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I. ОБЩИЕ ПОЛОЖЕНИЯ
1.1. Организационные требования

    Важную роль для обеспечения качественной медицинской помощи при проведении гемотрансфузий играет выполнение пациентам иммуногематологических исследований по определению группы крови по системе АВО и системе Резус. При проведении этих исследований все пациенты рассматриваются как реципиенты гемокомпонентов.

    Иммуногематологические исследования проводятся аккредитованными и лицензированными лабораториями, имеющими соответствующее оборудование и специально обученный персонал.

    Группа крови по системе АВО первично определяется лечащим или дежурным врачом клинического отделения, прошедшим обучение по вопросам трансфузиологии, простой реакцией агглютинации (стандартными изогемагглютинирующими сыворотками или моноклональными антителами). Далее промаркированный образец крови пациента передается вместе с направлением в подтверждающую лабораторию ЛПУ для выполнения иммуногематологических исследований.
    В подтверждающей лаборатории ЛПУ врач, прошедший специальную подготовку по иммуногематологии, выполняет определение группы крови (АВО) перекрестным методом и резус (D)-принадлежности крови пациента, а также проводит при необходимости исследование образца крови на наличие аллоиммунных антител. 
    В сложных случаях идентификация антигенов и антител  проводится специализированными  лабораториями учреждений службы крови (УСК).  

    При экстренных показаниях к трансфузии гемокомпонентов и невозможности выполнения иммуногематологического исследования в подтверждающей лаборатории (ночное время, выходные и праздничные дни) исследования групповой принадлежности проводится дежурным врачом, при этом в обязательном порядке заготавливается образец крови пациента и передается в подтверждающую лабораторию в часы ее работы.

    Запрещается переносить данные о группе крови и резус-принадлежности в медицинскую документацию реципиента с медицинской документации других организаций, где ранее реципиенту была оказана медицинская помощь, в том числе включающая трансфузию (переливание) донорской крови и (или) ее компонентов, или проводилось его медицинское обследование.

    Типирование антигенов эритроцитов крови пациентов по системам АВО, Резус, исследования аллоантител и тесты на совместимость перед трансфузиями проводятся на базе ЛПУ.

    Всем донорам крови или ее компонентов, должны быть выполнены необходимые иммуногематологические исследования. При проведении этих исследований все доноры рассматриваются как доноры гемокомпонентов. При внесении данных о групповой и резус-принадлежности в документ донора он рассматривается как реципиент гемокомпонентов.

     Иммуногематологические исследования крови доноров проводятся лабораториями учреждений службы крови (УСК) или отделениями переливания крови (ОПК). Группу крови у доноров определяют 2 раза: первый раз, при первичном обращении донора непосредственно перед кроводачей прямой реакцией агглютинации (с помощью стандартных сывороток или/и моноклональных антител). Второй раз, после кроводачи из промаркированного образца крови, взятого в пробирку-спутник (перекрестным методом, т.е. одновременно с помощью стандартных сывороток или/и моноклональных антител и стандартных эритроцитов). В дальнейшем группа крови у доноров определяется во время каждой следующей кроводачи два раза, как указано ранее. 
    Если группа крови по системе АВО у донора определялась дважды из образцов крови при разных кроводачах (перекрестным методом) и результаты тестирования совпали, то при последующих кроводачах допускается проводить определение группы крови одной серией стандартных сывороток или моноклональных антител.
    Учреждения службы крови (УСК) осуществляют организационно-методическую помощь ЛПУ, предоставляют консультации по вопросам определения специфичности аллоантител, сложных вариантов групп крови, проводят индивидуальный подбор крови сенсибилизированным больным, организуют семинары, курсы, где предоставляются теоретические и практические знания.

1.2. Требования к оборудованию


    Необходимое оборудование и оснащение для выполнения иммуногематологических исследований:

- термостат (37ºС);

- водяная баня для инактивации сыворотки (70ºС);

- водяная баня, суховоздушный термостат (46-48ºС);

- термометр;

- секундомер;

- лабораторная центрифуга;

- микроскоп;

- бытовой холодильник;

- полуавтоматические, автоматические иммуногематологеские анализаторы;

- лупа с 6-8-кратным увеличением;

- тарелки или планшеты со смачиваемой поверхностью, штативы, пробирки (возможно использование пластиковых, вакуумных пробирок одноразового использования);

- стеклянные или пластмассовые палочки и пипетки, предметные и покровные стекла.
1.3. Требования к реагентам

    Реагенты для определения групповой и резус принадлежности должны быть стандартны, активны, специфичны, не обладать гемолизирующими свойствами и не вызывать неспецифическую агглютинацию. Прежде чем приступить к исследованию, необходимо произвести макроскопическую оценку диагностических стандартов: реактивы должны быть прозрачными, без осадка и других признаков загрязнения; вскрытые ампулы (флаконы) должны быть закрытыми для предотвращения подсыхания содержимого.   Категорически запрещается применять реагенты с истекшим сроком годности. Следует обращать внимание на срок годности реагента после вскрытия ампулы (флакона)  (согласно инструкции к реагентам).      

    Перед выполнением исследований иммунологические стандарты выдерживают при комнатной температуре не менее 1 часа.
    В настоящее время для определения групп крови по системе АВО,  системе Резус и выявления аллоиммунных антител  используются следующие реагенты: 

- моноклональные антитела (МКА) для определения групп крови по системе АВО анти-А, анти-В, анти-АВ или стандартные сыворотки групп Оαβ(I), Аβ(II), Вα(III), АВo(IV);
- моноклональные антитела (МКА) для определения резус-принадлежности крови анти-D(IgM), анти-D(IgG), анти-С; анти-Е; анти-с; анти-е или стандартные сыворотки анти-резус соответствующей специфичности;

- антиглобулиновый реагент (АГР) полиспецифический (сыворотка для пробы Кумбса) или моноспецифический АГР;
- 0,9 % раствор натрия хлорида, 10% раствор желатина;
Примечание. Раствор желатина перед употреблением необходимо тщательно осмотреть, если он не застывает в холодильнике, мутный или образует хлопья - желатин к использованию непригоден. Желатин нельзя замораживать.

- панель стандартных эритроцитов для скрининга и идентификации аллоимунных антител;

- стандартные эритроциты для определения групп крови по системе АВО перекрестным методом О(I), А1(II) и В(III) групп и резус-принадлежности (D+) и (D-) эритроциты. Стандартные эритроциты хранят в холодильнике при температуре +(6±2)°С. Срок хранения – до 3 суток. 

1.4. Требования к образцам крови
    Для исследования используют цельную кровь без консерванта; кровь, стабилизированную любым консервантом; отмытые эритроциты; эритроциты в плазме, сыворотке или физиологическом растворе.

    Иммуногематологические исследования могут быть выполнены как с сывороткой, так и с плазмой больного. Хотя при использовании для исследования плазмы существует опасность не выявления слабоактивных антител за счет разведения стабилизирующим раствором.

    Если кровь набиралась с консервантом, то для исследования эритроциты необходимо трижды отмыть. Для этого в пробирку с эритроцитами доливают 0,9% физиологический раствор в соотношении 1:10, содержимое пробирки осторожно перемешивают и центрифугируют при 1500 об/мин в течение 5 минут при комнатной температуре. Надосадочную жидкость отбирают пастеровской пипеткой.
     Перед процедурой забора крови на иммуногематологические исследования у пациента уточняют его фамилию, имя и отчество. Берут сухую чистую пробирку, на которую наносят следующую информацию о пациенте: Ф.И.О., номер медицинской карты, наименование отделения ЛПУ, результат первичного исследования группы крови по системе АВО, дату забора крови. 
    Кровь пациента забирают из вены в количестве 5,0-10,0 мл (в зависимости от вида и количества исследований) и переносят в промаркированную пробирку. 
    Вместе с пробиркой в подтверждающую лабораторию передается направление, в котором указывается: ​​Ф.И.О. пациента, год рождения, номер медицинской карты, отделение ЛПУ, результат первичного исследования группы крови по системе АВО с обязательным указанием наименований, серий и сроков годности диагностических стандартов, дата исследования, фамилия и подпись врача, проводившего определение.
    У новорожденных из вены производится забор крови не более 1,5 мл; у детей     грудного возраста и старше из вены производится забор крови 1,5-3,0 мл в          пробирку без антикоагулянта. Пробирка должна быть промаркирована с            указанием фамилии и инициалов пациента детского возраста (в случае      новорожденных первых часов жизни указывается фамилия и инициалы матери),    номера медицинской документации, наименования отделения ЛПУ, результата первичного исследования группы крови по системе АВО, даты взятия образца          крови.

       Образец крови для проведения иммуногематологических исследований должен храниться в холодильнике при температуре 4˚С  не более 48 часов.

    Если результаты при первичном и повторном определении группы крови не совпали, проводят первичное и подтверждающее исследования из свежезаготовленного образца крови.
    При сомнительном результате повторных иммуногематологических исследований образец крови пациента необходимо направить в специализированную лабораторию Центра крови.

    В этом случае следует заготовить свежий образец крови (10 мл) в промаркированную чистую сухую пробирку. Образец крови доставляется с направлением, в котором указывают: Ф.И.О. пациента, год рождения, диагноз, трансфузионный анамнез (кол-во трансфузий и реакции на них) и акушерский анамнез (кол-во  беременностей,  кол-во  родов,  ГБН   детей,  выкидыши, мертворождения, аборты), результаты иммуногематологического исследования крови, полученные в ЛПУ (группа крови по системам АВО, Резус, наличие антиэритроцитарных аллоантител), названия, серии и сроки годности диагностических стандартов, наименование отделения ЛПУ, контактный телефон, дату взятия образца крови, фамилию врача и его подпись.
Примечание. При тестировании не допустимо использовать гемолизированные и хилезные образцы крови. Они должны быть заменены новыми образцами. 
1.5. Требования к методикам исследования
    Технические описания методик находятся: в данной инструкции «Определение групп крови по системам АВ0, резус и иммунных антител»; инструкциях по применению, прилагаемых к реагентам; в соответствующих методических рекомендациях.

    Все методики и реагенты, которые используются, для исследований должны быть разрешены в установленном законодательством порядке. Если в работе используются реактивы собственного производства, они должны иметь результаты внешнего контроля качества.
1.6. Квалификационные требования к персоналу
    Врачи, врачи-лаборанты, биологи и средний медперсонал, который выполняет иммуногематологические исследования, должны иметь специальную подготовку и соответствующий документ, подтверждающий обучение. 
    Подготовка специалистов проводится на курсах специализации, на факультетах последипломного образования ВУЗов, на курсах стажировки и информации в Центрах крови. 
    Предварительный и технический этапы проведения исследований может выполнять подготовленный лаборант под руководством врача. Заключительный контроль и оценка результата проводится только врачами, врачами-лаборантами, биологами.
1.7. Требования к оформлению результатов исследования
    В клинических отделениях результат первичного определения группы крови по системе АВО записывается в специальный журнал. Оформляется направление в подтверждающую лабораторию.  

    В подтверждающей лаборатории результаты определения группы крови, резус-принадлежности, наличие аллоантител записываются в специальный журнал и   выдается бланк, на котором указывается результат исследования, дата его       проведения, ставится подпись врача, который проводил исследования. Бланк подклеивается в историю болезни, а результат, который указан на этом бланке, лечащий врач переносит на титульную страницу истории болезни, ставит свою подпись и дату проведения исследования.

    Лаборатория выдает результат исследования в том случае, когда совпали результаты при первичном и повторном определении группы крови. 
    Результаты определения группы крови, резус-принадлежности доноров фиксируются в рабочих журналах и на титульном листе донорской карты с указанием даты и за подписью лиц, проводивших определения, и вносятся в электронную картотеку базы данных доноров.
1.8. Контроль качества
    Процедуры контроля качества в определении групп крови следует проводить раздельно для оборудования, методик и реактивов.
    Все оборудование, которое используется для иммуногематологических исследований, должно проходить обязательный метрологический контроль с установленной периодичностью.

    Необходимо контролировать соблюдение сотрудниками стандартных операционных процедур методик иммуногематологических исследований.     
    При внутреннем контроле качества реактивов контролируются следующие параметры: определение группы крови по системе АВО перекрестным методом, определение резус-принадлежности, фенотипирование антигенов системы Резус и других систем групп крови. Для контроля используют образцы стандартных эритроцитов. Контролю качества подвергается каждая тестируемая серия, но не реже одного раза в день при использовании одних и тех же иммунологических стандартов.
    Результаты ежедневного контроля качества заносятся в рабочие журналы с указанием названий, серий используемых реагентов, сроком их годности.
    Лаборатории, осуществляющие иммуногематологические исследования, должны принимать участие в системе внешней оценки контроля качества. 
II. ИНСТРУКЦИЯ ПО ОПРЕДЕЛЕНИЮ ГРУПП КРОВИ ПО СИСТЕМЕ АВО

    Группа крови человека по системе АВО - это набор групповых антигенов А и В и естественных анти-А (α) и анти-В (β) антител. Антигенная структура эритроцитов (фенотип) определена генотипом и не меняется в течение жизни.
    Групповые антигены А и В - это структурные образования, расположенные на внешней поверхности мембраны эритроцитов, обладающие способностью взаимодействовать с соответствующими антителами и образовывать комплекс антиген-антитело. Групповые антигены А и В обладают высокой иммуногенностью, что и определяет их клиническое значение в развитии немедленных посттрансфузионных осложнений гемолитического типа.
    Система АВО включает четыре группы крови. В группе 0(I) на эритроцитах отсутствуют оба антигена, в группе А(II) — на эритроцитах присутствует только антиген А, в группе В(III) — на эритроцитах присутствует только антиген В и в группе АВ(IV) — на эритроцитах одновременно присутствуют оба антигена — А и В. 
    В норме у неиммунизированных людей в плазме имеются естественные антитела к отсутствующему антигену: у лиц группы 0(I) обнаруживаются антитела против обоих антигенов А и В; у лиц группы А(II) — анти-В (β)  антитела; у лиц группы В(III) — антитела анти-А (α)  и, наконец, у лиц группы АВ(IV) антитела этой системы в плазме отсутствуют.
     Естественные анти-А (α) и анти-В (β) антитела - это иммуноглобулины класса IgM, которые постоянно находятся в сыворотке крови человека без всякого иммунного стимула. Они являются врожденными (регулярными) и не меняются в течение жизни.
    Следует иметь в виду, что существуют разновидности как антигена В, так и, в большей степени, антигена А. Наиболее частыми разновидностями А антигена являются А1 и А2.  Эритроциты подгруппы А2 обладают пониженными агглютинабельными свойствами. Слабо выраженная агглютинация может остаться незамеченной, и лица подгруппы А2(II) могут быть ошибочно отнесены к группе О(I), а лица с подгруппой А2В(IV) могут быть причислены к группе В(III). Антиген А2 встречается примерно у 1% людей групп А(II) и у 20% АВ(IV). 
    У части людей групп А2(II) (1-8%) и А2В(IV) (22-35%) в сыворотке крови присутствуют антитела против антигена А1 (экстраагглютинины). Они не активны при 37°С и клинического значения не имеют, однако вызывают агглютинацию эритроцитов при перекрестном определении группы крови и проведении проб на индивидуальную совместимость крови донора и реципиента. 
    При обнаружении анти-А1 антител у таких лиц полезно подтвердить наличие антигена А2 специальными реагентами (моноклональный реагент против антигена А1 или анти-А1 (лектин)), агглютинирующими только А1 эритроциты.  

