День первый. 25.03.19г.

Знакомство с лабораторией и руководящими документами по организации деятельности контроля качества лабораторных исследований:

Виды работ: Прохождение инструктажа. Работа с нормативными документами, регулирующими работу КДЛ.

Нормативные документы для изучения:

1. Приказ МЗ России № 380 от 25.12.1997 г. «О состоянии и мерах по совершенствованию лабораторного обеспечения диагностики и лечения пациентов в учреждениях здравоохранения Российской Федерации».

2. Приказ МЗ России № 45 от 07.02.2000 г. «О системе мер по повышению качества клинических лабораторных исследований в учреждениях Российской Федерации».

3. Приказ МЗ России № 220 от 26.05.2003 г. «Об утверждении отраслевого стандарта «Правила проведения внутрилабораторного контроля качества количественных методов клинических лабораторных исследований с использованием контрольных материалов».

4. СанПиН 2.1.7.2790 «Санитарно – эпидемиологические требования к обращению с медицинскими отходами».

5. СП 2.1.3.2630-10 «Санитарно – эпидемиологические требования к организациям, осуществляющим медицинскую деятельность».

Техника безопасности при работе в клинико-диагностических лабораториях:

Требования безопасности во время работы:

1. Персонал лаборатории во время работы не должен допускать спешки. Проведение анализов следует выполнять с учетом безопасных приемов и методов работы

2. С целью предупреждения инфицирования медицинскому персоналу лаборатории следует избегать контакта кожи и слизистых оболочек с кровью и другими биологическими материалами.

3. Работать с исследуемым материалом необходимо в резиновых перчатках, избегая уколов и порезов.

4. При транспортировке биоматериал должен помещаться в пробирки, закрывающиеся резиновыми или полимерными пробками, а сопроводительная документация в упаковку, исключающую возможность ее загрязнения биоматериалом. Не допускается помещать бланки направлений в пробирки с кровью или иными биологическими материалами.

5. Транспортировка должна осуществляться в закрытых контейнерах, регулярно подвергающихся дезинфекционной обработке.

6. При пипетировании крови следует использовать автоматические пипетки, а в случае их отсутствия — резиновые груши. Запрещается пипетирование крови ртом.

7. При открывании пробок, бутылок, пробирок с кровью или другими биологическими материалами следует не допускать разбрызгивания их содержимого.

8. Рабочие места для проведения исследований мочи и кала, биохимических, серологических и гормональных исследований должны быть оборудованы вытяжными шкафами с механическим побуждением.

9. В случае загрязнения кожных покровов кровью или другими биологическими жидкостями их следует в течение двух минут

обработать тампоном, обильно смоченным 70-% спиртом, вымыть под проточной водой с мылом и вытереть индивидуальным тампоном.

10. При попадании крови на слизистые оболочки их немедленно обрабатывают струей воды, затем 1-% раствором борной кислоты или вводят несколько капель нитрата серебра. Нос обрабатывают 1-% раствором протаргола, рот и горло прополаскивают 70-% спиртом либо 1-% раствором борной кислоты, либо 0,05-% раствором перманганата калия.

М.п.
День второй. 26.03.19г.

Группа крови – это описание индивидуальных антигенных характеристик эритроцитов, определяемое с помощью методов идентификации специфических групп углеводов и белков, включённых в мембраны эритроцитов.
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Поверхностные антигены эритроцитов и антитела к ним в плазме крови групп крови системы АВ0
В плазме крови человека могут содержаться антитела анти-А и анти-В (α-, β-гемагглютинины), на поверхности эритроцитов — антигены (агглютиногены) A и B, причём из белков A и анти-А содержится один и только один, то же самое — для белков B и анти-В. В случае содержания в крови (при переливании) одновременно эритроцитов с антигенами A и антител анти-A в плазме крови происходит агглютинация эритроцитов, то же происходит при наличии антигенов B и антител анти-B, на этом основана реакция агглютинации при определении группы крови системы AB0, когда берётся кровь пациента и стандартные группоспецифические сыворотки (содержащие анти-A антитела, содержащие анти-B антитела в определённом титре).

Таким образом, существует 4 допустимые комбинации фенотипа при 6 возможных генотипах: то, какая из них характерна для данного человека, определяет его группу крови. Наличие антигенов на эритроцитах определяют 3 типа генов: IA — доминантный, кодирует образование антигена А, IB — доминантный, кодирует образование антигена B, i0 — рецессивный, не кодирует образование антигенов:

· 0 (I) αβ — гены i0i0, гемагглютиногенов-A и -B на эритроцитах нет, α- и β-гемаглютинины в плазме (универсальные доноры эритромассы при отсутствии несовместимости по остальным системам групп крови).

