Rozdziat

IMMUNOLOGIA TRANSFUZJOLOGICZNA KRWINEK CZERWONYCH

1. ZAKRES BADAN U KRWIODAWCOW

1. Okreslanie grup krwi uktadu ABO przy uzyciu dwoch zestawow odczynnikdéw
monoklonalnych anty-A i anty-B pochodzacych z r6znych klondéw oraz krwinek
wzorcowych grupy O, A; 1 B.

2. Okreslanie antygenu D z uktadu Rh za pomoca 2 odczynnikéw monoklonalnych anty-D,
pochodzacych z roznych klonéw i umozliwiajacych wykrycie stabej odmiany antygenu D
(DY) i jego kategorii.

3. Okreslanie antygenu K z uktadu Kell u wszystkich wielokrotnych dawcow i fenotypu Rh u
wszystkich wielokotnych dawcow grupy O oraz w miarg mozliwosci u dawcow innych grup
krwi.

4. Okreslanie antygenu k u dawcow K dodatnich.

5. Okreslanie klinicznie waznych antygendéw innych uktadow grupowych u wielokrotnych
dawcow, szczegdlnie grupy O.

6. Wykrywanie 1 identyfikacja przeciwciatl odpornosciowych:

a) u wszystkich dawcow pierwszorazowych,

b) u wszystkich dawcow wielokrotnych, ktérzy byli leczeni krwia w okresie roku

poprzedzajacego oddanie krwi oraz u kobiet z ciagza w wywiadzie.

UWAGI

A. W badaniach grup krwi uktadu ABO dwoch probek krwi dawcy przy zastosowaniu 2

zestawow odczynnikow monoklonalnych i postugiwaniu sie krwinkami z probek macierzystych

(nie przemywanych), dopuszcza si¢ zbadanie jednej probki jednym zestawem odczynnikow a

drugiej probki drugim zestawem pod warunkiem, ze w obu probkach oznacza sie przeciwciata

anty-A i anty-B.

B. W oznaczeniach grupy krwi ukladu ABO wykonywanych w  systemach

zautomatyzowanych zapewniajqcych jednoznaczngq identyfikacje badanej probki, dopuszcza sie

stosowanie jednego zestawu odczynnikow monoklonalnych anty-A i anty-B pod warunkiem, ze

w kazdej probce krwi dawcy oznacza sie przeciwciata anty-A i anty-B. Szczegotowe zasady

opisano w rozdziale 5.15. automaty i polautomaty stosowane w badaniach serologicznych.

C. Petne badanie grup krwi uktadu ABO i antygenu D z uktadu Rh, jak rowniez wszystkich

innych antygenow wykonuje sie dwukrotnie z probek krwi pobranych w roznym czasie.

D. Dla systemow automatycznych dopuszcza sie stosowanie do oznaczania alloaglutynin
zestawu krwinek A; i B z pominieciem krwinek grupy O.
E. Wpisywanie grup krwi ABO i Rh w systemie komputerowym lub w kartotece dawcy musi

opierac sie na wynikach badan dwoch probek krwi: probki pobranej w laboratorium i probki
pobranej bezposrednio po oddaniu krwi w dziale pobierania.

F. Dyrektor centrum w porozumieniu z kierownikiem dziatu immunologii
transfuzjologicznej ustala, w ktorych terenowych oddziatach mozliwe jest wykonywanie badan
o poszerzonym zakresie, wymienionych w punktach 3-5; pozostale oddzialy terenowe, nie
posiadajqce odpowiednich warunkow, mogq byc¢ z tych obowiqzkow zwolnione.

G. Swoistos¢ przeciwcial odpornosciowych, wykrytych w terenowych pracowniach
serologicznych, jest ustalana lub potwierdzana w centrum w pracowni badan dawcow.

H. Identyfikacja przeciwciat typu zimnego dotyczy tylko przypadkow, w ktorych sq one
wykrywane podczas okreslania grup krwi uktiadu ABO i reagujq w poszerzonej amplitudzie
cieplnej (30 do 37°C).

Wszystkie rutynowe metody reczne mozna zastgpowac mikrometodami kolumnowymi i
automatycznymi, wedtug zasad opisanych w rozdziale 5.15. automaty i pétautomaty stosowane
w badaniach serologicznych.

2. BADANIA KONSULTACYJNE



Badania takie sa wykonywane w pracowni konsultacyjnej centrum we wszystkich
przypadkach, w ktorych terenowe pracownie serologiczne (szpitalne i pozaszpitalne) natrafiaja
na trudnosci. Do pracowni nalezy przekaza¢ badang i $wiezo pobrang probke krwi wraz z
dokumentacja dotychczas przeprowadzonych badan (Wzor 1) oraz dane kliniczne (wiek,
rozpoznanie, informacje dotyczace leczenia krwia 1 przebytych ciaz). W pracowni probke krwi
opatruje si¢ kolejnym numerem odnotowanym w ksiazce badan. W pilnych przypadkach nalezy
odnotowac¢ godzing przyjgcia probki i godzing wydania wyniku. Przy nazwisku chorego nalezy
zamiesci¢ dane kliniczne zawarte w skierowaniu do badania. Czytelne protokoly badan
powinny by¢ zakonczone sformutowaniem wyniku zrozumiatym dla odbiorcy, w brzmieniu
identycznym z wydanym wynikiem. W ksiazce badan i na wydanym wyniku powinien by¢
umieszczony podpis osoby wykonujacej badania i osoby nadzorujacej (kierownik pracowni
albo osoba upowazniona). Dopuszcza sig stosowanie formularzy zawierajacych odpowiednie
rubryki dotyczace protokotow w zakresie najczesciej wykonywanych badan z pozostawieniem
miejsca na protokoty badan, ktorych nie mozna przewidzie¢. Dane dotyczace chorych i
wynikow badan nalezy wprowadza¢ do komputera pod warunkiem posiadania odpowiedniego
programu. W przypadku braku programu nalezy prowadzi¢ dokumentacj¢ w skorowidzu w
porzadku alfabetycznym.

W godzinach pracy pozaregulaminowej technicy lub pracownicy petniacy dyzury powinni
prowadzi¢ w odregbnej ksiazce (ksiazka raportow) rejestr wykonanych czynno$ci wraz z
zaznaczeniem godziny przyjecia probki i godziny wydania wyniku.. Informacje te powinny by¢
co dzien rano sprawdzane przez kierownika pracowni lub osobg upowazniona.

Zakres badan:

1. Ustalanie grupy krwi uktadu ABO.

. Diagnostyka antygenu D z uktadu Rh, obejmujaca jego stabe odmiany 1 kategorie.

. Identyfikacja nieregularnych przeciwcial.

. Diagnostyka niedokrwisto$ci autoimmunohemolitycznych (NAIH).

. Dobieranie krwi dla chorych w przypadkach obecnos$ci auto- i alloprzeciwciat oraz przy
kazdej zgloszonej niezgodnosci w probie krzyzowe;.

. Serologiczna analiza powiktan poprzetoczeniowych

. Okreslanie fenotypu Rh, antygenu K lub innych antygenéw u os6b uodpornionych oraz w
celu zapobiegania alloimmunizacji u chorych wymagajacych dlugotrwatego leczenia krwia
(np. w NAIH).

8. Diagnostyka konfliktu serologicznego pomigdzy matka a ptodem.

9. Wykonywanie badan rodzinnych w przypadkach stwierdzenia rzadko wystgpujacych

fenotypow i alloprzeciwciat skierowanych do antygenow powszechnych.

10. Badania biorcow i dawcoéw allogenicznych przeszczepdw, w szczegdlnosci komorek

macierzystych uktadu krwiotworczego.

3. PODSTAWOWE WYPOSAZENIE W APARATURE, SPRZET

LABORATORYJNY I ODCZYNNIKI

3.1. Aparatura

1. Lodowka o temperaturze 2 — 6° C z zamrazalnikiem.

2. Zamrazarka o temperaturze od -20° C do -80° C do przechowywania surowic
diagnostycznych i pochodzacych od chorych, u ktorych wykryto alloprzeciwciata oraz
zapasow krwinek wzorcowych i innych z fenotypami o niskiej czegstosci wystgpowania.

. Cieplarka.

. Powietrzny blok grzewczy z regulacja temperatury.

. Laznia wodna z regulacja temperatury do 100°C.

. Wiréwka laboratoryjna z przyspieszeniem 3850 x g (5000 obr / min) i regulacja czasu
wirowania (Ryc.1).

7. Wiréwka hematokrytowa.
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8. Mikroskop $swietlny.
9. Aparatura do testoéw mikrokolumnowych.
10. Automaty do badan grup krwi.
UWAGA
Kazda lodowka i zamrazarka powinna by¢ wyposazona w dwa niezalezne mierniki
temperatury. Obowiqzuje trzykrotna w ciqgu dnia kontrola temperatury i prowadzenie jej
dokumentacji lub podlqczenie do centralnego monitoringu temperatury.
3.2. SPRZET LABORATORYJNY
1. Probowki wyltacznie do jednorazowego uzytku
a/ do pobierania krwi szklane o wymiarach ok. 100 mm x 15 mm okraglodenne lub z dnem
stozkowym albo specjalne probowki plastykowe,
b/ do wykonywania badan szklane lub plastykowe o wymiarach ok. 70 mm x 10 mm.
2. Szkietka podstawowe
3. Plyty jednorazowe ze sztucznego tworzywa z ptaskimi wglebieniami lub szklane.
4. Pipety pasteurowskie - w miar¢ mozliwosci jednorazowe.
5. Pipety automatyczne z jednorazowymi koncéwkami.
6. Zlewki lub pojemniki z tworzywa sztucznego.
7. Pojemniki na szklo i zuzyty sprzet jednorazowy.
8. Kasety plastykowe wystane gabka ze sztucznego tworzywa do umieszczania szkietek lub
plyt.
9. Statywy do probowek dwu- lub wielorzgdowe (metalowe lub ze sztucznego tworzywa).
10. Nalepki samoprzylepne.
11. Pisaki wodoodporne.
12. Kolby miarowe o pojemnosci 1-2 1.
3.3. ODCZYNNIKI
Przed uzyciem odczynnikow nalezy codziennie sprawdzac¢ ich wyglad zewngtrzny.
Zmgtnienie 1 widoczne straty dyskwalifikuja dany odczynnik.
3.3.1. 0,15 mol/l roztwér NaCl o pH 6,6- 7,6
NaCl rozpusci¢ w wodzie destylowane;.
Jezeli pH roztworu nie miesci si¢ w przedziale 6,6-7,6 doprowadzi¢ roztwor do wymaganego
pH za pomoca buforu fosforanowego.
UWAGA
Jesli uzywa sie roztwor bez dodatku buforu fosforanowego, kontrole pH wykonuje si¢
codziennie.
Stosujqc roztwor buforowany nalezy kontrolowac kazdgq nowq serie odczynnika przed
udostepnieniem jej do badan.
3.3.2. Roztwor NaCl o niskiej sile jonowej (0,03 mol/l) - LISS (low ionic strength
solution)
Odczynniki: 0,17 mol/l roztwér NaCl - 180 ml
0,15 mol/I bufor fosforanowy o pH 6,7 - 20 ml
0,3 mol/l glicynian sodu o pH 6,7 - 800 ml
Przygotowanie roztworu glicynianu sodu
1. 22,5 g glikokolu rozpusci¢ w 800 ml wody destylowane;.
2. Za pomoca 1 mol/l NaOH dodawanego kroplami doprowadzi¢ do pH 6,7.
3. Uzupeti¢ woda destylowana do objgtosci 1000 ml.
Po przygotowaniu roztworu LISS nalezy sprawdzi¢ pH, ktore winno si¢ mie$ci¢ w granicach
6,5 - 7,0. Jego optymalna wartoscia jest 6,7.

"Okreslenie w tekécie "roztwor NaCl" oznacza 0,15 mol/l wodny roztwér NaCl



UWAGI
A. Kontrola jakosci roztworu LISS polega na wykonaniu testu antyglobulinowego z
krwinkami Rh+ i Rh-, zawieszonymi w tym roztworze i uczulonymi standardem anty-D wg
przepisu na str.
B. Sporzqdzony roztwor LISS sterylizuje sie w temp. 105° C przy 0,2 atm w ciqgu 30 min. i
przechowuje w porcjach (50-100 ml) w stanie zamrozenia lub w temp. 4°C.
3.3.3. Roztwor papainy aktywowanej chlorowodorkiem cysteiny
Skladniki:
a/ roztwor papainy:
10 g papainy rozpusci¢ w 250 ml 0,07 mol buforu fosforanowego o pH 6,2;
silnie wstrzasna¢ i pozostawi¢ do nastepnego dnia w lodowce w temp. 4°C.
b/ bufor fosforanowy 0,07 mol, pH 6,2:
KH,POj4 - 9,078 g/l wody dest. - 8 objgtosci
Na,HPOy4 - 11,188 g/l wody dest. - 2 objetosci
¢/ roztwor chlorowodorku cysteiny
4,85 g chlorowodorku L-cysteiny rozpusci¢ w 25 ml buforu fosforanowego o podanym wyzej
sktadzie.
Przygotowanie odczynnika papainowego:
1. Roztwor papainy odwirowac i przela¢ do kolby o obj. 1 1.
2. Doda¢ przygotowany roztwoér chlorowodorku L-cysteiny.
3. Uzupei¢ buforem fosforanowym do objgtosci 1 1.
4. Inkubowaé przez 1 godzing w tazni wodnej lub w cieplarce w temp. 37°C.
5. Przesaczy¢ przez bibulg filtracyjna.
6. Skontrolowa¢ aktywnos¢ roztworu.
7. Porcjowa¢ w matych objetosciach ( 1 - 2ml) w amputkach lub fiolkach szczelnie
zamknigtych.
8. Przechowywac¢ w zamrozeniu.
UWAGI
A. Odczynnik papainowy moze by¢ rowniez przechowywany w temp. 4°C w ciqgu 3
miesiecy.
B. Odczynnik wyjety z lodowki lub rozmrozony moze stuzy¢ do badan tylko w ciqgu kilku
godzin.
3.3.4. Roztwor papainy aktywowanej chlorowodorkiem cysteiny 7 dodatkiem cystyny
Odczynnik ten jest mniej wrazliwy na wahania temperatury.
Sklad odczynnika:
100 ml buforu fosforanowego 0,07 mol/l o pH 6,7
0,48 g chlorowodorku L-cysteiny
1 g L-cystyny
1 g papainy
Przygotowanie odczynnika:
a) 1 g papainy rozpusci¢ w 25 ml buforu i pozostawi¢ przez 30 min. w temp. pokojowej,
b) 1 g L-cystyny doda¢ do 72,5 ml buforu i pozostawi¢ przez 30 min. w temp. pokojowe;j.
Obydwa roztwory (a i b) wirowac przez 10 min. przy 1366 x g,
¢) 0,48 g chlorowodorku cysteiny rozpusci¢ w 2,5 ml buforu,
d) plyn z nad osadu papainy zmiesza¢ z roztworem chlorowodorku cysteiny (a+c) i pozostawié¢
przez 5 min,
e) ptyn znad osadu L-cystyny zmiesza¢ z roztworem papainy i chlorowodorkiem cysteiny
(b+d),
f) otrzymana mieszaning wstawi¢ do tazni wodnej o temp. 37°C na 1 h i wirowa¢ przez 10 min.
przy 1366 x g.



Przygotowany roztwor znad osadu, nalezy rozla¢ do matych pojemnikéw i zamrozic.
UWAGI
A Odczynnik mozna przechowywac w stanie zamrozenia przez kilka miesiecy
B. Odczynnik nie traci aktywnosci po pozostawieniu go przez 8 godzin w temp. pokojowej
w czasie pracy i po pOnownym zamrozeniu.
Kontrola aktywnosci odczynnikow papainowych
1. Na 2 szkietkach podstawowych umiesci¢ z jednej strony kroplg surowicy anty-D (ludzkie;j),
a z drugiej krople surowicy grupy AB.
2. Do wszystkich kropli doda¢ po jednej kropli odczynnika papainowego.
3. Do dwoch kropli na jednym szkietku doda¢ po kropli 10% zawiesiny krwinek Rh+ w
roztworze NaCl, a na drugim po kropli 10% zawiesiny krwinek Rh-.
4. Po wymieszaniu zawartosci sktadnikow umies$ci¢ szkietka w kasecie z nawilzona gabka i
pozostawi¢ w temp. pokojowej przez 15 minut.
Wyrazna aglutynacja krwinek Rh+ z surowica anty-D 1 brak aglutynacji w pozostatych
kroplach $wiadczy o aktywnosci odczynnika i1 braku reakcji nieswoistych.
UWAGA
Dla stwierdzenia wymaganej aktywnosci odczynnika papainowego nalezy porownac miano i
natezenie aglutynacji wyrazone w score (str. ) surowicy diagnostycznej anty-D z krwinkami
Rh+ w tescie koloidowym i papainowym. Miano surowicy z zastosowaniem Srodowiska
papainy, przewyzszajqce conajmniej dwa rozcienczenia i dwukrotnie wyzsza wartos¢ score niz
w srodowisku koloidowym, wskazuje na prawidtowq aktywnosé odczynnika.
3.3.5. Roztwor wersenianu sodowego (EDTA-Nay)
1.5 g EDTA-Na; rozpusci¢ w 100 ml 0,15 mol/l roztworu NaCl.
2. Krew pobiera si¢ w proporcji: 1 obj. roztworu EDTA-Na; i 9 objgtosci krwi.
3. Natychmiast po pobraniu krwi nalezy doktadnie wymiesza¢ zawarto$¢ probowki.
UWAGA
Zamiast roztworu EDTA-Na, uzywa sie czesciej EDTA-K,; w zwiqzku z tym w tekscie stosuje
sie skrot EDTA.
3.3.6. Roztwor trombiny
1. Do macierzystego roztworu trombiny doda¢ taka ilo§¢ roztworu NaCl aby otrzymac roztwor
o st¢zeniu 50j./ml.
2. Przygotowany roztwor trombiny rozla¢ w matych objgtosciach (6 - 8 kropli) do probowek
lub fiolek i przechowywaé w zamrozeniu.
Sposob uzycia: do 7 - 10 ml krwi dodaje si¢ 2 krople roztworu trombiny.
3.3.7. Roztwor polibrenu
Bezposrednio przed badaniem przygotowac 1% roztwoér polibrenu w 0,15 mol/l NaCl o pH 7,0.
UWAGA
Polibren w substancji nalezy przechowywac w szczelnie zamknietym pojemniku ze wzgledu na
jego silne wlasciwosci higroskopijne.
3.3.8. Odczynnik MEP do rozktadu autoprzeciwcial na krwinkach przed ich uZyciem do
autoabsorpcji
1. Przygotowac 0,1 mol/l roztwdr 2-merkaptoetanolu (2ME) w roztworze NaCl o pH 7,3 — 7.,4.
2. Do 20 kropli 0,1 mol/l rozworu 2ME doda¢ 5 kropli odczynnika papainowego i 20 kropli
0,15 M roztworu NaCl. Cala zawarto$¢ doktadnie wymieszac.
UWAGA
Odczynnik MEP przygotowuje sie bezposrednio przed uzyciem.
Sposdb uzycia: Dwie objetosci odczynnika miesza si¢ z jedna objetoscia osadu krwinek z krwi
pobranej na EDTA-Nay,
3.3.9. Roztwor 2ME do roZnicowania przeciwcial IgG i IgM
Przygotowac 0,1 mol/l roztwér 2ME w buforze fosforanowym o p 7,3 — 7,4.



Sposdb uzycia: Do jednej objetosci surowicy dodaje si¢ taka sama objetos¢ odczynnika,
przygotowanego przed uzyciem.
3.3.10. Roztwor fosforanu chlorochiny
Przygotowac 20% roztwor fosforanu chlorochiny w 0,15M NacCl i doprowadzi¢ do pH 5,1.
UWAGA
Roztwor nalezy przechowywac w lodowce
3.3.11. Roztwor kwasnej glicyny i EDTA
Odczynniki:

1. bufor 0,1 M glicyny-HCl o pH 1,5 (0,75 g glicyny + 100 ml 0,15 M NaCl) - pH

ustali¢ za pomoca st¢zonego HCI.
2.10% EDTA.
3. 1 M TRIS-NaCl (12,1 g TRIS + 5,25 g NaCl + 100 ml wody destylowanej).
UWAGA
Powyzsze odczynniki mozna przechowywaé w stanie zamrozenia (- 20°C) w objetosciach
dostosowanych do ich zuzycia, a mianowicie: odczynnik 1 po 20 kropli, odczynniki 2 i 3 po 5
kropli.

3.3.12. Standard anty-D

1. Zawiera 0,1 jednostek migdzynarodowych (0,02 pg) IgG anty-D w 1 ml.
Dopuszcza si¢ w przejsciowym okresie standard zawierajacy 0,25 jednostek
migdzynarodowych (0,05 pg ) w 1 ml.

2. Wystandaryzowany odczynnik jest dostepny w Regionalnym Centrum Krwiodawstwa 1
Krwiolecznictwa w Katowicach.

3. Standard mozna przygotowa¢ we wlasnym zakresie i sprawdzi¢ w Zakladzie Immunologii
Hematologicznej i Transfuzjologicznej IHiT.

4. Standard anty-D stosuje si¢ obowiazkowo do kontroli PTA i testu enzymatycznego LEN.

5. Eliminuje btedy techniczne podczas wykonywania badan.

3.3.13. Roztwory do przechowywania krwinek czerwonych

4.3.13.1, Zmodyfikowany roztwor Alsevera

Glukoza 102,5 g

Chlorek sodowy 23,5 g

Cytrynian sodowy (Na; C¢HsO7 H»0) 40,0 g

Kwas cytrynowy jednowodny 0,5 g

Inozyna 20,0 g

Chloramfenikol 1,65 g

Siarczan neomycyny 1,0 g

Woda dest. 5.000 ml

Doktadnie wymiesza¢, najlepiej przy pomocy mieszadta magnetycznego. Sprawdzi¢ pH i

doprowadzi¢ do 6,81 — 6,88 za pomoca kwasu cytrynowego albo dwuweglanu sodu.

Przefiltrowac 1 rozla¢ do sterylnych pojemnikow.

Do gestych przemytych krwinek dodaje si¢ 5 objetosci roztworu Alsevera.

W tym roztworze krwinki mozna przechowywac¢ przez 28 dni.

3.3.13.2. Roztwor z dodatkiem ludzkiej surowicy

EDTA 7,44 g

Na,HPO,.12 H,0 7,16 g

Glukoza 12,50 g

Surowica ludzka grupy AB 200 ml

Chlorocid (Chloramfenicol,

Detreomycyna, Chloromycetyna) 1,0 g

1. Odwazone trzy pierwsze sktadniki wsypac do kolby miarowej o pojemnosci 1 1.



2. Doda¢ 50 - 100 ml wody destylowane;.
3. Lekko podgrza¢ do catkowitego rozpuszczenia sktadnikow.
4. Po ostudzeniu roztworu doda¢ ludzka surowicg i chlorocid.
5. Doprowadzi¢ roztwor do pH 7,0 - 7,2 za pomoca 1 N NaOH.
Do jednej objetosci osadu krwinek czerwonych dodaje si¢ 9 objgtosci roztworu.
Przed uzyciem krwinki przemywa si¢ dwukrotnie roztworem NaCl. Moga one stuzy¢ do badan
w ciagu 3 — 4 tygodni
UWAGA
Dopuszcza sie przechowywanie krwinek czerwonych w roztworach wzbogacajacych (SAGM,
ADSOL). Okres waznosci przechowywanych krwinek wynosi 28 dni. Przedluzenie tego okresu
do 35 dni lub diuzej wymaga porownania ekspresji antygenow w pierwszym i ostatnim dniu
przechowywania.
3.3.14.1. Przechowywanie krwinek w glicerolu w stanie zamrozenia
Roztwor do zamrazania krwinek
Cytrynian sodowy 2-wodny 30,0 g
NaH,PO4 2H,0 3,1 g
Na,HPO42,8 g
Woda destylowana 600 ml
1. Po rozpuszczeniu sktadnikow sprawdzi¢ pH roztworu, ktore powinno wynosi¢ 7,0.
2. Doda¢ 400 ml glicerolu i wymieszac.
3. Krew przeznaczona do zamrozenia pobra¢ do roztworu konserwujacego (ACD-A1, CPD,
CPD-AL1 ) i przechowac przez 24 godziny w 4° C.
4. Odciagna¢ caty ptyn znad osadu krwinek.
5. Doda¢ powoli stale mieszajac jednakowa objetos¢ roztworu do zamrazania.
6. Rozla¢ krwinki do waskich probowek w porcjach do jednorazowego uzytku i umiesci¢ w
zamrazarce.
Krwinki przechowywane w —20°C nadaja si¢ do uzytku w ciagu 3 - 6 miesigcy.
UWAGA
Krwinki przechowywane w —80° C i ponizej nadajq sie do uzytku przez kilka lat.
Roztwory do przemywania rozmrozonych krwinek
Roztwor nr 1
Glicerol 12 ml
Roztwor cytrynianu sodowego 0,19 mol /1 88 ml
Roztwor nr 2
Glicerol 5 ml
Roztwor cytrynianu sodowego 0,19 mol /195 ml
Roztwér nr 3
Sporzadzi¢ przez zmieszanie jednakowych objetosci roztworu nr 2 1 roztworu nr 4
Roztwor nr 4
Roztwor NaCl 0,17 mol / 1.
Rozmrazanie krwinek
1. Probéwke z zamrozonymi krwinkami przenie$¢ do temperatury pokojowe;.
2. Natychmiast po rozmrozeniu doda¢ jednakowa objgtos¢ roztworu nr 1 1 delikatnie doktadnie
wymieszac.
3. Odwirowac przez 5 minut przy obrotach 607 x g.
4. Po usunigciu nadsaczu dodac roztworu nr 2 w objetosci rownej objetosci osadu krwinek i
odwirowac.
Tak samo postgpowac dodajac kolejno roztwor nr 3 i nr 4.
5. Sporzadzi¢ zawiesing krwinek w odpowiednim $rodowisku
UWAGA



Zazwyczaj podczas pierwszego, a czasem i drugiego przemywania wystepuje czesciowa
hemoliza, ktora znika podczas dalszych przemywan. Znaczna hemoliza, utrzymujqca sie przez
caly cykl przemywania, dyskwalifikuje krwinki. Krwinki rozmrozone nie mogq by¢ ponownie
zamrazane
3.3.14.2. Przechowywanie krwinek w zamrozeniu przy pomocy odczynnikow
komercyjnych
Doswiadczenia wlasne wskazuja, ze stosujac odczynniki produkowane przez firm¢ DiaHem
mozliwy jest catkowity odzysk zamrazanych krwinek. Post¢gpowanie musi by¢ zgodne z
zataczonym przepisem uzycia trzech roztworow:

1 Roztwor do zamrazania krwinek (Einfrierpuffer).

2. Roztwor stabilizujacy do krwinek czerwonych (D-Cell Stab).
3. Roztwor do rozmrazania krwinek (Auftaupuffer).

UWAGA

Czas rozmrazania wynosi ok. 15 minut. Stosowanie tych roztworow moze zapewnic
pracowniom staly dostep do panelu krwinek wzorcowych, ktore przechowujq sie w stanie
niezmienionym przynajmniej 2 lata w temperaturze -20°C. Niewykorzystane krwinki mozna
ponownie zamrozic.

3.3.15. Srodki bakteriobéjcze stosowane do konserwacji probek surowic

Roztwor tiomersalu
Tiomersal 1,0 g
Boraks bezwodny 1,6 g
(albo boraks 10-wodny 3,0 g)

Woda destylowana do 100 ml
Do 100 objetosci surowicy doda¢ jedna objgtos¢ roztworu.
Roztwor azydku sodowego
Azydek sodowy 1,0 g
Woda destylowana do 100 ml
Do 100 objetosci surowicy doda¢ jedna objgtos¢ roztworu.
UWAGI
A. Azydek sodowy jest silnq truciznq.
B. Srodki bakteriobéjcze powinno dodawaé sie do prébek surowic, ktére zamierza sie
przechowywac.
3.4. PODSTAWOWY ZESTAW ODCZYNNIKOW DIAGNOSTYCZNYCH
Uktad ABO — odczynniki monoklonalne anty-A 1 anty-B;
Lektyna anty-A; np. Dolichotest
Uktad Rh - anty-D, anty-C, anty-C", anty-c, anty-E, anty-e
Uktad Kell - anty-K, anty-k, anty-Kp® anty-Kp®
Uktad Duffy - anty-Fy*, anty-Fy"
Uktad Kidd - anty Jk* anty-Jk°
Uktad MNS - anty-M, anty-N, anty-S, anty-s
Uktad P - anty-P, anty-P+P;+P* (anty-Tj%)
Uktad Lewis - anty-Le®, anty-Le”
Odczynnik antyglobulinowy wieloswoisty - anty-IgG + anty-C3
Odczynniki antyglobulinowe monoswoiste -anty IgG, anty-IgM, anty-IgA, anty-C3d.
Wigkszos¢ wymienionych odczynnikow zawiera przeciwciata monoklonalne.
Surowice grupy AB do wykrywania poliaglutynacji.
Krwinki wzorcowe.
1. Do badania uktadu ABO: krwinki A;, B1O
2. Do sprawdzania aktywnos$ci 1 swoistosci odczynnika anty-D z uktadu Rh: krwinki O
Rh+1 O Rh-



3. Do sprawdzania aktywnosci i swoistosci odczynnika anty-K z uktadu Kell, krwinki K+
1 K-
4. Do wykrywania i identyfikacji odporno$ciowych przeciwciat zestawy krwinek (Tab.6 i

7 ). Uzyskuje si¢ je z pobranej donacji krwi od wyselekcjonowanych krwiodawcow
grupy O. Jezeli usuwa si¢ osocze nalezy doda¢ roztwdr wzbogacajacy (np. SAGM,
ADSOL). Wskazana jest filtracja, poniewaz leukocyty moga ostabia¢ ekspresje
niektorych antygendéw na krwinkach czerwonych. Porcjowania krwinek dokonuje si¢ w
uktadzie zamknigtym. Zaleca si¢ porcjowanie w objetosciach okoto 1 ml w segmentach
drenu zaopatrzonych w etykiety zawierajace Nr donacji, dat¢ wazno$ci i fenotyp.
Dopuszcza si¢ podawanie skroconego fenotypu (np. O Rh- K+) pod warunkiem
sporzadzenia listy zawierajacej numery donacji i pelne fenotypy. Tak przygotowane
krwinki czerwone mozna uzywaé przez 28 dni. Ekspresj¢ antygenéw nalezy
skontrolowa¢ w pierwszym 1 ostatnim dniu zadeklarowanego okresu waznosci u
dawcow, ktorych krwinki wchodza po raz pierwszy w sktad zestawu

3.4.1. Wyciagi z nasion

Wyciagi z niektorych nasion zawieraja biatka zwane lektynami, ktére w odpowiednim

rozcienczeniu reagujac swoiscie z pewnymi antygenami krwinek czerwonych powoduja ich

aglutynacjg¢. Lektyny sa stosowane w badaniach grup uktadu ABO (np. Dolichos biflorus, Ulex

europaeus) i MNS (np. Vicia graminea) oraz w ocenie zjawiska poliaglutynacji.

Podstawowy zestaw lektyn

Dolichos biflorus anty-A; (zawiera takze anty-Tn i anty- Cad)

Ulex europaeus anty-H

Arachis hypogea anty-T

Salvia sclarea anty-Tn

Salvia horminum anty-Tn + anty-Cad

Vicia graminea anty-N

Przygotowanie wyciagu z nasion

1. Nasiona sproszkowac.

2. Do 1 g sproszkowanych nasion doda¢ 10 ml roztworu NaCl i doktadnie wytrzasnac.

3. Mieszaning pozostawi¢ w temp. pokojowej na kilka - kilkanascie godzin.

4. Wirowac¢ przez 10 min. z pr¢dkoscia 1366 x g

5. Przenie$¢ nadsacz do odrgbnej probowki i skontrolowaé jego aktywnos$¢ i swoistos¢ z
odpowiednimi krwinkami.

6. Jesli nie ma zastrzezen co do aktywnos$ci, ale wystepuja wyraznie stabsze reakcje z

krwinkami nie zawierajacymi antygenu odpowiadajacemu lektynie, nalezy nadsacz
odpowiednio rozcienczy¢ roztworem NaCl i ponownie skontrolowa¢ aktywnos$¢ i
swoistosc.

7. Aktywny i swoisty roztwor podzieli¢ na mate porcje i zamrozic.

4. ZASADY POBIERANIA, PRZECHOWYWANIA I PRZYGOTOWANIA KRWI DO

BADAN

4.1. Pobieranie krwi do badan serologicznych

1. Pobra¢ 5 - 10 ml krwi zylnej do proboéwki jednorazowego uzytku; probéwki winny by¢
zaopatrzone w trwata etykiete.

2. Bezposrednio po pobraniu na etykiecie wpisa¢ drukowanymi literami nazwisko, imig, datg
urodzenia (albo Nr PESEL), a u dawcéw Nr donacji (w przypadku stosowania systemu
kodéw kreskowych, oklei¢ probéwke stosownym kodem).

3. Te same dane wpisa¢ na zalaczniku towarzyszacym probce (wzdr 1) wraz z adnotacja jakie
badania maja by¢ wykonane

4. a) Jesli badania maja by¢ rozpoczgte w dniu pobrania probki, probowke z krwia umiesci¢ w
temp. 37° C na ok. 10-15 min., a nastgpnie wirowac przy 342 x g przez 5 - 10 min.



b) Jesli badania maja by¢ przeprowadzane nast¢pnego dnia, oddzieli¢ krew od $cianek
probowki i umiesci¢ w chtodni o temp. 2°C - 6° C; nastepnego dnia odwirowac.

¢). Jesli badania musza by¢ wykonane natychmiast po pobraniu krwi albo jesli probka krwi
pochodzi od osoby z zaburzeniami uktadu krzepnigcia, doda¢ do krwi roztworu trombiny
(4.3.6.).

5. Po odwirowaniu oddzielona surowicg przenies¢ do oddzielnej probdéwki, a z krwinek
sporzadzi¢ zawiesing w odpowiednim stezeniu i Srodowisku.

UWAGA

Dopuszcza sie pobieranie krwi na EDTA, szczegolnie od noworodkow, niemowlqt i
matych dzieci, od chorych z NAIH, od ktorych pobiera sie mniejsze objetosci krwi
(postepowanie patrz 4. 3. 5.) oraz od dawcow i biorcow krwi, jesli badania wykonywane sa
metodq automatyczng.

4.2. Pobieranie krwi do badan genetycznych

1. pobra¢ okoto 1,5 ml krwi do probowki jednorazowej z tworzywa sztucznego zawierajacej
EDTA (takiej jak do badan morfologii krwi).

2. Pobrana krew przekaza¢ do pracowni biologii molekularnej IHiT w terminie nie
przekraczajacym 36 godzin od pobrania.

3. Jezeli krew bedzie przekazana w terminie pozniejszym, nalezy ja przechowaé w stanie
zamrozenia w temp. od -20°C do -80°C.

UWAGA

Jezeli liczba leukocytow jest ponizej dolnej granicy wartosci prawidtowej, nalezy pobrac krew

do co najmniej dwoch probowek.

4.3. Ogolne zasady dokumentacji i wykonywania badan

1. Zarejestrowa¢ probke krwi w odpowiedniej ksiazce badan (wzér 2 i 3) pod kolejnym
numerem.

2. Jesli probka krwi pochodzita od krwiodawcy wpisa¢ Nr donacji lub wklei¢ etykietkg z tym
samym numerem donacji.

3. Opatrzy¢ probowke z krwia numerem pod ktorym zostata zarejestrowana lub wklei¢ etykiete
z numerem donacji 1 sprawdzi¢ zgodno$¢ numeracji z zapisem w ksiazce.

4. Tym samym numerem opatrywac cate szklo laboratoryjne (proboéwki, ptyty, szkietka

podstawowe ).

. Prowadzi¢ doktadne protokotowanie wszystkich wykonanych badan.

6. Wszystkie wyniki badan grupowych krwi i préb zgodnosci nalezy odczytywac 1 wpisywac
do ksiazki z udziatem dwoch oséb. Osoby: wykonujaca badanie 1 sprawdzajaca skladaja
podpis w ksiazce. Wydawane wyniki powinny by¢ podpisywane przez kierownika pracowni
lub upowazniona przez niego osobg (wzor 4).

7. W przypadku stosowania systemOw automatycznych z jednoznaczna identyfikacja dawcy/
pacjenta 1 automatycznym odczytem (szczegblowe zasady opisane w rozdziale
automatyzacja badan serologicznych), dopuszcza si¢ walidacje i zapis wyniku z udzialem
jednej osoby. Nie prowadzi si¢ zapisow w ksiazkach.

7. Poleca si¢ prowadzenie oddzielnej ksiazki do zapisu badan kontrolnych odczynnikéw
diagnostycznych i krwinek wzorcowych (wzér Nr 5) uzywanych w danym dniu we
wszystkich pracowniach.

UWAGA

Nie dopuszcza sie dodatkowej tzw. roboczej numeracji.