    Различные сочетания групповых антигенов эритроцитов и антител сыворотки образуют четыре группы крови:   

1) 0αβ(I);

2) Аβ(II) с подгруппами А1β(II) и А2β(II);

3) Вα(III);

4) АВo(IV)  с подгруппами А1Вo(IV) и А2Вo(IV).                

    В связи с тем, что совместимость по системе АВО наиболее важна при осуществлении гемотрансфузий, установление группы крови по системе АВО необходимо производить перекрестным методом, т.е. по антигенам эритроцитов и по антителам в плазме (сыворотке). Перекрестное исследование антигенов эритроцитов и антител в сыворотке обязательно и у доноров, и у реципиентов. 
    У детей до 4 месяцев природные антитела системы АВО в плазме могут частично или полностью отсутствовать, поэтому определение группы крови проводят только по антигенам эритроцитов (с помощью стандартных сывороток и моноклональных антител). У детей старше 4 месяцев группа крови, как и у взрослых, определяется перекрестным методом.
            Определение группы крови по системе АВО - это идентификация антигенов и антител с помощью иммунологических стандартов:
I. Прямым методом на эритроцитах определяют наличие антигенов А и В с помощью:

1) стандартных сывороток;

2) моноклональных антител.
II. Перекрестным методом в сыворотке определяют наличие антител анти-А (α)  и анти-В (β) с помощью стандартных эритроцитов известной группы крови.

2.1. Определение групп крови по системе АВО с помощью
стандартных изогемагглютинирующих сывороток
    Определение группы крови при помощи стандартных изогемагглютинирующих сывороток заключается в выявлении групповых антигенов на эритроцитах исследуемой крови в реакции прямой агглютинации.

Специальные реагенты и оборудование:
- стандартные изогемагглютинирующие сыворотки Оαβ(I), Аβ(II), Вα(III) групп двух серий и стандартная сыворотка АВo(IV);
- 0,9% раствор натрия хлорида;

- белые тарелки, пластины или планшеты со смачиваемой поверхностью, штативы, пробирки;
- стеклянные или пластмассовые пипетки, палочки;
- секундомер;

- бытовой холодильник;

- лупа с 6-8-кратным увеличением.

2.1.1. Техника определения групп крови по системе АВО с помощью стандартных изогемагглютинирующих сывороток

          Определение проводят в помещении с хорошим освещением, при температуре окружающего воздуха от +15 до 25°C.
1. Под соответствующими обозначениями нанести по одной большой капле (0,1 мл) каждой сыворотки двух серий, которые образуют два ряда по три капли в следующем порядке 0αβ(I), Аβ(II), Вα(III). На каждую серию сывороток используют отдельную пипетку.

2. Рядом с каплями сыворотки нанести по одной маленькой капле (0,01 мл) исследуемой крови (эритроцитов).

3. Перемешать каждую каплю исследуемой крови (эритроцитов) с соответствующей сывороткой отдельными стеклянными палочками. Можно перемешивать кровь с сывороткой одной и той же палочкой, но в этом случае необходимо после размешивания каждой капли промывать палочку в стакане с физиологическим раствором и насухо её вытирать.

4. После размешивания всех капель пластинку покачивают, затем на 1-2 минуты оставляют в покое и снова периодически покачивают.

5. Наблюдение за ходом реакции проводят не менее пяти минут. Хотя агглютинация начинается в течение первых 10-30 секунд, наблюдение следует вести и далее - до пяти минут ввиду возможности более поздней агглютинации, например, с антигеном А2.

6. По мере наступления агглютинации, но не ранее чем через 3 минуты, в капли смеси сыворотки с эритроцитами, в которых наступила агглютинация добавляют по одной капле (0,05 мл) изотонического раствора натрия хлорида для разрушения иногда наступающей ложной агглютинации - неспецифического склеивания эритроцитов, в том числе в так называемые «монетные столбики», и продолжают наблюдение при периодическом покачивании пластинки до истечения 5 минут. 
7. Записывают результаты реакции немедленно после определения.
2.1.2. Трактовка результатов реакции при определении групп крови по системе АВО с помощью стандартных изогемагглютинирующих сывороток

    Реакция изогемагглютинации в каждой капле может быть положительной или отрицательной.

    При положительной реакции обычно в течение первых 10-30 секунд от начала перемешивания в смеси появляются видимые невооруженным глазом мелкие красные зёрнышки (агглютинаты), состоящие из склеенных эритроцитов. Мелкие зёрнышки постепенно сливаются в более крупные, а иногда в хлопья неправильной формы. При этом сыворотка полностью или частично обесцвечивается.

    При отрицательной реакции жидкость все время (5 минут) остается равномерно окрашенной в красный цвет и в ней не обнаруживается никакой зернистости (агглютинатов).

    Результаты реакций в каплях с сывороткой одной и той же группы (двух серий) должны совпадать.

    Результаты с сыворотками трех групп: 0αβ(I), Аβ(II), Вα(III) могут дать четыре различные комбинации (табл.1).

Таблица 1

Трактовка результатов определения групп крови по системе АВО с помощью
изогемагглютинирующих сывороток двух серий каждой группы
	Результат реакции с изогемагглютинирующими сыворотками группы:
	Исследуемая кровь    
принадлежит к группе

	0αβ (I)
	Аβ (II)
	Вα (III)
	

	−
	−
	−
	О(I)

	+
	−
	+
	А(II)

	+
	+
	−
	В(III)

	                 +                                      +                                      +

           Контроль с сывороткой группы АВо (IV) –  
	АВ(IV)


Знаком плюс (+) обозначено наличие агглютинации,

знаком минус (–) - отсутствие агглютинации
1. Если сыворотки всех трех групп дали отрицательную реакцию, т.е. все смеси остались равномерно окрашенными в красный цвет без признаков агглютинации, это значит, что кровь не содержит антигенов А и В, т.е. принадлежит к группе О(I).

2. Если сыворотки групп Оαβ(I) и Вα(III) дали положительную реакцию, а сыворотка группы Аβ(II) - отрицательную, это значит, что кровь содержит антиген А, т.е. принадлежит к группе А(II).

3. Если сыворотки групп Оαβ(I) и Аβ(II) дали положительную реакцию, а сыворотка группы Вα(III) - отрицательную, то исследуемая кровь содержит антиген В, т.е. принадлежит к группе В(III).

4. Если сыворотки всех трех групп дали положительную реакцию, это указывает на то, что исследуемая кровь содержит оба антигена - А и В и принадлежит к группе АВ(IV). Однако в этом случае для исключения неспецифической агглютинации исследуемых эритроцитов необходимо провести контроль специфичности реакции агглютинации со стандартной сывороткой группы АВо(IV).
    Для этого на пластинку наносят большую каплю (0,1 мл) сыворотки группы АВо(IV) и к ней добавляют маленькую (0,01 мл) каплю исследуемой крови (эритроцитов). Сыворотку и кровь перемешивают, после чего наблюдают за результатом в течение 5 минут при периодическом  покачивании пластинки. Лишь отсутствие агглютинации в этой капле, при наличии ее в каплях, содержащих стандартные сыворотки групп Оαβ(I), Аβ(II) и Вα(III), позволяет считать реакцию специфической и отнести исследуемую кровь к группе АВ(IV).

2.2. Определение групп крови по системе АВО перекрестным методом с помощью
стандартных изогемагглютинирующих сывороток и стандартных эритроцитов
    Определение группы крови перекрёстным методом заключается в одновременном выявлении групповых антигенов на эритроцитах исследуемой крови с помощью стандартных сывороток и групповых антител в сыворотке с помощью стандартных эритроцитов в реакции прямой агглютинации.
Специальные реагенты и оборудование:

- стандартные изогемагглютинирующие сыворотки Оαβ(I), Аβ(II), Вα(III) групп двух серий и стандартная сыворотка АВo(IV);

- стандартные эритроциты групп О(I), А1(II) и В(III);

- 0,9% раствор натрия хлорида;

- белые тарелки, пластины или планшеты со смачиваемой поверхностью, штативы, пробирки;

- стеклянные или пластмассовые пипетки, палочки, предметные и покровные стекла;
- секундомер;

- бытовой холодильник;

- лабораторная центрифуга;

- микроскоп;

- лупа с 6-8-кратным увеличением.

2.2.1. Предварительная обработка стандартных эритроцитов

    Для приготовления стандартных эритроцитов используют кровь без консерванта или кровь, стабилизированную любым консервантом. Маркируют чистые сухие пробирки. В одну пробирку отбирают кровь 3-5 доноров О(I), в другую 3-5 доноров А(II), в третью 3-5 доноров B(III) так, чтобы в пробирках получилась смесь крови доноров в количестве 0,5-2 мл.
    Далее в пробирки добавляют изотонический раствор натрия хлорида в соотношении 1:10, осторожно перемешивают содержимое пробирок и центрифугируют 5 минут при 1500 об/мин при комнатной температуре. Надосадочную жидкость отбирают пастеровской пипеткой. Такое отмывание повторяют трижды, после чего на дне пробирок остаются эритроциты, которые используются в качестве стандартов. К отмытым стандартным эритроцитам добавляют 0,9% раствор натрия хлорида до начального объема крови. Содержимое пробирок тщательно перемешивают для получения равномерной взвеси стандартных эритроцитов.

    Необходимо проводить контрольное исследование приготовленных стандартных эритроцитов при помощи стандартных сывороток или моноклональных антител.
Примечание. Отмытые стандартные эритроциты не должны содержать сгустки крови. Не допускается использование лизированных стандартных эритроцитов. 
2.2.2. Техника определения групп крови по системе АВО перекрестным методом с помощью стандартных изогемагглютинирующих сывороток и стандартных эритроцитов

    Определение проводят в помещении с хорошим освещением, при температуре окружающего воздуха от +15 до 25°C.
1. Под соответствующими обозначениями наносят по одной  большой капле (0,1 мл) каждой сыворотки двух серий, которые образуют два ряда по три капли в следующем порядке 0αβ(I), Аβ(II), Вα(III). На каждую серию сывороток используют отдельную пипетку.
 2. На нижнюю часть пластинки (третий ряд) под соответствующими обозначениями наносят по одной маленькой капле (0,01 мл) стандартных эритроцитов в следующем порядке слева направо: О(I), А1(II) и В(III).
3. Из пробирки с исследуемым образцом крови пипеткой извлекают сыворотку (осторожно, чтобы не взболтать эритроциты) и наносят ее по одной большой капле (0,1 мл) рядом со стандартными эритроцитами. 
    Этой же пипеткой набирают со дна пробирки эритроциты исследуемой крови и наносят их по маленькой капле (0,01 мл) рядом с каждой каплей подготовленной стандартной сыворотки.     

4. Во всех каплях сыворотку тщательно перемешивают с эритроцитами (чистой стеклянной палочкой), пластинку покачивают, затем на 1-2 минуты оставляют в покое и снова периодически покачивают. Наблюдение за ходом реакции проводят не менее 5 минут.   
5. По мере наступления агглютинации, но не ранее чем через 3 минуты в те капли, в которых она наступила, добавляют по одной капле изотонического раствора натрия хлорида и продолжают наблюдение при покачивании пластинки до истечения 5 минут.  
6. Записывают результаты реакции немедленно после определения.

2.2.3. Трактовка результатов определения групп крови по системе АВО перекрестным методом с помощью изогемагглютинирующих сывороток и стандартных эритроцитов
    Трактовку результатов реакций проводят по оценке и сопоставлению результатов, полученных при помощи стандартных сывороток (два верхних ряда) и при помощи стандартных эритроцитов (нижний ряд).

     Результаты реакций, полученных при помощи стандартных сывороток  и стандартных эритроцитов, должны совпадать - указывать на наличие антигенов и антител одной и той же группы. Возможны четыре разных комбинации результатов (табл. 2).       

Таблица 2

Трактовка результатов при определении групп крови по системе АВО перекрестным методом с помощью стандартных изогемагглютинирующих сывороток и стандартных эритроцитов

	Результат реакции с изогемагглютинирующими сыворотками группы:
	Реакция  исследуемой сыворотки 
со стандартными эритроцитами групп
	Исследуемая кровь    
принадлежит к группе

	    Оαβ(I)
	   Аβ(II)
	     Вα(III)
	    О(I)                
	А1(II)               
	В(III)              
	

	–
	–
	–
	–
	+
	+
	О(I)

	+
	–
	+
	–
	–
	+
	А(II)

	+
	+
	–
	–
	+
	–
	В(III)

	        +                     +                   +

Контроль с сывороткой группы

АВо (IV) –

                                
	–
	–
	–
	АВ(IV)


        Знаком плюс (+) обозначено наличие агглютинации,

        знаком минус (–) - отсутствие агглютинации

1. Отсутствие агглютинации со стандартными сыворотками двух серий (два верхних ряда) указывает на отсутствие групповых антигенов А и В, при этом сыворотка исследуемой крови (нижний ряд) дает отрицательную реакцию со стандартными эритроцитами группы О(I) и положительную - с эритроцитами групп А1(II) и В(III), что указывает на наличие в исследуемой крови антител анти-А и анти-В, т.е. подтверждает принадлежность исследуемой крови к группе О(I).

2. Наличие агглютинации со стандартными сыворотками групп Оαβ(I) и Вα(III) двух серий (два верхних ряда) указывает на то, что в исследуемых эритроцитах имеется антиген А, а агглютинация со стандартными эритроцитами (нижний ряд) группы В(III) указывает на наличие в исследуемой сыворотке антител анти-В. Следовательно, кровь относится к группе А(II).  

3. Наличие агглютинации со стандартными сыворотками групп Оαβ(I) и Аβ(II) двух серий (два верхних ряда) и со стандартными эритроцитами (нижний ряд) группы А1(II) указывает на то, что в исследуемых эритроцитах имеется антиген В, а в исследуемой сыворотке антитела анти-А. Следовательно кровь относится к группе В(III).  

 4. При помощи стандартных сывороток двух серий (два верхних ряда) в исследуемой крови устанавливается наличие антигенов А и В. При этом сыворотка исследуемой крови дает отрицательную реакцию со стандартными эритроцитами (нижний ряд) всех трех групп, что указывает на отсутствие антител в исследуемой крови, т.е. подтверждает принадлежность испытуемой крови к группе АВ(IV).

Примечание. При определении группы крови АВ(IV) необходимо провести контрольное исследование эритроцитов с сывороткой АВo(IV) для исключения неспецифической агглютинации исследуемых эритроцитов. Подтверждением принадлежности к этой группе является отсутствие агглютинации с сывороткой АВo(IV).  

    При наличии неспецифической (спонтанной) агглютинации в контрольном исследовании рекомендуется провести повторное определение группы крови после отмывания эритроцитов исследуемого образца крови физиологическим раствором. Если после 3-х кратного отмывания эритроцитов группу крови определить не удалось, следует заново набрать кровь в сухую промаркированную пробирку и доставить образец с направлением в специализированную лабораторию учреждения службы крови.

2.3. Определения групп крови по системе АВО с помощью моноклональных антител
    Моноклональные реагенты анти-А, анти-В, анти-АВ предназначены для определения групп крови человека по системе АВО в прямой реакции агглютинации и применяются взамен или параллельно со стандартными изогемагглютинирующими сыворотками. Моноклональные анти-А и анти-В антитела продуцируются двумя мышиными гибридомами, и принадлежат к иммуноглобулинам класса М. Реагент анти-АВ представляет собой смесь моноклональных анти-А и анти-В антител. Технология изготовления реагента исключает возможность его контаминации патогенными для человека вирусами.

