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Wprowadzenie

Dziat immunologii transfuzjologicznej krwinek
czerwonych ma obowigzek wypelnia¢ nastepujace
zadania:

1. Wykonywanie badan w zakresie serologii grup
krwi u krwiodawcow, u chorych i kobiet ciezar-
nych.

2. Pozyskiwanie dawcow z przeciwcialami anty-
RhD do oddawania osocza przeznaczonego do
produkcji immunoglobuliny anty-D, stosowane-
go w profilaktyce konfliktu Rh.

3. Pelnienie fachowego nadzoru nad badaniami
wykonywanymi we wszystkich pracowniach
podlegtych Centrum Krwiodawstwa poprzez:
a) przeprowadzanie szkolen fachowego perso-

nelu w laboratorium oraz wydawanie za-
Swiadczen upowazniajacych osoby do wyko-
nywania badan,

b) przeprowadzanie zewnetrznej oceny jako-

§ci badan oraz dokonywanie merytorycznej
inspekcji w poszczegolnych laboratoriach.
Oba zadania powinny by¢ dokonywane nie
rzadziej niz 1 raz w roku,

¢) udzielanie calodobowych konsultacji doty-

czacych badan z zakresu immunologii trans-

fuzjologicznej dla wszystkich szpitali na nad-
zorowanym terenie.

W jego strukturach powinny znaleZ¢ sie naste-
pujace pracownie:

1. pracownia grup krwi dawcow;

2. pracownia konsultacyjna immunologii krwinek
czerwonych, wykonujaca badania u chorych
1 u kobiet ciezarnych;

3. pracownia dawcow uodparnianych z przeciwcia-
fami anty-D (moze wystepowaé w strukturach
Pracowni grup krwi dawcow).

Kierownikiem dzialu immunologii transfuzjo-
logicznej musi by¢ osoba z uprawnieniami diagno-
sty laboratoryjnego, z co najmniej 3-letnim stazem
w badaniach serologicznych grup krwi i po indywi-
dualnym szkoleniu w Zaktadzie Immunologii Hema-
tologicznej 1 Transfuzjologicznej Instytutu Hema-
tologii i Transfuzjologii w Warszawie (IHiT). Zale-
ca sie ponadto, aby osoba ta posiadala specjalizacje
w zakresie medycznej transfuzjologii laboratoryjne;.

Kierownikiem pracowni musi by¢ osoba
z uprawnieniami diagnosty laboratoryjnego, upo-
wazniona do samodzielnego wykonywania badan
serologicznych grup krwi.

Do obowiazkow kierownika nalezy zaopatrze-
nie pracowni w odpowiedni sprzet, aparature, od-
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czynniki, prawidtowe druki i ksigzki do protokoto-
wania badan, organizacja pracy personelu, nadzor
nad badaniami i ich dokumentacja, szkolenia pra-
cownikow, w tym réwniez terenowych pracowni
serologii transfuzjologiczne;.

Fachowy nadzor nad badaniami z zakresu im-
munologii transfuzjologicznej w Centrach Krwio-
dawstwa pelni IHiT. Centra Krwiodawstwa spra-
wuja nadzor fachowy nad badaniami wykonywany-
mi we wszystkich podlegiych im pracowniach
serologii transfuzjologiczne;.

Jezeli Centrum Krwiodawstwa zawarlo ze szpi-
talem, w ktorym mieSci sie Oddzial Terenowy, kon-
trakt na wykonywanie badan z zakresu serologii
grup krwi u krwiodawcow, kierownik dziatu immu-
nologii transfuzjologicznej lub upowazniona przez
niego osoba zobowigzany jest do dokonywania przy-
najmniej dwa razy w roku merytorycznej inspekcji
szpitalnego laboratorium.

Centrum Krwiodawstwa ustala wymagania do-
tyczace zestawu wszystkich odczynnikow (w tym
rowniez krwinek wzorcowych) do wykonywania
badan w szpitalnych pracowniach serologii transfu-
zjologiczne].

Dyrektor Centrum Krwiodawstwa jest zobo-
wigzany do zapewnienia calodobowych konsultacji
dotyczacych badan z zakresu immunologii transfu-
zjologicznej dla wszystkich szpitali na nadzorowa-
nym terenie. Konsultacji takich powinien udziela¢
diagnosta laboratoryjny posiadajacy duze doswiad-
czenie praktyczne i przygotowanie teoretyczne
(Art. 27 pkt. 8110 ustawy o publicznej stuzbie krwi).

Podczas wykonywania badan obowigzuje zasa-
da, ze wszystkie oznaczenia wykonywane w prob-
ce krwi przeprowadza jedna osoba.

1. Zakres badan u krwiodawcow

1. Okreslanie grup krwi uktadu ABO przy uzyciu
dwoch zestawow odczynnikéw monoklonal-
nych anty-A 1 anty-B, pochodzacych z réznych
klonow oraz krwinek wzorcowych grupy O, A,
1 B. Dopuszcza sie stosowanie dwoch serii tego
samego klonu.

2. Okreslanie antygenu D z uktadu Rh za pomoca
2 odczynnikéw monoklonalnych anty-D, pocho-
dzacych z réznych klonéw i umozliwiajacych
wykrycie stabej odmiany antygenu D (D)
1jego kategorii.

3. OkreS$lanie antygenu K z ukiadu Kell u wszyst-
kich wielokrotnych dawcow 1 fenotypu Rh
u wszystkich wielokrotnych dawcéw grupy O
oraz w miare mozliwosci u dawcow innych grup
krwi.

e~

Okres$lanie antygenu k u dawcow K dodatnich.
OkreS$lanie klinicznie waznych antygenow in-
nych ukiadow grupowych u wielokrotnych daw-
cow, szczegoblnie grupy O.
Wykrywanie 1 identyfikacja przeciwciat odpor-
no$ciowych:
a) u wszystkich dawcow pierwszorazowych,
b) u wszystkich dawcow wielokrotnych, kto-
rzy byli leczeni krwig w okresie miedzy po-
przednig a obecng donacja oraz u kobiet
z ciaza w wywiadzie.
UWAGI:
W oznaczeniach grup krwi uktadu ABO w dwoch
probkach krwi dawcy przy zastosowaniu 2 ze-
stawow odczynnikow monoklonalnych i postu-
giwaniu sie krwinkami z probek macierzystych
(nieprzemywanych), dopuszcza sie zbadanie
jednej probki jednym zestawem odczynnikow,
a drugiej probki drugim zestawem.
W oznaczeniach grup krwi uktadu ABO wyko-
nywanych w systemach zautomatyzowanych
zapewniajacych jednoznaczng identyfikacje ba-
danej probki, dopuszcza sie stosowanie jedne-
go zestawu odczynnikéw monoklonalnych
anty-A 1 anty-B pod warunkiem, ze w kazde;j
probce krwi dawcy oznacza sie przeciwciala
anty-A 1 anty-B. Szczegblowe zasady opisano
w pkt. 5.15.
Pelne badanie grup krwi uktadu ABO i antyge-
nu D z uktadu Rh, jak rowniez wszystkich in-
nych antygenow wykonuje sie 2-krotnie; z pro-
bek krwi pobranych w réznym czasie.
Dla systemo6w automatycznych dopuszcza sie
stosowanie do oznaczania alloaglutynin zestawu
krwinek A, 1B z pominieciem krwinek grupy O.
Whpisywanie grup krwi ABO 1 Rh w systemie
komputerowym lub w kartotece dawcy musi
opierac sie na wynikach badan dwoch probek
krwi: probki pobranej w laboratorium 1 probki
pobranej bezpos$rednio po oddaniu krwi w dzia-
le pobierania.
Dyrektor Centrum Krwiodawstwa w porozu-
mieniu z kierownikiem dzialu immunologii
transfuzjologicznej ustala, w ktorych Oddzia-
tach Terenowych mozliwe jest wykonywanie
badan o poszerzonym zakresie, wymienionych
w podpunktach 3-5 powyzej; pozostate Oddziaty
Terenowe, nieposiadajace odpowiednich warun-
kow, moga by¢ z tych obowiazkow zwolnione.
Swoisto§¢ przeciwcial odpornoSciowych,
wykrytych w terenowych pracowniach serolo-
gicznych musi by¢ ustalona lub potwierdzona
w pracowni badan dawcow Centrum Krwio-
dawstwa.
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H. Identyfikacja przeciwcial typu zimnego dotyczy
tylko przypadkow, w ktorych sg one wykrywa-
ne podczas okreS§lania grup krwi ukiadu ABO
1 reaguja w poszerzonej amplitudzie cieplnej
(30-37°C).

W badaniach grup krwi uktadu ABO, Rh, Kell,
Duffy i1 Kidd stosuje sie odczynniki diagnostyczne,
w tym rowniez krwinki czerwone oznakowane zna-
kiem zgodnos$ci CE. Do oznaczania antygenow
z innych uktadéw grupowych mozna stosowac od-
czynniki diagnostyczne, w tym takze krwinki czer-
wone nieoznakowane znakiem CE.

Do wykrywania nieregularnych przeciwcial
stosuje sie krwinki wzorcowe oznakowane znakiem
zgodnosci CE. Zgodnie z rozporzadzeniem Ministra
Zdrowia z dnia 3 listopada 2004 r. w sprawie wyma-
gan zasadniczych dla wyrobow medycznych do dia-
gnostyki in vitro (Dziennik Ustaw, nr 251, poz.
2515), identyfikacje wykrytych przeciwcial mozna
przeprowadzac za pomoca krwinek wzorcowych nie
oznakowanych znakiem CE.

Wszystkie rutynowe metody reczne mozna
zastepowac mikrometodami kolumnowymi i1 auto-
matycznymi, wedtug zasad opisanych w pkt. 5.15
oraz innymi metodami sprawdzonymi i zatwierdzo-
nymi przez IHiT.

2. Badania konsultacyjne dla biorcow

Badania takie s3 wykonywane w pracowni kon-
sultacyjnej Centrum Krwiodawstwa we wszystkich
przypadkach, w ktorych terenowe pracownie sero-
logiczne (szpitalne i poza szpitalne) natrafiaja na
trudnosSci. Do pracowni nalezy przekazaé badana
1 §wiezo pobrang probke krwi wraz z dokumentacjg
dotychczas przeprowadzonych badan (wzor 1, patrz
Zalacznik) oraz dane kliniczne chorego (wiek, roz-
poznanie, informacje dotyczace leczenia krwig
1 przebytych ciaz). W pracowni probke krwi opatruje
sie kolejnym numerem odnotowanym w ksigzce ba-
dan. W pilnych przypadkach nalezy odnotowac go-
dzine przyjecia probki i godzine wydania wyniku.
Przy nazwisku chorego nalezy zamieSci¢ dane kli-
niczne zawarte w skierowaniu do badania. Czytelne
protokoty badan powinny by¢ zakonczone sformuto-
waniem wyniku zrozumiatym dla odbiorcy, w brzmie-
niu identycznym z wydanym wynikiem. W ksiazce ba-
dan i na wydanym wyniku powinien by¢ umieszczony
podpis osoby wykonujacej badania 1 osoby je nadzo-
rujacej (kierownik pracowni albo osoba upowazniona).

Dopuszcza sie stosowanie formularzy zawiera-
jacych odpowiednie rubryki dotyczace protokoiow
w zakresie najczeSciej wykonywanych badan, z po-
zostawieniem miejsca na protokoly badan, ktérych

nie mozna przewidzie¢. Dane dotyczace chorych
1 wynikow badan nalezy wprowadzaé do komputera.

Dopuszcza sie rownolegle prowadzenie doku-
mentacji w skorowidzu w porzadku alfabetycznym.

W godzinach pracy pozaregulaminowej pracow-
nicy petniacy dyzury powinni prowadzi¢ w odrebnej
ksigzce (ksigzka raportow) rejestr wykonanych czyn-
nos$ci wraz z zaznaczeniem godziny przyjecia probki
1 godziny wydania wyniku. Informacje te powinny hy¢
codziennie rano sprawdzane przez kierownika pra-
cowni lub osobe upowazniona.

2.1. Zakres badan
W pracowni konsultacyjnej obowigzuje przed-

stawiony ponizej zakres badan.

1. Ustalanie grupy krwi uktadu ABO.

2. Diagnostyka antygenu D z uktadu Rh, obejmu-
jaca jego slabe odmiany i kategorie.

3. Identyfikacja nieregularnych przeciwcial.

4. Diagnostyka niedokrwistoSci autoimmunohe-
molitycznych (NAIH).

5. Dobieranie krwi dla chorych w przypadkach
obecnosci auto-i alloprzeciwcial oraz przy kaz-
dej zgloszonej niezgodno$ci w probie krzyzowe;.

6. Serologiczna analiza powiklan poprzetoczenio-
wych.

7. Okreslanie fenotypu Rh, antygenu K lub innych
antygenow u 0sob uodpornionych oraz w celu za-
pobiegania alloimmunizacji u chorych wymagaja-
cych diugotrwatego leczenia krwia (np. w NAIH).

8. Diagnostyka konfliktu serologicznego pomie-
dzy matka a plodem, choroby hemolitycznej
plodu i noworodka (ChHPN) oraz dobieranie
krwi do transfuzji doplodowej, wymiennej
1 uzupelniajacej.

9. Wykonywanie badan rodzinnych w przypad-
kach stwierdzenia rzadko wystepujacych feno-
typow 1 alloprzeciwcial skierowanych do anty-
genow powszechnych.

10. Badania biorcow i dawcow allogenicznych prze-
szczepow, w szczegolno$ci komorek macierzy-
stych ukiadu krwiotwoérczego.

3. Podstawowe wyposazenie w aparature,
sprzet laboratoryjny i odczynniki

3.1. Aparatura
Wymagane jest nastepujace wyposazenie:

* automaty do badan grup krwi,

e aparatura do testow mikrokolumnowych lub in-
nych sprawdzonych 1 zatwierdzonych przez IHiT,

* cieplarka, powietrzny blok grzewczy z regulacja
temperatury,

* laznia wodna z regulacja temperatury do 100°C,
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*  wir6wka laboratoryjna z wirnikiem horyzontal-
nym o przyspieszeniu 3850 X g i z regulacja
czasu wirowania,

e wiréwka hematokrytowa,

e lodowka o temperaturze 2-6°C,

e zamrazarka o temperaturze od —20°C do -80°C
do przechowywania surowic diagnostycznych
1 pochodzacych od chorych, u ktérych wykryto
alloprzeciwciala oraz zapaséw krwinek wzor-
cowych i innych z fenotypami o niskiej czestos-
c1 wystepowania.

UWAGA: Kazda lodowka, zamrazarka 1 cie-
plarka powinny by¢ wyposazone w dwa niezalezne
mierniki temperatury. Obowiazuje trzykrotna kon-
trola temperatury w ciggu doby 1 prowadzenie jej
dokumentacji lub podiaczenie do centralnego mo-
nitoringu temperatury.

3.1.1. Kalibracja wirowek do testow
serologicznych

Kazda wir6wka musi by¢ skalibrowana w celu
ustalenia optymalnych obrotow i czasu wirowania,
aby zapewni¢ maksymalne nasilenie aglutynacji, nie
powodujac reakcji falszywie dodatnich. Badania ka-
libracyjne wykonuje sie, stosujac obroty wiréwki
2000/min i 2500/min.

3.1.1.1. Kalibracja wirowki dla testu

bezposredniej aglutynacji (test w NaCl)

1. Przygotowac 2-5-procentowa zawiesine krwi-
nek grupy A 1 B w roztworze NaCl.

2. Wykona¢ badanie miana surowicy anty-B i wy-
brac rozcienczenie, w ktorym aglutynacja krwi-
nek B wynosi 1+.

3. Do b5 probéwek dodac po kropli krwinek A (kon-
trola ujemna) i do 5 prob6wek dodaé po kropli
krwinek B (kontrola dodatnia).

4. Do wszystkich probowek dodac po kropli wy-
branego rozcienczenia anty-B.

5. W wir6wce umiesci¢ dwie proboéwki zawiera-
jace kontrole ujemna i dodatnig.

6. Odwirowac (np. przez 10 s) i1 odczytac nasile-
nie aglutynacji.

7. Podobnie postepowac z kolejnymi parami pro-
bowek, wirujac je w roznym czasie, na przykiad
przez 15, 20, 30145 s.

Interpretacja wynikow

Optymalnymi obrotami i czasem wirowania sa
parametry, w ktorych zostaly spelnione nastepujace
warunki:

e guziczek krwinek jest wyraznie widoczny i nie
jest rozlany,

e plyn nad krwinkami jest przejrzysty,

* guziczek krwinek daje sie fatwo rozprowadzic,

e aglutynacja w kontroli dodatniej wynosi 1+,
e brak aglutynacji w kontroli ujemne;j.

3.1.1.2. Kalibrowanie wirowki do testow

antyglobulinowych

1. Nalezy rozcienczy¢ surowice anty-D (niekom-
pletne przeciwciala) w roztworze NaCl tak, aby
otrzymac¢ w PTA reakcje 1+.

2. Przygotowac:

a) 3-procentowg zawiesine krwinek RhD dodat-

nich w roztworze LISS — kontrola dodatnia,

b) 3-procentowa zawiesine krwinek RhD ujem-

nych w roztworze LISS — kontrola ujemna.

3. Opisac 5 probéwek dla kontroli dodatniej 15 pro-
bowek dla kontroli ujemne;j.

4. Do kazdej probowki dodac po 2 krople rozcien-
czonej surowicy anty-D.

5. Doda¢ odpowiednio do probowek po 2 krople
krwinek RhD dodatnich do kontroli dodatniej
1po 2 krople krwinek Rh ujemnych do kontroli
ujemne;.

6. Inkubowaé wszystkie probowki w 37°C przez
20 minut.

7. Napelni¢ probowki roztworem NaCl 1 odwiro-
wac probowki w parach (kontrola dodatnia
1 kontrola ujemna) przy obrotach wiréwki 2500
obr./min w réznym czasie (np. 90's, 120 s, 180 s).

8. Po odwirowaniu usuna¢ nadsacz.

9. Krwinki przemywac 4-krotnie.

UWAGA: Optymalny czas odwirowania krwi-
nek podczas ich przemywania to taki, przy ktorym
zostaja spelnione nastepujace warunki:

*  po odwirowaniu nadsgcz jest przejrzysty, nie-
zabarwiony krwinkami,

*  po usunieciu nadsaczu krwinki tworza na dnie
Scisly guziczek, nierozlany po brzegach,

*  guziczek krwinek daje sie tatwo rozprowadzac
w pozostalym ptynie.

10. W wybranych probéwkach, do osadu krwinek
po ostatnim przemyciu dodaé 2 krople odczyn-
nika antyglobulinowego.

11. Odwirowacé przez na przyklad 20 s i1 odczytaé
wyniki.

UWAGA: Optymalny czas odwirowania krwi-
nek z odczynnikiem antyglobulinowym to taki, przy
ktorym zostaja spelnione nastepujace warunki:

* guziczek krwinek jest wyraznie widoczny i nie
jest rozlany,

e plyn nad krwinkami jest przejrzysty,

e guziczek krwinek daje sie fatwo rozprowadzic,

e aglutynacja w kontroli dodatniej wynosi 1+

e brak aglutynacji w kontroli ujemne;j.

Jesli nie zostaly spelnione powyzsze warunki,
badanie krwinek z odczynnikiem antyglobulinowym

178 www.jtm.viamedica.pl



B. Michalewska 1 wsp., Immunologia transfuzjologiczna krwinek czerwonych

nalezy powtorzy¢, stosujac odpowiednio kréotszy lub
dtuzszy czas wirowania.

3.2. Sprzet laboratoryjny
Pracownia powinna by¢ wyposazona w przed-
stawiony ponizej sprzet laboratoryjny.
1. Probowki wylacznie do jednorazowego uzytku:
a) dopobierania krwi: sucha (na skrzep)iz EDTA,
b) do wykonywania badan szklane lub plasti-
kowe, o wymiarach okolo 70 mm X 10 mm.
Szkietka podstawowe.
3. Plyty jednorazowe ze sztucznego tworzywa
z plaskimi wglebieniami lub szklane.
4. Pipety pasteurowskie — w miare mozliwosci

R

jednorazowe.
5. Pipety automatyczne z jednorazowymi kon-
cowkami.
6. Zlewki lub pojemniki z tworzywa sztucznego.
7. Pojemniki na szklo i zuzyty sprzet jednorazowy.

8. Kasety plastykowe do umieszczania szkielek
lub plyt (wystane gabka ze sztucznego tworzywa).

9. Statywy do probowek dwu- lub wielorzedowe
(metalowe lub ze sztucznego tworzywa).

10. Nalepki samoprzylepne.

11. Pisaki wodoodporne.

12. Kolby miarowe o pojemnos$ci 1-2 1.

3.3. Odczynniki*

Przed uzyciem odczynnikow nalezy codziennie
sprawdzaé ich wyglad zewnetrzny. Zmetnienie
1 widoczne straty dyskwalifikuja dany odczynnik.

3.3.1. 0,15 mol/l roztwor NaCl o pH 6,6-7,6

UWAGA: Jesli uzywa sie roztwor bez dodat-
ku buforu fosforanowego, kontrole pH wykonuje sie
codziennie. Stosujac roztwor buforowany, nalezy
kontrolowaé kazda nowa 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)
UWAGI:

A. Nalezy sprawdzic pH kazdej serii, ktore winno
sie mieSci¢ w granicach 6,5-7,0.

Jego optymalng wartoScig jest 6,7.

B. Kontrola jako$ci roztworu LISS polega na wy-
konaniu testu antyglobulinowego z krwinkami
Rh+ 1 Rh—, zawieszonymi w tym roztworze
1 uczulonymi Standardem anty-D wedtug prze-
pisu w pkt. 5.4.1.4.

*Szczegoty zawarte sg w Medycznych zasadach pobierania krwi, oddzielania
jej sktadnikoéw i wydawania, obowigzujace w jednostkach organizacyjnych
publicznej stuzby krwi (rozdziat 7).

3.3.3. Odczynnik papainowy

UWAGA: Dla stwierdzenia wymaganej aktyw-
nos$ci odczynnika papainowego nalezy poroéwnac
miano 1 natezenie aglutynacji wyrazone w score
(pkt 4.3) surowicy ludzkiej anty-D z krwinkami
RhD+ w tescie koloidowym 1 papainowym. Miano
surowicy z zastosowaniem Srodowiska papainy,
przewyzszajace, co najmniej dwa rozcienczenia
1 2-krotnie wyzsza warto$¢ score niz w Srodowisku
koloidowym, wskazuje na prawidlowa aktywno$¢
odczynnika.

3.3.4. Roztwor trombiny o stezeniu 50 j./ml.

3.3.5. Roztwor polibrenu

BezposSrednio przed badaniem przygotowaé
1-procentowy roztwor polibrenu w 0,15 mol/l NaCl
o pH 7,0.

UWAGA: Polibren w substancji nalezy prze-
chowywaé¢ w szczelnie zamknietym pojemniku ze
wzgledu na jego silne wlasciwo$ci higroskopijne.

3.3.6. Odczynnik MEP do rozkladu autoprze-
ciwcial na krwinkach przed ich uzyciem do
autoabsorpcji

3.3.7. Roztwory do roznicowania przeciwcial
IgG i IgM

3.3.7.1. Roztwor dwumerkaptoetanolu (2ME)
3.3.7.2. Roztwor dwutiotrytolu (DTT)
3.3.8. Roztwor fosforanu chlorochiny
3.3.9. Roztwor kwasnej glicyny i EDTA
3.3.10. Standard anty-D do kontroli PTA
i testow enzymatycznych

Dostepny krajowy Standard anty-D zawiera
0,1 jednostki miedzynarodowej (0,02 ug) IgG anty-
D w 1 ml zostal opracowany w oparciu o Standard

Miedzynarodowy.

3.3.11. Roztwory wzbogacajace do przecho-
wywania krwinek czerwonych

3.3.11.1. Roztwor z dodatkiem ludzkiej surowicy

3.3.11.2. Roztwor wzbogacajgcy (SAGM, ADSOL)
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Tabela 1. Przyktad zestawu krwinek wzorcowych do wykrywania nieregularnych alloprzeciwciat

Table 1. Example of red cells phenotypes for irregular alloantibodies detection

Rh Rh Kell

MNs P Lewis Duffy Kidd

D C c E e C' K k

N S s P, Le® Le® Fy" Fy* Jk* JK°

DCC"ee + + 0 0 + + 0
DccEE + 0 + +
ddccee 0 0 + 0 + + 0

3.3.12. Roztwory do przechowywania krwinek
W stanie zamrozenia

3.3.13. Roztwory do rozmrazania krwinek

3.3.14. Srodki bakteriobéjcze stosowane
do konserwacji probek surowic

3.4. Podstawowy zestaw odczynnikow
diagnostycznych

Podstawowy zestaw odczynnikow diagnostycz-
nych stosowanych w Centrach Krwiodawstwa
przedstawiono ponizej. Natomiast zestaw dla szpi-
talnych pracowni serologicznych ustala Centrum
Krwiodawstwa.

3.4.1. Odczynniki monoklonalne i poliklonalne
Uktad ABO: odczynniki monoklonalne anty-A
1 anty-B; lektyna anty-A,,
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,,
Uklad Lewis: anty-Le?, anty-Le”
Odczynnik antyglobulinowy wieloswoisty:
anty-IgG + anty-C3.
Odczynniki antyglobulinowe monoswoiste:
anty-IgG, anty-IgM, anty-IgA, anty-C3d.
Wiekszo$§¢ wymienionych odczynnikéw zawie-
ra przeciwciala monoklonalne.
Surowice grupy AB do wykrywania poliagluty-
nacji.
Wyselekcjonowane ludzkie surowice z ukiadu
ABOianty-D z uktadu Rh do badan specjalistycznych.

3.4.2. Krwinki wzorcowe oznakowane
znakiem CE:
¢ do badania uktadu ABO: krwinki A;, B1 O,

* do sprawdzania aktywno$ci 1 swoisto$ci od-
czynnika anty-D z uktadu Rh: krwinki O RhD+
1 0 RhD-,

*  do sprawdzania aktywno$ci i swoisto$ci odczyn-
nika anty-K z ukiadu Kell, krwinki K+ 1 K-,

* do wykrywania odpornos$ciowych przeciwcial
(tab. 1).

3.4.3. Krwinki wzorcowe do identyfikacji
przeciwcial (tab. 2)

3.4.4. Podstawowy zestaw lektyn

Dolichos biflorus anty-A, (zawiera takze anty-
Tn 1 anty-Cad)

Ulex europaeus anty-H

Arachis hypogea anty-T

Salvia sclarea anty-Tn

Salvia horminum anty-Tn + anty-Cad

Vicia graminea anty-N.

4. Zasady pobierania, przechowywania
i przygotowania krwi do badan

4.1. Pobieranie krwi do badan serologicznych

1. Pobrac 5-10 ml krwi zylnej do prob6wki jednora-
zowego uzytku zaopatrzonej w trwalg etykiete:
a) do badan metoda automatyczng — probéwka

z EDTA,
b) do badan metoda recznag — sucha probow-
ka lub probéwka z EDTA.

2. BezposSrednio po pobraniu na etykiecie wpisac
drukowanymi literami: nazwisko, imie, nr PESEL
lub date urodzenia, a u dawcoéw — nr donacji
(w przypadku stosowania systemu kodow kre-
skowych, oklei¢ probowke stosownym kodem).

3. Te same dane wpisac na zalaczniku towarzysza-
cym probee (wzor 1, pkt 2, patrz Zalacznik) wraz
z adnotacja, jakie badania maja by¢ wykonane.

4. Jesli badania:

a) maja by¢ rozpoczete w dniu pobrania prob-
ki, probéwke z krwig umie$ci¢ w tempera-
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Tabela 2. Przyktad zestawu krwinek wzorcowych do identyfikacji alloprzeciwciat

Table 2. Example of red cells phenotypes for alloantibody identification

Rh Kell MNS P Lewis Duffy Kidd
D C C E e cv K k M N S s P, Le* Le° Fy* Fyh JkJKP
DCCee + + 0 0 + 0 0 + o+ 0 + 0 0 0 + 0 + 4+ O+
DCC%e + 4+ 0 0 + + + + o+ 4+ 0 + 4+ 0 + 0 + o+ 0
DccEE + 0 + + 0 0 0 + 0 + 0 + + + 0 + 0 0 +
DccEE + 0o + + 0 0 0 + o+ 0 + 4+ o+ 0 0 + 4+ o+ o+
Dccee + 4+ o+ 0 + 0 0 + + 4+ o+ o+ 0 0 + + o+ o+ 0
DCcEe + 4+ o+ + 4+ 0 0 + o+ 0 0 + 4+ 0 + 0 + o+ 0
ddCcee 0 + + 0 + 0 0 + 0 + + + + 0 + + + 0 +
ddccEe 0 0 + + 4+ 0 0 + o+ 0 + 0 + 0 + 0 + o+ o+
ddccee 0 0 + 0 + 0 + 0 + + + + + 0 + + 0 + +
ddccee 0 0 + 0 + 0 0 + + 0 + 0 + 0 + + + + 0
ddccee 0 0 + 0 + 0 0 + + + + + 4+ 0 + o+ 0 + 4+

turze 37°C na okolo 10-15 min, a nastepnie
wirowac przy 600 X g przez 5 min,

maja by¢ przeprowadzane nastepnego dnia,
oddzieli¢ krew od $cianek probowki i umies-
ci¢ w chlodni o temperaturze 2-6°C, a nastep-
nego dnia odwirowac,

musza by¢ wykonane natychmiast po pobra-
niu krwi albo jesli probka krwi pochodzi od
osoby z zaburzeniami ukladu krzepniecia,
doda¢ do krwi roztwor trombiny (pkt 3.3.4).
Po odwirowaniu oddzieli¢ surowice i przenie$¢é
ja do oddzielnej probowki, a z krwinek sporza-
dzi¢ zawiesine w odpowiednim stezeniu i §ro-
dowisku.

UWAGA: Od noworodkéw, niemowlat, matych

b)

c)

dzieci pobiera sie mniejsze objetoSci krwi.

4.2. Pobieranie krwi do badan genetycznych

Przed pobraniem nalezy okreSli¢ liczbe krwi-

nek bialych we krwi obwodowe;.

1.

Pobra¢ okoto 1,5 ml krwi do probowki jedno-
razowe] z tworzywa sztucznego zawierajacej
EDTA (takiej jak do badan morfologii krwi).
Pobrana krew przekaza¢ do pracowni biologii
molekularnej IHiT w terminie nieprzekracza-
jacym 36 godzin od pobrania.

Jezeli krew bedzie przekazana w terminie poz-
niejszym, nalezy ja przechowaé w stanie zamro-
zenia w temperaturze od —20°C do -80°C.
UWAGA: Jezeli stwierdzono, ze liczba leuko-

cytow znajduje sie ponizej dolnej granicy warto$ci
prawidiowej, nalezy pobra¢ krew do co najmniej
dwoch probowek.

www.jtm.viamedica.pl

4.3. Ogolne zasady dokumentacji
i wykonywania badan
1.

Zarejestrowaé probke krwi w odpowiednie]
ksiazce badan (wzor 3, patrz Zatacznik), pod ko-
lejnym numerem.

Jesli probka krwi pochodzita od krwiodawcy,
wpisa¢ numer donacji lub wkleié etykietke
z tym samym numerem donacji.

Opatrzy¢ probowke z krwig numerem, pod kto-
rym zostala zarejestrowana 1 sprawdzi¢ zgod-
no$¢ numeracji z zapisem w Kksigzce.

Tym samym numerem opatrywac cate szkto la-
boratoryjne (probowki, ptyty, szkietka podsta-
WOWe).

Prowadzi¢ doktadne protokoty wszystkich wy-
konanych badan.

Wszystkie wyniki badan grupowych krwi i prob
zgodnoSci nalezy odczytywac 1 wpisywac do ksigz-
ki z udzialem dwoch osob. Osoby: wykonujaca
badanie i1 sprawdzajaca powinny zlozyc podpis
w ksigzce. Wydawane wyniki powinny by¢ podpi-
sane przez kierownika pracowni lub upowazniong
przez niego osobe (wzor 4, patrz Zatacznik).

W przypadku stosowania systemow automa-
tycznych z jednoznaczng identyfikacja dawcy/
/pacjenta i automatycznym odczytem (szczego-
fowe zasady opisane w pkt. 5.15), dopuszcza sie
walidacje 1 zapis wyniku przez jedng osobe. Nie
obowiazuje prowadzenie zapiso6w w ksigzkach.
Poleca sie prowadzenie oddzielnej ksigzki do
zapisu badan kontrolnych odczynnikoéw diagno-
stycznych i krwinek wzorcowych (wzor 5, patrz
Zalacznik), uzywanych w danym dniu we
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wszystkich pracowniach.

UWAGA: Nie dopuszcza sie numeracji dodat-
kowej, tak zwanej robocze;.

Badania serologiczne nalezy wykonywaé na
plytach z tworzywa sztucznego lub szklanych,
szkielkach podstawowych oraz w probowkach jed-
norazowego uzytku. Powinno sie stosowac pipety
jednorazowego uzytku lub automatyczne. Dopusz-
czalne jest wielokrotne stosowanie zwyklych pipet
pasteurowskich, ktore przed kazda zmiang zawar-
toSci musza by¢ dokladnie, kilkakrotnie przemyte
roztworem NaCl. W badaniach serologicznych pod-
stawowa jednostka miary jest kropla wolno spada-
jaca z pipety, nachylonej zawsze pod tym samym
katem. We wszystkich badaniach wykonywanych na
plytach lub szkielkach, do jednej kropli odczynnika
lub badanej surowicy, dodaje sie jedna krople zawie-
siny krwinek. Chociaz kolejno$¢ nie odgrywa roli,
praktyczniej jest jednak umieszczac najpierw od-
czynniki diagnostyczne 1 badane surowice. Stosu-
jac odwrotng kolejnos$¢, zwlaszcza podczas badania
krwi kilku oso6b, trudno jest zauwazy¢, czy wsze-
dzie do krwinek dodano odczynnik lub surowice.
Zawarto$¢ miesza sie czystg bagietka. Badania wy-
konywane na plytach z tworzywa sztucznego z wgle-
bieniami nie wymagaja mieszania reagentow za po-
moca bagietki. Z wyjatkiem badan z zastosowaniem
odczynnikdéw monoklonalnych, ktore sa odczytywa-
ne po kilku minutach, szkielka podstawowe umiesz-
cza sie w wilgotnych komorach chronigcych przed
wysychaniem kropli. Wyniki odczytuje sie, biorac
do reki plyte lub szkielko i poruszajgc nimi ruchem
okreznym. Wyniki badan wykonywanych w probow-
kach odczytuje sie po odwirowaniu i wstrza$nieciu
osadu krwinek przez delikatne uderzanie palcem
w probowke. Ocene obecnoSci aglutynatow utatwia
odpowiednie oSwietlenie naturalne lub sztuczne
1 zastosowanie biatego tla. WiaSciwe badanie uzu-
pelnia sie zawsze badaniami kontrolnymi. Obejmuja
one sprawdzenie swoistos§ci i aktywnosci odczyn-
nikow wzorcowych oraz zachowanie sie krwinek
w roztworze, w ktorym zostaly zawieszone. Podsta-
wowym warunkiem prawidlowego wykonania badan
jest czystoSc plyt, probowek 1 odczynnikow. Jest ona
szczegolnie istotna podczas przeprowadzania testu
antyglobulinowego, do wykonania, ktérego wyma-
ga sie jednorazowych probowek. Slady ludzkiej su-
rowicy w niedokladnie umytym szkle lub roztwo-
rze NaCl stuzacym do przemywania krwinek 1 ptu-
kania pipety, powoduja zobojetnienie odczynnika
antyglobulinowego. W celu unikniecia zanieczysz-

czenia odczynnikoéw diagnostycznych, kazdy z nich
pobiera sie osobna pipeta.

Z kazdego przeprowadzonego badania sporza-
dza sie protokol, oznaczajagc w nim znakiem ,,+”
reakcje aglutynacji, znakiem ,~” brak aglutynacji.
Celowe jest odnotowywanie nasilenia aglutynacji
przy zastosowaniu nastepujacych symboli:
4+: aglutynacja kompletna, w postaci jednego zle-
pu krwinek,
3+: kilka duzych zlepoéw krwinek,
2+ $redniej wielkoSci zlepy, mikroskopowo widac
wolne krwinki,

+ drobne aglutynaty, mikroskopowo widac liczne
niezlepione krwinki.

Nasilenie aglutynacji krwinek pod wplywem
surowicy 1 jej rozcienczen mozna wyrazic liczbowo
W score, stosujac nastepujace wartosSci:

4+ =12

3+ =10
2+ =28
1+ =5
§lad = 2.

Probki krwi do badan, krwinki wzorcowe 1 od-
czynniki monoklonalne nalezy przechowywaé w lo-
dowce, w temperaturze 2-6°C, za$ surowice diagno-
styczne, w zamrazarce. Wyjmowac je mozna tylko
na okres badania.

5. Techniki badan serologicznych

5.1. Zawiesiny krwinek czerwonych

5.1.1. Zawiesina krwinek w roztworze NaCl
1. Z probki krwi po jej caltkowitym skrzepnieciu
(jesli zostala pobrana do suchej probowki) po-
bra¢ z dna kilka kropli krwinek 1 przenies¢ do
oddzielnej probowki.
2. Napelni¢ probowke roztworem NaCl i doktad-
nie wymieszac zawarto$c.
3. Poczekac chwile, aby opadly na dno mate
skrzepy.
4. Zawiesine krwinek bez skrzepow przenie$¢ do
oddzielnej probowki.
5. Wirowac przez 3 min, przy 340 X g.
Usuna¢ catkowicie plyn znad osadu krwinek.
7. Z osadu krwinek sporzadzi¢ zawiesine w roz-
tworze NaCl:
a) 3-4% do techniki probowkowej lub zgodnie
z zaleceniem producenta odczynnikow,
b) 5-10% do techniki szkietkowej lub zgodnie
z zaleceniem producenta odczynnikow.

S
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5.1.2. Zawiesina krwinek papainowanych

Kazda seria odczynnika papainowego (pkt
3.3.3) musi mie¢ ustalony optymalny czas papaino-
wania krwinek czerwonych.