Badania serologiczne wykonuje si¢ na ptytach z tworzywa sztucznego lub szklanych,
szkietkach podstawowych oraz w probdéwkach jednorazowego uzytku. Powinno si¢ stosowaé
pipety jednorazowego uzytku lub automatyczne. Dopuszczalne jest wielokrotne stosowanie
zwyktych pipet pasteurowskich, ktére przed kazda zmiang zawartosci musza by¢ dokladnie
kilkakrotnie przemyte roztworem NaCl. W badaniach tych podstawowa jednostka miary jest
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kropla wolno spadajaca z pipety nachylonej zawsze pod tym samym katem. We wszystkich
badaniach wykonywanych na ptytach lub szkietkach do jednej kropli odczynnika lub badane;j
surowicy dodaje si¢ jedna krople zawiesiny krwinek. Chociaz kolejno$¢ nie odgrywa roli,
praktyczniej jest jednak umieszcza¢ najpierw odczynniki diagnostyczne i badane surowice.
Stosujac odwrotna kolejnos¢, zwtaszcza podczas badania krwi kilku oséb, trudno jest
zauwazy¢, czy wszedzie do krwinek dodano odczynnik lub surowicg. Zawarto$¢ miesza sig
czysta bagietka. Badania wykonywane na ptytach z tworzywa sztucznego z wglegbieniami nie
wymagaja mieszania reagentow.

Z wyjatkiem badan z zastosowaniem odczynnikéw monoklonalnych, ktore sa
odczytywane po kilku minutach, szkietka podstawowe umieszcza si¢ w wilgotnych komorach
chronigcych przed wysychaniem kropli.

Wyniki odczytuje si¢ biorac do reki ptyte lub szkietko i poruszajac nimi ruchem
okreznym. Wyniki badan wykonywanych w probowkach odczytuje si¢ po odwirowaniu i
wstrzasnigciu osadu krwinek przez delikatne uderzanie palcem w probowke. Oceng obecnosci
aglutynatow utatwia odpowiednie o§wietlenie naturalne lub sztuczne i zastosowanie biatego
tla.

Wiasciwe badanie uzupeknia si¢ zawsze badaniami kontrolnymi. Obejmuja one
sprawdzenie swoistosci 1 aktywnosci odczynnikow wzorcowych oraz zachowanie si¢ krwinek
w roztworze, w ktorym zostaly zawieszone.

Podstawowym warunkiem prawidlowego wykonywania badan jest czysto$¢ plyt,
probowek 1 odczynnikdéw. Jest on szczegélnie istotny podczas przeprowadzania testu
antyglobulinowego, do wykonania ktérego wymaga si¢ jednorazowych probéwek. Slady
ludzkiej surowicy w niedoktadnie umytym szkle lub roztworze NaCl shuizacym do
przemywania krwinek 1 plukania pipety powoduja zobojetnienie  odczynnika
antyglobulinowego. W celu uniknigcia zanieczyszczenia odczynnikow diagnostycznych kazdy
z nich pobiera si¢ osobna pipeta.

Z kazdego przeprowadzonego badania sporzadza si¢ protokot oznaczajac w nim
znakiem "+" reakcje aglutynacji, znakiem "-" brak aglutynacji. Celowe jest odnotowywanie
nasilenia aglutynacji stosujac nast¢pujace symbole: 4+ aglutynacja kompletna w postaci
jednego zlepu krwinek, 3+ kilka duzych zlepow krwinek, 2+ $redniej wielkosci zlepy,
mikroskopowo wida¢ wolne krwinki, + drobne aglutynaty, mikroskopowo wida¢ liczne nie
zlepione krwinki.Nasilenie aglutynacji krwinek pod wplywem surowicy i jej rozcienczen
mozna wyrazi¢ liczbowo w score stosujac nastgpujace wartosci:

4+=12 1+=5
3+=10 slad =2
2+=8

Probki krwi do badan, krwinki wzorcowe 1 odczynniki monoklonalne przechowuje sig

w lodéwce w temp. 4-6°C., surowice diagnostyczne w zamrazarce. Wyjmuje sig¢ je tylko na
okres badania.

5. TECHNIKI BADAN SEROLOGICZNYCH

5.1. ZAWIESINY KRWINEK CZEWONYCH

5.1.1. Zawiesina krwinek w roztworze NaCl

1. Z probki krwi po jej catkowitym skrzepnigciu (jesli zostata pobrana do suchej probowki)
pobra¢ z dna proboéwki kilka kropli krwinek i przenie$¢ do oddzielnej probowki.

Napei¢ probéwke roztworem NaCl i doktadnie wymiesza¢ zawartosc.

Poczeka¢ chwilg, aby opadty na dno mate skrzepy.

Zawiesing krwinek bez skrzepow przenie$¢ do oddzielnej probowki.

Odwirowa¢ w ciagu 3 min. przy 342 x g.

Usuna¢ catkowicie ptyn znad osadu krwinek.

SISl o



7. Z osadu krwinek sporzadzi¢ zawiesing w roztworze NaCl:
a) 3 -4% do techniki probéwkowej lub zgodnie z zaleceniem producenta odczynnikdéw
b) 5 -10% do techniki szkietkowej lub zgodnie z zaleceniem producenta odczynnikdw.
5.1.2. Zawiesina krwinek w surowicy
Krwinki zawiesza si¢ albo w surowicy allogenicznej jednoimiennej (np. krwinki grupy
A w surowicy anty-B) lub grupy AB albo w surowicy autologiczne;.
Sporzadzanie zawiesiny w surowicy allogenicznej
1. Pobra¢ z dna probdwki kilka kropli osadu krwinek.
2. Przemy¢ dwukrotnie roztworem NacCl.
3. Po usunigciu nadsaczu doda¢ do osadu krwinek co najmniej jednakowa objetos¢ surowicy
przeznaczonej do sporzadzenia zawiesiny.
4. Odwirowac¢ i usuna¢ ptyn znad osadu krwinek.
5. Zawiesi¢ krwinki w nowej porcji surowicy w stosunku jedna kropla krwinek i 9 kropli
surowicy (10% zawiesina).
Sporzadzanie zawiesiny w surowicy autologicznej
1. Pobra¢ z dna probowki jedna kropleg krwinek.
2. Doda¢ 9 kropli autologicznej surowicy i wymieszac.
UWAGA
Surowica autologiczna nie nadaje si¢ do sporzqdzania zawiesiny, jesli zawiera
autoprzeciwciata lub rulonizuje krwinki.
5.1. 3. Zawiesina krwinek papainowanych
Dla kazdej nowej serii odczynnika papainowego (3.3.3.2.) ustala si¢ optymalny czas
papainowania krwinek czerwonych.
1. Rozcienczy¢ odczynnik papainowy w stosunku jedna objgto$¢ odczynnika 1 9 objgtosci
roztworu NaCl.
2. Do 5 kropli przemytych gestych krwinek Rh dodatnich doda¢ 20 kropli rozcienczonego
odczynnika papainowego i wymieszac.
3. Mieszaning rozla¢ natychmiast do 5 probowek i umiesci¢ je w bloku grzewczym w temp.
37°C.
4. Co 5 minut przenosi¢ kolejna probowke do temp. pokojowej i natychmiast 3-krotnie
przemywac roztworem NaCl; w ten sposob otrzymuje si¢ papainowane krwinki przez 5, 10,
15,201 25 minut.
Do kazdej probki krwinek dodaé roztworu NaCl, aby otrzymac 5% zawiesing.
6. Dla kazdej probki papainowanych krwinek przygotowaé po 2 proboéwki i w obu umiescic¢
po kropli zawiesiny krwinek.
7. Do jednej probowki doda¢ krople surowicy anty-D i krotko odwirowaé; nasilona
aglutynacja powinna pojawi¢ si¢ po minucie.
8. Do drugiej proboéwki doda¢ krople surowicy grupy AB i przenie$¢ na 30 minut do temp.
37°C; jednorodna zawiesina krwinek wskazuje na brak aglutynacji.
UWAGA
Do dalszej kontroli nalezy uzy¢ te krwinki, ktore zaglutynowaty pod wplhywem surowicy anty-
D, natomiast nie wykazatly aglutynacji po inkubacji z surowicq grupy AB.
9. Przygotowac¢ w probowkach tyle szeregoéw rozcienczen surowicy anty-D w roztworze NaCl
ile zawiesin papainowanych krwinek wybrano do dalszej kontroli.
10. Do 2 kropli kazdego szeregu rozcienczen doda¢ jedna kroplg zawiesiny papainowanych
krwinek i po krétkim odwirowaniu odczytaé wynik.
UWAGA
Na optymalny czas papainowania wskazuje najwyzsze miano surowicy anty-D; na przykiad,
jesli najwyzsze miano surowicy anty-D uzyskano z krwinkami papainowanymi przez 10 minut,
dla danej serii odczynnika papainowego czas papainowania wynosi 10 min.
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Przygotowanie papainowanych krwinek
1. Rozcienczy¢ jedna objgtos¢ odczynnika papainowego 9 objetosciami roztworu NaCl.
2. 4 krople rozcienczonego odczynnika zmiesza¢ z jedna kropla przemytych, gestych krwinek.
3. Inkubowa¢ w temp. 37°C przez ustalony okres czasu dla danej serii odczynnika.
4. Przemy¢ krwinki 3-krotnie duza objetoscia roztworu NaCl i sporzadzi¢ 3-5% zawiesing w
tym roztworze.
UWAGA
Jezeli w zestawie krwinek wybranych do papainowania nie ma krwinek Rh dodatnich,
nalezy je dotqczyc, gdyz podczas wiasciwego badania bedq stuzyly jako dodatnia kontrola.
5.2. TESTY ENZYMATYCZNE
5.2.1 Test papainowy
Wykonanie testu patrz 7.3.1. Test stuzy przede wszystkim do oznaczania antygenow ukltadu Rh
za pomoca ludzkich surowic diagnostycznych.
5.2.2. Test probowkowy z krwinkami papainowanymi (2 stopniowy test papainowy)
Test stuzy przede wszystkim do wykrywania przeciwciat z uktadu Rh. Jego czutos¢ jest
poréwnywalna do testu LEN.
W badaniach stosuje si¢ 3-5% zawiesing krwinek papainowanych w roztworze NaCl
przygotowanych zgodnie z przepisem podanym powyze;j.
1. Do 2 kropli surowicy badanej doda¢ 1 krople krwinek.
2. Mieszaning inkubowa¢ 30 minut w temperaturze 37°C.
3. Odwirowac¢ w ciagu 30 - 60 s przy 152 — 342 x g.
4. Wynik odczyta¢ makroskopowo.
UWAGA

Konieczne jest jednoczesne wykonanie badania kontrolnego
a) Kontrola dodatnia: krwinki Rh dodatnie + Standard anty-D
b) Kontrola ujemna: kazdy rodzaj uzytych krwinek + surowica nie zawierajqca przeciwcial
5.2.3. Test enzymatyczny w niskiej sile jonowej ( LEN)

Test ten jest szczegolnie przydatny do wykrywania przeciwcial z uktadu Rh.
Charakteryzuje si¢ duza czulo$cia i pozwala na przeprowadzenie badan w krdtszym czasie niz
test z zastosowaniem krwinek papainowanych.

1. Przemy¢ dwukrotnie krwinki roztworem NaCl i raz roztworem LISS.
2. Sporzadzi¢ 3 - 4 zawiesing krwinek w roztworze LISS.
3. Rozcienczy¢ odczynnik papainowy roztworem LISS w stosunku jedna kropla odczynnika 1

2 krople roztworu LISS.

4. Do 2 kropli zawiesiny krwinek doda¢ kroplg rozcienczonego odczynnika papainowego.
Probdwke z ta zawarto$cia umie$ci¢ w bloku grzewczym lub w tazni wodnej o temp. 37°C
nalO min.
6. Dodac¢ 2 krople badanej surowicy i po doktadnym wymieszaniu pozostawi¢ na 3 min. w
temp. 37°C.
7. Odwirowaé przy 152 — 342 x g w ciagu 30 - 60 s
8. Wynik odczyta¢ wynik bardzo delikatnie wstrzasajac probowka
UWAGA
Konieczne jest jednoczesne wykonanie badan kontrolnych:
a) krwinki Rh dodatnie i Rh ujemne + Standard anty-D
b) krwinki uzyte do badan + surowica grupy AB.
5.3. TEST POLIBRENOWY
Jest to bardzo czuta technika do wykrywania przeciwcial klasy IgG z wyjatkiem przeciwcial z
uktadu Kell. Wymaga ona duzej precyzji i uwagi oraz dos$wiadczenia w interpretacji wynikow.
Odczynniki
1. Roztwér o niskiej sile jonowej - low ionic medium (LIM)
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Glukoza 50 g

EDTA2 g
Uzupehi¢ woda destylowana do 1 11 doprowadzi¢ do pH 6,4 za pomoca 2M NaOH.
2. 10% polibren w buforowanym roztworze NaCl .

Ten macierzysty roztwor przechowuje sie w temp. 2-6°C. Przed przystapieniem do badan
przygotowuje si¢ 0,05% roztwor roboczy, rozcienczajac jedna objgtos¢ 10% polibrenu 199
objetosciami NaCl.
3. Roztwor do zawieszania krwinek - Resuspending solution (RS)
Cytrynian sodowy 3,53 g
Glukoza 2,0 g
Uzupehi¢ woda destylowana do 100 ml.
Wykonanie badania
1. Umiesci¢ w probowce 2 krople badanej surowicy, jedna krople 3% zawiesiny krwinek w
roztworze NaCl i 0,6 ml odczynnika LIM, wymieszac.
2. Pozostawi¢ na minut¢ w temp. pokojowe;.
3. Dodac¢ 2 krople roboczego roztworu polibrenu.
4. Odwirowa¢ przy 152 x g w ciagu 30 - 60 s.
5. Usuna¢ nadsacz.
6. Doda¢ 2 krople odczynnika RS.
7. Delikatnie wymieszaé trzymajac probowke / statyw z probéwkami pod katem 45°. Po 10 s
znikaja agregaty, a pozostaja aglutynaty.
8. Odczyta¢ wynik.
9. Jezeli nie wystapita aglutynacja przemy¢ trzykrotnie krwinki.
10. Doda¢ surowicg antyglobulinowa w celu wykrycia przeciwciat z uktadu Kell.
UWAGA
Konieczne jest jednoczesne wykonanie badan kontrolnych:
krwinki Rh dodatnie i Rh ujemne + Standard anty-D,
krwinki stosowane w badaniu + surowica grupy AB.
5.4. TESTY ANTYGLOBULINOWE

Test antyglobulinowy pozwala na wykrycie przeciwcial nieckompletnych oraz sktadnikoéw
komplementu zwigzanych z krwinkami czerwonymi. W tym celu stosuje si¢ surowicg
antyglobulinowa uzyskana od zwierzat do§wiadczalnych uodpornionych ludzka globuling albo
przeciwciala monoklonalne. W nastepstwie reakcji przeciwcial zawartych w odczynniku
antyglobulinowym z globulinami zaabsorbowanymi na powierzchni krwinek czerwonych
dochodzi do ich aglutynacji.

W rutynowych badaniach stosuje si¢ tzw. wieloswoisty (poliwalentny) odczynnik
antyglobulinowy, ktory zawiera przeciwciata przeciw immunoglobulinom klasy G i przeciw
sktadnikom komplementu. W badaniach specjalnych uzywa si¢ odczynnikéw o pojedynczej
swoistosci skierowanych do poszczegdlnych klas immunoglobulin 1 do niektorych sktadnikéw
komplementu.

Szczegolnie istotne jest prawidtowe postgpowanie podczas odczytywania wyniku kazdego
testu antyglobulinowego. Energiczne wstrzasanie zawartoscia probowki jest niedopuszczalne,
gdyz czgsto prowadzi do rozbicia aglutynatow i uzyskania falszywie ujemnego wyniku.
Podczas odczytywania wynikdéw nalezy stosowac jedna z dwoch technik:

- probowke trzyma si¢ prawie poziomo i powoli obraca do momentu uwolnienia osadu krwinek
od dna na odleglo$¢ nie wigksza niz 1 cm. ; mozna teraz delikatnie postuka¢ palcem w $cianke
probowki;

- probowke trzyma sig¢ prawie pionowo i kotyszac wprawia si¢ ja w drgania stukajac delikatnie
palcem w jej $ciankg.



Rozroznia si¢ dwa rodzaje testu antyglobulinowego: bezposredni (BTA) i posredni

(PTA).

Kontrola aktywno$ci odczynnika antyglobulinowego
Przed wykonaniem bezposredniego testu antyglobulinowego 1 jednoczesnie z posrednim

testem  antyglobulinowym  przeprowadza si¢  kontrole  aktywnosci  odczynnika

antyglobulinowego.

Uczulanie krwinek

1. Przygotowac 3 - 4% zawiesiny krwinek Rh dodatnich i Rh ujemnych w roztworze NaCl.

2. W dwoch probowkach umiesci¢ po 2 krople tych zawiesin.

3. Doda¢ po 5 kropli Standardu anty-D i wymiesza¢ wstrzasajac probowki.

4. Przenie$é¢ probowki do bloku grzewczego o temp. 37°C na 60 min.

Przemywanie krwinek

1. Po inkubacji przemy¢ krwinki 4 razy duza objgtoscia roztworu NaCl.

2. Po ostatnim przemyciu i odwirowaniu wyla¢ jednym energicznym ruchem nadsacz i nie
zmieniajac potozenia probowki odsaczy¢ jego resztki za pomoca bibuty lub ligniny
potozonej na stole laboratoryjnym.

Badanie z odczynnikiem antyglobulinowym

1. Przygotowa¢ odczynnik antyglobulinowy wedtug zalaczonych przepiséw uzycia.

2. Do osadu krwinek doda¢ po dwie krople odczynnika antyglobulinowego i delikatnie
wymieszac.

3. Odwirowac przy 152 - 342 g w ciagu 45 - 60 s.

4. Resuspendowa¢ osad krwinek przez kotysanie probowka albo delikatne uderzanie w nia
palcem.

5. Odczyta¢ wyniki: aglutynacja w proboéwce zawierajacej Rh dodatnie krwinki 1 brak
aglutynacji w probowce z krwinkami Rh ujemnymi wskazuja na aktywnos¢ 1 prawidlowe
dziatanie odczynnika antyglobulinowego oraz §wiadcza o poprawnym wykonaniu badania.

UWAGA

Szybkos¢ i czas wirowania zalezq od typu stosowanej wirowki. Ustalenie tych
parametrow przeprowadza sie przygotowujqc jednoczesnie kilka probek krwinek Rh dodatnich

i Rh ujemnych inkubowanych ze Standardem anty-D w tych samych warunkach i w tym samym

czasie. Jako optymalne przyjmuje sie takq szybkos¢ i czas wirowania, w ktorych krwinki Rh+

dajq najwyrazniejszq reakcje dodatniq z odczynnikiem antyglobulinowym przy jednoczesnej
ujemnej, nie budzqcej wqtpliwosci, reakcji z krwinkami Rh-.
Kontrola jakosci wirowki do przemywania krwinek technikg automatyczna

1. Dwie objetosci Standardu anty-D inkubowaé przez 45 minut z jedna objgtoscia 3%

zawiesiny w roztworze NaCl przemytych krwinek Rh dodatnich (najlepiej Dccee); jesli

kontrole wirowki wykonuje si¢ w PTA-LISS nalezy stosowa¢ jedna objgtos¢ Standardu.

Do 9 probowek doda¢ jedna objgtos¢ uczulonych krwinek.

Do reszty probowek doda¢ jedna objgtos¢ tych samych krwinek nie uczulonych.

Do wszystkich probowek dodaé¢ dwie objetosci surowicy bez przeciwcial.

Wilaczy¢ program przemywania.

Do wszystkich probowek doda¢ dwie objgtosci surowicy antyglobulinowe;.

Odwirowac 1 odczyta¢ wyniki.

Zwréci¢ uwage, czy we wszystkich probowkach zawierajacych uczulone krwinki nasilenie

aglutynacji jest takie samo; jesli wystapily roznice, nalezy skontaktowac si¢ z serwisem.

6.4.1. Bezposredni test antyglobulinowy (BTA)

Bezposredni test antyglobulinowy stuzy do wykrywania przeciwciat zwiazanych z krwinkami

czerwonymi in vivo. Wykonuje si¢ go:

- unoworodkdéw z podejrzeniem choroby hemolitycznej (ChHN),
- uchorych z podejrzeniem niedokrwistosci autoimmunohemolitycznej (NAIH),
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- ubiorcéw krwi w badaniach powiktan poprzetoczeniowych
Wykonanie badania
1. Krople gestych krwinek przemy¢ 4-krotnie duza objetoscia roztworu NaCl o temp. 4 - 8°C. i
sporzadzi¢ 3 - 4% zawiesing w tym roztworze albo w roztworze LISS
2 krople zawiesiny przenies¢ do oddzielnej probowki
Odwirowac i1 usuna¢ doktadnie nadsacz.
Doda¢ 2 krople odczynnika antyglobulinowego,
Odwirowac przy 152 -342 x g w ciagu 30 - 60 s
Resuspendowa¢ osad krwinek przez bardzo delikatne kotysanie probowka i obserwowac
obecnos¢ aglutynatow
5.4.2. Posredni test antyglobulinowy (PTA)
Posredni test antyglobulinowy stosuje si¢ do:
- wykrywania alloprzeciwcial odpornosciowych w surowicy krwi dawcéw i biorcow,
- dobierania krwi do przetoczen,
- wykrywania alloprzeciwciat odpornosciowych u kobiet cigzarnych,
- badania antygenu antygenu D z uktadu Rh wylacznie u dawcow,
- oznaczania antygendéw na krwinkach za pomoca odczynnikow aktywnych w tym tescie.
We wszystkich rodzajach posredniego testu antyglobulinowego autokontrole¢ mozna
pomina¢ w badaniach przegladowych przeciwcial odporno$ciowych i w prébie zgodnosci.
Natomiast wykonanie autokontroli obowiazuje:
- podczas identyfikacji wykrytych przeciwciat;
- jezeli w tescie przegladowym uzyskuje si¢ wyniki dodatnie z caltym zestawem krwinek;
wlaczenie autokontroli pozwala na zréznicowanie allo- 1 autoprzeciwciat.
5.4.2.1. Klasyczny posredni test antyglobulinowy (PTA — NaCl)
1. Przygotowac 3 - 4% zawiesiny krwinek w roztworze NaCl wiaczajac . krwinki Rh dodatnie i
Rh ujemne jako kontrolg oraz krwinki autologiczne jako autokontrolg.
Do 2 kropli zawiesiny krwinek, w tym takze autologicznych dodaé 5 kropli odpowiedniej
surowicy, wymieszac.
. Do krwinek Rh dodatnich 1 Rh ujemnych doda¢ po 5 kropli Standardu anty-D, wymieszac.
Inkubowa¢ w 37°C przez 60 min.
Po inkubacji i delikatnym wstrzasni¢ciu osadu sprawdzi¢, czy zawiesina jest jednorodna.
Przemy¢ zawiesiny 4-krotnie duza objetoscia roztworu NaCl.
Po ostatnim przemyciu doktadnie usuna¢ pozostaty ptyn.
Do osadu krwinek doda¢ 2 krople odczynnika antyglobulinowego,
Odwirowac przy 152 -342 x g w ciagu 30 - 60 s.
0 Resuspendowa¢ osad krwinek przez bardzo delikatne kotysanie probowka 1 obserwowac
obecnos$¢ aglutynatow
UWAGA
Jezeli po inkubacji stwierdza sie obecnos¢ aglutynatow, ktore swiadczq o obecnosci
kompletnych alloprzeciwcial w surowicy, odstepuje sie od wykonania testu z tq zawiesing
krwinek. Uwaga ta dotyczy wszystkich modyfikacji posredniego testu antyglobulinowego.
5.4.2.2. Posredni test antyglobulinowy z zastosowaniem roztworu o niskiej sile jonowej
(PTA-LISS)
Test ten zastgpuje klasyczna technike posredniego testu antyglobulinowego. Ze wzgledu na
jego znaczna czuto$¢ 1 krotszy czas wykonywania jest on szczegdlnie polecany w probie
zgodnosci.
Przygotowanie krwinek
1. Przemy¢ krwinki dwukrotnie roztworem NaCl i raz roztworem LISS.
2. W ten sam sposob przygotowac krwinki Rh dodatnie i Rh ujemne stuzace jako kontrola.
3 Z osadu krwinek sporzadzi¢ 3 - 4% zawiesing w roztworze LISS.
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Wykonanie testu PTA-LISS
. Do 2 kropli zawiesin krwinek doda¢ 2 krople badanej surowicy, a do krwinek kontrolnych
po 2 krople Standardu anty-D
Mieszaniny inkubowaé w 37°C w ciagu 20 min.
Sprawdzi¢, czy zawiesiny krwinek pozostaty jednorodne.
Jednorodne zawiesiny przemy¢ 4-krotnie roztworem NaCl.
Po doktadnym usunigciu nadsaczu doda¢ do osadu krwinek po 2 krople odczynnika
antyglobulinowego 1 doktadnie wymieszac.
Odwirowac przy 152 — 342 x g w ciagu 30 - 60 s.
Resuspendowa¢ osad krwinek przez bardzo delikatne kotysanie probowka i obserwowac
obecno$¢ aglutynatéw
6.4.2.3. Dwustopniowy test antyglobulinowy z zastosowaniem techniki LISS
Jest to czula metoda do wykrywania alloprzeciwciat wiazacych komplement (np. z
uktadu Kidd i Lewis). Poleca si¢ ja szczegdlnie w badaniu surowic dtuzej przechowywanych
oraz pochodzacych od chorych z ostabieniem lub utrata aktywnosci sktadnikow komplementu
1. Do badanej surowicy doda¢ 5% roztworu EDTA w stosunku jedna kropla roztworu 1 9 kropli
SUrowicy.
2. Do 2 kropli 3 - 4% zawiesiny krwinek w roztworze LISS dodac¢ 2 krople surowicy i
inkubowaé¢ w temp. 37°C przez 20 min.
. Sprawdzi¢, czy zawiesiny krwinek pozostaty jednorodne.
. Przemy¢ zawiesiny 4 - krotnie roztworem NaCl.
. Do osadu przemytych krwinek doda¢ jako zrédto komplementu 4 krople surowicy
oddzielonej ze $§wiezo pobranej krwi od nie uodpornionego dawcy.
6. Mieszaning inkubowaé w temp. 37°C przez 20 min.
. Przemy¢ krwinki 4-krotnie.
8. Do osadu krwinek po doktadnym usunigciu nadsaczu dodac 2 krople odczynnika
antyglobulinowego poliwalentnego lub anty-C3,
9. Odwirowac przy 152 -342 x g w ciagu 30 - 60 sek.
10. Resuspendowa¢ osad krwinek przez bardzo delikatne kotysanie probowka i obserwowaé
obecno$¢ aglutynatow
UWAGA
Jednoczesnie z wtasciwym badaniem wykonac badania kontrolne. Jako kontrole dodatniq
stosowac krwinki Le(a+) lub Jk(a+), jako kontrole ujemnqg krwinki Le(a-) lub Jk(a-) i
inkubowac je z surowicq anty-Le® lub anty-Jk*
5.4.2.4. Posredni test anytglobulinowy z zastosowaniem glikolu polietylenowego (PTA -
PEG)
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Odczynniki
1. Buforowany roztwor 0,15 M NaCl o pH 7,2 (PBS)
2. 20% roztwoér PEG o c. czast. 3500 - 4000 w 0,15 M NacCl (lub PBS o pH 7,0),
przechowywany w 4°C.
3. Odczynnik antyglobulinowy anty-IgG.
Przed wykonaniem badan potrzebna porcjg roztworu PEG doprowadzi¢ do temperatury
pokojowe;j.
Wykonanie badania
1. Przygotowac¢ 4% zawiesiny krwinek w PBS
2. Doda¢ do 2 kropli surowicy jedna kroplg zawiesiny krwinek i 4 krople roztworu PEG.
3. Inkubowaé w temp. 37°C przez 15 min.
4. Sprawdzi¢ czy zawiesina jest jednorodna.
5. Jednorodna zawiesing przemy¢ 4-krotnie duza objgtoscia roztworu NaCl.



6. Po doktadnym usunigciu nadsaczu doda¢ do osadu krwinek 2 krople odczynnika anty-IgG,
wymieszaé

7. Wirowac przez 20 s. przy 342 x g.

8. Odczyta¢ wynik delikatnie kotyszac probdéwka.

UWAGA
Jednoczesnie z wlasciwym badaniem wykonac¢ badania kontrolne z krwinkami Rh dodatnimi
i Rh ujemnymi uczulonymi Standardem anty-D.

5.4.3. Kontrola ujemnych wynikéw testu antyglobulinowego

Stosowanie w testach anytglobulinowych kontroli dodatniej w postaci krwinek
uczulonych standardem anty-D nie w peini zabezpiecza przed wynikami falszywie ujemnymi,
ktére sa nastgpstwem niedoktadnego przemywania krwinek. Z tego powodu w wigkszos$ci
laboratoriow w $wiecie wprowadzono metodyke, ktora ma na celu sprawdzenie wiarygodnosci
kazdego ujemnego wyniku testu antyglobulinowego. Zaleca si¢ jej wdrozenie w centrum i
stopniowe wdrazanie w szpitalnych pracowniach serologii transfuzjologicznej. Wprowadzenie
tego postgpowania wymaga doktadnego przeszkolenia personelu.

Zasada metody.

Polega ona na wykazaniu, ze ujemny wynik testu antyglobulinowego jest prawdziwy, poniewaz
w mieszaninie z krwinkami pozostat nie zuzyty odczynnik antyglobulinowy. Jego obecnos¢
ujawnia si¢ poprzez dodatnia reakcje z krwinkami stabo uczulonymi przeciwciatami.

Przygotowanie odpowiednio uczulonych krwinek

1. Sporzadzi¢ szereg rozcieniczen w roztworze NaCl surowicy zawierajacej niekompletne

przeciwciata anty-D.

2. Zbada¢ kazde rozcienczenie w tescie antyglobulinowym stosujac krwinki D dodatnie o

heterozygotycznej ekspresji (np. DCcee).

3. Do dalszych badan wybra¢ krwinki, ktére po uczuleniu przeciwciatami daty z

odczynnikiem antyglobulinowym aglutynacje o nasileniu pomigdzy 2+ a 3+.

4. Przygotowac 5% zawiesing w roztworze NaCl nie uczulonych krwinek trzykrotnie

przemytych i przenie$¢ po jednej objgtosci do dwodch proboéwek.

5. Do obu probowek doda¢ po dwie objgtosci odczynnika antyglobulinowego, wymieszac i

odwirowac.

6. Do jednej probowki doda¢ jedna objetos¢ surowicy (bez nieregularnych przeciwciat
aglutynujacych) rozcienczonej 1/1000 roztworem NaCl, do drugiej jedna objgtos¢ roztworu
NacCl.

. Do obu probowek doda¢ jedna objgtos¢ 3 - 4% w roztworze NaCl przygotowanych

uprzednio stabo uczulonych krwinek kontrolnych, odwirowac.
Interpretacja wyniku
Brak aglutynacji w probowce zawierajacej rozcienczona surowicg i aglutynacja (dwie
populacje krwinek) w proboéwce zawierajacej roztwor NaCl swiadczy o prawidtowym dobraniu

rozcienczenia surowicy anty-D do uczulenia krwinek. Natomiast aglutynacja rowniez w

probowce do ktorej dodano rozcienczong surowicg wskazuje na zbyt mocne uczulenie krwinek.

W takiej sytuacji nalezy cata procedurg powtdrzy¢, wybierajac do uczulenia wigksze

rozcienczenie surowicy anty-D.

UWAGI

A. Po ustaleniu rozcienczenia surowicy anty-D, ktore optymalnie optaszcza krwinki, nalezy
przygotowywac kazdego dnia wiekszq porcje uczulonych, przemytych krwinek.
B. Uczulone krwinki produkuje RCKiK w Katowicach.

Kontrola wiarygodnosci ujemnego wyniku testu antyglobulinowego
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Po odczytaniu wynikéw testu antyglobulinowego do kazdej probowki, w ktérej wypadt on
ujemnie, doda¢ jedna objetos¢ stabo uczulonych krwinek, wymiesza¢, odwirowac i odczytac
wynik

Interpretacja wyniku

Obecnos¢ aglutynacji (dwie populacje krwinek) we wszystkich probéwkach, w ktorych
test antyglobulinowy oceniono jako ujemny, §wiadczy o prawidlowym jego wykonaniu. Brak
aglutynacji wskazuje na btedy natury technicznej i wymaga powtorzenia testu
antyglobulinowego.

UWAGA

Przedstawiong kontrole testu antyglobulinowego stosuje sie do wszystkich metod PTA i do

BTA.

5.4.4. Zrédla bledéw w technice testu antyglobulinowego

Najczestsze przyczyny wynikow falszywie dodatnich

1. Zbyt szybkie lub zbyt dtugie wirowanie krwinek z odczynnikiem antyglobulinowym.

2. Nie zwrdcenie uwagi na obecno$¢ w surowicy kompletnych przeciwcial aktywnych w 37°C.

3. Zanieczyszczenie bakteryjne krwinek lub surowic, Zle lub nieodpowiednio umyte probowki.
Do badan musza by¢ stosowane wylacznie probowki jednorazowego uzytku.

4. Zanieczyszczenie roztworu NaCl jonami metali cigzkich.

5. W technice LISS (oprocz powyzej podanych najczestszych zrodet btedow) odczynniki
antyglobulinowe o duzej aktywnos$ci w stosunku do sktadnikéw komplementu moga
wykrywac te sktadniki zwiazane przez autoprzeciwciata typu zimnego na krwinkach,
zwlaszcza przechowywanych w postaci skrzepu.

W takich przypadkach reakcje o identycznym nasileniu uzyskuje si¢ w badaniu z krwinkami

autologicznymi (autokontrola). Test nalezy powtorzy¢ stosujac klasyczny PTA albo

monowalentny odczynnik antyglobulinowy anty-IgG.
Najczestsze przyczyny wynikow falszywie ujemnych

1. Zbyt wolne lub za krétkie wirowanie krwinek z odczynnikiem antyglobulinowym.

2. Zobojetnienie odczynnika antyglobulinowego $ladami ludzkiej surowicy z powodu
niedoktadnego przemycia krwinek i uzywania wielorazowych probowek. O niedoktadnym
przemyciu krwinek swiadczy stabo dodatni, a nawet ujemny wynik z krwinkami Rh
dodatnimi uczulonymi Standardem anty-D.

3. Zastosowanie do inkubacji nieodpowiedniej proporcji surowicy i krwinek.

Odnosi si¢ to zwlaszcza do techniki LISS, w ktérej nadmiar surowicy inkubowanej z
krwinkami podwyzsza sit¢ jonowa srodowiska i ostabia efekt reakcji zachodzacej w ciagu
20 minut.

4. Zbyt krotki lub nadmiernie dlugi czas inkubacji.

5. Przerwy w toku wykonywania czynno$ci we wszystkich etapach testu antyglobulinowego po
fazie inkubacji krwinek z surowica, a zwlaszcza przerwy w czasie przemywania krwinek,
ktére moga prowadzi¢ do elucji przeciwciat zwiazanych z krwinkami

5.5. OKRESLENIE MIANA PRZECIWCIAL W SUROWICY

Miano przeciwcial jest to najwigksze rozcienczenie surowicy, w ktorym stwierdza sig
jeszcze reakcjg serologiczna z odpowiednim antygenem. Wynik miana okresla sig liczba
bedaca odwrotnoscia rozcienczenia surowicy. Na przyktad, gdy najwyzsze reagujace

rozcienczenie wynosi 1:32, miano okresla si¢ liczba 32.

Zasada badania

1. Obliczy¢ wlasciwa objgtos¢ surowicy potrzebna do wykonania badan uwzgledniajac liczbe
stosowanych zawiesin krwinek, srodowisko i zakres temperatury.

2. W szeregu probowek z wyjatkiem pierwszej umiesci¢ jednakowe objetosci ptynu stuzacego
do rozcienczania badanej surowicy (np. roztwor NaCl, surowica grupy AB).



