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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
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: 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 
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: 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
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: 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
ثانيــه۱۵-۳۰زمــان g*۱۰۰۰يـا دور  لولـه هــا را در سـانتريفوژ كــاليبره مطــابق زمـان مشــخص   -۴

بـا اسـتفاده از آينـه مقعـر    گلوتيناسـيون و همـوليز  آها را جهت مشاهده سپس لوله. يدسانتريفوژ نماي
.واكنش را درجه بندي و ثبت كنيدنتايج . ارزيابي نماييد

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
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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
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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 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 ·
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