    Типирование антигенов крови по системе АВО должно проводиться двумя сериями реагентов анти-А и анти-В, либо одной серией каждого реагента, если используется и реагент анти-АВ, который является дополнительным контролем правильности определения группы крови.
Специальные реагенты и оборудование:

- моноклональные антитела анти-А, анти-В, анти-АВ;

- 0,9% раствор натрия хлорида;

- белые тарелки, пластины или планшеты со смачиваемой поверхностью, штативы, пробирки;

- стеклянные или пластмассовые пипетки, палочки;

- секундомер;
- бытовой холодильник;

- лупа с 6-8-кратным увеличением.

2.3.1. Техника определения групп крови по системе АВО с помощью моноклональных антител
    Определение проводят в помещении с хорошим освещением, при температуре окружающего воздуха от +15 до 25°C.
1. Наносят на планшет или пластину индивидуальными пипетками МКА анти-А, анти-В и анти-АВ по одной большой капле (0,1 мл) под соответствующими надписями. 
2. Рядом с каплями антител наносят по одной маленькой капле (0,01-0,02 мл) исследуемой крови.
3. Тщательно перемешивают реагент с кровью чистой стеклянной палочкой.
4. Наблюдают за ходом реакции визуально при легком покачивании пластины или планшета в течение 3-5 минут (согласно инструкции). Агглютинация эритроцитов обычно наступает в первые 3-6 секунд, но наблюдение следует вести 3-5 минут ввиду более позднего появления агглютинации с эритроцитами, содержащими слабые разновидности антигенов А или В.

5. Оценивают результат реакции. Положительный результат выражается в агглютинации (склеивании) эритроцитов. Агглютинаты видны невооруженным глазом в виде мелких красных агрегатов, быстро сливающихся в крупные хлопья. При отрицательной реакции капля остается равномерно окрашенной в красный цвет, агглютинаты в ней не обнаруживаются.

6. Записывают результаты реакции немедленно после определения.

2.3.2. Трактовка результатов при определении групп крови по системе АВО с помощью моноклональных антител
Возможны четыре разных комбинации результатов (табл. 3).    
Таблица 3
Трактовка результатов при определении групп крови по системе АВО 
с помощью моноклональных антител
	Результат реакции с МКА:
	Исследуемая кровь    
принадлежит к группе

	анти-А
	анти-В
	анти-АВ
	

	–
	–
	–
	О(I)

	+
	–
	+
	А(II)

	–
	+
	+
	В(III)

	                 +                                      +                                      +

Контроль с изотоническим раствором NaCl –
	АВ(IV)


        Знаком плюс (+) обозначено наличие агглютинации,

        знаком минус (–) - отсутствие агглютинации.

1. Отсутствие агглютинации с реагентами анти-А, анти-В, анти-АВ указывает на то, что исследуемые эритроциты не имеют антигенов А и В, следовательно, кровь принадлежит к группе 0(I).

2. Наличие агглютинации с реагентами анти-А и анти-АВ указывает на то, что в исследуемых эритроцитах имеется антиген А – кровь принадлежит к группе А(II).
3. Наличие агглютинации с реагентами анти-В и анти-АВ указывает на то, что в исследуемых эритроцитах имеется антиген В – кровь принадлежит к группе В(III).

4. Агглютинация с реагентами анти-А, анти-В, анти-АВ указывает на то, что в исследуемых эритроцитах устанавливается наличие антигенов А и В – кровь принадлежит к группе АВ(IV).
Примечание. При установлении группы крови АВ(IV), необходимо провести дополнительное контрольное исследование эритроцитов с 0,9% раствором натрия хлорида. Для этого необходимо смешать на плоскости одну каплю исследуемой (крови) эритроцитов 0,01 мл, с каплей физиологического раствора 0,1 мл. Наблюдать за ходом реакции 3-5 минут. Кровь можно отнести к группе АВ(IV) только при отсутствии агглютинации эритроцитов в физиологическом растворе.
    При наличии неспецифической агглютинации (положительная реакция в контрольной капле) рекомендуется повторить определение группы крови, используя отмытые эритроциты данного образца крови.
2.4. Определение групп крови по системе АВО перекрестным методом с помощью

моноклональных антител и стандартных эритроцитов

    Определение группы крови перекрёстным методом заключается в одновременном выявлении групповых антигенов на эритроцитах испытуемой крови с помощью моноклональных антител и групповых антител в сыворотке с помощью стандартных эритроцитов в реакции прямой агглютинации.

Специальные реагенты и оборудование:

- моноклональные антитела анти-А, анти-В, анти-АВ;

- стандартные эритроциты групп О(I), А1(II) и В(III);

- 0,9% раствор натрия хлорида;

- белые тарелки, пластины или планшеты со смачиваемой поверхностью, штативы, пробирки;

- стеклянные или пластмассовые пипетки, палочки, предметные и покровные стекла;
- секундомер;

- бытовой холодильник;

- лабораторная центрифуга;

- микроскоп;

- лупа с 6-8-кратным увеличением.

2.4.1. Предварительная обработка стандартных эритроцитов

    Для приготовления стандартных эритроцитов используют кровь без консерванта или кровь, стабилизированную любым консервантом. Маркируют чистые сухие пробирки. В одну пробирку отбирают кровь 3-5 доноров О(I), в другую 3-5 доноров А(II), в третью 3-5 доноров B(III) так, чтобы в пробирках получилась смесь крови доноров в количестве 0,5-2 мл.
    Далее в пробирки добавляют изотонический раствор натрия хлорида в     соотношении 1:10, осторожно перемешивают содержимое пробирок и центрифугируют 5 минут при 1500 об/мин при комнатной температуре. Надосадочную жидкость отбирают пастеровской пипеткой. Такое отмывание повторяют трижды, после чего на дне пробирок остаются эритроциты, которые используются в качестве стандартов. К отмытым стандартным эритроцитам добавляют 0,9% раствор натрия хлорида до начального объема крови. Содержимое пробирок тщательно перемешивают для получения равномерной взвеси стандартных эритроцитов.

    Необходимо проводить контрольное исследование приготовленных стандартных эритроцитов при помощи стандартных сывороток или моноклональных антител.
Примечание. Отмытые стандартные эритроциты не должны содержать сгустки крови. Не допускается использование лизированных стандартных эритроцитов. 
2.4.2. Техника определения групп крови по системе АВО перекрестным методом с помощью моноклональных антител и стандартных эритроцитов

    Определение проводят в помещении с хорошим освещением, при температуре окружающего воздуха от +15 до 25°C.
1. Наносят на планшет или пластину индивидуальными пипетками МКА анти-А, анти-В и анти-АВ по одной большой капле (0,1 мл) под соответствующими надписями.
2. На нижнюю часть пластинки или планшета (второй ряд) под соответствующими обозначениями наносят по одной маленькой капле (0,01 мл) стандартных эритроцитов в следующем порядке слева направо: О(I), А1(II) и В(III).
3. Из пробирки с исследуемым образцом крови пипеткой извлекают сыворотку (осторожно, чтобы не взболтать эритроциты) и накапывают ее по одной большой капле (0,1 мл) рядом со стандартными эритроцитами. Этой же пипеткой набирают со дна пробирки эритроциты исследуемой крови и наносят их по маленькой капле (0,01 мл) рядом с каждой каплей подготовленных МКА.
 4. Во всех каплях реагенты тщательно перемешивают с эритроцитами, а стандартные эритроциты с исследуемой сывороткой (сухой стеклянной палочкой), пластинку покачивают, затем на 1-2 минуты оставляют в покое и снова периодически покачивают. Наблюдение за ходом реакции проводят не менее 5 минут. 
5. Записывают результаты реакции немедленно после определения.

2.4.3. Трактовка результатов определения групп крови по системе АВО перекрестным  методом  с помощью моноклональных антител и стандартных эритроцитов

    Результат реакции в каждой капле может быть положительным или отрицательным. Положительный результат выражается в агглютинации (склеивании) эритроцитов. Агглютинаты видны невооруженным глазом в виде мелких красных агрегатов, быстро сливающихся в крупные хлопья. При отрицательной реакции капля остается равномерно окрашенной в красный цвет, агглютинаты в ней не обнаруживаются.
    Трактовку результатов реакций проводят по оценке и сопоставлению результатов, полученных при помощи моноклональных антител анти-А, анти-В, анти-АВ и при помощи стандартных эритроцитов.     

    Результаты реакций, полученных при помощи реагентов и стандартных эритроцитов, должны совпадать - указывать на наличие антигенов и антител одной и той же группы. Возможны четыре разных комбинации результатов (таблица 4).    

                                                                                                                     Таблица 4

Трактовка результатов при определении групп крови по системе АВО перекрестным методом с помощью моноклональных антител и стандартных эритроцитов

	Результат реакции с МКА:
	Реакция  исследуемой сыворотки 
со стандартными эритроцитами групп
	Исследуемая кровь    
принадлежит к группе

	    анти-А  
	   анти-В  
	   анти-АВ    
	    О(I)                
	А1(II)               
	В(III)              
	

	–
	–
	–
	–
	+
	+
	О(I)

	+
	–
	+
	–
	–
	+
	А(II)

	–
	+
	+
	–
	+
	–
	В(III)

	+                     +                   +

Контроль с изотоническим раствором NaCl  –
	–
	–
	–
	АВ(IV)


        Знаком плюс (+) обозначено наличие агглютинации,

        знаком минус (–) - отсутствие агглютинации
1. Отсутствие агглютинации с реагентами анти-А, анти-В, анти-АВ указывает на то, что исследуемые эритроциты не имеют антигенов А и В, а агглютинация со стандартными эритроцитами групп А1(II) и В(III) подтверждает наличие антител анти-А и анти-В в исследуемой сыворотке – кровь принадлежит к группе 0(I).

2. Наличие агглютинации с реагентами анти-А и анти-АВ указывает на то, что в исследуемых эритроцитах имеется антиген А, а агглютинация со стандартными эритроцитами группы В(III) подтверждает наличие антител анти-В в исследуемой сыворотке – кровь принадлежит к группе А(II).

3. Наличие агглютинации с реагентами анти-В и анти-АВ указывает на то, что в исследуемых эритроцитах имеется антиген В, а агглютинация со стандартными эритроцитами группы А1(II) подтверждает наличие антител анти-А в исследуемой сыворотке – кровь принадлежит к группе В(III).

4. Агглютинация с реагентами анти-А, анти-В, анти-АВ указывает на то, что в исследуемых эритроцитах устанавливается наличие антигенов А и В, а отсутствие агглютинации со стандартными эритроцитами групп А1(II) и В(III) подтверждает отсутствие антител анти-А и анти-В в исследуемой сыворотке – кровь принадлежит к группе АВ(IV).
Примечание. При установлении группы крови АВ(IV), необходимо провести дополнительное  контрольное исследование эритроцитов с изотоническим раствором натрия хлорида. Для этого необходимо смешать на плоскости одну маленькую каплю (0,01мл) исследуемой крови (эритроцитов) с большой каплей (0,1мл) физиологического раствора. Наблюдать за ходом реакции 3-5 минут. Кровь можно отнести к группе АВ(IV) только при отсутствии агглютинации эритроцитов в физиологическом растворе. 
    При наличии неспецифической (спонтанной) агглютинации в контрольном исследовании рекомендуется провести повторное определение группы крови после 3-х кратного отмывания эритроцитов исследуемого образца крови. Если после отмывания эритроцитов группу крови определить не удалось, следует заново набрать кровь в сухую промаркированную пробирку и доставить образец в специализированную лабораторию учреждения службы крови.
    В случае расхождения результатов определения группы крови с помощью моноклональных антител и стандартных эритроцитов как у реципиентов, так и у доноров, кровь также необходимо направить для проведения исследования в условиях специализированной лаборатории. 
2.5. Причины ошибок при определении групп крови по системе АВО

 и меры их предупреждения

 Ошибки при определении групп крови могут зависеть от трёх причин:

 I.   Технических.

 II.  Неполноценности стандартных сывороток и стандартных эритроцитов.
 III. Биологических особенностей исследуемой крови.

I. К ошибкам по техническим причинам относят:

1) неправильный порядок расположения реагентов в штативах или на планшете, поэтому каждый раз при определении группы крови следует проверять расположение реагентов;
2) неправильное количественное соотношение реагентов и исследуемых эритроцитов. Оптимальное для реакции агглютинации соотношение эритроцитов и тестовых реагентов - 1:10 при использовании гемагглютинирующих сывороток и 2-3:10 при использовании моноклональных антител. При значительном избытке эритроцитов агглютинация может быть не замечена, особенно в тех случаях, когда агглютинационные свойства эритроцитов снижены - подгруппа А2. При недостаточном количестве эритроцитов агглютинация медленно появляется, что также может привести к неправильной трактовке результатов в случае исследования эритроцитов со слабой агглютинабельностью; 

3) применение недостаточно чистых планшетов, палочек и других предметов, соприкасающихся с кровью. Нужно избегать загрязнения стандартных реагентов реагентами другой группы, поэтому для каждого реагента должна быть отдельная пипетка, для промывания пипеток следует применять только изотонический раствор натрия хлорида;
4) неправильная маркировка реагентов, стандартных эритроцитов, образцов исследуемой крови. Не допускается доставка в лабораторию непромаркированных пробирок с образцами для иммуногематологических исследований; 

5) неправильная запись результатов исследования, поэтому нужно записывать результаты реакции немедленно после определения;
6) несоблюдение положенного для реакции агглютинации времени. Агглютинация эритроцитов появляется в течение первых 10 с, однако наблюдение за ходом реакции следует проводить не менее 5 мин, особенно внимательно наблюдая за каплями, в которых агглютинация не появилась. Это позволяет выявить слабый антиген А2, характеризующийся замедленной агглютинацией. При учете реакции после 5 минут может произойти подсыхание  капель по краям, имитирующее агглютинацию, что также приведет к ошибочному заключению;
7) присутствие агглютинации при температуре окружающего воздуха ниже 15°С, поскольку исследуемая кровь может содержать поливалентные холодовые антитела, вызывающие неспецифическое склеивание эритроцитов при пониженной температуре (при фактическом отсутствии агглютинации). При температуре окружающего воздуха выше 25°С агглютинация может отсутствовать (когда агглютинация фактически должна присутствовать);  
8) неправильное центрифугирование: недостаточное может привести к ложноотрицательному результату, а избыточное – к ложноположительному.
II. Ошибки, зависящие от применения неполноценных стандартных сывороток  и стандартных эритроцитов:

1) слабые стандартные сыворотки с титром ниже, чем 1:32 или с истекшим  сроком годности могут вызывать позднюю и слабую агглютинацию;
2) применение негодных стандартных сывороток или эритроцитов, которые были приготовлены нестерильно и недостаточно законсервированы, ведет к возникновению неспецифической «бактериальной» агглютинации.

III. Ошибки, зависящие от биологических особенностей исследуемой крови

1. Ошибки, зависящие от биологических особенностей исследуемых эритроцитов:
1) поздняя и слабая агглютинация объясняется слабыми формами антигенов эритроцитов, чаще – наличием в группах А(II) и АВ(IV) слабого антигена А2. При этом в случае определения группы крови без исследования сыворотки на наличие антител (простая реакция) могут наблюдаться ошибки, вследствие которых кровь группы А2  определяют как группу 0(I), а кровь группы А2В определяют как группу В(III). Поэтому, во избежание ошибок, определение группы крови как доноров, так и реципиентов необходимо проводить с использованием стандартных эритроцитов (двойная или перекрестная реакция). Для идентификации антигена А2 рекомендуется повторить исследование с другими видами (сериями) реагентов, используя другую посуду, с увеличением времени регистрации реакции. 
Примечание. Специфическими реагентами уточнения группы крови при наличии слабых вариантов антигена А (А1, А2, А3 и т.д.) методом прямой реакции агглютинации являются цоликлоны анти-А1,  анти-А1(лектин) и анти-Асл. 