3. Doda¢ do pierwszej 1 drugiej probéwki badana surowice w objgtosciach rownych
objetosciom dodanego ptynu rozcienczajacego.
4. Po wymieszaniu pipeta przenie$¢ z drugiej probowki potowe uzyskanej objgtosci do trzeciej
probowki.
5. Te same czynnosci powtarza¢ do konca szeregu.
UWAGA
Podane czynnosci najlepiej jest wykonywac pipetami automatycznymi. Jesli postuguje
sie pipetami pasteurowskimi i jednostkq miary jest wolno spadajqca kropla, pipete nalezy
trzymac zawsze w tej samej pozycji.
Metoda probowkowa
1. Przygotowac¢ odpowiednia liczbe szeregdw probowek. Liczba probéwek w szeregu jest
réwna liczbie w szeregu macierzystych rozcienczen.
2. Z kazdej proboéwki macierzystego szeregu rozcienczen, poczawszy od ostatniej przenie$¢ po
dwie krople.
3. Doda¢ do calego szeregu po kropli odpowiedniej 3 - 4% zawiesiny krwinek.
4. Inkubowa¢ w odpowiedniej temperaturze przez okreslony czas; temperatura i czas inkubacji
zaleza od swoistosci przeciwcial.
5. Odczyta¢ wyniki:
a) makroskopowo po delikatnym wstrzasnigciu probowki, ktoére mozna poprzedzié
krotkotrwatym wirowaniem
b) mikroskopowo pod matym powigkszeniem; kroplg przenies¢ na szkietko podstawowe i
sporzadzi¢ z niej podtuzny rozmaz.
UWAGA
W celu okreslenia miana przeciwciat w surowicy za pomocq PTA nalezy stosowac takie
proporcje surowicy i zawiesiny krwinek, jak podano w rozdziatach dotyczqcych testu
antyglobulinowego.
5.6. WYKRYWANIE SUBSTANCJI ABH W SLINIE
Badanie to przeprowadza si¢ m.in. w celu identyfikacji odmian antygenow uktadu ABO
Przygotowanie sliny do badan
1. Zebra¢ kilka mililitréw $liny do suchej probowki; u niemowlat nasaczy¢ $lina bibute
filtracyjna lub gazg i umiesci¢ w proboéwce zawierajacej kilka kropli roztworu NacCl.
2. Odwirowac 1 przenies¢ nadsacz do oddzielnej probowki.
3. Probéwke umiesci¢ w naczyniu z wrzaca woda 1 gotowac przez 10 min.
Jesli badania nie sa przeprowadzane w dniu pobrania $liny, nalezy ja przechowywac w
zamrozeniu.
Wykonanie badania
1. Ustali¢ rozcienczenie surowicy, odczynnika monoklonalnego lub lektyny, ktore beda
stosowane w badaniu; powinny one by¢ tak rozcienczone roztworem NaCl, aby nasilenie
aglutynacji wzorcowych krwinek wynosito 2+. Ustalajac rozcienczenie surowicy anty-A
nalezy stosowa¢ krwinki Aj; surowicy anty-B krwinki A;B; lektyny H krwinki grupy O.
2. Przygotowac rozcienczenia w roztworze NaCl 1:5, 1:20, 1:80, 1:320 badanej $liny oraz $liny
wydzielacza i niewydzielacza i umiesci¢ po 2 krople w szeregu probowek.
3. Do szeregdéw rozcienczen doda¢ jednakowa objetos¢ odczynnika anty-A lub anty-B albo
lektyny anty-H w uprzednio ustalonym rozcienczeniu.
4. W dodatkowej proboéwce umiesci¢ rozcienczony odczynnik i doda¢ jednakowa objetosé
roztworu NaCl.
5. Pozostawi¢ probowki na 30 min. w temperaturze pokojowej.
6. Do wszystkich probowek doda¢ po 2 krople 3% zawiesiny krwinek, tych samych, ktore
stuzyly do okreslenia rozcienczenia odczynnika.
7. Mieszaniny pozostawi¢ na 15 min. w temperaturze pokojowe;j.



8. Wyniki odczytywa¢ mikroskopowo.
UWAGA.
Interpretacje wynikow podano w Tabeli 1.
5.7. ODDZIELANIE DWOCH POPULACJI KRWINEK CZERWONYCH
Rozpoznanie dwoch populacji krwinek czerwonych rézniacych si¢ w antygenach
polega na wykryciu obecnosci aglutynatow na tle jednorodnej zawiesiny krwinek po kontakcie
z odpowiednimi przeciwcialami.
Przyklad dwoch populacji krwinek grupy ABi A
Anty-A Anty-B Anty-A+B

4+ duze aglutynaty na tle 4+
jednorodnej zawiesiny

W takim przypadku do rozdzielenia 2 populacji stosuje si¢ odczynnik anty-B

Post¢powanie

1. Przygotowac 25% zawiesing krwinek w roztworze NacCl.

2. W probdéwce o wymiarach 100 x 15 mm umiesci¢ 0,5 ml zawiesiny krwinek

3. Doda¢ do niej 4 objetosci odczynnika diagnostycznego, ktory w reakcji z tymi krwinkami
powodowat ich czg$ciowa aglutynacje.

4. Delikatnie odwirowac przez kilka sekund stosujac bardzo niskie obroty wirdwki.

. Zebra¢ gorng warstwe krwinek (aglutynaty opadly na dno) 1 przenies¢ do oddzielne;j

probowki.

. Wypetni¢ probéwke roztworem NaCl.

7. Powtarza¢ czynno$ci wymienione w pkt 4 - 6 do chwili uzyskania jednorodnej zawiesiny
krwinek (bez aglutynatow).

8. Do kropli jednorodnej zawiesiny doda¢ kroplg odczynnika zastosowanego do rozdziatu
krwinek, odwirowac i odczyta¢ wynik; brak aglutynacji $wiadczy o prawidlowym
oddzieleniu dwoch populacji.

UWAGA
Obecnos¢ aglutynatow wskazuje na koniecznos¢ powtorzenia catej procedury.
Uwolnienie krwinek z aglutynatow uzyskanych podczas rozdzialu dwéch populacji

W tej technice przeciwciala mechanicznie uwolnione z aglutynatow wiaza si¢ z

odpowiadajacym im antygenem zawartym w substancji grupowej lub $linie, a krwinki

przechodza do zawiesiny.

1. Doktadnie wyizolowane aglutynaty przemy¢ roztworem NaCl.

2. Do jednej objetosci aglutynatéw dodac 4 objetosci §liny odpowiedniego wydzielacza
rozcienczonej 1:2 surowica grupy AB.

3. Zawarto$¢ probowki energicznie wytrzasa¢ przez ok. 30 min.

4. Krwinki uwolnione od przeciwciat przemy¢ 3 - krotnie roztworem NaCl i skontrolowac
mikroskopowo jednorodno$¢ zawiesiny

5. Wykona¢ badania fenotypowe poréwnujac wyniki z wynikami badan nie zaglutynowane;j
populacji krwinek.

UWAGA.

Oddzielenia dwoch populacji krwinek mozna dokonac za pomocq odczynnikow
diagnostycznych z innych ukladow grupowych poza ABO, zawierajqcych przeciwciata
kompletne, np. anty-M, anty-P;.

5.8. METODA ODDZIELANIA KRWINEK PRZETOCZONYCH OD

AUTOLOGICZNYCH

Metoda ta nadaje si¢ do stosowania tylko w przypadkach, gdy od ostatniego przetoczenia

uplyneto ponad 3 dni.
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Postepowanie

1. Pobra¢ od chorego krew na EDTA .

2. Przemy¢ krwinki 3 - krotnie roztworem NaCl: podczas ostatniego przemycia zastosowac

wyzsze obroty wirowki w celu maksymalnego zaggszczenia krwinek.

. Doktadnie usuna¢ nadsacz nie uszkadzajac biatawego kozuszka ptytkowo-leukocytarnego.

. Gorng warstwe krwinek przenie$¢ do oddzielnej probowki i doktadnie wymieszac.

5. Wypehi¢ krwinkami 10 kapilar pozostawiajac wolne odcinki dtugosci 2 cm i zatopi¢ je nad
palnikiem lub uszczelni¢ plastelina.

6. Umiesci¢ kapilary w wirowce hematokrytowej i wirowaé przez 15 min.

7. Odcia¢ goérne czgsci kapilar, ktore zawieraja krwinki chorego, na wysokosci 3 - 5 mm
ponizej szczytu odwirowanej kolumny krwinek i przenies¢ je do oddzielnej probowki
wypetionej roztworem NaCl.

8. Za pomoca pipety pasteurowskiej uwolni¢ krwinki zawarte w odcigtych fragmentach kapilar
1 zawiesiny przenie$¢ do oddzielnej probowki.

9. Przemy¢ krwinki 3 - krotnie roztworem NacCl.

10. W ten sam sposob wyizolowac z dolnych czgsci kapilar mieszaning krwinek przetoczonych
1 krwinek chorego.

11. Przeprowadzi¢ jednoczesne badania fenotypowe krwinek z warstwy gornej i dolnej kapilar
i porowna¢ wyniki

UWAGA.

Metoda ta nie jest efektywna w przypadku zahamowania odnowy krwinek u

chorego (aplazja szpiku).

5.9. ADSORBCJA - ELUCJA PRZECIWCIAL

Adsorbcje 1 elucje wykonuje si¢ w celu:

a) identyfikacji obecnych w surowicy wieloswoistych alloprzeciwcial; w tych przypadkach
probki surowicy adsorbuje si¢ kilkoma rodzajami krwinek o odpowiednio dobranych
antygenach, a uzyskane eluaty bada si¢ z zestawem krwinek wzorcowych;

b)potwierdzenia rozpoznania odmian antygenow, przede wszystkim A, B 1 D; w tych
przypadkach odczynniki diagnostyczne adsorbuje si¢ badanymi krwinkami, a eluaty bada
si¢ za pomoca wzorcowych krwinek zawierajacych odpowiedni antygen.

Elucje przeciwcial wykonuje si¢ rowniez w celu ustalenia swoistosci przeciwciat
zwiazanych z krwinkami in vivo, a mianowicie:

a) w hemolitycznych odczynach poprzetoczeniowych;

b) u chorych z niedokrwisto$cia autoimmunohemolityczna;

¢) unoworodkéw z choroba hemolityczna.

W przypadkach b) i ¢) eluat moze stuzy¢ do dobrania krwi do przetoczenia.

5.9.1. Adsorbcja przeciwcial
Zasady wykonywania adsorbcji

1 Przemy¢ krwinki 4-krotnie roztworem NaCl.

2 Do osadu krwinek doda¢ badana surowice lub odczynnik zawierajacy przeciwciala w
stosunku jedna objgtos¢ krwinek na dwie objgtosci surowicy, lub odczynnika.

3 Mieszaning inkubowa¢ w temperaturze optymalnej dla reakcji obecnych przeciwciat przez
1-2 godziny, od czasu do czasu wstrzasajac zawartoscia probowki.

4 Odwirowaé w tej samej temperaturze.

5 Odciagna¢ surowicg do oddzielnej probowki w celu wykonania badan poréwnawczych nad
zawartoscia przeciwciat przed i po absorbcji krwinkami.

6 Z krwinek uzytych do adsorbcji sporzadzi¢ eluat i zbadac¢ jego swoistos¢.

UWAGA.

W



Jezeli przeciwciala zawarte w surowicy sq stabo aktywne, nalezy zwigkszy¢ objetos¢ surowicy
w stosunku do krwinek uzytych do absorbcji (np. 4 objetosci surowicy i jedna objetosé
krwinek).

5.9.2. Techniki elucji przeciwcial

Zasady ogolne

Przemy¢ krwinki uczulone przeciwcialami co najmniej 4-krotnie duza objgtoscia roztworu
NaCl; do krwinek uczulonych przeciwciatami typu zimnego stosuje si¢ roztwdr ozigbiony do
0°C. Krwinki uczulone przeciwciatami typu cieplego przemywa si¢ roztworem NaCl o
temperaturze pokojowej. Tulejki wirownicze wypelnia si¢ woda o tej samej temperaturze co
roztwor NaCl. Jezeli elucj¢ poprzedza adsorbcja przeciwcial, konieczne jest zachowanie
nadsaczu po ostatnim przemyciu krwinek i badanie go jednoczes$nie z eluatem. Stanowi to
kontrolg¢ prawidtowego przemycia krwinek. Eluaty, niezaleznie od metody ich przygotowania,
nalezy bada¢ natychmiast po sporzadzeniu albo przechowywa¢ w stanie zamrozenia do chwili
badania.

5.9.2.1. Metoda cieplna
Metodg te stosuje si¢ gtownie do elucji przeciwciat klasy IgM uktadu ABO.

1. Rozdzieli¢ osad przemytych krwinek do kilku probowek w ilo$ciach nie przekraczajacych
10 kropli.

2. Doda¢ jednakowa, objetos¢ roztworu NaCl, a w przypadku przeciwciat nickompletnych
surowice grupy AB.

3. Umiesci¢ proboéwki w tazni wodnej o temp. 56°C na 10-15 min. (nie dtuzej), stale delikatnie
wstrzasajac ich zawartos$¢.

4. Odwirowaé w plaszczu wodnym o temp. 56°C w ciagu 1-3 min.

5. Natychmiast oddzieli¢ ptyn od osadu krwinek.

UWAGI

A. Jezeli krwinki byly uczulone stabo aktywnymi przeciwciatami mozna dodaé mniejszq
objetosc roztworu NaCl lub surowicy grupy AB (np. 7> objetosci).

B. Uzyskany eluat ma czerwone zabarwienie w zwiqzku z nieuniknionq hemolizq, co utrudnia
badanie go mikrometodq kolumnowaq.

5.9.2.2. Metoda eterowo - cieplna
Metodg tg stosuje si¢ glownie do elucji przeciwciat klasy IgG. Dzigki niej uzyskuje sig eluat

wzbogacony w przeciwciata uwalniajace si¢ ze zr¢boéw krwinkowych.

1. Do osadu przemytych krwinek doda¢ jedna objgtos¢ roztworu NaCI i 1,5 objgtosci eteru

etylowego; probowke szczelnie zakorkowac.

Energicznie wytrzasa¢ zawarto$¢ probowki przez 2-5 min.

Wirowac¢ przez 10 min przy 607 x g uzyskujac podziat na 3 warstwy.

Po odwirowaniu odrzuci¢ warstwe gorna, eterowa.

Probowke, zawierajaca warstwe Srodkowa ze zrgbami krwinkowymi i1 warstweg dolna

zawierajaca przeciwciala, umiesci¢ w celu odparowania eteru na ok. 5 min. w tazni wodnej

o temp. 56°C 1 stale miesza¢ bagietka, uwazajac, aby resztki eteru nie spowodowaty wylania

zawarto$ci probowki.

6. Po odparowaniu eteru odwirowa¢ w ptaszczu wodnym o temp. 56°C w ciagu 5 min. przy
607 x g. 1 natychmiast oddzieli¢ ptyn od osadu, uwazajac, aby nie wciagna¢ do pipety
zrebow krwinkowych.

5.9.2.3. Metoda z zastosowaniem kwasnej glicyny i EDTA
Metodg tg stosuje si¢ do elucji przeciwciat klasy IgG. Jej zaleta jest uzyskiwanie

bezbarwnego eluatu, ktoéry nadaje si¢ rowniez do badan mikrometoda, kolumnowa.
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Krwinki uczulone przeciwciatami przemy¢ 6-krotnie roztworem NaCl.
Do 10 kropli osadu krwinek doda¢ przygotowane uprzednio odczynniki.:
20 kropli buforu 0,1 mol/litr glicyny,
5 kropli 10% EDTA - Na,.
Po doktadnym wymieszaniu pozostawi¢ w temperaturze pokojowej na 2 min.
4 Doda¢ 3 krople 1 mol/litr TRIS - NaCl, wymiesza¢ i odwirowa¢ przez minutg przy 2500
obr./min.
5 Klarowny nadsacz - eluat przenie$¢ do oddzielnej probowki.
6 Stosujac papierek lakmusowy sprawdzi¢ pH eluatu 1 doprowadzi¢ przy pomocy TRIS -
NaCI do 7,0 - 7,4.
5.10. ROZKLAD AUTOPRZECIWCIAL W CELU UWOLNIENIA DETERMINANT
ANTYGENOWYCH NA KRWINKACH CZERWONYCH
Usunigcie autoprzeciwciat w celu okreslenia fenotypu krwinek czerwonych jest konieczne,
gdy w badaniach stosuje si¢ surowice ludzkie. Natomiast stosujac odczynniki monoklonalne
mozna okres§li¢ fenotyp bez usuwania autoprzeciwciat. Wyjatek stanowia bardzo rzadko
spotykane autoprzeciwciala o okreslonej swoistosci. Wowczas uwolnienie krwinek od
autoprzeciwciat staje si¢ konieczne.
5.10.1. Metoda z zastosowaniem fosforanu chlorochiny
Chlorochina usuwa catkowicie przeciwciala klasy IgG z powierzchni krwinek pozostawiajac
sktadniki C3 komplementu zaabsorbowanego in vivo. Odczynnik ten nie niszczy antygenow z
uktadu ABO, MNS, li, Kell, Dufty, Kidd, Gerbich oraz LW, natomiast ostabia ekspresj¢
antygenéw z uktadu Rh. Pod wptywem chlorochiny ulegaja zniszczeniu antygeny z uktadu
Lewis.

N —
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1. Z krwi pobranej na EDTA przygotowa¢ osad krwinek przemytych uprzednio 4 razy
roztworem NaCl.

2. Do 4 objetosci roztworu fosforanu chlorochiny (3.3.10.) doda¢ jedna objetos¢ osadu
krwinek.

3. Mieszaning inkubowaé w temp. 37°C przez 30-60 min wstrzasajac kilkakrotnie zawartos¢
probowki.

4. Przemy¢ krwinki 4-krotnie roztworem NaCl.

5. Sprawdzi¢ skuteczno$¢ dziatania chlorochiny za pomoca BTA.

UWAGA.

Ujemny wynik BTA upowaznia do wykonania badan fenotypowych.

5.10.2. Metoda z zastosowaniem kwasnej glicyny i EDTA

Zastosowanie kwasnego s$rodowiska powoduje catkowite oderwanie czasteczek IgG z
powierzchni krwinek. Jest to metoda szybka, bardzo wygodna i z powodzeniem zast¢puje
wczesniej stosowang technik¢ z uzyciem odczynnika MEP. Metoda ta nie wptywa na zmiang
ekspresji antygenow roznych ukladow grupowych, z wyjatkiem antygendéw uktadu Kell,
ktorych ekspresja ulega znacznemu ostabieniu. Antygeny tego uktadu mozna jednak wykry¢
stosujac mikrometod¢ kolumnowa w zelu.

1. Przemy¢ jedna krople gestych krwinek 3-krotnie roztworem NaCl.

2. Do 20 kropli roztworu kwasnej glicyny doda¢ 5 kropli EDTA .

3. 25 kropli tej mieszaniny doda¢ do osadu krwinek 1 pozostawi¢ w temperaturze pokojowej na

1-2 min.

4. Dodac¢ 3 krople 1 mol/litr TRIS - NaCI i odwirowac.

. Sprawdzi¢ pH nadsaczu papierkiem lakmusowym i doprowadzi¢ do pH 7,0-7,4 za pomoca,
TRIS - NaCl, przy czym po dodaniu kazdej kropli nalezy wymiesza¢ zawarto$¢ probowki,
odwirowac¢ i sprawdzi¢ pH.
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6. Usuna¢ nadsacz i przemy¢ krwinki 4-krotnie roztworem NaCl.
7. Wykona¢ BTA.
UWAGA.

Ujemny wynik BTA swiadczy o catkowitym uwolnieniu krwinek z przeciwcial i wskazuje,
Ze nadajq sie one do badan fenotypowych. Jesli wynik BTA jest dodatni, krwinki nalezy
potraktowac jeszcze raz mieszaning kwasnej glicyny i EDTA i powtorzy¢ catq procedure.

5.11. ADSORBCJA AUTOPRZECIWCIAL Z SUROWICY

Adsorbcje autoprzeciwciat wykonuje si¢ u chorych z NAIH w celu stwierdzenia czy w
surowicy oprocz autoprzeciwcial sa obecne rowniez alloprzeciwciala odpornosciowe, ktdrych
wykrycie jest bardzo istotne podczas dobierania krwi do przetoczenia. Do adsorbowania
autoprzeciwcial mozna zastosowa¢ krwinki autologiczne — autoadsorbcja lub odpowiednio
dobrane krwinki allogeniczne — alloadsorbcja, nazywana réwniez adsorpcja roznicowa.
Zastosowanie autoadsorbcji lub alloadsorbcji zalezy od tego, czy choremu przetaczano krew w
okresie 3 miesigcy poprzedzajacych aktualne badanie. Jesli choremu przetaczano krew w tym
okresie, autoadsorbcja moze by¢ zawodna, poniewaz krwinki chorego sa wowczas mieszaning
wlasnych krwinek oraz krwinek przetoczonych, ktore in vitro moga adsorbowac
alloprzeciwciata. Do wyadsorbowania autoprzeciwcial nalezy wowczas zastosowac
alloadsorpcje.

5.11.1. Autoadsorbcja

Autoadsorbcje¢ przeprowadza si¢ najczgsciej za pomoca autologicznych krwinek
uwolnionych z optaszczajacych je autoprzeciwcial. Jezeli autoprzeciwciala reaguja mocniej w
tescie enzymatycznym niz antyglobulinowym do autoadsorbcji stosuje si¢ krwinki traktowane
kwasna glicyna i EDTA a nastgpnie odczynnikiem papainy lub krwinki traktowane
odczynnikiem MEP. Jesli autoprzeciwciata reaguja mocniej w tescie antyglobulinowym niz
enzymatycznym autoadsorbcje wykonuje si¢ krwinkami traktowanymi roztworem fosforanu
chlorochiny lub krwinkami w $srodowisku PEG.
5.11.1.1. Metoda autoadsorbcji z zastosowaniem krwinek traktowanych kwasng glicyng i
EDTA i odczynnikiem papainy.
Przygotowanie krwinek do autoadsorbcji
Przemy¢ krwinki 3-krotnie roztworem NaCl.
W 2 probdéwkach umiesci¢ po 10 kropli osadu krwinek.
Do 40 kropli roztworu kwasnej glicyny doda¢ 10 kropli EDTA.
Do obu probowek doda¢ po 25 kropli przygotowanego odczynnika.
Probowki pozostawi¢ w temperaturze pokojowej na jedna minut¢ (nie dluzej niz na 1,5
min).
Dodac¢ po 3 krople TRIS - NaCI w celu zobojg¢tnienia mieszaniny.
Probowki odwirowaé i sprawdzi¢ pH nadsaczu doprowadzajac go do pH 7,4 za pomoca
dodatkowych kropli TRIS - NaClI.
8. Krwinki przemy¢ 3-krotnie roztworem NaCl
9. Odczynnik papainowy rozcienczy¢ w stosunku jedna objgtos¢ odczynnika 1 9 objgtosci

roztworu NaCl.
10.Do osadéw przemytych krwinek doda¢ po 20 kropli rozcienczonego odczynnika
papainowego.

11.Inkubowaé w temp. 37°C przez 10-15 min.
12.Przemy¢ krwinki 4-krotnie roztworem NaCl.
UWAGA.
Osad krwinek w jednej probowce stuzy do wykonania jednej autoadsorbcji. Drugq probowke
nalezy przechowaé¢ w lodéwce (2 — 6° C) i wykorzystaé¢ krwinki do kontroli surowicy po
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autoadsorbcji, a w przypadku gdyby jednorazowa autoadsorbcja okazala sie nieskuteczna, do
wykonania nastepnej adsorbcji.

Autoadsorbcja

1 Do osadu krwinek doda¢ 10 kropli badanej surowicy, wymieszac.
2 Probowke z zawarto$cia umiesci¢ w temp. 37°C na 30 min. od czasu do czasu wstrzasajac w
celu ulatwienia kontaktu autoprzeciwcial z determinantami antygenowymi na krwinkach.
3 Odwirowac i przenie$¢ nadsacz do oddzielnej probowki.
Kontrola autoadsorbcji
Surowicg poddana autoabsorbcji skontrolowa¢ z krwinkami pobranymi z osadu krwinek
pozostawionych w drugiej probéwce technika bezposredniej aglutynacji w roztworze NaClI lub
mikrometoda kolumnowa Brak aglutynacji $§wiadczy o udanej autoabsorpcji. Obecnosé
aglutynacji wskazuje na konieczno$¢ przeprowadzenia ponownej autoabsorbcji.

UWAGA.

Jezeli trzeba usunq¢ z surowicy autoprzeciwciata do antygenow niszczonych przez odczynnik
papainowy, nalezy pomingc¢ etap papainowania krwinek przygotowywanych do autoabsorbcji.
Mozna wowczas przedtuzy¢ czas inkubacji surowicy z krwinkami.

5.11.1.2. Metoda autoadsorbcji z zastosowaniem krwinek traktowanych odczynnikiem
MEP

1. Przygotowac okoto 2 ml gestych krwinek chorego.

2. Dodac¢ 2 objetosci odczynnika MEP (str...) 1 inkubowa¢ w temp. 37°C przez 20 min.

3. Przemy¢ krwinki 4 razy duza objetoscia roztworu NaCl.

4. Sprawdzi¢ testem antyglobulinowym, czy autoprzeciwciata zostaty usunigte.

5. Jesli otrzymano dodatni wynik testu antyglobulinowego, przeprowadzi¢ jeszcze raz
inkubacj¢ krwinek z odczynnikiem MEP.

6. Do czgsci osadu krwinek pozbawionych autoprzeciwciat (np. do 20 kropli) doda¢ taka sama

objetos¢ autologicznej surowicy i inkubowac przez 60 min w temp. 37°C.

7. Odwirowac i przenies$¢ surowicg znad osadu krwinek do oddzielnej probdwki.

8. Skontrolowaé¢ wynik autoadsorbcji testem antyglobulinowym dodajac do adsorbowanej
surowicy krwinki autologiczne uprzednio traktowane odczynnikiem MEP.

UWAGI

A. Ujemny wynik testu antyglobulinowego z autologicznymi krwinkami pozbawionymi
autoprzeciwcial wskazuje, Ze surowica nadaje si¢ do poszukiwania w niej alloprzeciwciat.

B. Dodatni wynik testu antyglobulinowego swiadczy o koniecznosci wykonania ponownej

autoadsorbcji.

C. Odczynnik MEP niszczy determinanty antygenow uktadu Kell, MNS i Gerbich, ostabia

ekspresje antygenow LW i Duffy, wzmacnia ekspresje antygenow uktadu Rh, Kidd, P, li oraz

Lewis.

5.11.1.3. Metoda autoadsorbcji w Srodowisku 20% PEG

Oprécz wymienionych metod, mozna stosowa¢ adsorbowanie autoprzeciwciat krwinkami

natywnymi (nie poddawanymi elucji autoprzeciwcial i dzialaniu enzyméw) z dodatkiem 20 %

PEG, ktéry wzmacnia reakcj¢ przeciwciato - antygen. Jest to metoda polecana szczegdlnie w

przypadkach, w ktorych aktywnos$¢ autoprzeciwcial w surowicy jest wyzsza w testach

antyglobulinowych niz w testach enzymatycznych.

Adsorbcja

1. Przygotowac okoto 2 ml gestych, uprzednio przemytych krwinek chorego.

2. Zmiesza¢ rowne objetosci (np. po 25 kropli): krwinek, surowicy 1 PEG.

3. Mieszanine inkubowaé 15 minut w 37°C.

4. Odwirowac i przenies¢ nadsacz zawierajacy surowicg oraz PEG do oddzielnej probowki.



Kontrola skutecznos$ci autoadsorbcji

1. W tym celu nalezy uzy¢ krwinek chorego z ktoérych usunigto autoprzeciwciata przy
zastosowaniu metody z uzyciem kwasnej glicyny (5.10.2).

2. Badanie nalezy wykona¢ w tescie antyglobulinowym stosujac nastgpujace proporcje: 4
krople surowicy (w ktorej jest juz PEG) 1 1 kropla 3-5% krwinek autologicznych z
usunig¢tymi autoprzeciwciatami.

3. Inkubowa¢ 15 minut w 37°C.

4. Przemy¢ krwinki 4 krotnie.

5. Zbada¢ z surowica antyglobulinowa anty-IgG.

Wynik ujemny wskazuje, ze autoprzeciwciala zostaly wyadsorbowane.

Wynik dodatni wskazuje na koniecznos$¢ przeprowadzenia ponownej autoadsorbcji.
Kolejna autoadsorbcje wykonuje si¢ mieszajac jednakowa objetos¢ surowicy z nowa porcja
autologicznych krwinek, nie dodajac juz PEG.

Wolna od autoprzeciwcial surowicg bada si¢ z krwinkami wzorcowymi w celu wykrycia
alloprzeciwcial.

Badanie nalezy wykonaé¢ w tescie antyglobulinowym: 4 krople surowicy (w ktorej jest juz
PEQG) 1 1 kropla 3-5% zawiesiny krwinek wzorcowych. Nastepne etapy jak powyzej od punktu
3

5.11.2. Alloadsorbcja

Do wykonania tego typu adsorbcji nalezy dobra¢ krwinki wzorcowe tak, aby byly

zréznicowane migdzy soba okreslonymi fenotypami. Pomocna jest w tym znajomos$¢ fenotypu

krwinek chorego w uktadzie Rh, Kidd, antygenéw K, M i S oraz, jesli to mozliwe, réwniez

antygenow Duffy oraz s, poniewaz pozwala to na wybranie mniejszej liczby rodzajow krwinek

wzorcowych do adsorbowania. Najczesciej alloadsorbcje wykonuje si¢ z 2-3 rodzajami

krwinek homozygotycznych w kazdym wymienionym ukladzie. Adsorbcje wykonuje sig

oddzielnie z kazdym rodzajem krwinek. Przyktad dobrania zestawu krwinek do adsorpcji dla

chorego o fenotypie DCCee K-: 1. DCCee kk MM ss Jk(a-b+) Fy(at+b-), 2. DCCee kk NN SS

Jk(a+b-) Fy(a-b+). Jezeli aktywnos$¢ autoprzeciwcial jest wyzsza w tescie enzymatycznym niz

w tescie antyglobulinowym, alloadsorbcje wykonuje si¢ z krwinkami traktowanymi papaina.

Natomiast jezeli autoprzeciwciata wykazuja wyzsza aktywnos$¢ w tescie antyglobulinowym niz

w enzymatycznym alloadsorbcj¢ wykonuje si¢ w srodowisku PEG.

15.11.2.1 Alloadsorbcja autoprzeciwcial w Srodowisku 20% PEG

Adsorbcja

1. Przygotowac po ok. 2ml gestych krwinek przeznaczonych do adsorbcji, uprzednio
przemytych w roztworze NaCl.

2. W oddzielnych probowkach zmiesza¢ jednakowa objetos¢: surowicy, gestych krwinek

jednego rodzaju oraz 20% PEG.

Mieszaning inkubowac 15 minut w 37°C.

4. Odwirowa¢ 1 przenies¢ nadsacze zawierajace surowicg oraz PEG do oddzielnych
probowek.

Kontrola skutecznos$ci alloadsorbcji

. W tym celu nalezy uzy¢ krwinek chorego z ktorych usunigto autoprzeciwciala za pomoca
kwasnej glicyny (5.10.2).

2. Badanie nalezy wykona¢ w teScie antyglobulinowym stosujac nastgpujace proporcje: 4
krople surowicy (jest juz z PEG) i 1 kropla 3-5% zawiesiny krwinek autologicznych z
usuni¢tymi autoprzeciwciatami.

. Inkubowa¢ 15 minut w 37°C.

. Przemy¢ krwinki 4 krotnie.
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5. Zbada¢ z surowica antyglobulinowa anty-IgG.

Wynik ujemny wskazuje, ze autoprzeciwciala zostaly wyadsorbowane.

Wynik dodatni wskazuje na koniecznos$¢ przeprowadzenia ponownej alloadsorbcji.

Kolejna alloadsorbcj¢ wykonuje si¢ mieszajac jednakowa objeto$¢ surowicy oraz nowa porcje
krwinek (kazdego rodzaju oddzielnie), nie dodajac juz PEG.

Wolna od autoprzeciwcial surowicg bada si¢ z krwinkami wzorcowymi w celu wykrycia
alloprzeciwcial.

Badanie nalezy wykonaé¢ w tescie antyglobulinowym: 4 krople surowicy (w ktorej jest juz
PEQG) 1 1 kropla 3-5% zawiesiny krwinek wzorcowych w NaCl. Nastepne etapy jak w punktach
3-5.

15.11.2.2 Alloadsorbcja autoprzeciwcial krwinkami papainowanymi

Adsorbcja

1. Przygotowac ok. 2ml ggstych krwinek przeznaczonych do adsorpcji, uprzednio przemytych
w roztworze NaClL.

2. Krwinki wypapainowac¢ (zgodnie z 5.1.3)

3. W oddzielnych probowkach zmiesza¢ jednakowa objetos$¢ surowicy i gestych
papainowanych krwinek jednego rodzaju.
4. Mieszaning inkubowa¢ 30 minut w 37° C.
5. Odwirowac i przenies¢ surowice do oddzielnych probowek.
Kontrola skutecznosci autoadsorbcji
1. W tym celu nalezy uzy¢ krwinek chorego z ktdrych usunigto autoprzeciwciata za pomoca
kwasnej glicyny (5.10.2) raz przemytych w roztworze LISS.
2. Badanie nalezy wykona¢ w tescie antyglobulinowym LISS: 2 krople surowicy i 2 krople 2-
3% zawiesiny krwinek autologicznych w roztworze LISS.
3. Inkubowa¢ 20 minut w 37°C.
4. Przemy¢ 4 krotnie.
5. Zbada¢ z surowicg antyglobulinowa wieloswoista.
Wynik ujemny wskazuje, ze autoprzeciwciata zostaty wyadsorbowane.
Wynik dodatni wskazuje na koniecznos$¢ przeprowadzenia ponownej alloadsorbcji. Kolejna
alloadsorbcj¢ wykonuje si¢ mieszajac jednakowa objgto$¢ surowicy oraz nowa porcja krwinek
papainowanych (kazdego rodzaju oddzielnie)
Wolna od autoprzeciwciat surowicg bada si¢ z krwinkami wzorcowymi w PTA LISS w celu
wykrycia alloprzeciwciat.
UWAGA
Bardzo wazna jest wnikliwa analiza wynikow reakcji surowicy po alloadsorbcji z
krwinkami wzorcowymi. Nalezy mie¢ swiadomos¢, zZe allogeniczne krwinki adsorbujq nie tylko
autoprzeciwciata z surowicy chorego, ale mogq rowniez adsorbowac alloprzeciwciata. Dlatego
tez reakcje surowicy po adsorbcji jednym rodzajem krwinek mogq by¢ inne niz reakcje
surowicy adsorbowanej krwinkami o innym fenotypie.
5.12. ROZNICOWANIE PRZECIWCIAL IgG I IgM PRZY UZYCIU
2- MERKAPTOETANOLU (2ME)

Traktowanie surowicy 2ME powoduje rozktad i utrate aktywnosci serologicznej przeciwciat
klasy IgM.

1. Doda¢ do badanej surowicy jednakowa objgtos¢ 0,1 mol/I 2ME w buforze fosforanowym o
pH 7,4.
2. Mieszaning umiesci¢ na 2 godziny w temp. 37°C.



3. Wykona¢ badania z krwinkami wzorcowymi w testach, w ktérych wykrywano przeciwciata;
wynik dodatni $wiadczy o obecnosci przeciwcial IgG, ujemny wskazuje na obecnosé
przeciwcial IgM.

UWAGA

2ME mozna zastqpi¢ bezwonnymi preparatami redukujqcymi: dwutioerytrytolem (DTE) lub

dwutiotrytolem (DTT).

5.13. WYKRYWANIE DEFEKTU W BLONIE KRWINEK CZERWONYCH PRZY
POMOCY POLIBRENU

Metoda ta umozliwia wykrywanie defektu zwiazanego z niedoborem kwasu sjalowego
przekraczajacym 5-7% prawidlowej warto$ci. Normalne krwinki czerwone, ktore sa
natadowane ujemnie ulegaja agregacji w srodowisku natadowanego dodatnio wysoko
czasteczkowego polimeru. Krwinki ze znacznie zmniejszonym tadunkiem ujemnym z powodu
niedoboru kwasu sjalowego zawieszone w tym srodowisku, odpychaja si¢ wzajemnie i
pozostaja niezlepione.

Przygotowanie krwinek
1. Wypapainowa¢ prawidlowe krwinki kontrolne stosujac czas kontaktu z enzymem dtuzszy o
ok. 5 min. w poréwnaniu do czasu stosowanego w przygotowaniu krwinek do badania
przeciwcial.
2. Przygotowaé 25% zawiesiny krwinek kontrolnych zwyktych 1 papainowanych oraz
badanych w roztworze NaCl zbuforowanym do pH 7,0.
Wykonanie badania
1 Do 3 probowek doda¢ po 1 ml 1 % roztworu polibrenu i do kazdej z nich po 5 kropli
odpowiedniej zawiesiny krwinek, doktadnie wymieszac.
2 Natychmiast przenie$¢ zawarto$¢ probowek do 3 pipet o pojemnosci 1 ml albo do rurek
Westergrena i ustawic je w pozycji pionowej.
3 Po 5 minutach odczytaé¢ wynik po raz pierwszy, a po 20 minutach po raz drugi
Interpretacja wynikow
Poréwnuje si¢ zachowanie krwinek badanych i kontrolnych. Jesli krwinki badane zachowuja
si¢ tak jak zwykle kontrolne, to znaczy opadaja w dot, nie ma dowodu na deficyt kwasu
sjalowego powyzej 5-7%. Na deficyt kwasu sjalowego wskazuje pozostawanie krwinek
badanych w zawiesinie, podobnie jak krwinek kontrolnych papainowanych.

5.14. MIKROMETODY KOLUMNOWE

Mikrometody kolumnowe znalazty uznanie w pracowniach centrum oraz w pracowniach

wigkszych szpitali. Zalety testow kolumnowych:

1.Zastgpuja prawie wszystkie testy wykonywane technikami szkietkowymi 1 probowkowymi.

2. Sa proste, bezpieczne i wygodne w stosowaniu.

. Przyczyniaja si¢ do oszczgdnosci odczynnikow diagnostycznych.

. Umozliwiaja szybkie wykonanie wielu badan z niewielkich prébek krwi.

. Sa bardzo czule i pozwalaja na wykrycie nawet bardzo stabo reagujacych przeciwciat.

. Eliminuja wiele reakcji nieswoistych, jak na przyktad rulonizacje.

. W tescie antyglobulinowym, nie wymagaja etapu przemywania krwinek po ich inkubacji z

surowica, co zapobiega najczesciej spotykanym bigdom.

8. Wyniki badan mozna odczytywac po dluzszym czasie.

UWAGI

A. Zastosowane Zele lub kuleczki szklane wypetniajqce mikroprobowki, posiadajq zdolnos¢
doktadnego izolowania krwinek z otaczajqcego je srodowiska. Zatrzymujq one surowice
wraz z nadmiarem nie wykorzystanych w reakcji przeciwciat i innych globulin, co ma
szczegolne znaczenie w tescie antyglobulinowym.
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B. Zastosowanie testow kolumnowych do badan przed przetoczeniem krwi, przyspiesza
znacznie jej dobranie dla chorego i zwigksza bezpieczenstwo transfuzji.

