


Standard Operating Proceduresوش عملكردي استاندارد ر

IP01IBTO 90/1 ۲از ۱صفحهآزمايشگاه رفرانس ايمونوهماتولوژي سازمان انتقال خون ايران
گلبول قرمز خوندرصد۳روش عملكردي استاندارد تهيه سوسپانسيون 

S.O.P for Preparation of a 3% Red Cell Suspension

۱۳۹۰

:اصول / هدف
آگلوتيناسيون اثـر  و قدرت تواند به شدت روي حساسيت آزمايشنسبت سرم به گلبول قرمز خون مي

.هاي سرولوژيك بكار برده مي شودمعرفي است كه در روشدرصد۳سوسپانسيون . بگذارد
الزامـي نيسـت ، بلكـه سوسپانسـيون نزديـك بـه      بـه صـورت دقيـق    درصد۳تهيه سوسپانسيون نهايي 

تعـداد  هـا فـراهم آورده و  مي تواند نسبت لازم سرم به گلبول را در بيشـتر روش )درصد۲-۵(درصد۳
.از گلبول قرمز خون را براي خواندن و درجه بندي واكنش در دسترس قرار دهدو مناسبكافي

:هاو معرفموادتجهيزات ، 
)به نكات مهم رجوع شود(EDTAحاوي نمونه خون كامل-۱

ميلي متر ۱۲*۷۵يا ۱۰*۷۵وله آزمايش ل-۲
ميلي ليتر۱-۱۰پيپت يكبار مصرف -۳
λ۱۰۰۰-۵۰پيپت متغير-۴
درصد۹/۰سالين -۵
g*۱۰۰۰سانتريفوژ سرولوژيك -۶
ايجالوله-۷
آينه مقعر-۸
)چراغ مطالعه(منبع روشنايي-۹
) شناخته شده(درصد۳نمونه سوسپانسيون خون -۱۰

:روش كار 
:گلبول قرمز خون مراحل ذيل را انجام دهيددرصد۳وسپانسيون از سميلي ليتر۱۰جهت تهيه 

.ليتري انتقال دهيدميلي۱۰ليتر از خون كامل را به يك لوله ميلي۱حداقل -۱
ايـن  . دقيقه سانتريفوژ نماييـد ۳الي ۱هاي قرمز خون سالين اضافه نموده و به مدت به گلبول-۲

بايد كاملاً شفاف و گلبول قرمز در انتهاي لولـه  محلول نهائي. بار تكرار نماييد۳تا ۲مرحله را 
. را كاملاً بدور بريزيدsupernatantفوقانيمحلول سالين. جمع شده باشند

ليتـر  ميلـي ۷/۹اي حاوي هاي قرمز متراكم شسته شده را به لولهليتر از گلبولميلي۳/۰مقدار -۳
.انتقال دهيددرصد۹/۰سالين 

هاي قرمز خون چند بار با سروته كردن لوله، گلبول. له را پوشش دهيدبا استفاده از پارافيلم لو-۴
.كاملاً مخلوط نماييددرصد۹/۰را با سالين
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:كنترل كيفي 

جهت كنترل چشمي رنگ و تراكم سوسپانسيون مقداري از سوسپانسيون تهيه شده را به لوله ·
شـناخته شـده   درصد۳نسيون اي از سوسپاسپس حجم مشابه. انتقال دهيدميلي متر ۱۲*۷۵

ها را مقابل منبع نور قـرار  جهت مقايسه لوله. ديگري انتقال دهيدميلي متر ۱۲*۷۵را به لوله 
. دهيد

يا
تهيه شده، يـك قطـره از ايـن    درصد۳به منظورمقايسه مقدارتجمع گلبول قرمز سوسپانسيون ·

بـه صـورت مشـابه يـك قطـره از      . انتقـال دهيـد   ميلـي متـر   ۱۲*۷۵سوسپانسيون را به لوله
بـا  . ديگـري انتقـال دهيـد    ميلي متـر  ۱۲*۷۵شناخته شده را به لولهدرصد۳سوسپانسيون 

انـدازه دو رسـوب   . لوله ها را سـانتريفوژ نماييـد  ،)ثانيه ۱۵-۳۰(تعيين شده توجه به زمان 

.بايد مشابه باشدبا مشاهده در آينه مقعر گلبول قرمز خون 

:نكات مهم

.  اسـتفاده از خـون لختـه  بـلا مـانع اسـت      EDTAدر صورت عدم وجود نمونه خـون كامـل   .۱
.ها رجوع شوددستور العمل توليد كننده معرفبه 

سوسپانسيون تهيه شده را فقط در روز آماده سازي استفاده نماييد و در يخچـال آزمايشـگاه  .۲
.شودنگهداريدرجه سانتيگراد۲-۸در دماي

و گلبول قرمز خون را بـه تناسـب انتخـاب    درصد۹/۰سالينجهت تهيه حجم كمتر ، مقدار .۳
.نماييد

تواند منجر به پاسـخ مثبـت يـا منفـي كـاذب در      تهيه سوسپانسيون گلبولي غليظ يا رقيق مي.۴
.آزمايش گردد

:جع امر
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: اصول / هدف 

.پايان واكنش آنتي ژن و آنتي بادي مي باشددو نشاندهنده رهآگلوتيناسيون هموليز و ·
هـا  به منظور مقايسه تـوان واكـنش  گروه خونهاي سرولوژيدر آزمايشهابندي واكنشدرجه·

ي در سـرم فـرد  چنـد آنتـي بـاد   ،هم زمانكه تواند در مواردياين مقايسه مي.پذيردميانجام
antibody dosageو يـا وقـوع   antibody specificitiesدهند ماننـد  ميواكنش نشان 

هـا، بايـد بـين تمـام     به منظور يكنواخت سازي و تكرار پذيري نتايج آزمـايش . مفيد واقع شود
هـاي  خوانـدن و درجـه بنـدي واكـنش    دهنـد كساني كه در آزمايشـگاه، آزمـايش انجـام مـي    

.ازي شوداستاندارد سآگلوتيناسيون 
در همـاهنگي و آگلوتيناسـيون  استاندارد كردن نحوه قرائت ،  درجـه بنـدي و ثبـت واكـنش     ·

.تكرارپذيري نتايج آزمايشها از اهميت بالايي برخورداراست
. استفاده از ميكروسكوپ بصورت روتين لازم نيست·
اسـتفاده  وتيناسـيون  آگلوسيله نشان دهندهيامقعرمي توان از يك وسيله اپتيك مانند آئينه·

هاي آگلوتينه هايي كه داراي زمينه مخلوطي از گلبولاز ميكروسكوپ براي تائيد واكنش.نمود
.گردداستفاده مي،مي باشند(mf)شده و آزاد 

: مواد لازم 
شده آزمايش پس از سانتريفوژ كردنلوله هاي آگلوتينه -۱
روشنائينبع مو )آينه مقعر(آگلوتيناسيون وسيله مشاهده -۲

:روش كار
ايـن  . كج نماييـد و هر باررا تكان داده (cell botton)گلبولي توده با دقت و آرام لوله حاوي -۱

گلبولي از انتها و جـداره  توده چند بار تكرار شود به طوري كه يتكان دادن بايد به دقت و آرام
.جدا شود،لوله

. گلبولي مشاهده نماييدتوده آنها را از انتشارها را از لوله و چگونگي جدا شدن گلبول-۲
هـا  واكـنش . ها را درجه بندي و ثبت نماييدبلافاصله واكنش(A)با استفاده از جدول پيوست -۳

و انتهاي لوله آزمايش جدا شدند ارزيـابي و  گلبوليتوده بايد زماني كه گلبولهاي قرمز كاملا از 
.ثبت گردند
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: توجه 
مانند آئينـه  باشدآگلوتيناسيوننشان دهنده اي كه ا مي توان از وسيلههجهت خواندن واكنش-۱

. هاي آزمايش رجوع كنيدمعقر استفاده نمود، به دستورالعمل سازنده معرف
همـوليز بررسـي و   هرگونـه  جهت مشـاهده  است ، گلبوليتوده حاوي را كه سرم لوله آزمايش -۲

.آنتي بادي مي باشد/ بت آنتي ژن هموليز نشان دهنده واكنش مثوجود . كنيدگزارش 
شــده حسـاس گلبـول قرمـز  سوسپانسـيون AHGحـاوي منفـي كه به لوله آزمايشپس از اين-۳

(IgG-Control cells) واكنش مشاهده انتظار كرديد،اضافهmixed field داشته باشيدرا.
ثبـت  مـوارد غيرمعمـول   دقـت شـده و   ،نـدن لولـه  هنگام خواآگلوتيناسيون مشخصات بايد به -۴

anti-sdaيـا Rouleauxواكـنش مانندپديـده   بي نهـائي ادر ارزي ـتوانـد اين اطلاعات مـي . دنگرد

refractile agglutinationكمك نمايد .