2) «панагглютинация», «аутоагглютинация» эритроцитов, т.е. способность крови давать одинаковую неспецифическую агглютинацию со всеми сыворотками и даже со своей собственной. Это явление наиболее часто встречается у гематологических, онкологических, обожженных больных и др. В этом случае необходимо провести контрольное исследование эритроцитов данного образца со стандартной сывороткой АВ(IV) группы (если типирование осуществлялось иммунными сыворотками) или с изотоническим раствором натрия хлорида (если использовали моноклональные реагенты). Панагглютинацию можно устранить после трехкратного отмывания эритроцитов, но не всегда. В этом случае определение группы крови необходимо производить при температуре 37°С, для чего используют реактивы, изотонический раствор и планшет, предварительно подогретые. Для устранения неспецифической агглютинации планшет помещают в термостат при температуре 37°С на 5 минут, после чего неспецифическая агглютинация исчезает, а истинная остается. Если отмывание эритроцитов не дает желаемого результата, т.е. группу крови больного установить не удается, заключение о групповой принадлежности крови не выдают. Необходимо произвести повторное взятие образца крови в предварительно согретую пробирку, поместить пробирку в термоконтейнер для поддержания температуры 37°С и доставить в специализированную лабораторию на исследование. 

3) образование «монетных столбиков» может быть принято за агглютинацию. В этом случае при добавлении 1-2 капель физиологического раствора и покачивании пластинки ложная агглютинация обычно исчезает;
4) смешанная или неполная агглютинация («кровяная химера»), когда часть   эритроцитов собраны в агглютинаты, а часть остается свободной. Наблюдается у пациентов групп А(II), В(III) и АВ(IV) после трансплантации костного мозга или в течение первых трех месяцев после переливания крови группы 0(I), реже – у разногруппных близнецов. Тщательный анамнез быстро выявляет такую            ситуацию.
2.Ошибки, зависящие от биологических особенностей исследуемой сыворотки:

1) стандартные эритроциты в присутствии исследуемой сыворотки образуют «монетные столбики», что имитирует положительный результат. Для дифференцировки «монетных столбиков» и истинных агглютинатов добавляют 1-2 капли изотонического раствора натрия хлорида и покачивают планшет, при этом «монетные столбики» разрушаются. Аномальный результат необходимо подтвердить, используя стандартные эритроциты группы 0(I).

2) в сыворотке отсутствуют анти-А или анти-В антитела, что наблюдается у новорожденных, а также у пациентов с тяжелыми нарушениями иммунной системы. Заключение о группе крови делается по результатам исследования антигенов эритроцитов.
3) в сыворотке присутствуют антитела другой специфичности или избыточные антитела (например анти-А1 у людей со слабым А2 антигеном). При невозможности определить специфичность антител и подобрать типированные эритроциты проба на совместимость является в таких случаях единственным критерием для подбора крови.

4) агглютинация стандартных эритроцитов, в том числе и 0(I) группы в присутствии исследуемой сыворотки, связана с присутствием специфических и неспецифических холодовых антител. Исчезновение агглютинации при проведении исследования при температуре 37°С верифицирует неспецифические холодовые агглютинины. Если исследуемая сыворотка взаимодействует с некоторыми образцами эритроцитов группы 0(I) – это свидетельствует о присутствии в сыворотке специфических холодовых антител. 
III. ИНСТРУКЦИЯ ПО ОПРЕДЕЛЕНИЮ РЕЗУС – 

ПРИНАДЛЕЖНОСТИ.
    Система Резус - одна из наиболее полиморфных антигенных систем эритроцитов человека. Она включает около 50 серологически различных антигенов, не считая слабых, переходных и парциальных форм.  На эритроцитах человека имеются 5 основных антигенов системы Резус (D, С, с, Е, е). В отличие от системы АВО, в сыворотке крови человека практически не бывает природных антител к антигенам системы Резус. Антитела системы Резус имеют исключительно иммунный характер и образуются в результате резус-несовместимой трансфузии или беременности. 
    В трансфузиологической практике подлежат учету, в первую очередь, три антигена - D(Rh0), C(rh' ) и E(rh''). Наибольшее клиническое значение имеет антиген-D, который и подразумевается под термином резус-фактор. Обладая выраженными иммуногенными свойствами, антиген D в 95% является причиной гемолитической болезни новорожденных, а также причиной тяжелых посттрансфузионных осложнений.

    Иммуногенность других (минорных) антигенов системы Резус значительно ниже и убывает в следующем порядке: с>Е>С>е. 
    Наличие или отсутствие антигена-D определяет резус-принадлежность крови реципиентов: лица, содержащие D-антиген, принадлежат к группе резус-положительных (среди лиц белой расы их приблизительно 85%); лица, не содержащие D-антиген, относятся к резус-отрицательным (их, соответственно, около 15%) (табл. 5).
Таблица 5

Наиболее распространенные группы крови по системе Резус

	Резус-положительные (Rh+) 85%
	Резус-отрицательные (Rh-) 15%

	СDЕ (Rh0''')
	сdе (rh0)

	СDе (Rh0')
	Cdе (rh')

	сDЕ (Rh0'')
	cdЕ (rh'')

	сDе (Rh0)
	CdЕ (rh' rh'')


    Характерной особенностью антигенов системы Резус является полиморфизм, который обусловливает наличие большого количества разновидностей антигенов. 
     Антиген D имеет слабые варианты, объединяемые в группу DU, численность  которой составляет около 1% популяции.
     Реципиенты, содержащие антиген DU, должны быть отнесены к резус-отрицательным и им должна быть перелита только резус-отрицательная кровь, так как нормальный антиген D может вызвать у таких лиц иммунный ответ. Поэтому кровь реципиентов необязательно тестировать на присутствие DU.

Доноры, содержащие антиген DU, должны быть отнесены к резус-положительным, так как переливание их крови сенсибилизированным к D-антигену резус-отрицательным реципиентам может вызывать тяжелые трансфузионные реакции. Кровь доноров должна обязательно тестироваться на присутствие DU и, в случае его обнаружения, быть отнесенной к резус-положительной.            
    Беременным, у которых выявлен антиген-DU, должны проводиться исследования на наличие аллоантител и профилактика иммуноглобулином анти-резус также, как и резус-отрицательным беременным.

    Определение антигена-DU у новорожденных от резус-отрицательной матери является обязательным. Его выявление служит показателем для назначения матери иммуноглобулина анти-резус.
    Эритроциты DU не всегда определяются моноклональными антителами или желатиновым методом. Для их определения следует использовать неполные анти​резус антитела в реакции агглютинации с антиглобулиновым реагентом (непрямая проба Кумбса).   

    Большинство резус-отрицательных лиц имеет фенотип dсе, однако 2-5% лиц, не несущих на эритроцитах антигена-D и резус-отрицательных по определению, имеют фенотип dCе или dсЕ. Такие эритроциты могут вызывать иммунный ответ при переливании их реципиентам с группой dсе. Поэтому для определения резус-принадлежности крови доноров недостаточно разделения их только на резус-положительных и резус-отрицательных по антигену-D, а необходимо дополнительно исследовать кровь D-отрицательных доноров с помощью моноклональных антител или/и стандартных сывороток анти-С и анти-Е. Допускается применение полиспецифических сывороток или реагентов анти-DСЕ, анти-DС или анти-DЕ.
    В число резус-отрицательных доноров зачисляются только лица, кровь которых не содержит ни одного из трех антигенов системы Резус D, C, E. 
    При последующих кроводачах, если резус-принадлежность донора определена дважды на образцах крови, взятых от разных кроводач каждый раз двумя сериями сывороток или реагентов, то исследование  резус-принадлежность крови проводится с применением одной серии сывороток или реагентов.
    Метод определения антигенов системы Резус зависит от класса антител в         реагенте: если в нем присутствуют полные антитела (класса IgМ), то реагент используется для определения резус-принадлежности методом прямой агглютинации в солевой среде; если в нем содержатся неполные антитела (класса IgG), то он используется в непрямом антиглобулиновом тесте, в реакции агглютинации в присутствии высокомолекулярных усилителей (полиглюкина, альбумина, желатина и др.), или с эритроцитами, обработанными протеолитическими ферментами. Метод использования реагентов антирезус указывается в сопроводительной инструкции.

    При определении резус-принадлежности независимо от метода определения результат учитывается как истинный после проверки контрольных образцов, подтверждающих специфичность и активность каждой серии реагентов антирезус, т.е. при отсутствии агглютинации со стандартными резус-отрицательными эритроцитами и наличии агглютинации со стандартными резус-положительными, а также после отрицательного результата контроля специфичности. При апробации донорской крови желательно также включение контрольных образцов со слабовыраженным DU антигеном.

    Наличие агглютинации в контроле специфичности указывает на неспецифическое склеивание эритроцитов из-за аутоантител (это наблюдается при гемолитической болезни, аутоиммунной гемолитической анемии, некоторых инфекционных заболеваниях и др.) и, следовательно, положительный результат с реагентами антирезус не может быть учтен как истинный.

    В этом случае исследование нужно повторить после трехкратного отмывания эритроцитов физиологическим раствором. Если неспецифическую агглютинацию эритроцитов устранить не удается, заключение о резус-принадлежности крови не выдают.   В случае невозможности определения резус-принадлежность крови, реципиенту переливают резус-отрицательные эритроцитсодержащие компоненты, пока резус-принадлежность крови не будет установлена.
    Если при определении резус-принадлежности наблюдается слабая или сомнительная реакция, то следует повторно исследовать кровь данного лица другими сериями реагентов антирезус и другими методами. В случае необходимости промаркированный образец крови должен быть направлен на исследование в специализированную лабораторию Центра крови.     

3.1. Определение антигена-D системы Резус с помощью полных анти-D IgМ антител
    Моноклональные реагенты, содержащие IgМ антитела, предназначены для определения групп крови человека по системе Резус в прямой реакции агглютинации и применяются взамен или параллельно со стандартными изоиммунными сыворотками. Моноклональные анти-D тест-реагенты – это человеческие анти-D антитела, которые секретируются in vitro гетерогибридомной клеточной линией. Изготовлены моноклональные антитела на основе культуральной жидкости, кондиционированной клетками-продуцентами анти-D антител. Технология изготовления реагента исключает возможность его контаминации патогенными для человека вирусами. 
    Наилучшие результаты тест дает при использовании высокой концентрации эритроцитов и температуре около 37-40°С, поэтому желательно использовать подогретую пластинку. Для исследования используют цельную кровь, отмытые эритроциты, эритроциты в плазме, сыворотке, консерванте или физиологическом растворе.

Специальные реагенты и оборудование:

- моноклональные антитела анти-D lgM;
- стандартные (D+) и (D-) эритроциты;

- 0,9% раствор натрия хлорида;

- белые тарелки, пластины или планшеты со смачиваемой поверхностью, штативы, пробирки, микроплаты;

- стеклянные или пластмассовые пипетки, палочки;

- секундомер;

- лабораторная центрифуга;

- термостат (37ºС);

- бытовой холодильник;

- лупа с 6-8-кратным увеличением.

3.1.1. Техника определения антигена-D системы Резус с помощью полных анти-D IgМ антител
    Реакцию агглютинации с помощью полных анти-D IgМ антител можно ставить на плоскости, в пробирках и в микроплатах.
    Определения проводят в помещении с хорошим освещением, при температуре окружающего воздуха от +15 до 25°C. 
Тест на плоскости

1. Наносят на планшет или пластину индивидуальными пипетками анти-D моноклональные антитела по одной большой капле (0,1 мл) под соответствующими надписями.
2. Рядом с каплями антител наносят по одной маленькой капле (около 0,03 мл)  исследуемой крови (эритроцитов), а в контрольные лунки вносят образцы стандартных (D+) и (D-) эритроцитов.

3. Тщательно смешивают реагент с кровью чистой стеклянной палочкой.

4. Наблюдают за ходом реакции визуально при легком покачивании пластины или планшета в течение 3-5 минут (согласно инструкции). Агглютинация эритроцитов обычно наступает в первые 30 секунд, но наблюдение следует вести 3-5 минут ввиду более позднего появления агглютинации с эритроцитами, содержащими слабые разновидности антигена-D.
    5. Записывают результаты реакции немедленно после определения.
Трактовка результатов 

    При наличии агглютинации исследуемая кровь реципиентов маркируется как резус-положительная, при отсутствии агглютинации – как резус-отрицательная. 

Тест в пробирках

1. Приготавливают 3-5% взвесь трижды отмытых в физиологическом растворе исследуемых эритроцитов. Для этого помещают в пробирку 5 капель (около 0,25 мл) исследуемой крови, трижды отмывают в 5-10 мл физиологического раствора; к осадку полученных эритроцитов добавляют 2-3 мл физиологического раствора.

2. В промаркированные пробирки вносят по 1 капле (0,1 мл)  3-5% взвеси исследуемых эритроцитов, а в контрольные пробирки вносят образцы стандартных (D+) и (D-) эритроцитов.
3. Добавляют во все пробирки по 1 капле (0,1 мл) моноклонального реагента анти-D lgM.

4. Встряхивают пробирки до полного перемешивания реагента с кровью.

5. Центрифугируют пробирки при 1000 об/мин на протяжении 60 секунд.

Примечание. Допускается предварительная (перед центрифугированием) инкубация при комнатной температуре или при температуре 37оC на протяжении 15-30 минут.

6. После центрифугирования осторожно встряхивают осадок в пробирке.

    7. Записывают результаты реакции немедленно после определения.

Трактовка результатов реакции
Если результат отрицательный, осадок эритроцитов легко разбивается, образуя гомогенную непрозрачную суспензию.

Если результат положительный, осадок не разбивается, оставаясь в виде одного или нескольких больших агглютинатов на фоне прозрачной жидкости.

Тест в микроплате

1. Приготавливают 3-5% взвесь трижды отмытых в физиологическом растворе исследуемых эритроцитов. Для этого помещают в пробирку 5 капель (около 0,25 мл) исследуемой крови, трижды отмывают в 5-10 мл физиологического раствора; к осадку полученных  эритроцитов добавляют 2-3 мл физиологического раствора.
2. В промаркированные лунки круглодонной микроплаты вносят по 1 капле (0,05 мл) 3-5% взвеси исследуемых эритроцитов, а в контрольные лунки вносят образцы стандартных (D+) и (D-) эритроцитов.
3. Добавляют во все лунки по 1 капле (0,05 мл) моноклонального реагента анти-D lgM.

4. Встряхивают микроплату до полного перемешивания реагента с кровью.

5. Инкубируют микроплату 45-60 минут при комнатной температуре.

     6. Записывают результаты реакции немедленно после определения.

Трактовка результатов реакции

    Визуально оценивают результат реакции по рисунку осадка эритроцитов на дне лунки: при отрицательном результате осадок эритроцитов собирается в точку, при положительном – имеет большой диаметр, располагается неравномерным слоем, имеет неровные или завернутые края.