5.1.2.1. Przygotowanie krwinek papainowanych

1. Rozcienczy¢ jedna objetoS¢ odczynnika papa-
inowego 9 objetosciami roztworu NaCl.

2. Cztery krople rozcieficzonego odczynnika
zmieszac z jedng kropla przemytych, gestych
krwinek.

3. Inkubowaé w temperaturze 37°C przez okres
czasu ustalony dla danej serii odczynnika.

4. Przemy¢ krwinki 3-krotnie duza objetoscia
roztworu NaCl i1 sporzadzi¢ 3-5-procentowq za-
wiesine w tym roztworze.

UWAGA: Jezeli w zestawie krwinek wybra-
nych do papainowania nie ma krwinek RhD dodat-
nich, nalezy je dolaczy¢, gdyz podczas wlaSciwego
badania bedg stuzyly jako kontrola dodatnia.

5.2. Testy enzymatyczne

5.2.1. Test enzymatyczny w niskiej

sile jonowej (LEN)

Test ten jest szczegolnie przydatny do wykry-
wania przeciwcial z uktadu Rh. Charakteryzuje sie
duza czulo§cia 1 pozwala na przeprowadzenie badan
w krotszym czasie, niz test z zastosowaniem Krwi-
nek papainowanych.

1. Przemy¢ 2-krotnie krwinki roztworem NaCl
1 raz roztworem LISS.

2. Sporzadzi¢ 3—4-procentowq zawiesine krwinek
w roztworze LISS.

3. Rozcienczy¢ odczynnik papainowy roztworem
LISS w stosunku: jedna kropla odczynnika na
2 krople roztworu LISS.

4. Do 2 kropli zawiesiny krwinek dodac krople
rozcienczonego odczynnika papainowego.

5. Probowke z tg zawartoScig umiesci¢ na 10 min
w bloku grzewczym lub w tazni wodnej o tem-
peraturze 37°C.

6. Dodac 2 krople badanej surowicy i po doktad-

nym wymieszaniu pozostawi¢ na 3 min w tem-

peraturze 37°C.

Wirowac przez 30-60 s, przy 150-340 g.

8. Odczytac¢ wynik, bardzo delikatnie wstrzasajac
probowka.

UWAGA: Konieczne jest jednoczesne wyko-
nanie badan kontrolnych:

a) krwinki RhD dodatnie i RhD ujemne + Stan-
dard anty-D,

b) krwinki uzyte do badan + surowica grupy AB.

N

5.2.2. Test probowkowy z krwinkami papa-

inowanymi (dwustopniowy test papainowy)
Test stuzy przede wszystkim do wykrywania

przeciwcial z ukltadu Rh. W badaniach stosuje sie

3-5-procentowa zawiesine krwinek papainowanych

w roztworze NaCl, przygotowanych zgodnie z prze-

pisem podanym w pkt. 5.1.2.1.

1. Do 2 kropli surowicy badanej dodac¢ 1 krople
krwinek.

2. Mieszanine inkubowac przez 30 minut w tem-
peraturze 37°C.

3. Wirowac przez 30-60 s, przy 150-340 X g.

4.  Wynik odczyta¢ makroskopowo.
UWAGA: Konieczne jest jednoczesne wyko-

nanie badania kontrolnego.

a) kontrola dodatnia: papainowane krwinki RhD
dodatnie + Standard anty-D,

b) kontrola ujemna: kazdy rodzaj papainowanych
krwinek + surowica niezawierajaca przeciw-
cial.

5.3. Test polibrenowy

Jest to bardzo czuta technika, stuzaca do wy-
krywania przeciwcial klasy IgG, z wyjatkiem prze-
ciwcial z ukladu Kell. Wymaga ona duzej precyzji
1uwagi oraz doSwiadczenia w interpretacji wynikow.

5.3.1. Odczynniki do testu polibrenowego

5.3.1.1. Roztwor o niskiej sile jonowej (LIM, low
ionic medium)

5.3.1.2. 10-procentowy polibren w buforowanym
roztworze NaCl

5.3.1.3. Roztwor do zawieszania krwinek
(RS, resuspending solution)

5.3.2. Wykonanie badania

1. UmieSci¢ w probowce 2 krople badanej suro-
wicy, jedng krople 3-procentowej zawiesiny
krwinek w roztworze NaCl, 0,6 ml odczynnika
LIM i wymieszac.

2. Pozostawi¢ na minute w temperaturze pokojo-

wej.

Dodac¢ 2 krople roboczego roztworu polibrenu.

Wirowac przez 30-60 s, przy 150 X g.

Usuna¢ nadsacz.

Dodac 2 krople odczynnika RS.

Delikatnie wymieszac, trzymajac probowke/

/statyw z probowkami pod katem 45°. Po 10 s

znikng agregaty, a pozostang aglutynaty.

8. Odczytac¢ wynik.

N
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9. Jezeli nie wystagpita aglutynacja, przemy¢
krwinki 3-krotnie.

10. W celu wykrycia przeciwcial z ukiadu Kell do-
da¢ odczynnik antyglobulinowy.
UWAGA: Konieczne jest jednoczesne wyko-

nanie badan kontrolnych:

a) krwinki RhD dodatnie i RhD ujemne + Stan-
dard anty-D,

b) krwinki stosowane w badaniu + surowica gru-
py AB.

5.4. Testy antyglobulinowe

Test antyglobulinowy pozwala na wykrycie
przeciwcial niekompletnych oraz skiadnikow dopel-
niacza zwigzanych z krwinkami czerwonymi. W tym
celu stosuje sie surowice antyglobulinowg, uzy-
skang od zwierzat doSwiadczalnych uodpornionych
ludzka globuling albo przeciwciala monoklonalne.
W nastepstwie reakcji przeciwcial, zawartych w od-
czynniku antyglobulinowym z globulinami zaabsor-
bowanymi na powierzchni krwinek czerwonych,
dochodzi do ich aglutynacji. W rutynowych bada-
niach stosuje sie tak zwany wieloswoisty (poliwa-
lentny) odczynnik antyglobulinowy, ktory zawiera
przeciwciala przeciw immunoglobulinom klasy G
1 przeciw sktadnikom dopelniacza.

W badaniach specjalnych uzywa sie odczynni-
kow o pojedynczej swoistoSci, skierowanych do
poszczegolnych klas immunoglobulin i do niekto-
rych sktadnikow dopelniacza.

5.4.1. Testy antyglobulinowe probowkowe
Szczegdlnie istotne jest prawidlowe postepo-

wanie podczas odczytywania wyniku kazdego testu
antyglobulinowego. Energiczne wstrzasanie zawar-
tos$cig probowki jest niedopuszczalne, gdyz czesto
prowadzi do rozbicia aglutynatow i uzyskania fatszy-
wie ujemnego wyniku. Podczas odczytywania wy-
nikéw nalezy stosowac jedng z dwoch technik:

* probowke trzyma sie prawie poziomo i powoli
obraca do momentu uwolnienia osadu krwinek
od dna na odleglo$¢ nie wieksza niz 1 cm; moz-
na teraz delikatnie postuka¢ palcem w Scianke
probowki;

*  probowke trzyma sie prawie pionowo i kolyszac
wprawia ja w drgania, stukajac delikatnie pal-
cem w jej Scianke.

Rozroznia sie dwa rodzaje testu antyglobulino-
wego: bezposredni (BTA) 1 posredni (PTA).

5.4.1.1. Kontrola aktywnosci odczynnika
antyglobulinowego

Przed wykonaniem bezpoSredniego testu an-
tyglobulinowego i jednoczes$nie z poSrednim testem

antyglobulinowym przeprowadza sie kontrole ak-
tywno$ci odczynnika antyglobulinowego.

5.4.1.1.1. Uczulanie krwinek

1. Przygotowac 3—4-procentowa zawiesine krwinek
RhD dodatnich i RhD ujemnych w roztworze NaCl.

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

3. Dodac po 5 kropli Standardu anty-D i1 wymie-
szaé, wstrzasajac probowki.

4. Przenie$¢ probowki na 60 min do bloku grzew-
czego o temperaturze 37°C.

5.4.1.1.2. Przemywanie krwinek

1. Po inkubacji przemy¢ krwinki 4 razy duzg ob-
jetoscig roztworu NaCl.

2. Po ostatnim przemyciu i odwirowaniu wylaé
nadsacz jednym energicznym ruchem i, nie
zmieniajac polozenia probowki, odsaczy¢ jego
resztki za pomoca bibuly lub ligniny polozone;j
na stole laboratoryjnym.

5.4.1.1.3. Badanie z odczynnikiem

antyglobulinowym

1. Przygotowac odczynnik antyglobulinowy we-
diug zalaczonych przepisow.

2. Do osadu krwinek dodac po dwie krople odczyn-

nika antyglobulinowego i delikatnie wymieszac.

Wirowac przez 45-60 s, przy 150-340 g.

4. Rozprowadzi¢ osad krwinek przez kolysanie pro-
bowka albo delikatne uderzanie w nig palcem.

5. Odczyta¢ wyniki. Aglutynacja w proboéwce za-
wierajacej Rh dodatnie krwinki 1 brak agluty-
nacji w probowce z krwinkami Rh ujemnymi
wskazujg na aktywnos$c 1 prawidiowe dziatanie
odczynnika antyglobulinowego oraz Swiadcza
o poprawnym wykonaniu badania.

w

5.4.1.2. Kontrola jakosci wirowki do przemywania

krwinek technikq automatyczng.

Kontrole nalezy przeprowadzaé, co najmniej raz

w tygodniu.

1. Dwie objetosci Standardu anty-D inkubowac
przez 45 min z jedng objetoScia 3-procentowe;j
zawiesiny przemytych krwinek Rh dodatnich
w roztworze NaCl. Jesli kontrola wirowki wy-
konywana jest w PTA-LISS, nalezy stosowaé
jedna objetos$¢ Standardu.

2. Do probowek (nie mniej niz 9) dodac jedna ob-
jeto$¢ uczulonych krwinek.

3. Doreszty probowek dodaé jedna objetos¢ tych
samych krwinek nieuczulonych.

4. Do wszystkich probowek dodaé dwie objetosSci
surowicy bez przeciwcial.
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Wiaczy¢ program przemywania.

6. Do wszystkich probowek dodaé dwie objetosci
surowicy antyglobulinowe;.

Odwirowac i odczyta¢ wyniki.

8. Zwroci¢ uwage, czy we wszystkich probowkach
zawierajacych uczulone krwinki nasilenie aglu-
tynacji jest takie samo. Jesli wystapily rozni-
ce, nalezy skontaktowac sie z serwisem.

N

5.4.1.3. Bezposredni test antyglobulinowy (BTA)
Bezposredni test antyglobulinowy stuzy do

wykrywania przeciwcial, zwigzanych z krwinkami

czerwonymi iz vivo. Wykonuje sie go:

* unoworodkéw z podejrzeniem choroby hemo-
litycznej (ChHN),

* uchorych z podejrzeniem niedokrwistosSci au-
toimmunohemolitycznej (NAIH),

* u biorcow krwi w badaniach powiklan poprze-
toczeniowych.

5.4.1.3.1. Wykonanie badania testem probowkowym

1. Krople gestych krwinek przemy¢ 4-krotnie
duza objetoscig roztworu NaCl o temperaturze
4-8°C 1 sporzadzi¢ 3-4% zawiesine w tym roz-
tworze albo w roztworze LISS.

2. Przenie$¢ 2 krople zawiesiny do oddzielnej pro-

bowki.

Odwirowac 1 usuna¢ doktadnie nadsacz.

Dodac¢ 2 krople odczynnika antyglobulinowego.

Wirowac przez 30-60 s, przy 150-340 X g.

Rozprowadzi¢ osad krwinek przez bardzo deli-

katne kolysanie probowka i obserwowac obec-

no$¢ aglutynatow.

Nalezy wykonac nastepujace kontrole:

* dwie krople zawiesiny badanych krwinek
12 krople roztworu NaCl, odwirowac; jesli wy-
stapifa aglutynacja, dodatni wynik BTA jest
niemiarodajny;

* do osadu krwinek RhD dodatnich i RhD ujem-
nych, uprzednio inkubowanych ze standardem
anty-D 1 4-krotnie przemytych, doda¢ 2 krople
odczynnika antyglobulinowego; dodatni wynik
z krwinkami Rh dodatnimi 1 ujemny z krwin-
kami RhD ujemnymi wskazuje na prawidlowg
swoisto§¢ 1 aktywno$¢ odczynnika antyglobu-
linowego.

UWAGA: W przypadku chorych z autoprze-
ciwcialami typu zimnego, krwinki przemywa sie
roztworem NaCl o temperaturze 37°C.

o Gk W

5.4.1.4. Posredni test antyglobulinowy (PTA)
Posredni test antyglobulinowy stosuje sie do:

*  wykrywania alloprzeciwcial odporno$ciowych
w surowicy krwi dawcow 1 biorcow,

* dobierania krwi do przetoczen,
*  wykrywania alloprzeciwcial odpornos$ciowych

u kobiet ciezarnych,

* badania antygenu D z ukiadu Rh wylacznie

u dawcow,

*  oznaczania antygenow na krwinkach za pomoca
odczynnikow aktywnych w tym teScie.

We wszystkich rodzajach poSredniego testu
antyglobulinowego mozna pomina¢ autokontrole
w badaniach przegladowych przeciwcial odporno-
Sciowych 1 w probie zgodnoSci. Natomiast wykona-
nie autokontroli obowigzuje:

*  podczas identyfikacji wykrytych przeciwcial,
* jezeliwteScie przegladowym uzyskuje sie wy-
niki dodatnie z calym zestawem krwinek.

Wiaczenie autokontroli pozwala na zréznicowa-
nie allo- 1 autoprzeciwcial.

5.4.1.4.1. Klasyczny posredni test antyglobulinowy

(PTA-NaCl)

1. Przygotowaé 3—4-procentowg zawiesine krwi-
nek w roztworze NaCl (wlaczajac krwinki RhD
dodatnie 1 RhD ujemne jako kontrole oraz jesli
potrzeba krwinki autologiczne jako autokontrole).

2. Do 2 kropli zawiesiny krwinek, w tym takze au-
tologicznych, doda¢ 5 kropli odpowiedniej su-
rowicy 1 wymieszac.

3. Do krwinek RhD dodatnich i RhD ujemnych do-
daé po 5 kropli Standardu anty-D 1 wymieszacd.

4. Inkubowaé przez 60 min, w 37°C.

5. Poinkubacji i delikatnym wstrza$nieciu osadu
sprawdzié, czy zawiesina jest jednorodna.

6. Czterokrotnie przemy¢ zawiesiny duza objeto-
Scia roztworu NaCl.

7. Po ostatnim przemyciu dokladnie usunaé po-
zostaly piyn.

8. Do osadu krwinek dodac 2 krople odczynnika
antyglobulinowego.

9. Wirowac przez 30-60 s, przy 150-340 X g.

10. Rozprowadzi¢ osad krwinek przez bardzo deli-
katne kolysanie proboéwka i obserwowac obec-
no$¢ aglutynatow.

UWAGA: Jezeli po inkubacji stwierdza sie
obecnos$¢ aglutynatow, ktore Swiadcza o obecnoSci
kompletnych alloprzeciwcial w surowicy, odstepu-
je sie od wykonania testu z tg zawiesing krwinek.

Uwaga ta dotyczy wszystkich modyfikacji po-
Sredniego testu antyglobulinowego.

5.4.1.4.2. Posredni test antyglobulinowy
z zastosowaniem roztworu o niskiej sile jonowej
(PTA-LISS)

Test ten zastepuje klasyczna technike posred-
niego testu antyglobulinowego. Ze wzgledu na jego
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znaczng czulo$¢ 1 krotszy czas wykonywania, jest
on szczegoblnie polecany w probie zgodnoS$ci.

5.4.1.4.2.1. Przygotowanie krwinek

1. Przemy¢ krwinki 2-krotnie roztworem NaCl
1raz roztworem LISS.

2. W ten sam sposob przygotowac krwinki RhD
dodatnie 1 RhD ujemne, stuzace jako kontrola.

3. Z osadu krwinek sporzadzi¢ 3—-4-procentowsa
zawiesine w roztworze LISS.

5.4.1.4.2.2. Wykonanie testu PTA-LISS

1. Do 2 kropli zawiesiny krwinek doda¢ 2 krople

badanej surowicy, a do krwinek kontrolnych po

2 krople Standardu anty-D.

Mieszaniny inkubowaé przez 20 min w 37°C.

3. Sprawdzié, czy zawiesiny krwinek pozostaly
jednorodne.

4. Jednorodne zawiesiny przemy¢ 4-krotnie roz-
tworem NaCl.

5. Po dokladnym usunieciu nadsaczu dodac do

osadu krwinek po 2 krople odczynnika antyglo-

bulinowego 1 dokladnie wymieszac.

Wirowac przez 30-60 s, przy 150-340 X g.

7. Resuspendowac osad krwinek przez bardzo de-
likatne kolysanie probowka i obserwowac obec-
no$¢ aglutynatow.

R

&

5.4.1.4.3. Dwustopniowy test antyglobulinowy

z zastosowaniem techniki LISS
Jest to czula metoda, stuzaca do wykrywania

alloprzeciwcial wigzacych dopeiniacz (np. z uktadu

Kidd 1 Lewis). Poleca sie ja szczeg6lnie w badaniu

surowic dluzej przechowywanych oraz pochodza-

cych od chorych z ostabieniem lub utrata aktywno-
$ci skiadnikoéw dopelniacza.

1. Do badanej surowicy doda¢ 5% roztworu EDTA
w stosunku: 1 kropla roztworu na 9 kropli su-
rOWICy.

2. Do 2 kropli 3—4-procentowej zawiesiny krwinek
w roztworze LISS dodac 2 krople surowicy
1 inkubowaé przez 20 min, w temperaturze
37°C.

3. Sprawdzié, czy zawiesiny krwinek pozostaty
jednorodne.

4. Czterokrotnie przemy¢ zawiesiny roztworem
NaCl.

5. Do osadu przemytych krwinek dodac jako zro-
dio komplementu 4 krople surowicy niezawie-
rajacej nieregularnych przeciwcial, oddzielonej
ze Swiezo pobranej probki krwi od dawcy.

6. Mieszanine inkubowac przez 20 min, w tem-
peraturze 37°C.

7. Przemy¢ krwinki 4-krotnie roztworem NaCl.

8. Po dokladnym usunieciu nadsaczu, do osadu
krwinek dodac 2 krople odczynnika antyglobu-
linowego poliwalentnego lub anty-C3.

9. Wirowac przez 30-60 s, przy 150-340 x g.

10. Resuspendowaé osad krwinek przez bardzo de-
likatne kotysanie probo6wka i obserwowac obec-
no$¢ aglutynatow.

UWAGA: Jednoczes$nie z wtasciwym badaniem
wykonac badania kontrolne. Jako kontrole dodatnig
stosowaé krwinki Le(a+) lub Jk(a+), jako kontrole
ujemng krwinki Le(a—) lub Jk(a-)i inkubowac je
z surowicg anty-Le® lub anty-Jk*

5.4.1.4.4. Posredni test antyglobulinowy
z zastosowaniem glikolu polietylenowego (PTA-PEG)
5.4.1.4.4.1. Odczynniki
1. Buforowany roztwor 0,15 M NaCl o pH 7,2 (PBS).
2. 20-procentowy roztwor PEG o ciezarze cza-
steczkowym 3500-4000 w PBS, przechowywa-
ny w temperaturze 4°C.
3. Odczynnik antyglobulinowy anty-IgG.
Przed wykonaniem badan potrzebna porcje roz-
tworu PEG doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;j.

5.4.1.4.4.2. Wykonanie badania

1. Przygotowac 4-procentowg zawiesine krwinek
w PBS.

2. Doda¢ do 2 kropli surowicy jedng krople zawie-

siny krwinek 1 4 krople roztworu PEG.

Inkubowac w temperaturze 37°C przez 15 min.

Sprawdzi¢ czy zawiesina jest jednorodna.

5. Jednorodna zawiesine przemy¢ 4-krotnie duza
objetoscig roztworu NaCl.

6. Po dokladnym usunieciu nadsgczu dodaé do
osadu krwinek 2 krople odczynnika anty-IgG
1 wymieszac.

7. Wirowac przez 20 s, przy 340 X g.

8. Odczytaé wynik, delikatnie kolyszac probowka.
UWAGA: Jednocze$nie z wlasciwym badaniem

wykonac badania kontrolne z krwinkami RhD dodatni-

mi 1 RhD ujemnymi, uczulonymi Standardem anty-D.

- w

5.4.1.5. Kontrola ujemnych wynikow testu
antyglobulinowego

Stosowanie w testach anytglobulinowych kontroli
dodatniej, w postaci krwinek uczulonych standardem
anty-D, nie w pelni zabezpiecza przed wynikami
falszywie ujemnymi, ktore sa nastepstwem niedoktad-
nego przemywania krwinek. Z tego powodu, w wiek-
szoSci laboratoriow na Swiecie, wprowadzono meto-
dyke, ktora ma na celu sprawdzenie wiarygodnoSci
kazdego ujemnego wyniku testu antyglobulinowe-
go. Zaleca sie jej wdrozenie w Centrum 1 stopnio-
we wdrazanie w szpitalnych pracowniach serologii
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transfuzjologicznej. Wprowadzenie tego postepowa-
nia wymaga dokladnego przeszkolenia personelu.

5.4.1.5.1. Zasada metody

Polega ona na wykazaniu, ze ujemny wynik
testu antyglobulinowego jest prawdziwy, poniewaz
W mieszaninie z krwinkami pozostal niezuzyty od-
czynnik antyglobulinowy. Jego obecno$¢ ujawnia sie
poprzez dodatnig reakcje z krwinkami stabo uczu-
lonymi przeciwcialami.

5.4.1.5.2. Przygotowanie odpowiednio

uczulonych krwinek

1. Sporzadzi¢ w roztworze NaCl szereg rozcien-
czeh surowicy, zawierajacej niekompletne
przeciwciala anty-D.

2. Stosujac krwinki RhD dodatnie o heterozygo-
tycznej ekspresji (np. DCcee), zbadaé kazde
rozcienczenie w teScie antyglobulinowym.

3. Do dalszych badan wybrac te krwinki, ktére po
uczuleniu przeciwcialami daty z odczynnikiem
antyglobulinowym aglutynacje o nasileniu po-
miedzy 2+ a 3+.

4. Przygotowac 5-procentowg zawiesine 3-krot-
nie przemytych, nieuczulonych krwinek w roz-
tworze NaCl i przenie$c po jednej objetosci do
dwoch probowek.

5. Do obu probéwek doda¢ po dwie objetosSci od-
czynnika antyglobulinowego, wymieszac 1 od-
wirowac.

6. Do jednej probéwki dodac jedng objetoS¢ su-
rowicy (bez nieregularnych przeciwcial agluty-
nujacych) rozcienczonej 1:1000 roztworem
NaCl, do drugiej jedna objeto$¢ roztworu NaCl.

7. Do obu probéwek dodaé jedng objeto§é 3—4%
stabo uczulonych krwinek kontrolnych w roz-
tworze NaCl i odwirowac.

5.4.1.5.3. Interpretacja wyniku

Brak aglutynacji w probdowce zawierajacej roz-
cienczong 1:1000 surowice i aglutynacja (dwie po-
pulacje krwinek) w probodwce zawierajacej roztwor
NaCl §wiadczy o prawidiowym dobraniu rozciencze-
nia surowicy anty-D do uczulenia krwinek. Nato-
miast aglutynacja rowniez w probéwce, do ktorej
dodano rozcieficzong surowice wskazuje na zbyt
mocne uczulenie krwinek. W takiej sytuacji nalezy
cala procedure powtorzyc¢, wybierajac do uczulania
WYyZsze rozcienczenie surowicy anty-D.

UWAGA: Po ustaleniu rozcienczenia surowi-
cy anty-D, ktore optymalnie oplaszcza krwinki, na-
lezy przygotowywac kazdego dnia wieksza porcje
uczulonych, przemytych krwinek.

5.4.1.5.4. Kontrola wiarygodnosci ujemnego
wyniku testu antyglobulinowego

Po odczytaniu wynikéw testu antyglobulinowe-
go, do kazdej probowki, w ktorej wypadt on ujem-
nie, dodac jedna objetos¢ stabo uczulonych krwinek,
wymieszac, odwirowac i odczyta¢ wynik.

Obecnos¢ aglutynacji (dwie populacje krwinek)
we wszystkich probowkach, w ktorych test antyglo-
bulinowy oceniono jako ujemny, §wiadczy o prawi-
dlowym jego wykonaniu. Brak aglutynacji wskazu-
je na bledy natury technicznej 1 wymaga powtorze-
nia testu antyglobulinowego. Wynik kontroli
zapisuje sie w dokumentacji badania.

UWAGA: Przedstawiong kontrole testu anty-
globulinowego stosuje sie do wszystkich metod
PTA i1 do BTA wykonanych technika prob6wkowa.

5.4.1.6. Zrédla bledow w tescie antyglobulinowym

5.4.1.6.1. Najczestsze przyczyny wynikow falszywie

dodatnich

1. Zbyt szybkie lub zbyt diugie wirowanie krwi-
nek z odczynnikiem antyglobulinowym.

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

3. Zanieczyszczenie bakteryjne krwinek lub su-
rowic, zle lub nieodpowiednio umyte probow-
ki. Do badan nalezy stosowaé wylacznie pro-
bowki jednorazowego uzytku!

4. Zanieczyszczenie roztworu NaCl jonami metali
ciezkich.

W technice LISS (oprécz podanych powyzej
najczestszych zrodel biedow), odczynniki antyglo-
bulinowe o duzej aktywno$ci w stosunku do sktad-
nikow komplementu moga wykrywaé te sktadniki
zwiazane przez autoprzeciwciala typu zimnego na
krwinkach, zwlaszcza przechowywanych w postaci
skrzepu. W takich przypadkach reakcje o identycz-
nym nasileniu uzyskuje sie w badaniu z krwinkami
autologicznymi (autokontrola). Test nalezy powto-
rzy¢, stosujac klasyczny PTA albo monowalentny
odczynnik antyglobulinowy anty-IgG.

5.4.1.6.2. 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 niedoktad-
nego przemycia krwinek i uzywania wielorazo-
wych probowek.

3. Zastosowanie do inkubacji nieodpowiedniej
proporcji surowicy 1 krwinek. Odnosi sie to
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zwlaszcza do techniki LISS, w ktorej nadmiar
surowicy inkubowanej z krwinkami podwyzsza
site jonowa Srodowiska 1 oslabia efekt reakcji
zachodzacej w ciagu 20 minut.

4. Zbyt krotki lub nadmiernie diugi czas inkubacji.

5. Przerwy w toku wykonywania czynnoS$ci we
wszystkich etapach testu antyglobulinowego
po fazie inkubacji krwinek z surowicg, a zwlasz-
cza przerwy w czasie przemywania krwinek,
ktore moga prowadzi¢ do elucji przeciwcial
zwigzanych z krwinkami.

5.5. Okreslenie miana przeciwcial
W surowicy

Miano przeciwcial, jest to najwieksze rozcien-
czenie surowicy, w ktorym stwierdza sie jeszcze
reakcje serologiczng z odpowiednim antygenem.
Wynik miana okresla sie liczba bedaca odwrotno-
$cia rozcienczenia surowicy. Na przyklad, gdy naj-
WyZsze reagujace rozcienczenie wynosi 1:32, mia-
no okresla sie liczbg 32.

5.5.1. Zasada badania

1. Obliczyc¢ wiasciwa objetoS$¢ surowicy potrzebna
do wykonania badan, uwzgledniajac liczbe sto-
sowanych zawiesin krwinek, Srodowisko i za-
kres temperatury.

2. W szeregu probowek (z wyjatkiem pierwszej)
umiesci¢ jednakowe objetoSci plynu, stuzace-
go do rozcienczania badanej surowicy (np. roz-
twor NaCl, surowica grupy AB).

3. Do pierwszej i drugiej probowki dodac¢ badang
surowice w objeto$ci rownej objetoSci nanie-
sionego plynu.

4. Powymieszaniu pipeta przenieSc z drugiej pro-
bowki polowe uzyskanej objetosci do trzeciej
prohowki.

5. Te same czynno$ci powtarza¢ do konca szeregu.
UWAGA: Podane czynnoSci najlepiej jest wy-

konywac pipetami automatycznymi. Jesli postugu-

je sie pipetami pasteurowskimi 1 jednostka miary
jest wolno spadajaca kropla, pipete nalezy trzymac
zawsze W tej samej pozycji.

5.5.2. Metoda probowkowa

1. Przygotowac odpowiednig liczbe szeregdw pro-
béwek. Liczba probowek w szeregu ma by¢
rowna liczbie w szeregu macierzystych roz-
cieficzen.

2. Zkazdej probowki macierzystego szeregu roz-
cienczen, poczawszy od ostatniej, przenie$S¢ po
dwie krople.

3. Doda¢ do catego szeregu po kropli odpowied-
niej, 3—4-procentowej zawiesiny krwinek.

4. Inkubowac w odpowiedniej temperaturze przez
okreslony czas; temperatura i czas inkubacji
zalezg od swoisto$ci przeciwcial.

5.  Odczytac¢ wyniki po odwirowaniu.

UWAGA: W celu okreSlenia miana przeciwcial

w surowicy za pomoca PTA nalezy stosowac takie

proporcje surowicy 1 zawiesiny krwinek, jak poda-

no w pkt. 5.4.

5.5.3. Metoda mikrokolumnowa
Metode te poleca sie do okre§lania miana prze-

ciwcial anty-A i anty-B klasy IgM 1 IgG w surowicy

biorcy lub/i dawcy krwiotworczych komorek macie-
rzystych.

Okres$lenie miana przeciwcial klasy IgM na
karcie obojetne;j:

1. Wykona¢ szereg rozcienczen surowicy bada-
nej w roztworze NaCl w postepie geometrycz-
nym.

2. Opisac karty kolejnymi numerami rozcienczen
surowicy (2, 4, 8, 16, 32, 64 itd.).

3. Do wszystkich mikrokolumn dodac¢ odpowied-
nig ilo§¢ 0,8-procentowej zawiesiny krwinek
grupy A (lub B) w roztworze LISS, a nastepnie
odpowiednig i1lo$¢ rozcieficzonej surowicy
(zgodnie z metodyka badania zalecong przez
producenta odczynnikow).

4. Karty z mieszaning krwinek i rozcienczen su-
rowicy inkubowac 15 min w temperaturze po-
kojowej (18-22°C).

5. Po odwirowaniu kart zaprotokotowac wyniki
reakcji.

Okres$lenie miana przeciwcial klasy IgG na kar-
cie do PTA — badanie wykonuje sie z surowicg
uprzednio poddang dzialaniu odczynnikow niszcza-
cych przeciwciata IgM (2 ME lub DTT).

1. Wpykonac szereg rozcienczen surowicy po dzia-
taniu DTT lub 2 ME w roztworze NaCl w po-
stepie geometrycznym.

2. Opisac karte do PTA kolejnymi numerami roz-
cienczen surowicy (2, 4, 8, 16, 32, 64 itd.).

3. Do wszystkich mikrokolumn doda¢ odpowied-
nig ilo$¢ 0,8-procentowe] zawiesiny krwinek
grupy A (lub B) w roztworze LISS, a nastepnie
odpowiednig ilo$¢ rozciefnczonej surowicy
(zgodnie z metodyka badania zalecong przez
producenta odczynnikow).

4. Inkubowa¢ 15 min w 37°C.

5. Po odwirowaniu kart zaprotokotowac¢ wyniki
reakcji.

5.6. Wykrywanie substancji ABH w §linie
Badanie to przeprowadza sie w celu identyfi-
kacji odmian antygenow uktadu ABO.
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Tabela 3. Ocena wydzielania substancji grupowej A w $linie

Table 3. Estimation of antigen A secretion in saliva

Surowica anty-A + Rozcienczenia $liny

Surowica anty-A Stan
i roztwoér NaCl wydzielania

1:5 1:20 1:80 1:320

Krwinki ++ ++ ++ ++ ++ Niewydzielacz

A, - - - + ++ Wydzielacz normalny
- - + ++ ++ Wydzielacz staby

5.6.1. Przygotowanie sliny do badan

1. Zebraé kilka mililitrow Sliny do suchej probow-
ki (w przypadku niemowlat nasaczy¢ §ling bi-
bule filtracyjna lub gaze) i umie$ci¢ w probow-
ce zawierajacej kilka kropli roztworu NaCl.

2. Odwirowac i przenie$¢ nadsacz do oddzielnej
probowki.

3. Probowke umiesci¢ w naczyniu z wrzaca woda
1 gotowac przez 10 min.
Jesli badania nie sg przeprowadzane w dniu po-

brania §liny, nalezy ja przechowywac w zamrozeniu.

5.6.2. Wykonanie badania

1. Ustali¢ rozcienczenie surowicy, odczynnika
monoklonalnego lub lektyny, ktore beda sto-
sowane w badaniu (powinny one by¢ tak roz-
cienczone roztworem NaCl, aby nasilenie aglu-
tynacji wzorcowych krwinek wynosito 2+).
Ustalajac rozcienczenie surowicy anty-A, nale-
zy stosowaé krwinki A,, surowicy anty-B:
krwinki A;B, za$ lektyny H: krwinki grupy O.

2. Przygotowac rozcienczenia badanej §liny oraz
Sliny wydzielacza i niewydzielacza w roztwo-
rze NaCl (w proporcji 1:5, 1:20, 1:80 oraz 1:320)
1 umies$cic po 2 krople w szeregu probowek.

3. Do szeregow rozcienczen dodaé jednakowg
objeto$¢ odczynnika anty-A lub anty-B albo
lektyny anty-H, w uprzednio ustalonym roz-
cienczeniu.

4. W dodatkowej probowce umiescic rozcienczo-
ny odczynnik 1 doda¢ jednakowg objeto$c roz-
tworu NaCl.

5. Pozostawic probowki na 30 min w temperatu-
rze pokojowej.

6. Do wszystkich probéwek dodac¢ po 2 krople 3-
procentowej zawiesiny krwinek (tych samych,
ktore stuzyly do okreSlenia rozcienczenia od-
czynnika).

7. Mieszaniny pozostawic¢ na 15 min w tempera-
turze pokojowe].

8.  Wyniki odczytywaé mikroskopowo.

UWAGA: Interpretacje wynikow podano w ta-
beli 3.

5.7. Oddzielanie dwoch populacji
krwinek czerwonych

Rozpoznanie dwoch populacji krwinek czerwo-
nych, roznigcych sie w antygenach, polega na wy-
kryciu obecnoSci aglutynatow na tle jednorodne;j
zawiesiny krwinek po kontakcie z odpowiednimi
przeciwciatami.

5.7.1. Przyktad dwoch populacji krwinek
grupy ABiA

Anty-A anty-B anty-A, B4+. Duze aglutynaty
na tle jednorodnej zawiesiny 4 +.

W takim przypadku, do rozdzielenia 2 popula-
cji stosuje sie odczynnik anty-B.

5.7.2. Postepowanie

1. Przygotowal 25-procentowa zawiesine krwi-
nek w roztworze NaCl.

2. W probéwce o wymiarach 100 X 15 mm umie-
§ci¢ 0,5 ml zawiesiny krwinek.

3. Dodac do niej 4 objetoSci odczynnika diagno-
stycznego, ktory w reakcji z tymi krwinkami
powodowatl ich czeSciowg aglutynacje.

4. Delikatnie wirowac przez kilka s, stosujac bar-
dzo niskie obroty wirowki.

5. Zebrac gorng warstwe krwinek (aglutynaty opa-
diy na dno) i przenie$¢ do oddzielnej probowki.

6. Wypelni¢ probéwke roztworem NaCl.

7. Powtarzac¢ czynno§ci wymienione w punktach
4-6 do chwili uzyskania jednorodnej zawiesi-
ny krwinek (bez aglutynatow).

8. Do kropli jednorodnej zawiesiny dodaé krople
odczynnika zastosowanego do rozdziatu krwi-
nek, odwirowac i odczyta¢ wynik. Brak agluty-
nacji $wiadczy o prawidiowym oddzieleniu
dwoch populacji.

UWAGA: Obecno§¢ aglutynatow wskazuje na
konieczno$¢ powtorzenia catej procedury.
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5.7.3. Uwolnienie krwinek z aglutynatow

uzyskanych podczas rozdziatu

dwoch populacji
W tej technice przeciwciala uwolnione mecha-

nicznie z aglutynatow wiaza sie z odpowiadajacym

im antygenem, zawartym w substancji grupowe;j lub

§linie, a krwinki przechodza do zawiesiny.

1. Dokladnie wyizolowane aglutynaty przemyc
roztworem NaCl.

2. Do jednej objetoSci aglutynatow dodac 4 obje-
toSci Sliny odpowiedniego wydzielacza, roz-
cienczonej 1:2 surowicg grupy AB.

3. Zawarto$¢ probowki energicznie wytrzasaé
przez okoto 30 min.

4. Krwinki uwolnione od przeciwcial przemy¢
3-krotnie roztworem NaCl i skontrolowac mi-
kroskopowo jednorodno§¢ zawiesiny.

5. Wykona¢ badania fenotypowe, porownujac wy-
niki z wynikami badan niezaglutynowanej po-
pulacji krwinek.

UWAGA: Oddzielenia dwoch populacji krwi-
nek mozna dokonac za pomoca odczynnikéw diagno-
stycznych z innych uktadow grupowych poza ABO,
zawierajacych kompletne przeciwciala, na przyktad
anty-M, anty-P,.

5.8. Metoda oddzielania krwinek
przetoczonych od autologicznych

Metoda ta nadaje sie do stosowania tylko
w przypadkach, gdy od ostatniego przetoczenia
uplyneto ponad 3 dni.

5.8.1. Postepowanie

1. Pobrac od chorego krew na EDTA.

2. Krwinki przemy¢ 3-krotnie roztworem NaCl.
Podczas ostatniego przemywania zastosowac
wyzsze obroty wirowki, w celu maksymalnego
zageszczenia krwinek.

3. Doktadnie usunaé nadsacz, nie uszkadzajac bia-
tawego kozuszka leukocytarno-ptytkowego.

4. Usunac kozuszek, a gorng warstwe krwinek
przenie$¢ do oddzielnej probowki i dokladnie
wymieszac.

5.  Wypelni¢ krwinkami 10 kapilar, pozostawiajac
wolne odcinki o dlugo$ci 2 cm 1 zatopié kapila-
ry nad palnikiem lub uszczelnié plasteling.

6. UmieSci¢ kapilary w wirowce hematokrytowej
1 wirowac przez 15 min.

7. Gorne czeSci kapilar, zawierajace krwinki cho-
rego, odcig¢ na wysokoS§ci 3—-5 mm ponizej
szczytu odwirowanej kolumny krwinek i prze-
nie$¢ je do oddzielnej probowki wypelnionej
roztworem NaCl.