C. Duza czutos¢ testow powoduje rownoczesnie zwiekszonq wykrywalnos¢ przeciwcial typu
zimnego, nie istotnych klinicznie. W takich przypadkach w przebiegu catego badania nalezy
stosowac temperature 37°C.

5.15. AUTOMATY I POLAUTOMATY STOSOWANE W BADANIACH

SEROLOGICZNYCH

Urzadzenia te znajduja zastosowanie szczegdlnie w pracowniach centrum,
wykonujacych badania grup krwi duzej liczby probek krwiodawcow rowniez z oddziatow
terenowych. Badania przeprowadza si¢ w mikroprobowkach uzywanych w testach
kolumnowych albo na mikroptytkach. Dzigki odpowiednim zabezpieczeniom i funkcjonalnym
rozwigzaniom wykluczaja one zamiang probek krwi i ograniczaja mozliwos$¢ popehienia
btedow. Reakcje serologiczne oraz wyniki badan sa uwidaczniane na ekranie monitora.
Wydruki wykonanych badan wraz z ich wynikami winny by¢ przechowywane w segregatorach.
Zbyteczne sa zatem ksiazki serologiczne zawierajace rgczne protokdty badan. Reakcje
serologiczne zachodzace w mikroprobowkach lub na plytkach mozna bezposrednio
odczytywac 1 poréwna¢ z danymi na monitorze lub wydruku. Aparatura umozliwia ponadto
archiwizowanie wszystkich protokotow reakcji serologicznych 1 wynikow, dzigki czemu
mozna zawsze do nich wréci¢ i wykona¢ ponowne wydruki.

Producent sprzgtu automatycznego powinien zapewni¢ bezposrednia transmisje
wynikéw badan dawcow do ogoélnego programu komputerowego. Program ten uwidacznia
techniki wykonanych badan oraz zawiera informacj¢ dotyczaca numeracji plytek na ktérych
byty umieszczone poszczegdlne probki, co utatwia szybkie ich odszukanie.

Poza rutynowymi badaniami grup krwi urzadzenia automatyczne umozliwiaja
wykrywanie alloprzeciwciat odpornosciowych oraz przeprowadzanie badan fenotypowych
krwinek czerwonych, w ktorych zuzywa si¢ bardzo niewielkie ilosci odczynnikow
diagnostycznych.

Automatyzacja i1 informatyzacja badan serologicznych moze zapobiegaé wystapieniu

btedoéw zwiazanych z:

- zarejestrowaniem zlecenia;

- identyfikacja probki badanej;

- wyborem odczynnika;

- wykonaniem samego badania;

- wpisywaniem danych;

- interpretacja;

- odczytem wynikow.

Zagwarantowanie identyfikacji

Aby zagwarantowa¢ niezawodna identyfikacj¢ wszystkich elementéw bioracych udziat w

badaniu serologicznym wykonywanym automatycznie, nast¢pujace dane operacyjne musza by¢

archiwizowane, dostgpne i mozliwe do sprawdzenia:

- data badania;

- dane osoby zlecajacej i odczytujacej;

- dane operatora;

- odczynniki: rodzaje , numery serii;

- wyniki badan reaktywnosci kazdego odczynnika;

- uwagi na temat ewentualnej korekty manualnej wynikow;

- zinterpretowane wyniki badania;

- postgpowanie z alarmami funkcjonowania systemu automatycznego.

Walidacja aparatu do badan automatycznych



Automaty przed ich dopuszczeniem do uzytku musza zosta¢ zwalidowane. Procedura ta polega
na rownoleglym przeprowadzaniu badan metoda reczna 1 automatyczng przez pewien okres
czasu, wystarczajacego do oceny prawidlowosci dziatania automatu. Walidacji aparatu nalezy
dokonywac¢ po kazdej jego awarii i po kazdej kontroli techniczne;.
Raz w tygodniu nalezy przeprowadza¢ kalibracje automatycznego czytnika zgodnie z
instrukcja producenta.

Walidacja odczynnikéw stosowanych w badaniach automatycznych
Kazda nowa seri¢ odczynnikow diagnostycznych i rozcienczalnikéw (diluentéw) nalezy
walidowa¢ wykonujac jednoczesne badania co najmniej 5 probek krwi z nowa i poprzednio
uzywang serig odczynnikow.

Codzienna kontrola badan automatycznych
Kontrola polega na sprawdzeniu aktywnos$ci i swoistosci odczynnikow stosowanych w danym
dniu. Najczesciej do kontroli grup krwi ABO 1 antygenu D stosuje si¢ krwinki grupy AB Rh+ 1
O Rh-. W kontroli wiarygodno$ci testu antyglobulinowego w badaniach przeciwciat
odpornosciowych nalezy stosowa¢ Standard anty-D. Nasilenie reakcji ze Standardem nie
powinno by¢ wyzsze niz ++. Jesli jest wyzsze, Standard nalezy odpowiednio rozcienczy¢.
Wydruk wynikow badan kontrolnych powinien by¢ opatrzony adnotacja (stemplem):
»Zestaw skontrolowany w dniu...nadaje si¢ do badan” oraz podpisem wraz z pieczatka osoby
wykonujacej badanie.
Jesli metoda nie jest catkowicie zautomatyzowana i wyniki nie sa automatycznie przekazywane
do centralnego komputera, obowiazuje dwukrotne wizualne sprawdzanie zaréwno probek krwi
poddanych badaniom, jak i1 uzyskanych wynikéw na ptytkach lub kartach. W badaniach grup
krwi biorcéw nie mozna zrezygnowa¢ z wizualnej kontroli, jesli automatyczny czytnik nie
rejestruje 1 nie interpretuje obecnosci dwoch populacji krwinek.
6. BADANIA ANTYGENOW 1 PRZECIWCIAL UKLADOW GRUPOWYCH
KRWINEK CZERWONYCH

Przed przystapieniem do badan nalezy odczynniki i krwinki wzorcowe doprowadzi¢ do
temperatury pokojowe;.

6.1. BADANIE GRUP KRWI UKLADU ABO

Grupg krwi ABO okresla si¢ na podstawie obecnosci lub braku aglutynacji krwinek
badanych z odczynnikami diagnostycznymi oraz obecnosci lub braku aglutynacji krwinek
wzorcowych A; i B pod wplywem surowicy badanej. Krwinki wzorcowe grupy O stanowia
kontrolg, a ich aglutynacja po kontakcie z badang surowica §wiadczy o obecnos$ci
nieregularnych przeciwcial. W przypadku braku reaktywnosci krwinek badanych z
odczynnikami diagnostycznymi, stwierdzenie w surowicy przeciwciat anty-H za pomoca
krwinek grupy O, utatwia rozpoznanie fenotypu Bombay.

6.1.1. Zestaw odczynnikow diagnostycznych i krwinek wzorcowych
Odczynniki:
W badaniach grup krwi stosowany jest zestaw odczynnikow diagnostycznych zawierajacy:
a) odczynniki monoklonalne anty-A 1 anty-B,
b) odczynniki monoklonalne anty-A i anty-B z innych klonow.
Krwinki wzorcowe: Zawiesiny krwinek grupy krwi O, A; 1 B (5 - 10%) w roztworze
0,15M NaCl, przemyte uprzednio w tym roztworze.
UWAGI
A. Krwinki wzorcowe mozna sporzqdzi¢ z krwi badanej poprzedniego dnia lub z krwi
specjalnie do tego celu pobranej.
B. Krwinki A; wybiera sie sposrod krwi grupy A za pomocq badania z lektynq
anty-A;



C. Wszystkie sktadniki zestawu diagnostycznego powinny znajdowac sie w

zamknietych pojemnikach zaopatrzonych w kroplomierze.

D. W przypadku stosowania metod automatycznych (z zachowaniem zasad opisanych w
rozdziale 5.15. automaty i potautomaty stosowane w badaniach serologicznych)
dopuszcza sie stosowanie jednego zestawu odczynnikow monoklonalnych anty-A i anty-B
pod warunkiem, ze w kazdej probce krwi dawcy/ biorcy oznacza sie przeciwciata anty-A i
anty-B.

Kontrola zestawu odczynnikow i krwinek wzorcowych

Kontrolg makroskopowa odczynnikéw diagnostycznych i krwinek wzorcowych nalezy
wykonywac¢ codziennie. Zmgtnienie, straty lub hemoliza widoczna w nadsaczu dyskwalifikuja
sktadniki zestawu.

Zaleca si¢ codzienna kontrolg swoistosci 1 aktywnos$ci odczynnikéw diagnostycznych. Kontrola
krwinek wzorcowych obowiazuje po kazdym ich przygotowaniu

1. Na plycie umiesci¢ w pionowych szeregach po jednej kropli kazdego odczynnika w
odpowiedniej kolejnosci.

2. Do pierwszego z trzech poziomych rzedoéw kropli poszczegdlnych odczynnikow doda¢ po
jednej kropli zawiesiny krwinek grupy O, do drugiego - krwinek grupy A, a do trzeciego -
krwinek grupy B.

3. Poruszajac plyta ruchem okreznym po wymieszaniu reagentdw, obserwowaé czas
pojawienia si¢ aglutynacji. Powinna ona wystapi¢ w ciagu pierwszej minuty i osiagnac
nasilenie rowne 3+ lub 4+ w ciagu 3 minut. Reakcje z surowicami ludzkimi odczytuje si¢ po
10 minutach.

4. Oceniajac zestaw, zwroci¢ uwage na zachowanie si¢ krwinek grupy 0, ktore powinny
pozosta¢ w postaci jednorodnej zawiesiny.

5. Zestaw diagnostyczny nadaje si¢ do wuzytku jezeli uzyskane wyniki odpowiadaja
schematowi w tabeli 2. Nalezy wyeliminowac z niego te sktadniki, ktore wykazuja reakcje
nieswoiste, jak rowniez te, ktorych aktywnos$¢ nie odpowiada kryteriom wymienionym w
pkt. 3

6. Numery serii oraz symbole odczynnikow i krwinek zakwalifikowanych do zestawu
diagnostycznego zapisuje si¢ w ksiazce badan grup krwi (wzér 3) albo w odrgbnej ksiazce
wraz z protokétem i adnotacja: ,,Zestaw skontrolowany w dniu ..... nadaje si¢ do badan”
oraz z podpisem osoby wykonujacej badania kontrolne.

6.1.2. Wlasciwe badanie grup krwi ABO

1. Po lewej stronie ptyty wypisa¢ kolejno numery badanych probek krwi, a u géry plyty
symbole odczynnikdéw (anty-A, anty-B 1 ewentualnie anty-A,B) oraz krwinek wzorcowych (0,
Aj, B).

2. Pod symbolami zestawu wzorcowego umie$ci¢ w pionowych rzgdach po kropli
odpowiedniego odczynnika i krwinek wzorcowych.

3. W rzedach poziomych doda¢ do odczynnikéw monoklonalnych po kropli zawiesiny
krwinek badanych pobranych bezposrednio z probéwki macierzystej, a do surowic
diagnostycznych po kropli 10% zawiesiny krwinek w roztworze NaCl.

4. Do wzorcowych krwinek doda¢ po kropli badanej surowicy.

5. Poszczegolne reagenty wymieszac za pomoca suchej bagietki lub w przypadku
plyty z wglgbieniami poprzez poruszanie jej okr¢znymi ruchami.

6. Po uptywie 3 minut (przy uzyciu odczynnikow monoklonalnych) lub 10 minut
(przy uzyciu ludzkich surowic) odczytywacé wyniki.

UWAGI



A. Wyniki badan grup krwi odczytujq na przemian 2 osoby -jedna podaje uzyskane reakcje
a druga protokotuje je w ksiqzce badan za pomocq symboli + (aglutynacja) i - lub 0 (brak
aglutynacji). Po zapisaniu wynikow, druga osoba odczytuje reakcje na plycie a ta, ktora je
odczytywala poprzednio sprawdza ich zgodnos¢ z zapisem w ksiqzce.

B. Jezeli wyniki obserwowanych reakcji sq niezgodne ze schematem (Tab.2) lub jezeli z
odczynnikami wystqpita aglutynacja o stabym nasileniu, zapis catego badania musi
uwzgledniac nasilenie aglutynacji w poszczegolnych mieszaninach reagujqcych.

C. W przypadku stosowania metod automatycznych (wedtug zasad opisanych w rozdziale
5.15. automaty i potautomaty stosowane w badaniach serologicznych), wynik badania jest
odczytywany i walidowany przez jednq osobe.

Po odczytaniu i1 zapisaniu wynikow przeprowadza si¢ badanie kontrolne, polegajace na
ponownym okresleniu antygenéw na krwinkach za pomoca odczynnikow diagnostycznych
drugiego zestawu Do tego badania stosuje si¢ krwinki z wyjsciowej probki krwi. Nie wolno
postugiwac si¢ przygotowanymi uprzednio zawiesinami krwinek, ktére byly uzywane do
zasadniczego badania. Uzyskanie jednoznacznych wynikow, zgodnych z poprzednimi (musi to
by¢ tez zaprotokolowane) upowaznia do wpisania ostatecznego wyniku w rubryce :”Wynik”.

6.1.3 .Oznaczanie antygenu A; na krwinkach przeznaczonych do badania ukladu ABO
Badanie wykonuje si¢ na szkietku podstawowym lub plycie za pomoca lektyny anty-A;.
Najczgsciej stosowanym odczynnikiem jest Dolichotest.

1. Do jednej kropli 10% zawiesiny krwinek grupy A doda¢ kroplg lektyny anty-A,;

2. Po zmieszaniu reagentow odczyta¢ wyniki po 5 minutach (moze by¢ wymagany inny

czas, ustalony przez producenta).
Wyrazna aglutynacja (3+ do 4+) wskazuje na odmiang A
UWAGA
Moze sie zdarzyé, zZe reakcja z lektynq jest stabo wyrazona (1+). Takie krwinki
okresla sie jako A posrednie (A, i nie nadajq sie one jako wzorcowe do badan uktadu ABO .
6.1.4. Przyczyny odchylen od klasycznego schematu oceny wyniku badan grup krwi w
ukladzie ABO
Bledy natury technicznej
1. Zanieczyszczone ptyty lub pipety,
2. Niewtlasciwa proporcja krwinki / odczynnik.
3. Niedoktadne zmieszanie krwinek z odczynnikiem
4. Opdznione odczytanie wyniku (wysychanie mieszaniny).
5. Zanieczyszczenie odczynnikow lub badanych krwinek i surowicy.
6. Nie dodanie odczynnika diagnostycznego lub badanej surowicy.
7. Nie sprawdzenie krwinek wzorcowych po ich przygotowaniu.
8. Btad w identyfikacji badanych zawiesin krwinek lub surowic (zamiana probowek).
Nietypowe wlasciwosci badanych krwinek lub surowic
1.Bardzo stabo reagujace regularne aglutyniny w badanej surowicy.
2. Obecnos¢ hemolizyn.
3.0becnos¢ autoaglutynin.
4.0becnos$¢ drobnych skrzepow imitujacych aglutynacje,
5. Obecnos$¢ nieregularnych przeciwciat w surowicy badane;.
6. Poliaglutynacja krwinek badanych wykrywana ludzkimi surowicami diagnostycznymi
7. Obecno$¢ stabej odmiany antygenu A lub B wykrywana najczg$ciej ludzkimi surowicami
diagnostycznymi

8.0becnos¢ 2 populacji krwinek (chimeryzm naturalny, potransfuzyjny i poprzeszczepowy).



W przypadkach zaobserwowanych odchylen od klasycznego schematu wynikow badania
grup krwi w uktadzie ABO nalezy:

1. Powtdrnie oznaczy¢ grupe krwi, stosujac do badan surowicg i zawiesing krwinek,
przygotowana na nowo z probki macierzyste;.

2. Zbada¢ krwinki z surowica grupy AB 1 z surowica autologiczna w srodowisku NaCl w
temperaturze pokojowe;j.

Pozwoli to na wykluczenie btedow natury technicznej oraz rozpoznanie poliaglutynacji i
autoaglutynacji.

Stabe odmiany antygenow ukladu ABO (Tab.3)
Za obecnoscia stabych odmian antygenow A lub B przemawia:
1. Znaczne ostabienie lub brak aglutynacji badanych krwinek z odczynnikiem
diagnostycznym anty-A lub anty-B przy czg¢sto obserwowanym brakiem oczekiwanych

aglutynin.

2. Obraz 2 populacji badanych krwinek z odczynnikami (surowicami)
diagnostycznymi.

UWAGA

Odczynniki monoklonalne czesto nie roznicujq stabych odmian, szczegolnie A, i As.
Dla potwierdzenia 1 identyfikacji odmiany uktadu ABO postgpowanie jest nastgpujace:

1. Zbadanie krwinek z wyselekcjonowanymi surowicami anty-A lub anty-B oraz z lektyna
anty-H.
2. Zastosowanie czulszych metod (met. kolumnowa).

3. Zbadanie surowicy z wigksza liczba krwinek A lub B metoda probéwkowa.
4. Sprawdzenie obecnosci na krwinkach stabego antygenu metoda adsorpcji/elucji przeciwciat.
5. Zbadanie $liny na obecnos¢ substancji ABH.

6. Przeprowadzenie badan rodzinnych.

Obecnos$¢ dwoch populacji krwinek czerwonych
Obecnos¢ dwoch populacji krwinek charakteryzuje si¢ tym, ze pod wpltywem odczynnikéw
diagnostycznych, tylko czg$¢ krwinek badanych ulega aglutynacji, natomiast pozostate tworza
jednorodna zawiesing (aglutynaty na tle wolnych krwinek). Zjawisko to moze by¢
obserwowane w nastgpujacych przypadkach:

1. Obecnosc stabej odmiany Aj lub B; (w badaniach z surowicami ludzkimi).
4. Depresja antygenu A lub B w czeséci populacji krwinek czerwonych w przebiegu chorob
rozrostowych uktadu krwiotwdrczego.
5. Po przetoczeniu krwinek innej grupy krwi (np. osobie grupy AB krwinek A, B lub O) -
zjawisko przemijajace.
6. Po przeszczepieniu allogenicznych hemopoetycznych komoérek macierzystych od dawcy o
innej grupie ABO - zjawisko przemijajace.
7. Chimeryzm u blizniat dwujajowych - zjawisko trwate.
8. Zaburzenia procesu zaptodnienia - dispermia (zjawisko trwate)
UWAGI
A. W przypadku obserwacji 2 populacji krwinek, nalezy podjac¢ probe ich rozdzielenia, zgodnie
z metodq 6.8. Jezeli si¢ nie powiedzie nalezy podejrzewac obecnos¢ stabej odmiany
antygenu.
B. W razie koniecznosci przetoczenia krwi przed uzyskaniem ostatecznego wyniku badania
grup krwi, nalezy dobiera¢ KKCz grupy O.
6.1.7. Poliaglutynacja



Zjawisko poliaglutynacji jest spowodowane zmianami w btonie komoérkowej krwinek
czerwonych pod wplywem enzyméw bakteryjnych lub innych nieznanych czynnikéw, ktore
prowadza do odstonigcia niedostgpnych w warunkach prawidtowych determinantéw T, Tn oraz
innych. Surowice wigkszosci osob dorostych, w tym surowice diagnostyczne pochodzenia
ludzkiego, charakteryzuja si¢ obecnoscia naturalnych przeciwcial, skierowanych przeciw tym
determinantom, co sprawia, ze aglutynuja one takie krwinki. Mianem poliaglutynacji okresla
si¢ to zjawisko zachodzace w nastgpstwie odstonigcia ukrytych determinantow in vivo,
najczgsciej] w przebiegu zakazenia. To samo zjawisko spowodowane zakazeniem pobranej
probki krwi nosi nazwe panaglutynacji.

Podczas badania grupy krwi uktadu ABO za pomoca ludzkich surowic obserwuje si¢ reakcje
aglutynacji niezgodne ze schematem, ktorych nie wykazuja odczynniki monoklonalne.
Wiaczenie do badania kilku probek surowicy grupy AB i uzyskanie aglutynacji badanych
krwinek potwierdza przypuszczenie odstonigcia ukrytych determinantow. W celu ustalenia
ktora z determinant antygenowych zostala odstonigta nalezy podja¢ badania z zestawem lektyn,
wyciagiem z gruczotu biatkowego Helix pomatia i z polibrenem (Tab.4).

UWAGI

A. Odstoniecie antygenu T i pokrewnych determinantow antygenowych (Tk) powodujq
drobnoustroje chorobotworcze, produkujqce neuraminidaze (enzym powodujqcy rozklad
kwasu sjalowego). Jest to zjawisko przejsciowe i zanika po ustqpieniu zakazenia.

B. Czynnik odstaniajqcy antygen Tn nie jest znany. Dziata jednoczesnie na krwinki czerwone,
phtki  krwi i granulocyty, co prowadzi do niedokrwistosci, matoptytkowosci i
granulocytopenii. Poliaglutynacja ma z reguly charakter trwaty.

C. Poliaglutynacje Tn nalezy roznicowac z obecnosciq na krwinkach antygenu Cad, ktory jest
uwarunkowany genetycznie.

D. Koncentraty sktadnikow komorkowych krwi przeznaczone dla biorcow, ktorych krwinki
wykazujq poliaglutynacje (szczegolnie dla noworodkow i niemowlqt) powinny byc
maksymalnie pozbawione osocza. Takim biorcom nie nalezy przetaczac osocza.

7.1.8. Obecnos¢ allohemolizyn

W badaniach grup krwi ABO ze §wiezo pobranej probki krwi, zamiast spodziewane;j
aglutynacji z krwinkami wzorcowymi, moze pojawi¢ si¢ hemoliza, ktora jest rownowaznikiem
aglutynacji. Dla uniknigcia btednej interpretacji (przeoczenie hemolizy) nalezy:

1. Rozcienczy¢ surowicg badana roztworem NaCl w stosunku 1:9.
2. Powtorzy¢ badanie z krwinkami wzorcowymi (zamiast hemolizy powinna pojawié sig
aglutynacja).
3. Przy braku wyraznej aglutynacji zastosowa¢ metod¢ probéwkowa.
6.1.9. Znaczne obnizenie poziomu alloaglutynin ABO lub ich brak
Po wylaczeniu obecnosci allohemolizyn, brak oczekiwanej reakcji badanej surowicy z
odpowiednimi krwinkami wzorcowymi moze wskazywac na niski poziom alloaglutynin lub ich
nieobecno$¢. W stanach fizjologicnych obserwuje si¢ to zjawisko u noworodkow i niemowlat;
w przypadkach chorobowych - w hipo lub agammaglobulinemii.
Post¢powanie.
Reakcjg¢ surowicy badanej z krwinkami wzorcowymi sprawdzi¢ metoda probowkowa w
nastepujacy sposob:
1. Przygotowac 3 probowki, oznakowane symbolami O, A;, B.
2. W kazdej probéwce umiesci¢ po 2 krople badanej surowicy.
3. Doda¢ po 2 krople 3-4% zawiesiny krwinek zgodnie z symbolami na probowkach.
4. Probowki pozostawi¢ w temperaturze pokojowej przez kilka minut.
5. Zawarto$¢ probowek odwirowac (30 do 60 s.).
6. Odczyta¢ wyniki makroskopowo, delikatnie potrzasajac probowki.



Nie wykrycie alloaglutynin metoda probowkowa ( brak aglutynacji krwinek z odpowiednim
odczynnikiem) zobowiazuje do badan w kierunku stabej odmiany antygenu A lub B metoda
absorpcji / elucji.

6.1.10. Rulonizacja krwinek

Jezeli podczas badania surowicy obserwuje sig zlepianie krwinek wzorcowych wszystkich grup

krwi, nalezy bra¢ pod uwagg zjawisko rulonizacji, ktore:

a) nie wystepuje u oséb zdrowych,

b) moze pojawic si¢ u chorych z zaburzeniami w biatkach osocza (makroglobulinemie, choroby
nowotworowe, oparzenia),

¢) jest obserwowane po przetoczeniu wysokoczasteczkowego dekstranu lub po dozylnym
stosowaniu preparatu cieniujacego do badan rentgenologicznych,

d) w badaniu makroskopowym nie mozna rozr6zni¢ rulonizacji krwinek od aglutynacji.

Post¢powanie

1. Przenies¢ krople zlepionych krwinek na szkietko podstawowe i obejrze¢ pod mikroskopem.

2. Zwroci¢ uwage na charakterystyczny obraz uktadania si¢ krwinek w rulony.

3. Przy znacznym nasileniu wlasciwosci rulonizujacych surowicy i trudnos$ci w rozroéznieniu
rulonizacji 1 aglutynacji, rozcienczy¢ badana surowicg roztworem NaCl (1: 2 lub w miarg
potrzeby wigcej) 1 powtdrzy¢ badanie z krwinkami wzorcowymi.

6.1.11. Obecnos¢ nieoczekiwanych alloprzeciwcial

Obecnos¢ przeciwcial anty-A,

Ujawnia si¢ ona nieoczekiwang reakcja surowicy badanej z krwinkami wzorcowymi A;. W

takim przypadku nalezy:

1. Sprawdzi¢ czy krwinki badane sa A, lub A;B za pomoca lektyny anty-A;,
2. Zbada¢ surowicg z zawiesinami krwinek wzorcowych A (z innej probki) i As,
3. Zastosowac¢ wigksza liczbe krwinek A; 1 A, w celu ostatecznej identytikacji przeciwciat.
Obecnos¢ innych alloprzeciwcial

Po wykluczeniu obecno$ci autoaglutynin na podstawie badania surowicy z krwinkami
autologicznymi, obserwowana aglutynacja z krwinkami wzorcowymi wskazuje na obecno$¢
alloaglutynin. Poza anty-A; moga to by¢ inne ,,naturalne” przeciwciata, reagujace w
temperaturze pokojowej, jak anty-Py, anty-M, anty-N, anty-H, anty-Le?, anty-Le" oraz
spotykane znacznie rzadziej kompletne przeciwciala odpornosciowe (np. z uktadu Rh). Do
okreslenia ich swoistosci stuzy odpowiednio przygotowany zestaw krwinek wzorcowych, np.:

O NNSs P; Le(a-b+) 0 MMSS P, Le(at+b-)

O MNss Py Le(a-b+) 0 MNss P, Le(a-b-) Lu(at)

O MMSs P, Le(a-b+) krwinki jednoimienne w ABO
Surowice bada si¢ z zawiesinami krwinek w roztworze NaCl lub/i w roztworze LISS w
nastgpujacy sposob:

1. W opisanych probéwkach umiesci¢ po 2 krople surowicy badane;.

2. Doda¢ po 1 lub 2 krople 3-4% zawiesiny odpowiednich krwinek.

3. Pozostawi¢ 15 minut w temperaturze pokojowe;.

3. Odwirowac przez 1 minutg, przy 342 x g.

4. Odczyta¢ wyniki, protokotujac nasilenie aglutynacji.

UWAGL

A. U osob grupy A; i A;B, reakcja surowicy z krwinkami grupy O nasuwa podejrzenie
obecnosci przeciwcial anty-H. Dla ustalenia swoistosci tych przeciwciatl nalezy zbadac
surowice w ten sam sposob z kilkoma zawiesinami krwinek grupy 0, A, i A;. Aglutynacja
krwinek grupy O i Ay, przy braku reakcji z krwinkami A; oraz zahamowanie aktywnosci przy
pomocy Sliny wydzielacza grupy 0, stanowiq potwierdzenie swoistosci przeciwcial anty-H.



B. Aglutynacja o zblizonym nasileniu z calym zestawem krwinek wzorcowych, z wyjatkiem
krwinek autologicznych, moze wskazywaé na obecnos¢ bardzo rzadko spotykanych
alloprzeciwcial anty-1.

C. Jezeli reakcje otrzymane z poszczegolnymi rodzajami krwinek pozwalajq na ustalenie
swoistosci badanych przeciwcial, nalezy potwierdzic¢ prawidtowos¢ identyfikacji, okreslajqc
fenotyp krwinek badanych w ukiadzie grupowym, do ktorego zostaly zaliczone wykryte
przeciwciata.

D. Po ustaleniu swoistosci alloprzeciwcial nalezy sprawdzic w PTA, czy nie majq one
charakteru przeciwciat odpornosciowych, co jest obserwowane najczesciej w przypadkach
anty-M, anty-S, anty-Le°, anty-P;

6.1.12. Autoaglutynacja

Jezeli surowica aglutynuje wzorcowe krwinki wszystkich grup krwi nalezy wykona¢ badanie

kontrolne z zawiesing krwinek autologicznych (autokontrola). Wystapienie aglutynacji

swiadczy o obecnosci autoprzeciwcial typu zimnego. W rzadkich przypadkach, u chorych z

zespolem zimnych aglutynin, zauwaza si¢ aglutynacj¢ juz podczas przygotowywania zawiesiny

krwinek. Utrudnia ona oznaczanie grup krwi uktadu ABO.

Postgpowanie

1. Powtdrnie pobra¢ krew ,na cieplo,” za pomoca ogrzanego zestawu, z zyly zgigcia
tokciowego, ogrzanego uprzednio termoforem.

2. Cze$¢ pobranej krwi przenie$¢ do suchej proboéwki, czgs¢ do probowki zawierajacej
antykoagulant (EDTA-Na,), umieszczonej w naczyniu z woda o temperaturze 40°C.

3. Przygotowa¢ zawiesing krwinek po kilkakrotnym ich przemyciu roztworem NaCl, ogrzanym
do 40°C.

4. Oddzieli¢ od skrzepu surowice i doprowadzi¢ do temperatury 37°C.

5. Badania grup krwi ABO przeprowadzi¢ w temperaturze 37°C.

UWAGA

Stosujqc mikrometode kolumnowq obowiqzujq te same zasady.

6. Odczyta¢ wyniki po 10 -15 minutowej inkubacji, natychmiast po wyjgciu z termostatu.

7. Badaniu grupy krwi powinna towarzyszy¢ kontrola aktywnosci odczynnikow wzorcowych

w tej temperaturze.

6.2. OZNACZANIE GRUP KRWI ABO UNOWORODKOW I NIEMOWLAT
Prawidlowa ekspresj¢ antygendw A 1 B na krwinkach czerwonych obserwuje si¢
przewaznie od drugiego roku zycia dziecka. W zwiazku z tym, w badaniach krwinek w okresie
wczesniejszym, moga wystapic stabsze i opdznione reakcje z odczynnikami diagnostycznymi

anty-A 1 anty-B, w poréwnaniu z krwinkami dorostych. Z drugiej strony, wytwarzanie
naturalnych przeciwciat uktadu ABO rozpoczyna si¢ najczgsciej w 3-cim miesiacu zZycia, co
sprawia, ze moga one nie by¢ wykrywane w surowicy noworodka podczas okreslania grup
krwi. Nalezy wigc w tych badaniach:

1. Stosowac czulsze metody probowkowe.
2. Postugiwac¢ si¢ wytacznie monoklonalnymi odczynnikami anty-A i anty-B.
Post¢powanie

1. W oznakowanych dwodch probowkach umiesci¢ po 2 krople odpowiedniego odczynnika
anty-A 1 anty-B.
2. W dodatkowej probowce umiesci¢ 2 krople surowicy ludzkiej grupy AB (sprawdzonej na
nieobecnos$¢ przeciwcial).
4. Do wszystkich probowek doda¢ po 2 krople 3-4% zawiesiny krwinek badanych w
roztworze NaCl 1 wymieszac.



5. Zawarto$¢ proboéwek odwirowaé przez 1 minute przy 152 — 342 x g lub zgodnie z
zaleceniami producenta.

6. Odczyta¢ wyniki makroskopowo, wstrzasajac lekko probowkami.

7. Wykona¢ w ten sam sposob badanie kontrolne z zastosowaniem odczynnikéw
diagnostycznych, pochodzacych z innych klonow.

UWAGI

A. Podany sposob postepowania nie uwzglednia badania obecnosci przeciwciat anty-A i / lub
anty-B w surowicy noworodka, poniewaz nie sq one jeszcze produkowane w wykrywalnych
ilosciach, a te, ktore mozna znalez¢é pochodzq od matki.

B. Stabej ekspresji antygenu A czy B na krwinkach, do drugiego roku Zycia dziecka, nie
traktuje sie jako stabej odmiany antygenu lecz zaleca sie powtorzenie badan w okresie
pozniejszym. Nie wykorzystuje sie rowniez tych wynikow dla potrzeb trwalej ewidencji.

C. Wykonanie badania kontrolnego z surowicq grupy AB ma na celu ewentualne wykrycie
poliaglutynacji w przebiegu infekcji bakteryjnych. Surowice takq mozna uzyskacé ze
zbadanych probek krwi osob grupy AB, po wykluczeniu w niej obecnosci innych
nieregularnych przeciwcial. Probki tych surowic nalezy przechowywaé w zamrozeniu.

D. W badaniach grup krwi noworodkow i niemowlqt, bardzo przydatng i czutq metodq jest
mikrometoda kolumnowa .

E. Oznaczanie grup krwi u wszystkich noworodkow nie jest celowe.

6.3. BADANIE GRUP KRWI UKLADU Rh

6.3.1. Badanie antygenu D

Obecnos¢ lub nieobecno$¢ antygenu D na krwinkach czerwonych decyduje o
zakwalifikowaniu ich do grupy Rh+ albo Rh-. Okreslenie antygenu D przeprowadza si¢ za
pomoca dwoch odczynnikow anty-D.

a/ odczynnik monoklonalny anty-D IgM,

b/ odczynnik monoklonalny anty-D IgM pochodzacy z innego klonu.

Technika oznaczania antygenu D przy pomocy odczynnikéw monoklonalnych musi by¢

zgodna z zaleceniami producenta.

Jednoczes$nie z kazda seriq badan wykonuje si¢ kontrolg odczynnika anty-D z krwinkami Rh+ i

Rh-.

UWAGI

A. W przypadku stosowania dwoch odczynnikow monoklonalnych, jeden z nich (np. z klonu
RUM-1)powinien rozpoznawac u krwiodawcow wiekszos¢ przypadkow o stabej ekspresji
(dawne mianownictwo D") oraz wickszos¢ kategorii antygenu D, z wyjqtkiem D"".

B. Odczynniki monoklonalne anty-D umozliwiajq bezposrednie okreslenie Rh na krwinkach
chorych z NAIH typu cieptego.

C Dopuszcza sie odczynnik Blend (mieszanina przeciwciatl anty-D IgM+I1gG), stosujqc taki
odczynnik nie nalezy przediuzac zalecanego czasu inkubacji, poniewaz jej wydtuzenie moze
sprawi¢, ze przeciwciala 1gG zablokujq dostep przeciwcial IgM do determinant na
krwinkach i uzyska sie reakcje fatszywie ujemnaq.

Badania antygenu D z odczynnikami monoklonalnymi

Odczynniki anty-D IgM stosowane sa do badan bezposrednich w tescie szkietkowym lub

probéwkowym w §rodowisku NaCl. Odczynniki anty-D IgM+IgG mozna stosowaé rowniez w

posrednim tescie antyglobulinowym wytacznie u krwiodawcoéw. U chorych nie wolno oznaczaé

antygenu D posrednim testem antyglobulinowym. Przy stosowaniu odczynnikow
monoklonalnych nalezy przestrzegaé zalecen producenta.

Interpretacja wynikow badan



Aglutynacja odczynnika anty-D z krwinkami badanymi §wiadczy o obecnos$ci antygenu D
(wynik Rh+); brak aglutynacji wskazuje, ze badane krwinki sa Rh-.

UWAGA

W badaniach rutynowych krwinek dawcow poleca sie stosowanie testu probowkowego ze
wzgledu na jego wiekszq czutos¢, a tym samym wyzszq wykrywalnos¢ stabych odmian antygenu
D.

6.3.2. Trudnosci w interpretacji wynikow badan antygenu D.

Staba aglutynacja krwinek badanych z odczynnikami anty-D.

Wystapienie stabszej reaktywnosci krwinek badanych moze wskazywac na slaba ekspresje
antygenu D, tzw. Dgape (D"). U krwiodawcow w takich przypadkach nalezy:

1. Wykona¢ badania z ro6znymi odczynnikami anty-D pochodzenia ludzkiego i
monoklonalnymi; w przypadkach watpliwosci inkubowac¢ krwinki z poliklonalng surowica
anty-D lub monoklonalnym odczynnikiem IgM + IgG 1 wykona¢ posredni test
antyglobulinowy.

2. W wyjatkowych przypadkach bardzo stabej ekspresji antygenu D, potwierdzi¢ jego
obecnos¢ badaniami eluatu, po inkubacji krwinek z przeciwciatami anty-D,

UWAGI

A. Staby antygen D na krwinkach rozni sie od antygenu wyksztatconego prawidlowo jedynie
obnizong ekspresjq . W zwiqzku z tym osoby takie sq zaliczane do grupy Rh + i jako biorcy
otrzymujq krew Rh dodatniq.

B. Krew dawcow ze stabym antygenem D przeznacza sie dla biorcow Rh dodatnich.

C. U biorcow krwi nie nalezy wykonywa¢ badan antygenu D posrednim testem
antyglobulinowym ze wzgledu na mozliwos¢ uzyskania fatszywie dodatniego wyniku. W
przypadku bardzo stabej, budzqcej watpliwosci w ocenie, reaktywnosci krwinek nalezy
takiego biorce zaliczy¢ do grupy Rh — Na wyniku nalezy w uwadze podac: Bardzo stabe
reakcje z odczynnikami anty-D.

Kategorie antygenu D (D czgSciowe).