3.1.2. Трактовка результатов реакции при определении антигена-D системы Резус с помощью полных анти-D IgМ антител
    При наличии агглютинации исследуемая кровь реципиентов маркируется как резус-положительная, при отсутствии агглютинации – как резус-отрицательная. Результат учитывают как истинный после проверки контрольных образцов, т.е.  при отсутствии агглютинации со стандартными D-отрицательными эритроцитами и наличии агглютинации со стандартными D-положительными эритроцитами. У доноров, если агглютинация сомнительна или отсутствует, исследование обязательно проводят со вторым реагентом, содержащим IgG (неполные) анти-D антитела для уточнения принадлежности такого образца крови к группе DU. У реципиентов проведение второго этапа тестирования с неполными антителами не обязательно. 
3.2. Определение антигена-D с помощью неполных анти-D IgG антител реакцией конглютинации с применением желатина 
    Для проведения этого теста могут быть использованы моноклональные реагенты и стан​дартные аллоиммунные анти-резус сыворотки с неполными IgG антителами. Необходимо проведение контроля с раствором желатина без анти-резус реагента (прямая желатиновая проба).
Примечание. Перед употреблением ампулу с желатином необходимо тщательно осмотреть. При помутнении или появлении хлопьев, а также при потере свойств застудневать при температуре 4-8оС раствор желатина непригоден.
Специальные реагенты и оборудование:

- сыворотка антирезус анти-D двух серий или неполные моноклональные анти-D IgG антитела одной серии;

- стандартные (D+) и (D-) эритроциты;

- 10% раствор желатина;

- 0,9% раствор натрия хлорида;

- штативы, пробирки, предметные и покровные стекла;

- стеклянные или пластмассовые пипетки, палочки;

- водяная баня, суховоздушный термостат (46-48ºС);

- термометр;

- секундомер;

- бытовой холодильник;

- микроскоп;

- лупа с 6-8-кратным увеличением.

3.2.1. Техника определения антигена-D с помощью неполных анти-D IgG антител реакцией конглютинации с применением желатина
    Определение проводят в помещении с хорошим освещением, при температуре окружающего воздуха от +15 до 25°C.

1. В штатив устанавливают три ряда промаркированных пробирок по числу исследуемых образцов эритроцитов в каждом ряду и две пробирки для стандартных (D+) и (D-) эритроцитов.
2. В одинаково обозначенные пробирки (в три ряда) вводят по 1 капле (0,05 мл) исследуемых эритроцитов, а в контрольные пробирки - по одной капле (0,05 мл) стандартных (D+) и (D-) эритроцитов.

3. Во все пробирки (в три ряда)  добавляют по две капли (0,1 мл) 10% раствора желатина, предварительно подогретого до разжижения на водяной бане при температуре 46-48оС.

4. Во все пробирки первого ряда добавляют по одной капле (0,05 мл) сыворотки антирезус одной серии.

5. Во все пробирки второго ряда добавляют по одной капле (0,05 мл) сыворотки антирезус другой серии.

Примечание. При постановке реакции с неполными моноклональными антителами анти-D IgG используют одну серию реагента.
6. Третий ряд является контролем для исключения возможного неспецифического склеивания исследуемых эритроцитов, и туда сыворотку антирезус не добавляют (прямая желатиновая проба).

7. Содержимое пробирок перемешивают встряхиванием и штатив с пробирками помещают в водяную баню при 46-48оС на 15 минут или в суховоздушный термостат на 30 минут.

8. После извлечения пробирок из водяной бани или термостата доливают в них 5-8 мл изотонического раствора NaCl и перемешивают содержимое путем 1-2-кратного перевертывания пробирок.

9. Записывают результаты реакции немедленно после определения.

3.2.2.Трактовка результатов определения антигена-D с помощью неполных анти-D IgG антител реакцией конглютинации с применением желатина
    Пробирки просматривают на свет невооруженным глазом или через лупу 6-8-кратного увеличения. Для достоверности полученных проб и в сомнительных случаях результат контролируют под микроскопом. Вывод о резус-принадлежности делают по наличию или отсутствию агглютинации эритроцитов.

    При положительном результате агглютинаты легко различимы в виде красных комочков в прозрачной, почти обесцвеченной жидкости.

    При отрицательном результате в пробирке видна равномерно окрашенная в светло-красный цвет, опалесцирующая жидкость.

    Образцы эритроцитов, давшие агглютинацию с сывороткой анти-D, являются резус-положительными. Образцы эритроцитов, не давшие агглютинации с сывороткой анти-D, - резус-отрицательными 
     При определении резус-принадлежности двумя сериями стандартных сывороток результат учитывают как истинный при условии совпадения его в обеих сериях после проверки контрольных образцов, подтверждающих специфичность и активность сывороток антирезус, т.е. при отсутствии агглютинации со стандартными D-отрицательными эритроцитами и наличии агглютинации со стандартными D-положительными эритроцитами. В пробирках третьего (контрольного) ряда агглютинации быть не должно.

    Наличие агглютинации в какой-либо пробирке контрольного ряда (прямая желатиновая проба положительная) говорит о неспецифичности реакции. При этих условиях положительный результат с сывороткой антирезус не может быть учтен как истинный. В таких случаях рекомендуется отмыть исследуемые эритроциты теплым изотоническим раствором NaCl для элюирования с них аутоантител и повторить исследование. 
3.3. Непрямой антиглобулиновый тест (непрямая проба Кумбса) с помощью неполных анти-D IgG антител
    Этот метод является наиболее чувствительным для выявления антигена-D и особенно его слабых вариантов DU.
Специальные реагенты и оборудование:

- моноклональные анти-D IgG антитела;

- антиглобулиновый реагент (сыворотка для пробы Кумбса);

- стандартные (D+) и (D-) эритроциты;

- 10% раствор желатина;

- 0,9% раствор натрия хлорида;

- раствор низкой ионной силы (LISS);

- штативы, пробирки, предметные и покровные стекла;

- стеклянные или пластмассовые пипетки, палочки;

- водяная баня, суховоздушный термостат (46-48ºС);

- термометр;

- секундомер;

- бытовой холодильник;

- микроскоп;

- лупа с 6-8-кратным увеличением.

3.3.1. Техника непрямого антиглобулинового теста (непрямая проба Кумбса) с помощью неполных анти-D IgG антител
Определение проводят в помещении с хорошим освещением, при температуре окружающего воздуха от +15 до 25°C.

    1. Приготавливают 2-5% взвесь трижды отмытых в физиологическом растворе исследуемых эритроцитов. Для этого помещают в пробирку 5 капель (около 0,25 мл) исследуемой крови, трижды отмывают в 5-10 мл физиологического раствора; к осадку полученных эритроцитов добавляют 2-3 мл физиологического раствора или, предпочтительнее, 2-3 мл раствора низкой ионной силы (LISS), в котором фиксация антител на эритроцитах прочнее и происходит быстрее, чем в физиологическом растворе.

2. Вносят по 1 капле анти-D реагента в чистые промаркированные круглодонные пробирки.

3. Добавляют в пробирки по 1 капле 2-5% взвеси исследуемых эритроцитов, а в контрольные пробирки - по одной капле стандартных (D+) и (D-) эритроцитов.
     4. Инкубируют смесь 45-60 минут при температуре 37°С (если эритроциты в физиологическом растворе) или 15 минут (если эритроциты в LISS).

     5. Отмывают эритроциты 1 раз (в случае использования моноклонального реагента) или 3 раза (в случае использования иммунной анти-D сыворотки) большим объемом (5-10 мл) физиологического раствора.  Однократная отмывка допустима только при использовании моноклональных реагентов. Полностью удаляют физиологический раствор после отмывания.

      6. Добавляют к осадку во все пробирки по 2 капли антиглобулинового реагента и тщательно смешивают.

     7. Центрифугируют в течение 1 минуты при 1500 об/мин немедленно или после короткой инкубации при комнатной температуре (10-15 минут).
     8. Мягко покачивая пробирку, отделяют осадок от дна и макро- или микроскопически определяют наличие агглютинации.

9. Записывают результаты реакции немедленно после определения.
3.3.2.Трактовка результатов непрямого антиглобулинового теста (непрямая проба Кумбса) с помощью неполных анти-D IgG антител
    При отсутствии агглютинации кровь реципиентов считается резус-отрицательной, при положительной реакции - резус-положительной; подгруппы DU могут вызывать слабую агглютинацию даже в этом высокочувствительном тесте. Прежде чем отнести донора DU к резус-положительным, подтвердите заключение контрольным исследованием антиглобулиновой сыворотки со стандартными D-отрицательными эритроцитами. Если контрольный тест положителен, интерпретация не является достоверной, и кровь такого донора не должна использоваться для трансфузий до окончательного выяснения его резус-принадлежности.
3.4. Типирование крови по другим антигенам систем Резус и системы Келл

    С целью формирования реестра типированных доноров и доноров стандартных эритроцитов для скрининга и идентификации аллоантител, а также проведения специальных отборов и индивидуальных подборов крови, учреждениям службы крови рекомендуется проводить типирование крови доноров по антигенам системы Резус: D, С (СW), Е, с, е и антигенам системы Келл. Для этого используют сыворотки или моноклональные реагенты, которые имеют специфичность: анти-с, анти-С (СW), анти-е, анти-Е, анти-К в реакциях на плоскости, в пробирках. Аналогично выполняется типирование эритроцитов по другим антигенным системам. Методики проведения типирования представлены в инструкциях по применению, прилагаемых к реагентам. Для контроля используют стандартные эритроциты, которые имеют соответствующий антиген.
    Фенотипирование крови доноров проводится при каждой донации с применением различных серий реагентов. При совпадении результатов исследований после 3-х разового фенотипирования при 3-х различных донациях - фенотип по системам антигенов эритроцитов считается определенным и при следующих донациях не определяется.

    Результаты фенотипирования крови доноров фиксируют в журнале и на титульном листе донорской карточки с указанием даты и подписью лица, проводившего определение. Эта информация переносится в электронную базу данных учреждения службы крови.

    Примечание. Наиболее выраженные антигенные свойства среди минорных антигенов эритроцитов имеют антигены К и с. Фактор К стоит на втором месте после антигена D в шкале трансфузионно опасных антигенов эритроцитов. Третье место занимает фактор с. Реципиентам «с»-отрицательным следует переливать эритроцитсовместимые гемокомпоненты только «с»-отрицательные.

    Определение у пациентов минорных антигенов системы резус (фенотип) и антигенов системы Келл следует проводить при индивидуальном подборе крови для многократных трансфузий, в тех случаях, когда в сыворотке реципиента обнаружены иммунные антитела, а также детям, женщинам детородного возраста, беременным женщинам с подозрением на резус-конфликтную беременность.
3.5. Возможные ошибки при определении групп крови по системе Резус
    Ошибки при определении резус-принадлежности доноров и реципиентов и как следствие этого переливание резус-несовместимой крови могут явиться причиной возникновения тяжелых посттрансфузионных осложнений гемолитического типа. Поэтому достоверная диагностика антигенов системы Резус очень важна в трансфузиологической практике.

I. Ошибки организационно-технического характера:
- ошибочное использование реактива другой специфичности;
- неправильный порядок размещения сывороток, реагентов или исследуемой крови в штативах, на планшетах;

- неправильное соотношение реагентов и эритроцитов (эритроцитов должно быть примерно в 10 раз меньше, чем сыворотки);

 - реактив антирезус или раствор желатина не добавлены в исследуемый образец;

 - чрезмерно-интенсивное перемешивание взвеси эритроциты-реактив при проведении исследования, что приводит к распаду мелких агглютинатов;

- несоблюдение необходимой температуры в водяной бане (при температуре ниже 42°C агглютинация может не наступить, при температуре выше 48°C капли быстро высохнут);

- несоблюдение времени, необходимого для проведения реакции;

-использование для определения резус-принадлежности старой, гемолизированной или инфицированной крови;

- определение резус-принадлежности при помощи одной серии антирезусной сыворотки.

II. Ошибки, связанные с использованием некачественных реактивов:
-  использование просроченных сывороток и реагентов; 

- использование сывороток и реагентов недостаточно высокого качества, о чем свидетельствует слабоположительная реакция контрольных образцов с резус-положительной принадлежностью;

- использование загрязненных, инфицированных сывороток и реагентов.

III. Ошибки, обусловленные биологическими особенностями исследуемой крови:
- феномен «панагглютинации» (полиагглютинабельности) эритроцитов из-за присутствия на исследуемых эритроцитах аутоантител. Полиагглютинацию удается устранить с помощью отмывания эритроцитов физиологическим раствором, хотя и не всегда; 

- наличие антигена DU (слабая разновидность антигена D). Эритроциты с этим антигеном дают очень нечеткую агглютинацию со стандартными антирезусными сыворотками и с МКА. Реципиентов с антигеном DU считают резус-отрицательными, доноров - резус-положительными; 

- снижение уровня антигенов системы Резус при некоторых заболеваниях (болезни системы крови, печени, почек, иммунной системы). В этих случаях наблюдаются расхождения с результатами предыдущего определения резус-принадлежности у одного и того же лица: ранее определяемая положительная принадлежность крови выявляется как отрицательная и наоборот.
    В сомнительных случаях и в случаях расхождения результатов определения резус-принадлежности кровь необходимо направить для проведения исследования в условиях специализированной лаборатории учреждения службы крови.
IV. ИНСТРУКЦИЯ

ПО ОПРЕДЕЛЕНИЮ ИММУННЫХ АНТИТЕЛ  ПО СИСТЕМЕ АВО

    Антитела системы АВО – α и β являются у людей нормальными (естественными) антителами.

    Они принадлежат к полным антителам – агглютининам, хорошо реагируют в солевой среде, лучше выявляются при комнатной температуре +(22±2)°C и хуже при температуре + 37° С. Добавление в реакцию коллоидных веществ не усиливает активности этих антител, непрямой пробой Кумбса их не выявляют.

    Нормальные антитела α и β чувствительны к действию высокой температуры: прогревание при температуре 70°C в течение 10 минут достаточно, чтобы антитела полностью потеряли свою активность.

    Кроме нормальных (естественных) антител α и β у человека могут появиться иммунные антитела анти-А и анти-В.        

    Иммунные антитела не присутствуют регулярно в крови людей, но могут образоваться вследствие изоиммунизации при поступлении в организм несовместимого в групповом отношении антигена, при иногруппной беременности, при ошибочном переливании крови, несовместимой по системе АВО, а также при проведении иммунизации. Также выработку антител вызывает широкое распространение в природе веществ животного и растительного происхождения, имеющих тотальную подобность структурным компонентам антигенов системы АВО. 
    При иногруппной беременности, послужившей причиной гемолитической болезни новорожденного, иммунные антитела анти-А или анти-В почти всегда присутствуют в крови матери к моменту рождения ребенка. При этом им обычно сопутствует высокий титр нормальных антител α и β.

    При ошибочном переливании несовместимой крови иммунные антитела анти-А или анти-В появляются обычно на 5-7 день, достигая максимума к 15-25 дню с последующим падением их титра. В крови у таких больных одновременно повышается титр нормальных антител α и β на 3-8 ступеней также с последующим снижением после 25-30 дня.

    Иммунные антитела анти-А и анти-В могут быть как в полной, так и неполной   форме. Они активны при 37°C, могут иметь несколько более высокий титр при проведении реакции в коллоидной среде по сравнению с солевой и выявляться в непрямой пробе Кумбса. Они стойки к температурному воздействию и сохраняют активность при прогревании сыворотки в течение 10 минут при температуре 70°C, т.е. в условиях, при которых нормальные антитела α и β полностью инактивируются. 

    Выявление иммунных антител по системе АВО может служить ценным диагностическим признаком, в частности, при решении вопроса о причинах гемотрансфузионных осложнений и гемолитической болезни новорожденных. 
    Наиболее демонстративным отличием нормальных антител α и β от иммунных антител анти-А и анти-В является их поведение при воздействии высокой температуры. На этих различиях и основано применение разных методов для выявления нормальных антител α и β и иммунных антител анти-А и анти-В. Активность иммунных антител проявляется в виде способности вызывать агглютинацию эритроцитов при проведении реакции в солевой среде или, как конечный результат, в непрямой пробе Кумбса.