8. Zapomoca pipety pasteurowskiej uwolni¢ krwin-
ki zawarte w odcietych fragmentach kapilar i za-
wiesiny przenie$S¢ do oddzielnej probowki.

9. Krwinki przemy¢ 3-krotnie roztworem NaCl.

10. W ten sam sposo6b wyizolowac z dolnych czes-
ci kapilar mieszanine krwinek przetoczonych
1 krwinek chorego.

11. Przeprowadzi¢ jednoczesne badania fenotypo-
we krwinek z warstwy gornej oraz dolnej kapi-
lar 1 porownaé wyniki.

UWAGA: Metoda ta nie jest efektywna w przy-
padku zahamowania odnowy krwinek u chorego

(aplazja szpiku).

5.9. Adsorpcja/elucja przeciwcial
Adsorpcje i elucje wykonuje sie w celu:

* identyfikacji obecnych w surowicy alloprzeciw-
cial wieloswoistych; w tych przypadkach probki
surowicy adsorbuje sie kilkoma rodzajami krwi-
nek o odpowiednio dobranych antygenach,
a uzyskane eluaty bada sie z zestawem krwi-
nek wzorcowych;

*  potwierdzenia rozpoznania odmian antygenow,
przede wszystkim A, B 1 D; w tych przypadkach
odczynniki diagnostyczne adsorbuje sie badany-
mi krwinkami, a eluaty bada sie za pomoca wzor-
cowych krwinek zawierajacych odpowiedni an-
tygen. Elucje przeciwcial wykonuje sie rowniez
w celu ustalenia swoistoSci przeciwcial zwigza-
nych z krwinkami iz vivo, a mianowicie:

a) w hemolitycznych odczynach poprzetocze-

niowych,

b) u chorych z niedokrwisto§cig autoimmuno-

hemolityczna,

¢) u noworodkow z chorobg hemolityczna.

W przypadkach b i ¢, eluat moze stuzy¢ do do-
brania krwi do przetoczenia.

UWAGA: Stosujac w metodach adsorpcji/elu-
¢ji przeciwcial roztwor kwasnej glicyny 1 EDTA,
mozna postugiwac sie odczynnikiem komercyjnym
1 postepowac zgodnie z zaleceniem producenta.

5.9.1. Adsorpcja przeciwcial
Zasady wykonywania adsorpcji:

1. Krwinki 4-krotnie przemy¢ roztworem NaCl.

2. Do osadu krwinek doda¢ badana surowice lub
odczynnik zawierajacy przeciwciala (w stosun-
ku: jedna objeto$¢ krwinek na dwie objetoSci
surowicy lub odczynnika).

3. Mieszanine inkubowac¢ przez 1-2 godziny,
w temperaturze optymalnej dla reakcji obec-
nych przeciwecial, od czasu do czasu wstrzasa-
jac zawartoScig probowki.
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Odwirowac w tej samej temperaturze.

5. Odciagnaé surowice do oddzielnej probowki,
w celu wykonania badan poréwnawczych nad
zawartoscig przeciwcial przed i po absorpcji
krwinkami.

6. Zkrwinek uzytych do adsorpcji sporzadzié eluat
1 zbadac jego swoistoSc.

UWAGA: Jezeli przeciwciala zawarte w suro-
wicy sa stabo aktywne, nalezy zwiekszy¢ objeto$c su-
rowicy w stosunku do krwinek uzytych do adsorpcji
(np. 4 objetoSci surowicy 1 jedna objeto$¢ krwinek).

5.9.2. Techniki elucji przeciwcial

Zasady ogolne

Krwinki uczulone przeciwcialami przemy¢, co
najmniej 4-krotnie duzg objetoscig roztworu NaCl.
Do krwinek uczulonych przeciwcialami typu zim-
nego stosuje sie roztwor NaCl oziebiony do tempe-
ratury 0°C. Krwinki uczulone przeciwcialami typu
cieplego przemywa sie roztworem NaCl o tempe-
raturze pokojowej. Tulejki wirownicze wypelnia sie
woda o tej samej temperaturze, co roztwor NaCl.
Jezeli elucje poprzedza adsorpcja przeciwcial, koniecz-
ne jest zachowanie nadsaczu po ostatnim przemyciu
krwinek 1 badanie go jednoczesnie z eluatem. Stano-
wi to kontrole prawidiowego przemycia krwinek. Elu-
aty, niezaleznie od metody ich przygotowania, nalezy
bada¢ natychmiast po sporzadzeniu albo przechowy-
waé w stanie zamrozenia do chwili badania.

5.9.2.1. Metoda cieplna
Metode te stosuje sie giownie do elucji prze-

ciwcial klasy IgM uktadu ABO.

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

2. Doda¢ jednakowa objetoS¢ roztworu NaCl,
a w przypadku przeciwcial niekompletnych su-
rowice grupy AB.

3. Umies$ci¢ probowki w fazni wodnej o tempera-
turze 56°C, na 10-15 min (nie dtuzej), stale
delikatnie wstrzasajac ich zawartoSc.

4. Wirowac w plaszczu wodnym o temperaturze
56°C, przez 1-3 min.

5. Natychmiast oddzieli¢ ptyn od osadu krwinek.
UWAGI:

A. Jezeli krwinki byly uczulone stabo aktywnymi
przeciwcialami mozna doda¢ mniejsza objeto$¢
roztworu NaCl lub surowicy grupy AB (np. %
objetoSci).

B. Uzyskany eluat ma czerwone zabarwienie
w zwigzku z nieunikniong hemoliza, co utrud-
nia badanie go mikrometoda kolumnowa.

5.9.2.2. Metoda eterowo-cieplna

Metode te stosuje sie giownie do elucji przeciwcial

klasy IgG. Dzieki niej uzyskuje sie eluat wzbhoga-

cony w przeciwciala uwalniajace sie ze zrebow
krwinkowych.

1. Do osadu przemytych krwinek dodac jedng ob-
jetosc roztworu NaCl i 1,5 objetoSci eteru ety-
lowego. Probowke szczelnie zakorkowac.

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

3. Wirowac przez 10 min, przy 610 X g, uzysku-
jac podzial na 3 warstwy.

4. Po odwirowaniu odrzuci¢ warstwe gorna, ete-
rowa.

5. Probowke, zawierajaca warstwe Srodkowa ze
zrebami krwinkowymi 1 warstwe dolng zawie-
rajaca przeciwciala, umie$ci¢ na okoto 5 min
w fazni wodnej o temperaturze 56°C w celu od-
parowania eteru, stale mieszajac bagietka i uwa-
zajac, aby resztki eteru nie spowodowaly wy-
lania zawartoS$ci probowki.

6. Poodparowaniu eteru wirowac w plaszczu wod-
nym o temperaturze 56°C przez 5 min, przy
610 X g, po czym natychmiast oddzieli¢ ptyn
od osadu, uwazajac, aby nie wciaggnaé do pipe-
ty zrebow krwinkowych.

5.9.2.3. Metoda z zastosowaniem kwasnej glicyny

1 EDTA
Metode te stosuje sie do elucji przeciwcial kla-

sy IgG. Jej zaleta jest uzyskiwanie bezbarwnego

eluatu, ktory nadaje sie rowniez do badan mikrome-

toda kolumnowa.

1. Krwinki uczulone przeciwcialami przemyc¢
6-krotnie roztworem NaCl.

2. Do 10 kropli osadu krwinek dodaé przygotowa-
ne uprzednio odczynniki: 20 kropli buforu
0,1 mol/l glicyny 1 5 kropli 10% EDTA-Na2.

3. Podokladnym wymieszaniu pozostawi¢ w tem-
peraturze pokojowej na 2 min.

4. Dodac 3 krople 1 mol/l TRIS-NaCl, wymieszaé
1 wirowac przez 1 min przy 600 X g.

5. Klarowny nadsacz/eluat przenie$¢ do oddziel-
nej probowki.

6. Stosujac papierek lakmusowy, sprawdzi¢ pH elu-
atuidoprowadzic¢ za pomocg TRIS-NaCl do 7,0-7 4.

5.10. Rozktad autoprzeciwcial w celu
uwolnienia determinant antygenowych
na krwinkach czerwonych

Usuniecie autoprzeciwcial w celu okreslenia
fenotypu krwinek czerwonych jest konieczne, gdy
w badaniach stosuje sie surowice ludzkie. Natomiast
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stosujac odczynniki monoklonalne, mozna okres§li¢
fenotyp bez usuwania autoprzeciwcial. Wyjatek sta-
nowia bardzo rzadko spotykane autoprzeciwciala
o okreslonej swoistosci. Wowczas uwolnienie krwi-
nek od autoprzeciwcial staje sie konieczne.

5.10.1. Metoda z zastosowaniem

fostoranu chlorochiny
Chlorochina usuwa catkowicie z powierzchni

krwinek przeciwciala klasy IgG, pozostawiajac

sktadniki C3 komplementu, zaabsorbowanego in
vivo. Odczynnik ten nie niszczy antygenow z ukla-
du ABO, MNS, 1i, Kell, Duffy, Kidd, Gerbich oraz

LW, natomiast ostabia ekspresje antygenow z ukia-

du Rh. Pod wplywem chlorochiny ulegaja zniszcze-

niu antygeny z ukiadu Lewis.

1. Z krwi pobranej na EDTA przygotowac¢ osad
krwinek przemytych uprzednio 4 razy roztwo-
rem NaCl.

2. Do 4 objetosci roztworu fosforanu chlorochiny
(pkt 3.3.8) dodac jedng objeto$¢ osadu krwinek.

3. Mieszanine inkubowac¢ w temperaturze 37°C
przez 30-60 min, wstrzasajac kilkakrotnie za-
warto§¢ probowki.

4. Krwinki 4-krotnie przemy¢ roztworem NaCl.

5. Sprawdzi¢ skuteczno§¢ dziatania chlorochiny za
pomocg BTA.

UWAGA: Ujemny wynik BTA upowaznia do
wykonania badan fenotypowych.

5.10.2. Metoda z zastosowaniem kwasnej

glicyny i EDTA
Zastosowanie kwasnego Srodowiska powodu-

je calkowite oderwanie czasteczek IgG z powierzch-
ni krwinek. Jest to metoda szybka, bardzo wygod-
naiz powodzeniem zastepuje wczesniej stosowang
technike z uzyciem odczynnika MEP. Metoda ta nie
wplywa na zmiane ekspresji antygenow roznych
uktadow grupowych, z wyjatkiem antygendow ukia-
du Kell, ktorych ekspresja ulega znacznemu osta-
bieniu. Antygeny tego uktadu mozna jednak wykryc¢,
stosujac mikrometode kolumnowa w zelu.

1. Jedna krople gestych krwinek 3-krotnie prze-
my¢ roztworem NaCl.

2. Do 20 kropli roztworu kwasnej glicyny dodac
5 kropli EDTA.

3. DwadzieScia piec kropli tej mieszaniny dodac
do osadu krwinek i1 pozostawié w temperatu-
rze pokojowej na 1-2 min.

4. Dodac 3 krople 1 mol/I TRIS-NaCli odwirowac.

5. Sprawdzi¢ pH nadsaczu papierkiem lakmusowym
1doprowadzi¢ do 7,0-7,4 za pomoca, TRIS-NaCl,
przy czym, po dodaniu kazdej kropli, wymieszac
zawarto$¢ probowki, odwirowac i1 sprawdzi¢ pH.

6. Usuna¢ nadsacz i1 4-krotnie przemy¢ krwinki
roztworem NaCl.
7. Wykonaé BTA.

UWAGA: Ujemny wynik BTA $wiadczy o cal-
kowitym uwolnieniu krwinek z przeciwcial i wska-
zuje, ze nadaja sie one do badan fenotypowych. Je-
§li wynik BTA jest dodatni, krwinki nalezy potrak-
towac jeszcze raz mieszaning kwasnej glicyny oraz
EDTA i powtorzy¢ calg procedure.

5.11. Adsorpcja autoprzeciwcial z surowicy

Adsorpcje autoprzeciwcial wykonuje sie u cho-
rych z NAIH w celu stwierdzenia, czy w surowicy
oprocz autoprzeciwcial sg obecne rowniez alloprze-
ciwciala odpornoSciowe, ktorych wykrycie jest bar-
dzo istotne podczas dobierania krwi do przetocze-
nia. Do adsorbowania autoprzeciwcial mozna zasto-
sowaé krwinki autologiczne (autoadsorpcja) lub
odpowiednio dobrane krwinki allogeniczne (alload-
sorpcja, nazywana rowniez adsorpcja roznicowa).
Zastosowanie autoadsorpcji lub alloadsorpcji zalezy od
tego, czy choremu przetaczano krew w okresie 3 mie-
siecy poprzedzajacych aktualne badanie. Jesli chore-
mu przetaczano krew w tym okresie, autoadsorpcja
moze by¢ zawodna, poniewaz krwinki chorego sg
wowczas mieszaning wlasnych krwinek oraz krwinek
przetoczonych, ktore in vitro moga adsorbowac allo-
przeciwciala. Do wyadsorbowania autoprzeciwcial
nalezy wowczas zastosowac alloadsorpcje.

5.11.1. Autoadsorpcja

Autoadsorpcje przeprowadza sie najczesciej za
pomocg autologicznych krwinek uwolnionych
z oplaszczajacych je autoprzeciwcial. Jezeli auto-
przeciwciala reaguja mocniej w teScie enzymatycz-
nym niz antyglobulinowym, do autoadsorpcji stosuje
sie krwinki traktowane kwasna glicyng i EDTA,
a nastepnie odczynnikiem papainowym lub krwin-
ki traktowane odczynnikiem MEP. Jesli autoprze-
ciwciala reaguja mocniej w teScie antyglobulinowym
niz enzymatycznym, autoadsorpcje wykonuje sie
krwinkami traktowanymi roztworem fosforanu
chlorochiny lub krwinkami w Srodowisku PEG.

5.11.1.1. Metoda autoadsorpcji z zastosowaniem
krwinek traktowanych kwasng glicyng, EDTA
1 odczynnikiem papainowym

5.11.1.1.1. Przygotowanie krwinek do autoadsorpcyi

1. Krwinki 3-krotnie przemy¢ roztworem NaCl.

2. W dwoch probowkach umiesci¢ po 10 kropli
osadu krwinek.

3. Do 40 kropli roztworu kwas$nej glicyny dodaé
10 kropli EDTA.
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4. Do obu probowek dodac po 25 kropli przygoto-
wanego odczynnika.

5. Probowki pozostawi¢ w temperaturze pokojo-
wej na 1 min (nie diuzej niz na 1,5 min).

6. Dodac po 3 krople TRIS-NaCl, w celu zobojet-
nienia mieszaniny.

7. Probowki odwirowac i sprawdzi¢ pH nadsaczu,

doprowadzajac go do pH 7,4 za pomoca dodat-

kowych kropli TRIS-NaCl.

Krwinki 3-krotnie przemy¢ roztworem NaCl.

9. Odczynnik papainowy rozcienczy¢ w stosunku:
jedna objeto$¢ odczynnika na 9 objetoSci roz-
tworu NaCl.

10. Do osadow przemytych krwinek dodac po 20
kropli rozcienczonego odczynnika papainowego.

11. Inkubowac przez 10~15 min w temperaturze 37°C.

12. Krwinki 4-krotnie przemy¢ roztworem NaCl.
UWAGA: Osad krwinek w jednej probowce

stuzy do wykonania jednej autoadsorpcji. Druga pro-

bowke nalezy przechowaé w lodowce (temp. 2-6°C)

1 wykorzysta¢ krwinki do kontroli surowicy po au-

toadsorpcji, a w przypadku gdyby jednorazowa au-

toadsorpcja okazala sie nieskuteczna, do wykona-

nia nastepnej adsorpcji.

®

5.11.1.1.2. Wykonanie autoadsorpcji

1. Do osadu krwinek dodac 10 kropli badanej su-
rowicy 1 wymieszac.

2. Probowke z zawartoScia umies$ci¢ na 30 min
w temperaturze 37°C, od czasu do czasu wstrza-
sajac w celu ulatwienia kontaktu autoprzeciwciat
z determinantami antygenowymi na krwinkach.

3. Odwirowac i przenie$¢ nadsacz do oddzielnej
prohowki.

5.11.1.1.3. Kontrola autoadsorpcji

Surowice poddang autoadsorpcji skontrolowac
z krwinkami pobranymi z osadu krwinek pozostawio-
nych w drugiej probdéwce technika bezposredniej
aglutynacji w roztworze NaCl lub mikrometoda ko-
lumnowa. Brak aglutynacji §wiadczy o udanej auto-
absorpcji. Obecno$¢ aglutynacji wskazuje na koniecz-
no$¢ przeprowadzenia ponownej autoadsorpcji.

UWAGA: Jezeli trzeba usuna¢ z surowicy au-
toprzeciwciala do antygenow niszczonych przez od-
czynnik papainowy, nalezy pominac etap papaino-
wania krwinek przygotowywanych do autoabsorb-
cji. Mozna wowczas przediuzyé czas inkubacji
surowicy z krwinkami.

5.11.1.2. Metoda autoadsorpcyi z zastosowaniem

krwinek traktowanych odczynnikiem MEP

1. Przygotowac okolo 2 ml gestych krwinek
chorego.

2. Dodac 2 objetoSci odczynnika MEP (pkt 3.3.6)
1inkubowac w temperaturze 37°C, przez 20 min.

3. Krwinki przemy¢ 4 razy duza objetoscig roz-
tworu NaCl.

4. Sprawdzi¢ testem antyglobulinowym, czy au-
toprzeciwciala zostaly usuniete.

5. Jesli otrzymano dodatni wynik testu antyglo-
bulinowego, przeprowadzic jeszcze raz inkuba-
cje krwinek z odczynnikiem MEP.

6. Do czeSci osadu krwinek pozbawionych auto-
przeciwcial (np. do 20 kropli) doda¢ taka sama
objeto$¢ autologicznej surowicy 1 inkubowaé
przez 60 min w temperaturze 37°C.

7. Odwirowac i przenie§¢ surowice znad osadu
krwinek do oddzielnej probowki.

8. Skontrolowac wynik autoadsorpcji testem an-
tyglobulinowym, dodajac do adsorbowanej su-
rowicy krwinki autologiczne, uprzednio trak-
towane odczynnikiem MEP.

UWAGI:

A. Ujemny wynik testu antyglobulinowego z au-
tologicznymi krwinkami pozbawionymi auto-
przeciwcial wskazuje, ze surowica nadaje sie do
poszukiwania w niej alloprzeciwcial.

B. Dodatni wynik testu antyglobulinowego §wiad-
czy o konieczno$ci wykonania ponownej auto-
adsorpcji.

C. Odczynnik MEP niszczy determinanty antyge-
now ukladu Kell, MNS i Gerbich, oslabia eks-
presje antygenow LW 1 Duffy, wzmacnia eks-
presje antygenow ukladu Rh, Kidd, P, Ii oraz
Lewis.

5.11.1.3. Metoda autoadsorpcji w srodowisku
20% PEG

Oprocz wymienionych metod, mozna stosowac
adsorbowanie autoprzeciwcial krwinkami natywny-
mi (niepoddawanymi elucji autoprzeciwciat 1 dzia-
taniu enzymo6w) z dodatkiem 20% PEG, ktory
wzmacnia reakcje przeciwcialo — antygen. Jest to
metoda polecana szczegblnie w przypadkach, w kto-
rych aktywno§¢ autoprzeciwcial w surowicy jest
wyzsza w testach antyglobulinowych niz w testach
enzymatycznych.

5.11.1.3.1. Wykonanie adsorpcji

1. Przygotowac okolo 2 ml gestych, uprzednio
3-krotnie przemytych krwinek chorego.

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

3. Mieszanine inkubowac przez 15 min w tempe-
raturze 37°C.

4. Odwirowac 1 przenie$S¢ nadsacz zawierajacy
surowice oraz PEG do oddzielnej probowki.
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5.11.1.3.2. Kontrola skutecznosci autoadsorpcji

W tym celu nalezy uzy¢ krwinek chorego,
z ktorych usunieto autoprzeciwciala przy zastoso-
waniu metody z uzyciem kwasnej glicyny (pkt
5.10.2). Badanie nalezy wykonaé w teScie antyglo-
bulinowym, stosujac nastepujace proporcje:
4 krople surowicy (zawierajacej PEG) 1 1 kropla
3-5% krwinek autologicznych z usunietymi auto-
przeciwcialami.
1. Inkubowac¢ 15 min w temperaturze 37°C.
2. Przemy¢ krwinki 4-krotnie.
3. Zbadac z surowica antyglobulinowg anty-IgG.

Wynik ujemny wskazuje, ze autoprzeciwciata
zostaly wyadsorbowane. Wynik dodatni wskazuje na
konieczno$¢ przeprowadzenia ponownej autoad-
sorpcji. Kolejng autoadsorpcje wykonuje sie, mie-
szajac jednakowg objeto$¢ surowicy z nowa porcja
autologicznych krwinek, nie dodajac juz PEG.
Wolng od autoprzeciwcial surowice bada sie z krwin-
kami wzorcowymi w celu wykrycia alloprzeciwcial.
Badanie nalezy wykonac w teScie antyglobulinowym:
4 krople surowicy (zawierajacej PEG) 1 1 kropla
3-5-procentowe]j zawiesiny krwinek wzorcowych.
Nastepne etapy jak powyzej, poczynajac od punktu 1.

5.11.2. Alloadsorpcja

Do wykonania tego typu adsorpcji nalezy do-
bra¢ krwinki wzorcowe tak, aby byly zréznicowane
miedzy sobg okre§lonymi fenotypami. Pomocna jest
w tym znajomo§¢ fenotypu krwinek chorego w ukta-
dzie Rh, Kidd, antygenow K, M i S oraz, jesli to
mozliwe, rowniez antygenow Duffy oraz s, ponie-
waz pozwala to na wybranie mniejszej liczby rodza-
jow krwinek wzorcowych do adsorbowania. Najcze-
Sciej alloadsorpcje wykonuje sie z 2-3 rodzajami
krwinek homozygotycznych w kazdym wymienio-
nym ukladzie. Adsorpcje wykonuje sie oddzielnie
z kazdym rodzajem krwinek. Przyktad dobrania
zestawu krwinek do adsorpcji dla chorego o feno-
typie DCCee K—:
1. DCCee kk MM ss Jk(a-b+) Fy(a+b-),
2. DCCee kk NN SS Jk(a+b-) Fy(a—b+).

Jezeli aktywno§¢ autoprzeciwcial jest wyzsza
w teScie enzymatycznym niz w teScie antyglobuli-
nowym, alloadsorpcje wykonuje sie z krwinkami
traktowanymi papaing. Natomiast, jezeli autoprze-
ciwciala wykazuja wyzszag aktywno$§¢ w teScie an-
tyglobulinowym niz w enzymatycznym, alloadsorp-
cje wykonuje sie w Srodowisku PEG.

5.11.2.1. Alloadsorpcja autoprzeciwciat
w srodowisku 20% PEG

5.11.2.1.1. Wykonanie alloadsorpcji

1. Przygotowac po okolo 2 ml gestych krwinek
przeznaczonych do adsorpcji, uprzednio prze-
mytych w roztworze NaCl.

2. W oddzielnych probowkach zmieszac jedna-
kowa objetos$¢: surowicy, gestych krwinek jed-
nego rodzaju oraz 20% PEG.

3. Mieszanine inkubowac przez 15 min w tempe-
raturze 37°C.

4. Odwirowac 1 przenie$¢ nadsacze zawierajace
surowice oraz PEG do oddzielnych probowek.

5.11.2.1.2. Kontrola skutecznosci alloadsorpcyi

W tym celu nalezy uzy¢ krwinek chorego, z kto-
rych usunieto autoprzeciwciala za pomoca kwasnej
glicyny (pkt 5.10.2). Badanie nalezy wykonaé
w teScie antyglobulinowym, stosujac nastepujace
proporcje: 4 krople surowicy (PEG dodano juz uprzed-
nio) 1 1 kropla 3-5-procentowe] zawiesiny krwinek
autologicznych z usunietymi autoprzeciwciatami.
1. Inkubowac przez 15 min w temperaturze 37°C.
2. Przemy¢ krwinki 4-krotnie.
3. Zbadac z surowica antyglobulinowg anty-IgG.

Wynik ujemny wskazuje, ze autoprzeciwciala
zostaly wyadsorbowane. Wynik dodatni wskazuje na
konieczno$¢ przeprowadzenia ponownej alloadsorp-
¢ji. Kolejng alloadsorpcje wykonuje sie, mieszajac jed-
nakowg objetoS§¢ surowicy oraz nowa porcje krwinek
(kazdego rodzaju oddzielnie), nie dodajac juz PEG.
Wolna od autoprzeciwcial surowice bada sie z krwin-
kami wzorcowymi w celu wykrycia alloprzeciwcial.
Badanie nalezy wykona¢ w tescie antyglobulinowym:
4 krople surowicy (zawierajacej PEG) i 1 kropla 3-5-
-procentowej zawiesiny krwinek wzorcowych w NaCl.
Nastepne etapy jak powyzej, w punktach 1-3.

5.11.2.2. Alloadsorpcja autoprzeciwcial krwinkami
papainowanymi

5.11.2.2.1. Wykonanie alloadsorpcyi

1. Przygotowac okoto 2 ml gestych krwinek prze-

znaczonych do adsorpcji, uprzednio przemy-

tych w roztworze NaCl.

Krwinki wypapainowac (zgodnie z pkt. 5.1.3.1).

3. W oddzielnych probowkach zmieszac jedna-
kowg objeto§¢ surowicy i gestych, papainowa-
nych krwinek jednego rodzaju.

4. Mieszanine inkubowac przez 30 min w tempera-
turze 37°C.

5.  Odwirowac i przenie$¢ surowice do oddziel-
nych probowek.

R

5.11.2.2.2. Kontrola skutecznosci alloadsorpcji
W tym celu nalezy uzy¢ krwinek chorego,
z ktorych usunieto autoprzeciwciala za pomoca
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kwasnej glicyny (pkt 5.10.2), raz przemytych roz-
tworem LISS. Badanie nalezy wykona¢ w teScie an-
tyglobulinowym LISS: 2 krople surowicy i 2 krople
2-3-procentowej zawiesiny krwinek autologicznych
w roztworze LISS.

1. Inkubowac przez 20 min w temperaturze 37°C.
2. Przemy¢ 4-krotnie.

3. Zhada¢ z wieloswoistym odczynnikiem antyglo-

bulinowym.

Wynik ujemny wskazuje, ze autoprzeciwciata
zostaly wyadsorbowane. Wynik dodatni wskazuje na
konieczno$¢ przeprowadzenia ponowne;j alloadsorp-
¢ji. Kolejng alloadsorpcje wykonuje sie, mieszajac
jednakowa objeto$¢ surowicy oraz nowg porcje
krwinek papainowanych (kazdego rodzaju oddziel-
nie). Wolna od autoprzeciwcial surowice bada sie
z krwinkami wzorcowymi w PTA-LISS, w celu wy-
krycia alloprzeciwcial.

UWAGA: Bardzo wazna jest wnikliwa analiza
wynikow reakcji surowicy po alloadsorpcji z krwin-
kami wzorcowymi. Nalezy mie¢ §wiadomo$c, ze al-
logeniczne krwinki adsorbuja nie tylko autoprzeciw-
ciala z surowicy chorego, ale moga rowniez adsor-
bowac alloprzeciwciata. Dlatego tez reakcje
surowicy po adsorpcji jednym rodzajem krwinek
moga by¢ inne niz reakcje surowic adsorbowanej
krwinkami o innym fenotypie.

5.12. Réznicowanie przeciwcial IgG i IgM

Metoda stosowana jest w przypadku koniecz-
noS$ci ustalenia, czy w badanej surowicy oprocz aglu-
tynin IgM sa obecne rowniez niekompletne prze-
ciwciala IgG o tej samej swoistoSci.

Traktowanie surowicy 2ME 1 DTT powoduje
rozklad i utrate aktywnoSci serologicznej przeciw-
cial klasy IgM.

5.12.1. Traktowanie surowicy 2 ME

1. Doda¢ do badanej surowicy jednakowa objeto$¢
0,1 mol/1 2ME w buforze fosforanowym o pH 7,4.

2. Mieszanine umie$ci¢ na 2 godziny w tempera-
turze 37°C.

3. Wykona¢ badania z krwinkami wzorcowymi
w testach, w ktorych wykrywano przeciwciala.
Wynik dodatni §wiadczy o obecnoSci przeciwciat

IgG, ujemny wskazuje na obecno$¢ przeciwciat IgM.

5.12.2. Traktowanie surowicy DTT
Wykonanie badania:

1. Do probowki dodaé jednakowa objetos$¢ (np.
1 ml) surowicy badaneji 0,01 M DTT.

2. Mieszanine inkubowaé w 37°C przez 2 godziny.

3. Wpykonaé badania surowicy traktowanej DTT
z krwinkami wzorcowymi w testach, w ktorych

wykrywano przeciwciala, czyli w teScie NaCl

oraz PTA.

Interpretacja wynikéw reakcji surowicy trak-
towanej DTT z krwinkami wzorcowymi:

1. Wyniki ujemne w teScie NaCliw PTA §wiadcza,
ze W surowicy sa wykrywane tylko przeciwciata
klasy IgM.

2. Wynik ujemny w teScie NaCl, a dodatni w PTA
Swiadczy, ze oprocz aglutynin klasy IgM wy-
stepuja rowniez przeciwciala klasy IgG.

3. Wynik dodatni surowicy traktowanej DTT
w teScie NaCl §wiadczy o nieskutecznym dzia-
taniu odczynnika DTT w niszczeniu przeciw-
cial IgM. Niszczenie IgM nalezy przeprowadzié
ze Swiezo przygotowanym roztworem DTT lub
zastosowaé w tym celu inng metode.

5.13. Wykrywanie defektu w blonie
krwinek czerwonych za pomoca polibrenu

Metoda ta umozliwia wykrywanie defektu zwig-
zanego z niedoborem kwasu sjalowego, przekracza-
jacym 5-7-procentowe] prawidlowej warto§ci. Nor-
malne krwinki czerwone, ktére sa naladowane
ujemnie, ulegaja agregacji w Srodowisku natadowa-
nego dodatnio wysokoczasteczkowego polimeru.
Zawieszone w tym Srodowisku krwinki o znacznie
zmniejszonym tadunku ujemnym (z powodu niedo-
boru kwasu sjalowego), odpychaja sie wzajemnie
1 pozostaja niezlepione.

5.13.1. Przygotowanie krwinek

1. Wypapainowac prawidiowe krwinki kontrolne,
stosujac czas kontaktu z enzymem dluzszy
0 okolo 5 min, w poré6wnaniu z czasem stoso-
wanym w przygotowaniu krwinek do badania
przeciwcial.

2. Przygotowac 25-procentowa zawiesine krwinek
kontrolnych zwyklych i papainowanych oraz hada-
nych w roztworze NaCl zbuforowanym do pH 7,0.

5.13.2. Wykonanie badania

1. Do 3 probowek dodac po 1 ml 1-procentowego
roztworu polibrenu i do kazdej z nich po 5 kro-
pli odpowiedniej zawiesiny krwinek, dokladnie
wymieszac.

2. Natychmiast przenie$§¢ zawarto$¢ proboéwek do
3 pipet o pojemno$ci 1 ml albo do rurek We-
stergrena i ustawiC je W pozycji pionowej.

3. Po 5 min odczyta¢ wynik po raz pierwszy, a po
20 min po raz drugi.

5.13.3. Interpretacja wynikow
Porownuje sie zachowanie krwinek badanych
1 kontrolnych. Jesli krwinki badane zachowuja sie
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tak, jak zwykte kontrolne (to znaczy opadaja), nie
ma dowodu na deficyt kwasu sjalowego przekra-
czajacy 5—7%. Na deficyt kwasu sjalowego wskazu-
je pozostawanie krwinek badanych w zawiesinie,
podobnie jak kontrolnych krwinek papainowanych.

5.14. Mikrometody kolumnowe
Zalety testow kolumnowych:

* zastepuja testy wykonywane technikami
szkielkowymi 1 probowkowymi,

* sgproste 1 wygodne w stosowaniu,

*  przyczyniaja sie do oszczednosci odczynnikow
diagnostycznych,

e umozliwiaja szybkie wykonanie wielu badan
w malej objetoSci krwi,

*  s3bardzo czule i pozwalajg na wykrycie nawet
bardzo stabo reagujacych przeciwcial,

* eliminuja wiele reakcji nieswoistych, jak na
przykiad rulonizacje,

* w teScie antyglobulinowym nie wymagaja etapu
przemywania krwinek, co zapobiega najczescie]
spotykanym bledom.

UWAGI:

A. Zastosowane zele lub kuleczki szklane wypel-
niajace mikroprob6wki, posiadaja zdolnos¢ do-
ktadnego izolowania krwinek z otaczajacego je
Srodowiska. Zatrzymuja one surowice wraz
z nadmiarem niewykorzystanych w reakcji
przeciwcial 1 innych globulin, co ma szczego6l-
ne znaczenie w tescie antyglobulinowym.

B. Zastosowanie testow kolumnowych do badan
przed przetoczeniem krwi przyspiesza znacz-
nie jej dobranie dla chorego 1 zwieksza bezpie-
czehstwo transfuzji.

C. Duza czulo$¢ testow powoduje rownoczes$nie
zwiekszong wykrywalno$¢ przeciwcial typu
zimnego, nieistotnych klinicznie. W takich
przypadkach w przebiegu calego badania nale-
zy stosowac temperature 37°C.

5.15. Automatyzacja w badaniach
serologicznych

Linie automatyczne stuza do rutynowego ba-
dania grup krwi, okre§lania fenotypoéw krwinek
czerwonych 1 wykrywania alloprzeciwcial odporno-
Sciowych. Powinny one znalez¢ zastosowanie we
wszystkich Centrach Krwiodawstwa i Krwiolecznic-
twa w szczegolnosci do badan krwiodawcow. Dzieki
odpowiednim zabezpieczeniom i funkcjonalnym roz-
wigzaniom aparaty te wykluczaja zamiane probek
krwi 1 ograniczaja mozliwoS¢ popelnienia biedow.
Reakcje serologiczne mozna bezposrednio odczyty-
wac 1 poréwnac z danymi na monitorze lub wydru-
ku. Wydruki wykonanych badan wraz z ich wynika-

mi winny by¢ przechowywane w segregatorach. Zby-
teczne sa, zatem ksigzki serologiczne, zawierajace
reczne protokoly badan. Aparatura umozliwia ponad-
to archiwizowanie wszystkich protokolow reakcji
serologicznych 1 wynikOw wraz z numerami plytek
lub kart oraz nazwami stosowanych technik, dzieki
czemu wyniki mozna tatwo ponownie odtworzyc.
Dodatkowsa ich zaleta jest bardzo oszczedne zuzycie
odczynnikow diagnostycznych.

Producent linii automatycznych 1 pétautoma-
tycznych powinien zapewni¢ mozliwo§¢ bezposred-
niej transmisji wynikéw badan dawcow do ogdlne-
go programu komputerowego.

W badaniach grup krwi biorcoOw nie mozna zre-
zygnowac z wizualnej kontroli, jesli automatyczny
czytnik nie rejestruje i nie interpretuje dwoch po-
pulacji krwinek.

5.15.1. Automaty
Automat przeprowadza samodzielnie calg pro-

cedure badania od pobrania materialu z badane;j

probki do wydania wyniku. Linia automatyczna

wykonuje nastepujace zadania:

* identyfikacje badanej probki,

e identyfikacje odczynnik6w oraz utrzymanie od-
czynnikOw w stanie gotowoSci do uzycia,

e przygotowanie odpowiednich zawiesin krwinek
czerwonych,

* naniesienie badanego materialu oraz odczynni-
kow na mikroplytki lub do mikroprobowek itp.,

e przeprowadzenie badania zgodnie z ustalonym
algorytmem wraz z monitorowaniem glownych
etapow procesu, takich jak dozowanie badanych
probek 1 odczynnikow, czas 1 temperatura in-
kubacji, czas 1 szybko$¢ wirowania, odczyt wy-
niku i jego interpretacja, zagwarantowanie cig-
gloSci procesu.

5.15.2. Polautomaty
Pétautomat jest systemem, w ktérym operator

wykonuje niektére czynnoSci, na przyktad:

e przygotowuje odczynniki, krwinki wzorcowe
oraz mikroptytki lub karty z mikroprobowka-
mi 1 rejestruje ich dane (rodzaje 1 numery se-
rii, fenotyp itp.),

* monitoruje etapy procesu, na przyklad czas
1 temperature inkubacji,

e czuwa nad ciagloScig procesu.

5.15.3. Walidacja linii automatycznych

Przed dopuszczeniem do uzytku automaty
1 polautomaty musza zostaé zwalidowane. Procedu-
ra ta polega na rownoleglym przeprowadzaniu ba-
dan metoda reczna i automatyczna lub wykonywa-
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nych za pomoca dotychczas stosowanej metody
automatycznej przez okres czasu, wystarczajacy do
oceny prawidlowoSci dziatania aparatu. Walidacje
aparatury nalezy przeprowadzi¢ po kazdej awarii
1 po kazdej kontroli techniczne;.

Raz w tygodniu nalezy dokonywac kalibracji
czytnika automatycznego, postepujac zgodnie z in-
strukcja producenta.

5.15.4. Walidacja odczynnikow stosowanych
w badaniach automatycznych

Kazda nowa serie odczynnikow diagnostycznych
1 rozcienczalnikow (diluentéw) nalezy walidowac,
wykonujac jednoczesne badania, co najmniej 5 probek
krwi z nowa 1 poprzednio uzywana serig odczynnikow.

5.15.5. Codzienna kontrola badan
automatycznych

Kontrola polega na sprawdzeniu aktywno$ci
1 swoisto$ci odczynnik6w stosowanych w danym dniu.
Najczesciej do kontroli grup krwi ABO 1 antygenu D
stosuje sie krwinki grupy AB RhD+ 1 O RhD-.
Jesli odezynniki sa utrwalone na mikroplytkach, ba-
dania kontrolne dotycza kazdej nowej serii. W kon-
troli wiarygodnosci testu antyglobulinowego podczas
badania przeciwcial odpornoSciowych nalezy stosowac
Standard anty-D. Nasilenie reakcji ze Standardem
anty-D nie powinno by¢ wyzsze niz ++. JeSli jest
wyzsze, Standard nalezy odpowiednio rozcienczyc.

Wydruk wynikéw badan kontrolnych powinien
by¢ opatrzony adnotacja (stemplem):

,Zestaw skontrolowany w dnitl .................. ,
nadaje sie do badan” oraz podpisem i pieczatka oso-
by wykonujacej badanie.