Kategorie antygenu D charakteryzuja si¢ brakiem na krwinkach jednego lub kilku
epitopdéw, wchodzacych w jego sktad . Badania w tym kierunku wykonuje si¢ w przypadkach:

1. Obecnosci alloprzeciwciat anty-D u 0s6b Rh+.

2. Rozbiezno$ci w wynikach uzyskanych z zestawem odczynnikéw anty-D. W takich
sytuacjach dysponujac specjalnym zestawem monoklonalnych przeciwciat anty-D mozna
ustali¢ kategorig tego antygenu. Badania te wykonuje Zaktad Immunologii Hematologiczne;j
1 Transfuzjologicznej IHiT.

UWAGI

A. Odmiany antygenu D zaliczane do poszczegolnych kategorii zdarzajq sie bardzo rzadko.
Sposréd nich najczesciej rozpoznawang jest kategoria D",

B. W praktyce rozpoznanie kategorii antygenu D dotyczy najczesciej osob Rh dodatnich, u
ktorych wykryto alloprzeciwciala anty-D; swoistos¢ tych przeciwcial jest skierowana do
epitopow antygenu D, ktorych brak na autologicznych krwinkach.

C. Osoby, u ktérych wykryto kategorie D" antygenu D sq zaliczane do grupy Rh - i do
przetoczenia dobiera sie krew Rh ujemngq, a kobiety sq objete profilaktykq konfliktu Rh.

D. Odmiana D" nie jest immunogenna; wykrycie jej u dawcy upowaznia do zaliczenia go

do grupy Rh ujemnej

E. Osoby ze wszystkimi kategoriami antygenu D, poza D" sq oznaczane jako Rh+ i nalezq jako
biorcy i jako dawcy do grupy Rh dodatniej.

Dwie populacje krwinek w nastepstwie niedawnej transfuzji



U chorych, ktorym przetoczono krew niezgodna pod wzgledem antygenu D (np. osobie Rh+,
krew Rh-), mozna obserwowa¢ dwie populacje (duze aglutynaty na tle wolnych krwinek) po
kontakcie krwinek badanych z odczynnikiem anty-D. Nalezy wowczas:

1. Sprawdzi¢ jaka krew i kiedy otrzymywat chory oraz jego wczesniejsze wyniki badan.

2. Ustali¢ Rh po oddzieleniu krwinek chorego od przetoczonych wg metody 6.8. lub
powtdrzy¢ badanie po uplywie trzech miesigcy od ostatniego przetoczenia.

6.4. OKRESLANIE ANTYGENOW KRWINEK CZERWONYCH ROZNYCH

UKEADOW GRUPOWYCH I ICH DOKUMENTACJA

Badania fenotypow poszczegdlnych uktadow grupowych wykonuje si¢ u wszystkich
wielokrotnych dawcow grupy O i w miar¢ mozliwosci innych grup krwi. Celem tych badan
jest:

1. Wydzielenie dawcow homozygot w poszczegdlnych uktadach grupowych i1 rezerwowanie

pobranych od nich jednostek krwi dla chorych - wielokrotnych biorcow, ktorzy wytworzyli

alloprzeciwciala odpornosciowe.

2. Utworzenie zestawow krwinek wzorcowych do badan diagnostycznych poprzez wybranie

osob, u ktorych sklad antygenowy krwinek jest przydatny do wykrywania i identyfikacji

przeciwciat. Naleza do nich:

a/ krwinki homozygot w 2 lub kilku uktadach grupowych (DCCee, DccEE, dccee, MM, NN,
S8, ss, Fy(a-b+), Fy(atb-), Jk(a-b+), Jk(a+b-)),

b/ krwinki nie zawierajace antygenow powszechnych np. KK, Kp(a+b-), Lan-, Ge-, Rhyyi,
Bombay, Vel-, Yt(a-), Yk(a-), LW(a-), Co(a-),

¢/ krwinki posiadajace antygeny o niskiej lub bardzo niskiej czesto$ci wystepowania, np.: C%,
Kp®, Lu*, Wr*, Di*, In®, KREP, .

Badania fenotypowe wykonuje si¢ rowniez u chorych w przypadkach:

1. Obecnosci alloprzeciwcial odporno$ciowych. Okresla si¢ wowczas fenotyp ukladu
grupowego, w ktorym wystepuja wykryte alloprzeciwciala oraz fenotyp Rh i antygen K.

2. Niedokrwisto$ci autoimmunohemolitycznej typu cieptego. Okresla si¢ fenotyp Rh 1 antygen
K.

3. W badaniach zwiazanych z przeszczepianiem macierzystych komorek
Uktadu krwiotworczego (u dawcey i biorcy).
Badania fenotypoéw krwinek czerwonych u krwiodawcow nalezy wykona¢ dwukrotnie,

postugujac si¢ dwoma probkami krwi z réznych pobran.

Uzyskanie zgodnych wynikow z dwoch niezaleznie pobranych prébek, upowaznia do ich

wpisania w kartoteke 1 w legitymacj¢ dawcy.

Fenotypy krwinek czerwonych u chorych mozna okresla¢ w jednej prébee krwi.

Obecnie do badan fenotypowych stosuje si¢ gtéwnie odczynniki monoklonalne r6znych
firm zagranicznych, dostgpne na rynku krajowym. Okreslenie niektorych antygenéw wymaga
jednak zastosowania odczynnikéw pochodzenia ludzkiego. Metodyka badan winna by¢ zgodna
z zaleceniem producenta. Odczynniki sprawdzone przez pracowni¢ kontroli jakosci sa
przekazywane do pracowni wykonujacych te badania wraz z polska wersja metodyki badania.

6.4.1. Okreslanie fenotypu Rh

Badania fenotypu uktadu Rh sa wykonywane przewaznie metoda probéwkowa w srodowisku
NaCl, za pomoca odczynnikow monoklonalnych: anty- D, anty-C, anty-C", anty-c, anty-E i
anty-e. Kazda seria badan wymaga réwnolegtego stosowania, dla kazdego odczynnika, kontroli
dodatniej z krwinkami o pojedyczej dawce antygenu i kontroli ujemnej z krwinkami nie
posiadajacymi danego antygenu. Fenotyp Rh mozna okres§la¢ réwniez metoda kolumnowa 1 w
automatach.

UWAGI



A. Jakkolwiek wiadomo obecnie, Ze gen d nie istnieje, symbol ten jest dotychczas pozostawiony
i wskazuje na brak genu i antygenu D(np. dccee). Symbolu tego nie ma potrzeby pisac
podwdjnie

B. Ustalenie fenotypu Rh nie zawsze pozwala na wyciqganie pewnych wnioskow odnosnie
genotypu, gdyz wymaga to badan rodzinnych lub genetycznych. Na postawie fenotypu
mozna jedynie przewidywa¢ najbardziej prawdopodobny genotyp, w oparciu o wiedze na
temat czestoSci wystepowania poszczegolnych kombinacji antygenow, przekazywanych przez
pojedynczy kompleks genowy (Tab. 5).

6.4.2. Okreslanie fenotypow w innych ukladach grupowych

Podobnie jak w badaniach antygendéw Rh, do okreslania wigkszo$ci antygenéw innych
uktadow grupowych stosowane sa najczesciej odczynniki monoklonalne. Najbardziej polecana
metoda jest metoda proboéwkowa, umozliwiajaca bardzo szybkie uzyskanie czytelnych i
jednoznacznych wynikow. Ze wzgledu na stosowane $rodowisko NaCl, badania takie moga
by¢ wykonywane roéwniez na krwinkach optaszczonych autoprzeciwciatami typu cieplego
(chorzy z NAIH).

Do okreslania niektorych antygendw, konieczne jest postugiwanie si¢ odczynnikami
poliklonalnymi pochodzenia ludzkiego. Badania te, jak np. w przypadku okreslania antygenow
uktadu Duffy, wymagaja stosowania posredniego testu antyglobulinowego.

Wszystkie wyniki badan fenotypowych wykonywanych metodami klasycznymi (rgcznymi)
nalezy dokumentowac¢ zgodnie z ponizej podanym przyktadem.

Przyklad dokumentacji badan fenotypow krwinek czerwonych:

Data Nazwisko Odczynniki diagnostyczne anty-
imi¢  Nr probki -D-C-C"-c-E-e-K, -k
kontr.+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
kontr.- 000O0O0OO0OO0OTO
XXX 4+ 4+ 0 4+ 0 4+ 0 4+

6.4.3. Populacja dawcow z oznaczonymi antygenami krwinek czerwonych dla potrzeb
krwiolecznictwa

Centrum powinno dysponowa¢ KKCz od wyselekcjonowanych dawcéw - homozygot w
zakresie roznych uktadow grupowych, gdyz taka krew jest niezbgdna do hemoterapii chorych
uodpornionych antygenami krwinek czerwonych. Pochodzi ona gtéwnie od dawcow grupy O,
poniewaz ich krwinki mozna przetoczy¢ rowniez biorcom innych grup krwi.
W immunizacji poprzetoczeniowej najwigksze kliniczne znaczenie, poza antygenem D, ma
antygen K z uktadu Kell oraz u biorcéw D dodatnich antygeny E, ¢ i C" z uktadu Rh. Rzadziej,
za uodpornienie odpowiedzialne sa antygeny: Jk* z uktadu Kidd; S,s z uktadu MNS; Fy* z
uktadu Dufty; e z uktadu Rh. Niezbgdne jest wigc dysponowanie krwia dawcow grupy O oraz
innych grup ABO o nastgpujacych fenotypach:

1. Z uktadu Rh: DCCee, DCcee, DccEE, dccee

2. Z uktadu Kell: K-

3. Z uktadu Kidd: Jk(a-b+), Jk(a+b-)

4. Z uktadu Duffy: Fy(a-b+), Fy(a+b-)

5. Z uktadu MNS: SS, ss, NN
Biorac pod uwagg, ze uodpornienie moze mie¢ charakter wieloswoisty, np. biorca wytworzy
przeciwciata anty-c i anty-Jk®, albo anty-e, anty-K i anty-S, istotne jest dysponowanie KKCz



dawcow z odpowiednimi fenotypami wystepujacymi jednoczesnie w kilku uktadach
grupowych np.:

DCCee K- Jk(a-bt+) SS

DccEE K- Fy(a-b+) ss
Biorcy, ktorzy wytworzyli jakiekolwiek alloprzeciwciala odpornosciowe do antygenow
krwinek czerwonych, powinni otrzymywac krew nie posiadajaca odpowiedniego antygenu oraz
zgodng fenotypowo w uktadzie Rh i Kell. Postgpowanie takie podyktowane jest znanym
spostrzezeniem, ze biorca zdolny do odpowiedzi immunologicznej na jeden antygen krwinek
czerwonych uodparnia si¢ niejednokrotnie innym antygenem, najczesciej sposrod tych, ktore sa
bardziej immunogenne.
Koncentraty krwinek czerwonych wszystkich dawcow, ktéorych krwinki nie zawieraja
antygenow wystepujacych z duza lub bardzo duza czgstoscia (ponad 95%) powinna by¢
przechowywana w stanie zamrozenia jako zabezpieczenie autotransfuzji lub hemoterapii u
chorych z obecnymi przeciwcialami do antygenu powszechnego. Przyktady takich fenotypow
to: Bombay(Oy), dCCee, dccEE,Rhy,,;, LW(a-), KK, Kp(b-), p, Lu(b-), Lan-, Co(a-), Ge-.
Sposrod swoistosci przeciwceial wystepujacych przewaznie jako naturalne, w niektorych
przypadkach wykrywana jest ich aktywno$¢ rowniez w 37°C. Naleza do nich: anty-Le?, anty-
M, a wyjatkowo rzadko anty-P; 1 anty-A;. Dla takich biorcéw powinna by¢ dostgpna krew o
fenotypach: Le(a-b-), P,, i NN. Dobranie krwi dla biorcy z przeciwciatami anty-A; aktywnymi
w 37" C musi by¢é poprzedzone wyszukaniem krwi A, za pomoca lektyny anty-A .
Dane o krwiodawcach z rzadko spotykanymi fenotypami krwinek czerwonych powinny si¢
znalez¢ w krajowym rejestrze.
6.5. WYKRYWANIE PRZECIWCIAL. ODPORNOSCIOWYCH
6.5.1. Wykrywanie przeciwcial u biorcow krwi, kobiet cigzarnych oraz dawcow i biorcow
krwiotworczych komorek macierzystych

W badaniach stosuje si¢ zestaw krwinek umozliwiajacy wykrycie przeciwciat z uktadu
Rh, przeciwcial anty-K oraz innych skierowanych do antygenoéw o duzej immunogennosci. W
zestawie powinny znajdowac si¢ krwinki zawierajace antygeny w podwodjnej dawce, co
umozliwia wykrycie stabo reagujacych przeciwciatl (Tab. 6). Badanie wykonuje si¢ za pomoca,
dwoch testow: PTA, ktory wykrywa przeciwciala odpornosciowe ze wszystkich uktadow
grupowych 1 LEN, ktory jest najczulszy w wykrywaniu przeciwciat z uktadu Rh. Najprostszy
zestaw powinien sktada¢ si¢ z dwdch rodzajow krwinek Rh dodatnich, zawiera¢ antygen C%
(np. DC¥Cee) oraz antygen E w podwdjnej dawce (DccEE) oraz z krwinek Rh ujemnych K
dodatnich. Krwinki wzorcowe nalezy tak dopasowac, aby znajdowaty si¢ w nich nastgpujace
fenotypy: Fy(at+b-), Fy(a-b+), Jk(at+b-), Jk(a-b+), MMss, NNSS,Le(atb-), Le(a-b+), P,
Wykrycie przeciwcial w jednym lub obydwu testach zobowiazuje do ustalenia ich swoistosci.
6.5.2. Wykrywanie przeciwcial u dawcow krwi

U krwiodawcéw nie wykrycie stabo aktywnych przeciwcial nie jest istotne, gdyz nie
zagraza bezpieczenstwu biorcy. Dlatego mozna postuzy¢ si¢ jednym rodzajem krwinek
zawierajacym wszystkie klinicznie istotne antygeny w pojedynczej dawce. Dopuszcza sig
rowniez stosowanie 2 rodzajow krwinek pochodzacych od dwéch dawcow i spulowanych w
rownych objgtosciach. W poszukiwaniu alloprzeciwcial odpornosciowych u krwiodawcow
stosuje si¢ wytacznie posredni test antyglobulinowy.

UWAGA

Stosowanie spulowanych krwinek w poszukiwaniu alloprzeciwciat odpornosciowych u innych
0s0b poza krwiodawcami jest niedopuszczalne.

6.6. OKRESLANIE SWOISTOSCI PRZECIWCIAL

Przyktad zestawu krwinek czerwonych do identyfikacji najczgsciej spotykanych
przeciwcial odpornosciowych przedstawia Tab. 7.



Fenotypy z poszczegdlnych uktadéw grupowych nie musza by¢ ze soba skojarzone. Natomiast
konieczne jest dysponowanie krwinkami, ktére sa Rh ujemne (dccee) K dodatnie i Rh ujemne
K ujemne.

Okres$lajac swoisto$¢ alloprzeciwcial nalezy do zestawu krwinek wzorcowych grupy O
wlaczy¢ krwinki autologiczne oraz jednoimienne w uktadzie ABO. Krwinki autologiczne
stanowia kontrolg dla autoprzeciwciat, natomiast krwinki jednoimienne utatwiaja diagnostyke
tych, ktére sa skierowane jednoczes$nie do kompleksu dwoch antygendw, w tym antygenu H.
Takim przyktadem sa alloprzeciwciata anty-Le"H, reagujace tylko z krwinkami zawierajacymi
antygen Le® i H.

Ustalenie swoistosci alloprzeciwciat powinno opiera¢ si¢ na wynikach dodatnich z co najmniej
dwoma rodzajami krwinek wzorcowych zawierajacych dany antygen (antygeny) i z co
najmniej dwoma nie zawierajacymi danego antygenu (antygenow).

Od zasady tej mozna odstapi¢ tylko wtedy, jesli wykryje si¢ przeciwciata do antygenu
wystepujacego albo powszechnie albo bardzo rzadko w populacji.

Jezeli badanie przegladowe z krwinkami wzorcowymi wskazuje na obecno$¢ przeciwcial z
uktadu Rh, nalezy wykonac test LEN i PTA-LISS z odpowiednio dobranym zestawem
krwinek.

W przypadku wykrycia przeciwcial u osoby Rh ujemnej zestaw winien zawiera¢ krwinki
Dccee, dCcee 1 dccE.

W przypadku wykrycia przeciwcial u osoby Rh dodatniej zestaw winien zawiera¢ krwinki
DCC%ee i DccEE.

Wykrycie w badaniu przegladowym alloprzeciwciat aktywnych wylacznie w posrednim tescie
antyglobulinowym wskazuje na ich swoisto$¢ spoza uktadu Rh. Zestaw krwinek wzorcowych
nalezy tak skompletowa¢, aby umozliwit identyfikacje z uktadow Kell, Duffy, Kidd, MNS i
Lewis. W przypadkach, gdy badania sugeruja obecno$¢ w surowicy przeciwciat o kilku
swoisto$ciach, ich identyfikacja czg¢sto wymaga stosowania absorpcji przez wybrane krwinki
oraz badan wykonanych z nich eluatow.

Kazda ustalong swoisto$¢ alloprzeciwcial nalezy potwierdzi¢ wykazaniem nieobecnosci
danego antygenu na krwinkach osoby badane;.

6.6.1. PRZEZNACZENIE KRWI DAWCOW, U KTORYCH WYKRYTO
PRZECIWCIALA ODPORNOSCIOWE

Obecnos¢ przeciwceiat odpornosciowych dyskwalifikuje krew petna 1 wszystkie jej sktadniki

do przetoczenia noworodkom, niezaleznie od wysokosci miana przeciwcial.
Innym grupom wiekowym mozna przetacza¢ krew pelna i wszystkie jej sktadniki tylko
wowczas, jesli miano przeciwcial odpornosciowych jest mniejsze od 10. Wyjatek stanowi
KKCz w roztworze wzbogacajacym (np. SAGM, ADSOL). Ten sktadnik mozna przetaczac,
jesli miano przeciwcial odporno$ciowych jest mniejsze od 50.

UWAGA

Decyzje o zakwalifikowaniu krwi i jej skladnikow do przetoczenia nalezy podejmowaé po
wykonaniu badania miana przeciwcial odpornosciowych w kazdej donacji.

Kwalifikacja osocza z przeciwcialami do produkcji produktow krwiopochodnych

Do produkcji produktow krwiopochodnych mozna zakwalifikowaé osocze z

przeciwcialami odpornosciowymi o mianie nie wyzszym niz 4. Od zasady tej mozna

odstapié, jesli frakcjonator ma inne wymagania.

Osocze z przeciwcialami odpornosciowymi, mozna wykorzystywaé sporzadzajac z niego
probki do badan kontroli jakosci w pracowniach serologicznych zaktadéw opieki zdrowotnej i
do celow szkoleniowych w centrum.



Krwiodawcy mgzczyzni, u ktorych wykryto przeciwciata anty-D powinni by¢ werbowani do
przeprowadzenia u nich dalszej planowanej immunizacji w celu uzyskania odpowiedniego
miana przeciwciat do produkcji immunoglobuliny anty-RhD.

7. PROBA SEROLOGICZNEJ ZGODNOSCI BIORCY I DAWCY PRZED
PRZETOCZENIEM KRWI

Bezpieczna i efektywna transfuzja wymaga od pracownikéw laboratorium spetnienia
nastepujacych warunkow:

- stalego zwracania uwagi na stosowanie sprawdzonych odczynnikéw 1 surowic
diagnostycznych i na prawidtowe wykonywanie obowiazujacych badan;

- eliminacji btedow ,,ludzkich”;

- zapoznania si¢ z serologiczna przeszioscia chorego (przetoczenia krwi, ciaze, informacje o
przeciwciatlach wykrywanych w przesztosci). Dane na ten temat zawarte sa w takich
dokumentach jak: wpisy w dokumentach osobistych, karty informacyjne ze szpitali,
dokumentacja w ksiazeczce uslug medycznych, wyniki badan, bgdace w posiadaniu
pacjenta.

Zasady stanowiace serologiczng podstawe krwiolecznictwa

1. Przetacza si¢ krew zgodna w zakresie antygenow uktadu ABO i antygenu D z uktadu Rh.

2. Przetaczana krew nie moze zawiera¢ antygenu reagujacego z przeciwciatami biorcy lub
antygenu, ktory byl odpowiedzialny za stwierdzang alloimmunizacje w przesztosci.

3. Chorym, ktoérzy kiedykolwiek wytworzyli alloprzeciwciata odpornosciowe i chorym, u
ktorych stwierdza si¢ autoprzeciwciala aktywne w 37°C nalezy dobiera¢ krew zgodna
fenotypowo w uktadzie Rh i zgodna w antygenie K z ukladu Kell w celu zapobiegania
dalszej immunizacji.

4. Osobom plci zenskiej do okresu menopauzy nalezy w miar¢ mozliwos$ci oznaczaé antygen K
i jezeli jest on nieobecny, dobiera¢ krew K ujemna.

5. Probe zgodnosci nalezy wykonywac rowniez w przypadkach zaleconego przetoczenia KKP i
koncentratu granulocytow z domieszka krwinek czerwonych (> 5 ml), na ktéra wskazuje
czerwonawe zabarwienie tych sktadnikow.

Dobieranie do przetoczenia KKCz grupy O chorym innej grupy jest dopuszczalne w

nastgpujacych okolicznos$ciach:

stany zagrazajace zyciu, gdy brak krwi jednoimiennej;

obecne alloprzeciwciala odporno$ciowe, gdy brak krwi zgodnej jednoimienne;j;

bardzo staba ekspresja antygenu A lub B, albo trudnosci w okresleniu grupy ABO;

brak krwi Rh ujemnej jednoimiennej w uktadzie ABO; wowczas nalezy przetacza¢ krew

grupy O Rh-.

Dobieranie do przetoczenia KKCz grupy A lub B chorym grupy AB jest dopuszczalne gdy

brak jest krwi jednoimienne;.

Dobieranie krwi do masywnych przetoczen

Masywnym przetoczeniem okresla si¢ objetos¢ krwi przetoczonej w ciagu 24 godzin rowna

objetosci krwi krazacej u chorego. Dobranie krwi polega na sprawdzeniu zgodnosci w uktadzie

ABO biorcy 1 dawcow, natomiast proby zgodnosci nie wykonuje sig.

Wiasciwa proba zgodnosci jest uzupelniona nastgpujacymi badaniami:

1 .Badanie przegladowe surowicy biorcy w tescie LEN i PTA w kierunku odpornosciowych
alloprzeciwciat.

2. Kontrola grup uktadu ABO u dawcy i biorcy

3. Kontrola antygenu D u biorcy, a gdy biorca jest Rh ujemny rowniez kontrola antygenu D u
dawcy.

UWAGA

Wyzej wymienione badania mozna wykonywac jednoczesnie z probq zgodnosci.



Krew biorcy. Probe zgodnosci 1 wszystkie towarzyszace jej badania wykonuje si¢ z probki
krwi chorego, oddzielnie w tym celu pobranej. Nie nalezy wykonywac proby z tej samej
probki, ktora stuzyla do oznaczenia grup krwi chorego. Od zasady tej mozna odstapi¢ tylko w
wyjatkowych, umotywowanych okolicznos$ciach.

Pobrana w szpitalu probka krwi biorcy winna by¢ przekazana do laboratorium wraz ze
skierowaniem na probe zgodnosci (wzér 6). Probke krwi, po sprawdzeniu danych na etykiecie
proboéwki i1 danych na skierowaniu, nalezy opatrzy¢ numerem rejestracyjnym i wpisa¢ do
ksiazki prob zgodnosci (wzor 7). Trzecia rubryka ksiazki jest przeznaczona dla kolejnych
numerdéw biorcow. W przypadku badan z kilkoma pojemnikami krwi w rubryce trzeciej
wpisuje si¢ tylko raz numer biorcy, ktory nanosi si¢ na probowke z jego krwia. Nie nalezy
opatrywa¢ dodatkowym numerem poszczegolnych donacji.

Krew dawcy. Do proby zgodnosci stuzy probka krwi z segmentu drenu odcigtego od

pojemnika z krwia pelna konserwowana lub z koncentratem krwinek czerwonych.

Przed odcigciem segmentu drenu nalezy sprawdzi¢ zgodno$¢ numeru donacji i grupy krwi na

jego etykiecie 1 na pojemniku 1 wpisa¢ w ksigzce prob zgodnosci dane dotyczace dawcy (grupa

krwi, numer donacji).

W przypadkach, w ktorych przygotowuje si¢ dla chorych przemywany KKCz oraz inne

sktadniki komoérkowe zanieczyszczone krwinkami czerwonymi (> 5 ml), na co wskazuje

czerwone zabarwienie koncentratu, probg zgodnosci wykonuje si¢ przed sporzadzeniem tych
koncentratow.

Probki krwi dawcow odwirowuje si¢ jednoczesnie z krwia biorcy i eliminuje te z nich, ktorych

wyglad wskazuje na silng hemolize¢ lub proces bakteryjny (czerwone zabarwienie osocza,

fioletowe zabarwienie krwinek). Jezeli hemolizg udaje si¢ usuna¢ po jednym przemyciu, nadaja
si¢ one do proby zgodnosci.

Jezeli u biorcy, w badaniu przegladowym, nie wykryto przeciwciat odpornosciowych oraz jesli

brak jest informacji o uodpornieniu w przesztosci, jak rowniez jesli u biorcy nie stwierdza si¢

autoprzeciwcial typu cieptego, do przetoczenia dobiera si¢ krew od tzw. przypadkowego
dawcy zgodnego w uktadzie ABO i w antygenie D z biorca.

Krew od dawcy wyselekcjonowanego dobiera sig:

1. Biorcom, u ktérych wykryto, obecnie lub w przesztosci, alloprzeciwciata odpornosciowe; w
tych przypadkach dobiera si¢ krew bez antygenu odpowiadajacego przeciwcialom, zgodna
fenotypowo w uktadzie Rh i antygenie K.

2. Biorcom, u ktorych wykryto autoprzeciwciata typu cieptego (BTA dodatni), dobiera si¢
krew zgodna fenotypowo w uktadzie Rh i antygenie K.

3. Biorcom pici zenskiej K ujemnym do okresu menopauzy dobiera si¢ krew K ujemna. Jezeli
w danej chwili nie jest dostgpna krew nie zawierajaca antygendw, do ktérych biorca
wytworzyt przeciwciala, nalezy w probkach krwi przypadkowych dawcow okresli¢ te
antygeny i1 wybra¢ do proby zgodnosci tylko te, ktore ich nie zawieraja. Czynno$ci te
wykonuje centrum.

Kontrola grup krwi ukladu ABO. Kontrolg t¢ przeprowadza si¢ w sposob uproszczony

oznaczajac antygen A i B na krwinkach za pomoca odczynnikdw monoklonalnych anty-A i

anty-B.

Kontrola antygenu D. Kontrolg t¢ wykonuje si¢ za pomoca monoklonalnego odczynnika anty-

D.

W przypadku stwierdzenia niezgodnosci grupy krwi biorcy z danymi na skierowaniu nalezy:

1. Zawiadomi¢ odpowiedni oddziat szpitalny 1 zleci¢ ponowne pobranie probki od chorego.

2. Wykona¢ w tej probee pelne badanie grup uktadu ABO i antygenu D.

3. Przeprowadzi¢ dzialanie wyjasniajace w jaki sposob doszto do pomytki

Jezeli w danym przypadku zostal wydany fatszywy wynik nalezy:



1. Anulowa¢ wpis fatszywego wyniku we wszystkich dokumentach i zastapi¢ prawdziwym
wynikiem.

2. Zobowiaza¢ oddzial szpitalny do zlecenia pilnego wykonania kontrolnego badania grup
krwi u wszystkich chorych, ktorym pobrano w tym dniu krew do oznaczen grupowych.

3. Skonfrontowa¢ otrzymane wyniki z wynikami uzyskanymi uprzednio i anulowaé we
wszystkich dokumentach fatszywe wyniki zastgpujac je wynikami prawdziwymi.

Jezeli stwierdzono rozbiezno$¢ migdzy wynikiem grupy krwi w probee z segmentu drenu i

danymi na etykiecie pojemnika nalezy:

1. Nie dobiera¢ do przetoczenia tej krwi.

2. Wykona¢ pelne badanie grup krwi z probki pobranej z pojemnika i z probki pobranej

ponownie od dawcy.

3. Skontrolowa¢ grupy krwi we wszystkich segmentach pojemnikoéw pobranych w tym samym
dniu, a w przypadku wykrycia rozbieznosci wycofa¢ taka krew 1 skladniki z niej
sporzadzone oraz przeprowadzi¢ badania kontrolne u dawcow.

7.1. WYKONANIE PROBY ZGODNOSCI

1. Przygotowaé zaplanowana liczbe probowek odpowiednio oznakowanych (nr biorcy, nr
donacji, skrot nazwy testu).

2. Po odwirowaniu probek krwi biorcy i dawcow przenies¢ surowice i osocze do oddzielnych
probowek.

3. Przemy¢ krwinki roztworem NaCl, a nastgpnie roztworem LISS 1 sporzadzi¢ 3-4%
zawiesiny w tym roztworze.

4. Surowicg biorcy zbada¢ z krwinkami dawcow w tescie PTA - LISS zgodnie z metodyka 5.2.
154.2.2.

UWAGI

A. Wykonanie proby zgodnosci metodami klasycznymi mozna zastqpi¢  testami
mikrokolumnowymi, ktore nie tylko utatwiajq wykrycie przeciwcial odpornosciowych, lecz
takze eliminujq znacznq czes¢ nieswoistych reakcji, zwlaszcza rulonizacje.

B. Jezeli badanie w kierunku obecnosci przeciwcial odpornosciowych w surowicy biorcy
odbywa sie jednoczesnie z wykonaniem wiasciwej proby zgodnosci, badania wymienione
w pkt. 4 nalezy uzupetni¢ badaniami surowicy biorcy z zestawem krwinek wzorcowych.

C. Optymalnym zabezpieczeniem biorcy przed ryzykiem powikiania hemolitycznego jest
wykonywanie badan w kierunku przeciwciat odpornosciowych w dniu dobierania krwi. W
przypadkach wyjatkowo pilnego jej dobrania, wynik tego badania, wykonanego nie
wczesniej niz przed 48 godzinami, mozna uznac¢ za miarodajny, o ile w tym czasie nie
byta przetaczana krew.

D. Jezeli u chorego wykryto autoprzeciwciata typu zimnego reagujqce w temperaturze
pokojowej, to podczas wykonywania proby zgodnosci musi by¢é Scisle przestrzegana
temperatura 37°C (krwinki przemywa sie roztworem NaCl i LISS o temperaturze 37°C).

7.2. ODCZYTYWANIE I INTERPRETACJA WYNIKOW PROBY ZGODNOSCI

Wyniki odczytuje si¢ makroskopowo. Probg ocenia sig jako zgodna, jesli w zadnym z testow

nie wystapita aglutynacja lub hemoliza. W przypadkach trudno$ci w ocenie wynikdéw, przenosi

si¢ zawiesiny na szkielka podstawowe i odczytuje mikroskopowo. W ten sposéb mozna
odrozni¢ rulony krwinek od aglutynacji u chorych z zaburzeniami bialek osocza. Rulonizacja
wystepuje w tescie LEN.

Stwierdzenie aglutynacji z krwinkami dawcy 1 wzorcowymi, lub tylko z jednymi z nich,

wskazuje na obecno$¢ alloprzeciwciat. Nalezy ustali¢ ich swoisto$¢ 1 dobra¢ choremu krew nie

zawierajaca odpowiadajacego im antygenu. Jesli brak czasu nie pozwala na przeprowadzenie
szybkiej identyfikacji przeciwciat, nalezy probe zgodnosci przeprowadzi¢ z wigksza liczba
probek krwi dawcow. Przed rozpoczgciem przetoczenia dobranej, serologicznie zgodnej krwi,



nalezy zleci¢ pobranie od chorego 5 - 10 ml krwi do suchej probéwki w celu okreslenia

swoistosci alloprzeciwciat.

Wykrycie w surowicy biorcy alloprzeciwciat reagujacych tylko z krwinkami wzorcowymi, a
nie reagujacych z krwinkami dawcy, nie upowaznia do wnioskowania, ze taka krew mozna
przetoczy¢; decyzje t¢ mozna podja¢ dopiero po zidentyfikowaniu przeciwciat 1 po
stwierdzeniu, ze krwinki dawcy nie zawieraja antygenu, na ktory uodpornit si¢ biorca.

Jezeli surowica biorcy reaguje z calym zestawem krwinek uzytych do wykrywania
alloprzeciwciat oraz z probkami dobieranych krwinek w tescie LEN i/lub w PTA nalezy
badania uzupeini¢ autokontrola; dodatni wynik wskazuje na obecno$¢ autoprzeciwcial; nalezy
wowczas wykona¢ BTA u biorcy. Ujemny wynik autokontroli moze $wiadczy¢ o obecnosci
wieloswoistych przeciwcial albo przeciwciat do powszechnego antygenu.

U niektorych chorych, za stabo dodatnie reakcje surowicy biorcy ze wszystkimi krwinkami,
moze by¢ odpowiedzialny komplement zaadsorbowany in vitro. Wéwczas probe zgodnosci
nalezy powtorzy¢ w klasycznym PTA lub zastosowa¢ odczynnik antyglobulinowy anty-IgG.

Jezeli u biorcy nie wykryto przeciwcial odpornosciowych, a w probie zgodnosci PTA dat
wynik dodatni z jedna sposrod dobieranych probek krwi dawcow, nalezy rozwazy¢ dwie
mozliwoSci:

1. Obecnos$¢ u biorcy alloprzeciwciat do rzadko wystepujacego antygenu obecnego u
dawcy i nieobecnego w zestawie krwinek wzorcowych.
2. Dodatni BTA u dawcy.

Roéznicowanie nalezy przeprowadzi¢ na podstawie wyniku BTA u dawcy. Czgstosé
wykrywania dodatniego BTA ocenia si¢ na 1 /10 000 — 1 / 14 000 zdrowych krwiodawcow.
Krew dawcy z dodatnim BTA nie moze sluzy¢ do przetoczenia, poniewaz proby krzyzowe
zawsze beda niezgodne. BTA u dawcy nalezy kontrolowac przez rok, gdyz moze sta¢ si¢ on
ujemny. Dawca moze oddawac¢ osocze metoda aferezy.

UWAGI
A. U biorcow systematycznie leczonych krwiq oraz u tych, ktorym przetaczano krew w ciqgu

ostatnich 3 miesiecy, nalezy bezwzglednie przestrzega¢ okresu waznosci proby zgodnosci,
ktory wynosi do 48 godzin od momentu pobrania probki krwi od chorego.Te same zasady
odnoszq sie do okresu waznosci testu przeglgdowego na obecnos¢ przeciwciatl
odpornosciowych. Jezeli krew nie zostatla w tym okresie przetoczona, obowiqzuje
powtorzenie proby zgodnosci ze swiezo pobrang probkq krwi.

B. Nie ma roznic w technice dobierania krwi dla biorcow, u ktorych zamierza sie
przeprowadzi¢ zabieg operacyjny w hipotermii, w szczegolnosci nie nalezy poszukiwac u
nich przeciwcial aktywnych w temperaturze ponizej 37°C. Nie ma bowiem Zzadnych
dowodow, aby niszczyly one przetoczone krwinki.

C. Wystqpienie reakcji dodatniej w probie zgodnosci wykonywanej u kobiety ciezarnej lub
potoznicy, Swiadczqcej o obecnosci alloprzeciwcial, nakazuje przeprowadzenie badan u
matki i ew. u dziecka w kierunku konfliktu serologicznego.

Probki krwi dawcow 1 biorcow (krew pelna i oddzielona surowica), nalezy zabezpieczy¢ po

zakonczonej probie zgodnos$ci i przechowywaé w lodowce w temp.2-6°C przez 5 dni w celu

umozliwienia badan serologicznych w razie wystapienia powiktan poprzetoczeniowych.

7.3. FORMULOWANIE WYNIKOW PROBY ZGODNOSCI

Wynik proby zgodnosci wypisuje si¢ na specjalnym formularzu (wzor nr 8). Po jego
wypehieniu dwie osoby kontroluja zgodnos¢ wszystkich danych z protokétem w ksiazce oraz
z etykietami na proboéwce z krwia biorcy i segmentach drenéw. Wynik proby zgodnosci musi
by¢ podpisany przez 2 osoby, a mianowicie przez osob¢ badajaca oraz osobg kontrolujaca i
interpretujaca wyniki badania. Musi by¢ on okres$lony jednoznacznie:

a) krew dawcy nr.......zgodna
b) krew dawcy nr.......niezgodna



c¢) krew dawcy nr.......serologicznie niezgodna (autoprzeciwciata), fenotypowo zgodna.
Krew mozna przetoczy¢ choremu.
W formularzu trzeba uzupetni¢ wynik rezultatem kontrolnego badania grupy ABO i Rh
chorego i dawcy oraz informacja o obecnosci lub nie wykryciu odpornosciowych przeciwciat,
jezeli takie badania byty jednoczes$nie wykonywane.

UWAGA

Jezeli badania sq wykonywane w czasie dyzuru w jednoosobowej obsadzie, to przed wydaniem
wyniku powinien by¢ on sprawdzony z protokotem badan oraz z dokumentacjq na probkach
krwi i podpisany przez lekarza dyzurnego lub inng kompetentnq osobe. Lekarz dyzurny nie jest
zobowiqzany do odczytywania wynikow badan. Gdy nie ma moZzliwosci sprawdzenia wyniku
przez drugq osobe, osoba wykonujqca badanie odpowiada rowniez za sformutowanie wyniku.