· A (II) β — гены IAIA или IAi0, гемагглютиногены-А на эритроцитах, β-гемаглютинины в плазме.

· B (III) α — гены IBIB или IBi0, гемагглютиногены-B на эритроцитах, α-гемаглютинины в плазме.

· AB (IV) о — гены IAIB, гемагглютиногены-А и -B на эритроцитах, α- и β-гемагглютининов в плазме нет; 
Ход определения:

Нанести на планшетки соответственно маркировке стандартные сыворотки каждой группы. Рядом с каплями сывороток разместить по капле исследуемой крови. Соотношение крови к капле сыворотки – 1:10.Сухими и чистыми стеклянными палочками смешать каждую каплю сыворотки с каждой каплей крови. Для каждой капли крови использовать отдельную палочку с целью предупреждения ложной агглютинации. После смешивания планшетку покачивать 3 минуты (время заметить по песочным часам).В каждую каплю добавить по одной капле физиологического раствора (для исключения ложной агглютинации). 

При положительном результате агглютинация эритроцитов появляется к 30 с — 1 мин и в дальнейшем усиливается, при отрицательном результате агглютинация отсутствует. По истечении 3-4 мин в реагирующую смесь добавляют 1-2 капли физиологического раствора для снятия возможной неспецифической агрегации эритроцитов и продолжают наблюдение до истечения 5 мин, после чего регистрируют результат.
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Использовались следующие цоликлоны для определения группы крови:
Анти-А
Анти- В
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Резус-фактор, или резус, Rh — одна из 36 систем групп крови, признаваемых Международным обществом трансфузиологов (ISBT). Клинически наиболее важная система после системы AB0.

Система резуса состоит из 54 определяемых группой крови антигенов, среди которых наиболее важны 6 антигенов: D, C, c, CW, E и e. Часто используемые термины «резус-фактор», «отрицательный резус-фактор» и «положительный резус-фактор» относятся только, соответственно, к наличию или отсутствию антигена D. Резус-положительными являются около 85 % людей европеоидной расы, резус-отрицательными — 15 %. 
Помимо своей роли в переливании крови, система резус-фактора групп крови, в частности антиген D, является важной причиной гемолитической желтухи новорождённых или эритробластоза плода; для предотвращения этих заболеваний ключевым фактором является профилактика резус-конфликта. Риск резус-конфликта при беременности возникает у пар с резус-отрицательной матерью и резус-положительным отцом.
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Определение резус-фактора цоликлоном Анти-D
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На планшете смешивают большую каплю (0,1 мл) анти-D цоликлона и маленькую каплю (0,01 мл) исследуемой крови пациента. За наступлением реакции агглютинации или ее отсутствием наблюдают в течение 3 мин.

- если реакция агглютинации наступила с цолиулоном анти-D, то исследуемая кровь относится к резус-положительной (Rh+)

- если реакция агглютинации не наступила с с цолиулоном анти-D, то исследуемая кровь относится к резус- отрицательной (Rh-)
Анализатор автоматический иммуногематологический QWALYS 2
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Аппарат QWALYS 2 позволяет проводить следующие исследования:

- определение группы крови,

- фенотипирование,

- скрининг антител и идентификация антител,

- тесты на совместимость.
Принцип метода
Технология основана на использовании магнитных частиц в процессе приготовления образцов для исследований. Магнитные частицы абсорбируются на эритроцитах и под действием магнитного поля эритроциты с адсорбированными магнитными частицами перемещаются на дно лунки.
Магнитизация усиливаетгемагглютинацию.
- Стандартные эритроциты магнетизируются в процессе производства
- Исследуемые эритроциты пациента магнетизируются во время исследования

Положительная реакция
Антитела имеют родство с соответствующими антигенами эритроцитов и вызывают специфическую реакцию агглютинации.

После встряхивания агглютинат эритроцитов остается в центре ячейки.

Считывание результатов (1 планшета – 8 пациентов)
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День третий. 27.03.19г.
Гелевая технология для иммуногематологических исследований

Преимущества гелевой технологии
Принцип гель-фильтрации в сочетании с качеством моноклональных обеспечивает высокую чувствительность и специфичность метода, все реагенты имеют стандартную дозировку, наличие контроля качества реагентов. Является референсным методом при скрининге и идентификации антител, более безопасен для персонала 
Удобен и прост в использовании: сокращение времени исследования в 2 - 5 раз при проведении скрининга антител, проб на совместимость с отсутствием этапа отмывания эритроцитов, с возможностью автоматизированной оценки и фотодокументирования результатов.