5.15.6. Archiwizacja danych operacyjnych

Archiwizacja dotyczy nastepujacych danych:

e data badania,

e dane zlecajacego badania (nie dotyczy krwio-
dawcow),

e dane obslugujacego aparature,

*  dane osoby odpowiedzialnej za ostateczny wynik,

*  odczynnikow: rodzaje 1 numery serii,

*  wynikow badan reaktywno$ci kazdego odczyn-
nika,

* uwag na temat ewentualnej manualnej korekty
wynikow,

* ostatecznych wynikow badania,

* postepowania w razie alarmu w stosowanym
systemie automatycznym.

UWAGA: W badaniach automatycznych moz-
na zaniecha¢ wykonania testu enzymatycznego
w badaniu przegladowym przeciwcial odporno$cio-
wych u chorych i1 u kobiet ciezarnych.

6. Badania antygenow i przeciwciatl
ukladow grupowych krwinek
czerwonych u krwiodawcow 1 u chorych

Przed przystapieniem do badan nalezy dopro-
wadzi¢ do temperatury pokojowej odczynniki
1 krwinki wzorcowe.

6.1. Badanie grup krwi uktadu ABO

Grupe krwi ABO okres$la sie na podstawie
obecno$ci lub braku aglutynacji krwinek badanych
z odczynnikami diagnostycznymi oraz obecno$ci lub
braku aglutynacji krwinek wzorcowych A, 1 B pod
wplywem badanej surowicy. Krwinki wzorcowe
grupy O stanowig kontrole, a ich aglutynacja po
kontakcie z badang surowicg Swiadczy o obecnoSci
nieregularnych przeciwcial. W przypadku braku
reaktywnos$ci krwinek badanych z odczynnikami
diagnostycznymi, stwierdzenie w SUrowicy przeciw-
cial anty-H za pomoca krwinek grupy O, ulatwia
rozpoznanie fenotypu Bombay.

6.1.1. Zestaw odczynnikow diagnostycznych
i krwinek wzorcowych

6.1.1.1. Odczynniki

Stosuje sie dwa zestawy monoklonalnych od-

czynnikow diagnostycznych:
e zestaw 1l: anty-A i anty-B,
* zestaw 2: anty-A i anty-B z innych klonéw niz

w zestawie 1.

Dopuszcza sie stosowanie zestawow, zawiera-
jacych odczynniki z dwoch réznych serii tego same-
go klonu.

Odczynniki nalezy stosowac zgodnie z zalece-
niami producenta.

6.1.1.2. Krwinki wzorcowe
Krwinki wzorcowe stanowia zawiesiny krwi-

nek grupy krwi O, A, 1 B. Stosuje sie zgodnie z za-

leceniem producenta.
UWAGI:

A. Krwinki A, wybiera sie sposrod krwi grupy A
za pomoca badania z lektyng anty-A,.

B. Wszystkie sktadniki zestawu diagnostycznego
powinny znajdowac sie w zamknietych pojem-
nikach, zaopatrzonych w kroplomierze.

C. W przypadku stosowania metod automatycz-
nych (z zachowaniem zasad opisanych w pkt
5.15.), dopuszcza sie stosowanie jednego zesta-
wu odczynnikow monoklonalnych anty-A
1 anty-B, pod warunkiem, ze w kazdej probce
krwi dawcy/biorcy oznacza sie przeciwciala
anty-A i anty-B.
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Tabela 4. Schemat wynikéw oznaczen grup krwi uktadu ABO

Table 4. Results in blood group determination

Badane proébki krwi Odczynniki monoklonalne

Krwinki wzorcowe Wyniki grup krwi

anty-A anty-B A, B
Nr 1 - - + + (0]
Nr 2 + - - + A
Nr 3 - + + - B
Nr 4 + + - - AB

D. Przy oznaczaniu alloprzeciwcial uktadu ABO
w systemach automatycznych mozna pomingé
krwinki grupy O.

6.1.1.3. Kontrola zestawu odczynnikow

1 krwinek wzorcowych
Kontrole makroskopowa odczynnikow diagno-

stycznych i krwinek wzorcowych nalezy wykonywac

codziennie. Zmetnienie, straty lub hemoliza widocz-
na w nadsaczu dyskwalifikuja sktadniki zestawu.
Obowigzuje codzienna kontrola swoistoSci

1 aktywno$ci odczynnikow diagnostycznych w ta-

kich testach, w jakich wykonywane sg badania. Kon-

trola krwinek wzorcowych obowiazuje po kazdym
ich przygotowaniu.

1. Zestaw diagnostyczny nadaje sie do uzytku, je-
zeli uzyskane wyniki odpowiadaja schematowi
w tabeli 4. Nalezy wyeliminowac z zestawu te
skladniki, ktore wykazujg reakcje nieswoiste,
jak rowniez te, ktorych aktywno$¢ nie odpowia-
da kryteriom zalecanym przez producenta.

2. Numery serii oraz symbole odczynnikow
1 krwinek zakwalifikowanych do zestawu dia-
gnostycznego zapisuje sie w ksigzce badan grup
krwi (wzor 5, patrz Zatacznik, pkt 4.3) albo
w odrebnej ksigzce wraz z protokotem i adno-
tacja: ,,Zestaw skontrolowany w dniu ....., na-
daje sie do badan” oraz z podpisem osoby wy-
konujacej badania kontrolne.

6.1.2. Wlasciwe badanie grup krwi ABO
Badanie wykonuje sie metoda recznag lub auto-
matyczng zgodnie z zaleceniami producenta odczyn-
nikow diagnostycznych. W przypadku watpliwych
wynikow w metodzie mikrokolumnowej lub automa-
tycznej, oznaczenie grupy krwi w ukiadzie ABO prze-
prowadza sie metoda reczng technika probowkowa.
UWAGI:
A. Wyniki badan grup krwi muszg odczytywaé na
przemian 2 osoby: jedna podaje uzyskane re-

akcje, a druga protokoluje je w ksigzce badan

za pomoca symboli + (aglutynacja) i — lub O

(brak aglutynacji). Po zapisaniu wynikow, dru-

ga osoba powinna odczytaé reakcje na plycie,

a ta, ktora je odczytywala poprzednio, spraw-

dzi¢ ich zgodno$¢ z zapisem w ksiazce.

B. Jezeli wyniki obserwowanych reakcji sa nie-
zgodne ze schematem podanym w tabeli 2 lub,
jezeli z odczynnikami wystapila aglutynacja
o slabym nasileniu, zapis calego badania musi
uwzglednia¢ nasilenie aglutynacji w poszcze-
gblnych mieszaninach reagujacych.

C. W przypadku stosowania metod automatycz-
nych (wedlug zasad opisanych w pkt. 5.15),
wynik badania moze by¢ odczytywany 1 wali-
dowany przez jedna osobe.

Po odczytaniu i1 zapisaniu wynik6w nalezy
przeprowadzi¢ badanie kontrolne, polegajace na
ponownym okre§leniu antygeno6w na krwinkach,
za pomocg odczynnikéw diagnostycznych z dru-
giego zestawu. Do tego badania stosuje sie krwin-
ki z wyjSciowej probki krwi. Nie wolno postugi-
wac sie przygotowanymi uprzednio zawiesinami
krwinek, ktére byly uzywane do zasadniczego
badania.

Uzyskanie jednoznacznych wynikow, zgodnych
z poprzednimi (musi to byc¢ tez zaprotokolowane),
upowaznia do wpisania ostatecznego wyniku w ru-
bryce: ,,Wynik”.

6.1.3. Oznaczanie antygenu A; na krwinkach
przeznaczonych do badania ukladu ABO

Badanie wykonuje sie za pomoca lektyny anty-
A,, zgodnie z zaleceniami producenta.

Wyrazna aglutynacja (3+ do 4+) wskazuje na
odmiane A;.

UWAGA: Moze sie zdarzy¢, ze reakcja z lek-
tyna jest stabo wyrazona (1+). Takie krwinki okre-
§la sie jako A poSrednie (Aint) i nie nadaja sie one
jako wzorcowe do badan ukiadu ABO.
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Tabela 5. Zestawienie najbardziej typowych reakcji rzadkich odmian antygenéw uktadu ABO

Table 5. List of most typical reactions of rare variants in blood group ABO

Fenotyp Reakcje krwinek Reakcje surowicy Slina
z odczynnikami diagnostycznymi z krwinkami wzorcowymi wydzielaczy
zawiera
anty-A anty-B  anty-A+B*  anty-H A, A, B (o)
A; Aglutynacja 0 Aglutynacja 3+ + 0 3+ 0 AiH
mieszana mieszana
A, 0/= 0 0/= 4+ 0 0 4+ 0 AiH
A, 0/+ 0 1+/2+ 4+ 1+ 0 4+ 0 H
Ay 0 0 0 4+ 2+ 0 4+ 0 H
Acng + st 0 + st. 4+ 0 0 3+ 0 H
B; 0 Aglutynacja Aglutynacja 4+ 4+ 4+ 0 0 BiH
mieszana mieszana
B 0 0 0/+ 4+ 4+ 3+ 0 0 BiH
B, 0 0/= 0/2+ 4+ 4+ 3+ 0 0 H
Beesc. 0 + + + st 3+ 2+ + 0 BiH
Bend 0 + st + st. 4+ 3+ 3+ 0 0 H
,Bombay” 0 0 0 + + + + Brak

A B AB
Oy, O’, O

*ludzka surowica

6.1.4. Przyczyny odchylen od klasycznego

schematu oceny wyniku badan grup krwi

w ukladzie ABO

6.1.4.1. Bledy natury technicznej
Mozna spotkaé sie z nastepujacymi biedami

natury technicznej:

*  zanieczyszczone plyty lub pipety,

* niewtlaSciwa proporcja krwinki/odczynnik,

* niedokladne zmieszanie krwinek z odczynnikiem,

e opodznione odczytanie wyniku (wysychanie
mieszaniny).

e zanieczyszczenie odczynnikow lub badanych
krwinek i surowicy,

* nie dodanie odczynnika diagnostycznego lub
badanej surowicy,

* nie sprawdzenie krwinek wzorcowych po ich
przygotowaniu,

*  biad widentyfikacji badanych zawiesin krwinek
lub surowic (zamiana probowek).

6.1.4.2. Nietypowe wlasciwosci badanych

krwinek lub surowic
Mozna zaobserwowac nastepujace nietypowe

wlasnoSci badanych krwinek/surowic:

* bardzo stabo reagujace regularne aglutyniny
w badanej surowicy,

*  obecno$¢ hemolizyn,

*  obecno$¢ autoaglutynin,

*  obecno$¢ drobnych skrzepow imitujacych aglu-
tynacje,

*  obecno$¢ nieregularnych przeciwcial w suro-
wicy badanej,

* poliaglutynacja krwinek badanych wykrywana
ludzkimi surowicami diagnostycznymi,

*  obecno$c¢ stabej odmiany antygenu A lub B,

e obecno$c¢ 2 populacji krwinek (chimeryzm na-
turalny, potransfuzyjny 1 poprzeszczepowy).
W przypadkach zaobserwowanych odchylen od

klasycznego schematu wynikow badania grup krwi

w ukladzie ABO nalezy:

*  powtdrnie oznaczy¢ grupe krwi, stosujac do ba-
dan surowice 1 zawiesine krwinek, przygoto-
wang na nowo z probki macierzystej,

e zbadac krwinki z surowicg grupy AB 1 z suro-
wicg autologiczng w Srodowisku NaCl i w tem-
peraturze pokojowe].

Pozwoli to na wykluczenie btedow natury tech-
nicznej oraz rozpoznanie poliaglutynacji 1 autoaglu-
tynacji.

6.1.5. Stabe odmiany antygenow ukfadu ABO
Stabe odmiany antygenoéw uktadu ABO przed-

stawiono w tabeli 5. Za obecno$cig stabych odmian

antygenow A lub B przemawia:

1. Znaczne oslabienie lub brak aglutynacji bada-
nych krwinek z odczynnikiem diagnostycznym
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anty-A lub anty-B przy czesto obserwowanym
braku oczekiwanych aglutynin.

2. Obraz 2 populacji badanych krwinek z odczyn-
nikami (surowicami) diagnostycznymi.
UWAGA: Odczynniki monoklonalne czesto nie

roznicuja stabych odmian, szczegdlnie Ax i A3.
Dla potwierdzenia i identyfikacji odmiany ukia-

du ABO postepowanie jest nastepujace:

1. Zbadanie krwinek z wyselekcjonowanymi suro-
wicami anty-A lub anty-B oraz z lektyng anty-H.

2. Zastosowanie czulszych metod (metoda kolum-
nowa).

3. Zbadanie surowicy z wiekszg liczba krwinek A
lub B metoda probowkowa.

4. Sprawdzenie obecno$ci stabego antygenu na
krwinkach metoda adsorpcji/elucji przeciwcial.

5. Zbadanie §liny na obecno§¢ substancji ABH.

6. Przeprowadzenie badan rodzinnych.

6.1.6. Obecnos¢ dwoch populacji krwinek

czerwonych
Obecno$¢ dwoch populacji krwinek charakteryzu-

je sie tym, ze pod wplywem odczynnik6w diagnostycz-
nych tylko cze$§¢ krwinek badanych ulega aglutynacji,
natomiast pozostate tworza jednorodng zawiesine

(aglutynaty na tle wolnych krwinek). Zjawisko to moze

by¢ obserwowane w nastepujacych przypadkach:

*  obecno$¢ stabej odmiany A; lub B; (w badaniach
z surowicami ludzkimi),

* depresja antygenu A lub B w czeSci populacji
krwinek czerwonych w przebiegu chorob roz-
rostowych ukiadu krwiotworczego,

* po przetoczeniu krwinek innej grupy krwi (np.
osobie grupy AB krwinek A, B lub O) — zjawi-
sko przemijajace,

* po przeszczepieniu allogenicznych hemopo-
etycznych komorek macierzystych od dawcy
o innej grupie ABO — zjawisko przemijajace,

e chimeryzm u bliZniat dwujajowych — zjawisko
trwale,

e zaburzenia procesu zaplodnienia — dispermia
(zjawisko trwate).

UWAGI:

A. W przypadku zaobserwowania 2 populacji krwi-
nek nalezy podjac probe ich rozdzielenia, zgod-
nie z pkt. 5.7. Jezeli sie nie powiedzie, nalezy
podejrzewac obecno$c stabej odmiany antygenu.

B. W razie konieczno$ci przetoczenia krwi przed
uzyskaniem ostatecznego wyniku badania grup
krwi, nalezy dobiera¢ KKCz grupy O.

6.1.7. Poliaglutynacja
Zjawisko poliaglutynacji jest spowodowane
zmianami w bionie komorkowej krwinek czerwo-

nych pod wplywem enzymow bakteryjnych lub in-
nych nieznanych czynnikéw, ktére prowadza do
odstoniecia niedostepnych w warunkach prawidio-
wych determinantéw T, Tn oraz innych. Surowice
wiekszo§ci 0s6b dorostych, w tym surowice diagno-
styczne pochodzenia ludzkiego, charakteryzuja sie
obecnoscig naturalnych przeciwcial, skierowanych
przeciw tym determinantom, co sprawia, ze aglu-
tynuja one takie krwinki. Mianem poliaglutynacji
okresla sie zjawisko, zachodzace w nastepstwie
odstoniecia ukrytych determinantéw iz vivo, najcze-

Sciej w przebiegu zakazenia. To samo zjawisko spo-

wodowane zakazeniem pobranej probki krwi nosi

nazwe panaglutynacji.

Podczas badania grupy krwi ukiadu ABO za
pomoca ludzkich surowic obserwuje sie reakcje
aglutynacji niezgodne ze schematem. Reakcji takich
nie wykazuja odczynniki monoklonalne. Wiaczenie
do badania kilku probek surowicy grupy AB i uzy-
skanie aglutynacji badanych krwinek potwierdza
przypuszczenie odstoniecia ukrytych determinan-
tow. W celu ustalenia, ktora z determinant antyge-
nowych zostala odstonieta nalezy podja¢ badania
z zestawem lektyn, wyciagiem z gruczotu biatkowe-
go Helix pomatia 1 z polibrenem (tab. 6).

UWAGI:

A. Odsloniecie antygenu T i pokrewnych deter-
minantow antygenowych (Tk) powoduja drob-
noustroje chorobotworcze, produkujace neura-
minidaze (enzym powodujacy rozklad kwasu
sjalowego). Jest to zjawisko przejSciowe i za-
nika po ustapieniu zakazenia.

B. Czynnik odstaniajacy antygen Tn nie jest zna-
ny. Dziala jednocze$nie na krwinki czerwone,
plytki krwi i granulocyty, co prowadzi do niedo-
krwistosci, maloptytkowo$ci i granulocytopenii.
Poliaglutynacja ma z reguly charakter trwaty.

C. Poliaglutynacje Tn nalezy r6znicowac z obec-
no$cig na krwinkach antygenu Cad, ktory jest
uwarunkowany genetycznie.

D. Koncentraty skiadnikow komorkowych krwi
przeznaczone dla biorcow, ktorych krwinki
wykazuja poliaglutynacje (szczegdlnie dla no-
worodkow 1 niemowlat) powinny by¢é maksy-
malnie pozbawione osocza. Takim biorcom nie
nalezy przetaczaé osocza.

6.1.8. Obecnos¢ allohemolizyn

W badaniach grup krwi ABO ze §wiezo pobra-
nej probki krwi, zamiast spodziewanej aglutynacji
z krwinkami wzorcowymi, moze pojawic sie hemo-
liza, ktora jest rownowaznikiem aglutynacji. Dla
unikniecia blednej interpretacji (przeoczenie hemo-
lizy) nalezy:

200 www.jtm.viamedica.pl



B. Michalewska 1 wsp., Immunologia transfuzjologiczna krwinek czerwonych

Tabela 6. R6znicowanie przyczyn poliaglutynacji

Table 6. Differentiation of the reasons of polyagglutination

Odstonigcie Czynnik Reakcja krwinek z lektyng Polibren
antygenéw dziatajacy

Arachis Dolichos  Helix Salvia Salvia

hypogea biflorus pomatia sclarea horminum
T Neuraminidaza + - - - - Brak agregacji
Ty Endo-galaktozydaza + - - - - Agregacja
T, Nieznany - + + + + Brak agregacji
VA a-fukozydaza - - + + + Agregacja
Cad Genetycznie uwarunkowany - - + - - Agregacja
HEMPAS  Genetycznie uwarunkowany - - + - - Brak agregadji
NOR Genetycznie uwarunkowany - - - - - Agregacja

1. Rozcienczy¢ surowice badang roztworem NaCl
w stosunku 1:9.

2. Powtorzy¢ badanie z krwinkami wzorcowymi
(zamiast hemolizy powinna pojawic sie agluty-
nacja).

3. Przy braku wyraznej aglutynacji zastosowaé
metode probowkowa.

6.1.9. Znaczne obnizenie poziomu alloaglutynin
ABO Iub ich brak

Po wylaczeniu obecnoSci allohemolizyn, brak
oczekiwanej reakcji badanej surowicy z odpowied-
nimi krwinkami wzorcowymi moze wskazywac na
niski poziom alloaglutynin lub ich nieobecnosc.
W stanach fizjologicznych obserwuje sie to zjawi-
sko u noworodkow i niemowlat; za$§ w przypadkach
chorobowych w hipo- lub agammaglobulinemii.

6.1.9.1. Postepowanie w przypadku znacznego
obnizenia poziomu alloaglutynin ABO
lub ich braku
Reakcje surowicy badanej z krwinkami wzor-
cowymi nalezy sprawdzi¢ metoda probowkows
W nastepujacy sposob:
1. Przygotowac 3 probowki, oznakowane symbo-
lami O, A,, B.
2. W kazdej probéwce umiescié po 2 krople bada-
nej surowicy.
3. Dodac po 2 krople 3-4-procentowej zawiesiny
krwinek zgodnie z symbolami na probowkach.
4. Probowki pozostawié w temperaturze pokojo-
wej przez kilka minut.
5. Zawarto$¢ probéwek wirowac przez 30-60 s.
6. Odczyta¢ wyniki makroskopowo, delikatnie po-
trzasajac probowki.
Nie wykrycie alloaglutynin metoda probowkowa
(brak aglutynacji krwinek z odpowiednim odczynni-
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kiem), zobowiazuje do badan w kierunku siabej od-
miany antygenu A lub B metoda absorpcji/elucji.

6.1.10. Rulonizacja krwinek
Jezeli podczas badania surowicy obserwuje sie

zlepianie krwinek wzorcowych wszystkich grup krwi,

nalezy bra¢ pod uwage zjawisko rulonizacji, ktore:

* nie wystepuje u oséb zdrowych,

* moze pojawié sie u chorych z zaburzeniami
w bialkach osocza (makroglobulinemia, choroby
nowotworowe, oparzenia),

* jest obserwowane po przetoczeniu wysoko cza-
steczkowego dekstranu lub po dozylnym sto-
sowaniu preparatu cieniujacego do badan rent-
genologicznych,

* w badaniu makroskopowym nie rézni sie od
aglutynacji.

6.1.10.1. Postepowanie w przypadku podejrzenia

rulonizacyi

1. Przenies¢ krople zlepionych krwinek na szkiel-
ko podstawowe 1 obejrze¢ pod mikroskopem.

2. Zwro6ci¢ uwage na charakterystyczny obraz
uktadania sie krwinek w rulony.

3. Przy znacznym nasileniu wiasciwo$ci rulonizu-
jacych surowicy i trudno$ci w rozréznieniu ru-
lonizacji od aglutynacji, rozcienczy¢ badang
surowice roztworem NaCl (1:2, lub w miare
potrzeby wiecej) 1 powtorzyé badanie z krwin-
kami wzorcowymi.

6.1.11. Obecnos¢ nieoczekiwanych
alloprzeciwcial
6.1.11.1. Obecnosc przeciwcial anty-A,

Ujawnia sie ona nieoczekiwang reakcja surowi-
cy badanej z krwinkami wzorcowymi A;. W takim
przypadku nalezy:
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e sprawdzi€ za pomoca lektyny anty-A,, czy krwin-
ki badane naleza do A, lub innej stabej odmiany,

e zbadaé surowice z zawiesinami krwinek wzor-
cowych A, (z innej probki) i A,,

*  wcelu ostatecznej identyfikacji przeciwcial, za-
stosowaé wieksza liczbe krwinek A, i A,.

6.1.11.2. Obecnosc innych alloprzeciwcial

Po wykluczeniu obecno$ci autoaglutynin na
podstawie badania surowicy z krwinkami autologicz-
nymi, obserwowana aglutynacja z krwinkami wzor-
cowymi wskazuje na obecno$c¢ alloaglutynin. Poza
anty-A; moga to by¢ inne ,,naturalne” przeciwciala,
reagujace w temperaturze pokojowej, jak anty-P;,
anty-M, anty-N, anty-H, anty-Le* anty-Le" oraz
spotykane znacznie rzadziej kompletne przeciwciala
odporno$ciowe (np. z uktadu Rh).

Do okreslenia ich swoistoS$ci stuzy odpowied-
nio przygotowany zestaw krwinek wzorcowych, na
przyktad:

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

O MNss P, Le(a—b+); O MNss P, Le(a-b-)
Lu(a+)

O MMSs P, Le(a—b+); krwinki jednoimienne
w ABO.

Surowice nalezy badac z zawiesinami krwinek
w roztworze NaCl i/lub w roztworze LISS w naste-
pujacy sposob:

1. W opisanych probowkach umiescic po 2 krople
badanej surowicy.

2. Dodac po 1 lub 2 krople 3—4-procentowej za-
wiesiny odpowiednich krwinek.

3. Pozostawi¢ na 15 min w temperaturze pokojowe;.
4. Wirowac przez 1 min, przy 340 X g.
5. Odczytac¢ wyniki, protokotujac nasilenie aglu-
tynacji.
UWAGI:

A. U oso6b grupy A; 1 A,B, reakcja surowicy
z krwinkami grupy O nasuwa podejrzenie obec-
noSci przeciwcial anty-H. Dla ustalenia swo-
istoSci tych przeciwcial nalezy zbadac surowi-
ce w ten sam sposob z kilkoma zawiesinami
krwinek grupy O, A;1 A,. Aglutynacja krwinek
grupy O 1 A,, przy braku reakcji z krwinkami
A, oraz zahamowanie aktywno§ci przy pomocy
Sliny wydzielacza grupy O, stanowig potwier-
dzenie swoistoS$ci przeciwcial anty-H.

B. Aglutynacja o zblizonym nasileniu z calym ze-
stawem krwinek wzorcowych (z wyjatkiem
krwinek autologicznych), moze wskazywac na
obecno§¢ bardzo rzadko spotykanych alloprze-
ciwcial anty-1.

C. Jezelireakcje otrzymane z poszczeg6lnymi ro-
dzajami krwinek pozwalaja na ustalenie swo-

isto$ci 1 badanych przeciwcial, nalezy potwier-
dzi¢ prawidiowo$¢ identyfikacji, okreSlajac fe-
notyp krwinek badanych w ukiadzie grupowym,
do ktorego zostaly zaliczone wykryte przeciw-
ciata.

D. Po ustaleniu swoistoSci alloprzeciwcial nalezy
sprawdzi¢ w PTA, czy nie maja one charakte-
ru przeciwcial odporno$ciowych, co jest obser-
wowane najczes$ciej w przypadkach anty-M,
anty-S, anty-Le?, anty-P;.

6.1.12. Autoaglutynacja

Jezeli surowica aglutynuje wzorcowe krwinki
wszystkich grup krwi, nalezy wykonac¢ badanie kon-
trolne z zawiesing krwinek autologicznych (auto-
kontrola). Wystapienie aglutynacji §wiadczy o obec-
nosci autoprzeciwcial typu zimnego. W rzadkich
przypadkach, u chorych z zespotem zimnych aglu-
tynin, zauwaza sie aglutynacje juz podczas przygo-
towywania zawiesiny krwinek. Utrudnia ona ozna-
czanie grup krwi uktadu ABO.

6.1.12.1. Postepowanie

1. Powtornie, z zyly zgiecia tokciowego ogrzane-
go uprzednio termoforem, pobraé krew ,,na cie-
plo”, czyli za pomoca zestawu ogrzanego do
temperatury 37°C.

2. (Cze§¢ pobranej krwi przenie$¢ do suchej pro-
bowki, czes¢ do probowki zawierajacej antyko-
agulant (EDTA-Na,), umieszczonej w naczyniu
z wodg o temperaturze 37°C.

3. Po kilkakrotnym przemyciu krwinek roztwo-
rem NaCl ogrzanym do temperatury 37°C,
przygotowac ich zawiesine.

4. 0Oddzieli¢ od skrzepu surowice 1 doprowadzié
do temperatury 37°C.

5. Badania grup krwi ABO przeprowadzi¢ w tem-
peraturze 37°C.

6. Odczytac¢ wyniki po 10-15-minutowej inkuba-
¢ji, natychmiast po wyjeciu z termostatu.

7. Badaniu grupy krwi powinna towarzyszy¢ kon-
trola aktywnoS§ci odczynnikow wzorcowych
w tej temperaturze.

6.2. Oznaczanie grup krwi ABO
u noworodkow i niemowlat

Prawidiowa ekspresje antygenow A 1 B na
krwinkach czerwonych obserwuje sie przewaznie
od 2. roku zycia dziecka. W zwiazku z tym, w bada-
niach krwinek w okresie wczes$niejszym, moga
wystapic slabsze 1 op6Znione reakcje z odczynnika-
mi diagnostycznymi anty-A 1 anty-B, w poréwnaniu
z krwinkami doroslych. Z drugiej strony, wytwarza-
nie naturalnych przeciwcial uktadu ABO rozpoczyna
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sie najczescie] w 3. miesiacu Zycia, co Sprawia, ze moga
one nie by¢ wykrywane. Nalezy, wiec w tych badaniach
stosowaé metody probowkowe.

6.2.1. Postepowanie

1. W dwoch oznakowanych probéwkach umiescic
po 2 krople odpowiedniego odczynnika anty-A
1 anty-B.

2. W dodatkowej probowce umiescic 2 krople su-
rowicy ludzkiej grupy AB (sprawdzonej na nie-
obecno$¢ przeciwcial do antygenow krwinek
czerwonych).

3. Do wszystkich probéwek dodac po 2 krople
3-4-procentowej zawiesiny krwinek badanych
w roztworze NaCl i wymieszac.

4. Zawarto$¢ probowek wirowac przez 1 min przy
150-340 X g lub zgodnie z zaleceniami produ-
centa.

5.  Odczyta¢ wyniki makroskopowo, wstrzgsajac
lekko prob6éwkami.

6. Wykonac w ten sam sposob badanie kontrolne
z zastosowaniem odczynnikow diagnostycz-
nych, pochodzacych z innych klonéw lub serii.
UWAGI:

A. Podany sposob postepowania nie uwzglednia
badania obecno$ci przeciwcial anty-A i/lub anty-B
w surowicy noworodka, poniewaz nie sg one jesz-
cze produkowane w wykrywalnych iloSciach,
a te, ktore mozna znalez¢, pochodzg od matki.

B. Do 2. roku zycia dziecka stabej ekspresji anty-
genu A czy B na krwinkach nie traktuje sie jako
slabej odmiany antygenu, lecz zaleca sie powto-
rzenie badan w okresie pozniejszym.

Nie wykorzystuje sie rowniez tych wynikow dla
potrzeb trwalej ewidencji.

C. Wykonanie badania kontrolnego z surowicg gru-
py AB ma na celu ewentualne wykrycie poliaglu-
tynacji w przebiegu infekcji bakteryjnych. Suro-
wice taka mozna uzyskac ze zbadanych probek
krwi osob grupy AB, po wykluczeniu w niej obec-
noS$ci innych nieregularnych przeciwcial. Probki
tych surowic nalezy przechowywacé w zamrozeniu.

D. W badaniach grup krwi noworodkow i niemow-
lat, bardzo przydatna i czulg metoda jest mikro-
metoda kolumnowa.

E. Oznaczanie grup krwi u wszystkich noworod-
kow nie jest celowe.

6.3. Badanie antygenu D

6.3.1. Okreslenie antygenu D
u krwiodawcow

Obecnos¢ lub nieobecnos$¢ antygenu D na
krwinkach czerwonych decyduje o zakwalifikowaniu

ich do grupy RhD+ albo RhD-. OkreSlenie antygenu

D przeprowadza sie za pomoca dwoch odczynnikow

anty-D. U kazdego pierwszorazowego dawcy badanie

to wykonuje sie 2-krotnie, to znaczy w dwoch prob-
kach pobranych w réznym czasie, za kazdym razem
przy uzyciu dwoch roznych odczynnikow anty-D:

*  odczynnika monoklonalnego anty-D IgM,

* odczynnika monoklonalnego anty-D IgM po-
chodzacego z innego klonu lub odczynnika
anty-D IgM+ IgG (Blend).

W badaniach recznych dawcow nie stosuje sie
testu szkietkowego ze wzgledu na jego mniejsza
czulo§é, a tym samym mniejsza wykrywalno$c sia-
bych odmian antygenu D.

Odczynniki anty-D IgM +1gG mozna stosowac
u krwiodawcow rowniez w poSrednim tescie anty-
globulinowym.

Technika oznaczania antygenu D za pomoca
odczynnik6w monoklonalnych musi by¢ zgodna
z zaleceniami producenta. Jednocze$nie z kazda
serig badan nalezy wykona¢ kontrole odczynnika
anty-D z krwinkami RhD+ i RhD-.

UWAGA: Stosowane odczynniki anty-D po-
winny wykrywac wiekszo§¢ przypadkow o stabej
ekspresji antygenu D (dawne mianownictwo DY)
oraz wiekszo§¢ kategorii antygenu D, w tym D VI,
na przyklad jesli jeden z odczynnikow anty-D nie
rozpoznaje antygenu D VI (klon RUM-1), drugi
z nich musi wykrywac te kategorie.

6.3.1.1. Interpretacja wynikow badan

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

6.3.1.2. Trudnosci w interpretacji wynikow badan
antygenu D

6.3.1.2.1. Staba aglutynacja krwinek badanych

z odczynnikami anty-D
Wystapienie stabej reaktywnos$ci krwinek ba-

danych moze wskazywac na staba ekspresje anty-
genu D, tak zwany D staby (D") lub wskazywac na
antygen D czeSciowy, nalezacy do jednej z katego-
rii, na przykiad D VI. U krwiodawcow w takich przy-
padkach nalezy:

1. Wpykona¢ badania w PTA z r6znymi odczynni-
kami anty-D zawierajacymi przeciwciala klasy
IgG monoklonalne lub poliklonalne;

2. W wyjatkowych przypadkach bardzo stabej eks-
presji antygenu D, potwierdzi¢ jego obecno$¢
badaniami eluatu, po inkubacji krwinek z prze-
ciwciatami poliklonalnymi IgG anty-D.
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3.  Wykrycie stabego antygenu D u dawcy naka-
zuje zaliczenie go do grupy RhD dodatnie;.
Wydany wynik powinien mie¢ brzmienie:
RhD dodatni (staba ekspresja antygenu D)
Jako biorca RhD ujemny.

UWAGA: Przyczyny slabej ekspresji antyge-

nu D:

* mutacja genu D prowadzaca do zastgpienia
w biatku Rh w regionie Srodblonowym lub cy-
toplazmatycznym zazwyczaj tylko jednego ami-
nokwasu innym 1 powstania fenotypu D siaby;
w rzadkich przypadkach osoby z fenotypem D
staby moga wytwarza¢ przeciwciala anty-D,

* mutacja genu D prowadzaca do braku czeSci
epitopow D w regionie zewnatrzblonowym i po-
wstania D czeSciowego; stabg ekspresja anty-
genu D charakteryzuje sie kategoria D VI,

*  wplyw genu C w pozycji trans.

6.3.1.2.2. Kategorie antygenu D (D czesciowy)
Kategorie antygenu D charakteryzuja sie bra-

kiem na krwinkach jednego lub kilku epitopow,

wchodzacych w jego sklad. Badania w tym kierun-
ku wykonuje sie w przypadkach:

1. ObecnoSci alloprzeciwcial anty-D u oso6b
RhD+.

2. RozbieznoSci w wynikach uzyskanych z zesta-
wem odczynnikow anty-D. W takich sytuacjach,
dysponujac specjalnym zestawem monoklonal-
nych przeciwcial anty-D i1 wykonujac badania
biologia molekularng mozna ustali¢ kategorie
tego antygenu. Badania te wykonuje Zaklad
Immunologii Hematologicznej 1 Transfuzjolo-
gicznej [HiT.

UWAGI:

A. Odmiany antygenu D zaliczane do poszczego6l-
nych kategorii zdarzaja sie bardzo rzadko. Spos-
rod nich najczeSciej rozpoznawana jest katego-
ria D VL.

B. W praktyce rozpoznanie kategorii antygenu D
dotyczy najczeSciej os6b Rh dodatnich, u kto-
rych wykryto alloprzeciwciata anty-D; swo-
1stoS¢ tych przeciwcial jest skierowana do epi-
topow antygenu D, ktorych brak na autologicz-
nych krwinkach.

C. Krwiodawcy kazdej rozpoznanej kategorii an-
tygenu D zaliczani sa do grupy dawcow RhD
dodatnich.

D. Jakkolwiek dotychczas nie udowodniono immu-
nogenno§ci czeSciowego antygenu D kategorii
D VI, wynik badania dawcy powinien miec
brzmienie:

RhD dodatni (kategoria D VI) jako biorca RhD
ujemny.

6.3.2. Okreslenie antygenu D u biorcow krwi

i u 0sob pici zenskiej do okresu menopauzy
Kazda probka powinna by¢ badana przy uzyciu

dwoch odczynniko6w monoklonalnych anty-D:

*  odczynnika monoklonalnego anty-D IgM,

* odczynnika monoklonalnego anty-D IgM po-
chodzacego z innego klonu lub odczynnika
anty-D IgM+ IgG (Blend).

Odczynniki monoklonalne anty-D powinny byc
tak dobrane, aby przynajmniej jeden z nich nie wy-
krywat antygenu D kategorii VI.

Odczynniki anty-D IgM stosowane sa do badan
w teScie szkietkowym lub prob6wkowym w Srodo-
wisku NaCl.

Nie wolno oznacza¢ antygenu D po$rednim te-
stem antyglobulinowym ze wzgledu na mozliwo$¢
uzyskania falszywie dodatniego wyniku.

Technika oznaczania antygenu D za pomoca
odczynnik6w monoklonalnych musi by¢ zgodna
z zaleceniami producenta. Jednocze$nie z kazda
serig badan wykonuje sie kontrole odczynnika anty-D
z krwinkami RhD+ 1 RhD-.

UWAGI:

A. Odczynniki nie powinny zawiera¢ dodatkowych
sktadnikow, ktore moga powodowac fatszywie
dodatnie reakcje, jesli krwinki chorego sg oplasz-
czone in vivo przeciwciatami IgG. Jesli producent
zaleca stosowanie kontrolnego odczynnika, taka
kontrola powinna by¢ wlgczona jako czeS¢ bada-
nia. Dodatni wynik z odczynnikiem kontrolnym
(nawet slaba reakcja), uniemozliwia wydanie RhD
dodatniego wyniku badanych krwinek.

B. Odczynnik kontrolny zalecany przez producenta
powinien by¢ zawsze uzyty jako cze$¢ badania
w przypadkach silnej autoaglutynacji krwinek
spowodowanej zimnymi autoprzeciwciatami.

W takich przypadkach, przed badaniem z od-
czynnikami anty-D, pomocne jest przemywanie krwi-
nek roztworem NaCl ogrzanym do temperatury 37°C.

6.3.2.1. Interpretacja wynikow badan

Po uwzglednieniu zamieszczonych powyzej
UWAG (A 1 B), aglutynacja odczynnika anty-D
z krwinkami badanymi §wiadczy o obecnoSci anty-
genu D (wynik RhD +); brak aglutynacji wskazuje,
ze badane krwinki s3g RhD—.

6.3.2.2. Trudnosci w interpretacyi wynikow
badan antygenu D

6.3.2.2.1. Dodatni wynik reakcji z jednym z odczynni-
kow anty-D, ujemny wynik z drugim odczynnikiem
anty-D lub staba aglutynacja krwinek badanych

z obydwoma odczynnikami
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Przyczyna rozbieznoSci wynikow moze byé
wykrycie slabej ekspresji antygenu, tak zwany D
staby (D") lub antygenu D czeSciowego, na przykiad
D kategorii VI. W obu przypadkach: biorca krwi
1 0soba plci zeniskiej przed okresem menopauzy, po-
winni by¢ traktowani jako RhD ujemni, a wydany
wynik powinien mieé brzmienie: RhD ujemny (sla-
ba ekspresja antygenu D).