Aجدول 

Interpretation of Agglutination Reactions لگوتيناسيونآتفسير واكنش و درجه بندي 
Macroscopically Observed Findings Designation
One solid agglutinate 4+
Several large agglutinates 3+
Medium-size agglutinates, clear back ground 2+
Small agglutinates,turbid background 1+
Very small agglutinates, turbid background 1w

Barely visible agglutination ,turbid back ground W+

No agglutination 0
Mixtures of agglutinated and unagglutinated red cells
 (mixed field)

mf

Complete hemolysis H
Partial hemoysis , some red cells remain PH

:جع امر
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:اصول / هدف 
در سـطح گلبـول قرمـز خـون و     Bيـا  / و Aخون باتوجه به وجود يا عدم وجود آنتي ژن ABOنوع 

Anti-A يا  / وAnti-Bدر سرم فرد تعيين مي شود.
هـاي سطح گلبول قرمز خـون و آنتـي بـادي   Bيا / و Aافراد بزرگسال رابطه متقابل بين آنتي ژن در
A وB ژنآنتـي در صـورت عـدم وجـود    سماي فرد وجود دارد ، براي مثـال پلا/ در سرمA  در سـطح

.مشاهده شودAnti-Aاوگلبول قرمز فرد، انتظار مي رود كه در سرم يا پلاسماي 

:نمونه

ABOبراي آزمايش تعيـين  EDTAدر لوله حاوي ضد انعقاد خون بيمارليترميلي۲-۵حداقل -۱
)م رجوع شودبه نكات مه(.استقابل قبول 

كننـده بـر روي لولـه    نام و نام خانوادگي بيمار و شماره منحصر به فـرد شناسـايي  الزامي است كه -۲
.ثبت شودحاوي خون بيمار 

.ثبت شودنام خونگير و تاريخ خونگيري بر روي لوله حاوي خون بيمار الزامي است كه -۳
، بنـابراين فقـط   دنمـي باش ـ Anti-Bيـا  Anti-Aماه  معمولاً حـاوي  ۴كمتر از نمونه نوزادان-۴

.آزمايش گلبول قرمز جهت اين بيماران انجام شود
در صـورت نيـاز بـه    در بانك خـون موجـود نيسـت    بيمارABOكه سابقه انجام آزمايش زماني-۵

:يكي از بندهاي ذيل با رعايت الويت الزامي استانجامتزريق خون 
يـه  اولABOجهت تكرار و تأييد نتيجه آزمـايش  گيري مجدد شده و به بانك خون از بيمار نمونه·

.شودارسال
.مجدداً بر روي نمونه توسط كارشناس ديگري تكرار و تأييد گرددABOآزمايش ·
ــه   · ــايش اولي ــده آزم ــام دهن ــناس انج ــايش ABOكارش ــدداً آزم ــد و ABOمج ــرار، تأيي را تك

.مستند سازي نمايد
. دارنـد، اسـتفاده نكنيـد   (hemolyzed –lipemic)يـا ليپيمـي   هائي كه ظاهر هموليز از نمونه-۶

.گيري مجدد انجام شودنمونه
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:شرايط نگهداري نمونه-۷
.رجوع شودهاسازي نمونهذخيره و شرايط ها جهت محدوديت به دستورالعمل توليد كننده معرف·
روز جهت هرگونه آزمـايش  ۷درجه سانتيگراد و به مدت حداقل ۲-۸هاي خون در دماي يخچال نمونه·

.ذخيره شودبعدي 
پلاسما از گلبول قرمـز خـون نمونـه    جهت پيشگيري از وقوع هرگونه خطاي انساني ، جداسازي سرم يا ·

.شودهاي تفكيك شده توصيه نميبيمار و ذخيره سازي در لوله 

:ها و معرفمواد تجهيزات ، 

۱.Anti-A از نوعpolyclonal ياmonoclonal
۲.Anti-B از نوعpolyclonal ياmonoclonal
كه به صورت تجـاري تهيـه شـده يـا توسـط آزمايشـگاه بـا        Bو A1سوسپانسيون گلبول قرمز ٭ .۳

بـه روش  .روزانـه آمـاده سـازي شـده اسـت     ) درصـد ۲-۵(با رقـت  درصد۹/۰استفاده از محلول سالين 

.رجوع شودIP01IBTO90/1عملكردي استاندارد شماره 

.دنها بايد مطابق با دستورالعمل سازنده استفاده شوتمام معرف:ه توج
ميلي متر۱۲*۷۵لوله آزمايش .۴
.)كاليبراسيون دستگاه توسط بخش پشتيبان انجام شده و مستند گردد(كاليبره شده سرولوژيك سانتريفوژ .۵

روشنائي منبعآينه مقعر و.۶
درصد۹/۰الين س.۷
)λ۱۰۰و λ۵۰پيپت (پيپت يكبار مصرف .۸
ايجا لوله.۹

Quality Controlكنترل كيفي 

هـاي اسـتفاده   براي هر يـك از معـرف  )ساعت ۲۴( روزانه،هاي ذيلمشاهده واكنشانجام آزمايش و 
:الزامي استمشخص Lotشماره باشده 

.دهدميواكنش منفيBو با گلبول قرمز گروه ) +4(واكنشA1با گلبول قرمزگروه Anti-A معرف -۱
.دهدميواكنش منفيA1و با گلبول قرمز ) +4(واكنشBبا گلبول قرمزگروه Anti-Bمعرف-۲

دو شناخته شده مقـداري از گلبـول قرمـز    BياA1در صورت عدم دسترسي به گلبول قرمز: مهم ٭
.باشدقابل استفاده مي(+4)را مخلوط نموده و در صورت مشاهده واكنش Bيا A گروه 
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:روش كار 

(Forward Test)ش گلبول قرمزآزماي
ايـد، كـرده نشانه گـذاري  تميز كه از قبلميلي متر۱۲*۷۵رابه يك لوله Anti-Aيك قطره -۱

.اضافه نماييد
كرده ايـد ،  نشانه گذاري قبلازتميز كهميلي متر۱۲*۷۵را به يك لوله Anti-Bيك قطره -۲

.اضافه نماييد
اضـافه  را بيمـار ) درصـد ۲-۵(گلبـول قرمـز   پانسـيون سوسازبه هر يك از لوله ها  يك قطره -۳

.نماييد
بـا و مطـابق دسـتورالعمل سـازنده معـرف     كنيـد محتواي داخل لوله ها را به آرامـي مخلـوط   -۴

.سانتريفوژ نماييدg*۱۰۰۰-۹۰۰ثانيه با دور ۱۵-۳۰سانتريفوژ كاليبره شده به مدت 
ود هرگونه جو. گلبولي به صورت سوسپانسيون آزاد شودتوده ها را به آرامي تكان دهيد تا لوله-۵

.مشاهده نماييدبا استفاده از آينه مقعررايا هموليز آگلوتيناسيون
.و تفسير نماييدبنديدرجهرا واكنش نتايج -۶
.نتايج واكنش را بلافاصله در دفتر آزمايشگاه ثبت نماييد-۷

(Reverse Test)آزمايش سرم يا پلاسما 

Bو A1تميزكـه قـبلاً   ميلـي متـر   ۱۲*۷۵قطـره از سـرم يـا پلاسـما را بـه دو لولـه       ۳تا ۱.۲
.شده اضافه نماييدگذارينشانه

.نشانه گذاري شده اضافه نماييد A1 اي كه را به لولهA1يك قطره از سوسپانسيون گلبول .۲
.ي شده اضافه نماييدنشانه گذارB اي كه را به لولهBيك قطره از سوسپانسيون گلبول .۳
بـا ها را به آرامي مخلـوط نماييـد و مطـابق دسـتورالعمل سـازنده معـرف       محتواي داخل لوله.۴

