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KRATICE

AHG — anti-humani gamaglobulin
BSA — govedi serumski albumin
DAT — direktni antiglobulinski test
HbA — odrasli (adultni) hemoglobin
HbF — fetalni hemoglobin

HBFN — hemoliticka bolest fetusa i novorodenceta
IAT — indirektni antiglobulinski test
Ig — imunoglobulin

IgG — imunoglobulin G

IgM — imunoglobulin M

Jk — Kidd sustav krvnih grupa

IS — eng. immediate spin

IU — medunarodna jedinica

K — Kell sustav krvnih grupa

KB — Kleihauer Betkeov test

KBC — klini¢ki bolnicki centar
LISS — eng. low ionic strength solution
Lu — Lutheran sustav krvnih grupa
Rh — Rhesus sustav krvnih grupa
RhD — Rhesus faktor D

RhIG — Rhesus imunoglobulin

ZTM — zavod za transfuzijsku medicinu



1. UVOD

1.1. Eritrocitni antigeni

Sustav krvnih grupa sastoji se od antigena eksprimiranih na eritrocitnoj membrani
koji su kod svakog pojedinca definirani nizom gena (1). Antigen se moZe definirati kao
bilo koja molekula ili dio molekule koji ulaskom u organizam izaziva proizvodnju
specifi¢nih protutijela. Sposobnost antigena da izazove imunoloski odgovor, odnosno
njegova imunogeni¢nost, ovisi o nizu faktora kao $to su njegova molekularna masa,
filogenetska udaljenost, njegova dostupnost antigen-prezentiraju¢im stanicama te sama
grada antigena. Dakle, nisu svi antigeni jednako klinicki znacajni. Eritrocitni antigeni po
svojoj su strukturi proteinske i ugljikohidratne molekule (2). Veéina ovih antigena je
integralni dio eritrocitne membrane, dok je manji dio apsorbiran iz plazme na povrSinu
eritrocita (3). Do studenog 2023. otkriveno je 45 sustava krvnih grupa koji sadrze 362
eritrocitna antigena (4). Neki od klinicki znacajnijih eritrocitnih antigenskih sustava

prikazani su u tablici 1.

Tablica 1. Znacajni sustavi krvnih antigena (1)

Sustav Simbol Broj antigena
ABO ABO 4
MNS MNS 43
P P1 1
Rhesus Rh 49
Lutheran LU 20
Kell KEL 25
Lewis LE 6
Dufty FY 6
Kidd Jk 3

Pojam ,krvna grupa“ moze se definirati kao specifican obrazac reakcije na

testiranje antiseruma unutar odredenog sustava (1). Krvnu grupu ¢ini jedan ili vise



antigena koji su kontrolirani pojedinim genskim lokusom ili dva blisko povezana
homologna gena koji imaju male ili nezamjetne medusobne varijacije (4). Dakle, sinteza
eritrocitnih antigena regulirana je genima koji se nasljeduju prema Mendelovim
zakonima. Ti geni su ve¢inom kodominantni §to znaci da se na eritrocitnoj membrani
eksprimiraju antigeni porijeklom od oba roditelja. Obzirom da ovi geni prate Mendelove

zakone, u fenotipu se recesivni geni ne iskazuju u prisustvu dominantnih (3).

Protutijela, odnosno imunoglobulini (Ig), razvijena na odredeni okoliSni ¢imbenik
u ljudskom organizmu nazivaju se prirodna protutijela, dok se protutijela koja nastaju
susretom s antigenima drugog covjeka nazivaju imunim protutijelima. Anti-ABO
protutijela su prirodna, prisutna kod ljudi Sest mjeseci nakon rodenja. Na slici 1 prikazana
su prirodna anti-ABO protutijela pridruzena pripadajucoj krvnoj grupi. Ukoliko ova
protutijela dodu u kontakt s odgovaraju¢im antigenom uzrokuju intravaskularnu hemolizu

(5).

Stvaranje protutijela na to¢no odredeni antigen naziva se imunizacija, a moze biti
primarna ili sekundarna. Prvi kontakt s antigenom, odnosno primarna imunizacija
obiljezena je prvotnim stvaranjem IgM razreda protutijela te kasnijim stvaranjem IgG
razreda nakon ¢ega dolazi do stvaranja memorijskih limfocita. Ovi memorijski limfociti
odgovorni su za vrlo nagli porast titra IgG protutijela kod drugog i svakog sljedeceg
susreta s istim antigenom, odnosno kod sekundarne imunizacije (2). IgG protutijela su

klinicki posebno znac¢ajna jer mogu prijecéi placentarnu barijeru (6).