W celu szczegolowego ustalenia stabej ekspre-
sji antygenu D, §wiezo pobrang probke krwi nalezy
przekazac¢ do pracowni konsultacyjnej RCKiK lub
IHiT, ktora dysponuje odpowiednimi odczynnikami
do roznicowania kategorii D 1 antygenu D siaby.

Osoby, u ktérych wykryto kategorie D VI an-
tygenu D lub antygen D slaby sa zaliczane do gru-
py RhD ujemne;j 1 do przetoczenia dobiera sie im
krew RhD ujemna, a kobiety sa objete profilaktyka
konfliktu RhD.

6.3.3. Dwie populacje krwinek

w nastepstwie niedawnej transfuzji
U chorych, ktéorym przetoczono krew nie-

zgodna pod wzgledem antygenu D (np. osobie

RhD+, krew RhD-), mozna zaobserwowaé dwie

populacje (duze aglutynaty na tle wolnych krwinek)

po kontakcie krwinek badanych z odczynnikiem
anty-D. Nalezy wowczas:

1. Sprawdzié, jaka krew i kiedy otrzymywat cho-
ry oraz jego wczesniejsze wyniki badan.

2. Ustali¢ Rh po oddzieleniu krwinek chorego od
przetoczonych wedlug metody 5.8. lub powto-
rzy¢ badanie po uplywie trzech miesiecy od
ostatniego przetoczenia.

6.4. OkreSlanie antygenow krwinek
czerwonych réznych ukladow grupowych
iich dokumentacja

Badania fenotypow poszczegolnych uktadow
grupowych wykonuje sie u wszystkich wielokrot-
nych dawcow grupy O 1 w miare mozliwo$ci innych
grup krwi. Celem tych badan jest:

1. Wydzielenie dawcow homozygot w poszczegol-
nych uktadach grupowych i rezerwowanie po-
branych od nich jednostek krwi dla chorych —
wielokrotnych biorcow, ktorzy wytworzyli al-
loprzeciwciala odpornoSciowe.

2. Utworzenie zestawow krwinek wzorcowych do
badan diagnostycznych poprzez wybranie osob,
u ktorych skiad antygenowy krwinek jest przy-
datny do identyfikacji przeciwcial. Naleza do nich:
a) krwinki homozygot w 2 lub kilku uktadach

grupowych: DCCee, DccEE, dccee, MM,
SS, ss, Fy(a-b+), Fy(a+b-), Jk(a-b+),
Jk(a+b-),

b) krwinki niezawierajace antygenow po-
wszechnych, na przykiad: KK, Kp(a+b-),
Lan-, Ge-, Rhnull, Bombay, Vel-, Yt(a-),
Yk(a-), LW(a-), Co(a-),

¢) krwinki posiadajace antygeny o niskiej lub
bardzo niskiej czesto$ci wystepowania, na
przyktad: C¥, Kp?, Lu*, Wr*, Di*, Jn*, KREP.

Badania fenotypowe wykonuje sie rowniez

u chorych w przypadkach:

1. ObecnoSci alloprzeciwcial odporno$ciowych.
Okresla sie wowczas fenotyp uktadu grupowe-
go, w ktorym wystepujg wykryte alloprzeciw-
ciala oraz fenotyp Rh i antygen K.

2. Niedokrwisto$ci autoimmunohemolitycznej
typu cieplego. Okresla sie fenotyp Rh i anty-
gen K.

3. W badaniach zwiazanych z przeszczepianiem
macierzystych komorek uktadu krwiotworcze-
go (oznaczenia fenotypu u dawcy i u biorcy).
Badania fenotypow krwinek czerwonych

u krwiodawcow nalezy wykonaé 2-krotnie, postu-

gujac sie dwoma probkami krwi z roznych pobran.

Uzyskanie zgodnych wynikow z dwoch niezaleznie

pobranych prébek, upowaznia do ich wpisania

w kartoteke dawcy. Fenotypy krwinek czerwonych

u chorych mozna okre§laé w jednej probce krwi.
Obecnie do badan fenotypowych stosuje sie

odczynniki monoklonalne komercyjne. Okre§lenie

niektorych antygenow wymaga jednak zastosowa-
nia odczynnikéw pochodzenia ludzkiego. Metody-
ka badan winna by¢ zgodna z zaleceniem producen-
ta. Odczynniki sprawdzone przez pracownie 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 wykonuje sie prze-

waznie metoda probowkowa w Srodowisku NaCl, za

pomoca odczynnikéw monoklonalnych: anty-D,
anty-C, anty-c, anty-E, anty-e, 1 w miare mozliwo-

Sci anty-C". Kazda seria badan wymaga rownolegte-

go stosowania, dla kazdego odczynnika, kontroli

dodatniej z krwinkami o pojedynczej dawce anty-

genu i kontroli ujemnej z krwinkami nieposiadaja-

cymi danego antygenu. Fenotyp Rh mozna okreslac¢

rowniez metoda kolumnowg 1 w automatach.
UWAGI:

A. Jakkolwiek wiadomo obecnie, ze gen d nie ist-
nieje, symbol ten jest dotychczas pozostawio-
ny 1 wskazuje na brak genu 1 antygenu D (np.
dccee). Nie ma potrzeby pisac¢ tego symbolu
podwojnie.

B. Ustalenie fenotypu Rh nie zawsze pozwala na
wyciaganie pewnych wnioskow odnos$nie geno-
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Tabela 7. Czesciej spotykane fenotypy oséb RhD+
i ich najbardziej prawdopodobne genotypy

Table 7. More frequent phenotypes in RhD positive
persons and their most probable genotypes

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

typu, gdyz wymaga to badan rodzinnych lub
genetycznych. W oparciu o wiedze na temat
czestosci wystepowania poszczegolnych kom-
binacji antygenow, na podstawie fenotypu moz-
na jedynie przewidywac najbardziej prawdopo-
dobny genotyp (tab. 7).

6.4.2. Okreslanie fenotypow w innych
ukfadach grupowych

Podobnie jak w badaniach antygenéw Rh, do
okres§lania wiekszoSci antygenow innych ukladow
grupowych stosowane sg najczesciej odczynniki
monoklonalne. Najbardziej polecang metodg jest
metoda probowkowa, umozliwiajaca bardzo szybkie
uzyskanie czytelnych i jednoznacznych wynikow.
Ze wzgledu na stosowane Srodowisko NaCl, badania
takie moga by¢ wykonywane rowniez na krwinkach
oplaszczonych autoprzeciwcialami typu cieptego
(chorzy z NAIH). Do okre§lania niektorych antyge-
now, na przyklad antygenow uktadu Duffy koniecz-
ne jest stosowanie testu antyglobulinowego.

Wszystkie wyniki badan fenotypowych wyko-
nywanych metodami klasycznymi (recznymi) nale-
zy dokumentowac zgodnie z ponizej podanym przy-
ktadem.

Do kontroli dodatniej stuzg krwinki o pojedyn-
czej dawce danego antygenu.

Przykiad dokumentacji badan fenotypow krwi-
nek czerwonych podano w tabeli 8.

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

Centrum powinno dysponowaé¢ KKCz od wy-
selekcjonowanych dawcow — homozygot w zakre-
sie roznych uktadow grupowych, gdyz taka krew
jest niezbedna dla chorych uodpornionych antyge-
nami krwinek czerwonych. Krew ta pochodzi gtow-
nie od dawcow grupy O, poniewaz ich krwinki moz-
na przetoczy¢ rowniez biorcom innych grup krwi.

W immunizacji poprzetoczeniowe]j najwieksze
znaczenie kliniczne, poza antygenem D, ma antygen
K z uktadu Kell oraz u biorcow D dodatnich anty-
geny E, 1 C z ukladu Rh. Rzadziej, za uodpornienie
odpowiedzialne sa antygeny: Jk* z uktadu Kidd; S,s
z uktadu MNS; Fy* z uktadu Duffy; e z uktadu Rh.
Niezbedne jest, wiec dysponowanie krwig dawcow
grupy O oraz innych grup ABO o nastepujacych fe-
notypach:

1. Z uktadu Rh: DCCee, DCcee, DccEE, dccee.
Z ukiadu Kell: K-

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

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

Z uktadu MNS: SS, ss, NN.

Biorac pod uwage, ze uodpornienie moze mieé
charakter wieloswoisty, na przykiad biorca wytwo-
rzy przeciwciala anty-c i anty-Jk* albo anty-e, anty-
K 1 anty-S, istotne jest dysponowanie KKCz daw-
cow z odpowiednimi fenotypami wystepujacymi jed-
nocze$nie w kilku uktadach grupowych, na przykiad:
*  DCCee K- Jk(a—b+) SS,

*  DccEE K- Fy(a—b+) ss.

Biorcy, ktorzy wytworzyli jakiekolwiek allo-
przeciwciata odpornoSciowe do antygenow krwinek
czerwonych, powinni otrzymywac krew nieposiada-
jaca odpowiedniego antygenu oraz zgodng fenoty-
powo w ukladzie Rh i Kell. Postepowanie takie po-
dyktowane jest znanym spostrzezeniem, ze biorca

G LN

Tabela 8. Przyktad dokumentacji badan fenotypow krwinek czerwonych

Table 8. The example of red blood cell phenotypes documentation

Data Nazwisko, imie Odczynniki diagnostyczne anty:
-D -C - —C -E -e -K -k
Kontrola + 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
Kontrola — 0 0 0 0 0 0 0 0
Prébka nr: 4+ 4+ 0 4+ 0 4+ 0 4+
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zdolny do odpowiedzi immunologicznej na jeden
antygen krwinek czerwonych, uodparnia sie niejed-
nokrotnie innym antygenem; najczeSciej spoSrod
tych, ktore sg bardziej immunogenne.

KKCz wszystkich dawcow, ktorych krwinki nie
zawierajg antygenow wystepujacych z duza lub bar-
dzo duzg czestoscig (ponad 95%) powinny byc¢ prze-
chowywane w stanie zamrozenia jako zabezpiecze-
nie dla chorych z obecnymi przeciwcialami do an-
tygenu powszechnego. Przyktady takich fenotypow
to: Bombay (Oh), dccEE, Rhnull, KK, Kp(b-), p,
Lu(b-), Lan—, Co(a-), Ge-2, -3.

Sposrod swoistosci przeciwcial wystepujacych
przewaznie jako naturalne, w niektérych przypad-
kach wykrywana jest ich aktywnoS¢ rowniez
w 37°C. Naleza do nich: anty-Le?, anty-M, a wyjat-
kowo rzadko anty-P; 1 anty-A,. Dla takich biorcow
powinna by¢ dostepna krew o fenotypach: Le(a—b-),
P,, 1 NN. Dobranie krwi dla biorcy z przeciwciatami
anty-A, aktywnymi w temperaturze 37°C musi byc
poprzedzone wyszukaniem krwi A, za pomocg lek-
tyny anty-A,.

Dane o krwiodawcach z rzadko spotykanymi
fenotypami krwinek czerwonych powinny sie zna-
lez¢ w krajowym rejestrze.

6.5. Wykrywanie przeciwcial
odporno$ciowych

6.5.1. Wykrywanie przeciwcial u biorcow
krwi, kobiet ciezarnych oraz dawcow
i biorcow krwiotworczych komorek
macierzystych

W badaniach stosuje sie zestaw krwinek umoz-
liwiajacy wykrycie przeciwcial z uktadu Rh, prze-
ciwcial anty-K oraz innych skierowanych do anty-
gendw o duzej immunogennos$ci. W zestawie powin-
ny znajdowaé sie krwinki zawierajace antygeny
w podwojnej dawce, co umozliwia wykrycie siabo
reagujacych przeciwcial (tab. 1). Badanie wykonu-
je sie za pomoca dwoch testow: PTA, ktory wykry-
wa przeciwciala odporno$ciowe ze wszystkich ukta-
doéw grupowych 1 LEN, ktory jest najczulszy w wy-
krywaniu przeciwcial z uktadu Rh. Najprostszy
zestaw powinien skiadac sie z dwoch rodzajow krwi-
nek RhD dodatnich, zawieraé antygen C* (np. DC"™
Cee) oraz antygen E w podwojnej dawce (DccEE)
oraz z krwinek RhD ujemnych K dodatnich. Krwinki
wzorcowe nalezy tak dopasowac, aby znajdowaly sie
w nich nastepujace fenotypy: Fy (a+b-), Fy(a-b+),
Jk(a+b-), Jk(a—b+), MMss, NNSS, Le(a+b-), Le(a—
b+), P.. Wykrycie przeciwcial w jednym lub obydwu
testach zobowiazuje do ustalenia ich swoistoS$ci.

UWAGA: W badaniu automatycznym mozna
pominac test enzymatyczny.

6.5.2. Wykrywanie przeciwcial
u dawcow krwi

U krwiodawcow nie wykrycie stabo aktywnych
przeciwcial nie jest istotne, gdyz nie zagraza bez-
pieczenstwu biorcy. Dlatego mozna postuzy¢ sie
jednym rodzajem krwinek zawierajacym wszystkie
klinicznie istotne antygeny w pojedynczej dawce.
Dopuszcza sie rowniez stosowanie 2 rodzajow krwi-
nek pochodzacych od dwoch dawcow i spulowanych
w rownych objeto$ciach. W poszukiwaniu alloprze-
ciwcial odporno$ciowych u krwiodawcow stosuje sie
wylacznie poSredni test antyglobulinowy.

UWAGA: Stosowanie spulowanych krwinek
w poszukiwaniu alloprzeciwciat odporno$ciowych u in-
nych osob poza krwiodawcami jest niedopuszczalne.

6.6. OkresSlanie swoistoSci przeciwcial

Przyktad zestawu krwinek czerwonych do
identyfikacji najczeSciej spotykanych przeciwcial
odpornoSciowych przedstawiono w tabeli 2.

Fenotypy z poszczegdlnych uktadow grupowych
nie musza by¢ ze soba skojarzone. Natomiast ko-
nieczne jest dysponowanie krwinkami, ktore sa Rh
ujemne (dccee) K dodatnie i Rh ujemne K ujemne.

Okreslajac swoisto$¢ alloprzeciwcial, nalezy do
zestawu krwinek wzorcowych grupy O wilaczyé
krwinki autologiczne oraz jednoimienne w ukiadzie
ABO. Krwinki autologiczne stanowia kontrole dla
autoprzeciwcial, natomiast krwinki jednoimienne
ulatwiaja diagnostyke tych, ktore sa skierowane
jednocze$nie do kompleksu dwoch antygenow,
w tym antygenu H. Takim przykladem sg alloprze-
ciwciala anty-Le"H, reagujace tylko z krwinkami za-
wierajagcymi antygen Le” i H.

Ustalenie swoistoSci alloprzeciwcial powinno
opiera¢ sie na wynikach dodatnich, z co najmniej
dwoma rodzajami krwinek wzorcowych zawieraja-
cych dany antygen/y 1 z co najmniej dwoma nieza-
wierajacymi danego antygenu/6w. Od zasady tej
mozna odstapié tylko wtedy, jeSli wykryje sie prze-
ciwciala do antygenu wystepujacego albo powszech-
nie, albo bardzo rzadko w populacji.

W przypadkach, gdy badania sugeruja obecnosé
w surowicy przeciwcial o kilku swoisto§ciach, ich
identyfikacja czesto wymaga stosowania adsorpcji
przez wybrane krwinki oraz badan wykonanych
z nich eluatow.

Kazda ustalong swoisto$c alloprzeciwcial nale-
zy potwierdzi¢ wykazaniem nieobecno$ci danego
antygenu na krwinkach osoby badane;.
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6.7. Przeznaczenie krwi dawcow,
u ktorych wykryto przeciwciala
odporno$ciowe

Obecnos§¢ przeciwcial odporno$ciowych dys-
kwalifikuje krew pelng i wszystkie jej sktadniki do
przetoczenia noworodkom, niezaleznie od wysoko$-
¢l miana przeciwcial.

Innym grupom wiekowym mozna przetaczac
krew peina i wszystkie jej skiadniki tylko wowczas,
jesli miano przeciwciat odporno$ciowych jest mniej-
sze od 10. Wyjatek stanowi KKCz w roztworze
wzbogacajacym (np. SAGM, ADSOL). Ten sktadnik
mozna przetaczac, je§li miano przeciwcial odporno-
Sciowych jest mniejsze niz 50.

UWAGA: Decyzje o zakwalifikowaniu krwi
1jej sktadnikow do przetoczenia nalezy podejmowac
po wykonaniu badania miana przeciwcial odpornos-
ciowych w kazdej donacji.

6.7.1. Kwalifikacja osocza z przeciwcialami
do produkcji produktow krwiopochodnych

Do produkgcji produktéw krwiopochodnych moz-
na zakwalifikowac osocze z przeciwcialami odpornos-
clowymi o mianie nie wyzszym niz 4. Od zasady tej
mozna odstapi¢, jesli frakcjonator ma inne wymagania.

Osocze z przeciwcialami odporno§ciowymi
mozna wykorzystywac, sporzadzajac z niego prob-
ki do badan kontroli jako$ci w pracowniach serolo-
gicznych zakladow opieki zdrowotnej 1 do celow
szkoleniowych w Centrum Krwiodawstwa.

Mezczyzni — krwiodawcy, u ktorych wykryto
przeciwciala anty-D powinni by¢ werbowani do
przeprowadzenia dalszej planowanej immunizacji,
w celu uzyskania odpowiedniego miana przeciwciat
do produkcji immunoglobuliny anty-RhD.

7. Proba serologicznej zgodnosSci biorcy
1 dawcy przed przetoczeniem krwi

Bezpieczna i efektywna transfuzja wymaga od
pracownikow laboratorium spelnienia nastepuja-
cych warunkow:

e stalego zwracania uwagi na stosowanie spraw-
dzonych odczynnikow diagnostycznych i na pra-
widlowe wykonywanie obowiazujacych badan,

e eliminacji btedow ,,ludzkich”,

*  zapoznania sie z serologiczna przeszloScia cho-
rego (przetoczenia krwi, ciaze, informacje
o przeciwcialach wykrywanych w przeszioSci).
Dane na ten temat zawarte sg w takich doku-
mentach, jak: wpisy w dokumentach osobi-
stych, karty informacyjne ze szpitali, dokumen-
tacja w ksiagzeczce ustug medycznych, wyniki
badan bedace w posiadaniu pacjenta.

7.1. Zasady stanowiace serologiczng

podstawe krwiolecznictwa

1. Przetacza sie krew zgodna w zakresie antyge-
néw ukladu ABO i antygenu D z ukladu Rh.

2. Przetaczana krew nie moze zawierac antyge-
nu reagujacego z przeciwcialami biorcy lub an-
tygenu, ktory byl odpowiedzialny za stwier-
dzang alloimmunizacje w przeszioSci.

3. W celu zapobiegania dalszej immunizacji, cho-
rym, ktorzy kiedykolwiek wytworzyli alloprze-
ciwciata odporno$ciowe i chorym, u ktorych
stwierdza sie autoprzeciwciata aktywne w tem-
peraturze 37°C, nalezy dobieraé krew zgodna
fenotypowo w ukiadzie Rh i zgodng w antyge-
nie K z ukladu Kell.

4. Osobom plci zenskiej do okresu menopauzy na-
lezy w miare mozliwos$ci oznacza¢ antygen K
1 jezeli jest on nieobecny, dobieraé krew K
ujemna.

5. Probe zgodnoSci nalezy wykonywac rowniez
w przypadkach zaleconego przetoczenia KKP
1 koncentratu granulocytéw z domieszka krwi-
nek czerwonych (> 5 ml), na ktorg wskazuje
czerwonawe zabarwienie tych sktadnikow.

7.2. Odstepstwa od zasad

7.2.1. Dobieranie do przetoczenia KKCz

grupy O chorym innej grupy
Dobieranie do przetoczenia KKCz grupy O

chorym innej grupy jest dopuszczalne w nastepuja-

cych okoliczno§ciach:

e stany zagrazajace zyciu, gdy brak krwi jedno-
imiennej,

* obecno$¢ alloprzeciwcial odpornosciowych,
przy braku zgodnej krwi jednoimiennej,

*  bardzo slaba ekspresja antygenu A lub B, albo
trudno$ci w okresleniu grupy ABO,

e brak krwi RhD ujemnej jednoimiennej w ukia-
dzie ABO.

7.2.2. Dobieranie do przetoczenia KKCz
grupy A Iub B chorym grupy AB

Dobieranie do przetoczenia KKCz grupy A lub
B chorym grupy AB jest dopuszczalne, gdy brak jest
krwi jednoimienne;.

7.2.3. Dobieranie krwi do masywnych
przetoczen

Masywnym przetoczeniem okresla sie objetos¢
krwi przetoczonej w ciggu 24 godzin, rowna objetosci
krwi krazacej u chorego. Dobranie krwi polega na
sprawdzeniu zgodnoS§ci w uktadzie ABO biorcy 1 daw-
cOw, natomiast proby zgodnoSci nie wykonuje sie.
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7.3. Wiasciwa proba zgodno$ci
Wiasciwa probe zgodnoSci (reakcja surowicy

biorcy z krwinkami dawcy) uzupelnia sie nastepu-

jacymi badaniami:

1. Badanie przegladowe surowicy biorcy w teScie
LEN1PTA, w kierunku alloprzeciwcial odpor-
nosciowych.

2. Kontrola antygenow A i B u dawcy 1 biorcy za
pomoca odczynnikdw monoklonalnych anty-A
1 anty-B.

3. Kontrola antygenu D u biorcy za pomoca od-
czynnika monoklonalnego anty-D niewykrywa-
jacego antygenu D kategorii VI, a gdy biorca jest
RhD ujemny; rowniez kontrola antygenu D
u dawcy za pomocg antygenu D wykrywajace-
go antygen D kategorii VI.

UWAGA: Wyzej wymienione badania mozna
wykonywac jednoczes$nie z proba zgodnosci.

7.3.1. Krew biorcy

Probe zgodnosSci 1 wszystkie towarzyszace jej
badania wykonuje sie z probki krwi chorego, od-
dzielnie w tym celu pobranej. Nie nalezy wykony-
wac proby zgodno$ci z tej samej probki, ktora stu-
zyla do oznaczenia grup krwi chorego. Od zasady
tej mozna odstapic tylko w wyjatkowych, umotywo-
wanych okolicznoSciach.

Pobrana w szpitalu probka krwi biorcy powin-
na by¢ przekazana do laboratorium wraz ze skiero-
waniem na probe zgodnoSci (wzor 6, patrz Zatacz-
nik). Po sprawdzeniu danych na etykiecie probow-
ki 1 danych na skierowaniu, probke krwi nalezy
oznaczy¢ numerem rejestracyjnym i wpisac¢ do
ksigzki prob zgodno$ci (wzor 7, patrz Zalacznik).
Druga rubryka ksigzki jest przeznaczona dla kolej-
nych numeréw biorcow. W przypadku badan kilku
pojemnikow krwi, w rubryce drugiej wpisuje sie
tylko raz numer biorcy, ktory nalezy nanieS¢ na
probowke z jego krwia. Nie nalezy oznakowywacé
poszczeg6lnych donacji dodatkowym numerem.

7.3.2. Krew dawcy

Do proby zgodnoSci stuzy probka krwi z seg-
mentu drenu, odcietego od pojemnika z krwig peing
konserwowang lub z koncentratem krwinek czer-
wonych.

Przed odcieciem segmentu drenu nalezy
sprawdzi¢ zgodno$¢ numeru donacji i grupy krwi na
etykiecie segmentu 1 pojemnika oraz wpisaé
w ksigzce prob zgodnoSci dane dotyczace dawcy
(grupa krwi, numer donacji).

W przypadkach, w ktorych przygotowuje sie dla
chorych przemywany KKCz oraz inne sktadniki
komorkowe zanieczyszczone krwinkami czerwonymi

(> 5 ml), na co wskazuje czerwone zabarwienie
koncentratu, probe zgodnoSci nalezy wykonac przed
sporzadzeniem tych koncentratow.

Probki krwi dawcow nalezy odwirowac 1 wyeli-
minowac te z nich, ktorych wyglad wskazuje na silng
hemolize lub proces bakteryjny (czerwone zabar-
wienie osocza, fioletowe zabarwienie krwinek). Je-
zeli hemolize udaje sie usunaé po jednym przemy-
ciu, nadaja sie one do proby zgodnoSci.

Jezeli w badaniu przegladowym u biorcy nie
wykryto przeciwcial odporno$ciowych oraz jesli
brak jest informacji o uodpornieniu w przesztoSci,
jak rowniez, jeSli u biorcy nie stwierdza sie auto-
przeciwcial typu cieplego; do przetoczenia dobiera
sie krew od tak zwanego przypadkowego dawcy
zgodnego w ukladzie ABO 1 w antygenie D z biorca.

Krew od dawcy wyselekcjonowanego dobiera sie:
1. Biorcom, u ktorych wykryto (obecnie lub

w przeszlosci) alloprzeciwciala odpornoSciowe.
W tych przypadkach dobiera sie krew bez anty-
genu odpowiadajacego przeciwcialom, zgodng
fenotypowo w ukladzie Rh i antygenie K. Nie
ma obowigzku wykonywania kontroli antyge-
now w dobieranej krwi, jesli w systemie kom-
puterowym Centrum Krwiodawstwa znajduja
sie protokoly oznaczen tych antygenow, wyko-
nanych u dawcy 2-krotnie.

Jezeli w danej chwili nie jest dostepna krew
o wymaganym fenotypie, nalezy w probkach krwi
przypadkowych dawcow okresli¢ odpowiednie an-
tygeny 1 wybraé do proby zgodnoSci tylko taka krew,
ktora ich nie zawiera. CzynnoSci te wykonuje Cen-
trum Krwiodawstwa.

2. Biorcom, u ktorych wykryto autoprzeciwciala
typu cieptego (BTA dodatni) dobiera sie krew
zgodna fenotypowo w ukladzie Rhiantygenie K.

3. Biorcom plci zenskiej K ujemnym do okresu
menopauzy dobiera sie krew K ujemna.

7.3.3. Postepowanie w przypadku rozbieznosci

w wyniku badania grupy krwi biorcy

z danymi na skierowaniu

1. Zawiadomi¢ odpowiedni oddzial szpitalny i zle-
ci¢ ponowne pobranie probki od chorego.

2. Wykonaé w tej probce pelne badanie grup ukta-
du ABO 1 antygenu D.

3. Przeprowadzi¢ dzialanie wyja$niajace, w jaki
sposob doszio do pomytki.
Jezeli w danym przypadku zostal wydany fat-

szywy wynik nalezy:

1. Anulowac wpis falszywego wyniku we wszystkich
dokumentach i zastgpi¢ prawdziwym wynikiem.

2. Zobowiazac¢ oddzial szpitalny do zlecenia pilne-
go wykonania kontrolnego badania grup krwi
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u wszystkich chorych, ktérym pobrano w tym
dniu krew do oznaczen grupowych.

3. Skonfrontowaé otrzymane wyniki z wynikami
uzyskanymi uprzednio i anulowaé we wszyst-
kich dokumentach falszywe wyniki, zastepujac
je wynikami prawdziwymi.

7.3.4. Postepowanie w przypadku

rozbieznosSci miedzy wynikiem grupy

krwi w probce z segmentu drenu i danymi

na etykiecie pojemnika

1. Nie dobierac do przetoczenia tej krwi.

2. Zglosi¢ rozbiezno§¢ w wynikach oznaczen do
banku krwi, ktéory ma obowiazek przekazania
jednostki krwi oraz wynikow badan do centrum
skad pochodzila krew.

Postepowanie w centrum:

1. Wykonaé peine badanie grup krwi z probki po-
branej z pojemnika i z probki pobranej ponow-
nie od dawcy.

2. Skontrolowaé grupy krwi we wszystkich seg-
mentach przy pojemnikach pobranych w tym
samym dniu, a w przypadku wykrycia rozbiez-
noS$ci wycofac taka krew i sktadniki z niej spo-
rzadzone oraz przeprowadzi¢ badania kontrol-
ne u dawcow.

7.3.5. Wykonanie proby zgodnoSci

w metodzie recznej technikg probowkowa

1. Przygotowac zaplanowana liczbe odpowiednio
oznakowanych proboéwek (nr biorcy, nr donacji).

2. Po odwirowaniu probki krwi biorcy przenie$¢
surowice/osocze do oddzielnej probowki.

3. Krwinki dawcy z segmentu drenu umiescic
w probowece i1 przemy¢ roztworem NaCl, a na-
stepnie roztworem LISS i sporzadzi¢ 3—4-
-procentowej zawiesiny w tym roztworze.

4. Surowice biorcy badaé z krwinkami dawcow
w teScie PTA LISS, zgodnie z metodyka przed-
stawiong w pkt. 5.4.1.4.2.

UWAGI:

A. Wykonanie proby zgodno§ci mozna zastapic te-
stami mikrokolumnowymi lub innymi, zatwier-
dzonymi przez IHiT.

B. Jezeli badanie w kierunku obecno§ci przeciw-
cial odporno$ciowych w surowicy biorcy odby-
wa sie jednocze$nie z wykonaniem wlaSciwej
proby zgodnoSci, badania wymienione w pkt. 4.
nalezy uzupelni¢ badaniami surowicy biorcy
z zestawem krwinek wzorcowych.

C. Optymalnym zabezpieczeniem biorcy przed ry-
zykiem powikiania hemolitycznego jest wyko-
nywanie badafn w kierunku przeciwcial odpor-
no$ciowych w dniu dobierania krwi. W przypad-

kach wyjatkowo pilnego jej dobrania, wynik
tego badania, wykonanego nie pdzniej niz przed
48 godzinami, mozna uznac za miarodajny, o ile
W tym czasie nie byla przetaczana krew.

D. Jezeliuchorego wykryto autoprzeciwciala typu
zimnego reagujace w temperaturze pokojowej,
to podczas wykonywania proby zgodno$ci musi
by¢ SciSle przestrzegana temperatura 37°C
(krwinki przemywa sie roztworem NaCl 1 LISS
o temp. 37°C).

7.3.6. Odczytywanie i interpretacja
wynikow proby zgodnoSci

Wyniki odczytuje sie makroskopowo. Probe
nalezy oceniC jako zgodna, je§li otrzymano ujemny
wynik z krwinkami dawcy, a z krwinkami wzorco-
wymi nie wykryto alloprzeciwcial lub wykluczono
obecno$¢ dodatkowych alloprzeciwcial oprocz do-
tychczas zidentyfikowanych.

Stwierdzenie aglutynacji z krwinkami dawcy
1 wzorcowymi, lub tylko z jednymi z nich, wskazuje
na obecno$c alloprzeciwcial. Nalezy ustali¢ ich swo-
isto§¢ 1 dobrac choremu krew niezawierajaca odpo-
wiadajacego im antygenu. JeSli brak czasu nie po-
zwala na przeprowadzenie szybkiej identyfikacji
przeciwcial, nalezy probe zgodno$ci przeprowadzi¢
z wieksza liczba probek krwi dawcow. Przed roz-
poczeciem przetoczenia dobranej, serologicznie
zgodnej krwi, nalezy zleci¢ pobranie od chorego
5-10 ml krwi do suchej probéwki w celu okreslenia
swoisto$ci alloprzeciwcial.

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¢; de-
cyzje te mozna podjac¢ dopiero po zidentyfikowaniu
przeciwcial i po stwierdzeniu, ze krwinki dawcy nie
zawieraja antygenu, na ktory uodpornit sie biorca.

W wyjatkowych przypadkach, gdy odstapienie
od przetoczenia zagraza zyciu chorego, lekarz kie-
rujacy na probe zgodno$ci moze zdecydowac o prze-
toczeniu krwi przed zidentyfikowaniem przeciwcial.

Jezeli surowica biorcy reaguje z calym zesta-
wem krwinek uzytych do wykrywania alloprzeciw-
cial oraz z probkami dobieranych krwinek, nalezy
badania uzupelnié autokontrolg. Dodatni wynik au-
tokontroli wskazuje na obecno$¢ autoprzeciwcial
1nalezy wowczas wykonac u biorcy BTA. Jezeli BTA
jest dodatni nalezy zleci¢ wykonanie badan diagno-
stycznych w kierunku niedokrwisto§ci autoimmu-
nohemolitycznej 1 w dobraniu krwi nalezy stosowac
sie do zasad obowiazujacych dla tej grupy chorych.

Ujemny wynik autokontroli moze $wiadczyé
o obecnosci wieloswoistych przeciwcial albo prze-
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ciwcial do powszechnego antygenu. W przypadku

niektorych chorych, za stabo dodatnie reakcje su-

rowicy biorcy ze wszystkimi krwinkami, moze by¢
odpowiedzialny dopelniacz, zaadsorbowany i# vitro.

Woweczas probe zgodno§ci nalezy powtorzy¢ w kla-

sycznym PTA lub zastosowac odczynnik antyglobu-

linowy anty-IgG.

Jezeli u biorcy nie wykryto przeciwcial odpor-
nosciowych, a w probie zgodnosci PTA byt dodatni
z jedng spo$rod dobieranych probek krwi dawcow,
nalezy rozwazy¢ dwie mozliwoSci:

* obecno$¢ u biorcy alloprzeciwcial do rzadko
wystepujacego antygenu obecnego u dawcy
1nieobecnego w zestawie krwinek wzorcowych,

* dodatni BTA u dawcy.

Ro6znicowanie nalezy przeprowadzi¢ na podsta-
wie wyniku BTA u dawcy. Czesto$¢ wykrywania
dodatniego BTA ocenia sie na 1/10 000-1/14 000
zdrowych krwiodawcow. Krew dawcy z dodatnim
BTA nie moze stuzy¢ do przetoczenia, poniewaz
proby krzyzowe zawsze beda niezgodne. BTA
u dawcy nalezy kontrolowa¢ przez rok, gdyz moze
sta¢ sie on ujemny. Dawca moze oddawac osocze
metodg aferezy.

UWAGI:

A. U biorcow systematycznie leczonych krwig
oraz u tych, ktorym przetaczano krew w ciagu
ostatnich 3 miesiecy, nalezy bezwzglednie
przestrzegac okresu waznoSci proby zgodnoSci,
ktory wynosi do 48 godzin od momentu pobra-
nia probki krwi od chorego. Te same zasady
odnoszg sie do okresu wazno§ci testu przegla-
dowego na obecno$¢ przeciwcial odporno$cio-
wych. Jezeli krew nie zostala w tym okresie
przetoczona, obowiazuje powtoérzenie proby
zgodnoSci ze Swiezo pobrang probka krwi.

B. Nie ma roznic w technice dobierania krwi dla
biorcow, u ktorych zamierza sie przeprowadzic
zabieg operacyjny w hipotermii, w szczego6lno-
$ci nie nalezy poszukiwaé u nich przeciwciat
aktywnych w temperaturze ponizej 37°C. Nie
ma, bowiem zadnych dowodow, aby niszczyly
one przetoczone krwinki.

C. Wystapienie reakcji dodatniej w probie zgodnoSci
wykonywane] u kobiety ciezarnej lub poloznicy,
Swiadczace] o obecnosci alloprzeciwcial, nakazu-
je przeprowadzenie badan u matki 1 ewentualnie
u dziecka w kierunku konfliktu serologicznego.
Probki krwi dawcow 1 biorcow (krew pelng

1 oddzielong surowice), nalezy zabezpieczy¢ po za-

konczonej probie zgodnoSci 1 przechowywaé w lo-

dowce przez 5 dni, w temperaturze 2-6°C, w celu
umozliwienia badan serologicznych w razie wysta-
pienia powiklan poprzetoczeniowych.

7.3.7. Formulowanie wynikoéw proby zgodnoSci

Wynik préby zgodno$ci wypisuje sie na specjal-
nym formularzu (wzor 8, patrz Zatacznik). Po jego
wypelnieniu dwie osoby majg obowigzek skontro-
lowania zgodno§ci wszystkich danych z protokolem
w ksiazce oraz z etykietami na probowce z krwig
biorcy i segmentach drenéw. Wynik proby zgodno-
§ci musi by¢ podpisany przez 2 osoby, a mianowi-
cie przez osobe badajaca oraz osobe kontrolujaca
1 interpretujaca wyniki badania. Musi by¢ on okre-
Slony jednoznacznie:

e krew dawcy nr ...... zgodna,
e krew dawcy nr ...... niezgodna,
* krew dawcy nr ...... serologicznie niezgodna

(autoprzeciwciata), fenotypowo zgodna.

Krew mozna przetoczy¢ choremu.

W formularzu trzeba uzupeinié¢ wynik rezulta-
tem kontrolnego badania grupy ABO i Rh chorego
oraz dawcy, a takze informacja o obecnos$ci lub nie-
wykryciu przeciwcial odporno§ciowych.

UWAGA: Do badan w godzinach pozaregula-
minowych dopuszcza sie jedng osobe — diagnoste
laboratoryjnego majacego aktualne zaSwiadczenie
upowazniajace do wykonywania badan.

7.3.8. Dobieranie krwi do pilnej transfuzji
w naglych przypadkach
W przypadkach uzasadnionego wskazania do
natychmiastowego przetoczenia krwi, na pisemne
zlecenie lekarza prowadzacego lub lekarza odpowie-
dzialnego za gospodarke krwig (wzor 9, patrz Zalacz-
nik), mozna przed wykonaniem proby zgodno$ci
wydaé zamowiong krew. Nalezy wowczas wykonaé
nastepujace czynno$ci:
1. Zarejestrowaé probki krwi biorcy 1 dawcow
w ksigzce prob zgodnoSci.
2. Okreslic¢ za pomoca odczynnikéw monoklonal-
nych antygeny ABO i1 D u biorcy i dawcow.
3. Udokumentowac 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 zgodnoS$ci wskazuje na nie-
zgodno§¢; natychmiast powiadomic lekarza.
W wyjatkowo naglych przypadkach lekarz moze
zdecydowac o przetoczeniu KKCz grupy O bez ba-
dania grup krwi u biorcy 1 kontroli u dawcy. Decy-
zja taka powinna zosta¢ odnotowana na zapotrzebo-
waniu na krew do pilnej transfuzji. Jezeli pilna trans-
fuzja dotyczy kobiet, to do okresu menopauzy
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nalezy wyda¢ KKCz grupy O RhD- (minus). Po
wydaniu pojemnikow z krwig nalezy natychmiast
przystapi¢ do badan wymienionych powyzej.