.سانتريفوژ نماييدg*۱۰۰۰-۹۰۰ثانيه با دور ۱۵-۳۰سانتريفوژ كاليبره شده به مدت 
.را جهت وجود هموليز بررسي نماييدهاسرم يا پلاسماي داخل لوله.۵
وجـود هـر   .گلبولي به صـورت سوسپانسـيون آزاد شـود   توده امي تكان دهيد تا لوله ها را به آر.۶

.نماييدو بررسيمشاهدهبا استفاده از آينه مقعر گونه آگلوتيناسيون را 
.و تفسير نماييدبندي درجهرا واكنش نتايج .۷
.نتايج واكنش را بلافاصله در دفتر آزمايشگاه ثبت نماييد.۸
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:تفسير 
را بـا نتـايج   (Reverse Test)آزمـايش سـرم يـا پلاسـما     بـا  هاي به دست آمدهنتايج واكنش ·

بق جـدول ذيـل تفسـير    طارا مABOمقايسه نماييد و گروه (Forward Test) واكنش گلبول قرمز 
.كنيد

Then ABO type isAnd Serum/ Plasma reactIf  RBCs react
B RBCsA1 RBCsAnti-BAnti-A

O≥3+≥3+00
A≥3+00≥3+
B0≥3+≥3+0

AB00≥3+≥3+

همراه با محيط همگن مخلوط گلبول قرمز، نشان دهنده نتيجه منفي عدم مشاهده آگلوتيناسيون ·
.مي باشد

پلاسما بايد قبـل از ثبـت و تفسـير    / زمايش گلبول قرمزخون و سرم آهرگونه ناهمخواني در نتايج ·
.پيگيري و حل شودABOگروه 

دقيقـه  ۵-۱۵تها را به  مدپلاسما لوله/ در آزمايش سرم +3درصورت وجود واكنش ضعيف تر از ·
.را تكرار نماييد۴-۸در دماي اتاق انكوبه نماييد و سپس مراحل 

:نكات مهم 
بـه                . اسـتفاده از خـون لختـه  بلامـانع اسـت     EDTAدر صورت عدم وجود نمونه خون كامل .۱

.ها رجوع شودتوليدكننده معرفدستورالعمل
دهنـد،  واكنش نشان ميanti-Aو يا anti-A1هاي سرمكه با آنتيAهاي قرمز گروه گلبول.۲

A1 Cellگروه درصد افراد ۸۰تقريباً .(شوندناميده ميAگـروه  ازA1 بنـابراين معمـولاً   )باشـند مـي
.ي نيستالزامanti-A1 سرماستفاده از معرف آنتيA1Cellجهت تعيين 

بـا  ABOهاي تشخيص طبي انجام آزمايش هاي مراكز بيمارستاني و آزمايشگاهدر بانك خون.۳
.باشداستفاده از اسلايد ممنوع مي

:جع امر
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:اصول / هدف 

هاي قبل از تزريق خـون و دوران بـارداري  گلبول قرمز خون انساني از آزمايشRh(D) گروهتعيين ·
ژن با توجه به حضور و عـدم حضـور آنتـي   Rh-Negativeو Rh-Positiveنوع فنوتيپ . باشدمي
Dشوددر سطح غشاي گلبول قرمز خون تعيين مي.

ممكـن اسـت بـا    وهاي قرمز خون به صورت ضعيف بيان شـده  بولدر سطح برخي از گلDآنتي ژن ·
.مشاهده نشود، واكنش مستقيم Anti-Dهاي اكثر معرف

.شوددر بيماران بسته به خط مشي هر مركز پزشكي تعيين ميAHG انجام آزمايش ·
دوران درهك ـبـانواني جهـت (.را داشته باشدDهاي ضعيف ژنبايد توانائي شناسائي آنتيRhعيين تروش ·

د نـوزادان متول ـ نيزو،دارند(Invasive obstetric procedure)و روشهاي تهاجمي زايمان سابقه سقط ياهستندبارداري

.)روگام(RhIG)تزريق گيريتصميمبراياز اين گونه مادرانهشد
.زامي استالRh-Positiveبراي تفسير نتيجه ³+2درجه واكنشمشاهده ·
در دمـاي  انكوباسـيون يعني با ادامه آزمايش در مراحل بعدي ، +2تر از هرگونه واكنش ضعيف بايد ·

ــانتيگراد  ۳۷ ــه س ــه ودرج ــد AHGمرحل ــوتأيي ــه. دش ــازنده  توج ــتورالعمل س ــه دس ــرفب مع
Anti-D الزامي استجهت ادامه آزمايش.

و يا در خون آنهـا پـروتئين هـاي    هستند،بادياي اتو آنتيدر صورتي كه نمونه خون بيماراني كه دار·
زمـان از كنتـرل بـراي شناسـائي نتـايج مثبـت الزامـي اسـت،        ، اسـتفاده هـم  داردغير نرمال وجود 

يـك لولـه دوم حـاوي    Anti-Dنمونه زماني اعتبار دارد كه همراه با لوله حاوي Rhتعيين بنابراين 
مطـابق  .آزمايش شده و واكنش منفـي مشـاهده شـود   درصد۶ين مانند آلبومRh-Controlمعرف 

.دستورالعمل سازنده عمل نماييد
:نمونه
براي آزمايش تعيـين  EDTAگيري شده در لوله حاوي ضد انعقاد خون كامل نمونهميلي ليتر ۱-۵-۲

Rh به نكات مهم رجوع شود( .استقابل قبول(

كننـده بـر روي لولـه حـاوي     اره منحصر به فرد شناسـايي نام و نام خانوادگي بيمار و شمالزامي است -۲
.ثبت شودخون بيمار 

.ثبت شودنام خونگير و تاريخ خونگيري بر روي لوله حاوي خون بيمار الزامي است-۳
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در صورت نيـاز بـه   موجود نيستبيمارستان بيماردر بانك خون Rhكه سابقه انجام آزمايش زماني-۴
:يكي از بندهاي ذيل با رعايت الويت الزامي استانجام مادرRhوه يا تعيين گرتزريق خون

ارسـال اوليه Rhگيري مجدد شده و به بانك خون جهت تكرار و تأييد نتيجه آزمايش از بيمار نمونه·
.شود

.مجدداً بر روي نمونه توسط كارشناس ديگري تكرار و تأييد گرددRhآزمايش ·
.را تكرار، تأييد و مستند سازي نمايدRhمجدداً آزمايش Rhليه كارشناس انجام دهنده آزمايش او·
.   دارنـد، اسـتفاده نكنيـد   (hemolyzed –lipemic)هائي كه ظـاهر همـوليز يـا ليپيمـي     از نمونه-۵

.گيري مجدد انجام شودنمونه

:شرايط نگهداري نمونه-۶

.رجوع شودهاسازي نمونهذخيرهو شرايطها جهت محدوديت به دستورالعمل توليد كننده معرف·
روز جهـت هرگونـه   ۷و بـه مـدت حـداقل    درجـه سـانتيگراد  ۲-۸هاي خون در دماي يخچال نمونه·

.ذخيره شودآزمايش بعدي 
جهت پيشگيري از وقوع هرگونه خطاي انساني ، جداسازي سرم يا پلاسما از گلبول قرمز خون نمونه ·

.شودوصيه نميهاي تفكيك شده تبيمار و ذخيره سازي در لوله 

:ها و معرفمواد تجهيزات ، 

:شاملAnti-Dهاي مناسب معرف.۱
Blend  low protein IgM & IgG monoclonal / IgM monoclonal مي باشد.