    Кроме этих антител, вследствие иммунизации, вызванной теми же причинами, могут одновременно образовываться гемолизины, которым свойственна также групповая специфичность.

4.1.Определение полных иммунных антител системы АВО реакцией
солевой агглютинации

Специальные реагенты и оборудование:

- стандартные эритроциты групп А(II) и В(III);

- 0,9% раствор натрия хлорида;

- штативы, пробирки;

- стеклянные или пластмассовые пипетки;

- термостат (37ºС);

- водяная баня для инактивации сыворотки (70ºС);

- термометр;

- секундомер;

- бытовой холодильник;

- лупа с 6-8-кратным увеличением.

4.1.1. Предварительная обработка стандартных эритроцитов
    Для приготовления стандартных эритроцитов используют кровь без консерванта или кровь, стабилизированную любым консервантом. Маркируют чистые сухие пробирки. В одну пробирку отбирают кровь 3-5 доноров А(II) в другую 3-5 доноров B(III) так, чтобы в пробирках получилась смесь крови доноров в количестве 0,5-2 мл.
    Далее в пробирки добавляют изотонический раствор натрия хлорида в соотношении 1:10, осторожно перемешивают содержимое пробирок и центрифугируют 5 минут при 1500 об/мин при комнатной температуре. Надосадочную жидкость отбирают пастеровской пипеткой. Такое отмывание повторяют трижды, после чего на дне пробирок остаются эритроциты, которые используются в качестве стандартов. Из отмытых стандартных эритроцитов готовят 2% взвесь. Для этого маркируют пробирки по числу образцов стандартных эритроцитов. В пробирки капают по 2,5 мл (49 капель) изотонического раствора натрия хлорида, затем в каждую пробирку в соответствии с ее маркировкой переносят одну каплю стандартных эритроцитов. Содержимое пробирок тщательно перемешивают для получения равномерной взвеси стандартных эритроцитов.
    Необходимо проводить контрольное исследование приготовленных стандартных эритроцитов при помощи стандартных сывороток или моноклональных антител.
Примечание. Отмытые стандартные эритроциты не должны содержать сгустки крови. Не допускается использование лизированных стандартных эритроцитов.
    Исследуемую сыворотку в количестве 0,5-1 мл разводят в четыре раза изотоническим раствором натрия хлорида во избежание коагуляции при нагревании, затем разливают поровну в две пробирки, одну из которых прогревают на водяной бане в течение 10 минут при 70°C, точно соблюдая температуру и время. Таким образом, получится две порции сыворотки - нативной и прогретой, каждая из которых разведена 1:4.

    Определение антител начинается реакцией агглютинации в солевой среде в маленьких пробирках. Если этим методом полных иммунных антител не обнаружено, исследование дополняют непрямой пробой Кумбса.

4.1.2. Техника определения полных иммунных антител системы АВО реакцией солевой агглютинации
        Определение проводят в помещении с хорошим освещением, при температуре окружающего воздуха от +15 до 25°C.

1. Предварительно определяют группу крови по системе АВО и системе Резус в исследуемом образце крови.

2. При исследовании сыворотки группы A(II) или B(III) в штатив устанавливают в ряд 12 маленьких пробирок. При исследовании сыворотки группы O(I) - два ряда по 12 пробирок. Штатив накрывают листом бумаги, в котором накалывают отверстия для установки пробирок.

3. На бумаге надписывают фамилию и группу крови лица, чья сыворотка исследуется, группу крови стандартных эритроцитов и у каждой пробирки - степень разведения помещенной в нее сыворотки (1:4, 1:8, 1:16 и т.д. до 1:8000).

4. Во все пробирки каждого ряда, начиная со второй, накапывают по 2 капли изотонического раствора натрия хлорида. Затем в первую и во вторую пробирки (каждого ряда) накапывают по две капли приготовленной непрогретой сыворотки, разведенной в четыре раза.

5. Во второй пробирке каждого ряда сыворотку смешивают с изотоническим раствором натрия хлорида и две капли этой смеси переносят в третью пробирку, из третьей, также после перемешивания - в четвертую и т.д. до последней, из которой две капли удаляют. В результате в пробирках получается разведение сыворотки от 1:4 до 1:8000.

6. В другом штативе приготавливают разведения предварительно прогретой сыворотки (при этом в штатив обычно достаточно поместить по шесть пробирок - разведение сыворотки от 1:4 до 1:128).

7. После приготовления разведений сыворотки во все пробирки добавляют по одной капле 2% взвеси стандартных эритроцитов противоположной группы: при исследовании сыворотки группы B(III) - эритроциты группы А(II), при исследовании сыворотки группы A(II) - эритроциты группы B(III) и при исследовании сыворотки группы O(I) в один ряд пробирок добавляют эритроциты группы А(II), в другой ряд - эритроциты группы B(III).

8. Содержимое пробирок тщательно перемешивают, после чего штативы оставляют в покое на 1 час: с нативной сывороткой при комнатной температуре, а с прогретой – в термостат при 37°С.
4.1.3. Трактовка результатов определения полных иммунных антител системы АВО реакцией солевой агглютинации 

    Результат оценивают по форме осадка эритроцитов на дне пробирки, просматривая его через лупу с 6-8-кратным увеличением над источником света.

    При наличии агглютинации осадок располагается в виде комочков неравномерным слоем с изогнутыми, иногда завернутыми внутрь краями. При отсутствии агглютинации осадок эритроцитов располагается равномерным слоем в центре дна пробирки в виде правильно очерченного круга. Результаты отмечают на бумаге у каждой пробирки знаком плюс (+) или минус (-).

    Наличие агглютинации свидетельствует о присутствии полных антител, а последнее разведение, в котором она наблюдается - об их титре.

    Титр антител нативной (непрогретой) сыворотки относится к антителам α (или β), титр антител в прогретой сыворотке - к иммунным антителам анти-А (или анти-В). В том случае, если агглютинация наблюдается во всех пробирках, следует повторить исследование, продолжив разведение сыворотки.

    Отрицательный результат во всех пробирках с прогретой сывороткой говорит об отсутствии иммунных антител полной формы.

4.2. Определение неполных иммунных антител системы АВО 
непрямой пробой Кумбса

    Определение неполных иммунных антител системы АВО непрямой пробой Кумбса выполняют в том случае, если не были обнаружены полные иммунные антитела системы АВО реакцией солевой агглютинации.
Специальные реагенты и оборудование:

- стандартные эритроциты групп А(II) и В(III);

- антиглобулиновый реагент (сыворотка для пробы Кумбса);

- 0,9% раствор натрия хлорида;

- белые тарелки, пластины или планшеты со смачиваемой поверхностью, штативы, пробирки;

- стеклянные или пластмассовые пипетки, палочки;

- термостат (37ºС);

- водяная баня для инактивации сыворотки (70ºС);

- термометр;

- секундомер;

- лабораторная центрифуга;

- бытовой холодильник;

- лупа с 6-8-кратным увеличением.

4.2.1. Предварительная обработка стандартных эритроцитов
    Для приготовления стандартных эритроцитов используют кровь без консерванта или кровь, стабилизированную любым консервантом. Маркируют чистые сухие пробирки. В одну пробирку отбирают кровь 3-5 доноров А(II), в другую 3-5 доноров B(III) так, чтобы в пробирках получилась смесь крови доноров в количестве 0,5-2 мл.
    Далее в пробирки добавляют изотонический раствор натрия хлорида в соотношении 1:10, осторожно перемешивают содержимое пробирок и центрифугируют 5 минут при 1500 об/мин при комнатной температуре. Надосадочную жидкость отбирают пастеровской пипеткой. Такое отмывание повторяют трижды, после чего на дне пробирок остаются эритроциты, которые используются в качестве стандартов.
    Необходимо проводить контрольное исследование приготовленных стандартных эритроцитов при помощи стандартных сывороток или моноклональных антител.
Примечание. Отмытые стандартные эритроциты не должны содержать сгустки крови. Не допускается использование лизированных стандартных эритроцитов. 
4.2.2.Техника определения неполных иммунных антител системы АВО непрямой пробой Кумбса

        Определение проводят в помещении с хорошим освещением, при температуре окружающего воздуха от +15 до 25°C.

1. При исследовании сыворотки группы A(II) или B(III) в штатив устанавливают 6 пробирок, при исследовании сыворотки группы O(I) - два ряда по 6 пробирок. Пробирки нумеруют. Штатив предварительно накрывают листом бумаги, в котором накалывают отверстия для установки пробирок. На бумаге делают обозначения, указав у каждой пробирки ее номер и все другие сведения, как сказано выше для реакции солевой агглютинации.

2. Во все пробирки, начиная с №2, накапывают по три капли (0,15 мл) изотонического раствора натрия хлорида, а затем в пробирки № 1 и № 2 - по три капли (0,15 мл) исследуемой, предварительно прогретой сыворотки и далее приготавливают ее разведения, как это указано выше для метода солевой агглютинации, но в объеме трех капель.

3. Во все пробирки пастеровской пипеткой добавляют по одной маленькой капле (0,01 мл) эритроцитов противоположной группы, смешивают сыворотку с эритроцитами и штатив помещают для инкубации в термостат на 45 минут при 37° С. За это время иммунные антитела, если они есть в сыворотке, фиксируются на эритроцитах.

4. После инкубации отмывают эритроциты, для чего в пробирки доливают изотонический раствор натрия хлорида в соотношении 1:10, перемешивают их содержимое и центрифугируют 1500 об/мин в течение 5 минут при комнатной температуре, после чего надосадочную жидкость отбирают пастеровской пипеткой. Такое отмывание повторяют 3-4 раза.
5. После отмывания в каждую пробирку добавляют 3-5 (0,15-0,25 мл) капель изотонического раствора натрия хлорида для получения приблизительно 5% взвеси эритроцитов и из каждой пробирки по одной капле такой взвеси переносят на белую пластинку со смачиваемой поверхностью, пронумеровав предварительно места на пластинке соответственно номерам пробирок. К каждой капле прибавляют по одной капле сыворотки для пробы Кумбса и перемешивают их чистой стеклянной палочкой. Далее в течение 10 минут наблюдают результат при периодическом покачивании пластинки.
    Результат оценивают по наличию или отсутствию агглютинации, видимой невооруженным глазом на белом фоне пластинки. Наступление агглютинации обозначают на бумаге у каждой пробирки знаком плюс (+) с указанием времени ее появления в секундах и минутах. Отсутствие агглютинации обозначают знаком минус   (-).

    Наличие агглютинации свидетельствует о присутствии иммунных антител анти-А или анти-В неполной формы, а последнее разведение, в котором оно наблюдается - об их титре.

Примечание. Контроль в отношении возможного ложно-положительного        результата за счет активных полных антител не требуется, т.к. в данном случае непрямая проба Кумбса ставится как дополнение только при отрицательном результате в солевой среде.

    В том случае, если агглютинация наблюдается во всех пробирках, следует повторить исследование, продолжив разведение сыворотки.

    Отрицательный результат во всех пробирках свидетельствует об отсутствии иммунных антител неполной формы в исследуемой сыворотке.

4.2.3.Трактовка результатов определения неполных иммунных антител системы АВО непрямой пробой Кумбса
    В ходе вышеописанного исследования определяются три вида антител:

- нормальные полные антитела – агглютинины α и β (термолабильные);

- иммунные полные антитела анти-А и анти-В (термостабильные);

- иммунные неполные антитела анти-А и анти-В (термостабильные).

    Общее заключение делается на основании сопоставления результатов всех исследований:

      а) наличие иммунных (термостабильных) антител полной или неполной формы свидетельствует об имевшем место поступлении в организм человека антигена несовместимого по системе АВО. Титр этих антител обычно бывает ниже, чем нормальных полных (термолабильных) антител α и β и редко превышает такие показатели, как 1:8 - для иммунных полных антител и 1:32 - для иммунных неполных антител;

      б) высокий титр нормальных полных антител - агглютининов α и β (α выше, чем 1:256 и β выше, чем 1:128 при данном методе исследования) даже при отсутствии иммунных термостабильных антител в момент исследования, отражает состояние повышенной сенсибилизации организма и позволяет сделать предположение о бывшем в предшествующее время поступлении антигена, несовместимого по системе АВО;

      в) отсутствие иммунных термостабильных антител анти-А и анти-В при титре нормальных антител α не выше, чем 1:256 и β не выше, чем 1:128 (при данном методе исследования) говорит об отсутствии у человека изоиммунизации групповыми факторами системы АВО к моменту данного исследования.

4.3. Определение иммунных гемолизинов системы АВО

    Гемолизины – антиэритроцитарные антитела класса IgG иммунной природы, которые способны активировать систему комплемента, вызывая гемолиз эритроцитов. Наиболее часто они выявляются у беременных женщин с группой крови 0(I), если у мужа A(II), В(III) или АВ(IV) группы. Такие антитела характеризуются соответственно: анти-А и анти-В иммунные гемолизины. Впервые у беременных женщин с группой крови A(II) возможно появление анти-В гемолизинов, если у мужа группа крови B(III) или АВ(IV), но вероятность такой иммунизации очень низкая. Если у беременной женщины группа крови B(III), а у мужа – А(II) или АВ(IV), то возможно появление анти-А иммунных гемолизинов, но с еще меньшей вероятностью.
Специальные реагенты и оборудование:

- стандартные эритроциты групп О(I), А(II) и В(III);

- 0,9% раствор натрия хлорида;

- штативы, пробирки;

- стеклянные или пластмассовые пипетки;

- термостат (37ºС);

- термометр;

- секундомер;

- бытовой холодильник;

- лупа с 6-8-кратным увеличением.

4.3.1. Предварительная обработка стандартных эритроцитов
    Для приготовления стандартных эритроцитов используют кровь без консерванта или кровь, стабилизированную любым консервантом. Маркируют чистые сухие пробирки. В одну пробирку отбирают кровь 3-5 доноров О(I), в другую 3-5 доноров А(II), в третью 3-5 доноров B(III) так, чтобы в пробирках получилась смесь крови доноров в количестве 0,5-2 мл.
    Далее в пробирки добавляют изотонический раствор натрия хлорида в соотношении 1:10, осторожно перемешивают содержимое пробирок и центрифугируют 5 минут при 1500 об/мин при комнатной температуре. Надосадочную жидкость отбирают пастеровской пипеткой. Такое отмывание повторяют трижды, после чего на дне пробирок остаются эритроциты, которые используются в качестве стандартов. Из отмытых стандартных эритроцитов готовят 5% взвесь. Для этого маркируют пробирки по числу образцов стандартных эритроцитов. В пробирки вносят по 5 мл изотонического раствора натрия хлорида, затем в каждую пробирку в соответствии с ее маркировкой переносят 0,25 мл стандартных эритроцитов (или 19 капель изотонического раствора натрия хлорида и 1 каплю отмытых стандартных эритроцитов). Содержимое пробирок тщательно перемешивают для получения равномерной взвеси стандартных эритроцитов. Аналогично методике приготовления 5% взвеси стандартных эритроцитов  приготовить 5% взвесь исследуемых эритроцитов.
    Необходимо проводить контрольное исследование приготовленных стандартных эритроцитов при помощи стандартных сывороток или моноклональных антител.
Примечание. Отмытые стандартные эритроциты не должны содержать сгустки крови. Не допускается использование лизированных стандартных эритроцитов. 
4.3.2. Техника определения иммунных гемолизинов системы АВО

        Определение проводят в помещении с хорошим освещением, при температуре окружающего воздуха от +15 до 25°C.