7.4. Badania wykonywane przed
przetoczeniem krwi u noworodkow
1 niemowlat w ciggu pierwszych

4 miesiecy zycia

Przed przetoczeniem krwi w ciggu pierwszych
4 miesiecy zycia nalezy:

1. Okresli¢ grupe krwi w uktadzie ABO i antygen

D z uktadu Rh u matki 1 u dziecka.

2. Wykonaé badania w kierunku obecnoéci alloprze-
ciwcial odporno$ciowych w surowicy matki.
3. U dziecka wykona¢ BTA.

Jezeli w surowicy matki nie wykrywa sie od-
porno$ciowych alloprzeciwcial, a u dziecka BTA jest
ujemny, nalezy wydac do przetoczenia krew zgodna
z krwinkami dziecka w uktadzie ABO i antygenie D
bez proby zgodnosci; pod warunkiem sprawdzenia
we krwi przeznaczonej do przetoczenia grupy ABO
1antygenu D. Wyniki tych badan nalezy udokumen-
towac w ksigzce prob zgodnoSci. Zasady te mozna
stosowac nawet przy wielokrotnych transfuzjach
(wzor 10, patrz Zatacznik).

Jezeli u matki wykryto przeciwciala odpornos-
ciowe, nalezy dziecku dobiera¢ krew bez odpowia-
dajacego im antygenu i przed kazdym przetoczeniem
wykonywaé probe zgodnosci z surowicg matki.

W takich przypadkach nalezy pobrac¢ od matki
okoto 10 ml krwi, a odciagnieta surowice podzieli¢
na male porcje 1 przechowa¢ w zamrozeniu. Beda
one stuzyly do kolejnych prob zgodnoSci. Jezeli
krew matki jest niedostepna, nalezy sprawdzic
obecnos§¢ odporno$ciowych przeciwcial w surowi-
cy dziecka oraz przed pierwsza transfuzja wyko-
nac probe zgodnoSci. Ujemne wyniki w obu bada-
niach upowazniaja do nie wykonywania prob zgod-
noSci przed nastepnymi transfuzjami. Natomiast
wykrycie odpornoSciowych przeciwcial w surowi-
cy dziecka zobowiazuje do okreSlenia ich swoisto$-
ci 1 przeprowadzenia prob zgodno$ci przed kazda
transfuzja.

Dzieciom grupy A lub B urodzonym przez mat-
ki grupy O nalezy przetacza¢ krwinki grupy O.
W tych przypadkach krew grupy jednoimienne;j
z dzieckiem mozna przetaczaé po przeprowadzeniu
badan surowicy matki, ktore wykazaly nieobecno§é
przeciwcial anty-A lub anty-B klasy IgG lub po wy-
konaniu proby zgodnoS$ci z surowica dziecka za po-
moca PTA.

UWAGA: Badania u noworodka mozna wyko-
nywac z krwi pepowinowe].

7.5. Badania wykonywane

przed autotransfuzja
U chorych przed pobraniem krwi do autotrans-

fuzji nalezy wykonac:

*  badania przegladowe w kierunku markerow wi-
rus6w: HBsAg, anty-HCV i anty-HIV 1,2 oraz
w kierunku kity,

*  oznaczenie grupy krwi uktadu ABO 1 antygenu
D z uktadu Rh, zgodnie z technikami stosowa-
nymi u krwiodawcow,

*  badanie w kierunku obecno$ci przeciwcial od-
porno$ciowych, skierowanych do krwinek
czerwonych.

Przed autotransfuzja nalezy wykonac:

* kontrole grupy ABO z probki krwi pobranej
z segmentu drenu i skonfrontowac ja z wyni-
kiem grupy krwi chorego,

*  probe zgodnoSci.

UWAGI:

A. Dodatni wynik w ktorymkolwiek z testow wy-
krywajacych zakazenie przenoszone droga krwi
stanowi przeciwwskazanie do pobrania tej krwi
w celu autotransfuzji.

B. Wpykrycie alloprzeciwcial odporno$ciowych nie
stanowi przeciwwskazania do pobrania krwi
w celu autotransfuzji.

C. Niewykorzystang krew i jej skladniki nalezy
zniszczyé. Nie wolno przetaczac jej innemu
choremu. Wyjatek stanowig koncentraty krwi-
nek czerwonych niezawierajace ktoregos$
z powszechnych antygenow, ktore nalezy prze-
chowac w zamrozeniu.

8. Immunologiczna analiza
hemolitycznych odczynow
poprzetoczeniowych

Celem przeprowadzanych badan jest ustalenie
przyczyny odczynu oraz okreSlenie, jakg krew cho-
ry moze otrzymywac.

8.1. Odczyn wczesny

Jako odczyn wczesny przyjmuje sie objawy
wystepujace 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 postepowania w przypad-
ku wystapienia odczynu poprzetoczeniowego,
W tym pobierania probek krwi, sa zawarte w Roz-
porzadzeniu Ministra Zdrowia z dnia 19 wrzeS$nia
2005 roku.
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Wczesne rozpoznanie serologicznej przyczyny
odczynu poprzetoczeniowego umozliwia szybka in-
terwencje 1 pozwala na unikniecie najciezszych po-
wiklan spowodowanych przede wszystkim niezgod-
noscig w ukltadzie ABO i w antygenie D z ukladu
Rh. Czesto objawy kliniczne nie s3 jednoznaczne
1 przyczyne powiklania nalezy roznicowac z zaka-
zeniem bakteryjnym. Wowczas przed przystapie-
niem do serologicznych badan krwi dawcy, zawar-
tej w pojemnikach, nalezy sprawdzic, czy zostaly po-
brane z nich probki do badan bakteriologicznych.

Badania krwi biorcy 1 dawcy przeprowadza sie
wedlug ogodlnie przyjetego schematu:

1. Sprawdzi¢ grupe uktadu ABO i Rh w probkach

krwi biorcy, pobranych przed i po przetocze-

niu oraz krwi dawcow zawartej w pojemnikach
1w segmentach drenow, ktore pozostaly w la-
boratorium po wykonaniu proby zgodnoSci.

Powtorzy¢ probe zgodnoSci.

3. Wykonac¢ BTA z krwinkami biorcy, pochodza-
cymi z krwi pobranej po przetoczeniu. Uzyska-
nie dodatniego wyniku wymaga sporzadzenia
eluatu 1 zbadania swoisto$ci zawartych w nim
przeciwcial.

4. Przeprowadzi¢ poszukiwanie przeciwcial od-
porno§ciowych we wszystkich dostepnych
probkach surowicy biorcy, z zastosowaniem do-
datkowych czutych technik (np. test mikroko-
lumnowy lub inny sprawdzony i zatwierdzony
przez IHiT). W badaniach nalezy postugiwac sie
poza krwinkami przetoczonymi, krwinkami
Wwzorcowymi zawierajacymi antygeny w po-
dwojnej dawce.

Wynik badan nalezy sporzadzi¢ w 2 egzempla-
rzach: jeden dla szpitala, a drugi dla chorego. Zale-
ca sie wykonanie kontrolnego badania przeciwcial
po uplywie okolo 3 miesiecy.

UWAGI:

A. W przypadkach, w ktérych w surowicy biorcy
nie wykrywa sie przeciwcial odporno§ciowych,
nalezy ich poszukiwanie przeprowadzi¢ w cig-
gu kolejnych kilku dni po przetoczeniu.

B. Uzyskanie ujemnych wynikow, przemawiaja-
cych przeciwko serologicznej niezgodnoS§ci w za-
kresie krwinek czerwonych, wskazuje na celo-
wo$¢ kontroli surowicy biorcy w kierunku prze-
ciwcial anty-HLA 1 przeciwcial skierowanych
przeciwko antygenom wystepujacym tylko na
krwinkach ptytkowych lub na granulocytach.

M

8.2. Odczyn opd6zniony

U os6b uczulonych poprzednimi przetoczenia-
mi krwi lub cigzami moze doj$¢ do opdznionego
odczynu hemolitycznego, ktory najczesciej wyste-

puje miedzy 3 a 21 dniem po transfuzji krwi zgod-
nej serologicznie. W zwigzku z tym wazna jest diu-
gotrwala kliniczna obserwacja chorych po kazdym
przetoczeniu. Z chwila pojawienia sie objawow he-
molizy (nieuzasadniony wzrost cieploty ciala, nie-
dokrwisto$¢, bilirubinemia, zazblcenie powlok skor-
nych), nalezy w krwi biorcy przeprowadzi¢ naste-
pujace badania:
*  BTA (uzyskanie dodatniego wyniku obliguje do
ustalenia swoistoSci przeciwcial w eluacie),
* poszukiwanie i ustalenie swoistosci alloprze-
ciwcial w surowicy.

UWAGA: Jezeli od ostatniego przetoczenia
uplynelo wiecej niz 3 dni, wskazane jest rozdziele-
nie krwinek chorego od przetoczonych i wykona-
nie badan populacji krwinek dawcy (pkt 5.8).

Rozpoznanie op6znionego odczynu poprzeto-
czeniowego 1 ustalenie swoisto$ci przeciwcial od-
powiedzialnych za ten odczyn ma wielkie znacze-
nie dla zapobiegania w przyszlo$ci wystapieniu ciez-
kich powikian poprzetoczeniowych.

9. Badania immunohematologiczne
w diagnostyce choroby hemolitycznej
plodu i noworodka ChHPN

Badania immunohematologiczne nalezy rozpo-
czal wezesnie w okresie prenatalnym, azeby wyod-
rebnic ciaze z ryzykiem ChHPN do diagnostyki we-
wnatrzmacicznej, umozliwiajacej rozpoczecie lecze-
nia oraz rozwiazanie cigzy w optymalnym dla dziecka
czasie. Zakres badan przedstawiono na rycinie 1.

9.1. Badania w czasie ciazy

Do wykonywania podstawowych badan diagno-
stycznych zobowigzane sg wyznaczone pracownie
serologii transfuzjologicznej, do ktorych kobiety,
zar6wno RhD dodatnie, jak 1 RhD ujemne, powinny
by¢ kierowane przez ginekologa w czasie cigzy
2-krotnie:

*  w okresie do 12. tygodnia ciazy,
* w 28. tygodniu cigzy.

Celem tych badan jest wczesne wykrycie al-
loprzeciwcial odpornoSciowych do antygenow krwi-
nek czerwonych. Kobiety, u ktorych wykryto allo-
przeciwciata, powinny by¢ niezwlocznie skierowane
wraz z mezem do pracowni konfliktu serologicznego,
pracowni konsultacyjnej Centrum Krwiodawstwa
lub do Instytutu Hematologii i Transfuzjologii. Skie-
rowanie to powinno zawierac:

*  wynik grupy krwi ABO 1 RhD,

* informacje o wykrytych przeciwcialach naste-
pujacej tresci: ,,W surowicy wykryto alloprze-
ciwciala reagujace z krwinkami: ........ w testach
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I. do 12. tyg. cigzy, wszystkie kobiety

Grupa ABO i RhD
Alloprzeciwciata przeciw
krwinkom czerwonym

:

Alloprzeciwciata obecne
— identyfikacja
»| — systematyczna kontrola poziomu

Brak przeciwciat

:

1. 28. tydz. cigzy, wszystkie kobiety

}7

Alloprzeciwciata

;

Brak przeciwciat

Il. Po porodzie L

Kobiety RhD: Badania kwalifikacyjne
do podania IgG anty-RhD

Kobiety RhD+: Alloprzeciwciata
odpornosciowe gdy dziecko
wymaga leczenia krwig

— badania krwi ojca dziecka
Kwalifikacja do wewnatrzmacicznej diagnostyki

:

Diagnostyka ChHN

Rycina 1. Badania immunohematologiczne w diagnostyce choroby hemolitycznej ptodu i noworodka (ChHPN)

Figure 1. Immunohaematological testing in diagnosis of haemolytic disease of foetus/newborn (HDF/N)

....... . Konieczna kontrola w pracowni wykonu-
jacej diagnostyke konfliktu serologicznego,
adres....... 7,

Obowiazuje nastepujacy zakres badan:

* ustalenie swoisto$ci przeciwcial,
°  miano przeciwcial,
*  badania krwi ojca dziecka.

Uzyskane wyniki pozwalajg na dokonanie oce-
ny ryzyka wystapienia ChHPN.

W czasie cigzy nie bada sie przeciwcial odpor-
noSciowych z uktadu ABO, poniewaz diagnostycz-
na warto$¢ wynikow tych badan jest bardzo niska.
Matczyne przeciwciala anty-A/anty-B nie stanowig
zagrozenia dla dziecka w okresie zycia ptodowego.
Dzieci rodza sie w stanie dobrym, bez niedokrwi-
stosci lub z niedokrwisto$cig tagodna, rzadko umiar-
kowana. Badania diagnostyczne nalezy wykonadé,
gdy u noworodka pojawig sie kliniczne objawy cho-
roby hemolityczne].

9.1.1. Wykrywanie przeciwcial z uktadu Rh

oraz z innych uktadow grupowych

1. Do wykrywania przeciwcial polecane sa dwa te-
sty: PTA-LISS i LEN.

2. W badaniach stosuje sie taki sam zestaw krwi-
nek wzorcowych, jak przy wykrywaniu prze-
ciwcial u biorcow krwi (pkt 6.5.1).

3. Jezeli wyniki grup krwi ABO na to pozwalaja,
nalezy dotaczy¢ do badan krwinki ojca.

UWAGI:

A. Badanie z krwinkami ojca jest niezbedne w kaz-

dym przypadku, gdy w poprzedniej ciazy mialy
miejsce objawy ChHPN lub zgon plodu z nie-
wyjasnionych przyczyn, a za pomoca krwinek
wzorcowych nie stwierdza sie u matki przeciw-
cial odpornos$ciowych. Jezeli przeciwciata anty-A
lub anty-B uniemozliwiaja takie badanie, nalezy
je wyadsorbowaé odpowiednimi krwinkami
przypadkowego dawcy (dwie adsorpcje przy
proporcji 1:1; jedna przez 60 min w temp. po-
kojowej 1 druga przez 30 min w temp. 37°C).

B. Wykrycie w surowicy matki alloprzeciwcial re-
agujacych wylacznie z krwinkami ojca dziecka
potwierdza rzadko wystepujacy konflikt sero-
logiczny w rodzinie. W takiej sytuacji ustale-
nie swoistoSci alloprzeciwcial wymaga szer-
szych badan z zastosowaniem zestawu krwi-
nek, zawierajacych antygeny o niskiej czestoSci
wystepowania.

9.1.2. Identyfikacja alloprzeciwciat
Okresélenie swoistoSci przeciwcial wykrytych

w surowicy matki jest konieczne dla:

1. Oceny klinicznego znaczenia przeciwcial w pa-
togenezie ChHPN.

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

przeciwciala.

3. Wczesniejszego przygotowania odpowiedniej
krwi do przetoczenia, zaro6wno dla matki, jak

1 dla dziecka; jezeli takie leczenie bedzie ko-

nieczne w czasie ciagzy lub po porodzie.

Zasady identyfikacji przeciwcial zostaly poda-
ne w pkt. 6.6.

Swoistosc alloprzeciwcial nalezy kontrolowaé
w przebiegu ciazy, poniewaz moze wystapi¢ dodat-
kowe uodpornienie matki innymi antygenami krwi-
nek plodu, a w przypadku przetoczen wewnatrzma-
cicznych, rowniez antygenami dawcow. Do poszuki-
wania dodatkowych przeciwcial nalezy przygotowac
zestaw krwinek nieposiadajacych antygenu, ktory
juz spowodowal uodpornienie matki. Wskazane jest,
aby krwinki pochodzily od dawcow homozygot
w poszczegolnych uktadach grupowych (szczegdlnie
w ukiadzie Kidd i Duffy).

U kobiet w ciazy czeScie] wykrywane sa prze-
ciwciala ,naturalne” (klasy IgM) jak anty-Le? anty-
H (-IH), anty-P,, ktorych obecno$¢ nie jest zwigza-
na z uodpornieniem antygenami krwinek czerwo-
nych 1 ktore nie majg znaczenia w immunopatologii
ciazy. Jezeli utrudniaja poszukiwanie przeciwcial
odporno$ciowych (IgG), nalezy usuna¢ ich aktyw-
no$¢ za pomoca 2ME.

9.1.3. Oznaczanie miana przeciwcial
W przypadku wykrycia alloprzeciwciat IgG,

ktore moga by¢ odpowiedzialne za ChHPN, nalezy

okresli¢ ich miano w PTA-NaCl:

* wpierwszej probce, w ktorej zostaly wykryte,

e wprobkach pobieranych w miesiecznych odste-
pach,

* od 24. tygodnia cigzy w probkach pobieranych
nawet w dwutygodniowych odstepach, w zalez-
no$ci od dynamiki wzrostu poziomu przeciwcial.
Pozostala surowice z badanej probki nalezy

przechowywacé w stanie zamrozenia, do nastepne-
go badania. Kolejne badania powinny by¢ wykona-
ne rownolegle: w surowicy ze §wiezo pobranej prob-
ki oraz z probki z poprzedniego badania za pomocg
krwinek heterozygotycznych — tego samego dawcy,
co w poprzednim badaniu, lub innego o takim samym
fenotypie. Takie postepowanie umozliwia wlaSciwa
ocene narastania poziomu przeciwcial u matki.

9.1.3.1. Interpretacja wynikow badan

Miano przeciwcial anty-D z uktadu Rh powy-
zej 16 w PTA §wiadczy o ich wysokim poziomie
1, oprocz wywiadu pofozniczego 1 wynikow badan
USG, jest jednym ze wskazan do diagnostyki we-
wnatrzmaciczne;.

Dla przeciwcial o innej swoistoS$ci, graniczna
warto$§¢ miana nie jest ustalona.

9.1.4. Badania krwi ojca dziecka

1. Okresli¢ grupe krwi ABO 1 Rh.

2. Jezeli u matki wykryto tylko przeciwciala anty-
RhD, a ojciec jest RhD ujemny, nie trzeba pro-
wadzi¢ dalszych badan, poniewaz dziecko musi
by¢ tez RhD ujemne.

3. Jezeli ojciec jest RhD dodatni, nalezy okresli¢
jego fenotyp RhD za pomoca dodatkowych od-
czynnikow: anty-C, anty-c, anty-E i anty-e. Po
ustaleniu prawdopodobnego genotypu (tab. 5),
sformutowac¢ wynik w nastepujacy sposob, na
przykiad:” RhD+ (DCCee). Prawdopodobny
genotyp: DCe/DCe”. Obecnie istnieje mozli-
woS$¢ okre§lenia genotypu ojca i genu D plodu
metodami biologii molekularnej. Badania te
wykonywane sg w IHiT.

4. Jezeliumatki wykryto przeciwciala z uktadu Rh,
na przykiad anty-c, anty-C", anty-E lub przeciw-
ciata z innych uktadow grupowych, na przyktad
anty-K z ukfadu Kell, nalezy sprawdzi¢ za po-
moca odczynnikow diagnostycznych, czy na
krwinkach ojca wystepuje odpowiadajacy im
antygen w pojedynczej lub podwdjnej dawce.
Pozwoli to w wielu przypadkach na trafne prze-
widywanie obecno§ci lub braku odpowiedzialne-
go za konflikt antygenu na krwinkach ptodu.
UWAGA: Badania wymienione w punkcie 314

mozna zastgpi¢/uzupelni¢ okre§leniem genotypu

(pkt 4.2).

9.1.5. Serologiczne badania krwinek plodu
W ciazy z wysokim ryzykiem ChHPN stosuje

sie naklucie naczyn pepowiny (kordocenteza),

w celu bezpoSredniej oceny nasilenia choroby he-

molitycznej plodu. Zakres badan immunohemoli-

tycznych przedstawiono ponizej.

1. Oznaczenie grupy krwi ukiadu ABO i antygenu
D z uktadu Rh. W przypadku stwierdzenia u pto-
du identycznej grupy krwi ABO 1 RhD z matka,
konieczne jest wykluczenie bledu w pobraniu
badanej probki (krew matki). Najprostszg me-
toda jest rownolegle zbadanie tych krwinek oraz
krwinek matki za pomoca surowicy anty-I, kto-
ra nie reaguje z krwinkami plodowymi.

2. W zaleznosci od swoisto$ci przeciwcial wykry-
tych w surowicy matki, oznaczenie innych an-
tygenow odpowiedzialnych za jej uodpornienie.

3.  Wykonanie BTA.

UWAGA: Gen D ptodu oraz geny C, ¢ 1 E moz-
na obecnie oznaczy¢ metoda nieinwazyjng (W oso-
czu matki), za§ geny odpowiedzialne za dziedzicze-
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nie przez pidd innych antygendow bada sie w plynie
owodniowym lub w kosmkach fozyskowych. W celu
wykonania wymienionych badan nalezy przestaé
material do Zakiadu Immunologii Hematologiczne;j
1 Transfuzjologicznej IHiT w Warszawie. Wykony-
wanie badan molekularnych pozwala na znaczne
ograniczenie potrzeby wykonywania kordocentezy.

9.2. Badania po porodzie

9.2.1. Krew matki

Kobiety przyjete na oddzial polozniczy powin-
ny posiadac¢ wyniki badan grup krwi ABO i RhD oraz
przeciwcial odporno§ciowych. Jezeli badania te nie
byly wykonywane podczas cigzy, nalezy je bez-
zwlocznie przeprowadzi¢. Wykrycie alloprzeciwciat
odporno$ciowych u matki zasygnalizuje mozliwo$¢
choroby hemolitycznej u dziecka. Nalezy wowczas
przekazac probke krwi matki do pracowni konsul-
tacyjnej Centrum Krwiodawstwa w celu:

* potwierdzenia i identyfikacji przeciwcial,

* okreSlenia ich znaczenia w immunopatologii
ciazy,

* dobrania krwi do ewentualnego przetoczenia
matce lub dziecku.

UWAGA: U dziecka urodzonego przez matke
posiadajaca przeciwciala odporno§ciowe nalezy na-
tychmiast wykona¢ badania z zakresu diagnostyki
ChHPN.

9.2.2. Krew noworodka

1. Wskazane jest pobieranie probki krwi pepowi-
nowej od kazdego noworodka.

2. Probke nalezy opisa¢ nazwiskiem matki z za-
znaczeniem ,krew pepowinowa” 1 przechowy-
wac w lodowce przez 3-5 dni, w temperaturze
2-6°C, do ewentualnego wykorzystania, gdy-
by okazalo sie konieczne przeprowadzenie ba-
dan immunohematologicznych.

UWAGI:

A. Badanie grup krwi 1 BTA nalezy wykonywac
u wszystkich noworodkéw, urodzonych przez
kobiety RhD- (kwalifikacja do podania immu-
noglobuliny anty-D). Jezeli matce podano pod-
czas cigzy immunoglobuline anty-D, BTA
u noworodka nie wykonuje sie.

B. U pozostalych noworodkow, urodzonych przez
matki RhD+ nieuodpornione antygenami krwi-
nek czerwonych, nie wykonuje sie serologicz-
nych badan krwi.

9.2.3. Diagnostyka ChHPN
Badania diagnostyczne obowiazuja w kazdym
przypadku wykrycia przeciwcial odpornoSciowych

u matki podczas cigzy lub w okresie okotoporodo-
wym. W probce krwi pepowinowej nalezy wykonaé:
*  okreSlenie grupy krwi ABO 1 RhD,

* okreSlenie antygenow z innych ukiadow gru-
powych, odpowiednio do swoistoSci alloprze-
ciwcial matki,

e BTA,

* w niektorych przypadkach, gdy u dziecka
stwierdza sie dodatni BTA, a u matki w bada-
niu przegladowym nie wykrywa sie przeciwcial
lub wykrywa sie przeciwciala wieloswoiste,
wskazane jest wykonanie elucji przeciwciat
z krwinek noworodka. U noworodk6w oznacze-
nie grup krwi uktadu ABO (pkt 6.2) 1 antyge-
nu D z ukladu Rh przeprowadza sie wylacznie
za pomoca odczynnikéw monoklonalnych, me-
toda probowkowsq lub inng sprawdzona i za-
twierdzong przez IHiT. Gdy krwinki noworod-
ka sg mocno oplaszczone przeciwcialami IgG,
zastosowanie ludzkich surowic diagnostycz-
nych do oznaczenia antygenow za pomocg PTA
moze prowadzi¢ do biednej interpretacji wyni-
kow. W takich przypadkach, gdy brak jest od-
powiednich odczynnikow monoklonalnych IgM
(np. anty-Fy?*, anty-s), nalezy przed wykona-
niem badania usuna¢ przeciwciala z krwinek
czerwonych, na przykiad za pomoca kwasne;j
glicyny 1 EDTA (pkt 5.10.2).

Bezposredni test antyglobulinowy nalezy wy-
kona¢ metoda probowkowa lub czulszymi metoda-
mi kolumnowymi. Dodatni wynik BTA potwierdza
ChHPN 1 $§wiadczy o przejSciu przez fozysko prze-
ciwcial matki i optaszczeniu krwinek dziecka.

U dzieci z konfliktu RhD, leczonych wewnatrz-
macicznie krwia, wyniki oznaczenia grup krwi ABO
1 RhD oraz BTA moga by¢ falszywie ujemne z po-
wodu obecno$ci w krazeniu noworodka przetoczo-
nych krwinek RhD ujemnych. Stanowig one popu-
lacje przewazajaca, czesto powyzej 99%. Dla unik-
niecia biednych wynikow, na skierowaniu krwi do
badan serologicznych oraz w karcie informacyjne;j
szpitala, nalezy umie$ci¢ adnotacje ,,Leczony
w zyciu plodowym krwig RhD-".

UWAGI:

A. Diagnostyke w kierunku ChHPN nalezy prze-
prowadzi¢ takze w kazdym przypadku nieocze-
kiwanego wystapienia u noworodka klinicznych
objawow choroby hemolitycznej (patologiczna
z6ltaczka, niedokrwistoS¢). Nieoczekiwana
ChHPN zdarza sie giownie wtedy, gdy u kobiet
zaniedbano wykonania badan przeciwcial od-
pornosciowych w czasie cigzy. Nalezy wowczas
przeprowadzi¢ badania zar6wno krwi noworod-
ka, jak 1 matki.

216 www.jtm.viamedica.pl



B. Michalewska 1 wsp., Immunologia transfuzjologiczna krwinek czerwonych

B. Jezeli wbadaniach z zestawem krwinek wzorco-
wych nie wykryje sie przeciwcial w surowicy
matki, za ChHPN mogg by¢ odpowiedzialne prze-
ciwciala z uktadu ABO (konflikt ABO) lub prze-
ciwciala do rzadko wystepujacego antygenu.

9.2.4. Diagnostyka ChHPN
w konflikcie ABO

9.2.4.1. Poszukiwanie przeciwcial IgG anty-A/
Janty-B w surowicy matki
Po termicznej inaktywacji przeciwcial natural-
nych IgM w surowicy matki nalezy przeprowadzic
poszukiwanie przeciwcial IgG anty-A/anty-B:
*  rozcienczy¢ surowice rowng objetos$cia roztwo-
ru NaC(Cl,
*  po dokladnym wymieszaniu umiesci¢ na 20 min
w lazni wodnej o temperaturze 70°C,
*  po oziebieniu do temperatury pokojowej, wy-
kona¢ PTA z krwinkami dziecka oraz dawcy
o zgodnej z dzieckiem grupie krwi ABO.
Wystapienie aglutynacji z krwinkami dawcy
Swiadczy o obecnosci przeciwcial odporno§ciowych
u matki. Aglutynacja krwinek dziecka Swiadczy o doj-
rzalo$ci antygenu ABO do reakcji immunologiczne;.
Nie wykrycie przeciwcial IgG u matki bezpo-
Srednio po porodzie nie wyklucza ChHPN, ponie-
waz w okresie okotoporodowym moze nastapic spa-
dek ich stezenia do ilo$ci niewykrywalnych w ruty-
nowo stosowanych testach serologicznych.
Wstepne rozpoznanie ChHPN musi by¢ oparte na
objawach klinicznych 1 stwierdzonej niezgodno§ci
grup krwi ABO u matki 1 dziecka. Powtorzenie ba-
dan po 3-5 dniach po porodzie umozliwia zwykle
wykrycie przeciwcial.

9.2.4.2. Badania u noworodka
U noworodka obowiazuje:

e okreSlenie grupy krwi ABO i RhD,

*  wykonanie BTA,

* jezeli zostala zachowana krew pepowinowa,
wykonanie badan przeciwcial w surowicy (bez-
maktywacji) oraz w eluacie z krwinek czerwonych.
UWAGI:

A. Wyniki badan krwi pepowinowej lepiej potwier-
dzaja Kkliniczne rozpoznanie ChHPN niz bada-
nia krwi matki.

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

9.2.4.3. Elucja przeciwciat metodq Lui

1. SzeSciokrotnie przemyé krwinki roztworem
NaCl, pozostawiajac nadsacz z ostatniego prze-
mycia (kontrola eluatu).

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

3. Doda¢ po 3 krople roztworu NaCl 1 dokiadnie
wymieszac.

4. Probowki zakorkowad i obracacd tak, aby krwin-
ki powlekly ich wewnetrzna powierzchnie.

5.  UmieSci¢ probowki poziomo na 10 min w tem-
peraturze od —20°C do -70°C.

6. Powyjeciu probowek szybko rozmrozi¢ krwin-
ki pod strumieniem goracej wody 1 wirowaé
przez 2 min z przyspieszeniem 1000 X g.

7. Przenie$¢ nadsacz (eluat) do czystej probowki
1bada¢ w PTA metoda prob6wkowa (nie kolum-
nowa), rownolegle z nadsaczem kontrolnym,
z krwinkami A lub B.

9.2.5. Diagnostyka ChHPN w rzadko
wystepujacym konflikcie serologicznym

Konflikt ten dotyczy przeciwcial skierowanych
do antygenow o niskiej lub bardzo niskiej czestoSci
wystepowania lub tez do antygendw spotykanych
powszechnie.

9.2.5.1. Przeciwciala do antygenow wystepujgcych
z niskq czestoscig

Przykiady takich przeciwciat to anty-C" z ukta-
du Rh (czestos¢ antygenu CV: 2%), anty-Kp* z ukla-
du Kell (1%) czy anty-Di* z uktadu Diego (0,46%).
Obecnos§¢ tego typu przeciwcial mozna wykryé
w badaniach surowicy matki z krwinkami dziecka
lub jego ojca. Przy niezgodno$ci ABO, nalezy naj-
pierw usuna¢ aktywno$¢ przeciwcial grupowych
poprzez ich adsorpcje za pomoca krwinek przypad-
kowego dawcy o odpowiedniej grupie krwi. Mozna
tez posltuzy¢ sie eluatem z krwinek noworodka,
badajac eluat z krwinkami ojca w PTA-LISS 1 w te-
Scie enzymatycznym.

W przypadku przeciwcial do rzadko wystepu-
jacego antygenu krwinek czerwonych nie ma pro-
blemu ze znalezieniem krwi zgodnej dla matki
1 dziecka. Identyfikacje przeciwcial odpowiedzial-
nych za ChHPN mozna, wiec prowadzi¢ w ciagu
kilku nastepnych dni i nie op6zniaé z tego powodu
leczenia krwig. Diagnostyka ta jest bardzo czaso-
chlonna i wymaga zastosowania specjalnego zesta-
wu krwinek wzorcowych.

9.2.5.2. Przeciwciala do antygenow
wystepujgcych powszechnie

Przyktlady takich przeciwcial to anty-k i anty-
Kp® z ukiadu Kell, anty-Di" z uktadu Diego, anty-
Co"z uktadu Colton lub anty-Lan. CzestoS¢ wyste-
powania antygenow, do ktorych sg one skierowane
przekracza w populacji 99%. W badaniach immuno-
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hematologicznych charakteryzuja sie one aktywno-
Scig w stosunku do wszystkich krwinek wzorco-
wych 1 przypadkowych; z wyjatkiem autologicznych.

Jezeli przeciwciala wystepuja w klasie IgG,
konieczna jest ich szybka identyfikacja. W przypad-
ku trudno$ci w ustaleniu swoisto$ci przeciwcial
nalezy przekazac probki krwi ciezarnej, jej rodziny
1 meza do IHiT. Takie przeciwciala powinny by¢
wykryte w poczatkowym okresie ciazy, ze wzgledu
na bardzo skomplikowang ich identyfikacje 1 ogrom-
ne trudnos$ci w znalezieniu zgodnego dawcy krwi.
W celu zabezpieczenia matki i dziecka w zgodna
krew, w takich przypadkach nalezy rozwazy¢ pobie-
ranie krwi od ciezarnej i przechowanie jej w stanie
zamrozenia. Diagnostyka rozpoczeta dopiero po
porodzie moze uniemozliwi¢ konieczne leczenie
krwia zar6wno matki, jak i dziecka.

9.3. Zasady dobierania krwi do transfuzji
doplodowej i wymiennej

9.3.1. Dobieranie krwi do transfuzji

doptodowej

1. Nalezy dobieraé krew grupy O niezawierajaca
antygenow, do ktorych skierowane sg przeciw-
ciala wykryte u matki.

2. Wobec zdarzajacych sie przypadkéw uodpor-
nienia ciezarnej antygenami zawartymi w krwi
uzytej do transfuzji doptodowej, nalezy u cie-
zarnej oznaczy¢ antygeny z ukiadu Kell (K 1k),
Kidd (Jk* i Jk"), Duffy (Fy*i Fy"), MNS (S s)
1 dobierac do przetoczenia krew zgodng w tych
antygenach z krwig matki.

3. Gdy grupa krwi uktadu ABO ptodu jest zgodna
serologicznie z grupg krwi matki (np. matka
1 plod grupy A lub matka grupy AB, a ptod gru-
py A), mozna dobiera¢ krwinki jednoimienne
w ukladzie ABO.

4. W konflikcie RhD nalezy dobiera¢ krew RhD
ujemna, zgodnie z zasadami zawartymi w punk-
cie 1, 213 powyzej.

9.3.2. Dobieranie krwi do transfuzji wymiennej
1. W konflikcie RhD nalezy dobiera¢ krew RhD
ujemna:

a) jeSlizachodzi zgodno$¢ serologiczna w ukia-
dzie ABO miedzy matka 1 dzieckiem (np.
matka i noworodek grupy A lub matka gru-
py AB, a noworodek grupy A), nalezy do-
bierac¢ krew zgodng z grupg krwi dziecka;

b) dla noworodkoéw grupy A lub B matek gru-
py O, przygotowuje sie krew pelng rekon-
stytuowana do transfuzji wymiennej (KPR,
dawniej KU ABO);

¢) jesli przeciwciala uktadu ABO matki unie-
mozliwiaja wykonanie proby zgodnoSci z su-
rowica matki (np. matka grupy A, a dziecko
grupy B lub matka grupy B, a dziecko gru-
py AB), przygotowuje sie krew pelng rekon-
stytuowang do transfuzji wymiennej (KPR,
dawniej KU ABO).

2. Przy konflikcie w ukiadzie ABO nalezy dobie-
ra¢ krew pelng rekonstytuowang (KPR, daw-
niej KU ABO). Jest to koncentrat krwinek czer-
wonych od dawcy grupy O o RhD zgodnym
z krwig dziecka, zawieszony w osoczu od dawcy
grupy AB lub zgodnym z grupa ABO dziecka.

3. W konflikcie serologicznym w zakresie innych
antygenow (np. anty-K, anty-E, anty- Fy*) krew
do przetoczenia nie moze zawiera¢ antygenu
odpowiedzialnego za uodpornienie matki.

4. W osoczu przeznaczonym do KPR miano aglu-
tynin anty-A lub anty-B nie moze przekraczac
16. Zamiast oznaczenia miana aglutynin moz-
na wykona¢ PTA w rozcienczeniu osocza 1:50,
ktorego wynik musi by¢ ujemny.

UWAGA: W okresie pierwszych 4 miesiecy
zycia, do nastepnych przetoczen stosuje sie krew
tej samej grupy ABO 1 RhD, jak do pierwszej
transfuzji.

9.3.3. Proba serologicznej zgodnosci
Wykonuje sie ja zgodnie z metodyka podang

w pkt. 7, przestrzegajac dodatkowo wymienionych

ponizej zasad.

1. Jako surowice biorcy nalezy stosowac surowi-
ce matki.

2. Gdy przeciwciata uktadu ABO matki nie pozwa-
laja na dobieranie krwi zgodnej grupowo z krwig
dziecka, nalezy dobiera¢ krwinki grupy O.

3.  Wykonujac probe zgodnoSci z koncentratem
krwinek czerwonych, zawieszonych w osoczu
innej grupy ukladu ABO, nalezy pamietac,
aby w badaniach kontrolnych dawcy sprawdzié
rowniez miano przeciwcial anty-A lub anty-B
W 0s0Czu.

4. Jezeli surowica matki jest nieosiagalna, nalezy
uzy¢ surowicy noworodka, a w przypadku do-
datniego BTA, rowniez eluat z jego krwinek.
UWAGA: Jezeli dziecko uodpornionej matki

przenoszone jest do innego szpitala, razem z nim

nalezy przekazac:

* wyniki dotyczace grup krwi matki 1 dziecka
oraz przeciwcial odporno$ciowych wykrywa-
nych u matki,

e probke krwi matki (20 ml krwi, z ktorej suro-
wica podzielona na kilka porcji moze by¢ prze-
chowywana w stanie zamrozonym przez okres
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leczenia dziecka i wykorzystywana w kolejnych
probach zgodnoSci).

9.4. Badania laboratoryjne zwigzane

z profilaktyka konfliktu w antygenie D

z uktadu Rh
Przed podaniem immunoglobuliny anty-RhD po

porodzie nalezy wykonac nastepujace badania kwa-

lifikacyjne:

* w krwi matki:

— oznaczenie antygenu D z uktadu Rh,

— badanie przeciwcial anty-D za pomocg PTA,
* W Kkrwi pepowinowe;j:

— oznaczenie antygenu D z uktadu Rh,

— bezposredni test antyglobulinowy.

Do podania immunoglobuliny anty-RhD kwali-
fikuje sie kobiete RhD ujemna, u ktorej nie wykry-
to przeciwcial anty-D i ktorej dziecko jest RhD do-
datnie z uyjemnym BTA.

Przed podaniem immunoglobuliny anty-RhD
podczas cigzy i po poronieniu nalezy u kobiety wy-
konac nastepujace badania kwalifikacyjne:

* oznaczenie antygenu D z ukladu Rh,

e badanie przeciwcial anty-D za pomoca PTA.
Do podania immunoglobuliny anty-RhD kwali-

fikuje sie kobiete RhD ujemna, u ktorej nie wykry-

to przeciwcial anty-D.