ميلي متر۱۲*۷۵لوله آزمايش .۲
.)كاليبراسيون توسط بخش پشتيبان تعيين شده و مستند گردد(كاليبره شدهسرولوژيك سانتريفوژ .۳
روشنايي منبع ه مقعر و آين.۴
درصد۹/۰سالين .۵
λ۱۰۰وλ۵۰پيپتپيپت يكبار مصرف يا .۶
۷.Anti-IgG ياAHG polyspecific
IgG Control Cellsگلبول قرمز حساس شده .۸
اي جا لوله.۹

درجه سانتيگراد۳۷كوباتور ان.۱۰
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:كنترل كيفي 

.ه كنترل و ثبت شودروزانRhعرف استفاده شده براي شناسائي نوع مواكنش بايد ·
ــيون  · ــد آگلوتيناس ــرف باي ــيون Anti-Dمع ــا سوسپانس ــون   گب ــز خ ــول قرم ــد۲-۵(لب ) درص

Rh-Positive
Rh-Negative) درصـد ۲-۵(و بـا سوسپانسـيون گلبـول قرمـز     داده را نشـان  +2و +4واكنش بـين  

.مشاهده گرددمنفيواكنش

:روش كار 

.گذاري شده اضافه نماييدقبل نشانهاز كه ايلهلوبهAnti-Dيك قطره .۱
.نشانه گذاري شده اضافه نماييد از قبلكه دوم را به لوله Rh-Controlيك قطره .۲
.نماييداضافه ) درصد۲-۵(گلبول قرمز سوسپانسيونازيك قطره ي فوق ،هابه هر يك از لوله.۳
توليـد  زمان و سرعت مندرج در دسـتورالعمل  بق محتواي داخل لوله ها را به آرامي مخلوط نماييد و مطا.۴

.مي باشدg*۱۰۰۰-۹۰۰ ثانيه با دور ۱۵-۳۰معمولاً زمان .سانتريفوژ نماييدكننده
 ـها را به آرامي تكان دهيـد  لوله.۵ وجـود هرگونـه   . گلبـولي بـه صـورت سوسپانسـيون آزاد شـود      تـوده  ا ت

.اييدمشاهده نمبا استفاده از آينه مقعرآگلوتيناسيون  را
.نتايج واكنش را بررسي و درجه بندي كنيد.۶
را بلافاصله در دفتـر آزمايشـگاه ثبـت كنيـد و     Rh-Controlو Anti-Dنتايج درجه بندي لوله حاوي .۷

.عمل نماييدAمطابق جدول 
Aجدول 

InterpretationRh-ControlAnti-Dتفسير 

≤+02.گزارش شودPositive بيمار Rhنوع 
+2 >0.ادامه دهيد۸ه از مرحل

UnresolvedPositivePositive
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۳۷دقيقـه در دمـاي  ۱۵-۳۰معمولاً بـه مـدّت   . هر دو لوله را مطابق دستورالعمل سازنده انكوبه نماييد .۸
.مي باشددرجه سانتيگراد

ــهانكوباســيون پــس از طــي زمــان.۹ ــا ثانيــه۱۵-۳۰زمــانمعمــولاً. هــا را ســانتريفوژ نماييــدلول دورب
g*۱۰۰۰-۹۰۰مي باشد.

وجـود هرگونـه   . گلبـولي بـه صـورت سوسپانسـيون آزاد شـود      تـوده  لوله ها را به آرامي تكان دهيـد تـا   .۱۰
.آگلوتيناسيون را مشاهده كنيد

منفـي  Rh-Controlرا نشـان مـي دهـد و لولـه     زمينه شفافبا³+2واكنش قوي Anti-Dاگر لوله .۱۱
.باشد ، واكنش را ثبت كنيدمي
.لازم نيست AHGمرحله و پايان آزمايشگزارش كنيد، Positive-Rhنتيجه آزمايش را .۱۲
ها را سه تا چهار بار با سالين در صورت عدم مشاهده تغييري در واكنش يا وجود واكنش مشكوك ، لوله .۱۳

.به صورت كامل شستشو دهيد
قطـره  ۲له ها را خوب از سالين تخليـه كـرده و مطـابق دسـتورالعمل سـازنده      پس از آخرين شستشو لو.۱۴

AHGها اضافه نماييدبه لوله.
ــه.۱۵ ــواي لول ــدرج در دســتورالعمل    محت ــان و ســرعت من ــرده  و مطــابق زم ــوط ك ــه آرامــي مخل ــا را ب ه

.مي باشدg*۱۰۰۰-۹۰۰ثانيه با  دور ۱۵-۳۰معمولاً زمان . سانتريفوژ نماييدتوليد كننده
وجـود هرگونـه   . گلبـولي بـه صـورت سوسپانسـيون آزاد شـود     تـوده  ها را به آرامي تكـان دهيـد تـا    لوله.۱۶

.آگلوتيناسيون را مشاهده كنيد
.نتايج واكنش را بررسي و درجه بندي كنيد و آن را در دفتر آزمايشگاه ثبت كنيد.۱۷
.تفسير و گزارش كنيدBمطابق جدول .۱۸
بـه  IgG- Control Cellsلوله منفي باشد ، يك قطره گلبول قرمز خون حساس شده اگر واكنش هر دو.۱۹

تفسـير  Bدر صورت واكنش مثبت مطابق جـدول  . لوله ها را سانتريفوژ نماييد. ها اضافه كنيد هر يك از لوله
.نماييد

آزمـايش  كه پس از اضافه نمودن گلبول قرمز خون حساس شده ، نتيجه واكنش منفـي شـود،  در صورتي.۲۰
.مجدداً تكرار شودبايد 

Bجدول 

InterpretationRh-ControlAnti-Dتفسير 

Rh-Positive02+≥
Rh-Negative00
UnresolvedPositivePositive



Standard Operating Proceduresروش عملكردي استاندارد 

IP04IBTO90/1۵از ۵صفحهآزمايشگاه رفرانس ايمونوهماتولوژي سازمان انتقال خون ايران
اي       به روش لوله Rh(D)آزمايش روش عملكردي استاندارد 

S. O.P  for Rh(D) Testing by Tube method

۱۳۹۰

:نكات مهم 
و AHGدرجـه سـانتيگراد ،   ۳۷از مراحـل پسAnti-Dدر لوله قابل قبول مشاهده آگلوتيناسيون .۱

ــاه ــدم مشـــ ــه عـــ ــيون در لولـــ ــد Rh-Controlده آگلوتيناســـ ــايشبايـــ ــه آزمـــ نتيجـــ
"Rh Positive (Weak- D)"گزارش شود.

.باشدغلط مياشتباه و"UDمثبت"و  "Dمنفي"شكل  به گزارش نتيجه 
نشـان دهنـده عـدم وجـود         Rh-Controlو Anti-Dعدم مشـاهده آگلوتيناسـيون در لولـه حـاوي     .۲

گـزارش  "Dمنفـي "نتيجـه آزمـايش   بايد باشد و در سطح غشاي گلبول قرمزخون ميDآنتي ژن 
.شود 

ــه .۳ ــه در در صــورتي ك ــه آگلوتيناســيون مشــاهده شــود ، نتيجــه آز Rh-Controlلول ــايش هرگون م
Unresolvedصــورت نيــاز بيماربــه خــون ازگــروهدروباشــدو غيرقابــل تفســير مــيگــزارش شــده

"Rh(negative)"تزريق شود.
.                       اسـتفاده از خـون لختـه بـلا مـانع اسـت      EDTAحـاوي در صورت عدم وجود نمونـه خـون كامـل   .۴

.رجوع شودهادستور العمل توليد كننده معرفبه 
. باشـد شود قابل گزارش ميمشاهده ميmacroscopicهائي كه به صورت ماكروسكوپي فقط واكنش.۵

.استفاده نكنيدRh(D)ژنهاي ضعيف در آزمايش تعيين آنتياز ميكروسكوپ جهت مشاهده واكنش
IgG&IgMو يـا مخلـوط   IgM monocolonalري موجـود در بـازار بـه صـورت     اهاي تج ـمعرف.۶

Blendهاي بايد توجه داشت ، معرف. مي باشندanti-D   كه فقـط شـاملIgM    مـي باشـند جهـت
د، اسـتفاده  نمي باشIgGكه حاوي anti-Dهاي مناسب نيستند و بايد از معرفWeak-Dآزمايش 

.نمود
Dبر روي نمونه خون بيمار بـا اسـتفاده از معـرف دوم و بـا كلـون آنتـي       Rh(D)انجام آزمايش دوم .۷

.شودتوصيه ميRh(D)هاي ضعيف ژنجهت شناسائي آنتيمتفاوت 
بـا  ABOهـاي تشـخيص طبـي انجـام آزمـايش      هاي مراكز بيمارسـتاني و آزمايشـگاه  در بانك خون.۸