7.4. DOBIERANIE KRWI DO PILNEJ TRANSFUZJI W NAGLYCH PRZYPADKACH

W przypadkach uzasadnionego wskazania do natychmiastowego przetoczenia krwi, na
pisemne zlecenie (wzor nr 9) lekarza prowadzacego lub lekarza odpowiedzialnego za
gospodarke krwia mozna wyda¢ zamowiona krew przed wykonaniem proby zgodnosci. Nalezy
wykona¢ nastepujace czynnosci:

1. Zarejestrowac probki krwi biorcy i dawcow w ksiazce prob zgodnosci.

2. Okresli¢ antygeny ABO i D za pomoca odczynnikéw monoklonalnych u biorcy i dawcow.

3. Udokumentowa¢ wyniki badan w ksiazce prob zgodnosci.

4. Wyda¢ wyniki badan wraz z pojemnikami z krwia.

5. Niezwlocznie przystapi¢ do wykonania proby zgodnosci.

UWAGI
A. Nie nalezy przyjmowac zlecen telefonicznych.

B. Jezeli wynik proby zgodnosci wskazuje na niezgodnos¢ natychmiast powiadomic
lekarza.

W wyjatkowo nagtych przypadkach lekarz moze zdecydowac o przetoczeniu KKCz grupy O
bez badania grup krwi u biorcy i kontroli u dawcy. Decyzja winna by¢ odnotowana na
zapotrzebowaniu na krew do pilnej transfuzji. Jezeli pilna transfuzja dotyczy kobiet, to do
okresu menopauzy nalezy wyda¢ KKCz grupy O Rh- (minus). Po wydaniu pojemnikéw z
krwia nalezy natychmiast przystapi¢ do badan podanych powyze;.

7.5. BADANIA WYKONYWANE PRZED PRZETOCZENIEM KRWI U
NOWORODKOW I NIEMOWLAT DO 4-EGO MIESIACA ZYCIA

U dzieci ponizej 4-ego miesiaca zycia przed przetoczeniem krwi nalezy:

1. Okresli¢ grupg krwi w uktadzie ABO i antygen D z uktadu Rh u matki i dziecka.

2. Wykona¢ badania w kierunku obecnos$ci alloprzeciwcial odpornosciowych w surowicy
matki.

3. U dziecka wykona¢ BTA.

Jezeli w surowicy matki nie wykrywa si¢ odporno$ciowych alloprzeciwciat, a u dziecka BTA
jest ujemny, wydaje si¢ do przetoczenia krew zgodna w uktadzie ABO i antygenie D z
krwinkami dziecka bez proby zgodnosci pod warunkiem sprawdzenia grupy ABO 1 antygenu D
we krwi przeznaczonej do przetoczenia. Wyniki tych badan nalezy dokumentowa¢ w ksiazce
prob zgodnosci. Te zasady mozna stosowaé nawet przy wielokrotnych transfuzjach.

Jezeli u matki wykryto odpornosciowe przeciwciala, nalezy dziecku dobiera¢ krew bez
odpowiadajacego im antygenu i przed kazdym przetoczeniem wykonywac probe zgodnosci z
surowica matki. W takich przypadkach nalezy pobra¢ od matki ok. 10 ml krwi, odciagnigta
surowicg podzieli¢ na mate porcje 1 przechowa¢ w zamrozeniu. Bgda one stuzyty do kolejnych
prob zgodnosci.



Jezeli krew matki jest niedostgpna, nalezy sprawdzi¢ obecno$¢ odpornosciowych przeciwciat
w surowicy dziecka oraz przed pierwsza transfuzja wykona¢ probg zgodnosci. Ujemne wyniki
w obu badaniach upowazniaja do nie wykonywania prob zgodno$ci przed nastgpnymi
transfuzjami. Natomiast wykrycie odporno$ciowych przeciwcial w surowicy dziecka nakazuje
okresli¢ ich swoisto$¢ 1 przeprowadzanie prob zgodnosci przed kazda transfuzja.

Dzieciom grupy A lub B urodzonych przez matki grupy 0 nalezy przetacza¢ krwinki grupy O.
W tych przypadkach krew grupy jednoimiennej z dzieckiem mozna przetacza¢ po
przeprowadzeniu badan surowicy matki, ktore wykaza nieobecno$¢ przeciwciat anty-A lub
anty-B klasy IgG lub po wykonaniu proby zgodnosci z surowica dziecka za pomoca PTA.

7.6. BADANIA WYKONYWANE PRZED AUTOTRANSFUZJA

1.

U chorych przed pobraniem krwi nalezy wykonac:
Badania przegladowe w kierunku markeréw wiruséw: HBsAg, anty-HCV 1 anty-HIV 1, 2
oraz w kierunku kity.
Oznaczenie grupy krwi uktadu ABO i antygenu D z uktadu Rh zgodnie z technikami
stosowanymi u krwiodawcow.
Badanie w kierunku obecno$ci przeciwcial odpornosciowych skierowanych do krwinek
czerwonych.

Przed autotransfuzja nalezy wykonac:

Kontrole grupy ABO z probki krwi pobranej z segmentu drenu i skonfrontowac ja z
wynikiem grupy krwi chorego.

2. Probe zgodnosci.

UWAGI

A. Dodatni wynik w ktorymkolwiek z testow wykrywajqcych zakazenie przenoszone drogq
krwi stanowi przeciwwskazanie do pobrania tej krwi w celu autotransfuzji.

B. Wykrycie alloprzeciwciat odpornosciowych nie stanowi przeciwwskazania do pobrania
krwi w celu autotransfuzji.

C. Niewykorzystanq krew i jej sktadniki nalezy zniszczyc¢. Nie wolno przetaczac jej innemu

choremu. Wyjqtek stanowiq koncentraty krwinek czerwonych nie zawierajqce ktoregos z
powszechnych antygenow, ktore nalezy przechowaé w zamroZeniu.

8. IMMUNOLOGICZNA ANALIZA HEMOLITYCZNYCH ODCZYNOW
POPRZETOCZENIOWYCH

Celem przeprowadzanych badan jest ustalenie przyczyny odczynu oraz okreslenie jaka krew
chory moze otrzymywac.

8.1. ODCZYN WCZESNY

Jako odczyn wcezesny przyjmuje si¢ objawy wystgpujace u chorego w czasie transfuzji lub do
24 godzin po przetoczeniu.

W analizie odczynu poprzetoczeniowego bardzo wazne znaczenie ma probka krwi chorego
pobrana przed przetoczeniem.

Wytyczne dotyczace postgpowania w przypadku wystapienia odczynu poprzetoczeniowego, w
tym pobierania probek krwi, sa zawarte w Zataczniku do Rozporzadzenia Ministra Zdrowia z
dnia ......c........

Weczesne rozpoznanie serologicznej przyczyny odczynu poprzetoczeniowego umozliwia
szybka interwencj¢ i pozwala na uniknigcie najcigzszych powiktan spowodowanych przede
wszystkim niezgodnos$cia w uktadzie ABO i w antygenie D z uktadu Rh. Czg¢sto objawy
kliniczne nie sg jednoznaczne i przyczyng powiktania nalezy réznicowac z zakazeniem



bakteryjnym. Woéwczas przed przystapieniem do badan krwi dawcy zawartej w pojemnikach
nalezy sprawdzi¢ czy zostaty pobrane z nich probki do badan bakteriologicznych.

Badania krwi biorcy i dawcy przeprowadza si¢ wg ogolnie przyjetego schematu:

1. Sprawdzi¢ grupe uktadu ABO i Rh w probkach krwi biorcy pobranej przed i po
przetoczeniu oraz krwi dawcoéw z pojemnikow i krwi z segmentow drenow, ktdra pozostata
w laboratorium po wykonaniu préby zgodnosci.

2. Powtorzy¢ probg zgodnosci.

3. Wykona¢ BTA z krwinkami biorcy pochodzacymi z krwi pobranej po przetoczeniu;
uzyskanie dodatniego wyniku wymaga sporzadzenia eluatu i zbadania swoisto$ci zawartych
W nim przeciwciat.

4. Przeprowadzi¢ poszukiwanie przeciwcial odpornosciowych we wszystkich dostepnych
probkach surowicy biorcy z zastosowaniem dodatkowych czutych technik (np. mikrotest
kolumnowy); w badaniach nalezy postlugiwaé si¢ poza krwinkami przetoczonymi,
wzorcowymi krwinkami zawierajacymi antygeny w podwojnej dawce.

UWAGL

A. W przypadkach, w ktorych BTA jest dodatni, a w surowicy biorcy nie wykrywa sie
przeciwciat odpornosciowych, nalezy ich poszukiwanie przeprowadzi¢ w ciqgu kolejnych
kilku dni po przetoczeniu.

B. Uzyskanie ujemnych wynikow, przemawiajqcych przeciwko serologicznej niezgodnosci w
zakresie krwinek czerwonych wskazuje na celowos¢ kontroli surowicy biorcy w kierunku
przeciwciat anty-HLA i przeciwcial skierowanym przeciwko antygenom wystepujacym tylko
na krwinkach ptytkowych lub na granulocytach.

8.2. ODCZYN OPOZNIONY

U 0s6b uczulonych poprzednimi przetaczaniami krwi lub ciazami moze doj$¢ do wystapienia

op6znionego odczynu hemolitycznego, ktory najczgsciej wystgpuje migdzy 3 a 21 dniem po

transfuzji serologicznie zgodnej krwi. W zwiazku z tym wazna jest dlugotrwata kliniczna
obserwacja chorych po kazdym przetoczeniu. Z chwila pojawienia si¢ objawow hemolizy

(nieuzasadniony wzrost cieploty ciata, niedokrwisto$¢, bilirubinemia, zazétcenie powtok

skornych ) nalezy w krwi biorcy przeprowadzi¢ nastgpujace badania:

1. Bezposredni test antyglobulinowy; uzyskanie dodatniego wyniku nakazuje ustalenie

swoistosci przeciwciat w eluacie.

2. Poszukiwanie i ustalenie swoisto$ci alloprzeciwciat w surowicy.

UWAGA

Jezeli od ostatniego przetoczenia uplyneto wiecej niz 3 dni wskazane jest rozdzielenie krwinek

chorego od przetoczonych i wykonanie badan populacji krwinek dawcy (metoda 6.7.).

Rozpoznanie opdznionego odczynu poprzetoczeniowego i ustalenie swoistosci przeciwciat
odpowiedzialnych za ten odczyn ma wielkie znaczenie dla zapobiegania w przysztosci
wystapieniu cigzkich powiktan poprzetoczeniowych.

9. BADANIA IMMUNOHEMATOLOGICZNE W DIAGNOSTYCE CHOROBY
HEMOLITYCZNEJ NOWORODKA (ChHN)

Badania immunohematologiczne nalezy rozpoczaé wczesnie w okresie prenatalnym, azeby
wyodrebni¢ cigze z ryzykiem ChHN do wewnatrzmacicznej diagnostyki, umozliwiajacej
rozpoczgcie leczenia oraz rozwiazanie cigzy w optymalnym dla dziecka czasie. Zakres badan
przedstawia rycina 2.

9.1. BADANIA W CZASIE CIAZY



Podstawowe badania diagnostyczne wykonuja wyznaczone pracownie serologii
transfuzjologicznej, do ktorych kobiety cigzarne zarowno Rh dodatnie, jak i Rh ujemne sa
kierowane przez ginekologa dwukrotnie w czasie ciazy:

1. W okresie do 12 tygodnia ciazy.

2. W 28 tygodniu ciazy.

Celem tych badan jest wczesne wykrycie alloprzeciwciat odpornosciowych do antygenow

krwinek czerwonych. Kobiety u ktorych zostaty wykryte alloprzeciwciata, powinny by¢

niezwlocznie skierowane wraz z m¢zem do pracowni konfliktu serologicznego, pracowni
konsultacyjnej centrum lub do Instytutu Hematologii i Transfuzjologii. Skierowanie to
powinno zawierac:

1. Wynik grupy krwi ABO i Rh

2. Informacj¢ o wykrytych przeciwcialach nastepujacej tresci: ,,W surowicy wykryto
alloprzeciwciata reagujace z krwinkami.... w testach ....... . Konieczna kontrola w pracowni
diagnostyki konfliktu serologicznego, adres.......”

Zakres badan w pracowniach specjalistycznych

1. Ustalenie swoistosci przeciwcial.

2. Miano przeciwciat

3. Badania krwi ojca dziecka.

Uzyskane wyniki pozwalaja oceni¢ ryzyko wystapienia ChHN.

W czasie ciazy nie bada si¢ przeciwcial odpornosciowych z uktadu ABO, poniewaz

diagnostyczna wartos¢ wynikow tych badan jest bardzo niska. Matczyne przeciwciata anty-

A/anty-B nie stanowia zagrozenia dla dziecka w okresie zycia ptodowego. Dzieci rodza si¢ w

stanie dobrym, bez niedokrwistosci lub z niedokrwistos$cia tagodna, rzadko umiarkowana.

Badania diagnostyczne nalezy wykonaé, gdy u noworodka pojawia si¢ kliniczne objawy

choroby hemolityczne;j.

9.1.1. Wykrywanie przeciwcial z ukladu Rh oraz z innych ukladéw grupowych

1.Do wykrywania przeciwciat polecane sa dwa testy: PTA-LISS i LEN.

2. W miar¢ mozliwosSci wskazane jest stosowanie testow o wyzsze] czutosci, jak test
polibrenowy, testy kolumnowe, PEG.

3. W badaniach stosuje si¢ taki sam zestaw krwinek wzorcowych, jak przy wykrywaniu
przeciwcial u biorcow krwi (6.5.).

4.Jezeli wyniki grup krwi ABO na to pozwalaja , dotacza si¢ do badan krwinki ojca.

UWAGI

A. Badanie z krwinkami ojca jest niezbedne w kazdym przypadku, gdy objawy ChHN lub zgon
ptodu z przyczyn niewyjasnionych mialy miejsce w poprzedniej ciqzy, a odpornosciowych
przeciwciat u matki nie stwierdza si¢ za pomocq krwinek wzorcowych. Jezeli przeciwciata
anty-A lub anty-B uniemozliwiajq takie badanie, nalezy je wyabsorbowac¢ odpowiednimi
krwinkami przypadkowego dawcy (dwie adsorpcje przy proporcji 1:1 ; 60 min w temp.
pokojowej i 30 minut w temp. 30°C)

B. Wykrycie w surowicy matki alloprzeciwciat reagujqcych wytqcznie z krwinkami ojca dziecka
potwierdza rzadko wystepujqcy konflikt serologiczny w rodzinie. W takiej sytuacji, ustalenie
swoistosci alloprzeciwcial, wymaga szerszych badan z zastosowaniem zestawu krwinek,
zawierajqcych antygeny o niskiej czestosci wystepowania.

9.1.2. Identyfikacja alloprzeciwcial

Okreslenie swoisto$ci przeciwcial, wykrytych w surowicy matki jest konieczne dla:

1. Oceny klinicznego znaczenia przeciwcial w patogenezie ChHN.

2. Przeprowadzenia odpowiednich badan krwi ojca dziecka, pozwalajacych niejednokrotnie
przewidzie¢ obecno$¢ lub brak na krwinkach ptodu antygenu, do ktéorego matka wytwarza
przeciwciata.



3. Wczesniejszego przygotowania odpowiedniej krwi do przetoczenia, zarowno dla matki jak 1
dla dziecka, jezeli takie leczenie bedzie konieczne w czasie ciazy lub po porodzie.

Zasady identyfikacji przeciwciat zostaty podane w Rozdziale 7.6.

Swoistos¢ alloprzeciwcial nalezy kontrolowaé w przebiegu ciazy, poniewaz moze wystapi¢

dodatkowe uodpornienie matki innymi antygenami krwinek ptodu, a w przypadku przetoczen
wewnatrzmacicznych, réwniez antygenami dawcow.

Do poszukiwania dodatkowych przeciwcial nalezy przygotowaé zestaw krwinek nie

posiadajacych antygenu, ktory juz spowodowal uodpornienie matki. Wskazane jest aby krwinki

pochodzity od dawcow homozygot w poszczegdlnych uktadach grupowych (szczegoélnie w

uktadzie Kidd i Dufty).

U kobiet w ciazy czeSciej wykrywane sa przeciwciala ,,naturalne” (klasy IgM) jak anty-Le”,

anty-H (-IH), anty-P;, ktorych obecno$¢ nie jest zwiazana z uodpornieniem antygenami
krwinek czerwonych i ktore nie maja znaczenia w immunopatologii ciazy. Jezeli utrudniaja
poszukiwanie przeciwciat odpornosciowych (IgG), nalezy usunaé ich aktywno$¢ za pomoca
2ME.

9.1.3. Oznaczanie miana przeciwcial

W przypadku wykrycia alloprzeciwcial IgG, ktore moga by¢ odpowiedzialne za ChHN, nalezy
okresli¢ ich miano w PTA-NaCl.

1. W pierwszej probce, w ktorej zostaty wykryte.

2. W probkach pobieranych w miesigcznych odstepach czasu.

3. Od 24 tygodnia ciazy w probkach pobieranych nawet w dwutygodniowych odstgpach czasu,
w zaleznos$ci od dynamiki wzrostu poziomu przeciwcial.

Pozostata surowice z badanej probki nalezy przechowywac¢ zamrozona do nast¢pnego badania.
Kolejne badania wykonuje si¢ rownolegle w surowicy ze §wiezo pobranej probki oraz z probki
z poprzedniego badania za pomoca krwinek heterozygoty - tego samego dawcy lub innego o
takim samym fenotypie. Takie postgpowanie umozliwia wlasciwa oceng narastania poziomu
przeciwciat u matki.

Interpretacja wynikow badan

1. Miano przeciwciat anty-D z uktadu Rh powyzej 16 w PTA $wiadczy o ich wysokim
poziomie i jest jednym ze wskazan, oprocz wywiadu polozniczego i wynikéw badan USG,
do wewnatrzmacicznej diagnostyki.

2. Dla przeciwciat o innej swoisto$ci, graniczna warto$¢ miana nie jest ustalona.

UWAGA

W ustaleniu wskazania do wewnqtrzmacicznej diagnostyki pomocna jest ocena reaktywnosc
przeciwciat w surowicy matki w testach czynnosciowych, gtownie w tescie chemiluminescencji,
ktorego  wykonanie  nalezy  zleci¢  Zaktadowi  Immunologii  Hematologicznej i
Transfuzjologicznej IHIiT w Warszawie. Wyniki tych testow mogq ograniczy¢ koniecznosc
wykonania kordocentez.

9.1.4. Badania krwi ojca dziecka

1. Okreslenie grupy krwi ABO i Rh.

2. Jezeli u matki wykryto tylko przeciwciata anty-RhD, a ojciec jest Rh ujemny, nie
prowadzi¢ dalszych badan, poniewaz dziecko musi by¢ tez Rh ujemne.

3. Jezeli ojciec jest Rh dodatni, okresli¢ jego fenotyp Rh za pomoca dodatkowych
odczynnikow: anty-C, anty-c, anty-E i anty-e. Ustali¢ prawdopodobny genotyp (Tab. 5) 1 w
sposob nastgpujacy sformutowaé¢ wynik: np.” Rh+ (DCCee). Prawdopodobny genotyp
DCe/DCe”. Obecnie istnieje mozliwos$¢ okreslenia genotypu ojca i genu D ptodu metodami
biologii molekularnej. Badania te wykonywane sa w Instytucie Hematologii i
Transfuzjologii w Warszawie.

4. Jezeli u matki wykryto przeciwciala z uktadu Rh, np. anty-c, anty-C", anty-E lub
przeciwciala z innych uktadéw grupowych, np. anty-K z uktadu Kell, nalezy sprawdzi¢ za



pomoca odczynnikéw diagnostycznych czy na krwinkach ojca wystepuje odpowiadajacy
im antygen w pojedynczej lub podwojnej dawce; pozwoli to w wielu przypadkach na trafne
przewidywanie obecnosci lub braku konfliktowego antygenu na krwinkach ptodu.

5. UWAGA

Badania wymienione w punkcie 3 i 4 mozna zastqpi¢/ uzupeini¢ okresleniem genotypu

(przekazanie materiatu do badan patrz str ).

9.1.5. Serologiczne badania krwinek plodu

W ciazy z wysokim ryzykiem ChHN stosuje si¢ naktucie naczyn pgpowiny (kordocenteza) w

celu bezposredniej oceny nasilenia choroby hemolitycznej plodu. Zakres badan

immunohemolitycznych jest nastgpujacy:

1. Oznaczenie grupy krwi uktadu ABO i antygenu D z uktadu Rh. W przypadku stwierdzenia u
ptodu identycznej grupy krwi ABO i Rh z matka, konieczne jest wykluczenie bledu w
pobraniu badanej probki (krew matki). Najprostsza metoda jest rownolegte zbadanie tych
krwinek oraz krwinek matki za pomoca surowicy anty-I, ktéra nie reaguje z krwinkami
ptodowymi.

2. W zaleznosci od swoistosci przeciwcial wykrytych w surowicy matki, oznaczenie innych
antygenoéw odpowiedzialnych za jej uodpornienie.

3. Wykonanie BTA.

UWAGA

Gen D plodu mozina oznaczy¢ metodq nieinwazyjnq, bo w osoczu matki, a geny

odpowiedzialne za dziedziczenie przez plod innych antygenow bada sie w plynie owodniowym

lub w kosmkach tozyskowych.

W celu wykonania wymienionych badan material nalezy przestaé do Zaktadu Immunologii

Hematologicznej i Transfuzjologicznej IHiT w Warszawie.

Wykonywanie badan molekularnych pozwala na znaczne ograniczenie potrzeby wykonywania

kordocentezy.

9.2. BADANIA PO PORODZIE

10.2.1. Krew matki

Kobiety przyjete do oddziatu potozniczego powinny posiada¢ wyniki badan grup krwi ABO i

Rh oraz przeciwciat odpornosciowych. Jezeli badania te nie byly wykonywane podczas ciazy

nalezy je bezzwlocznie przeprowadzi¢. Wykrycie alloprzeciwciat odpornosciowych u matki

zasygnalizuje mozliwo$¢ choroby hemolitycznej u dziecka. Nalezy wowczas przekaza¢ probke
krwi matki do pracowni konsultacyjnej centrum w celu:

1. Potwierdzenia 1 identyfikacji przeciwcial.

2. Okreslenia ich znaczenia w immunopatologii ciazy.

3. Dobrania krwi do ewentualnego przetoczenia matce lub dziecku.

UWAGA.

U dziecka urodzonego przez matke, posiadajacq przeciwciata odpornosciowe nalezy
natychmiast wykona¢ badania z zakresu diagnostyki ChHN.

9.2.2. Krew noworodka

1. Wskazane jest pobieranie probki krwi pepowinowej od kazdego noworodka.

2. Probke nalezy opisa¢ nazwiskiem matki z zaznaczeniem ,krew pegpowinowa” i
przechowywaé¢ w lodowce w temp. 2-6° C przez 3-5 dni do ewentualnego wykorzystania,
gdy przeprowadzenie badan immunohematologicznych okaze si¢ konieczne.

UWAGL.

A. Badanie grup krwi i BTA wykonuje sie u wszystkich noworodkow urodzonych przez kobiety
Rh- (kwalifikacja do podania Gamma anty-D); jezeli matce podano podczas ciqzy
immunoglobuline anty-RhD, BTA u noworodka nie wykonuje sie.

B. U pozostatych noworodkow, urodzonych przez matki Rh + nie uodpornione antygenami
krwinek czerwonych nie wykonuje sie serologicznych badan krwi.



9.2.3. Diagnostyka ChHN

Badania diagnostyczne przeprowadza si¢ w kazdym przypadku wykrycia u matki przeciwciat
odpornosciowych podczas ciazy lub w okresie okotoporodowym. Z probki krwi pgpowinowej
wykonuje sig:

1. Okreslenie grupy krwi ABO i Rh.

2. Okreslenie antygendw z innych ukladow grupowych, odpowiednio do swoistosci

alloprzeciwciat matki.

3. Bezposredni test antyglobulinowy (BTA).

4. W niektorych przypadkach, a mianowicie gdy u dziecka stwierdza si¢ dodatni BTA, a u
matki nie wykrywa si¢ przeciwcial w badaniu przegladowym, lub wykrywa sig przeciwciata
wieloswoiste wskazane jest wykonanie elucji przeciwciat z krwinek noworodka

U noworodkoéw oznaczenie grup krwi ukladu ABO (6.2.) i antygenu D z ukladu Rh
przeprowadza si¢ wytacznie za pomoca odczynnikéw monoklonalnych metoda probéwkowa.
Gdy krwinki noworodka sa mocno optaszczone przeciwciatami IgG zastosowanie ludzkich
surowic anty-D moze prowadzi¢ do biednej interpretacji wynikow. Podobne problemy
wystepuja rowniez podczas okreslania innych antygenoéw ludzkimi surowicami. W takich
przypadkach, gdy brak jest odpowiednich odczynnikow monoklonalnych (np. anty-Fy®, anty-s)
nalezy przed wykonaniem badania usuna¢ przeciwciata z krwinek czerwonych, np. za pomoca
kwasnej glicyny i EDTA (5.10.2.).

Okreslenie swoistosci przeciwcial zwiazanych z krwinkami wymaga zastosowania metod
elucji, szczegodlnie, gdy u matki wystegpuja przeciwciata o kilku swoisto$ciach.

Bezposredni test antyglobulinowy nalezy wykona¢ metoda probowkowa lub czulszymi
metodami kolumnowymi. Dodatni wynik BTA potwierdza ChHN i §wiadczy o przejsciu przez
lozysko przeciwcial matki 1 optaszczeniu krwinek dziecka.

U dzieci z konfliktu Rh, leczonych krwia wewnatrzmacicznie, oznaczenie grup krwi ABO 1 Rh
oraz BTA moga by¢ falszywie ujemne z powodu obecnosci w krazeniu noworodka
przetoczonych krwinek Rh ujemnych. Stanowia one populacje przewazajaca, czgsto powyzej
99%. Dla uniknigcia blgdnych wynikow, na skierowaniu krwi do badan serologicznych oraz w
karcie informacyjnej ze szpitala, nalezy umiesci¢ adnotacj¢ ,,Leczony w zyciu ptodowym krwia
Rh-.

UWAGI
A. Diagnostyke w kierunku ChHN nalezy przeprowadzi¢ takze w kazdym przypadku jezeli u

noworodka wystqpiq nieoczekiwanie kliniczne objawy choroby hemolitycznej (patologiczna
zoltaczka, niedokrwistosc¢). Nieoczekiwana ChHN zdarza sie gtownie wtedy, gdy u kobiet
zaniedbano wykonania badan przeciwciat odporosciowych w czasie ciqzy. Nalezy wowczas
przeprowadzi¢ badania zarowno krwi noworodka jak i matki.

B. Jezeli w badaniach z zestawem krwinek wzorcowych nie wykryje sie przeciwcial w surowicy
matki, za ChHN mogq by¢ odpowiedzialne przeciwciata z uktadu ABO (konflikt ABO) lub
przeciwciata do rzadko wystepujqcego antygenu.

9.2.4. Diagnostyka ChHN w konflikcie ABO

1. Poszukiwanie przeciwcial IgG anty-A/anty-B w surowicy matki, po termicznej inaktywacji
przeciwciat naturalnych IgM:

a/ rozcienczy¢ surowiceg rowna obj¢toscia roztworu NacCl,

b/ po dokladnym wymieszaniu umiescié¢ w tazni wodnej o temp. 70°C na 20 minut,

¢/ po ozigbieniu do temperatury pokojowej, wykona¢ PTA z krwinkami dziecka oraz dawcy o
zgodnej z dzieckiem grupie krwi ABO.

Interpretacja wynikow:

- Woystapienie aglutynacji z krwinkami dawcy $§wiadczy o obecnosci przeciwciat
odporno$ciowych u matki.



- Aglutynacja krwinek dziecka $wiadczy o dojrzatosci antygenu ABO do immunologicznej
reakcji.

- Nie wykrycie przeciwciat IgG u matki bezposrednio po porodzie nie wyklucza ChHN,
poniewaz w okresie okoloporodowym moze nastapi¢ spadek ich stezenia do ilosci
niewykrywalych w rutynowo stosowanych testach serologicznych. Wstgpne rozpoznanie
ChHN musi by¢ oparte na objawach klinicznych 1 stwierdzonej niezgodnos$ci grup krwi
ABO u matki i dziecka. Powtérzenie badan po 3-5 dniach po porodzie umozliwia zwykle
wykrycie przeciwciat.

2. Badania u noworodka :

a/ okreslenie grupy krwi ABO i Rh,

b/ wykonanie BTA

¢/ jezeli zostata zachowana krew pgpowinowa, wykonanie badan przeciwcial w surowicy (bez
inaktywacji) oraz w eluacie z krwinek czerwonych,

UWAGA

A. Wyniki badan krwi pepowinowej lepiej potwierdzajq kliniczne rozpoznanie ChHN niz
badania krwi matki.

B. Zaleca sie metode elucji przeciwcial wg Landsteinera lub podang nizej metode Lui.

9.2.4.1. Elucja przeciwcial metoda Lui

1. Przemy¢ krwinki sze$¢ razy roztworem NaCl, pozostawiajac nadsacz z ostatniego

przemycia (kontrola eluatu).

. W probéwkach umiesci¢ po 0,5 ml przemytych gestych krwinek.

. Doda¢ po 3 krople roztworu NaCl i doktadnie wymieszac.

. Proboéwki zakorkowac 1 obraca¢ tak, aby krwinki powlekty ich wewngtrzna powierzchnig.

. Umiesci¢ probowki poziomo w temperaturze -20°C do -70°C na 10 minut.

. Po ich wyjeciu szybko rozmrozi¢ krwinki pod strumieniem goracej wody 1 wirowac przez 2

minuty z przyspieszeniem 1000xg.

7. Przenie$¢ nadsacz (eluat) do czystej probowki i bada¢ w PTA metoda probéwkowa (nie
kolumnowa), rownolegle z nadsaczem kontrolnym, z krwinkami A lub B.

9.2.5. Diagnostyka ChHN w rzadko wystepujacym konflikcie serologicznym

Konflikt ten dotyczy przeciwciat skierowanych do antygendéw o niskiej lub bardzo niskiej

czgstosci wystepowania lub tez do antygendw spotykanych powszechnie.

9.2.5.1. Przeciwciala do antygenéw wystepujacych z niska czestoscia

Przyktady takich przeciwciat to anty-C" z uktadu Rh (czesto$¢ antygenu CV - 2%), anty-Kp® z

ukfadu Kell (1%), anty-Di* z uktadu Diego (0,46%). Obecno$¢ tego typu przeciwcial mozna

wykry¢ w badaniach surowicy matki z krwinkami dziecka lub jego ojca. Przy niezgodnosci

ABO, nalezy najpierw usuna¢ aktywno$¢ przeciwcial grupowych poprzez ich absorpcje za

pomoca krwinek przypadkowego dawcy odpowiedniej grupy krwi. Mozna tez postuzy¢ sie

eluatem z krwinek noworodka,

badajac go bezposrednio z krwinkami ojca w PTA-LISS i w tescie enzymatycznym.

W przypadku przeciwciat do rzadko wystepujacego antygenu krwinek czerwonych nie ma

problemu ze znalezieniem krwi zgodnej dla matki i1 dziecka. Identyfikacj¢ przeciwciat

odpowiedzialnych za ChHN mozna wigc prowadzi¢ w ciagu kilku nastgpnych dni i nie
op6znia¢ z tego powodu leczenia krwig. Diagnostyka ta jest bardzo czasochlonna i wymaga
zastosowania specjalnego zestawu krwinek wzorcowych.

9.2.5.2. Przeciwciala do antygenow wystepujacych powszechnie

Przyktady takich przeciwcial to anty-k i anty-Kp® z uktadu Kell, anty-Di® z uktadu Diego,

anty-Co” z ukfadu Colton lub anty-Lan. Czesto$¢ wystepowania antygenow, do ktorych sa one

skierowane przekracza 99% w populacji. W badaniach immunohematologicznych

charakteryzuja si¢ one aktywno$cia w stosunku do wszystkich krwinek wzorcowych i

przypadkowych, z wyjatkiem autologicznych. Jezeli przeciwciala wystgpuja w klasie IgG,
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konieczna jest ich szybka identyfikacja. W przypadku trudno$ci w ustaleniu swoistosci

przeciwcial nalezy przekaza¢ probki krwi cigzarnej, jej rodziny i meza do IHiT. Takie

przeciwciata powinny by¢ wykryte w poczatkowym okresie ciazy ze wzgledu na bardzo

skomplikowana ich identyfikacj¢ i ogromne trudnosci w znalezieniu zgodnego dawcy krwi. W

takich przypadkach nalezy rozwazy¢ pobieranie krwi od ci¢zarnej w celu zabezpieczenia matki

1 dziecka w zgodna krew. Diagnostyka rozpoczgta dopiero po porodzie moze uniemozliwié

konieczne leczenie krwia zarowno matki jak 1 dziecka.

9.3. ZASADY DOBIERANIA KRWI DO PRZETOCZENIA WYMIENNEGO I
WEWNATRZMACICZNEGO

Szczegbty dotyczace preparatyki sa zawarte w Rozdziale ,,Preparatyka krwi i jej sktadnikow”

1. W konflikcie Rh, dotyczacym antygenu D podaje si¢ wytacznie krew Rh-. Grupa krwi ABO
powinna by¢ zgodna z krwia dziecka. Wyjatek stanowia noworodki grupy A lub B matek
grupy 0, dla ktorych bezpieczniej jest przygotowaé krew ,,uniwersalng” dla uktadu ABO
(krwinki 0 Rh- w osoczu zgodnym z grupa krwi dziecka lub w osoczu grupy AB). Krew
jednoimienna w tym uktadzie grupowym mozna podawac tylko w tedy, jezeli w surowicy
matki (lub w surowicy krwi pgpowinowej) nie stwierdza si¢ obecno$ci przeciwciat IgG
anty-A lub / i anty-B w badaniu w PTA

2. Do transfuzji wewnatrzmacicznych w konflikcie Rh (przeciwciata anty-D) nalezy
przygotowac ubogoleukocytarny KKCz grupy 0 Rh- K-,. Konieczne jest napromienianie
krwi w celu zapobiegania powiktah GvHD. Mozna przetacza¢ krwinki jednoimienne w
uktadzie ABO, jezeli znana jest grupa krwi plodu i préba zgodnos$ci zostata wykonana z
surowicg matki.

3. Do transfuzji wymiennej w konflikcie ABO podaje si¢ krew ,,uniwersalna” (KU ABO) dla
tego ukladu grupowego. Jest to koncentrat krwinek czerwonych o Rh zgodnym z krwia
dziecka, przygotowany z krwi dawcy grupy 0, z niskim mianem przeciwciat anty-A lub
anty-B w zalezno$ci od grupy krwi dziecka. Miano aglutynin nie moze przekraczaé 32.
Zamiast oznaczenia miana mozna wykona¢ PTA, badajac osocze rozcienczone 1:50 wobec
krwinek A, lub B. Dodatni wynik testu eliminuje KU ABO.

Do przetoczenia, koncentrat krwinek grupy O uzupeitnia si¢ osoczem grupy AB lub
zgodnym grupowo z krwig dziecka.

4. W konflikcie serologicznym w zakresie innych antygenow, krew do przetoczenia, oprocz
zgodno$ci w uktadzie ABO i1 Rh, nie moze zawiera¢ antygenu odpowiedzialnego za
uodpornienie matki. Wybiera si¢ ja za pomoca odpowiednich odczynnikow
diagnostycznych.

5. Dla zapewnienia wysokiej aktywnos$ci biologicznej krwinek 1 maksymalnego czasu ich
przezycia, okres od pobrania krwi do transfuzji wymiennej i doptodowej nie powinien
przekracza¢ 5 dni.

6. W okresie pierwszych 4 miesigcy zycia, do nastgpnych przetoczen stosuje si¢ krew tej samej
grupy krwi ABO 1 Rh jak do pierwszej transfuzji. Krew w matych objetosciach (transfuzje
uzupetniajace) stosuje si¢ w okresie jej przydatnosci (35 dni).

9.3.1. Préba serologicznej zgodnosci

Wykonuje si¢ ja zgodnie z metodyka podana w Rozdziale....., przestrzegajac dodatkowo
nastepujacych zasad:

1. Jako surowicg biorcy nalezy stosowac surowicg matki. Jezeli dziecko uodpornionej matki
przenoszone jest do innego szpitala, razem z nim nalezy przekaza¢ probke krwi matki (20
ml krwi, z ktorej surowica podzielona na kilka porcji moze by¢ przechowywana w stanie
zamrozonym przez okres leczenia dziecka 1 wykorzystywana w kolejnych probach
zgodnosci).

2. Gdy przeciwciata uktadu ABO matki nie pozwalaja na dobieranie krwi zgodnej grupowo z
krwia dziecka, nalezy dobiera¢ krwinki grupy 0.



3. Wykonujac probe zgodnosci z koncentratem krwinek czerwonych, zawieszonych w osoczu
innej grupy krwi ABO, nalezy pamigta¢ aby w badaniach kontrolnych dawcy sprawdzié
poza krwinkami rowniez i osocze za pomoca krwinek wzorcowych 0, A; i B.

4. Jezeli surowica matki jest nieosiagalna, nalezy uzy¢ surowice noworodka, a w przypadku
dodatniego BTA, rowniez eluat z jego krwinek.