UWAGI:

A. Jezeli wykonano badanie partnera i stwierdzo-
no, ze jest on Rh ujemny, kobieta nie kwalifi-
kuje sie do podania immunoglobuliny anty-RhD
podczas ciazy.

B. Kobieta, ktora otrzymata immunoglobuline
anty-RhD podczas ciazy powinna otrzymac od-
powiednia dawke preparatu po urodzeniu RhD
dodatniego dziecka. Badania kwalifikacyjne
ograniczaja sie wowczas do oznaczenia antyge-
nu D z uktadu Rh u matki i dziecka. U matki
nie wykonuje sie badania przeciwcial anty-D,
poniewaz moga by¢ one obecne jako nabyte
biernie; z tych samych przyczyn nie wykonuje
sie BTA u noworodka.

C. Informacja o rozpoczetej profilaktyce podczas
cigzy powinna by¢ umieszczona w dokumenta-
¢ji pacjentki 1 przekazana pracowni serologii
transfuzjologiczne;.

D. Powszechne wprowadzenie badania genu D
plodu w osoczu matki znacznie ograniczy zu-
zycie immunoglobuliny anty-RhD w profilakty-
ce konfliktu podczas ciazy, poniewaz nie bedzie
ona stosowana u kobiet, u ktorych nie wykry-
to plodowego genu D.

9.4.1. Wykrywanie krwinek plodu
w krazeniu matki: test kwasnej elucji
zmodytikowang metoda Kleihauera-Betke

W przypadku podejrzenia duzego krwawienia
plodu, na przyklad znacznej niedokrwisto$ci nowo-
rodka bezposrednio po urodzeniu, nalezy ocenié
objetos¢ krwi plodu w krazeniu matki. Po jej usta-
leniu nalezy obliczy¢é dawke immunoglobuliny anty-
RhD, ktora trzeba podaé matce. Zaklada sie, ze na
kazdy mililitr krwi ptodu potrzeba 10 mikrogramow
przeciwciat anty-D.

9.4.1.1. Odczynniki

1. Bufor Mcllvine’a, pH 3,3-3,4: do kazdego ba-
dania przygotowac Swiezy bufor przez zmiesza-
nie 74 ml roztworu macierzystego A 1 26 ml
roztworu macierzystego B; po zmieszaniu
sprawdzi¢ pH.

a) roztwor macierzysty A (0,1 mol/l kwas cy-
trynowy): 21,0 g C4HO; H,O rozcienczy¢
woda destylowang do 1 1; przechowywac
w lodowce w temperaturze 2—-6°C,

b) roztwor macierzysty B (0,2 mol/l fosforan
sodowy): 71,63 g Na,HPO, 12 H,O rozcien-
czy¢ wodg destylowang do 1 1, przechowy-
waé w lodowce w temperaturze 2—6°C.

2.  Barwniki

a) 0,5-procentowy wodny roztwor erytrozyny B,

b) kwasna hematoksylina (Harrisa).

80-procentowy alkohol etylowy.

4. Kontrola dodatnia: mieszanina krwi osoby do-
rostej (10 czesSci) 1 krwi pepowinowe] (jedna
cze$e).

5. Kontrola ujemna: krew osoby doroste;.

w

9.4.1.2. Wykonanie badania

1. Przygotowac cienkie rozmazy krwi.

2. Suszy¢ w powietrzu przez 10 min.

3. Utrwala¢ rozmazy przez 5 min 80-procento-
wym alkoholem etylowym.

4. Przemy¢ woda destylowana.

5. Doprowadzi¢ bufor Mc Ilvine’a do temperatury
37°C1izanurzy¢ szkietka z rozmazami na 5 min.

6. Przemy¢ woda destylowana.

7. Zanurzyc¢ szkietka z rozmazami w hematoksy-
linie na 5 min.

8. Przemywac dokladnie przez minute biezaca woda.

9. Zanurzyc¢ szkielka z rozmazami w erytrozynie
na 5 min.

10. Przemy¢ biezaca woda.

11. Policzy¢ pod mikroskopem 2000 krwinek czer-
wonych 1 odnotowac liczbe krwinek ptodowych.
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12. Obliczy¢ odsetek krwinek ptodowych w ogol-
nej liczbie policzonych krwinek czerwonych.

9.4.1.3. Interpretacia wyniku

e Krwinki plodowe zawierajace hemoglobine F wi-
doczne s3 jako rozowe komorki zatamujace Swiatlo.

e Krwinki osob dorostych, zawierajace hemoglo-
bine A sa odbarwione, widoczne jako blade cie-
nie komorkowe.

e Jadrakrwinek biatych sg intensywnie niebiesko
zabarwione, a cytoplazma jest szaro-niebieska.

*  Objeto$é krwawienia plodowo-matczynego
w ml pelnej krwi = procent krwinek plodowych
X 50.

9.4.2. Inne metody wykrywania krwinek
plodu w krazeniu matki

Sposrod innych metod najczeSciej stosowang
jest cytometria przeplywowa.

10. Badania wykonywane
w niedokrwistosci
autoimmunohemolitycznej (NAIH)

10.1. NAIH z autoprzeciwcialami

typu cieplego
Do badan nalezy pobra¢ do suchej probowki

okoto 5 ml krwi oraz 4 ml krwi na EDTA, po czym

wykona¢ wymienione ponizej badania.

1. BTA z odczynnikiem poliwalentnym.

2. BTA z odczynnikami monoswoistymi (jeSli
z odczynnikiem poliwalentnym uzyskano wy-
nik dodatni.

3. Eluat z krwinek chorego (zgodnie z metodami
w pkt. 5.9.2) i badanie aktywnoSci eluatu z ze-
stawem krwinek wzorcowych.

4. Badania surowicy z zestawem krwinek wzor-
cowych iz krwinkami autologicznymi. W przy-
padku uzyskania wynikow dodatnich, przepro-
wadzi¢ adsorpcje autoprzeciwcial z surowicy
(zgodnie z metodami w pkt. 5.9.1).

5.  Wykrywanie alloprzeciwcial w surowicy po ad-
sorpcji autoprzeciwcial w PTA.

6. OkresSlenie fenotypu Rh 1 w miare potrzeby in-
nych antygendéw krwinek czerwonych (przy
uzyciu odczynnikow monoklonalnych). Jesli
uzywane sg ludzkie surowice diagnostyczne,
nalezy najpierw usuna¢ z krwinek autoprzeciw-
ciala (metoda 5.10).

7. Dobranie do przetoczenia krwi zgodnej feno-
typowo w ukliadzie Rh i antygenie K. W przy-
padku jednoczesnej obecnoSci alloprzeciwcial
nalezy rowniez uwzglednié¢ zgodny fenotyp
w odpowiednim ukladzie grupowym.

10.2. NAIH z autoprzeciwcialami
typu zimnego
Krew do badan powinna by¢ pobrana do pro-
bowki umieszczonej w zlewce z woda o temperatu-
rze 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. Nalezy wy-
kona¢ nastepujace badania:
*  okreSlenie grupy krwi ABO 1 antygenu D za po-
mocg odczynnik6w monoklonalnych,
e BTA,
e okreSlenie amplitudy cieplnej zimnych auto-
przeciwcial (aglutynin).

10.2.1. Roznicowanie autoprzeciwcial typu
zimnego z ukladu I naturalnych i istotnych
klinicznie

Autoprzeciwciala typu zimnego, wykrywane
podczas oznaczania grup krwi ukiadu ABO, majg
najczesciej swoisto$¢ z ukladu I. Jakkolwiek ich
optymalna aktywno§¢ wyraza sie w niskich tempe-
raturach, to jednak u niektorych os6b manifestujg
sie takze w temperaturze pokojowe;j. Ich obecnos¢
moze by¢ zwigzana z przebyta infekcja. Moga one
rowniez towarzyszy¢ chorobom rozrostowym ukia-
du krwiotworczego lub wystepowaé w pierwotnym
typie NAIH typu zimnego, nazywanej chorobg zim-
nych aglutynin. Autoprzeciwciala typu zimnego
o0 znaczeniu patologicznym wiaza dopelniacz, maja
wysokie miano 1 szeroka amplitude cieplna. Dla
potwierdzenia ich obecnoS$ci nalezy przeprowadzié
badania rownolegle w trzech temperaturach: 20°C,
30°C137°C.

10.2.1.1. Postepowanie

1. Przygotowac 3-procentowg zawiesine krwinek
autologicznych i krwinek wzorcowych grupy O
w roztworze NaCl.

2.  Przygotowac trzy rzedy probowek (w kazdym
po 4 probowki) dla badan w trzech temperatu-
rach.

3. W pierwszejiw drugiej probowce kazdego rze-
du umies$cic po 2 krople badanej surowicy.

4. W trzeciejiw czwartej probowce kazdego rze-
du umiescic¢ po jednej kropli badanej surowicy
1po jednej kropli 30-procentowego roztworu al-
buminy w NaCl.

5. Dwa rzedy probowek przenie$¢ do termosta-
tow (blokdéw grzewczych) o odpowiednich tem-
peraturach (30°C, 37°C). Trzeci rzad pozosta-
wi¢ w temperaturze pokojowej; obok probowek
Z surowica w wymienionych temperaturach
umie$ci¢ zawiesiny przygotowanych krwinek.
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6. Pouptywie 10 minut do pierwszej i trzeciej pro-
bowki surowicy w kazdym rzedzie, doda¢ po
kropli 3-procentowej zawiesiny krwinek auto-
logicznych, natomiast do drugiej i czwartej po
kropli 3-procentowej zawiesiny krwinek wzor-
cowych grupy O.

7. Pozmieszaniu, zawartoS¢ probowek inkubowac
przez 2 godziny w odpowiednich temperaturach.

8. Odczytywac wyniki makroskopowo, delikatnie
wstrzasajac kazda probowka 1 protokolowaé
nasilenie aglutynacji.

9. Na podstawie wynikow badan w poszczegdl-
nych temperaturach ustali¢ amplitude cieplng
reakcji przeciwcial.

Jako klinicznie wazne uznaje sie autoprzeciw-
ciala reagujace w zakresie temperatur 30-37°C.
W tych przypadkach dobiera sie do przetoczenia
krew zgodng fenotypowo w ukiadzie Rh oraz w an-
tygenie K z uktadu Kell (po wykluczeniu obecnoSci
innych odporno$ciowych alloprzeciwecial).

Autoprzeciwciala, ktore sg aktywne tylko w nis-
kich temperaturach (ponizej 30°C), nie majg znacze-
nia klinicznego.

W przypadku stwierdzenia, ze wykryte auto-
przeciwciala maja charakter patologiczny, wskaza-
ne jest wykonanie nastepujacego badania:

e przygotowac dwa szeregi rozcienczen badanej
surowicy w roztworze NaCl,

e do pierwszego szeregu dodac¢ taka samg obje-
to$¢ 3—4% krwinek jednoimiennych zawieszo-
nych w roztworze NaCl, a do drugiego krwinek
grupy O,

*  badanie pozostawi¢ na godzine w temperaturze
pokojowej 1 po godzinie odczytaé wyniki.
Znacznie wyzsze miano z krwinkami jedno-

imiennymi (powyzej dwoch rozcienczen) niz

z krwinkami grupy O upowaznia do zalecenia prze-

taczania KKCz grupy O.

10.3. Napadowa zimna
hemoglobinuria (NZH)

Napadowa zimna hemoglobinuria charaktery-
zuje sie obecno$cia w surowicy dwufazowych he-
molizyn. Pierwotna NZH zdarza sie bardzo rzadko.
Natomiast hemolizyny o charakterze przemijajacym
wystepuja dosSc czesto u dzieci w przebiegu chordb
wirusowych i bakteryjnych (np. odra, ospa wietrz-
na, $winka, grypa, mononukleoza zakazna). Dwufa-
zowe hemolizyny maja najczesSciej swoistoS¢ skie-
rowang do powszechnego antygenu P.

Test ten powinno sie wykona¢ wowczas, gdy
u chorego stwierdza sie objawy hemolizy (hemoglo-
binuria, hemoglobinemia), natomiast w surowicy nie
wykrywa sie autoprzeciwcial typu zimnego, a na

krwinkach jest obecny tylko C3 (eluat z krwinek jest
ujemny).

10.3.1. Przygotowanie materialu do badan

1. Krew chorego pobra¢ do suchej probowki
1 przenie$c do cieplarki o temperaturze 37°C.
Po zakonczeniu procesu krzepniecia odwiro-
wac takze w tej temperaturze 1 surowice prze-
nie$¢ do oddzielnej probowki.

2. Ze Swiezo pobranej probki krwi od dawcy oddzie-
li¢ surowice, ktora stanowi zrédio dopelniacza.

3. Sporzadzi¢ 50-procentowa zawiesine krwinek
grupy O w roztworze NaCl.

10.3.2. Wykonanie badania

1. W 3 rzedach stelaza umiesci¢ po 3 probowki
1oznakowaé, na przyklad A1, A2, A3 (pierwszy
rzad), B1, B2, B3 (drugirzad), C1, C2, C3 (trze-
cirzad).

2. Dodac do pierwszej i drugiej proboéwki w kaz-
dym rzedzie po 10 kropli surowicy chorego.

3. Dodac do drugiej i trzeciej probowki w kazdym
rzedzie po 10 kropli surowicy dawcy.

4. Do wszystkich probowek dodac po kropli za-
wiesiny krwinek 1 wymieszac.

5. Przenies¢ 3 probowki z pierwszego i 3 probow-
ki z drugiego rzedu do pojemnika z topnieja-
cym lodem (0°C).

6. Trzy probowki z trzeciego rzedu umiescic
w cieplarce o temperaturze 37°C.

7. Po 30 min przenie$¢ 3 probéwki oznaczone
literg A z pojemnika z lodem do cieplarki
o temperaturze 37°C.

8. Po nastepnej godzinie odwirowacé wszystkie
probowki i odczyta¢ wyniki, obserwujac zabar-
wienie nadsaczu.

10.3.3. Interpretacja wynikow

Hemoliza w proboéwkach zawierajacych suro-
wice chorego, inkubowang najpierw w temperatu-
rze 0°C, a nastepnie w temperaturze 37°C, wska-
zuje na obecno$§¢ dwufazowych hemolizyn. Hemo-
liza w probéwkach zawierajacych surowice chorego
inkubowang tylko w temperaturze 0°C albo tylko
w temperaturze 37°C, wskazuje na obecnos¢ jed-
nofazowych hemolizyn, odpowiednio typu zimnego
lub typu ciepiego. W probowkach zawierajacych
tylko surowice dawcy 1 krwinki nie powinna wysta-
pi¢ hemoliza.

UWAGA: Wobec czesto wystepujacego obni-
zenia aktywnos$ci dopelniacza w surowicy chorego
z NZH, hemoliza w probowce z dodatkiem $wiezej
surowicy dawcy moze by¢ znacznie bardziej nasilona,
niz w probowce zawierajacej tylko surowice chorego.
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11. Badania immunohematologiczne
Zwijzane Z przeszczepianiem
krwiotworczych komorek macierzystych

U wszystkich biorcow 1 dawcow nalezy przed
tym zabiegiem:

1. Okresli¢ grupe krwi w ukladzie ABO i antyge-
nie D z uktadu Rh oraz fenotyp krwinek czer-
wonych w zakresie antygenow z ukladu Rh,
Kell, Kidd, Duffy, MNS oraz antygenu P;.

2. Wykonaé badanie przegladowe przeciwcial
przeciw krwinkom czerwonym, a w przypadku
ich wykrycia, okresli¢ ich swoisto$c.

3. Uzyskac¢ od lekarza prowadzacego dokladne
dane dotyczace leczenia krwig w przeszioSci,
a w przypadku kobiet takze informacje o prze-
bytych cigzach.

4. Przedprzeszczepieniem dobierac krew zgodna
w fenotypie RhD 1 antygenie K.

5. Jezeli biorca i dawca przeszczepu roéznia sie
w antygenie D, to znaczy biorca jest RhD dodat-
ni, dawca RhD ujemny albo biorca RhD ujemny,
a dawca RhD dodatni; we wczesnym okresie po
przeszczepieniu dobiera¢ krew RhD ujemna.

11.1. Postepowanie w przypadkach
niezgodno$ci w ukladzie ABO miedzy
biorca i dawca

Rozréznia sie duza i malg niezgodno§é w ukla-
dzie ABO (tab. 9).

11.1.1. Duza niezgodnos¢ w ukladzie ABO
Duza niezgodno$¢ w uktadzie ABO polega na
obecnosci u biorcy przeciwciat anty-A i/lub anty-B,
skierowanych przeciw antygenom na krwinkach
czerwonych dawcy. Przed przeszczepieniem, poza
badaniami wymienionymi powyzej, nalezy okre§lic

miano przeciwcial z uktadu ABO, odpowiedzialnych
za duza niezgodno$c:

w roztworze NaCl w temperaturze pokojowe;j,
* w PTA, po zniszczeniu przeciwcial IgM za po-

moca 2ME lub DTT.

UWAGA: Uzyskane wyniki sa niezbedne dla
transplantologa w celu podjecia ewentualnych pro-
cedur zmierzajacych do ograniczenia niszczacego
dziatania przeciwcial na krwinki czerwone dawcy za-
warte w materiale przeszczepowym.

W przypadku duzej niezgodnosci, po dokona-
niu przeszczepienia, dobiera sie do przetoczenia
KKCz jednoimienny w uktadzie ABO z biorca do
czasu, gdy na krwinkach nie wykrywa sie antygenu
biorcy, BTA jest ujemny, a w eluacie z krwinek
1 W surowicy nie stwierdza sie przeciwcial skiero-
wanych do antygendw na krwinkach dawcy. Czesto-
tliwo§¢ tych badan okresla lekarz prowadzacy.

Przetaczane osocze 1 KKP musza by¢ zgodne
w ABO z dawca.

11.1.2. Mata niezgodnos¢ w ukladzie ABO

Jako mata niezgodno$¢ okresla sie obecno$¢
w surowicy dawcy przeciwcial anty-A i/lub anty-B,
skierowanych przeciwko antygenom na krwinkach
biorcy. Przed przeszczepieniem, na zlecenie lekarza
prowadzacego, okresla sie poziom przeciwcial z ukla-
du ABO u dawcy przeszczepu. Stosuje sie w tym celu
techniki oméwione przy duzej niezgodnoSci.

Do przetoczenia dobiera sie KKCz jednoimien-
ny w ukiadzie ABO z dawca; przy czym do czasu,
gdy juz nie wykrywa sie na krwinkach antygenow
biorcy, przetaczane krwinki czerwone powinny byc
maksymalnie pozbawione osocza. Przetaczane oso-
cze 1 KKP winny pochodzi¢ z krwi jednoimienne;j
z biorca. Przetaczanie tych skladnikow zgodnych
w uktadzie ABO z dawca mozna rozpoczac dopiero

Tabela 9. Niezgodnos¢ w uktadzie ABO miedzy biorcg i dawcg macierzystych komdrek homopoetycznych

Table 9. ABO blood group incompatibility between recipient and donor of haematopoietic stem cells

Grupa krwi Rodzaj niezgodnosci Przetoczenia we wczesnym okresie
Biorca Dawca KKCz Osocze i KKP
(0] A, B, AB Duza Jednoimienny z biorca ~ Jednoimienne z dawca
A AB
B AB
AB O,A B Mata Jednoimienny z dawcg  Jednoimienne z biorca
A 0
B 0
A B Duza i mafa Grupa O Grupa AB
B A
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BTA ujemny
Poczatek Przeciwciata ~ Antygeny biorcy
przygotowania Przeszczep do krwinek dawcy na krwinkach
niewykrywane  niewykrywalne
Niezgodnos¢ Y YW
Duza
KKCz [ .
Osocze, KKP [
Mata |
KKCz [ .
Osocze, KKP [
Duza i mata |
KKCz [
Osocze, KKP *
[ Zgodne z biorca [ Grupao
I Zgodne z dawca [ Grupa AB*

Rycina 2. Transfuzje sktadnikdw krwi u biorcy przeszczepu krwiotwdrczych komérek macierzystych niezgodnych

w uktadzie ABO

Figure 2. Transfusion of blood components in recipients of haemopoietic stem cells incompatible in ABO blood

group

wowczas, gdy na krwinkach chorego nie stwierdza
sie jego pierwotnych antygenow.

Poszukiwanie antygenow biorcy na krwinkach
wykonuje sie metoda bezposredniej aglutynacji, za
pomocy przeciwcial monoklonalnych, technikg pro-
bowkowa lub mikrokolumnowa.

11.1.3. Jednoczesna duza i mala
niezgodnos¢ w ukladzie ABO

Wystepuje ona wowczas, gdy u biorcy sa prze-
ciwciala skierowane do antygenu na krwinkach daw-
cy, a u dawcy przeciwciala do antygenu na krwin-
kach biorcy. W tych przypadkach przed wykonaniem
przeszczepu zaleca sie wykonanie wszystkich ba-
dan omowionych przy duzej i matej niezgodno$ci.
Do przetoczen nalezy dobiera¢ KKCz grupy O. Prze-
taczane osocze 1 KKP powinny pochodzi¢ od dawcow
grupy AB. Zaleca sie rowniez, aby takie postepowa-
nie wdrozy¢ z chwila przygotowywania biorcy do prze-
szczepienia komorek macierzystych (ryc. 2).

11.2. Odczyny hemolityczne u chorych
z przeszczepionymi komorkami
macierzystymi

Hemoliza podczas infuzji preparatu komorek
macierzystych jest zjawiskiem wyjatkowym i moze
sie zdarzy¢ wowczas, gdy nie podjeto odpowiedniego
postepowania ograniczajacego dzialanie przeciwcial
uktadu ABO na krwinki czerwone dawcy. Uwaza sie,
ze ryzyko hemolizy nie istnieje, jeSli miano przeciw-
cial nie przekracza 16. Mala niezgodnoS¢ nie prowa-
dzi do hemolizy podczas zabiegu przeszczepiania.

11.2.1. Odczyn hemolityczny
w duzej niezgodnoSci

Kliniczne objawy odczynu hemolitycznego,
ktory jest zjawiskiem rzadkim, moga pojawiac sie
najczesciej miedzy 37. a 105. dniem po przeszcze-
pieniu. Odczyn ten obserwuje sie przez 10-94 dni.
Jest on nastepstwem przetrwania w ustroju limfo-
cytow produkujacych przeciwciata ukiadu ABO.
Nalezy wowczas wykonac nastepujace badania:
e BTA,
* poszukiwanie przeciwcial anty-A lub/i anty-B

w surowicy 1 w eluacie z krwinek.

Uzyskane dodatnie wyniki potwierdzajg klinicz-
nie wyrazony odczyn hemolityczny. Do czasu jego
ustapienia nalezy dobiera¢ KKCz grupy O.

11.2.2. Odczyn hemolityczny
w malej niezgodnosci

Odczyn ten wystepuje stosunkowo czesto
u chorych leczonych cyklosporyna, ktorzy jednocze-
$nie nie otrzymujg metotreksatu. Kazdy chory z tej
grupy jest obarczony ryzykiem odczynu hemolitycz-
nego, ktory najczesciej pojawia sie po kilku lub kil-
kunastu dniach od zabiegu przeszczepienia.

Konieczne jest, zatem wykonywanie okreso-
wych badan kontrolnych w kierunku obecno$ci
przeciwcial uktadu ABO, produkowanych przez
przeniesione limfocyty (passenger lymphocytes) daw-
cy, ktére powodujg lize krwinek biorcy. Badania te

obejmuja:
*  poszukiwanie przeciwcial ukiadu ABO w su-
rowicy,
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*  wykonanie BTA oraz poszukiwanie przeciwciat
uktadu ABO w eluacie z krwinek.

Pierwsze badanie kontrolne powinno by¢ wy-
konane 5. dnia po przeszczepieniu. Badania nalezy
powtarzac przez kilka tygodni, co kilka dni. Dodat-
nie wyniki moga wyprzedzac kliniczne objawy he-
molizy. Nalezy wowczas dobiera¢ KKCz grupy O;
do czasu az krwinki chorego zostang zastapione
krwinkami dawcy.

Nalezy podkresli¢, ze w rzadkich przypadkach
moga w krazeniu chorego pojawic sie odpornos$cio-
we przeciwciala z uktadow grupowych innych niz
ABO. S3 one produkowane albo przez przetrwale
limfocyty B biorcy, albo przez przeniesione z prze-
szczepem limfocyty dawcy. Wyniki badan genoty-
powych biorcy 1 dawcy przed przeszczepieniem
moga ulatwic ich identyfikacje. W takich przypad-
kach nalezy dobiera¢ KKCz, ktory nie zawiera an-
tygenu odpowiadajacego wykrytym przeciwcialom.

U biorcow narzadow litych wystepuja czesto
odczyny hemolityczne w nastepstwie malej nie-
zgodno$ci 1 przeniesienia immunokompetentnych
limfocytéw dawcy, produkujacych alloprzeciwciala
skierowane do antygenow wystepujacych na krwin-
kach czerwonych biorcy. Odczyny te wystepuja naj-
czeSciej po przeszczepieniu pluc, watroby, a rzadziej
nerki. Wystepujaca niekiedy NAIH jest takze na-
stepstwem przeniesienia limfocytow dawcy. Od-
czyn w nastepstwie duzej niezgodno$ci nalezy do
wyjatkow, poniewaz w zasadzie przeszczepia sie na-
rzady zgodne w uktadzie ABO.

11.2.3. Niedokrwistos¢
autoimmunohemolityczna

Zespol ten manifestuje sie po kilku, a nawet po
kilkunastu miesigcach od dokonania przeszczepu.
Wystepuje jako NAIH z autoprzeciwcialami typu
zimnego klasy IgM albo ciepiego klasy IgG. Zasady
badania sa takie same jak opisano powyzej.

11.2.4. Wykrywanie dwoch populacji
krwinek czerwonych

Wykazanie, ze krwinki czerwone chorego maja
fenotyp identyczny z fenotypem dawcy jest dowo-
dem wskazujacym na przyjecie sie przeszczepu. Jest
to tak zwany chimeryzm catkowity. Obecnosc
dwoch populacji krwinek czerwonych roznigcych sie
w antygenach i wykrywanych w reakcji z odpowied-
nim odczynnikiem diagnostycznym w postaci aglu-
tynatow na tle jednorodnej zawiesiny Swiadczy
o czeSciowym chimeryzmie.

12. Zasady trwalej dokumentacji wyniku
badania grup krwi (wpis do dokumentow
tozsamoSci 1 ksigzeczek rejestru ustug
medycznych)

Celem trwalej ewidencji wynikow badan grup
krwi jest ulatwienie leczenia krwia; zwlaszcza
w przypadkach naglych, dotyczacych zar6wno poje-
dynczych osob, jak i1 duzych grup ludnoSci podczas
masowych katastrof, klesk zywiotowych itp. W zwiaz-
ku z powyzszym trwaly zapis powinien by¢ wiarygod-
ny 1 oparty na wynikach badan, obowigzujacych u bior-
cOW krwi. Zakres tych badan jest nastepujacy:

* oznaczenie grupy krwi ukiadu ABO,

* oznaczenie antygenu D z ukladu Rh,

* badanie przegladowe w kierunku obecnoSci
przeciwcial odpornoSciowych,

* ustalenie swoistoSci wykrytych przeciwcial od-
porno$ciowych oraz ,,naturalnych” o charakte-
rze odporno$ciowym.

Wpis okre§lonych grup krwi do wymienionych
dokumentéw moze by¢ dokonany tylko na podsta-
wie identycznych wynikow, uzyskanych z badania
dwoch niezaleznie pobranych probek. Dwie probki
krwi moga by¢ otrzymane tego samego dnia pod
warunkiem, ze kazde z ich pobran odbywa sie
w oddzielnym pomieszczeniu 1 jest dokonywane
przez inne zespoly pobierajace i dokumentujace po-
brane probki. W tych przypadkach badania przegla-
dowe w kierunku przeciwcial odporno$ciowych wy-
konuje sie w jednej probce krwi. Jezeli wykryje sie
W niej przeciwciala, nalezy potwierdzi¢ ich obecno§é
w drugiej probce, a nastepnie ustali¢ ich swoistos¢.

Nadz6r nad tymi badaniami jak rowniez nad
dokonaniem ich wpisu moga sprawowac tylko dia-
gnosSci laboratoryjni, ktorzy odbyli szkolenie w Cen-
trum Krwiodawstwa i posiadajg zaSwiadczenia
uprawniajace do wpisywania wynikoéw do dokumen-
tow tozsamos$ci (wzor 11, patrz Zalacznik), wydane
przez dyrektora Centrum Krwiodawstwa. RCKiK
zobowigzane jest do prowadzenia rejestru osob
uprawnionych.

Whpisu grup krwi mozna dokonac:

* na podstawie dwoch wynikow z pracowni,
w ktorej dokonuje sie wpisu (obowigzuje wpi-
sanie dwoch numerow 1 dat badan),

* na podstawie dwoch oryginalnych wynikow
z roznych pracowni (obowigzuje wpisanie
dwoch numerow 1 dat badan, z zaznaczeniem
w ksiagzce trwalej ewidencji, z jakiej pracowni
pochodza wyniki badan).
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W razie wykrycia przeciwcial odpornoscio-
wych, nalezy obowiazkowo wpisaé ich swoisto§é
w rubryce ,,Uwagi”. Jezeli wyniki badan dotycza
probek pobranych w roznym czasie, moze sie zda-
rzy¢, ze przeciwciala wykryto tylko w jednej z nich.
W takim przypadku wpisu swoistych przeciwcial od-
pornosciowych dokonuje sie na podstawie wyniku ba-
dania tej probki krwi, w ktorej zostaly one wykryte.

UWAGI:

A. Centra Krwiodawstwa moga wydawac karty
grup krwi na podstawie dokumentacji zgodnej

z zasadami trwalej ewidencji.

B. Wszelkie udokumentowane informacje o obec-
no$ci przeciwcial odporno$ciowych w przeszio-

§ci, pomimo nie wykrywania ich podczas badan,

stanowigcych podstawe do dokonywanego wpi-

su, powinny by¢ rowniez wpisane do dokumen-
tu tozsamosci lub do Ksiazeczki Rejestru Ustug

Medycznych.

C. Takie same zasady wpisu obowiazuja takze

w przypadku wykrycia przeciwcial ,natural-

nych” o charakterze odpornoSciowym.

12.1. Sposob prowadzenia trwalej

dokumentacji grup krwi

1. Wpisac do ksiegi ewidencyjnej (wzor 11, patrz
Zalacznik) wszystkie dane zgodnie z wyszcze-
go6lnionymi rubrykami.

2. Na okreslonej stronie dokumentu umiescic
stempel o ustalonych wymiarach wedlug wzo-
ru 12 (patrz Zalacznik).

3. W rubryce ,,Grupa krwi” umie$ci¢ odpowied-
niej wielkoS$ci stempel, na przykiad O RhD+
(plus) lub O RhD+ (dodatni) AB RhD- (minus)
lub AB RhD- (ujemny).

4. W rubryce , Uwagi” wpisac¢ swoisto$¢ przeciw-
cial odpornoSciowych (jeSli zostaly wykryte).

5. W nastepnej rubryce wpisa¢ dwa numery ba-
dan, lamane przez daty ich wykonania na przy-
ktad: 148/02.07.2001, 395/19.03.2003.

6. Z lewej strony ostatniej rubryki poda¢ numer
wpisu z ksiegi ewidencyjnej, natomiast z prawe;j
strony tej rubryki umies$ci¢ waska i czytelng pie-
czatke oraz podpis osoby odpowiedzialnej za wpis.
UWAGI:

A. W przypadkach stwierdzenia rzadko wystepu-
jacej odmiany antygenu uktadu ABO lub Rh, na-
lezy dokonac wpisu, stosujac ogoblnie przyjete
symbole. W rubryce ,,Uwagi” zamieszcza sie
wowczas adnotacje , Nietypowy jako biorca
krwi”.

B. Osobom, u ktérych wykryto rzadko wystepu-
jaca odmiane grupy krwi lub przeciwciala od-
pornos$ciowe, wydaje sie dodatkowo szczego-

towy wynik badania. Nalezy w nim scharakte-
ryzowac odmiane antygenu grupowego, wykry-
te przeciwciala odporno$ciowe wraz z poda-
niem fenotypu krwinek czerwonych z uktadu
grupowego, do ktorego zostaly one zakwalifi-
kowane. Nalezy rowniez podac informacje, jaka
krew trzeba dobieraé do przetoczenia. Osoba
taka powinna by¢ pouczona o obowiazku prze-
chowywania wyniku lacznie z dokumentem
trwalej ewidencji grup krwi.

C. Wpynik badania grup krwi moze by¢ przepisany
z dokumentu do dokumentu wylacznie przez
osobe posiadajaca uprawnienie, o ktorym mowa
powyzej. Jezeli stwierdzi sie nieprawidlowoSci
w zapisie (np. brak jednego z numerow badan),
nalezy pobra¢ probke krwi i wykona¢ badania
kontrolne.

D. Dla krwiodawcow komputerowa baza danych
moze zastapiC ksiege ewidencyjng (wzor 13,
patrz Zalacznik).

12.2. Karty grup krwi

W nowych dowodach osobistych nie ma miej-
sca na wpisanie grup krwi. W zwiazku z tym zosta-
ty opracowane wzory kart grup krwi (wzoér 14, patrz
Zalacznik).

Awers karty powinien zawiera¢ dane osobowe
(imiona, nazwisko, data i miejsce urodzenia, PE-
SEL, imiona rodzicow). Na rewersie karty powinna
sie znalez¢ prostokatna pieczec z poziomymi rubry-
kami, o przepisowych wymiarach, zgodnie z poda-
nym wzorem (wzor 13, patrz Zalacznik). Karta wiel-
koSci nowego dowodu osobistego powinna byé
usztywniona i zafoliowana lub wykonana z tworzy-
wa sztucznego z mozliwo$cig dokonywania niezmy-
walnych wpisow.

Karty grupy krwi moga wydawac tylko pracow-
nie 1 osoby upowaznione przez dyrektora Centrum
Krwiodawstwa, w porozumieniu z kierownikiem
dziatu immunologii transfuzjologicznej. Wzor takiej
karty musi by¢ zatwierdzony przez Instytut Hema-
tologii 1 Transfuzjologii (wzor 14, patrz Zatacznik).

Zgodnie z zasadami trwatej dokumentacji, wiary-
godna karta informujaca o grupie krwi musi opiera¢
sie na badaniach dwoch probek krwi pobranych w roz-
nym czasie (dwa wklucia), o czym $wiadcza wpisane
dwa numery badan tamane przez daty ich wykonania.
Niezbedna jest takze wyraZna pieczatka pracowni oraz
osoby odpowiedzialnej za prawidlowo$¢ dokonanego
wpisu, a takze zlozony przez nig podpis.

UWAGI:

A. Osoby upowaznione mogg wydawac karty grup
krwi na podstawie prawidlowo dokonanych
wpisoOw w anulowanych dowodach osobistych.
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B. Karty, ktorych wzor nie zostal zatwierdzony
przez IHiT, nie moga by¢ honorowane przez
zaklady opieki zdrowotne;.

13. Serologiczna kontrola jako$ci
odczynnikow, pobranej krwi
1jej skladnikow

Badania te wykonuje sie w pracowni kontroli se-
rologicznej, ktora wchodzi w skiad dziatu kontroli ja-
koSci. Wszystkie wykonywane badania powinny by¢
odpowiednio udokumentowane i zaprotokolowane.

13.1. Kontrola odczynnikow
diagnostycznych do badan grup krwi

Zaleca sie, aby przed podjeciem decyzji o za-
kupie odczynnikéw diagnostycznych do badania
grup krwi, zazadac od producenta probek, wykonaé
badania swoistoSci 1 aktywnos$ci odczynnikow oraz
sprawdzi¢, czy dane dotyczace walidacji przedsta-
wione przez producenta s zgodne z wynikami wla-
snych badan 1 czy odpowiadaja normom podanym
w pkt. 13.1.2113.1.3.

Pracownia zobowiagzana jest do prowadzenia
ksigzki badan odczynnikéw diagnostycznych, ktora
powinna zawiera¢ dokumentacje 1 protokoly badan
oraz ostateczng ocene odczynnika. Kazda seria od-
czynnika diagnostycznego musi podlegac nastepu-
jacej ocenie:

* wyglad zewnetrzny: brak zmetnienia, osadu,

* aktywno$¢iswoistoS¢ przeciwcial: wyrazne re-
akcje (dodatnie i ujemne) z odpowiednio dobra-
nymi krwinkami czerwonymi.

UWAGA: Opisana powyzej kontrola jakoSci
dotyczy metod recznych. Jesli odczynniki przezna-
czone s3 do badan technika mikrokolumnowg lub
w automacie, wymagania dotyczace kontroli jako-
$ci ustala producent.

13.1.2. Kontrola odczynnikow
do badan uktadu ABO

Aktywno$¢ 1 swoisto$¢: brak rulonizacji 1 zja-
wiska prozony; wyrazne reakcje z antygenami
o oslabionej ekspres;ji (np. A,), brak falszywych re-
akcji (kontrola z krwinkami grupy O).

Moc: odczynniki monoklonalne: zawiesine
krwinek sporzadzi¢ wedlug zalecen producenta;
aglutynacja powinna pojawié sie po 10 sach i1 po
3 min osiagnaé nasilenie od 3+ do 4+.

Minimalne miano:

Odczynniki monoklonalne anty-A
Krwinki wzorcowe A, A,
Test szkietkowy 32 16
Test probowkowy 128 64

Odczynniki monoklonalne anty-B

Krwinki wzorcowe B A,B
Test szkietkowy 32 16
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 odczynnikow do badania
antygenu D z ukladu Rh

Badanie reaktywnos$ci 1 swoisto$ci: analogicz-
nie do badan odczynnikéw dla uktadu ABO.

Moc: w kazdej ze stosowanych metod, po usta-
lonym dla nich czasie reakcji, aglutynacja z krwin-
kami heterozygot powinna osiggna¢ nasilenie od 3+
do 4+.

Miano odczynnikéw monoklonalnych IgM
Test szkietkowy: 32
Test probowkowy: 64

UWAGA: Miano nalezy bada¢ wobec krwinek

z heterozygotyczng ekspresjg antygenow.

13.1.4. Kontrola odczynnikow do badania
innych antygenow z ukifadu Rh
Swoisto§¢, reaktywno$c 1 moc bada sie tak
samo jak w przypadku odczynnikow anty-D.
Miano: w teScie szkietkowym 1 probowkowym
nie nizsze niz 16.

13.1.5. Kontrola odczynnikow
diagnostycznych do badania antygenow
z innych ukladow grupowych

Odczynniki powinny podlega¢ badaniom przy
uzyciu metod zalecanych przez producenta.