.باشداستفاده از اسلايد ممنوع مي

:جع امر
References:

1. AABB Technical Manual 16 th ed. Bethesda , MD 2008
2. Issitt PD,Anstee Dj ,Applied blood group serology 4 th edition , Durham ,NC: Montgomery Scientific Press
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3. Judd WJ,Methods in  immunohematology 3rd ed . Durham ,NC : Montgomery Scientific Publication ,2008
4. Denise MH , Modern Blood Banking & Transfusion Practices 5th ed . Philadelphia, PA:F.A.Davis company

2005
5. ARC Immunohematology Methods and procedures 1ST ed. Rockville, MD 1993
6. Guidelines for the Blood Transfusion Services in the UK ,7th ed 2005
7. WHO ; Safe Blood and Blood products; WHO Distance learning material ,WHO PRESS 2004
8. WHO ; The Clinical Use of Blood in Medicine, Obstetrics, Pediatrics ,Surgery& Anesthesia, Traum & Burns
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Standard Operating Proceduresكردي استاندارد روش عمل

IP05IBTO90/1۵از ۱صفحهآزمايشگاه رفرانس ايمونوهماتولوژي سازمان انتقال خون ايران
تظره مهم از نظر باليني هاي غيرمنروش عملكردي استاندارد براي جستجوي آنتي بادي

S.O.P  for Antibody Screening Test
 Indirect Antiglobulin Test (IAT) for the Detection of Antibodies to Red Cell Antigens

۲/۵/۱۳۸۷۱۳۹۰

: اصول / هدف 
گلبـول  اسـتاندارد هـاي معـرف وسـرم يـا پلاسـماي بيمـار     مجـاورت بـا Antibody Screening Testانجام آزمايش

D, C , c, E  ,e ,K ,k , Fya, Fyb, JKa, JKb, M ,N, S ,s , P1, Lea, Lebهـاي  ژنحاوي حداقل آنتي”O“قرمزخون گروه 

.باشدميunexpected antibodiesهاي غيرمنتظرهنتي باديآبه منظور جستجو و مشاهده 
برخـي از   . گـردد  اند، يافـت مـي  كه سابقه تزريق خون يا بارداري داشتههاي غيرمنتظره در سرم بيمارانيباديآلو آنتي
.گردندبه صورت طبيعي در افراد ايجاد ميI,H,P,M ها مانند باديآلو آنتي

: نمونه 

.قابل قبول اسـت  EDTAانعقاد له حاوي ضد سماي خون بيمار در لوپلاميلي ليتر۵حداقل .۱
)به نكات مهم رجوع شود(

كننـده بـر روي لولـه    نام و نام خانوادگي بيمار و شماره منحصر به فـرد شناسـايي  الزامي است.۲
.ثبت شودحاوي خون بيمار 

.بت شودثوي لوله حاوي خون بيمار نام خونگير و تاريخ خونگيري بر رالزامي است .۳
تهيـه شـده   ، نمونـه  داردتزريق خون يا سابقه بارداري در سه ماهـه گذشـته  كه فرد يدرصورت.۴

. معتبر مي باشدگيريساعت پس از  خون۷۲تا فقط
.   دارنـد، اسـتفاده نكنيـد   (hemolyzed –lipemic)هائي كه ظاهر هموليز يا ليپيمي از نمونه.۵

.گيري مجدد انجام شودنمونه

:گهداري نمونهشرايط ن.۶
.شهاي بعدي ذخيره شوديروز جهت هرگونه آزما۷هاي خون به مدت حداقل نمونه·
.ذخيره شوددرجه سانتيگراد۲-۸هاي خون در دماي يخچال نمونه·
جهت پيشگيري از وقوع هرگونه خطاي انساني ، جداسازي سرم يا پلاسـما از گلبـول قرمـز    ·

.شودهاي تفكيك شده توصيه نميخون نمونه بيمار و ذخيره سازي در لوله 



Standard Operating Proceduresكردي استاندارد روش عمل

IP05IBTO90/1۵از ۲صفحهآزمايشگاه رفرانس ايمونوهماتولوژي سازمان انتقال خون ايران
تظره مهم از نظر باليني هاي غيرمنروش عملكردي استاندارد براي جستجوي آنتي بادي

S.O.P  for Antibody Screening Test
 Indirect Antiglobulin Test (IAT) for the Detection of Antibodies to Red Cell Antigens

۲/۵/۱۳۸۷۱۳۹۰

: معرف ها  تجهيزات ، مواد و 

درصد۹/۰سالين نرمال -۱
LISSيا معرف درصد۲۲لبومين گاوي  آ-۲
AHG (antihuman globulin-Polyspecific(معرف -۳
هـاي غيرمنتظـره  نتـي بـادي  آهت جسـتجوي  ج(I,II,III)گلبول قرمز خون استانداردهاي معرف-۴

: به جدول زيرمشا

(Standard Antibody Screening Cell Panel)
KiddDuffyKellLewisPLutheranMNSRh

JkbJkaFybFyakKLebLeaP1LubLuasSNMCWVfecECDCellNo
0+0++00+++00+0+000+00++R1R1I
+00++++0++0+0++0000++0+R2R2II
+++0+00+++0+0+000+++000rrIII

. مي باشد استفاده گردد)unpooled(استاندارد كه خونجهت انجام آزمايش بيمار فقط از گلبول قرمز: توجه 

IgG Control Cells)حساس شده(كنترلگلبول قرمز خون-۵
ميلي متر۱۲*۷۵يا ۱۰*۷۵لوله هاي آزمايش -۶
.)كاليبراسيون دستگاه توسط بخش پشتيبان انجام شده و مستند گردد(سانتريفوژ سرولوژيك كاليبره شده -۷

λ۱۰۰-۵۰پيپتيا پيپت يكبار مصرف-۸
ايجا لوله-۹

آينه مقعر  و منبع روشنايي-۱۰



Standard Operating Proceduresكردي استاندارد روش عمل

IP05IBTO90/1۵از ۳صفحهآزمايشگاه رفرانس ايمونوهماتولوژي سازمان انتقال خون ايران
تظره مهم از نظر باليني هاي غيرمنروش عملكردي استاندارد براي جستجوي آنتي بادي

S.O.P  for Antibody Screening Test
 Indirect Antiglobulin Test (IAT) for the Detection of Antibodies to Red Cell Antigens

۲/۵/۱۳۸۷۱۳۹۰

: كيفيكنترل
نشـان IATدر آزمـايش  ≥ +2واكنش رقيق شده ودرصد۶كه در آلبومين Anti-Dاز يك كنترل سرم 

:و براي تهيه كنترل سرم مانند ذيل عمل شوددهد، جهت كنترل روزانه استفاده نماييد مي
.مخلوط نماييدرقيق و درصد۶مايشگاه را با آلبومين موجود در آزanti-Dمعرف حجمي از.۱
، بدهـد ≥ +2واكـنش  anti-D با محلول كنترل O positive (R1R1)در صورتي كه گلبول قرمز .۲

.استاستفادهقابل كنترل سرم
:توجه 

. هرگونه تغيير و جايگزيني معرفها بايد مطابق دستورالعمل سازنده باشد-۱
.  انجام پذيرد،بايد بدون ايجاد هرگونه وقفه در مراحل آزمايش۸-۱۲مراحل -۲

: كارروش
.گذاري نماييدهنشانرا به صورت جداگانه ميلي متر۱۲*۷۵لوله ۱-۳
.اضافه كنيدقطره سرم يا پلاسماي بيمار را ۲ها به هر يك از لوله-۲
.دكنياضافه I, II, IIIقطره گلبول قرمز استاندارد ۱ها به هر يك از لولهبه ترتيب -۳
سانتريفوژ ثانيه۱۵-۳۰زمان g*۱۰۰۰دور بالوله ها را در سانتريفوژ كاليبره مطابق زمان مشخص-۴

. ارزيـابي نماييـد  با استفاده از آينه مقعرگلوتيناسيون و هموليزآها را جهت مشاهده سپس لوله. يدنماي
.واكنش را درجه بندي و ثبت كنيدنتايج 

مطـابق دسـتورالعمل   LISS يـا محلـول   درصـد ۲۲قطره آلبـومين  ۲فوق هايهر يك از لولهبه-۵
.سازنده اضافه نماييد