9.4. PROFILAKTYKA KONFLIKTU Rh

Polega ona na podaniu kobietom Rh ujemnym przeciwciat anty-RhD w celu zahamowania

pierwotnej odpowiedzi immunologicznej na antygen D Rh dodatniego ptodu. Postepowanie to

dotyczy rowniez kobiet z odmiana antygenu D kategorii D'. Przeciwciata anty-D stosowane sa

w postaci czystej frakcji immunoglobuliny G, wyizolowanej z osocza os6éb uodpornionych,

glownie dawcoéw krwi poddanych zamierzonej immunizacji. Polski preparat immunoglobuliny

anty-RhD nosi nazw¢ Gamma anty-D i1 produkowany jest w dawkach 150 1 50 mikrogramow.

Podaje si¢ go domig$niowo w czasie nie przekraczajacym 72 godzin:

1. Po urodzeniu dziecka Rh +:

150 mikrogramoéw, jezeli pordd byt fizjologiczny

300 mikrogramow, jezeli porod byt patologiczny (np. cigcie cesarskie, r¢czne wydobycie
tozyska, pordd martwego ptodu ) lub blizniaczy.

W przypadku podejrzenia duzego krwawienia ptodowo - matczynego, np. znaczna
niedokrwisto§¢ noworodka bezposrednio po urodzeniu, nalezy oceni¢ objgtos¢ krwi
ptodowej w krazeniu matki metoda Kleihauera - Betke lub cytometrii przeptywowej. Po jej
ustaleniu nalezy obliczy¢ dawke immunoglobuliny anty-RhD. Zaktada sig, ze na kazde 15
ml krwi ptodu potrzeba 150 mikrograméw immunoglobuliny, czyli zawarto$¢ jednej
ampultki Gamma anty-D 150. Liczbg amputek ustala si¢ dzielac wykryta objetos¢ krwi ptodu
przez 15.

2. Po poronieniu samoistnym lub przerwaniu ciazy, amniopunkcji diagnostycznej, usunigciu
ciazy pozamacicznej, urazu brzucha oraz w przypadku zagrazajacego porodu
przedwczesnego z krwawieniem z drég rodnych:

50 mikrogramow do 12 tygodnia ciazy

150 mikrograméw po 12 tygodniu ciazy

Przed podaniem immunoglobuliny po porodzie nalezy wykona¢ nast¢pujace badania
kwalifikacyjne:

1. W krwi matki badania przeciwciat anty-D za pomoca PTA — LISS.

2. W krwi pgpowinowej oznaczenie antygenu D z ukladu Rh

oraz bezposredni test antyglobulinowy.

Do podania immunoglobuliny kwalifikuje si¢ kobiet¢ Rh ujemna, u ktérej nie wykryto w

wyzej wymienionym tescie przeciwciat anty-D 1 ktorej dziecko jest Rh dodatnie z ujemnym

BTA.

Przed podaniem immunoglobuliny podczas ciazy (300pg przeciwcial w 28 tygodniu ciazy)

wykonuje si¢ badanie przeciwciat anty-D za pomoca PTA - LISS. Do podania

immunoglobuliny kwalifikuje si¢ kobiet¢ Rh ujemna, u ktérej nie wykryto przeciwciat anty-D 1

ktorej partner jest Rh dodatni.

UWAGI

A. Kobieta, ktora w czasie ciqzy otrzymata immunoglobuline anty-RhD, powinna otrzymac
powtornie odpowiedniq dawke preparatu po urodzeniu Rh dodatniego dziecka. Przed
podaniem immunoglobuliny nie wykonuje sie u matki badania przeciwciat anty-D, poniewaz
mogq byc¢ one obecne, jako biernie nabyte. Z tych samych przyczyn nie wykonuje si¢ BTA u
noworodka.

B. Informacja o rozpoczetej profilaktyce w czasie ciqZy powinna by¢ zamieszczona w
dokumentacji pacjentki i przekazana pracowni serologii transfuzjologicznej.

C. Rozpowszechnienie badania genu D plodu w osoczu matki moze w przysztosci znacznie



ograniczy¢ zuzycie immunoglobuliny anty-D podawanej w profilaktyce ciqzowej (cieZarne,
ktorych ptod jest D minus nie bedq potrzebowaly podania immunoglobuliny).

9.4.1. Wykrywanie krwinek plodu w krazeniu matki: test kwasnej elucji zmodyfikowana
metodg Kleihauera - Betke.

Odczynniki

1. Bufor Mcllvine’a, pH 3,3 - 3,4.

Do kazdego badania przygotowac $§wiezy bufor przez zmieszanie 74 ml roztworu

macierzystego A 1 26 ml roztworu macierzystego B; po zmieszaniu sprawdzi¢ pH.

a) Roztwor macierzysty A - 0,1 mol/l kwas cytrynowy
21,0 g C¢HgO7 . H,0 rozcienczy¢ woda destylowana do 1 1, przechowywac¢ w lodowce w
temp. 2-6°C.

b) Roztwdr macierzysty B - 0,2 mol/L fosforan sodowy
71,63 g Na,HPOy, . 12 H,O rozcienczy¢ woda destylowana do 1 1, przechowywac¢ w lodéwce
w temp. 2-6°C.

2. Barwniki

a) 0,5 % wodny roztwor erytrozyny B

b) Kwasna hematoksylina (Harrisa)

3. 80% alkohol etylowy.

Kontrola dodatnia - mieszanina krwi osoby dorostej (10 czgsci) i krwi pgpowinowej (jedna

czgSC).

Kontrola ujemna - krew osoby doroste;.

Wykonanie badania

1. Przygotowac cienkie rozmazy krwi.

2. Wysuszy¢ przez 10 min w powietrzu.

3. Utrwali¢ rozmazy 80 % alkoholem etylowym przez 5 min.

4. Przemy¢ woda destylowana.

5. Doprowadzi¢ bufor Mc Ilvine’a do temperatury 37°C i zanurzy¢ szkietka z

rozmazami na 5 minut.

6. Przemy¢ woda destylowana.

7. Zanurzy¢ szkietka z rozmazami w hematoksylinie na 5 min.

8. Przemy¢ doktadnie przez minute biezaca woda.

9. Zanurzy¢ szkietka z rozmazami w erytrozynie na 5 min.

10.Przemy¢ biezaca woda.

11.Policzy¢ pod mikroskopem 2000 krwinek czerwonych i odnotowac¢ liczbe krwinek
ptodowych.

12.0bliczy¢ odsetek krwinek ptodowych w ogolnej liczbie policzonych krwinek czerwonych.

Interpretacja wyniku.

Krwinki ptodowe zawierajace hemoglobing F widoczne sa jako rézowe komorki zalamujace

swiatlo.

Krwinki os6b dorostych, zawierajace hemoglobing A sa odbarwione, widoczne jako blade

cienie komorkowe.

Jadra krwinek biatych s intensywnie niebiesko zabarwione, a cytoplazma jest szaro-niebieska.

Objetos¢ krwawienia plodowo - matczynego w ml petnej krwi = procent krwinek ptodowych x

50.

10. BADANIA WYKONYWANE W NIEDOKRWISTOSCI
AUTOIMMUNOHEMOLITYCZNEJ (NAIH)

10 .1. NAIH Z AUTOPRZECIWCIALAMI TYPU CIEPLEGO
Do badan nalezy pobra¢ ok. 5 ml krwi do suchej probowki oraz 4 ml krwi na EDTA-Na,.
Wykonuje si¢ nast¢pujace badania:



. Bezposredni test antyglobulinowy (BTA) z odczynnikiem poliwalentnym.

. BTA z odczynnikami monoswoistymi jesli z odczynnikiem poliwalentnym uzyskano wynik

dodatni.

3. Wykonanie eluatu z krwinek chorego zgodnie z metodami na str. i badanie jego aktywno$ci
z zestawem krwinek wzorcowych.

4. Badania surowicy z zestawem krwinek wzorcowych i z krwinkami autologicznymi.

5. W przypadku uzyskania wynikéw dodatnich, przeprowadzenie adsorpcji autoprzeciwciat z
surowicy zgodnie z metodami 5.9.2.

6. Wykrywanie alloprzeciwciat w surowicy po adsorpcji autoprzeciwcial.

7. Okreslenie fenotypu Rh 1 w miarg potrzeby innych antygenow krwinek czerwonych stosujac
odczynniki monoklonalne; jesli postuguje si¢ ludzkim surowicami diagnostycznymi, nalezy
najpierw usuna¢ z krwinek autoprzeciwciata (metoda 5.10.).

8. Dobranie do przetoczenia krwi zgodnej fenotypowo w uktadzie Rh i antygenie K.

9. W przypadku jednoczesnej obecnosci alloprzeciwciat nalezy rowniez uwzgledni¢ zgodny
fenotyp w odpowiednim uktadzie grupowym.

10.2. NAIH Z AUTOPRZECIWCIALAMI TYPU ZIMNEGO

Krew do badan powinna by¢ pobrana do probdéwki umieszczonej w zlewce z woda o temp.

37°C i natychmiast przeniesiona do termostatu o tej samej temperaturze. Po wykrzepieniu krwi

nalezy oddzieli¢ surowice a krwinki przemy¢ 3 razy roztworem NaCl o temperaturze 37°C.

Wykonuje si¢ nast¢pujace badania:

N —

1. Okreslenie grupy krwi ABO 1 antygenu D za pomoca odczynnikéw monoklonalnych

2. Wykonanie BTA.

3. Okreslenie amplitudy cieplnej zimnych autoprzeciwcial (aglutynin).

10.2.1. Roznicowanie autoprzeciwcial typu zimnego z ukladu Ii naturalnych i istotnych

klinicznie

Autoprzeciwciata typu zimnego, wykrywane podczas oznaczania grup krwi uktadu ABO, maja
najczgsciej swoisto$¢ z uktadu Ii. Jakkolwiek ich optymalna aktywno$¢ wyraza si¢ w niskich
temperaturach, to jednak u niektérych os6b manifestuja si¢ takze w temperaturze pokojowe;.
Ich obecno$¢ moze by¢ zwiazana z przebyta infekcja. Wystepuja rowniez u 0osob z chorobami
rozrostowymi uktadu krwiotwdrczego oraz z choroba zimnych aglutynin. Autoprzeciwciata
anty-I o znaczeniu patologicznym wiaza komplement, maja wysokie miano i szeroka amplitude
cieplna. Dla potwierdzenia ich obecnosci, badania przeprowadza si¢ réwnolegle w trzech
temperaturach: 20°C, 30°C i 37°C.

Postgpowanie

1. Przygotowaé 3% zawiesiny krwinek autologicznych i krwinek wzorcowych grupy O w
roztworze NaCl.

2. Przygotowaé trzy rzedy probdéwek (w kazdym po 4 probowki) dla badan w trzech

temperaturach.

W pierwszej 1 w drugiej proboéwce kazdego rzedu umiesci¢ po 2 krople surowicy badane;.

4. W trzeciej i w czwartej probowce kazdego rzedu, umiesci¢ po jednej kropli surowicy
badanej 1 po jednej kropli 30% roztworu albuminy w NaCl.

5. Dwa rzedy proboéwek przenies¢ do termostatow (blokéw grzewczych) o odpowiednich
temperaturach (30°C, 37°C); trzeci rzad pozostawi¢ w temperaturze pokojowej; obok
probéwek z surowica w wymienionych temperaturach umiesci¢ zawiesiny przygotowanych
krwinek.

6. Po uptywie 10 minut, do pierwszej i trzeciej probowki surowicy w kazdym rzedzie, doda¢
po kropli 3% zawiesiny krwinek autologicznych, natomiast do drugiej i czwartej po kropli
3% zawiesiny krwinek wzorcowych grupy O.
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7. Po zmieszaniu, zawartos¢ probowek inkubowaé przez 2 godziny w odpowiednich
temperaturach.

8. Odczytywa¢ wyniki makroskopowo, delikatnie wstrzasajac kazda probowka i protokotowaé
nasilenie aglutynacji.

9. Ustali¢ amplitude cieplna reakcji przeciwcial na podstawie wynikéw badan w
poszczegolnych temperaturach.

Jako klinicznie wazne uznaje si¢ autoprzeciwciala reagujace w zakresie temperatur 30°C -

37°C. W tych przypadkach dobiera si¢ do przetoczenia krew zgodna fenotypowo w ukladzie

Rh oraz pod wzgledem antygenu K z uktadu Kell, po wykluczeniu obecno$ci innych

odpornosciowych alloprzeciwciat.

Autoprzeciwciala, ktore sa aktywne tylko w niskich temperaturach ( ponizej 30°C) nie maja

znaczenia klinicznego.

W przypadku stwierdzenia, ze wykryte autoprzeciwciala maja charakter patologiczny

wskazane jest wykonanie nastgpujacego badania:

1. Przygotowa¢ dwa szeregi rozcienczen badanej surowicy w roztworze NaCl.

2. Do pierwszego szeregu doda¢ taka sama objetos¢ 3 — 4% krwinek jednoimiennych
zawieszonych w roztworze NaCl, a do drugiego krwinek grupy O.

3. Badanie pozostawi¢ na godzing w temperaturze pokojowej 1 po godzinie odczyta¢ wyniki.

Znacznie wyzsze miano z krwinkami jednoimiennymi (powyzej dwodch rozcienczen) niz z

krwinkami grupy O upowaznia do zalecenia przetaczania KKCz grupy O.

10. 3. NAPADOWA ZIMNA HEMOGLOBINURIA (NZH)

NZH charakteryzuje si¢ obecnoscia, w surowicy dwufazowych hemolizyn. Pierwotna NZH

zdarza si¢ bardzo rzadko. Natomiast hemolizyny o charakterze przemijajacym wystepuja dos¢

czegsto u dzieci w przebiegu choréb wirusowych 1 bakteryjnych (np. odra, ospa wietrzna,

$winka, grypa, mononukleoza zakazna). Dwufazowe hemolizyny maja najczesciej swoistos¢

skierowana do powszechnego antygenu P.

Test ten powinno si¢ wykona¢ wowczas, gdy u chorego stwierdza si¢ objawy hemolizy

(hemoglobinuria, hemoglobinemia ), natomiast w surowicy nie wykrywa si¢ autoprzeciwciat

typu zimnego, a na krwinkach jest obecny tylko C3 (eluat z krwinek jest ujemny).

Przygotowanie materialu

1. Krew chorego pobra¢ do suchej probowki i przenies¢ do cieplarki o temp. 37°C; po
zakonczeniu procesu krzepnigcia odwirowac takze w tej temperaturze.

2. Ze $wiezo pobranej probki krwi od dawcy oddzieli¢ surowice, ktora stanowi zrédto
dopetniacza.

3. Sporzadzi¢ 50% zawiesing krwinek grupy O w roztworze NaCl.

Wykonanie badania

1. W 3 rzedach stelaza umiesci¢ po 3 probdéwki i oznakowac, np. Al , A2, A3 (pierwszy rzad),

B1, B2, B3 (drugi rzad), C1, C2, C3 (trzeci rzad).

Doda¢ do pierwszej i drugiej probéwki w kazdym rzedzie po 10 kropli surowicy chorego.

Doda¢ do drugiej i trzeciej probowki w kazdym rzgdzie po 10 kropli surowicy dawcy.

Do wszystkich probowek doda¢ po kropli zawiesiny krwinek i wymieszac.

Przenies¢ 3 probowki z pierwszego 1 3 probowki z drugiego rzedu do pojemnika z

topniejacym lodem.

Trzy probowki z trzeciego rzgdu umiesci¢ w cieplarce o temp. 37°C.

Po 30 minutach przenies¢ 3 probowki oznaczone litera A z pojemnika z lodem do cieplarki

o temp. 37°C.

8. Po nastgpnej godzinie odwirowaé wszystkie probowki i odczyta¢ wyniki obserwujac
zabarwienie nadsaczu.

Interpretacja wynikow

e

—



Hemoliza w probdéwkach zawierajacych surowicg chorego, inkubowana najpierw w 0°C, a
nastgpnie w 37°C, wskazuje na obecnos¢ dwufazowych hemolizyn. Hemoliza w probéwkach
zawierajacych surowicg chorego inkubowana, tylko w 0°C albo tylko w 37°C wskazuje na
obecno$¢ jednofazowych hemolizyn, odpowiednio typu zimnego lub typu cieptego. W
probowkach zawierajacych tylko surowice dawcy 1 krwinki nie powinna wystapi¢ hemoliza.

UWAGA

Wobec czesto wystepujacego obnizenia aktywnosci komplementu w surowicy chorego z NZH
hemoliza w probowce z dodatkiem swiezej surowicy dawcy moze by¢ znacznie bardziej
nasilona niz w probowce zawierajqcej tylko surowice chorego.

11. BADANIA IMMUNOHEMATOLOGICZNE ZWIAZANE Z

PRZESZCZEPIANIEM KRWIOTWORCZYCH KOMOREK MACIERZYSTYCH

U wszystkich biorcéw i dawcow nalezy przed tym zabiegiem:

1. Okresli¢ grupg krwi w ukladzie ABO i antygenie D z uktadu Rh oraz fenotyp krwinek
czerwonych w zakresie klinicznie waznych antygendéw z uwzglednieniem antygendéw M,
N, P;.

2.  Wykona¢ badanie przegladowe przeciwciat przeciw krwinkom czerwonym, a w przypadku
ich wykrycia, okresli¢ ich swoistos¢.

3. Uzyska¢ doktadne dane od lekarza prowadzacego dotyczace leczenia krwia w przesztosci,
a u kobiet takze informacje o przebytych ciazach.

4. Przed przeszczepieniem dobiera¢ krew zgodna w fenotypie Rh i antygenie K.

5. Jezeli biorca i dawca przeszczepu roznia si¢ w antygenie D, tzn. biorca Rh dodatni, dawca
Rh ujemny albo biorca Rh ujemny, dawca Rh dodatni, we wczesnym okresie po
przeszczepieniu dobiera¢ krew Rh ujemna.

Postepowanie w przypadkach niezgodnosci w ukladzie ABO mig¢dzy biorca i dawca

Rozroznia si¢ duza i mata niezgodnos$¢ w uktadzie ABO (Tab. 8)

Duza niezgodnos¢ w ukladzie ABO. Polega na obecnosci u biorcy przeciwciat anty-A 1/ lub
anty-B skierowanych przeciw antygenom na krwinkach czerwonych dawcy. Przed
przeszczepieniem, poza badaniami wymienionymi powyzej, okresla si¢ miano przeciwcial z
uktadu ABO odpowiedzialnych za duza niezgodnos¢.

1. W roztworze NaCl w temperaturze pokojowe;j.

2. W PTA po zniszczeniu przeciwcial IgM za pomoca 2ME.

UWAGA

Uzyskane wyniki sq niezbedne dla transplantologa w celu podjecia ew. procedur
zmierzajqcych do ograniczenia niszczqcego dzialania przeciwciat na krwinki czerwone dawcy
zawarte w materiale przeszczepowym.

W duzej niezgodnosci po dokonaniu przeszczepienia dobiera si¢ do przetoczenia KKCz
jednoimienny w uktadzie ABO z biorca do czasu, gdy na krwinkach nie wykrywa si¢ antygenu
biorcy, BTA jest ujemny, a w eluacie z krwinek 1 w surowicy nie stwierdza si¢ przeciwciat
skierowanych do antygendéw na krwinkach dawcy. Czgstotliwos¢ tych badan okresla lekarz
prowadzacy. Przetaczane osocze i KKP sa zgodne w ABO z dawca.

Mala niezgodnos¢ w ukladzie ABO. Jako matla niezgodnos$¢ okresla si¢ obecnos¢ w surowicy
dawcy przeciwciatl anty-A i/ lub anty-B skierowanych przeciwko antygenom na krwinkach
biorcy. Przed przeszczepieniem na zlecenie lekarza prowadzacego okresla si¢ poziom
przeciwcial z uktadu ABO u dawcy przeszczepu technikami oméwionymi przy duzej
niezgodnosci.



Do przetoczenia dobiera si¢ KKCz jednoimienny w uktadzie ABO z dawca, przy czym do
czasu, gdy juz nie wykrywa si¢ na krwinkach antygendéw biorcy przetaczane krwinki czerwone
powinny by¢ maksymalnie pozbawione osocza. Przetaczane osocze i KKP winny pochodzi¢ z
krwi jednoimiennej z biorca. Przetaczanie tych sktadnikéw zgodnych w uktadzie ABO z dawca
mozna rozpoczac¢ dopiero woéwczas, gdy na krwinkach nie stwierdza si¢ antygenow biorcy.

Poszukiwanie antygenéw biorcy na krwinkach wykonuje si¢ metoda bezposredniej
aglutynacji, za pomoca przeciwcial monoklonalnych technika probowkowa lub
mikrokolumnowa.

Jednoczesna duza i mala niezgodno$¢ w ukladzie ABO . Wystepuje ona wowczas, gdy u
biorcy sa przeciwciata skierowane do antygenu na krwinkach dawcy, a u dawcy przeciwciata
do antygenu na krwinkach biorcy. W tych przypadkach przed wykonaniem przeszczepu zaleca
si¢ wykonanie wszystkich badan oméwionych przy duzej i matej niezgodnosci. Do przetoczen
dobiera si¢ KKCz grupy O. Przetaczane osocze i KKP powinny pochodzi¢ od dawcow grupy
AB. Zaleca si¢ réwniez, aby takie postgpowanie wdrozy¢ z chwila przygotowywania biorcy do
przeszczepienia komorek macierzystych (Ryc.2).

Odczyny hemolityczne u chorych z przeszczepionymi komérkami macierzystymi

Hemoliza podczas infuzji preparatu komoérek macierzystych jest zjawiskiem wyjatkowym i
moze si¢ zdarzy¢ wowcezas, gdy nie podjeto odpowiedniego postgpowania ograniczajacego
dziatanie przeciwciat ukladu ABO na krwinki czerwone dawcy. Uwaza sig, ze ryzyko hemolizy
nie istnieje, jesli miano przeciwcial nie przekracza 16. Mata niezgodno$¢ nie prowadzi do
hemolizy podczas zabiegu przeszczepiania.

Odczyn hemolityczny w duzej niezgodnosci

Kliniczne objawy odczynu hemolitycznego, ktory jest zjawiskiem rzadkim, moga pojawiac si¢
najczescie] miedzy 37 a 105 dniem po przeszczepieniu. Odczyn ten obserwuje si¢ przez 10 - 94
dni. Jest on nastgpstwem przetrwania w ustroju limfocytow produkujacych przeciwciala uktadu
ABO. Nalezy wowczas wykona¢ nastgpujace badania:

1. Wykonanie BTA.

2. Poszukiwanie przeciwciat anty-A lub / i anty-B w surowicy 1 w eluacie z krwinek.
Uzyskane dodatnie wyniki potwierdzaja klinicznie wyrazony odczyn hemolityczny. Do czasu

jego ustapienia nalezy dobiera¢ KKCz grupy O.

Odczyn hemolityczny w malej niezgodnosci

Odczyn ten wystgpuje stosunkowo czgsto u chorych leczonych cyklosporyna, ktorzy
jednoczes$nie nie otrzymuja metotreksatu. Kazdy chory z tej grupy jest obarczony ryzykiem
odczynu hemolitycznego, ktory najczesciej pojawia si¢ po kilku lub kilkunastu dniach od
zabiegu przeszczepienia. Konieczne jest zatem wykonywanie okresowych badan kontrolnych
w kierunku obecnosci przeciwciat uktadu ABO produkowanych przez przeniesione limfocyty
(ang. passenger lymphocytes) dawcy, ktore powoduja liz¢ krwinek biorcy. Badania te
obejmuja:
1.Poszukiwanie przeciwcial uktadu ABO w surowicy.
2.Wykonanie BTA oraz poszukiwanie przeciwcial uktadu ABO w eluacie z krwinek.

Pierwsze badanie kontrolne powinno by¢ wykonane 5 -ego dnia po przeszczepieniu. Badania
nalezy powtarza¢ przez kilka tygodni co kilka dni.. Dodatnie wyniki moga wyprzedzaé
kliniczne objawy hemolizy. Wowczas nalezy dobiera¢ KKCz grupy O do czasu az krwinki
chorego zostang zastagpione krwinkami dawcy.

Nalezy podkresli¢, ze w rzadkich przypadkach moga w krazeniu chorego pojawi¢ sig
odpornosciowe przeciwciata z innych niz ABO uktadéw grupowych. Sa one produkowane albo
przez przetrwate limfocyty B biorcy, albo przez przeniesione z przeszczepem limfocyty dawcy.



Wyniki badan fenotypowych biorcy i dawcy przed przeszczepieniem moga utatwic¢ ich
identyfikacje. W takich przypadkach nalezy dobiera¢ KKCz, ktory nie zawiera antygenu
odpowiadajacego wykrytym przeciwcialom.

Niedokrwistos¢ autoimmunohemolityczna

ZespOl ten manifestuje si¢ po kilku, a nawet po kilkunastu miesiacach od dokonania
przeszczepu. Wystgpuje jako NAIH z autoprzeciwcialami typu zimnego klasy IgM albo
cieptego klasy IgG. Zasady badania sa takie same jak opisano w Rozdziale 11.

U biorcow narzadow litych wystepuja czesto odczyny hemolityczne w nastgpstwie malej
niezgodnosci 1 przeniesienia immunokompetentnych limfocytow dawcy produkujacych
alloprzeciwciata skierowane do antygenéw wystepujacych na krwinkach czerwonych biorcy.
Odczyny te wystgpuja najczesciej po przeszczepieniu phluc, watroby, a rzadziej nerki.
Wystepujaca niekiedy NAIH jest takze nastgpstwem przeniesienia limfocytow dawcy. Odczyn
w nastgpstwie duzej niezgodnosci nalezy do wyjatkow, poniewaz w zasadzie przeszczepia sig
narzady zgodne w uktadzie ABO.

Wykrywanie chimeryzmu

Wykazanie, ze krwinki czerwone chorego maja fenotyp identyczny z fenotypem dawcy jest
dowodem wskazujacym na przyjecie si¢ przeszczepu. Jest to tak zwany chimeryzm catkowity.
Obecnos¢ dwoch populacji krwinek rézniacych si¢ w antygenach i wykrywanych w reakcji z
odpowiednia surowica diagnostyczna w postaci aglutynatow na tle jednorodnej zawiesiny
Swiadczy o czgSciowym chimeryzmie. Chimeryzm najlatwiej badaé w przypadkach
niezgodnosci w uktadzie ABO. Jezeli natomiast chory otrzymuje zgodny przeszczep w tym
uktadzie, ustalenie chimeryzmu w okresie leczenia krwia jest trudne. Czgsto wiarygodne dane
uzyskuje si¢ dopiero po 5 miesiacach od przeszczepienia. O wyborze antygenow do badania
chimeryzmu decyduja wyniki badan fenotypowych u biorcy i dawcy przed dokonaniem
przeszczepu.

12. ZASADY TRWALEJ DOKUMENTACJI WYNIKU BADANIA GRUP KRWI
(WPIS DO DOKUMENTOW TOZSAMOSCI I KSIAZECZEK REJESTRU USLUG
MEDYCZNYCH)

Celem trwatej ewidencji wynikow badan grup krwi jest utatwienie leczenia krwia zwlaszcza w
przypadkach nagtych, dotyczacych zar6wno pojedynczych oséb, jak i duzych grup ludnosci
podczas masowych katastrof, klesk zywiotowych itp. W zwiazku z powyzszym trwaty zapis
powinien by¢ wiarygodny i oparty na wynikach badan, obowiazujacych u biorcow krwi. Zakres
tych badan jest nastgpujacy:

1. Oznaczenie grupy krwi uktadu ABO.

2. Oznaczenie antygenu D z uktadu Rh.

3. Badanie przegladowe w kierunku obecnosci przeciwcial odpornosciowych.

4.Ustalenie swoisto$ci wykrytych przeciwcial odporno$ciowych oraz ,naturalnych” o
charakterze odporno$ciowym.

Wpis okreslonych grup krwi do wymienionych dokumentéw, moze by¢ dokonany tylko na
podstawie identycznych wynikoéw, uzyskanych z badania dwoch niezaleznie pobranych probek.
Dwie probki krwi moga by¢ otrzymane tego samego dnia pod warunkiem, ze kazde z ich
pobran odbywa si¢ w oddzielnym pomieszczeniu i jest dokonywane przez inne zespoly
pobierajace i dokumentujace pobrane probki. W tych przypadkach badania przegladowe w
kierunku przeciwcial odpornosciowych wykonuje si¢ w jednej probce krwi. Jezeli wykryje sig
w niej przeciwciata, nalezy potwierdzi¢ ich obecnos¢ w drugiej probcee, a nastgpnie ustali¢ ich
swoistos¢.

Nadzor nad tymi badaniami jak rowniez nad dokonaniem ich wpisu petnia tylko osoby, ktore
odbyty szkolenie w centrum 1 posiadaja zaswiadczenia wydane przez dyrektora RCKiK,



uprawniajace do wpisywania wynikow do dokumentow tozsamosci (Wzor nr 10). RCKiK

prowadzi rejestr osOb uprawnionych.

Wpisu grup krwi mozna dokonac:

1. Na podstawie dwoch wynikow z pracowni, w ktorej dokonuje si¢ wpisu (obowiazuje
wpisanie dwoch numerow i dat badan).

2. Na podstawie dwoch oryginalnych wynikdw z réznych pracowni (obowiazuje wpisanie
dwoch numerdw i dat badan, z zaznaczeniem w ksiazce trwatej ewidencji, z jakiej pracowni
pochodza wyniki badan).

W razie wykrycia przeciwcial odpornosciowych, nalezy obowiazkowo wpisa¢ ich swoisto§¢ w

rubryce ,,Uwagi”. Jezeli wyniki badan dotycza probek pobranych w réznym czasie, moze si¢

zdarzy¢, ze przeciwciata wykryto tylko w jednej z nich. W takim przypadku wpisu swoistych

przeciwcial odpornosciowych dokonuje si¢ na podstawie wyniku badania jednej probki krwi, w

ktorej zostaty one wykryte.

UWAGI

A. Wszelkie udokumentowane informacje o obecnosci przeciwcial odpornosciowych w
przesztosci, pomimo nie wykrywania ich podczas badan, stanowiqcych podstawe do
dokonywanego wpisu, powinny by¢é rowniez wpisane do dokumentu tozsamosci lub do
Ksiqzeczki Rejestru Ustug Medycznych.

B. Takie same zasady wpisu obowiqzujq takze w przypadku wykrycia przeciwcial
, naturalnych’ o charakterze odpornosciowym.

12.1. SPOSOB PROWADZENIA TRWALEJ DOKUMENTACJI GRUP KRWI

1. Wpisa¢ do ksiggi ewidencyjnej (Wzor nr 11) wszystkie dane zgodnie z wyszczegdlnionymi
rubrykami.

2. Na okreslonej stronie dokumentu umiesci¢ stempel o ustalonych wymiarach wg Wzoru 12.

3. W rubryce ,,Grupa krwi” umiesci¢ odpowiedniej wielkosci stempel, np. O Rh+(plus), lub O
Rh+ (dodatni) AB Rh- (minus), lub AB Rh- (ujemny)

4. W rubryce ,,Uwagi” wpisa¢ swoisto§¢ przeciwciat odpornosciowych, w przypadku ich
wykrycia.

5. W nastgpnej rubryce wpisa¢ dwa numery badan, tamane przez daty ich wykonania np.
148/02.07. 2001
395/19.03. 2003

6. Z lewej strony ostatniej rubryki podaé¢ nr wpisu z ksiggi ewidencyjnej, natomiast z prawej
strony tej rubryki, osoba odpowiedzialna za wpis, umieszcza swoja waska 1 czytelna
pieczatke oraz podpis.

UWAGI

A. W przypadkach stwierdzenia rzadko wystepujqcej odmiany antygenu uktadu ABO Ilub Rh,
nalezy dokonac¢ wpisu, stosujqc ogolnie przyjete symbole. W rubryce ,,Uwagi” zamieszcza
sie wowczas adnotacje ,, Nietypowy jako biorca krwi”.

B. Osobom, u ktorych wykryto rzadko wystepujacq odmiane grupy krwi lub przeciwciata
odpornosciowe, wydaje sie dodatkowo szczegotowy wynik badania. Nalezy w nim
scharakteryzowac¢ odmiane antygenu grupowego, wykryte przeciwciala odpornosciowe
wraz z podaniem fenotypu krwinek czerwonych z uktadu grupowego, do ktorego zostaly one
zakwalifikowane. Nalezy rowniez podaé informacje jakq krew trzeba dobiera¢ do
przetoczenia. Osoba taka powinna by¢ pouczona o obowiqzku przechowywania wyniku w
dokumencie.

C. Wynik badania grup krwi moze by¢ przepisany z dokumentu do dokumentu wylqcznie przez
osobe posiadajqcq uprawnienie, o ktorym mowa powyzej. Jezeli stwierdzi sie
nieprawidlowosci w zapisie (np. brak jednego z numerow badan) nalezy pobrac¢ probke
krwi i wykonac badania kontrolne.



12. 2. Karty identyfikatory grup krwi

W nowych dowodach osobistych nie ma miejsca na wpisanie grup krwi. W zwiazku z tym
zostaty opracowane wzory kart identyfikatorow grup krwi (Wzoér nr 13).

Informacje zawarte w karcie:

[ | awers karty zawiera dane osobowe (imiona, nazwisko, data i miejsce urodzenia,
PESEL, imiona rodzicow);
u na rewersie karty prostokatna pieczgé o przepisowych wymiarach zgodnie z podanym

wzorem trwatej dokumentacji z poziomymi rubrykami.

Karta wielkosci nowego dowodu osobistego powinna by¢ usztywniona i zafoliowana lub z
tworzywa sztucznego z mozliwoscia dokonywania niezmywalnych wpisow.

Karty grupy krwi moga wydawac¢ tylko pracownie i osoby upowaznione przez dyrektora
centrum w porozumieniu z kierownikiem dzialu immunologii transfuzjologicznej na podstawie
przedstawionego i zatwierdzonego wzoru (wzoér 10).

Zgodnie z zasadami trwalej dokumentacji wiarygodna karta informujaca o grupie krwi musi
opiera¢ si¢ na badaniach dwéch probek krwi pobranych w réznym czasie (dwa wkhucia), o
czym $wiadcza wpisane dwa numery badan tamane przez daty ich wykonania. Niezbedna jest
takze wyrazna pieczatka pracowni oraz osoby odpowiedzialnej za prawidtowos$¢ dokonanego
wpisu, a takze ztozony przez nig podpis.

UWAGI
A. Osoby upowaznione mogq wydawac karty identyfikatory grup krwi na podstawie

prawidtowo dokonanych wpisow w anulowanych dowodach osobistych
B. Rozpowszechniane nielegalne karty, nie odpowiadajqce powyzszym kryteriom nie mogq by¢
honorowane przez zaklady opieki zdrowotnej.

13. SEROLOGICZNA KONTROLA JAKOSCI ODCZYNNIKOW, POBRANEJ KRWI 1

JEJ SKEADNIKOW

Badania te wykonuje si¢ w pracowni kontroli serologicznej, ktora wchodzi w sktad dziatu
kontroli jakosci. Wszystkie wykonywane badania sa odpowiednio dokumentowane i
protokotowane.

13.1. KONTROLA ODCZYNNIKOW DIAGNOSTYCZNYCH DO BADAN GRUP
KRWI

Zaleca sig, aby przed podjeciem decyzji o zakupie zazada¢ od producenta probek

odczynnikow diagnostycznych do badania grup krwi, wykona¢ badania swoistos$ci i

aktywnosci 1 sprawdzi¢, czy dane dotyczace walidacji przedstawione przez producenta sa

zgodne z wynikami badan 1 czy odpowiadaja nizej podanym normom.

Pracownia prowadzi ksiazk¢ badan odczynnikéw diagnostycznych, ktora zawiera

dokumentacj¢ i protokédty badan oraz ostateczna oceng odczynnika. Kazda seria odczynnika

diagnostycznego podlega nastepujacej ocenie:

- wyglad zewnetrzny: brak zmgtnienia, osadu;

- aktywno$¢ 1 swoisto$¢ przeciwcial: wyrazne reakcje (dodatnie 1 ujemne) z odpowiednio
dobranymi krwinkami czerwonymi.

UWAGA

Kontrola jakosci dotyczy metod recznych. Jesli odczynniki przeznaczone sq do badan technikq

mikrokolumnowq lub w automacie, wymagania dotyczqce kontroli jakosci ustala producent.

13.1.2. Kontrola odczynnikow do badan ukladu ABO

Aktywnos$¢ i swoistos¢: brak rulonizacji 1 zjawiska prozony; wyrazne reakcje z antygenami o

ostabionej ekspresji (np. A,), brak fatszywych reakcji (kontrola z krwinkami grupy O).

Moc: Odczynniki monoklonalne: zawiesina krwinek wedtug zalecen producenta; aglutynacja

pojawia si¢ po 10 sekundach i osiaga nasilenie 3+ do 4+ po 3 minutach.

Minimalne miano: Odczynniki monoklonalne anty-A



Krwinki wzorcowe A A,

Test szkietkowy 64 32

Test probowkowy 128 64

Odczynniki monoklonalne anty-B

Krwinki wzorcowe B A,B
Test szkietkowy 64 32
Test probowkowy 128 64

UWAGA

W badaniach miana anty-B mozna stosowac zamiast ,,starych” (10-dniowych) krwinek B,
krwinki A;B poniewaz ekspresja B jest w nich stabsza.

13.1.3. Kontrola odczynnikéw do badania antygenu D z ukladu Rh
Badanie reaktywnos$ci i swoistosci analogiczne do badan odczynnikow dla uktadu ABO.

Moc: w kazdej ze stosowanych metod po ustalonym dla nich czasie reakcji aglutynacja 3+ do
4+ z krwinkami heterozygot.