Obowiazuje badanie swoistoSci oraz reaktyw-
no$ci 1 mocy wobec krwinek heterozygot.

Jesli producent okreslit miano odczynnika, na-
lezy je sprawdzic.

13.1.6. Kontrola poliwalentnego odczynnika
antyglobulinowego (anty-IgG + anty-C3d)
Swoisto$¢: brak aglutynacji 1 hemolizy krwinek
wszystkich grup uktadu ABO w teScie antyglobuli-
nowym klasycznym i PTA-LISS po inkubacji z suro-
wica niezawierajaca przeciwcial odpornoSciowych.
ReaktywnoS¢:
a) aglutynacja oceniana na nie wiecej niz 2+
z krwinkami uczulonymi Standardem anty-D,
b) nasilenie aglutynacji krwinek uczulonych prze-
ciwcialami wigzacymi dopelniacz (np. anty-Jk*)
w dwustopniowym tescie antyglobulinowym
jest wieksze niz w klasycznym teScie antyglo-
bulinowym i w PTA-LISS.
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13.1.7. Postepowanie po dokonaniu oceny

firmowych odczynnikow diagnostycznych

1. Pochodzace z importu odczynniki kazdej
sprawdzonej serii nalezy zaopatrzy¢ w przepi-
sy uzycia w jezyku polskim.

2. Jezeli w trakcie stosowania odczynnika zglo-
szono jakie$ zastrzezenia, a jego termin waz-
nosci nie zostal przekroczony, nalezy odczyn-
nik ponownie skontrolowac i ewentualnie zto-
zy¢ reklamacje u producenta.

13.2. Kontrola roztworéow stosowanych
w badaniach

13.2.1. Roztwor NaCl

Roztwor zawiera 9 g NaCl w litrze wody desty-
lowanej lub dejonizowanej; pH roztworu powinno
wynosic 6,6-7,6. Jesli pH nie mieSci sie w tych gra-
nicach, nalezy doprowadzic je do odpowiedniej war-
toSci za pomoca buforu fosforanowego.

13.2.2. Roztwor LISS

Optymalne pH roztworu wynosi 6,7 (dopusz-
czalne granice 6,5-7,0). Jesli pH nie mieSci sie
w tych granicach, nalezy doprowadzic je do odpo-
wiedniej wartosci za pomocg HCI lub NaOH.

13.2.3. Odczynnik papainowy
Reaktywnosc:

* dodanie odczynnika nie powinno powodowac
aglutynacji ani hemolizy zawiesiny krwinek
w roztworze NaCl,

* dodanie odczynnika do zawiesiny krwinek
w roztworze NaCl, do ktérej dodano rowna ob-
jetos$¢ surowicy niezawierajacej przeciwcial nie
powinno powodowac aglutynacji ani hemolizy,

* dodanie odczynnika do zawiesiny krwinek
w roztworze NaCl, do ktorej dodano rowna ob-
jetos¢ Standardu anty-D powinno powodowac
ich aglutynacje.

13.3. Kontrola serologiczna pobranej krwi
Zaleca sie, aby kontrole serologiczng wszyst-
kich skiadnikow krwi, w tym rowniez osocza, KKP
oraz koncentratu granulocytarnego pobranych me-
toda aferezy, wykonywaé metoda automatyczna
z probki krwi pobranej w tym celu do probowki
z EDTA oznakowanej kodem donacji. Probke krwi
nalezy wowczas pobra¢ w tym samym czasie, w kto-
rym pobierana jest probka do diagnostyki czynni-
kow zakaznych. Badanie przeprowadza sie z odczyn-
nikami anty-A, anty-B 1 anty-D. Do kontrolowania
osocza nie stosuje sie odczynnika anty-D. Jesli kon-

trole serologiczng przeprowadza sie metoda manu-

alng, wtedy badania mozna wykonywacé z segmentu

drenu lub z probéwki. Kontrole serologiczng powi-
nien wykonywac¢ dwuosobowy zesp6! pracownikow

o pelnych kwalifikacjach, wyznaczony przez kierow-

nika dzialu immunologii transfuzjologiczne;j. Jezeli

wyniki badania kontrolnego sa natychmiast wpro-
wadzane do komputera, ktory ma system blokuja-
cy bledny wynik, badania kontrolne moze wykony-
wac 1 odczytywac jedna osoba. Podczas kontroli
nalezy SciSle przestrzegac przyjetej kolejnoSci po-
stepowania, co zmniejsza do minimum mozliwo$¢
bted6éw technicznych i omylek, zwlaszcza spowodo-
wanych monotonig pracy i odwroceniem uwagi 0So-
by wykonujacej badanie. Do kontroli nalezy stoso-
wac odczynniki monoklonalne anty-A, anty-B i anty-

D. Zaleca sie nastepujaca kolejno§¢é czynnosci:

1. Do ksigzki kontroli serologicznej przepisac nu-
mer donacji z etykiety pojemnika zawierajace-
go pobrana krew. Zaleca sie wklejanie etykiet
samoprzylepnych z numerem donacji.

2. Zapisat w gornej czeSci plyty symbole odczyn-
nikow (anty-A, anty-B, anty-D), a z lewe] stro-
ny numer donacji.

3.  UmieS$ci¢ na plycie po kropli odpowiednich od-
czynnikow (zgodnie z wypisanymi ich symbo-
lami).

4. Przenie$¢ z drenu lub z probowki na plyte po
kropli badanej krwi.

5. Pozmieszaniu reagentow i1 uptywie trzech minut
odczyta¢ wyniki 1 zaprotokolowac je w ksigzce.

6. Po sprawdzeniu zgodno$ci wynikow oraz calej
dokumentacji, naklei¢ wypelnione etykiety
kontroli serologicznej (wzor 14, patrz Zalacz-
nik) na pojemnik z krwig i na wszystkie puste
pojemniki satelitarne. Na etykietach umies$cié
podpis lub numer kodowy osoby kontrolujace;].

7. Wszystkie segmenty drenu oznakowa¢ nume-
rem donacji oraz wynikiem grupy krwi ABO
1 Rh zgodnie z etykietg giowna.

Jesli kontrole serologiczng osocza pobieranego
metoda plazmaferezy oraz KKP z aferezy wykonuje
sie z segmentow drenow, wowczas badania przepro-
wadza sie z krwinkami wzorcowymi O, A,, B.

Koncentrat granulocytarny powinien by¢
sprawdzany z odczynnikami anty-A, anty-B 1 anty-
D, poniewaz zawiera znaczng domieszke krwinek
czerwonych.

Osocze otrzymane z krwi pelnej w systemie za-
mknietym nie podlega powyzsze]j kontroli. Obowia-
zuje dokladne sprawdzenie zgodnoSci zapisu na ety-
kiecie gtoéwnej 1 na etykiecie pojemnika z osoczem
przed jego odlgczeniem od pojemnika macierzystego.
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UWAGI:

A. Jezeli protokolowane badania i uzyskane wy-
niki sg bezposSrednio rejestrowane w kompu-
terze, mozna nie prowadzi¢ ksigzki kontroli se-
rologicznej.

B. W przypadku dawcy pierwszorazowego, etykieta
glowna powinna by¢ przyklejona na pojemnik
dopiero po wykonaniu badaf dwoch probek
krwi dawcy w pracowni serologiczne;j.

C. Jezelikontrola wykonywana jest z KKCz, pojem-
nik z osoczem mozna oddzieli¢ dopiero po ozna-
kowaniu go etykieta kontroli serologiczne].

D. Jezeli kontrole serologiczng wykonuje sie me-
toda automatyczna, nalezy postepowac zgodnie
z zaleceniami producenta.

E. Kontrole serologiczng przeprowadza sie bez-
posrednio po pobraniu krwi albo w p6Zniejszym
czasie (np. w przypadku krwi pobieranej na
ekipach wyjazdowych lub w Oddziatach Tere-
nowych).

F. Jezeli kontrole serologiczna wykonuje sie
metoda automatyczng, zgodnie ze Standar-
dem znakowania ISBT 128, mozna odstgpié
od naklejania etykiet kontroli serologicznej
na pojemniki z krwia 1 na puste pojemniki sa-
telitarne.

13.4. Kontrola jako$ci w pracowni
immunologii transfuzjologiczne;j

Procedury kontroli jakoSci dzielg sie na kon-
trole wyposazenia, odczynnikow i wykonywanych
badan. Klasyfikacja ta jest czytelna, mimo ze nie-
ktore czynnoS$ci kontrolne zachodza na siebie. Do-
tyczy to szczegdlnie kontroli odczynnikow i tech-
niki badania.

13.4.1. Kontrola jakoSci wyposazenia
Regularna kontrola dotyczy w szczegoblnoSci
wiroéwek, aparatury do automatycznego przemywa-
nia krwinek, fazni wodnych, lodowek 1 zamrazarek.
Automaty do badania grup krwi podlegaja systema-
tycznej kontroli zgodnie z instrukcjg producenta.

13.4.2. Kontrola jakosci odczynnikow

Zalecane procedury dotycza odczynnikow stoso-
wanych giownie w badaniach recznych. Odczynniki
stosowane w innych technikach, w tym w automa-
tach, podlegaja specjalnej, bardziej szczegbolowe]
kontroli jakoSci, ktorej zakres zazwyczaj przekazu-
je producent wyposazenia.

13.4.3. Kontrola jakoSci techniki badan
Jezeli jako$¢ wyposazenia i odczynnikow spel-
nia wymagania, falszywe wyniki sa nastepstwem

wadliwej techniki w zwiazku z zastosowaniem nie-
odpowiedniej metody albo, co zdarza sie czeSciej,
w zwiazku z ,bledem operacyjnym”, ktory polega
na niedokladnym przeprowadzeniu badania albo na
nieprawidlowej ocenie wyniku.

13.4.4. Kontrola jakoSci pracy
Kontrola jako$ci pracy obejmuje:

— kontrole wewnetrzna, dotyczaca pracownikow
Centrum Krwiodawstwa,

— kontrole zewnetrzng, dotyczaca laboratoriow
szpitalnych i innych wykonujacych badania z za-
kresu serologii transfuzjologiczne].

13.4.4.1. Kontrola wewnetrzna

Kazdy pracownik wykonujacy badania i zatrud-
niony w pracowniach Dziatu Immunologii Transfu-
zjologicznej oraz kazdy pracownik wykonujacy ba-
dania w pracowni serologii transfuzjologicznej pod-
lega okresowej kontroli, nie rzadziej niz 2 razy
w roku, dokonywanej przez kierownika pracowni.
Kierownik pracowni przygotowuje probki krwi do
badan i ocenia uzyskane wyniki.

13.4.4.2. Kontrola zewnetrzna

Kontroli zewnetrznej sa poddawane wszystkie
laboratoria wykonujace badania z zakresu serologii
transfuzjologiczne].

13.4.4.3. Przygotowanie materiatu kontrolnego

1. Jako materiat kontrolny, przygotowac odpowied-
nie objetosci osocza lub surowic ze stabo reagu-
jacymi przeciwcialami (o mianie 4 lub nizszym).

2. Jedna z probek kontrolnych powinna by¢ suro-
wica lub osocze niezawierajace przeciwcial.

3. Poszczegoblne odczynniki kontrolne rozlaé do am-
putek (po ok. 2 ml), oznaczonych numerami ko-
dowymi 1 przechowywaé w temperaturze —20°C.

4. Material kontrolny musi by¢ wystandaryzowa-
ny przed wysltaniem.

5. Do wysylanych probek kontrolnych dotaczyc
formularze z protokolami badan oraz pismo
przewodnie z dokladng instrukcja postepowa-
nia i dokumentowania wynikOw oraz terminem
przekazania ich do Centrum Krwiodawstwa.
UWAGI:

A. Materiatem kontrolnym moze by¢ osocze daw-
cow, u ktorych wykryto przeciwciala lub tez
odpowiednio rozcienczone osocze 0sob uodpor-
nionych. Do rozciefnczania nalezy stosowaé
odpowiednia surowice lub osocze.

B. Probke kontrolng moze tez stanowié osocze
zawierajace przeciwciala o wyzszym mianie
(np. 32). W takim przypadku nalezy zleci¢ wy-
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konanie miana przeciwcial z doktadna doku-
mentacjag wynikow.

13.4.4.4. Zadania dla kontrolowanej pracowni
Kierownik pracowni wyznacza osobe (osoby),

ktorej zleca wykonanie badan materialu kontrolnego.
W sktad tych badan wchodza:

*  wykrywanie przeciwcial we wszystkich testach
stosowanych rutynowo w pracowni (test enzy-
matyczny LEN, PTA-LISS, PTA klasyczny,
NaCl, testy kolumnowe), z zastosowaniem uzy-
wanego zestawu krwinek wzorcowych,

*  wykonanie miana przeciwcial w odpowiednich
testach,

* dokladne protokolowanie wykonanych badan
z uwzglednieniem nasilenia aglutynacji (od
+staby do 4+).

Protokoét badania powinien zawiera¢ nastepu-
jace dane:

a) nazwa pracowni kontrolowanej,

b) date badania,

¢) date otrzymania probki kontrolnej,

d) numer kodowy probki,

e) numery krwinek stosowanych do badan oraz
serii odczynnikow.

13.4.4.5. Zadania dla Centrum przeprowadzajgcego
kontrole

Po otrzymaniu wszystkich protokoi6w badan
nalezy dokona¢ analizy wynikow oraz sporzadzic¢
zestawienie wszystkich pracowni, ktore wziely
udzial w przeprowadzanej kontroli. Na tej podsta-
wie Centrum Krwiodawstwa decyduje o konieczno-
Sci dodatkowego przeszkolenia pracownikow lub
podejmuje kroki zmierzajace do zawieszenia dzia-
talnoSci danej pracowni.

14. Zasady uodparniania krwiodawcow

Zamierzone uodparnianie krwiodawcow prze-
prowadza sie w celu uzyskania osocza do produkcji
immunoglobuliny anty-D, stosowanego w profilak-
tyce konfliktu Rh oraz do produkcji immunoglobu-
liny anty-HBs, stosowanego w profilaktyce zakaze-
nia HBV.

14.1. Wytyczne w sprawie orzeczen
lekarskich o dopuszczalno§ci do uodpornienia
w celu uzyskania leczniczych produktow
krwiopochodnych

Powyzsze wytyczne zawarte sa w Rozporza-
dzeniu Ministra Zdrowia z dnia 19 wrze$nia 2005
roku, Dz.U., nr 191, poz. 1607.

Centrum Krwiodawstwa zobowiazane jest do
przechowywania przez 30 lat dokumentacji zwigza-
nej z uodpornieniem.

Odptatno$c dla dawcow krwinek stuzacych do
uodpornienia i 0s6b poddajacych sie zabiegom uod-
pornienia, a nastepnie zakwalifikowanych do odda-
nia krwi albo osocza do produkcji leczniczych pro-
duktow krwiopochodnych, regulowana jest wedtug
stawek okreS§lanych przez Ministerstwo Zdrowia.

14.2. Zasady pobierania i kwalifikowania

krwi stuzacej do uodparniania

Podczas zabiegdw uodparniania nalezy kiero-
wac sie nastepujacymi zasadami:

*  zabiegi uodparniania i pobieranie probek krwi
powinny by¢é wykonywane w oddzielnym po-
mieszczeniu, w ktorym musi znajdowac sie
zestaw do reanimacji.

e krwiodawcy w trakcie uodparniania krwinkami
czerwonymi nie moga oddawac krwi do celow
leczniczych.

*  zchwilg pojawienia sie w ich surowicy przeciw-
cial odporno$ciowych, nalezy ten fakt odnoto-
wac w za§wiadczeniu (Wzor 15, patrz Zatacznik).
Krew do uodparniania pobiera sie od statych

dawcow grupy O Rh+. Krwiodawca przed kazdym

oddaniem krwi do uodparniania podlega badaniom
lekarskim i laboratoryjnym, w takim samym zakre-
sie jak dawca oddajacy krew dla celow leczniczych.

Konieczne jest wykonanie u niego badan w kierun-

ku RNA HCV, DNA HBV, DNA HIV oraz materia-

tu genetycznego parvowirusa B19.

Jesli nie ma mozliwo$ci wykonania tych badan,
nalezy przesiaé probke krwi do Pracowni Biologii
Molekularnej IHiT.

Krew pobrana do uodparniania podlega 4-mie-
siecznej karencji (w stanie zamrozenia). Pod koniec
okresu karencji nalezy skontrolowac u dawcy znacz-
niki zakazen wirusowych testami immunoenzyma-
tycznymi oraz metodami biologii molekularne;.

14.3. Zamierzone uodparnianie
w celu uzyskania przeciwcial anty-D
Uodparnianie nowych dawcow—ochotnikow jest
konieczne, ze wzgledu na brak innych zrédel prze-
ciwcial anty-D, stuzacych do produkcji immunoglo-
buliny anty-D. Dotychczas nie udato sie uzyskac
monoklonalnych przeciwcial anty-D, ktére mozna
byloby zastosowaé w profilaktyce konfliktu Rh.
Uodparnia sie wybranych dawcow RhD-
(dccee), niezaleznie od ich grupy uktadu ABO.
Do wywotania 1 stymulacji odpowiedzi immu-
nologicznej, ktorej efektem sa przeciwciata anty-D,
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najbardziej przydatne sa krwinki o fenotypie DccEE,
ze wzgledu na znaczng immunogenno$¢ antygenu
D takich krwinek. Mozna tez stosowa¢ krwinki RhD
dodatnie o innym fenotypie.

Krwinki stuzace do uodparniania powinny byc
zgodne z krwinkami dawcy uodparnianego w zakre-
sie antygenow innych ukiadéw grupowych, znanych
ze swej immunogennosci, to znaczy K, Fy*, Jk?, S.

Podawanie krwinek powinno odbywac sie po-
woli, poprzez ich dozylne wstrzykniecie. Po kaz-
dym zabiegu dawca musi pozosta¢ w Centrum
Krwiodawstwa pod obserwacja personelu piele-
gniarskiego na czas okolo jednej godziny. Dopusz-
cza sie kilka schematow uodparniania, r6znigcych
sie miedzy sobg iloScig podawanych krwinek, liczba
wstrzykniec 1 dlugo$cia przerw miedzy nimi.

14.3.1. Schematy dozylnego uodparniania

Schematy uodparniania zostaly oparte na wy-
tycznych Swiatowej Organizacji Zdrowia, do§wiad-
czeniach Instytutu Hematologii 1 Transfuzjologii
oraz niektorych Centrow Krwiodawstwa.

14.3.1.1. Wywolanie pierwotnej odpowiedzi

immunologicznes
Schemat 1:

* pierwsza dawka: 5 ml krwinek,

*  po uplywie jednego miesigca: kontrola przeciw-
cial,

* po 3 miesigcach od wstrzykniecia: kontrola
przeciwcial i przy ich braku druga dawka — 2 ml
krwinek,

*  po miesiacu: kontrola przeciwcial i przy ich bra-
ku trzy dawki po 2 ml krwinek w odstepach
2-tygodniowych, z kontrolg przeciwcial przed
kazdym wstrzyknieciem,

* po jednym i po 3 miesigcach od ostatniego
wstrzykniecia: kontrole przeciwcial.

Jezeli w tym okresie dawca nie wytworzy prze-
ciwcial, rezygnuje sie z dalszego uodparniania.

Krwiodawca moze od tej chwili oddawac krew
dla celéw leczniczych, pod warunkiem kontroli
obecnoSci przeciwcial przed kazdym oddaniem krwi
lub osocza w ciggu roku.

Schemat 2:

* pierwsza dawka: 5 ml krwinek,

*  po miesiacu: kontrola przeciwcial 1 przy ich bra-
ku druga dawka — 2 ml krwinek,

*  pomiesigcu: kontrola przeciwcial i przy ich bra-
ku trzecia dawka — 2 ml krwinek,

*  po miesigcu: kontrola przeciwcial,

*  po 3 miesigcach: kontrola przeciwcial i przy ich
braku rezygnacja z dalszego uodparniania (patrz
schemat 1).

Schemat 3:

e pierwsza dawka: 5 ml krwinek,

*  po2tygodniach: druga dawka — 2 ml krwinek,

*  po 2tygodniach: kontrola przeciwcial i przy ich
braku trzecia dawka — 2 ml krwinek,

*  po 2tygodniach: kontrola przeciwcial i przy ich
braku czwarta dawka — 2 ml krwinek,

*  kontrola przeciwcial po 2 i 4 tygodniach oraz
po 3 miesiagcach od ostatniego wstrzykniecia.
Jezeli dawca w tym okresie nie wytworzy prze-

ciwcial, nalezy zrezygnowac z dalszego uodparnia-

nia (patrz schemat 1).

Schemat 4:

e pierwsza dawka: 10 ml krwinek,

*  po 2tygodniach: kontrola przeciwcial i przy ich
braku druga dawka — 5 ml krwinek,

*  po 2tygodniach: kontrola przeciwcial i przy ich
braku trzecia dawka — 2 ml krwinek,

*  po 214 tygodniach oraz po 3 miesigcach: kon-
trola przeciwcial.

Jezeli dawca w tym okresie nie wytworzy prze-
ciwcial, rezygnacja z dalszego uodparniania (patrz
schemat 1).

Wszystkie badania kontrolne w kierunku obec-
noSci przeciwcial anty-D w pierwszym cyklu uod-
parniania nalezy wykonywac najczulszymi metoda-
mi (test z krwinkami papainowanymi, test enzyma-
tyczny LEN, enzymatyczny test kolumnowy).

UWAGI:

A. Zgodnie z do$wiadczeniami wielu osrodkow, po
zastosowaniu krwinek przechowywanych
w zamrozeniu, uodparnianie wediug schematu
ustalonego dla krwinek $wiezych nie spelnia
oczekiwan dotyczacych wywolania pierwotnej
odpowiedzi immunologiczne;.

B. Wiadomo, ze krwinki w trakcie rozmrazania
ulegaja czeSciowemu mechanicznemu uszko-
dzeniu, co skraca ich czas przezycia w kraze-
niu biorcy, a tym samym okres stymulacji an-
tygenowej i jej nasilenie.

C. Wymienione wyzej fakty sklaniajag do modyfi-
kacji schematu pierwszego cyklu udparniania,
polegajacej na skroceniu przerw miedzy po-
szczegblnymi dawkami lub zwiekszeniu poczat-
kowych dawek.

D. Wskazane jest rozpoczecie uodparniania moz-
liwie duzej grupy dawcow-ochotnikow, ze
wzgledu na prawdopodobienstwo uzyskania za-
mierzonego efektu jedynie u 50-60% z nich.

14.3.1.2. Stymulacja wtornej odpowiedzi
immunologicznej

Jezeli w trakcie pierwszego cyklu uodparnia-
nia, w ktorymkolwiek badaniu kontrolnym, zosta-
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nie ujawniona obecno$¢ przeciwcial anty-D, nalezy
odstapi¢ od schematu wywolania pierwotnej odpo-
wiedzi immunologicznej i po 2 tygodniach od ostat-
niej dawki podac 2 ml krwinek (stymulacja wtornej
odpowiedzi immunologicznej). Po przeprowadzeniu
kontroli, u wiekszo$ci osob uodparnianych, juz po

2 tygodniach od tego wstrzykniecia mozna przepro-

wadziC pierwsza plazmafereze.

Dalsze postepowanie w przypadkach uodpor-
nionych oséb przedstawiono ponize;j.

1. Pobierane osocze nalezy systematycznie kon-
trolowac (potiloSciowe badanie przeciwcial
W mianie).

2. PrzydatnoS¢ osocza do produkcji immunoglo-
buliny anty-D oceniaé na podstawie miana prze-
ciwcial anty-D w teScie antyglobulinowym,
wykonanym metoda probowkowsa. Nie powin-
no by¢ ono nizsze niz 256, chyba, ze producent
ma inne wymagania.

3. Gdy miano przeciwcial ulega obnizeniu, stosowac
dalsza stymulacje dawkami po 1 ml krwinek.
Odstepy pomiedzy wstrzyknieciami powinny

wynosi¢ nie mniej niz 3 miesiace.
UWAGI:

A. Na etykiecie pobranego osocza powinna zna-
lez¢ sie informacja o treSci: ,,Dawca immuni-
zowany. Przeciwciala anty-D miano...”.

B. Dawcy systematycznie poddawani stymulacji
antygenowej krwinkami czerwonymi powinni
by¢ raz w roku kontrolowani w kierunku obec-
no$ci dodatkowych przeciwcial za pomoca od-
powiednio dobranego zestawu krwinek Rh
ujemnych, pochodzacych od homozygot w za-
kresie roznych ukladow grupowych.

14.3.2. Dokumentacja uodparniania dawcow
Kazdy dawca uodparniany powinien mie¢ od-

dzielnie prowadzong dokumentacje, na przykitad

teczke/skoroszyt. Powinna ona zawierac:

* dane personalne,

e oSwiadczenie podpisane przez dawce,

e kwalifikacje lekarska dawcy do uodparniania,

* protokoly wstepnych badan serologicznych,
kwalifikujacych dawce do uodparniania odpo-
wiednimi krwinkami,

*  wyniki badan kontrolnych w kierunku zakazen
wirusowych,

e protokoly zabiegow z data, rodzajem, iloScig
wstrzyknietej krwi (imie 1 nazwisko osoby, od
ktorej pochodzi krew),

*  uwaginatemat samopoczucia dawcy po zabiegach,

e protokoly kontrolnych badan serologicznych
1 terminy dalszych wstrzyknieé krwi.

Odpowiednie adnotacje dotyczace uodparniania
musza tez by¢ zamieszczone w gléwnej kartotece
krwiodawcy. Powinny sie tam znalez¢ takie infor-
macje, jak: data rozpoczecia uodparniania, data za-
kwalifikowania do plazmaferezy, data rezygnacji
z dalszego uodparniania, obowiazujacy okres badan
kontrolnych.

PiSmiennictwo

Przepisy dotyczace badan u krwiodawcow,
chorych i kobiet w cigzy
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Akty prawne obowigzujace w jednostkach
organizacyjnych publicznej stuzby krwi
dotyczace pracy w laboratoriach
wykonujacych badania w zakresie
immunologii transfuzjologiczne;j

1.

10.
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Ustawa z dnia 27 lipca 2001 roku o diagnostyce laboratoryjnej
(Dziennik Ustaw, nr 100, poz. 1083).

Ustawa z dnia 28 sierpnia 2003 roku o zmianie ustawy o diag-
nostyce laboratoryjnej oraz zmianie innych ustaw (Dziennik
Ustaw, nr 171, poz. 1663).

Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 16 kwietnia 2004 roku
w sprawie trybu przeprowadzania kontroli w niektorych jednost-
kach publicznej stuzby krwi (Dziennik Usta, nr 84, poz. 794).
Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 3 listopada 2004 roku
W sprawie wymagan zasadniczych dla wyrob6w medycznych do
diagnostyki iz vitro (Dziennik Ustaw, nr 251, poz. 2515)
Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 4 listopada 2004 roku
w sprawie okreslenia kwalifikacji wymaganych od osob zatrud-
nionych w jednostkach organizacyjnych publicznej stuzby krwi
(Dziennik Ustaw, nr 247, poz. 2482).

Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 7 grudnia 2004 roku
w sprawie okreSlania rzadkich grup krwi, rodzajow osocza
i surowic diagnostycznych wymagajacych przed pobraniem krwi
zabiegu uodpornienia dawcy lub innych zabiegdéw oraz wysokos$-
ci ekwiwalentu pienieznego za pobrang krew i zwigzane z tym
zabiegi (Dziennik Ustaw, nr 263, poz. 2625).

Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 19 wrze$nia 2005 roku
w sprawie okreSlania sposobu 1 organizacji leczenia krwig
w zakladach opieki zdrowotnej, w ktorych przebywaja pacjenci
ze wskazaniami do leczenia krwig i jej skiadnikami (Dziennik
Ustaw, nr 191, poz. 1607).

Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 23 marca 2006 roku
w sprawie standardow jakosci dla medycznych laboratoriow dia-
gnostycznych mikrobiologicznych (Dziennik Ustaw, nr 61, poz. 435).
Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 9 listopada 2007 roku
zmieniajace rozporzadzenie w sprawie okreslania rzadkich grup
krwi, rodzajow osocza i surowic diagnostycznych wymagajacych
przed pobraniem krwi zabiegu uodpornienia dawcy lub innych
zabiegow oraz wysokoSci ekwiwalentu pienieznego za pobrang
krew i zwigzane z tym zabiegi (Dziennik Ustaw, nr 214, poz.
1582).

Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 21 stycznia 2009 roku
zmieniajace rozporzadzenie w sprawie standardow jakosci dla
medycznych laboratoriow diagnostycznych mikrobiologicznych
(Dziennik Ustaw, nr 22, poz. 128).
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Zalacznik

SKIEROWANIE NA KONSULTACYJNE BADANIA SEROLOGICZNE

(pieczec placéwki Data ...
kierujacej)
Do
Pracowni Konsultacyjnej

Centrum

Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa

w

Prosze o wykonanie badania

Nazwisko i imie chorego

Data urodzenia lub PESEL

Rozpoznanie

Wywiad (cigze — daty, przetoczenia krwi — daty)

Wyniki badan serologicznych:

Grupa krwi

Przeciwciata odpornosciowe

Wynik préby zgodnosci

Inne
Dane hematologiczne: Krwinki czerwone Hb Ht
Bilirubina Inne

(czytelny podpis i pieczatka
osoby kierujacej)

W2zér 1. Skierowanie na konsultacyjne badania serologiczne

Pattern 1. Order for serologic consultation testing
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Oddziat/Klinika Data
(pieczatka)

SKIEROWANIE NA BADANIE GRUPY KRWI

Nazwisko i imig

Data urodzenia lub PESEL

Rozpoznanie

Poprzednie wyniki badan
(grupa krwi, przeciwciata odpornosciowe)

Czytelny podpis osoby Pieczatka i podpis
pobierajacej krew lekarza kierujacego

Wzér 2. Skierowanie na badanie grupy krwi

Pattern 2. Order for blood group testing

234 www.jtm.viamedica.pl



B. Michalewska 1 wsp., Immunologia transfuzjologiczna krwinek czerwonych

KSIAZKA BADAN GRUP KRWI (dla chorych i kobiet w ciazy)

Strona 1
Wynik badania
Lp. Data Nazwisko i imie Oddziat Grupa krwi
Data urodzenia Nieregularne Dawcy
rzeciwciata
lub PESEL ABO RhD P
Strona 2
Uktad ABO RhD Przeciwciata
Test PTA Autokontrola
Odczynniki Krwinki Odczynniki enzymatyczny (jesti doc_ika_tme
monoklonalne monoklonalne wyniki Podpis
skriningu)
Krwinki wzorcowe
anty- anty-
0 A B I Il Il I I 1
A B ' D D

Wzér 3. Ksigzka badan grup krwi

Pattern 3. Book for recording of blood group testing

(Piecze¢ placowki kierujacej) Data ..
Nr badania ...
Oddziatl ...
WYNIK

badania grupy krwi
Nazwisko i imig

Data urodzenia lub PESEL

Rozpoznanie

Grupa krwi

Przeciwciata odpornosciowe

Uwagi

Wzér 4. Wynik grupy krwi
Wykonat Sprawdzit Y grupy

(czytelny podpis) (pieczatka i podpis)

Pattern 4. Form of blood group result
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Data:
Kontrola zestawu odczynnikéw diagnostycznych do oznaczen grupy krwi ABO i Rh*
Swoistos¢ Producent, nr serii, nazwa klonu Data waznosci Reakcje z krwinkami
odczynnika wzorcowymi (kontrolnymi)**
Producent, nr
SO it
ORhKD ...... A, RhD ...... BRhD ......
Anty-A
Anty-A
Anty-B
Anty-B
Anty-D

Krwinki wzorcowe do
wykrywania przeciwciat

Producent, nr sefrii ...................

Fenotyp***

Krwinki |

Krwinki Il

Krwinki Il

*analogiczny protokét mozna sporzadzi¢ do kontrolowania odczynnikéw diagnostycznych kazdej swoistosci

**wsréd krwinek grupy O, A,, B muszg by¢ krwinki Rh+ i Rh—

***mozna wkleja¢ wydruki przestane przez producenta krwinek wzorcowych

Kontrola krwinek wzorcowych do wykrywania przeciwciat odpornosciowych

Numer krwinek
wzorcowych

Testy probdwkowe****

Standard anty-D Surowica AB
Producent, nr serii Nr donacji (nr prébki)

o PTA-LISS
Krwinki | LEN

o PTA-LISS
Krwinki Il LEN

Krwinki I PTA-LISS
LEN

****jezeli badania wykonywane sg w testach innych niz probéwkowy nalezy wpisa¢ nazwe uzywanego systemu

i odpowiednio nazwy testow

W2z6r 5. Protokdt codziennych badan kontrolnych

Pattern 5. Protocol of daily control recording
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(Pieczec placowki kierujacej) Data ...

SKIEROWANIE NA PROBE ZGODNOSCI KRWI
CHORY:

Nazwisko i imie Data urodzenia.......momvoronne
lub PESEL

Rozpoznanie

Grupa krwi

Przeciwciata odpornosciowe

Biorca: pierwszorazowy, wielokrotny, cigze
(wtasciwe podkresli¢)

Data ostatniego przetoczenia

Czy przewidziane sg dalsze przetoczenia?
(w ciggu nastepnych 5 dni)

Podpis i piecze¢ lekarza kierujgcego
(czytelny)

Data i godzina pobrania prébki krwi

Czytelny podpis osoby pobierajacej

Sktadniki krwi wydawane przez bank krwi
Grupa krwi/numery pojemnikow

Podpis pracownika banku krwi

Wzér 6. Skierowanie na prébe zgodnosci krwi

Pattern 6. Order for compatibility testing
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Strona 1
. . Gru_pa krwi_ Kontrola grupy krwi
Data Numer Oddziat Nazwisko na skierowaniu
kolejny i imie Nume_r_
biorcy Data urodzenia Biorcy Dawcy donadji Biorcy Dawcy
lub PESEL
ABO | RhD | ABO | RhD -A|-B|-D|-A|-B |-D
Strona 2
Badanie przeglagdowe Surowica biorcy
Kontrola antygenow przeciwciat + krwinki dawcy Auto- Wynik Uwagi Podpis
u dawcy kontrola
(jesli
Test PTA Test PTA | potrzeba)
enzymatyczny enzymaty-
czny
(jesli
Krwinki wzorcowe wykonany)

Wzor 7. Ksigzka prob zgodnosci

Pattern 7. Book for compatibility testing records
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Data .
Piecze¢ pracowni Oddziat

WYNIK PROBY ZGODNOSCI

Nazwisko i imie biorcy

Data urodzenia lub PESEL

Kontrolne badanie grupy krwi

Przeciwciata odpornosciowe

Krew dawcy grupy ... Nr donacji:
Wynik
Uwagi
Wykonat Sprawdzit
(czytelny podpis) (czytelny podpis)

Wzér 8. Wynik préby zgodnosci

Pattern 8. Form of compatibility testing results
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Zaktad Kierujacy
Oddziat/Klinika
(pieczed) Data oo

SKIEROWANIE NA KREW DO PILNEJ TRANSFUZJI

Prosze o wydanie krwi do pilnej transfuzji przed wykonaniem préby zgodnosci

dla chorego

data urodzenia (PESEL)

grupa krwi (ABO i Rh) chorego

Pieczatka i czytelny podpis lekarza

Wzér 9. Skierowanie na krew do pilnej transfuzji

Pattern 9. Order for red blood cells for urgent transfusion

Pieczec
Centrum krwiodawstwa

ZASWIADCZENIE

Zaswiadczam, ze Pan/i

(imie i nazwisko, tytut naukowy)

zatrudniony

w charakterze jest uprawniony do wykonywania

i wpisywania do dowodow osobistych i innych dokumentéw tozsamosci oznaczen grup krwi do celow
trwatej ewidencji.

Pieczed i podpis
dyrektora stacji krwiodawstwa

Wzér 10. Zaswiadczenie uprawniajgce do wpisywania wynikéw grup krwi do dokumentéw tozsamosci

Pattern 10. Authorization for entering blood group results to personal identity documents

240 www.jtm.viamedica.pl



B. Michalewska 1 wsp., Immunologia transfuzjologiczna krwinek czerwonych

° Grupa krwi © T
o > = c
o 9 [} o 2 6
e 2 T E g£e¢ s
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
W2zér 11. Ksiega ewidencyjna grup krwi
Pattern 11. Registry book for blood groups
Nazwa zaktadu
Grupa krwi
Uwagi
Nr/data badania
Nr/data badania
X XX

X numer wpisu/data wpisu
xx pieczatka i podpis osoby odpowiedzialnej za wpis

Wzér 12. Wz6r pieczeci trwatej ewidencji grup krwi

Pattern 12. Stamp for recording blood groups results
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Strona 1

Karta identyfikacyjna grupy krwi
Nazwa Zakfadu Opieki Zdrowotnej
Imiona i nazwisko

Data i miejsce urodzenia

Imiona rodzicow

PESEL

Strona 2

Nazwa Pracowni Serologicznej

Grupa krwi

Uwagi

Daty i numery badan

X XX

X numer wpisu z ksigzki ewidencyjnej/rok lub petna nazwa wpisu
XX pieczatka i podpis osoby odpowiedzialnej za wpis

Wz6r 13. Wzér karty identyfikacyjnej grupy krwi
Pattern13. Form for Blood Group ldentityfication Card

Grupa krwi
ABO

RhD

Podpis
kontr. serol.

55-00-55555

W2z6r 14. Przyktad etykiety kontroli serologiczne;j

Pattern 14. Label of serological control

str. 1 str. 2
oktadki: oktadki:
ZASWIADCZENIE | |77 )
DAWCA UODPARNIANY KRWIA | Grupa krwi:
Fotografia i
Wydane Przez...suemcn Podpis
wiasciciela

Nr

UWAGA: Nalezy stale nosi¢ przy sobie
i pokazywac przy kazdej wizycie u lekarza

W surowicy obecne przeciwciata
odpornosciowe
anty-

Data i podpis kierownika
pracowni serologicznej

UWAGA. W razie koniecznosci transfuzji
nalezy dobiera¢ krew w Regionalnym
Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa

strony wewnetrzne

Dane dotyczace pobierania osocza lub krwi

Lp.| Data llos¢ Termin Uwagi Podpis
pobrania pobranego nastepnego i stempel
osocza/krwi pobrania lekarza

pobierajacego

W2zér 15. Zaswiadczenie dla dawcy RhD minus uodpornionego krwig RhD plus

Pattern 15. Certificate for RhD negative blood donor immunised with RhD positive blood
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