سـانتيگراد  درجـه ۳۷دقيقه در دماي ۱۵-۳۰ن لوله ها را به مدت در صورت اضافه نمودن آلبومي-۶
دقيقـه يـا مطـابق دسـتورالعمل     ۱۰-۱۵ها را بـه مـدت   لولهLISSدرصورت اضافه نمودن .قرار دهيد

.درجه سانتيگراد قرار دهيد۳۷سازنده در دماي 
بـا  پس از طي زمان مشخص لوله ها را سانتريفوژ كرده و جهت مشاهده آگلوتيناسيون و همـوليز  -۷

. نتايج واكنش را درجه بندي و ثبت نماييد. ارزيابي نماييداستفاده از آينه مقعر 
شسته و پس از آخـرين مرحلـه شستشـو    درصد۹/۰بار با سالين ۴تا ۳را حداقل هادر ادامه لوله-۸

.تخليه كنيدكاملاًبا ضربه آرام بر روي سطح يك گاز ين راول سالمحل
سپس لولـه هـا را  . يدكناضافه AHGمطابق دستورالعمل سازنده به لوله هاي شسته شده معرف -۹

.مخلوط نماييدبه آرامي



Standard Operating Proceduresكردي استاندارد روش عمل

IP05IBTO90/1۵از ۴صفحهآزمايشگاه رفرانس ايمونوهماتولوژي سازمان انتقال خون ايران
تظره مهم از نظر باليني هاي غيرمنروش عملكردي استاندارد براي جستجوي آنتي بادي

S.O.P  for Antibody Screening Test
 Indirect Antiglobulin Test (IAT) for the Detection of Antibodies to Red Cell Antigens

۲/۵/۱۳۸۷۱۳۹۰

بـا اسـتفاده از   سانتريفوژ كرده و جهت مشاهده آگلوتيناسيون و همـوليز ثانيه ۱۵-۳۰ها را لوله-۱۰
. ازريابي نماييدمقعرآينه 
.يدكننتايج واكنش ها را درجه بندي و ثبت -۱۱
قطـره از گلبـول قرمـز حسـاس شـده     ۱جهت كنترل و معتبـر سـازي نتـايج منفـي آزمـايش،      -۱۲

IgG Control Cells)(يدكنهاي منفي اضافه به لوله  .
.ييدله ها را سانتريفوژ كرده و جهت مشاهده آگلوتيناسيون ارزيابي نمالو-۱۳

: تفسير

پـس از  و (Immediate spin)درمرحلـه سـريع   همـوليز  / نتيجه آزمايش با وجود آگلوتيناسيون-۱
.درجه سانتيگراد مثبت گزارش شود۳۷انكوباسيون در دماي 

.مثبت گزارش شودAHGهموليز پس از اضافه نمودن / نتيجه آزمايش با وجود آگلوتيناسيون-۲
مرحلـه  هريـك از مراحـل و در  همـوليز در / هده آگلوتيناسيوننتيجه آزمايش در صورت عدم مشا-۳

AHG  1(و مشـاهده آگلوتيناسـيون   و پس از اضافه نمودن گلبول قرمز حساس شـده+ -  2w (  منفـي
. گزارش شود

نتيجـه آزمـايش   گلبول قرمزحساس شـده درصورت عدم وجود آگلوتيناسيون پس از اضافه نمودن -۴
. تكرار شودمعتبر نبوده و بايد مراحل آزمايش

:نكته مهم 
:استفاده از خون لخته در موارد زير بلامانع است.۱
EDTAحاويدر صورت عدم وجود نمونه خون كامل·
).دها رجوع شوكننده معرفدستورالعمل توليدبه (.تواند كامپلمان را فعال نمايدبادئي كه ميجستجوي آنتي·

بـا توجـه بـه اينكـه     . باشـد مـي anti- IgG &anti-C3حـاوي  Polyspecific AHGمعرف .۲
بنابراين اسـتفاده  است،IgGهاي بادي شناسايي آلو آنتيPolyspecific AHGوظيفه اصلي معرف 

هـاي غيـر منتظـره بلامـانع     بـادي در آزمايش جستجوي آنتـي Monospecific anti-IgGاز معرف 
هــاي ناخواســته اكــنشمــي توانــد از وMonospecific anti-IgG AHGاســتفاده از . باشــدمــي

.جلوگيري نمايد



Standard Operating Proceduresكردي استاندارد روش عمل

IP05IBTO90/1۵از ۵صفحهآزمايشگاه رفرانس ايمونوهماتولوژي سازمان انتقال خون ايران
تظره مهم از نظر باليني هاي غيرمنروش عملكردي استاندارد براي جستجوي آنتي بادي

S.O.P  for Antibody Screening Test
 Indirect Antiglobulin Test (IAT) for the Detection of Antibodies to Red Cell Antigens

۲/۵/۱۳۸۷۱۳۹۰

:خطاهاي شايع 
زمـاني  .كـاربرد دارد AHGگلبول قرمز حساس شده جهت اطمينان از عدم وجود منفي كاذب در مرحلـه  

به صورت آزاد  درلوله وجود دارد كه بـا گلبـول قرمـز حسـاس شـده      AHGكه واكنش منفي باشد معرف 
:اهده آگلوتيناسيون يكي از موارد زير اتفاق افتاده است در صورت عدم مش.دهدآگلوتيناسيون مي

.ه استاضافه نشدAHGمعرف ·
بـا  ،اضافه شده ولي با توجه به وجود سالين باقي مانده يا عـدم شستشـوي مناسـب   AHGمعرف ·

.هاي آزاد خنثي شده استباديآنتي
.نيستمناسب (potency)توان واكنش داراي، AHGمعرف ·

:مراجع 
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Standard Operating Proceduresي استاندارد روش عملكرد

IP06IBTO90/1۴از ۱صفحهآزمايشگاه رفرانس ايمونوهماتولوژي سازمان انتقال خون ايران
گلبولين مستقيمروش عملكردي استاندارد براي آزمايش آنتي

S.O.P For Direct Antiglobulin Test

۱۳۹۰

:اصول / هدف 
/ وIgGو علت هموليز آنها بـا  حساس شده هاي قرمز خون به منظورتشخيص گلبولDATازآزمايش 

complement C3) يـا كامپلمـان    همچنـين بـراي شناسـايي    .شـود در داخـل بـدن اسـتفاده مـي    (
مسـتقيماً  آنهـا را حسـاس نمـوده اسـت و    صل شده وهايي كه به سطح گلبول قرمز خون متباديآنتي

مـوارد بـا لينـي كـه     . شـود كنند ، از اين آزمايش استفاده مياي ايجاد نميآگلوتيناسيون قابل مشاهده
:عبارتند ازشوندميDATمنجر به مثبت شدن آزمايش 

· Hemolytic Disease of the Fetus & New Born(HDFN)
· Auto Immune Hemolytic Anemia (AIHA)
· Drug Induced  Hemolytic Anemia
· Hemolytic Transfusion Reactions (HTR)

:نمونه
،باشـد EDTAانعقـادي  ون كامل كه در لوله حاوي ماده ضد نمونه خميلي ليتر ۲-۵حداقل -۱

.)باشدميEDTAتنها نمونه مورد قبول ، نمونه حاوي (.آوري شودجمع

تهيه و مورد استفاده قـرار  ،قبل از انجام آزمايشبلافاصلهبايد )درصد۲-۵(تازهسوسپانسيون-۲
.گيرد

.استفاده نگرددآن گذشته باشد، خونگيرياز ساعت ۴۸كه بيش از ياز نمونه خون-۳

:هاو معرفمواد تجهيزات ، 

ميلي متر۱۲*۷۵لوله آزمايش-۱
.)يبان تعيين شده و مستند گرددكاليبراسيون توسط بخش پشت(سانتريفوژ سرولوژيك كاليبره شده-۲
آينه مقعر و روشنائي -۳
Polyspecific Antihuman Globulin (AHG)معرف -۴
درصد۹/۰سالين -۵
)λ۱۰۰وλ۵۰پيپت(پيپت يكبار مصرف -۶
IgG Control Cells)حساس شده(خون كنترل گلبول قرمز -۷
ايجا لوله-۸
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۱۳۹۰