1. Предварительно определяют группу крови по системе АВО и системе Резус в исследуемом образце крови.

2. В штатив устанавливают по пять маленьких пробирок: три ряда при исследовании сыворотки группы A(II) или B(III), четыре ряда - при исследовании сыворотки группы O(I). 

3. Пробирки нумеруют одинаково во всех рядах соответственно нумерации пробирок с исходными разведениями сыворотки. 

4. Штатив предварительно накрывают листом бумаги, в котором накалывают отверстия для установки пробирок. На бумаге надписывают фамилию и группу крови лица, чья сыворотка исследуется, группу крови стандартных эритроцитов и степень разведения помещенной в пробирках сыворотки (1:2-1:32).

5. Во все пробирки, начиная с первой пробирки каждого ряда добавляют по 5 капель изотонического раствора натрия хлорида.

6. В первую пробирку каждого ряда добавляют по 5 капель исследуемой сыворотки. Предварительно перемешав содержимое, переносят 5 капель из первой пробирки во вторую, из второй – в третью и так до последней пробирки, из которой 5 капель удаляют. В результате в каждом ряду должны получиться разведения сыворотки: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32.
7. В первый (контрольный) ряд пробирок добавляют взвесь эритроцитов лица, сыворотка которого исследуется. Во второй (также контрольный) ряд – взвесь эритроцитов группы O(I). В третий ряд добавляют эритроциты противоположной группы, т.е. группы B(III), если исследуется сыворотка группы A(II); или группы А(II), если исследуется сыворотка группы B(III). При исследовании сыворотки группы O(I) в третий ряд вводят эритроциты группы А(II), а в четвертый ряд - эритроциты группы B(III).
8. Содержимое пробирок тщательно перемешивают путем встряхивания и штатив помещают в термостат на 45 минут при температуре 37° C, затем пробирки вынимают и рассматривают результат невооруженным глазом в проходящем свете.

4.3.3. Трактовка результатов определения иммунных гемолизинов системы АВО 

    В ходе исследования определяется наличие или отсутствие групповых гемолизинов анти-А и анти-В.

    Результаты оценивают визуально по соотношению количества сохранившихся эритроцитов в осадке и степени гемолиза, т.е. интенсивности окрашивания надосадочной жидкости:

    - если эритроциты полностью сохранились в осадке, а надосадочная жидкость прозрачна и бесцветна, это значит, групповые гемолизины отсутствуют, что обозначают знаком минус (-),

    - если осадок эритроцитов частично сохранился, а надосадочная жидкость прозрачна и окрашена в красный цвет разной интенсивности (иногда только небольшим слоем над осадком эритроцитов) - это значит, что в исследуемой сыворотке содержатся групповые гемолизины различной степени активности (обозначают знаками от одного плюса (+) до трех плюсов (+++)),

    - если осадок эритроцитов отсутствует, а вся жидкость окрашена в ярко - красный цвет и прозрачна, это значит, что в исследуемой сыворотке содержатся групповые гемолизины, что оценивается на четыре плюса (++++).

    Результаты учитываются как истинные, т.е. относящиеся к гемолизинам анти-А и анти-В, только при отсутствии гемолиза в двух контрольных рядах.

    При наличии гемолиза не только с эритроцитами противоположной группы, но и в контрольных рядах - исследование повторяют. При подтверждении результатов реакции следует решать вопрос о природе обнаруженных гемолизинов, с учетом характера заболевания и других показателей.

V. ИНСТРУКЦИЯ

ПО ИССЛЕДОВАНИЮ СЫВОРОТКИ НА НАЛИЧИЕ РЕЗУС–АНТИТЕЛ

    Резус антитела относятся к аллоиммунным антителам, которые в норме отсутствуют в сыворотке человека, а появляются в крови резус-отрицательных людей только в результате иммунизации.

    Условиями, способствующими образованию резус-антител, является введение резус-отрицательному человеку резус-положительной крови или беременность резус-отрицательной женщины резус-положительным плодом.

    Определение резус-антител наряду с определением резус-принадлежности пациента и донора необходимо для предупреждения переливания резус-несовместимой крови, а также для диагностики резус-кофликта беременных и возможного заболевания плода или новорожденного гемолитической болезнью.

    Определение резус-антител требуется также при отборе материала для приготовления сыворотки анти-резус.   

    Резус-антитела бывают разные по специфичности: анти-D (Rho), анти-C (rh'), анти-E (rh''), анти-c(hr') , анти-e(hr'') и по форме – полные и неполные. 

    Специфичность антител определяется тем, с каким из резус-антигенов они реагируют, а форма антител - каким образом они реагируют с эритроцитами, содержащими специфические для них резус-антигены.
    Полные антитела, соединяясь с резус-антигенами эритроцитов, вызывают склеивание (агглютинацию) этих эритроцитов при реакции в солевой среде. Неполные антитела в этих условиях лишь соединяются с эритроцитами, но не вызывают агглютинации, так что внешне эта реакция ничем не проявляется.

    Для того чтобы установить, произошла ли реакция между неполными резус-антителами и эритроцитами, необходимы специальные условия: добавление различных коллоидов (реакция конглютинации с применением желатина) или применение сыворотки для пробы Кумбса, которая реагирует с иммуноглобулинами человека (непрямая проба Кумбса). При всех перечисленных условиях реакция между резус-антителами и эритроцитами, содержащими резус-антиген, в конечном итоге также проявляется в виде агглютинации эритроцитов.

    Разные методы определения резус-антител требуют различных оптимальных для них температурных условий. 

    С целью обеспечения трансфузионной терапии, профилактики посттрансфузионных осложнений гемолитического типа необходимо проводить переливание крови, принимая во внимание аллосенсибилизацию доноров и реципиентов антигенами эритроцитов.

    Кровь доноров, беременных женщин, а также пациентов, которым необходима трансфузионная помощь, рекомендуется исследовать на наличие резус-антител независимо от их резус-принадлежности. Если у донора будут выявлены антитела, то  эритроцитсодержащие компоненты крови или плазму этого донора использовать для переливания нельзя. 

    Титр и специфичность выявленных у донора антител исследуют при каждой кроводаче. Доноры, в сыворотке которых не выявлены антитела к антигенам эритроцитов, один раз в год  проходят повторное исследование.  

    Первичное исследование антител в крови доноров проводят лаборатории учреждений службы крови с помощью реакции конглютинации с 10% раствором желатина и смесью эритроцитов 3-5 доноров 0(I) (Rh+) и 3-5 доноров 0(I) (Rh-) с оценкой результата реакции под микроскопом. 
    В том случае, когда антитела к антигенам эритроцитов выявлены (или не выявлены, но в анамнезе были многократные гемотрансфузии или осложнения беременности), исследования антител необходимо повторить в непрямом антиглобулиновом тесте в лаборатории, в которой имеется панель типированных эритроцитов.     
                     5.1.Общие замечания к методам определения антител анти-резус

 5.1.1. Учет специфичности антител и стандартных эритроцитов
    Наиболее часто при иммунизации резус-отрицательных людей повторными трансфузиями крови или беременностями образуются антитела анти-Rh0(D), но            при этих же условиях могут образоваться и другие резус-антитела. Поэтому при определении антител в сыворотке крови человека эту сыворотку испытывают с        резус- положительными эритроцитами, обязательно содержащими три антигена резус: Rh0(D), гh'(С), гh"(Е). Если антигены гh'(С) и гh"(Е) в эритроцитах специально не определяли, то число резус- положительных образцов должно быть не менее 20 для того, чтобы среди них обязательно встретились эти три антигена резус.

    В качестве контроля на специфичность реакции, а также для выявления антител анти-hг'(с) и hг"(е) в исследование включаются стандартные резус-отрицательные гh0(сdе) эритроциты и собственные эритроциты лица, сыворотка которого исследуется.

    Такое исследование является предварительным. Для уточнения специфичности требуются дополнительные специальные исследования.
 5.1.2. Учет формы антител
    Чаще всего при иммунизации резус-антигеном образуются неполные антитела, иногда одновременно с ними образуются и полные. Кроме того, встречаются случаи, когда у человека образуются только полные резус-антитела. Поэтому определение резус-антител следует проводить одновременно не менее чем двумя методами, одним из которых обязательно должен быть метод, выявляющий полные антитела, а другим – метод, выявляющий неполные антитела.

5.1.3. Выбор метода выявления резус-антител
    Существуют различные методы исследования сыворотки на наличие антител в зависимости от их формы.
    Методы выявления неполных антител анти-резус: непрямая проба Кумбса, реакция конглютинации с применением 10% желатина.

    Метод исследования сыворотки в солевой среде в маленьких пробирках выявляет полные резус-антитела и должен обязательно использоваться одновременно с любым из упомянутых выше.
5.2. Исследование сыворотки на наличие неполных резус-антител
 непрямой пробой Кумбса
Специальные реагенты и оборудование:

- стандартные эритроциты групп 0(I) (Rh+) и 0(I) (Rh-);
- антиглобулиновый реагент (сыворотка для пробы Кумбса);

- 0,9% раствор натрия хлорида;

- белые тарелки, пластины или планшеты со смачиваемой поверхностью, штативы, пробирки;

- стеклянные или пластмассовые пипетки, палочки;

- термостат (37ºС);

- термометр;

- секундомер;

- бытовой холодильник;

- центрифуга лабораторная;

- лупа с 6-8-кратным увеличением.

5.2.1. Предварительная обработка стандартных эритроцитов
    Для приготовления стандартных эритроцитов используют кровь без консерванта или кровь, стабилизированную любым консервантом. Маркируют чистые сухие пробирки. В одну пробирку отбирают кровь 3-5 доноров 0(I) (Rh+), в другую 3-5 доноров 0(I)   (Rh-) так, чтобы в пробирках получилась смесь крови доноров в количестве 0,5-2 мл. 
    Далее в пробирки добавляют изотонический раствор натрия хлорида в соотношении 1:10, осторожно перемешивают содержимое пробирок и центрифугируют 5 минут при 1500 об/мин при комнатной температуре. Надосадочную жидкость отбирают пастеровской пипеткой. Такое отмывание повторяют трижды, после чего на дне пробирок остаются эритроциты, которые используются в качестве стандартов.

    Необходимо проводить контрольное исследование приготовленных стандартных эритроцитов при помощи стандартных сывороток или моноклональных антител.
Примечание. Отмытые стандартные эритроциты не должны содержать сгустки крови. Не допускается использование лизированных стандартных эритроцитов. 
5.2.2. Техника исследования сыворотки на наличие неполных резус-антител
непрямой пробой Кумбса
        Определение проводят в помещении с хорошим освещением, при температуре окружающего воздуха от +15 до 25°C.

1. Предварительно определяют группу крови по системе АВО и системе Резус в исследуемом образце крови.

2. Маркируют пробирки высотой 4-10 см соответственно числу образцов стандартных эритроцитов и устанавливают в штатив, включая пробирку для контрольного исследования сыворотки с собственными эритроцитами.
3. Во все пробирки вводят по 3 капли (0,15 мл) исследуемой сыворотки.

4. Со дна каждой пробирки, содержащей отмытые стандартные эритроциты, чистой пастеровской пипеткой, набирают маленькую каплю (0,01 мл) эритроцитов и переносят ее в пробирки с исследуемой сывороткой согласно маркировке.

5. В контрольную пробирку к исследуемой сыворотке вносят маленькую каплю (0,01 мл) собственных эритроцитов.

6. Содержимое пробирок тщательно перемешивают путем встряхивания и помещают для инкубации в термостат на 45 мин при температуре 37°С. За это время резус-антитела, если они имеются в испытуемой сыворотке, фиксируются на эритроцитах.
7. После инкубации в пробирки доливают изотонический раствор натрия хлорида в соотношении 1:10, содержимое пробирок перемешивают и центрифугируют 1500 об/мин на протяжении 5 минут при комнатной температуре, после чего надосадочную жидкость отбирают пастеровской пипеткой. Такое отмывание эритроцитов повторяют 3-4 раза.
8. В каждую пробирку к отмытым таким образом эритроцитам добавляют 4-7 капель изотонического раствора натрия хлорида для получения 5% взвеси.

9. Одну каплю (0,05 мл) взвеси эритроцитов из каждой пробирки переносят на белую фарфоровую или любую другую пластинку со смачиваемой поверхностью и к каждой капле прибавляют по одной капле (0,05 мл) сыворотки для пробы Кумбса.

10. Сыворотку тщательно перемешивают с эритроцитами чистой стеклянной палочкой, после чего пластинку слегка покачивают. При этом наблюдают за результатом (наличие или отсутствие агглютинации эритроцитов).
    Агглютинация обычно начинается в течение первых 10-30 с, но при слабом титре резус-антител может наступить значительно позже, так что наблюдение следует продолжать до 20 минут.
    Агглютинация в этом случае происходит в результате соединения сыворотки для пробы Кумбса с антителами, которые фиксированы на эритроцитах, а эритроциты также вовлекаются в реакцию – что проявляется наличием агглютинации.

5.2.3. Оценка результатов исследования сыворотки на наличие неполных резус-антител с помощью непрямой пробы Кумбса
    Наличие агглютинации в каплях с образцами стандартных резус-положительных эритроцитов и отсутствие ее с резус-отрицательными и собственными эритроцитами указывает на присутствие в сыворотке неполных резус-антител. 
    Отсутствие агглютинации со всеми образцами эритроцитов указывает на то, что неполные резус-антитела анти-D(Rho), анти-C(rh'), анти-E(rh''), анти-c(hr') , анти-e(hr'') – не выявлены.

5.2.4. Определение титра неполных резус-антител, выявленных с помощью непрямой пробы Кумбса
        Определение проводят в помещении с хорошим освещением, при температуре окружающего воздуха от +15 до 25°C.

1. В штатив устанавливают 10 пробирок с обозначениями: «1:2», «1:4», «1:8», «1:16» и т. д. до «1:1024».

2. Во все пробирки вводят по 3 капли (0,15 мл) изотонического раствора натрия хлорида.

3. В первую пробирку (с обозначением «1:2») вводят 3 капли (0,15 мл) исследуемой сыворотки. Из первой пробирки после перемешивания ее содержимого переносят 3 капли в следующую и т. д. до последней пробирки, из которой 3 капли удаляют. В результате в пробирках получаются разведения испытуемой сыворотки от 1:2 до 1:1024.

4. Во все пробирки добавляют по одной маленькой капле (0,01мл) стандартных эритроцитов 0(I) (Rh+).
5. Содержимое пробирок перемешивают, и штатив ставят на 45 минут в термостат при температуре 37°С.

6. После инкубации в пробирки доливают изотонический раствор натрия хлорида в соотношении 1:10, содержимое пробирок перемешивают и центрифугируют при 1500 об/мин в течение 5 минут, после чего надосадочную жидкость отбирают пастеровской пипеткой. Такое отмывание повторяют 3-4 раза.

7. В каждую пробирку к отмытым эритроцитам добавляют 4-7 капель изотонического раствора натрия хлорида для получения 5% взвеси.

8. Затем из каждой пробирки переносят одну каплю (0,05 мл) взвеси эритроцитов на белую  пластинку со смачиваемой поверхностью и к каждой капле взвеси прибавляют по одной капле (0,05мл) сыворотки для пробы Кумбса.
9. Сыворотку тщательно перемешивают с эритроцитами чистой стеклянной палочкой, после чего пластинку слегка покачивают. При этом наблюдают результат (наличие или отсутствие агглютинации эритроцитов). За результатом реакции наблюдают на протяжении 15-20 минут при периодическом покачивании пластинки.

