diterminarion des groupes sanguins 

Europeon Agreement on the exchange 
of blood-grouping reagents 

1. Laboratoire central de transfusion 
sanguine, 1 Main Street, Metro- 
polis, Westland. 

2. Serum anti-E (anti-rh") (humain) 

3. 10ml 

4. Date du dernier contrale d'activite: 
30 mai 1961 

5. Date de peremption: 30 mai 1962 

6. No 5432 

I. Les globules rouges B examiner doi- 
vent Ctre lavb une ou plusiers fois 
avec une solution saline de 0,9%,. 
Une suspension d'environ 3% est 
pdparie ensuite en melangeant un 
volume ou une goutte de culot glo- 
bulaire avec 30 volumes ou gouttes 
de solution saline. Avec un peu 
d'habitude, la coocentration d'une 
suspension peut @tre 6vaIu.k de 
facon satisfaisante d I ' d  nu. 
Une petite goutte de serum est 
dkposee dans un tube A hholyse 
(6 mm x 30 mm) B I'aide d'une 
pipette Pasteur. On ajoute ensuite 
une petite goutte de suspension de 
globules rouges. (Avec un peu 
d'habitude, on peut rkaliser une 
tconomie considerable en distri- 
buant le sCrum et la suspension 
globulaire B I'aide de pipettes 
graduks A 0,Ol ml). Le contenu du 
tube est melangC et mis B incuber 

1. Central BloodTransfusion Labora- 
tory, I Main Street, Metropolis, 
Westland. 

2. Anti-E (anti-rh') serum (human) 

3. 10ml 

4. Date of last potency test: 30th May 

5.  Expiry Date, 30th May 1962 

6. No 5432 

7. 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 

1961 
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deux heures B 37°C. Le contenu du 
tube est alors transport& et etale 
avec precaution sur une lame de 
microscope. Si I’agglutination n’est 
pas clairement visible h I’oeil nu, la 
lame est examink au microscope 
pour Ctablir si I’agglutination s’est 
produite et determiner son inten- 
site. 

8. Conserver h une temptrature infe- 
rieure ou Cgale h-20°C. Si le pro- 
duit n’est pas utilise le jour m&me 
de I’ouverture, ajouter 0,l ml d’une 
solution de NsNa A 10%. 

9. Serum humain anti-E (anti-rh”): 
5 ml-Albumine bovine A 30%: 
5 ml 

IO. Ce reactif contient une substance 
d’origine humaine. 
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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. 

8. Store at -20°C. or below. If to be 
used after day of opening, add 
0.1 ml of a 10% solution of 
sodium azide. 

9. Human anti-E (anti-rh”) serum: 
5 ml, 30% solution of bovine 
albumin: 5 ml 

10. This product contains matirial of 
human origin. 



ANNEXE AU PROTOCOLE 

ANNU: TO THE PROTOCOL 

CONSEIL DE L'EUROPE 

COUNCIL OF EUROPE 

Accord europden relatifd I'dchange 
des rdactgs pour la ddterminotion des groupes sanguins 

European Agreenient on the exchange 
of blood-grouping reagents 

Certificat 

(article 4) 

Certificate 

A NE PAS DETACHER DE L'ENVOI 
NOT TO BE SEPARATED FROM THE SHIPMENT 

. . . . . . .  19.. 
(lieu) (date) 
(place) 

Nombre de 
colis The undersigned certifies that the shipment specified in the margin 
Number of ........................................................ 

Le soussigni diclare que I'envoi spicifii en marge.. ....... 

packages ........................................................ 
pripark sous la responsabiliti de.. ......................... 
prepared under the responsibility of. ....................... 

..... 

. . . . .  
Disignation ........................................................ 
Marked ........................................................ 
..... organisme visi i l'article 6 de I'Accord, est conforme aux 

one of the bodies referred to in Article 6 of the Agreement, is in . . . . .  
No des lots 
Batch No. 

spicifications du Protocole i I'Accord et qu'il peut &re dilivri 
conformity with the specifications of the Protocol to the Agree- 

..... immidiatement au destinataire (nom et lieu). . . . . . . . . . . . . . . .  
ment and can be delivered immediately to the consignee (name 

..... and place). .............................................. 

..... 

(cachet) (signature) (titre) 
(stamp) (signature) (title) 

Printed in England by Her Majesty's Stationery Office 

20507.135 39164 Dd. 147484 K I I  11/68 
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