Odczynniki monoklonalne IgM
Test szkietkowy 64
Test probowkowy 128

UWAGA
Miano bada sie wobec krwinek z heterozygotycznq ekspresjq antygenow.

13.1.4. Kontrola odczynnikow do badania innych antygenow z ukladu Rh

Swoistos¢, reaktywnos$¢ i moc bada sig tak samo jak odczynniki anty-D.

Miano: nie nizsze niz 16 w testach szkietkowym i probéwkowym
13.1.5. Kontrola odczynnikéw diagnostycznych do badania antygenow z innych ukladow

grupowych

Odczynniki winny podlega¢ badaniom przy uzyciu metod zalecanych przez producenta.
Obowiazuje badanie swoisto$ci oraz reaktywnosci i mocy wobec krwinek heterozygot. Jesli
producent okreslit miano odczynnika, nalezy je sprawdzic.

13.1.6. Kontrola poliwalentnego odczynnika antyglobulinowego (anty-IgG + anty-C3d)
Swoistos¢: brak aglutynacji i hemolizy krwinek wszystkich grup uktadu ABO w tescie
antyglobulinowym klasycznym i PTA-LISS po inkubacji z surowica nie zawierajaca
przeciwcial odpornosciowych.

Reaktywnosé: a) aglutynacja oceniana na nie wigcej niz 2+ z krwinkami uczulonymi

Standardem anty-D
b) nasilenie aglutynacji krwinek uczulonych przeciwciatami wiazacymi
dopelniacz (np. anty-Jk*) w dwustopniowym tescie
antyglobulinowym jest wigksze niz w klasycznym tescie
antyglobulinowym i w PTA LISS.

Postgpowanie po dokonaniu oceny firmowych odczynnikow diagnostycznych

1. Odczynniki kazdej sprawdzonej serii, pochodzace z importu, nalezy zaopatrzy¢ w przepisy
uzycia w jezyku polskim.

2. Jezeli w trakcie stosowania odczynnika w terminie nie przekraczajacym jego waznosci,
zgloszone zostana jakie§ zastrzezenia, nalezy odczynnik ponownie skontrolowac i
ewentualnie ztozy¢ reklamacje u producenta.

13.2. KONTROLA ROZTWOROW STOSOWANYCH W BADANIACH

13.2.1. Roztwér NaCl

Roztwor zawiera 9 g NaCl w litrze wody destylowanej lub dejonizowanej; pH roztworu 6,6—
7,6. Jesli pH nie miesci si¢ w tych granicach, nalezy doprowadzi¢ do odpowiedniej wartosci za
pomoca buforu fosforanowego.

13.2.2. Roztwér LISS



Optymalne pH 6,7. Dopuszczalne granice 6,5 — 7,0. Jesli pH nie miesci si¢ w tych granicach,

nalezy doprowadzi¢ do odpowiedniej warto$ci za pomoca HCI lub NaOH.

13.2.3. Odczynnik papainowy

Reaktywnos$¢: a) dodanie odczynnika nie powoduje aglutynacji ani hemolizy zawiesiny
krwinek w roztworze NaCl;

b) dodanie odczynnika nie powoduje aglutynacji ani hemolizy zawiesiny krwinek w roztworze
NaCl do ktorej dodano réwna objgtos¢ surowicy nie zawierajacej przeciwciat;

c) dodanie odczynnika do zawiesiny krwinek w roztworze NaCl do ktoérej dodano réwna
obje¢tos¢ Standardu anty-D powoduje ich aglutynacje.

13.3. KONTROLA SEROLOGICZNA POBRANEJ KRWI

Kontrolg t¢ przeprowadza si¢ albo bezposrednio po pobraniu krwi albo w pdzniejszym czasie
(np. krew pobierana na ekipach wyjazdowych). Kontrolg serologiczna powinien wykonywac
dwuosobowy zespo6t pracownikéw o peilnych kwalifikacjach, wyznaczony przez kierownika
dzialu immunologii transfuzjologicznej. Jezeli wyniki badania kontrolnego sa natychmiast
wprowadzane do komputera, ktory ma system blokujacy bledny wynik, badania kontrolne
moze wykonywa¢ i1 odczytywac jedna osoba. Podczas kontroli nalezy S$cisle przestrzegac
przyjetej kolejnosci postgpowania, co zmniejsza do minimum mozliwos¢ btedow technicznych
i omylek, zwlaszcza spowodowanych monotonia pracy i odwrdceniem uwagi osoby
wykonujacej badanie.

Do kontroli nalezy stosowa¢ odczynniki monoklonalne anty-A, anty-B i anty-D. Zaleca si¢

nastgpujaca kolejno$¢ czynnosci:

1. Do ksiazki kontroli serologicznej przepisa¢ numer donacji z etykiety pojemnika pobrane;j
krwi. Zaleca sig¢ wklejanie etykiet samoprzylepnych z numerem donacji.

2. Napisa¢ w gornej czgsci plyty symbole odczynnikow (anty-A, anty-B, anty-D), a z lewej
strony numer donacji.

3. Umiesci¢ na ptycie po kropli odpowiednich odczynnikow, zgodnie z wypisanymi ich
symbolami.

4. Przenies$¢ z drenu na ptyte po kropli badanej krwi.

. Po zmieszaniu reagentow i uptywie trzech minut odczyta¢ wyniki i zaprotokotowac je w

ksiazce.

6. Poréwnac uzyskany wynik grupy krwi z trescia etykiety gtownej pojemnika, jezeli badana
krew pochodzi od dawcy wielokrotnego.

7. Po sprawdzeniu zgodno$ci wynikow oraz calej dokumentacji, naklei¢ na pojemnik z krwia 1
na wszystkie puste pojemniki satelitarne, wypetnione etykiety kontroli serologicznej (wzor
Nr 14), z podpisem lub numerem kodowym osoby kontrolujace;j.

Wszystkie segmenty drenu oznakowa¢ numerem donacji oraz wynikiem grupy krwi ABO i1 Rh

zgodnie z etykieta glowna.

UWAGI

A. Jezeli protokotowanie badania i uzyskane wyniki sq bezposrednio rejestrowane w
komputerze mozna nie prowadzi¢ ksiqzki kontroli serologicznej.

B. Etykieta gtowna dawcy pierwszorazowego powinna by¢ przyklejona na pojemnik dopiero po
wykonaniu badan dwoch probek krwi dawcy w pracowni serologicznej.

C. Jezeli kontrola wykonywana jest z KKCz, pojemnik z osoczem mozna oddzieli¢ dopiero po
oznakowaniu go etykietq kontroli serologicznej.

13.4. KONTROLA OSOCZA ORAZ INNYCH SKEADNIKOW KRWI POBIERANYCH
METODA AFEREZY
Osocze pobierane metoda plazmaferezy recznej lub automatycznej, oraz koncentraty
krwinek ptytkowych podlegaja kontroli z krwinkami wzorcowymi O, A;, B. Koncentrat
granulocytarny powinien by¢ sprawdzany z odczynnikami anty-A, anty-B i anty-D, poniewaz

9]



zawiera znaczna domieszke krwinek czerwonych. Badanie wykonywane na ptycie, jest
identyczne z badaniem przeciwcial anty-A i anty-B w surowicy przy okreslaniu grup krwi
ABO. Osocze otrzymane z krwi pelnej w systemie zamknigtym nie podlega powyzszej
kontroli. Obowiazuje dokladne sprawdzenie zgodnosci zapisu na etykiecie glownej i na
etykiecie pojemnika z osoczem przed jego odlaczeniem.

13.5. KONTROLA JAKOSCI BADAN Z ZAKRESU IMMUNOLOGII
TRANSFUZJOLOGICZNEJ

Rozréznia si¢ kontrole wewnetrzna, dotyczaca pracownikéw centrum 1 zewngtrzna,

obejmujaca pracownikow laboratoriow szpitalnych i1 innych wykonujacych badania z zakresu

serologii transfuzjologiczne;.

Celem kontroli jest ocena prawidtowosci 1 doktadnosci pracy kazdej osoby upowaznionej do

wykonywania badan w pracowni serologicznej oraz podczas dyzuréw szpitalnych na terenie

catego regionu. Powinna by¢ ona prowadzona przynajmniej raz w roku, a w miarg¢ potrzeby
czesciej.

Sposob przeprowadzenia kontroli:

1. Jako material kontrolny, przygotowa¢ odpowiednie objgtosci osocza lub surowic ze stabo
reagujacymi przeciwciatami ( o mianie 4 lub nizszym).

2. Jedna z probek kontrolnych powinna by¢ surowica lub osocze nie zawierajace przeciwciat.

3. Poszczegolne odczynniki kontrolne rozla¢ do ampulek (ok. 2 ml) oznaczonych numerami
kodowymi i przechowywaé w temperaturze -20°C.

4. Przeprowadzi¢ ostateczna kontrolg serologiczna probek z udziatem catego personelu dziatu
immunologii transfuzjologicznej (standaryzacja materiatu kontrolnego i wewngtrzna ocena
pracownikow)

5. Do wysytanych probek kontrolnych dotaczy¢ formularze z protokdtami badan oraz pismo
przewodnie z doktadna instrukcja postgpowania i dokumentacji wynikéw oraz terminem
przekazania ich do centrum.

UWAGL

A. Materiatem kontrolnym moze byé osocze dawcow, u ktorych wykryto przeciwciata lub tez
odpowiednio rozcienczone osocze 0sob uodpornionych. Do rozcienczania nalezy stosowac
odpowiednio surowice lub osocze.

B. Probke kontrolng moze tez stanowic¢ osocze zawierajqce przeciwciala o wyzszym mianie (np
32). W takim przypadku nalezy :zleci¢ wykonanie miana przeciwcial z doktadng
dokumentacjq wynikow.

Zadania dla osob kontrolowanych:

1. Wykrywanie przeciwcial we wszystkich testach stosowanych rutynowo w pracowni (test
enzymatyczny LEN, PTA-LISS, PTA klasyczny, NaCl, testy kolumnowe) z zastosowaniem
uzywanego zestawu krwinek wzorcowych.

2. Wykonanie miana przeciwcial w odpowiednich testach.

3. Doktadne protokolowanie przez osobg kontrolowana wykonanych badan z uwzglednieniem
nasilenia aglutynacji (od +st do 4+).

Protokét badania powinien zawieraé nastgpujace dane:

a/ imi¢ i nazwisko osoby kontrolowanej,

b/ date badania,

¢/ date otrzymania probki kontrolnej,

d/ numer kodowy probki,

e/ numery krwinek stosowanych do badan oraz serii odczynnikow,

f/ informacj¢ o zatrudnieniu (praca w systemie ciagtym w pracowni serologii
transfuzjologicznej; w systemie zmianowym; wytacznie na dyzurach) wraz z data wydania
za$wiadczenia przez centrum dopuszczajacego do wykonywania badan.



Po otrzymaniu wszystkich protokotow badan nalezy dokona¢ analizy wynikow oraz
sporzadzi¢ zestawienie z imienng ocena kazdego pracownika. Na tej podstawie regionalne
centrum decyduje o konieczno$ci dodatkowego przeszkolenia niektorych pracownikow.

14. ZASADY UODPARNIANIA KRWIODAWCOW

Zamierzone uodparnianie krwiodawcow przeprowadza si¢ w celu uzyskania osocza do
produkcji preparatu Gamma anty-D stosowanego w profilaktyce konfliktu Rh oraz do
produkcji preparatu Gamma anty-HBs stosowanego w profilaktyce zakazenia HBV.

14.1. WYTYCZNE W SPRAWIE ORZECZEN LEKARSKICH O DOPUSZCZALNOSCI
DO UODPORNIENIA W CELU UZYSKANIA LECZNICZYCH PRODUKTOW
KRWIOPOCHODNYCH

Powyzsze wytyczne zawarte sa w Rozporzadzeniu Ministra Zdrowia z dnia.....Dz. U...

Centrum jest zobowiazane do przechowywania przez 30 lat dokumentacji zwiazanej z

uodpornieniem.

Odptatnos¢ dla dawcow krwinek stuzacych do uodpornienia i oséb poddajacych si¢ zabiegom

uodpornienia, a nastgpnie zakwalifikowanych do oddania krwi albo osocza do produkcji

leczniczych produktow krwiopochodnych regulowana jest wg stawek okreslanych przez

Ministerstwo Zdrowia.

14.2. ZASADY POBIERANIA I KWALIFIKOWANIA KRWI SLUZACEJ DO
UODPARNIANIA

1. Zabiegi uodparniania i pobieranie probek krwi powinny by¢ wykonywane w oddzielnym
pomieszczeniu, w ktorym musi znajdowacé si¢ zestaw do reanimacji.

2. Krwiodawcy w trakcie uodparniania krwinkami czerwonymi nie moga oddawac¢ krwi do
celow leczniczych.

3. Z chwila pojawienia si¢ w ich surowicy przeciwcial odpornosciowych, nalezy ten fakt
odnotowa¢ w zaswiadczeniu (Wzor nr 15).

4. Osocze od dawcy uodpornionego pobiera si¢ w dziale pobran krwi.

Krew do uodparniania pobiera si¢ od statych dawcow grupy O Rh +.

Krwiodawca przed kazdym oddaniem krwi do uodparniania podlega badaniom lekarskim i

laboratoryjnym w takim samym zakresie jak dawca oddajacy krew dla celéw leczniczych.

Konieczne jest wykonanie u niego badan w kierunku RNA HCV oraz DNA HIV, RNA HIV

oraz materialu genetycznego parvowirusa B19. Jesli nie ma mozliwo$ci wykonania tych badan,

nalezy przesta¢ probk¢ krwi do Pracowni Biologii Molekularnej THiT.

1. Pobrana krew do uodparniania podlega 4-miesi¢cznej karencji w stanie zamrozenia.

2. Pod koniec okresu karencji nalezy skontrolowa¢ u dawcy znaczniki zakazen wirusowych
testami immunoenzymatycznymi oraz metodami biologii molekularne;.

3. Przechowywanie i rozmrazanie krwi wedtug metodyki w Rozdziale...

14.3. ZAMIERZONE UODPARNIANIE W CELU UZYSKANIA PRZECIWCIAL

ANTY-D

Uodparnianie nowych dawcow ochotnikow jest konieczne ze wzgledu na brak innych zrédet

przeciwcial anty-D stuzacych do produkcji preparatow Gamma anty-D. Dotychczas nie udato

si¢ uzyska¢ monoklonalnych przeciwcial anty-D, ktére mozna byloby zastosowaé w

profilaktyce konfliktu Rh.

1. Uodparnia si¢ wybranych dawcéw Rh- (dccee) niezaleznie od ich grupy uktadu ABO.

2. Do wywotania 1 stymulacji odpowiedzi immunologicznej, ktorej efektem sa przeciwciata
anty-D, najbardziej przydatne sa krwinki o fenotypie DccEE, ze wzgledu na znaczna
immunogennos$¢ antygenu D takich krwinek. Mozna tez stosowa¢ krwinki Rh dodatnie o
innym fenotypie.



3. Krwinki stuzace do uodparniania powinny by¢ zgodne z krwinkami dawcy uodparnianego w
zakresie antygendéw innych uktadéw grupowych, znanych ze swej immunogennosci, to
znaczy K, Fy*, JK%, S.

4. Podawanie krwinek odbywa si¢ powoli poprzez ich dozylne wstrzyknigcie.

5. Po kazdym zabiegu dawca musi pozostawa¢ w centrum pod obserwacja personelu
pielegniarskiego w ciagu okoto jednej godziny.

6. Dopuszcza sig kilka schematow uodparniania, rézniacych si¢ migdzy soba iloscia
podawanych krwinek, liczba wstrzyknig¢ i dtugoscia przerw migdzy nimi.

14.3.1.Schematy dozylnego uodparniania

Schematy uodparniania zostaly oparte na wytycznych Swiatowej Organizacji Zdrowia,

doswiadczeniach Instytutu Hematologii i Transfuzjologii oraz niektorych regionalnych centrow

krwiodawstwa 1 krwiolecznictwa.

14.3.1.1. Wywolanie pierwotnej odpowiedzi immunologicznej
Schemat 1
a/ pierwsza dawka - 5 ml krwinek,
b/ po uptywie jednego miesiaca kontrola przeciwciat,
¢/ po 3 miesiacach od wstrzyknigcia kontrola przeciwciat i przy ich braku:
druga dawka - 2 ml krwinek.
d/ po miesiacu kontrola przeciwciat i przy ich braku trzy dawki po 2 ml krwinek w odstgpach
2- tygodniowych, kontrolujac przeciwciata przed kazdym wstrzyknigciem,
e/ po jednym i po 3 miesigcach od ostatniego wstrzyknigcia kontrole przeciwciat.
Jezeli w tym okresie dawca nie wytworzy przeciwcial, rezygnuje si¢ z dalszego uodparniania.
Krwiodawca moze od tej chwili oddawac¢ krew dla celow leczniczych, pod warunkiem kontroli
obecnosci przeciwcial przed kazdym oddaniem krwi lub osocza w ciagu roku.

Schemat 2.

a/ pierwsza dawka - 5 ml krwinek

b/ po miesiacu kontrola przeciwciat i przy ich braku druga dawka - 2 ml krwinek,

¢/ po miesigcu kontrola przeciwciat i przy ich braku trzecia dawka - 2 ml krwinek,

d/ po miesiacu kontrola przeciwciat

g/ po 3 miesiacach kontrola przeciwciat 1 przy ich braku rezygnacja z dalszego uodparniania
(patrz Schemat 1).

Schemat 3.

a/ pierwsza dawka - 5 ml krwinek,

b/ po 2 tygodniach druga dawka - 2 ml krwinek,

¢/ po 2 tygodniach kontrola przeciwcial i przy ich braku trzecia dawka - 2 ml krwinek,

d/ po 2 tygodniach kontrola przeciwcial i przy ich braku czwarta dawka — 2 ml krwinek,

e/ kontrola przeciwciat po 2 1 4 tygodniach oraz po 3 miesigcach od ostatniego wstrzyknigcia.

Jezeli dawca w tym okresie nie wytworzy przeciwciatl, rezygnacja z dalszego uodparniania
(patrz Schemat 1).

Schemat 4.

a/ pierwsza dawka - 10 ml krwinek,

b/ po 2 tygodniach kontrola przeciwcial i przy ich braku druga dawka - S5ml krwinek,

¢/ po 2 tygodniach kontrola przeciwciat i1 przy ich braku trzecia dawka - 2 ml krwinek,

d/ po 2 14 tygodniach oraz po 3 miesiacach kontrola przeciwcial.

Jezeli dawca w tym okresie nie wytworzy przeciwciat, rezygnacja z dalszego uodparniania
(patrz Schemat 1).



Wszystkie badania kontrolne w kierunku obecnos$ci przeciwcial anty-D w pierwszym cyklu
uodparniania nalezy wykonywaé¢ najczulszymi metodami (test z krwinkami papainowanymi,
test enzymatyczny LEN, enzymatyczny test kolumnowy).

UWAGI

A. Zgodnie z doswiadczeniami wielu oSrodkow, uodparnianie wedtug schematu ustalonego dla
krwinek swiezych nie spetnia zamierzonych oczekiwan w wywoltaniu pierwotnej odpowiedzi
immunologicznej przy zastosowaniu krwinek przechowywanych w zamrozeniu.

B Wiadomo, ze krwinki w trakcie rozmrazania ulegajq czesciowemu mechanicznemu
uszkodzeniu, co skraca ich czas przezycia w krqzeniu biorcy, a tym samym okres stymulacji
antygenowej i jej nasilenie.

C. Wymienione wyzej fakty sktaniajq do modyfikacjii schematu pierwszego cyklu udparniania,
polegajacych na skroceniu przerw miedzy poszczegolnymi dawkami Ilub zwiekszeniu
poczatkowych dawek.

D. Uodparnianie dawcow ochotnikow powinno sie rozpoczynaé w mozliwie duzej ich grupie, ze
wzgledu na prawdopodobienstwo uzyskania zamierzonego efektu w 50 do 60%.

14.3.1.2. Stymulacja wtornej odpowiedzi immunologicznej

Jezeli w ktérymkolwiek badaniu kontrolnym, w trakcie pierwszego cyklu uodparniania,
zostanie ujawniona obecnos¢ przeciwciat anty-D, nalezy odstapi¢ od schematu wywotania

pierwotnej odpowiedzi immunologicznej i po 2 tygodniach od ostatniej dawki poda¢ 2 ml

krwinek (stymulacja wtornej odpowiedzi immunologicznej). Po przeprowadzeniu kontroli, u

wigkszos$ci 0s6b uodparnianych, juz po 2 tygodniach od tego wstrzyknigcia mozna

przeprowadzi¢ pierwsza plazmaferezg.

Dalsze postepowanie w przypadkach uodpornionych osob jest nastepujace:

1. Pobierane osocze nalezy systematycznie kontrolowaé (potilosciowe badanie przeciwcial w
mianie).

2. Przydatnos$¢ osocza do produkcji preparatu Gamma anty-D ocenia si¢ na podstawie miana
przeciwcial anty-D w te$cie antyglobulinowym, wykonanym metoda probowkowa. Nie
powinno by¢ ono nizsze niz 256.

3. Gdy miano przeciwcial ulega obnizeniu stosuje si¢ dalsza stymulacj¢ dawkami 1 ml
krwinek:; odstgpy pomigdzy wstrzyknigciami powinny wynosi¢ nie mniej niz 3 miesiace.

UWAGA

Dawcy systematycznie poddawani stymulacji antygenowej krwinkami czerwonymi, powinni

by¢ raz w roku kontrolowani w kierunku obecnosci dodatkowych przeciwcial za pomocq

odpowiednio dobranego zestawu krwinek Rh ujemnych, pochodzqcych od homozygot w

zakresie roznych uktadow grupowych.

14.3.2 Dokumentacja dawcow uodparnianych

Kazdy dawca uodparniany powinien mie¢ oddzielnie prowadzona dokumentacje, np. teczke
skoroszyt. Powinna ona zawierac:

1. Dane personalne.

2. Oswiadczenie podpisane przez dawcg.

3. Kwalifikacjg lekarska dawcy do uodparniania.

4. Protokoly wstepnych badan serologicznych, kwalifikujacych dawce do uodparniania
odpowiednimi krwinkami.

. Wyniki kontrolnych badan w kierunku zakazen wirusowych.

. Protokoty zabiegéw z data, rodzajem, ilo$cig wstrzyknigtej krwi (imig i nazwisko osoby od
ktérej pochodzi).

. Uwagi na temat samopoczucia dawcy po zabiegach.

. Protokoty kontrolnych badan serologicznych i terminy dalszych wstrzyknig¢ krwi.

AN D
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Odpowiednie adnotacje dotyczace uodparniania musza tez by¢ zamieszczone w gtownej
kartotece krwiodawcy - data rozpoczgcia uodparniania, data zakwalifikowania do
plazmaferezy, data rezygnacji z dalszego uodparniania, obowiazujacy okres badan kontrolnych.

14.4. ZAMIERZONE UODPORNIENIE W CELU PRODUKCJI
IMMUNOGLOBULINY ANTY-HBs

U statych krwiodawcow raz w roku nalezy wykonaé badanie przeciwciat anty-HBs za pomoca
testu immunoenzymatycznego Nie nalezy ich powtarza¢ u tych oséb, u ktorych nie wykryto
przeciwcial anty-HBs. Poszukiwanie przeciwciat nalezy wykona¢ w surowicy rozcienczonej
1:100 plodowa surowica bydlgca. Jezeli w rozcienczonej surowicy absorbancja przekroczy
2000, osocze dawcy nadaje si¢ do produkcji immunoglobuliny. Natomiast jesli jest ona ponizej
2000 dawca kwalifikuje si¢ do domig$niowego podania jednej dawki przypominajacej
szczepionki HBs.

Poziom przeciwciat u szczepionego dawcy nalezy skontrolowaé po uptywie miesiaca. Jezeli
absorbancja w surowicy rozcienczonej 1:100 przekracza 2000 osocze nadaje si¢ do produkeji
immunoglobuliny anty-HBs. Jesli warto$¢ absorbancji jest nizsza, badanie nalezy powtorzy¢ po
2 miesiacach od szczepienia. Jesli po tym czasie stwierdzi sig, ze poziom przeciwcial jest zbyt
niski mozna poda¢ druga dawke szczepionki albo zrezygnowaé z przeznaczenia osocza tego
dawcy do produkcji immunoglobuliny anty-HBs.

U dawcow zakwalifikowanych do oddawania osocza metoda plazmaferezy nalezy co 2 - 3
miesiace sprawdza¢ poziom przeciwcial anty-HBs. W przypadku spadku absorbancji ponizej
2000 mozna ponowi¢ szczepienie.

Wzor 1

(piecze¢ placowki kierujacej) Do

Pracowni Konsultacyjnej

Centrum

Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa

W oaeeeressaessassssssssssanssnnes
Proszg 0 wykonanie badania.............coceeiuiiiiiiiiiiiiee e
Nazwisko i imi@ ChOTego..............cooiiiiiiiiiii e
Data urodzenia [ub PESEL..........cociiiiiiiieeeee e
ROZPOZNANIC. .....cccviieiiiiieiie ettt e se e e st e e saaeessbaeesaaeesseeenssaens
Wywiad (ciaze- daty, przetoczenia Krwi —daty) ......ccoceevervieniiiiiniiniininicncccceceee,
Wyniki badan serologicznych: Grupa Ktwi........ccocceevieviiieniinnnennne. BTA. ..o
Przeciwciala 0dPOInOSCIOWE. ......ccvieuiieiiiiiecii ettt ettt e eereeseaeenee e
WYNIK ProbY ZEOANOSCI. . .eiiueiieiiiieciie ettt et e et e e et e e e eessbeeennseeenns
31 U SUSPRR
Dane hematologiczne: Krwinki czerwone ............ccoeeuveeevennne. Hb.....ccc....... Ht..ooovoeee

Bilirubina.........ccccovveeeil. 00 s L



(czytelny podpis i pieczatka osoby kierujacej)

Centrum
Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa
Wittt ettt
Pracownia Konsultacyjna Data otrzymania probki..................
Data wykonania badania................
Nr badania..........ccceee.ee.
Do
(pieczec placowki kierujacej)
WYNIKI BADAN
Nazwisko i Imi¢ Chorego..............cccccoooiiiiiiiiiiie e
Data urodzenia [ub PESEL ........ccccooiiiiiiiiieeee e

(pieczatka 1 podpis Kierownika Pracowni)



Wzor 2

Oddziat/Klinika Data.......cc.c...
(pieczatka)

SKIEROWANIE NA BADANIE GRUPY KRWI

NAZWISKO 1 1€, ....uvvieieeiiiiee et ettt eece e e ettt e eeae e e et e e e eetraeeeeeaareeeeeeaaeeaeens

Data urodzenia lub PESEL ..o

ROZPOZNANIC. .....oooiiiiiiiiieiie ettt e e eeaaeeenanee s

Poprzednie wyniki badan
(grupa krwi, przeciwciata 0dpOrnOSCIOWE)......ccueevvieriieriiieiieeieeiie et

czytelny podpis osoby czytelny podpis lekarza kierujacego
pobierajacej krew



KSIAZKA BADAN GRUP KRWI

(dla chorych i kobiet w ciazy)

Wzor 3

Strona 1
Nazwisko i Wynik badania
mig ‘ Grupa krwi ‘
L.p.| Data data Oddziat Nieregularne Uwagi
urodzenia ABO Rh przeciwciata
lubPESEL
strona 2
Uktad ABO Rh Przeciwciata
Test Autokontrola
Odczynniki Odczynniki PTA (jesli dodatnie
monoklonalne Krwinki monoklonalne enzymatyczny wyniki Podpisy
Krwinki wzorcowe screeningu)
anty- anty-
O|A | B I I | | I I | I
A B D D




Wzor 4

( pieczgc¢ Pracowni )

Data.......cccoeuveeenen.
Nrbad.....ccccoceeueneee
Oddziat..................
WYNIK
badania grupy krwi

NAZWISKO 1 1MI€.....uvviiiiiiiiieieeiiie et eeeee e eett e e e eetre e e e e e e eaaeas

Data urodzenia [ub PESEL ..ot

GIUPA KIW1L.itiiiiiieeiieee ettt et e e st e e s vee e saveeesnbeeennseeennseeens

Przeciwciata 0dpOrnoSCIOWE. .......ccueevuiiiiiieiiieiieseeeee e

UWAEZL ettt ettt e et e e e st e e e s sabbe e e s e bt e e e e saaeeeas

Wykonat: Sprawdzit:

(czytelny podpis) (pieczatka i podpis)



Wzor 5

PROTOKOL BADAN KONTROLNYCH
ZESTAWU WZORCOWEGO

Swoistosé Seria Reakcje z krwinkami:
odczynnika (klon) o A B Rh+ Rh- K+ K-

anty-A

anty-B

anty-D

anty-K

Standard
anty-D

KRWINKI WZORCOWE DO BADAN PRZECIWCIAL

Nr Fenotyp
(donacja)

I

II

III

* Mozna wkleja¢ wydruki przestane przez producenta krwinek wzorcowych



Wzor 6

( Pieczg¢ placowki kierujacej ) Data

SKIEROWANIE NA PROBE ZGODNOSCI KRWI

CHORY:

Biorca: pierwszorazowy, wielokrotny, Ciaze ........cccccoeveerieeeiieenieeiienieeieesee e

(wlasciwe podkresli¢)
Data 0statniego PrZEtOCZENIA ...cc.eeuiruiereieiieiesiieie ettt
Czy przewidziane sa dalsze przetoczenia?..........cccccceeeevieerieeeeieeseneeennne,
(w ciagu nastepnych 5 dni)

Podpis 1 pieczec lekarza
KICTUJACEEO . .- et nveette ettt ettt ettt ettt e esate e b e

Data i godzina pobrania probki KIwi.........ceeveeriiiiiiniiienieiieeiecieeeee

Czytelny podpis 0SODY PODICTAJACE] ...ecuveeveeriieiieeiieiie et

Skladniki krwi wydawane przez bank krwi

Grupa krwi / Numery pojemnika
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Wzor 8

Pieczg¢ pracowni Data......cccooeeeieenen.

WYNIK PROBY ZGODNOSCI

NazwisKO 1 1M1 DIOTCY....eiiiiiiiiieiieiiieriie ettt ettt
Data urodzenia lub PESEL.........cccccooiiininiiiiieicccceeseeeee e

Kontrolne badanie grupy Krwi.......ccccoeciieriieeriiieeniee e
Przeciwciala 0dpOrnoSCIOWE..........cevvieiiiieiiiiiiieieeie et

Wykonat (czytelny podpis) Sprawdzit ( podpis i pieczatka)



Wzor 9

Zaktad Kierujacy
Oddziat/Klinika

(pieczel)

SKIEROWANIE NA KREW DO PILNEJ TRANSFUZJI

Prosz¢ o wydanie krwi do pilnej transfuzji, przed wykonaniem proby zgodnosci

12 CROTEEO....c ettt ettt et sate b e
data urodzenia (PESEL).......ccciiiiiiiiii ettt

grupa krwi (ABO 1 Rh) ChOT€ZO0.....cc.oviiiiiiiiiiiiiiiiieceeee

Pieczatka i czytelny podpis lekarza



Rycina 1

Normogram do obliczania wzglednej sity od$rodkowe;j (g)

r g n
307 £5000
¥l il
253 so00} £ 4500
] T ¥ 4000
- Sl 1 3500
18] 2()()0: 1 3000 r — promieft w cm
161 3 n — liczba obrotéw/min
1 = T2500
147 lggg-- 1 Jak postugiwaé sie nomogra-
i T 1 mem?
4 6001 ]
12 aR 12000
) 4001 1 1. Zmierzy¢ promien (r) wirowa-
107 300T nia (odlegtos¢ od osi wirdwki
i B i 1 do dna pojemnika na pro-
- 200t 11300 bowke).
87 T 1 2. Na osi r zaznaczy¢ zmierzo-
71 i ny promien wirowania,
100% 3. Na osi g zaznaczyé zadang
J 8071 wartos¢ wzglednej sity od-
6 ¥ T 1000
607 1 srodkowej,
Pl 1900 4. Przy uzyciu linijki przeprowa-
31 30+ 1 800 dzi¢ prosta przez dwa wy-
4 1 znaczone wczesniej punkty.
4l 20+ T 700 Miejsce przeciecia prostej z
1l 1 osig n wskaze wymagang
1 600 liczbe obrotow/min.
10~ L
"3 ~500




Rycina 2

Przeszczep krwiotworczych komoérek macierzystych
Transfuzje sktadnikow krwi w niezgodnosci ABO

Niezgodnos¢
DUZA

BTA ujemny
Poczgtek el i
; Przeciwciata
przygotowania  Przeszczep do knwinek dawcy
nie wykrywane

KKCz L

Osocze, KKP |{

MALA

KKCz L

Antygeny biorcy
na krwinkach
niewykrywalne

Osocze, KKP |

DUZA | MALA

KKCz |

LU MU UU NI

ANMNRRNINNRNNNNNN

Osocze, KKP

[C—1 Zzgodne z biorcg XN  Grupa 0
I Zgodne z dawcy I Grupa AB¥*




Tabela 1.

Ocena wydzielania substancji grupowej A

Surowica anty-A

Surowica anty-A

i Stan
+ . .
) wydzielania
Rozcienczenia $liny Roztwor NaCl
1:5 1:20 1:80 1:320
++ ++ ++ ++ ++ Niewydzielacz
Krwinki ) ) i n i Wydzielacz
A normalny
2 .
) ) n 4y i Wydzielacz

staby




Tabela 2.
Schemat wynikow oznaczen grup krwi uktadu ABO

Badane probki Odczynniki Krwinki Wyniki

krwi monoklonalne WZorcowe grup krwi
anty-A anty-B O Ay B

Nrl - - - T + 0

Nr2 + - - - + A

Nr 3 - + - + - B

Nr4 + o+ - - - AB




BOIMOINS BYZPN'T 4

10 ¢ 10 ¢ 0
Aelq + + + 0 0 0 0 mz: ?maomﬁ
H 0 +€ +€ +¥ I8+ s+ 0 Preg
H!'d ¥ +C +€ IS + - - 0 g
H 0 +€ +¥ +¥ +C/0 /0 0 d
H'd 0 +€ +¥ +¥ /0 0 0 g
"ZSoIuu "ZSoIuu
H'd 0 +r +r +r nSe nSe 0 kel
H +¢ 0 0 +v s+ 0 s+ Py
H +¥ 0 +C +¥ 0 0 0 Py
H +¥ 0 +1 +¥ +C/+1 0 F/0 Xy
H!V + 0 0 + F/0 0 F/0 v
"ZSoruu "ZSoruu
HIV +€ 0 ¥ +€ niSe 0 niSe v
q Y 'y H-Aue «g+Vv-Lue g-fue v-Kue
BIOIMBZ
Azoeja1ZpAm TWAMOIOZM TWeNUIMIY Z £o1Mm0Ins 9f0xedy |  TWAUZOAISOUTRIP TWENIUUAZIPO Z JouImiy d[oyeay dfioua g
euIlS

OgV npvpyn moua3Qun uvtuupo yorypv2.a toynas yodmoddy [i2pinqlvu 21u2imvisaz

€ vpgu L




Auemoduniemn

eloe3ai3e - - - - - o1uzoK)eussd JON
1foe3ai3e i i i i Auemoduniemn
elq * AIUZIAUIT SVANHH
Auemoduniemn
eloegai3e - - + - - SruzoK1ouo8 ped
eloe3ai3e + + + - ) ZepAZonj-0 VA
1[oe3a13e yeiq + + + + - Aueuz o1u i
eloegai3e - - - - + BZBPAZOPR[BS-0pU A
toesoise - - - - BZEPIUIWEINU
yeiq + Pl L
wnuIwIoy BOIR[OS enewod SnIofjIq eogodAy
BIA[BS BIARS XI[9H soyaI0(q STYORIY Koklere1zp yIuuAz)) mousghjue
uaIqIod Q1031U0}SPO

BUAINO[ Z Jyourmny eloyeay

hHvudgmSvipod ud2o424d 21uPM021U20) * ]GV




Tabela 5.

Czesciej spotykane fenotypy osob Rh+ i ich najbardziej prawdopodobne genotypy

Fenotyp Rh Najbardziej prawdopodobny genotyp
DCcee DCe/ce
DCCee DCe/DCe
DCcEe DCe/DcE
DccEe DcE/ce
DccEE DcE/DcE
Dccee Dce/ce
DCCEe DCE/DCe
DCcEE DCE/DcE




Tabela 6

Przyklad zestawu krwinek wzorcowych do wykrywania nieregularnych

alloprzeciwcial
Rh Rh Kell MNSs P | Lewis | Duffy Kidd
D € C'/K|k NS P; |Le*[Le" | Fy* |[Fy" | JK* [ JK®
DCC%e| | 4 + 10 | + 0|0 +]10|+]0|+]+]0
DccEE | + | 0 | + ol o | + + |+ vlelol ol +]«
ddecee J 0 J 0 | + 0] +1]0 + |+ + o0+ |+|+]0]|+




Tabela 7

Przyklad zestawu krwinek wzorcowych do identyfikacji alloprzeciwcial
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Tabela 8

Niezgodnosé w uktadzie ABO miedzy biorcq i dawcq macierzystych komorek

hemopoetycznych
Grupa krwi Rodzaj niezgodnosci Przetoczenia we wczesnym okresie
Biorca Dawca KKCz Osocze 1 KKP
0O A, B, AB
A AB Duza Jednoimienny z biorca | Jednoimienne z dawca
B AB
AB O,A,B
A O Mata Jednoimienny z dawca | Jednoimienne z biorca
B O
A B
B A Duza i Mala Grupa O Grupa AB
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