:كنترل كيفي 
.آزمايش كنيد IgGمز حساس شده با را با گلبول قرAHGروزانه معرف -۱
اس شـده را بـه لولـه اضـافه     س ـمنفي شد يك قطره گلبول قرمـز ح DATهر بار كه آزمايش -۲

در صـورت عـدم مشـاهده    .پس از سانتريفوژ كردن بايد واكنش مثبـت مشـاهده شـود   . كنيد 

.آزمايش مجدداً تكرار شودواكنش مثبت ، 

:روش كار 
.كنيدگذاريهنشانرا ميلي متر ۱۲*۷۵ابتدا سه لوله -۱
.اضافه كنيدبيماراز نمونه )درصد۲-۵(به هر يك از لوله ها  يك قطره سوسپانسيون -۲
بـه خـوبي شستشـو    درصد۹/۰بار با سالين ۴الي ۳هاي قرمز خون هر يك از لوله ها را گلبول -۳

.دهيد و در مرحله آخر شستشو ، سالين را كاملاً تخليه كنيد
متفـاوت cloneاز دو منبـع بـا   AHGمطابق دستورالعمل سازنده مقدار مناسب ۲و ۱به لوله -۴

)به توضيحات رجوع شود(.اضافه كنيد 
.اضافه كنيد درصد ۹/۰به لوله سوم ، دو قطره سالين -۵
بـه  g*۱۰۰۰محتواي لوله ها را به آرامي مخلوط كرده و مطابق دستورالعمل سازنده يـا بـا دور   -۶

.كنيديه سانتريفوژ ثان۱۵-۳۰مدت 
با اسـتفاده از آينـه   جهت مشاهده هرگونه آگلوتيناسيون  سريعاًها را به آرامي بيرون آورده لوله-۷

.بررسي كنيدمقعر 
.هرگونه واكنش مشاهده شده را درجه بندي نموده و ثبت كنيد-۸

دردقيقـه ۵ت واكنش منفي را به مـد ، لوله هاي AHGمطابق دستورالعمل سازنده معرف -۹
.سپس سانتريفوژ كنيد،انكوبه نماييددرجه سانتيگراد۲۵-۲۰دماي اتاق 

.را تكرار كنيد ۷-۸مراحل -۱۰
۲و ۱در صورت مشاهده واكنش منفي ، يك قطره گلبول قرمز حساس شده بـه لولـه شـماره    -۱۱

.مي باشند ، اضافه كنيد AHGكه حاوي 
.واكنش مثبت ، نتيجه را ثبت كنيد را سانتريفوژ كنيد و در صورت مشاهده۲و ۱لوله شماره -۱۲
.در صورت مشاهده واكنش منفي آزمايش را از ابتدا تكرار كنيد -۱۳

PS1 PS2 Saline
Control
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:تفسير 

DATنتيجه رديف
پروتئين متصل به 

گلبول قرمز

لوله شماره 

۳

لوله شماره 

۲

لوله شماره 

۱

سالين 
0.9%

AHG
PS2

AHG
PS1

۱PositiveIgG+ C3d0++
۲Unresolvedغيرقابل گزارش+++
۳Negative ----000
۴PositiveIgG+ C3d00+
۵PositiveIgG+ C3d0+0

: توضيح 

.قابل قبول بوده و مثبت گزارش شود۵و۴و۱آزمايش نتيجه ·
.باشدغير قابل قبول بوده و بررسي بيشتر لازم مي۲نتيجه آزمايش ·
.و منفي گزارش شودقابل قبول بوده ۳نتيجه آزمايش·
متفاوت به صـورت  Cloneبا AHGاز دو منبع معرف در مراكز بيمارستاني گردد توصيه مي·

.موازي در هر آزمايش استفاده نماييد
تواننـد بـا حـداقل    مـي  AHG(Poly specific and anti-IgG)منـابع مختلـف معـرف    ·

صـورتي كـه تعـداد    در. غشاي هر گلبول قرمز واكـنش دهنـد   رويIgGملكول ۵۰۰-۲۰۰
IgGشودنتايج ممكن است منفي،هاي چسبيده به گلبول قرمز كمتر باشند.

.باشدمختلف جهت كاهش خطا ميcloneبا AHGكاربرد منبع ·
.هاي ضعيف و مشكوك از ميكروسكوپ استفاده كنيددر صورت مشاهده واكنش·
تـايج منفـي كـاذب ممكـن     در صورتي كه دقت لازم در تكنيك انجام آزمايش رعايت نشود، ن·

.است مشاهده گردد
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:خطاهاي شايع 
زمـاني  .كـاربرد دارد AHGگلبول قرمز حساس شده جهت اطمينان از عدم وجود منفي كاذب در مرحلـه  

به صورت آزاد  درلوله وجود دارد كه با گلبول قرمز حساس شـده  AHGباشد معرف كه واكنش منفي مي 
:ت عدم مشاهده آگلوتيناسيون يكي از موارد زير اتفاق افتاده است در صور.دهدآگلوتيناسيون مي

.ه استاضافه نشدAHG معرف ·
اضافه شده ولي با توجه به وجود سالين بـاقي مانـده يـا عـدم شستشـوي مناسـب      AHG معرف ·

.هاي آزاد خنثي شده استباديآنتي
.نيستمناسب(potency)توان واكنشداراي،AHGمعرف ·

:مراجع
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: اصول / هدف 
منظـور  بـه  گلبول قرمـز اهداكننـده خـون   وبيماريپلاسما/ سرمآزمايش كراس مچ كامل با مجاورت 

آلـوآنتي بـادي   و تشـخيص وجـود هرگونـه   بيمـار ABOكيسه خون با گـروه  ABOسازگاري ييدأت
. گرددانجام مياز نظر بالينيمهمغيرمنتظره

: نمونه 
.شوداستفاده بيمار) EDTA(پلاسماي نمونهاز .۱
كننـده بـر روي   نام و نام خانوادگي بيمار و شماره منحصر به فـرد شناسـايي  ثبتالزامي است .۲

.ثبت شودلوله حاوي خون بيمار
.ثبت شودنام خونگير و تاريخ خونگيري بر روي لوله حاوي خون بيمار الزامي است.۳
تهيـه شـده   ، نمونـه  دارده گذشـته تزريق خون يا سابقه بارداري در سه ماهي كه فرددرصورت.۴

. ساعت پس از انجام آخرين آزمايش غربالگري خون معتبر مي باشد۷۲تا فقط 
.   دارند، استفاده نكنيـد (hemolyzed –lipemic)هائي كه ظاهر هموليز يا ليپيمي از نمونه.۵

.گيري مجدد انجام شودنمونه

:شرايط نگهداري نمونه.۶
جهـت هرگونـه آزمايشـهاي    پس از هر كراس مـچ  روز۷اقل هاي خون به مدت حدنمونه·

.بعدي ذخيره شود
.ذخيره شوددرجه سانتيگراد ۲-۸هاي خون در دماي يخچال نمونه·
جهت پيشگيري از وقوع هرگونه خطاي انساني ، جداسازي سرم يا پلاسما از گلبول قرمـز  ·

.شودنميهاي تفكيك شده توصيهخون نمونه بيمار و ذخيره سازي در لوله 

:تجهيزات ، مواد و معرف ها 
درصد۹/۰سالين نرمال -۱
خون اهداكننده قرمز گلبول ) درصد۲-۵(سوسپانسيون -۲
ميلي متر۱۲*۷۵لوله هاي آزمايش -۳
λ۱۰۰وλ۵۰پيپتپيپت يكبار مصرف يا -۴
.)رددكاليبراسيون توسط بخش پشتيبان تعيين شده و مستند گ(سانتريفوژ سرولوژيك كاليبره شده-۵
IgG Control Cellsگلبول قرمز خون حساس شده -۶
درجه سانتيگراد۳۷انكوباتور -۷
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: كارروش 
،       دنشـو سـرم بيمـار آزمـايش مـي    ونمونـه خـون هـر يـك از اهداكننـدگان     كه باهائي را لوله-۱

. كنيدگذاري هنشان
.قطره سرم يا پلاسماي بيمار اضافه نماييد۲به هر يك از لوله ها -۲
) درصـد ۲-۵(قطـره سوسپانسـيون گلبـول قرمـز خـون      ۱ه هر يك از لولـه هـاي مربوطـه    ب-۳