10. Последнее разведение, в котором наблюдается агглютинация принимают за титр выявленных неполных резус-антител. Если агглютинация наблюдается во всех разведениях сыворотки, то, следовательно, титр резус-антител выше 1:1024. В этом случае необходимо продолжить разведение сыворотки и далее исследовать ее, как изложено выше.

5.3. Исследование сыворотки на наличие неполных резус-антител при помощи реакции конглютинации с применением желатина (в пробирках)
Специальные реагенты и оборудование:

- стандартные эритроциты групп 0(I) (Rh+) и 0(I) (Rh-);
- 10% раствор желатина;

- 0,9% раствор натрия хлорида;

- штативы, пробирки, предметные и покровные стекла;

- стеклянные или пластмассовые пипетки, палочки;

- водяная баня, суховоздушный термостат (46-48ºС);

- термометр;

- секундомер;

- бытовой холодильник;

- микроскоп;

- лупа с 6-8-кратным увеличением.

5.3.1. Предварительная обработка стандартных эритроцитов
    Для приготовления стандартных эритроцитов используют кровь без консерванта или кровь, стабилизированную любым консервантом. Маркируют чистые сухие пробирки. В одну пробирку отбирают кровь 3-5 доноров 0(I) (Rh+), в другую 3-5 доноров 0(I) (Rh-) так, чтобы в пробирках получилась смесь крови доноров в количестве 0,5-2 мл. 
    Далее в пробирки добавляют изотонический раствор натрия хлорида в соотношении 1:10, осторожно перемешивают содержимое пробирок и центрифугируют 5 минут при 1500 об/мин при комнатной температуре. Надосадочную жидкость отбирают пастеровской пипеткой. Такое отмывание повторяют трижды, после чего на дне пробирок остаются эритроциты, которые используются в качестве стандартов.

    Необходимо проводить контрольное исследование приготовленных стандартных эритроцитов при помощи стандартных сывороток или моноклональных антител.
Примечание. Отмытые стандартные эритроциты не должны содержать сгустки крови. Не допускается использование лизированных стандартных эритроцитов. 
5.3.2.Техника исследования сыворотки на наличие неполных резус-антител с помощью реакции конглютинации с применением желатина (в пробирках)
        Определение проводят в помещении с хорошим освещением, при температуре окружающего воздуха от +15 до 25°C.

1. Предварительно определяют группу крови по системе АВО и системе Резус в исследуемом образце крови.

2. Маркируют пробирки высотой 10 см соответственно числу образцов стандартных эритроцитов и устанавливают в штатив, включая пробирку для контрольного исследования сыворотки с собственными эритроцитами.

3. В пробирки в соответствии с их маркировкой чистой пастеровской пипеткой вводят по одной капле (0,05 мл) стандартных эритроцитов.

4. В контрольную пробирку вносят маленькую каплю (0,05 мл) собственных эритроцитов.

5. Во все пробирки прибавляют по 2 капли (0,1 мл) 10% раствора желатина, подогретого до разжижения на водяной бане при температуре 46-48°С. 
6. После этого во все пробирки вводят по 2 капли (0,1 мл) исследуемой сыворотки, пробирки встряхивают для перемешивания их содержимого и помещают в водяную баню при температуре 46-48°C на 10 минут или в суховоздушный термостат на 30 минут.
7. В пробирки после извлечения из водяной бани наливают 5-8 мл изотонического раствора натрия хлорида. Содержимое пробирок перемешивают путем 1-2-кратного перевертывания и наблюдают результат (наличие или отсутствие агглютинации эритроцитов).

5.3.3. Трактовка результатов исследования сыворотки на наличие неполных резус-антител с помощью реакции конглютинации с применением желатина (в пробирках)
    Результат реакции просматривают на свет невооруженным глазом, с последующим учетом реакции под микроскопом.

    Наличие агглютинации в пробирках с образцами резус- положительных эритроцитов и отсутствие ее с резус-отрицательными и собственными эритроцитами указывает на содержание в испытуемой сыворотке неполных резус-антител.

    Отсутствие агглютинации со всеми образцами эритроцитов указывает на то, что неполные резус-антитела анти-D(Rho), анти-C(rh'), анти-E(rh''), а также анти-c(hr') , анти-e(hr'') не обнаружены.

5.3.4. Определение титра неполных резус-антител, выявленных с помощью реакции конглютинации с применением желатина (в пробирках)
        Определение проводят в помещении с хорошим освещением, при температуре окружающего воздуха от +15 до 25°C.

1. В штатив устанавливают 10 пробирок с обозначениями: «1:2», «1:4», «1:8» «1:16» и т. д. до «1:1024».
2. Во все пробирки вводят по 2 капли (0,1 мл) изотонического раствора натрия хлорида.
3. В первую пробирку этой же пипеткой вводят 2 капли (0,1 мл) исследуемой сыворотки. Из первой пробирки после перемешивания две капли переносят во вторую, из второй – в третью, из третьей – в четвертую и так до последней пробирки, из которой две капли (0,1 мл) удаляют. В результате в пробирках получаются разведения сыворотки от 1:2 до 1:1024.

4. Во все пробирки добавляют по одной капле (0,05 мл) стандартных эритроцитов 0(I) (Rh+).
5. Во все пробирки вводят по 2 капли (0,1 мл) 10% раствора желатина, предварительно подогретого до разжижения на водяной бане при температуре 46–48°С.

6. Пробирки встряхивают и помещают в водяную баню при температуре 46-48°C на 10 минут или в суховоздушный термостат на 30 минут.

7. После извлечения пробирок из водяной бани в них доливают по 5-8 мл изотонического раствора натрия хлорида и наблюдают результат. Результат реакции просматривают на свет невооруженным глазом, с последующим учетом реакции под микроскопом. Последнее разведение, в котором наблюдается агглютинация, принимается за титр выявленных неполных резус-антител.

    Если агглютинация наблюдается во всех разведениях сыворотки, то, следовательно, титр резус-антител выше 1:1024. В этом случае необходимо продолжить разведение сыворотки и далее продолжать исследование, как изложено выше.

5.4. Исследование сыворотки на наличие полных резус-антител методом агглютинации в солевой среде (в маленьких пробирках)

Специальные реагенты и оборудование:

- стандартные эритроциты 0(I) (Rh+) и 0(I) (Rh-);

- 0,9% раствор натрия хлорида;

- штативы, пробирки;
- стеклянные или пластмассовые пипетки;
- термостат (37ºС);

- термометр;

- секундомер;

- бытовой холодильник;

- лупа с 6-8-кратным увеличением.

5.4.1. Предварительная обработка стандартных эритроцитов
    Для приготовления стандартных эритроцитов используют кровь без консерванта или кровь, стабилизированную любым консервантом. Маркируют чистые сухие пробирки. В одну пробирку отбирают кровь 3-5 доноров 0(I) (Rh+), в другую 3-5 доноров 0(I)   (Rh-) так, чтобы в пробирках получилась смесь крови доноров в количестве 0,5-2 мл.
    Далее в пробирки добавляют изотонический раствор натрия хлорида в соотношении 1:10, осторожно перемешивают содержимое пробирок и центрифугируют 5 минут при 1500 об/мин при комнатной температуре. Надосадочную жидкость отбирают пастеровской пипеткой. Такое отмывание повторяют трижды, после чего на дне пробирок остаются эритроциты, которые используются в качестве стандартов. Из отмытых стандартных эритроцитов готовят 2% взвесь. Для этого маркируют пробирки по числу образцов стандартных эритроцитов. В пробирки капают по 2,5 мл (49 капель) изотонического раствора натрия хлорида, затем в каждую пробирку в соответствии с ее маркировкой переносят одну каплю стандартных эритроцитов. Содержимое пробирок тщательно перемешивают для получения равномерной взвеси стандартных эритроцитов. Аналогично методике приготовления 2% взвеси стандартных эритроцитов приготовить 2% взвесь исследуемых эритроцитов.
    Необходимо проводить контрольное исследование приготовленных стандартных эритроцитов при помощи стандартных сывороток или моноклональных антител.
Примечание. Отмытые стандартные эритроциты не должны содержать сгустки крови. Не допускается использование лизированных стандартных эритроцитов. 
5.4.2.Техника исследования сыворотки на наличие полных резус-антител методом агглютинации в солевой среде (в маленьких пробирках)
        Определение проводят в помещении с хорошим освещением, при температуре окружающего воздуха от +15 до 25°C.

1. Предварительно определяют группу крови по системе АВО и системе Резус в исследуемом образце крови.

2. В штатив устанавливают маленькие промаркированные пробирки (высотой 2-2,5 см с внутренним диаметром 0,5-0,6 см, с гладким дном округлой формы) по числу образцов эритроцитов, с которыми исследуется сыворотка, включая контрольное исследование с 2%  взвесью собственных эритроцитов. 
3. Во все пробирки вводят по одной капле (0,05 мл) испытуемой сыворотки и по одной капле (0,05 мл) изотонического раствора натрия хлорида. Пробирки встряхивают для перемешивания их содержимого.
4. В пробирки в соответствии с их маркировкой чистой пастеровской пипеткой вводят по одной капле (0,05 мл) 2% взвеси стандартных эритроцитов.
5. В контрольную пробирку вносят маленькую каплю (0,05 мл) 2% взвеси собственных эритроцитов.

6. Содержимое пробирок снова перемешивают и штатив с ними помещают для инкубации в термостат при температуре 37°C на 1 час.
7. После инкубации штатив с пробирками вынимают и наблюдают результат в виде наличия или отсутствия агглютинации эритроцитов.

5.4.3. Трактовка результатов исследования  сыворотки на наличие полных резус-антител методом агглютинации в солевой среде (в маленьких пробирках)
    Результат реакции определяется с помощью лупы с 6-8-кратным увеличением по форме осадка эритроцитов на дне пробирки.

    При положительном результате осадок эритроцитов располагается на дне неравномерным слоем. Видна шероховатость, губчатость или зернистость его структуры. Края осадка никогда не бывают ровными, они изогнуты, иногда завернуты внутрь. В некоторых случаях эритроциты располагаются в виде волнистого венчика вокруг более светлой центральной части.

    При отрицательном результате осадок эритроцитов располагается равномерным слоем без шероховатостей и неровностей, иногда с небольшим просветлением в центре. Границы его представляют собой правильно очерченный круг. Диаметр осадка при отрицательном результате всегда меньше, чем при положительном.

    Наличие агглютинации в пробирках с резус-положительными образцами эритроцитов и отсутствие ее с резус-отрицательными и собственными эритроцитами указывают на присутствие в сыворотке полных резус-антител. Отсутствие агглютинации со всеми образцами эритроцитов указывает на то, что полные резус-антитела анти-D(Rho), анти-C(rh'), анти-E(rh''), анти-c(hr') , анти-e(hr'') – не выявлены.

5.4.4. Определение титра полных резус-антител, выявленных методом агглютинации в солевой среде (в маленьких пробирках)
        Определение проводят в помещении с хорошим освещением, при температуре окружающего воздуха от +15 до 25°C.

1. В штатив устанавливают 10 маленьких пробирок с обозначениями: «1:2», «1:4», «1:8» «1:16» и т. д. до «1:1024».
2. Во все пробирки, капают по 2 капли (0,1 мл) изотонического раствора натрия хлорида.
3. В первую пробирку (с обозначением «1:2») вводят 2 капли (0,1 мл) испытуемой сыворотки. После перемешивания из первой пробирки переносят 2 капли во вторую, из второй - в третью и т. д. до последней пробирки, из которой 2 капли удаляют. В результате в пробирках получаются разведения сыворотки от 1:2 до 1:1024.

4. Во все пробирки добавляют по одной (0,05 мл) капле 2% взвеси стандартных эритроцитов 0(I) (Rh+).
5. Содержимое пробирок перемешивают и штатив помещают для инкубации в термостат при температуре 37°C на 1 час.

6. После инкубации штатив с пробирками вынимают и наблюдают результат.

    Последнее разведение, в котором наблюдается агглютинация, принимается за титр полных резус-антител.

5.5. Феномен зоны
    При очень высокой степени иммунизации организма резус-антигенами образующиеся резус-антитела иногда дают феномен зоны. Этот феномен заключается в том, что сыворотка крови таких лиц, будучи взята неразведенной или в небольшом разведении (1:2), может не дать или дать слабую положительную реакцию при ее исследовании с резус-положительными эритроцитами. Однако если такую сыворотку развести, то при некотором разведении (чаще всего 1:8, 1:16, но иногда и более) резус-антитела в ней становятся активными и дают хорошо выраженную положительную реакцию. Реже всего феномен зоны бывает выражен при исследовании сыворотки непрямой пробой Кумбса.  Поэтому проба Кумбса является очень ценной реакцией для выявления неполных резус-антител.

Если все методы, включая непрямую пробу Кумбса, не выявляют в сыворотке резус-антител, а в анамнезе у лица, кровь которого испытывается, есть указания на сенсибилизацию к резус-антигену, то для исключения феномена зоны следует исследовать эту сыворотку, взятую в разведениях. Для этого сыворотка разводится и исследуется, как указано для каждого метода в разделах "Определение титра антител".

    Если при наблюдении результата в каких-либо разведениях сыворотки отмечается положительная реакция, следовательно, в испытуемой сыворотке есть антитела. В этих случаях для дальнейшего исследования сыворотки ее следует развести, при этом выбрать то разведение, в котором наблюдалась наиболее выраженная положительная реакция.

    Разводить сыворотку необходимо изотоническим раствором натрия хлорида. Дальнейшее определение титра антител проводится, как описано выше, для каждого метода. При установлении высоты титра учитывается разведение нативной сыворотки начиная с разведения 1:2.
5.6. Специфичность резус-антител
    Сыворотки, давшие положительный результат со всеми образцами резус-положительных эритроцитов, могут содержать как «чистые» антитела анти-D(Rh0), так и антитела к нескольким антигенам: анти-С+D(Rh0'), анти- D+E(Rh0'''), анти- C+D+E(Rh0 '''). 

    В некоторых случаях исследуемые сыворотки, содержащие резус-антитела, могут вызвать агглютинацию избирательно -  не всех резус-положительных эритроцитов. Это может быть свя​зано с тем, что в испытуемой сыворотке имеются антитела не анти-D (Rh0), которые встречаются чаще, а анти-C(rh') или анти-E(rh'').

    Положительный результат может также наблюдаться и с резус-отрицательными эритроцитами за счет других антигенов системы резус - анти-c(hr') , анти-e(hr'') или антигенов других систем.

    Для выяснения специфичности резус-антител необходимо специальное    исследование сыворотки с набором стандартных эритроцитов, включая           эритроциты с фенотипом: cDe(Rh0), Cde (rh'), cdE (rh''), а также резус-       отрицательные образцы, включая содержащие и не содержащие в эритроцитах антигены Келл (K) и Даффи (Fy). С ними же проводится и титрование сыворотки.
5.7. Оценка результатов определения резус-антител
    Заключение о наличии в сыворотке резус-антител можно сделать при положительном результате, полученном любым методом исследования.
    Заключение об отсутствии в сыворотке резус-антител можно сделать только при отрицательном результате, полученном при исследовании не менее чем двумя методами, одним из которых является любой метод, выявляющий неполные резус-антитела, а другим – реакция агглютинации в солевой среде, выявляющая полные резус-антитела. При этом следует учитывать возможный феномен зоны.
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