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Na prawidtowy przebieg testu sktada sie wiele czynnikdw.
Przede wszystkim zalezy on od liczby i lokalizacji anty-
gendéw na powierzchni erytrocytu. Wazna jest rowniez
temperatura reakcji: przeciwciala IgG najlepiej reaguja
w temperaturze 37°C (cieple aglutyniny), natomiast prze-
ciwciala klasy IgM w temperaturze 4°C lub maksymalnie
w temperaturze pokojowej (zimne aglutyniny).
Klasyczne testy aglutynacji przeprowadzane na szkietkach
lub w probéwkach sg coraz czeéciej zastepowane przez mi-
krometody kolumnowe, znacznie prostsze, wygodniejsze oraz
szybsze w wykonaniu. Sg one réwniez bardzo czule, dzigki cze-
mu umozliwiaja wykrycie bardzo stabo reagujacych przeciwcial.

18.6.1.1. Wykrywanie przeciwciat w klasie IgM

Przeciwciala w klasie IgM (kompletne aglutyniny) wykrywa
sie przez inkubacje surowicy osoby badanej ze wzorcowy-
mi krwinkami grup O, A oraz B w temperaturze pokojowej
w fizjologicznym roztworze NaCl.

18.6.1.2. Wykrywanie przeciwciat w klasie IgG

Przeciwciata w klasie IgG (niekompletne aglutyniny) wytwa-
rzane sg tylko u 0sob, ktore uleglty immunizacji antygenami
w obrebie ukladéw grup krwi. Ze wzgledu na brak zdolno-
$ci wywolania aglutynacji w fizjologicznym roztworze NaCl
przez przeciwciala IgG stosuje si¢ metody, ktére maja na celu
zmniejszenie potencjalu zeta (np. reakcja w roztworze koloi-
dowym, w obecnosci protaminy, enzymdw proteolitycznych
papainy lub trypsyny, w srodowisku o obnizonej sile jonowej,
low ionic strength solution, LISS). Znacznie cze¢sciej wykorzy-
stuje si¢ jednak testy antyglobulinowe.

18.6.1.2.1. Test antyglobulinowy

Ze wzgledu na charakter niekompletnych aglutynin do wykry-
wania przeciwciata w klasie IgG uzywa sie testu antyglobuli-
nowego zwanego testem Coombsa. Wykorzystuje sie¢ w nim
poliklonalne antyludzkie przeciwciala uzyskane od zwierzat
doswiadczalnych, ktore wigza si¢ z ludzkimi przeciwciatami
(surowica antyglobulinowa), prowadzac do aglutynacji krwi-
nek zwigzanych z przeciwciatami. Surowica antyglobulino-
wa zawiera réwniez przeciwciala skierowane przeciwko C3,
ktore pozwalaja na wykrycie sktadnikéw uktadu dopetniacza
na powierzchni erytrocytéw. Znane s3 2 odmiany tego testu:
bezposredni i posredni test antyglobulinowy (ryc. 18.10).

18.6.1.2.1.1. Bezposredni test antyglobulinowy (BTA)

W tescie tym wykrywane sa przeciwciata, ktore zwiazaty
antygeny na powierzchni erytrocytéw w organizmie, czyli
in vivo. Erytrocyty wyizolowane z krwi sg inkubowane z su-
rowicg antyglobulinowa. Jezeli zostaly optaszczone przez
przeciwciala, s3 wigzane przez przeciwciala w surowicy

antyglobulinowej, wywolujac aglutynacje. Bezposredni test
antyglobulinowy jest stosowany:
« unoworodkéw z podejrzeniem choroby hemolitycznej,
o uchorych z podejrzeniem niedokrwistoéci autoimmuno-
hemolitycznej,
o u biorcow krwi w przypadku wystapienia powiktan
potransfuzyjnych,
o unoworodkéw urodzonych przez kobiety Rh ujemne,
o u niemowlat do 4. miesigca zycia, przy dobieraniu krwi
do transfuzji.
Nalezy pamietal, ze bezposredni test antyglobulino-
wy moze da¢ wynik falszywie dodatni, np. u pacjentow
z hipergammaglobulinemia.

18.6.1.2.1.2. Posredni test antyglobulinowy

Posredni test Coombsa wykrywa wolne aloprzeciwciata od-
pornosciowe obecne w surowicy krwi po uprzednim zaabsor-
bowaniu ich in vitro na wzorcowych krwinkach czerwonych.
Krwinki te zawsze sa grupy O oraz majg znane pozostale anty-
geny grupowe. Jest on jest podstawowa metoda identyfikacji
antygenow i przeciwcial grupowych poza uktadem ABO.
W posrednim tescie antyglobulinowym badang surowice
najpierw inkubuje si¢ ze wzorcowymi krwinkami. Nastepnie
sie ja odptukuje, aby usunaé przeciwciala niezwigzane z ery-
trocytami. W kolejnym etapie do krwinek dodaje si¢ surowice
antyglobulinows, ktéra w przypadku zwigzania przeciwciat
znajdujacych sie w badanej surowicy z krwinkami wywotuje
aglutynacje. Posredni test antyglobulinowy jest elementem
proby zgodnosci krwi przed przetoczeniem. Ujemny wy-
nik posredniego testu antyglobulinowego miedzy krwin-
kami dawcy a surowica biorcy krwi (préby krzyzowej) jest
koniecznym warunkiem pozwalajagcym na przeprowadzenie
transfuzji. Posredni test antyglobulinowy jest stosowany do:
o wykrycia aloprzeciwcial odpornosciowych w surowicy krwi,
o wykrywania przeciwcial odporno$ciowych u kobiet
ciezarnych,
 badania antygenu D,
o dobierania krwi do transfuzji,
« oznaczania antygenéw na krwinkach.

18.6.1.3. Préba zgodnosci

Aby zmniejszy¢ czestos¢ powiklan potransfuzyjnych, przed

przetoczeniem krwi choremu konieczne jest wykonanie

proby zgodnosci. Wedtug obecnych zalecen préba zgod-
nosci obejmuje:

« oznaczenie antygenéw ukladu ABO u dawcy i biorcy,

« oznaczenie antygenu RhD u biorcy i dawcy, jezeli biorca
jest RhD-ujemny,

o przeprowadzenie testow na obecno$¢ przeciwciat odpor-
no$ciowych w surowicy biorcy z ukladu Rh, Kell, Kidd,
Dulfty, Lewis, MNS, P1PK,

o przeprowadzenie wlasciwej proby krzyzowe;.