. دكنياهداكننده اضافه 
سپس در سانتريفوژ سرولوژيك كاليبره شـده مطـابق زمـان    . نماييدمحتواي لوله ها را مخلوط-۴

. سانتريفوژ نماييد،مشخص
بـا اسـتفاده از         وتيناسـيون ها را جهـت مشـاهده همـوليز و درجـه بنـدي آگل     گلبولي لولهتوده -۵

. مشاهده و ارزيابي نماييدآينه مقعر
.نتايج آزمايش را خوانده، تفسير و بلافاصله ثبت نماييد-۶
.به لوله فوق اضافه نماييدLISSيا محلول درصد۲۲دو قطره آلبومين -۷
را بـه مـدت  LISSدقيقـه و لولـه حـاوي    ۱۵-۳۰ت را بـه مـد  درصد۲۲لوله حاوي آلبومين-۸

مطابق دستورالعمل سـازنده عمـل   . انكوبه نماييددرجه سانتيگراد۳۷دقيقه در دماي ۱۵-۱۰
.نماييد

g*۱۰۰۰-۹۰۰ثانيه بـا دور  ۱۵-۳۰معمولاً زمان (.ت معين سانتريفوژ كنيدز مدالوله را پس-۹
.)مي باشد

وجـود  . آزاد شـود  گلبـولي بـه صـورت سوسپانسـيون     توده ها را به آرامي تكان دهيد تا ولهل-۱۰
.هرگونه آگلوتيناسيون را بررسي و مشاهده نماييد

.نتايج واكنش را بررسي و درجه بندي كنيد-۱۱
.نتايج واكنش را بلافاصله در دفتر آزمايشگاه ثبت كنيد-۱۲
شستشـو دهيـد و در مرحلـه آخـر كـاملاً      درصـد ۹/۰سالين ر بالوله را سه تا چهار باسپس -۱۳

.دسالين را تخليه نمايي
.د كنييا مطابق دستورالعمل سازنده اضافه AHGبه اين لوله  دو قطره -۱۴
.محتواي لوله را مخلوط كرده و سانتريفوژ نماييد-۱۵
وجـود  . ي بـه صـورت سوسپانسـيون  آزاد شـود    گلبـول تـوده  لوله را به آرامي تكان دهيد تا -۱۶

در مـوارد  ،سـي كـرده  ابتـدا ماكروسـكوپي برر  .هرگونه آگلوتيناسيون را بررسي و مشـاهده كنيـد  

.گرددمشكوك ميكروسكوپي توصيه مي

.نتايج واكنش را بررسي و درجه بندي كنيد-۱۷
.نتايج واكنش را بلافاصله در دفتر آزمايشگاه ثبت كنيد-۱۸
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۲/۵/۱۳۸۷۱۳۹۰

و نمونه خـون اهداكننـده بـا خـون     در صورت عدم وجود هرگونه واكنش ، كراس مچ منفي-۱۹
.شودگزارش مي) Compatible(بيمار سازگار

ــيون ،  -۲۰ ــه آگلوتيناس ــاهده هرگون ــورت مش ــوده    در ص ــازگار نب ــار س ــون بيم ــا خ ــه ب نمون
)Incompatible (شود گزارش مي.

اضـافه  IgG Control Cellsبه لوله منفي يك قطره گلبـول قرمـز خـون حسـاس شـده      -۲۱
كنـد در صـورت عـدم    آزمايش را تأييد مي،پس از سانتريفوژ كردن ، مشاهده آگلوتيناسيون. كنيد

.آزمايش مجدداً تكرار شودبايد شاهده واكنش ، م

: تفسير
تيناسـيون يـا همـوليز نشـان دهنـده نتيجـه آزمـايش مثبـت يـا عـدم سـازگاري            وجود آگلو-۱

)Incompatible ( مي باشد .
وجود سوسپانسيون گلبولي يكنواخت بـا گلبـول هـاي قرمـز خـون آزاد پـس از سـانتريفوژ و        -۲

سـازگار  كامـل شان دهنده آزمايش منفي يـا كـراس مـچ   گلبولي نتوده سوسپانسيون مجدد 
)Compatible (باشدمي.

:مهم تانك
ــي  .۱ ــو آنت ــالگري آل ــايش غرب ــام آزم ــورت انج ــت  درص ــتفاده از كي ــا اس ــره ب ــر منتظ ــادي غي ب

antibody screen cellsاهده نتيجه منفـي فقـط آزمـايش كـراس مـچ مختصـر       شاستاندارد و م
Immediate spin cross matchباشد و ادامه آزمايش لازم نيستكافي مي۱-۶يعني مراحل.

. در صورت وجود آلوآنتي بادي در سرم بيمار ، كراس مچ كامل انجام شود.۲

.                اسـتفاده از خـون لختـه  بـلا مـانع اسـت      EDTAدر صورت عدم وجـود نمونـه خـون كامـل     .۳
.ع شودها رجودستور العمل توليد كننده معرفبه 
بيمار در بانك خون موجود نيسـت انجـام يكـي از    ABO&Rhكه سابقه انجام آزمايش زماني.۴

. بندهاي ذيل با رعايت الويت الزامي است

گيــري مجـدد شــده و بــه بانـك خــون جهــت تكـرار و تأييــد نتيجــه آزمــايش    از بيمـار نمونــه ·
ABO&Rh شودارسالاوليه.

.نه توسط كارشناس ديگري تكرار و تأييد گرددمجدداً بر روي نموABO&Rhآزمايش ·
را تكـرار،  ABO&Rhمجـدداً آزمـايش   ABO&Rhكارشناس انجام دهنده آزمـايش اوليـه   ·

.تأييد و مستند سازي نمايد
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Emergency Blood Order درخواست خون در شرايط اضطراري  

مچ كراسدرخواست خون) خونريزي شديد بيمار/ تروما ( يني بيمار زماني كه پزشك پس از ارزيابي بال
نشده ميدهد ، بايد مراحل ذيل جهت تحويل خون رعايت گردد. تأكيد ميگردد بايد پس از تحويل 

خون كليه مراحل آزمايش كراس مچ به طوركامل انجام پذيرد.
ضـاي پزشـك   بـا ام )بـدون كـراس مـچ    ( درخواست تحويل خـون در شـرايط اضـطراري    .۱

.درخواست كننده و توضيح انديكاسيون شرايط باليني بيمار دريافت شود
.خون تحويل شودكسازگار توسط كارشناس بانABOبايد خون با گروه .۲

كننده مسئوليت كارشناس خون درشرايط اضطراري با امضاي پزشك ، ساقطدرخواست:توجه
.باشدسازگار نميABOبانك خون جهت تحويل خون با گروه 

:ت بندي زير تحويل شود كراس مچ نشده با شرايط و الويسازگارخون.۳
وريبه ويژه به بيمار زن در سن بارRh-(Negative)و (O)خون با گروه ·
Rh-(Positive)و (O)گروهخون با ·
بيمار،خون سازگار بـا گـروه بيمـار    ABO&Rhدر صورت دريافت نمونه و تعيين گروه ·

.بيمار استفاده نشودABO&Rhشود از سابقه قبلي گروه ميتأكيد. تحويل شود
.مشخص كنيدكراس مچ انجام نشدهبا علامترا هاي ارسالي خون كيسه.۴
هاي خون ، آزمـايش كـراس مـچ را فـوراً شـروع كنيـد و در صـورت        پس از ارسال كيسه.۵

.مشاهده هرگونه آگلوتيناسيون پزشك را مطلع نماييد

:خطاهاي شايع 
زمـاني  .كـاربرد دارد AHGلبول قرمز حساس شده جهت اطمينان از عدم وجود منفي كاذب در مرحلـه  گ

به صورت آزاد  درلوله وجود دارد كه بـا گلبـول قرمـز حسـاس شـده      AHGباشد معرف كه واكنش منفي 
:در صورت عدم مشاهده آگلوتيناسيون يكي از موارد زير اتفاق افتاده است.دهدآگلوتيناسيون مي

.ه استاضافه نشدAHGمعرف ·
، بـا اضافه شده ولي با توجه به وجود سالين باقي مانده يا عـدم شستشـوي مناسـب   AHGمعرف ·

.خنثي شده است،هاي آزادبادي آنتي
.نيستمناسب potencyداراي،AHGمعرف ·
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