Применение метода гель-фильтрации в клинической практике

1.Быстрое и точное определение группы крови, резус-принадлежности, в том числе в сложных случаях

2.Широкое типирование антигенов эритроцитов всех известных систем 

3.Скрининг и идентификация аллоантиэритроцитарных антител 

4.Индивидуальный подбор гемокомпонентов для переливания 

5.Диагностика посттрансфузионных осложнений и гемолитической болезни новорожденных 

6.Определение редких антигенов
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Принцип метода
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После центрифугирования агглютинаты эритроцитов распределяются в геле - «положительная реакция». Положительная реакция может оцениваться от 0 до 4 +.
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Центрифуга для 6  гелевых карт
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День четвертый. 28.03.19г.
Фенотипирование эритроцитов по антигенам системы Rh (C, E, c, e) и Kell (K)

Метод исследования: Реакция с моноклональными антителами

Определение группы крови, резус-принадлежности и типирование антигенов эритроцитов имеет большое значение при переливании крови для подбора совместимых пар донор-реципиент, профилактики опасных посттрансфузионных осложнений, а также для диагностики иммунологических конфликтов матери и плода во время беременности.

В настоящее время известно 29 систем антигенов эритроцитов. Клиническая роль многочисленных антигенов эритроцитов крови неодинакова, она определяется иммуногенностью антигенов. Иммунногенность антигенов определяется способностью вырабатывать антитела к данным антигенам с образованием комплекса антиген-антитело, что приводит к гемолизу (разрушению) эритроцитов. В этом плане первостепенное клиническое значение имеют антигены системы ABO (традиционная «группа крови») и резус (резус-фактор). Система антигенов резус в настоящее время насчитывает 48 антигенов. Но значение имеют 5 основных антигенов – D, С, с, Е, e. Наибольшее клиническое значение имеет антиген D, при наличии которого говорят о резус-положительной крови. Антиген D в 95% случаев является причиной гемолитической болезни новорожденных (ГБН) при несовместимости матери и плода, а также тяжелых посттрансфузионных осложнений. Иммуногенность других антигенов С, Е, с, е (минорных) значительно ниже, но их определение важно при индивидуальном подборе крови для многократных трансфузий, в тех случаях, когда в сыворотке реципиента обнаружены иммунные антитела к антигенам системы резус, а также у женщин детородного возраста.

Система Келл насчитывает 24 антигена, наибольшее клиническое значение при трансфузиях имеет антиген К (KELL 1). Трансфузионные реакции, вызванные анти-К антителами, могут приводить к смертельному исходу в результате внесосудистого гемолиза эритроцитов. Антигены системы Келл выявляются на фетальных эритроцитах на ранних сроках беременности и могут вызвать гемолитическую болезнь новорожденных. Анти-К антитела вызывают наиболее тяжелые формы с внутриутробной смертью и мертворождением.

Использовались следующие цоликлоны:
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1 пациент ,его фенотип будет выглядить так (ДСсеекк)
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День пятый. 29.03.19г.
Иммунохимический анализатор Architect i2000sr, Abbott (США)
Автоматический иммунохимический анализатор Architect i 2000 sr рассчитан на лаборатории среднего и крупного размера, обеспечивая максимальную пропускную способность до 200 тестов в час. Гибкие протоколы исследований улучшают лабораторный рабочий процесс и позволяют специалистам быть уверенным в результатах.
Только для диагностики in vitro.
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Опухолеассоциированные маркеры
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Иммунохимический анализатор cobas e 411
Полностью автоматизированная система для иммунохимического анализа.
Анализатор cobas e 411 разработан для нужд лабораторий средней производительности.

Готовые к использованию реагенты в специальных кассетах, автоматическое программирование методик со штрихового кода, возможность выполнения экспресс-анализа без прерывания текущего процесса создают условия комфортной работы и сокращения трудовых затрат в лаборатории. Использование соли рутения в качестве метки, а также современного метода электрохемилюминесценции в сочетании со стрептавидин-биотиновой технологией обеспечивает получение результатов анализов с высочайшей точностью, специфичностью и воспроизводимостью. Тест-системы линии Elecsys позволяют измерять концентрацию аналитов в широком диапазоне, что приводит к снижению частоты разведения образцов.
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