Krvna grupa

Antigeni
na
eritrocitima

Antitijela e
u plazmi =X i z W

nema

Anti-A i Anti-B

univerzalni
primatelj

Antigeni ? ? ? ?
Antigen A Antigen B Antigeni AiB nema
A, B, AB, O o
Donori A, 0 B0 AB+ je O je univerzalni

donor

Slika 1. Anti-ABO protutijela u pojedinim krvnim grupama

Izvor: https://www.genetika.biol.pmf.hr/wp-content/uploads/2020/07/Slika-4.5.png
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Nemaju sva antieritrocitna protutijela jednak klinic¢ki znacaj. Postoji niz ¢imbenika
koji odreduju klinicki znacaj protutijela kao Sto su: sastav antigena, brojnost i izrazenost
na eritrocitnoj membrani, razred i podrazred imunoglobulina, sposobnost prelaska
posteljice, sposobnost aktiviranja sustava komplementa te posebno dijagnosticki
znacajno, koli¢ina (titar) protutijela. Klinicki znacajna i najcescéa protutijela su iz ABO,
Rh, Kell, Kidd 1 Duffy sustava. Vrlo rijetko klini¢ki znacajnu imunizaciju mogu

uzrokovati protutijela iz sustava MNS (7, 8).

1.2. Imunizacija u trudnodi

Najces¢i nacin imuniziranja kod ljudi je trudnoca. Majcinska aloimunizacija
predstavlja prisutnost ne-AB protutijela kod trudnice. Tkivni antigeni fetalnog i/ili
placentarnog porijekla potiCu maj¢ine imunoloske stanice na proliferaciju i
diferencijaciju te na stvaranje protutijela i memorijskih stanica. Maj¢in imunoloski sustav
prepoznaje djetetove antigene kao strane te odgovara proizvodnjom protutijela. Pojava
protutijela usmjerenih na fetalne (placentarne) antigene predstavlja rizik za fetus, a u

nekim slucajevima i za majku (6, 9, 10).

Najcesc¢i, ujedno i najjaci krvni imunogen je RhD antigen. Protutijela najcesce
razvijaju RhD negativne trudnice ¢iji fetus ima RhD pozitivan fenotip. D antigen pocinje
se eksprimirati na eritrocitnoj membrani do 38. dana gestacije (11). Do imunizacije i
razvoja anti-D protutijela u trudno¢i najces¢e dolazi uslijed fetomaternalnog krvarenja
krajem trudnoce ili tijekom poroda prvog RhD pozitivnog djeteta (12). Takoder je mogué
razvoj protutijela uslijed spontanog ili induciranog pobacaja, izvanmaterni¢ne trudnoce,
invazivnih postupaka na majci ili djetetu, vanjske cefalicke verzije, antenatalnog
krvarenja, oSte¢enja posteljice, ¢ak i1 traume majke. Volumen krvi koji moze proizvesti
imunoloski odgovor na RhD negativne osobe je 0,45 mL u oko 80% osoba. Imunoloski
odgovor razvija se sporo 1 moze se otkriti viSe tjedana nakon izlaganja (11). Anti-D
protutijela do uvodenja RhD imunoprofilakse u trudno¢i 1970. ¢inila su vec¢inu otkrivenih
protutijela. Od tada je u porastu postotak ostalih klini¢ki znacajnih protutijela. Anti-D
protutijelo slijede protutijela usmjerena na druge antigene iz Rh sustava te anti-Kell

protutijela (3).



Tijekom prve trudno¢e majka se najceSce senzibilizira na nekompatibilni antigen
djeteta. Obzirom da imunoloSki sustav stvara memorijske stanice, koje se jo§ nazivaju 1
»rezervna® IgG protutijela, u sluc¢aju ponovnog kontakta s istim antigenom reakcija je
obic¢no teza 1 ¢eSée su posljedice (npr. fetalni hidrops, intrauterina smrt i sl.) kod druge i
sljedec¢ih trudnoca. Posljedice su moguce i1 kod prve trudnoce, ali se najces¢e dogadaju
kod sekundarnih imunizacija. Proces je prikazan na slici 2 na primjeru anti-D protutijela.
Cirkuliraju¢a protutijela prolaze kroz posteljicu i opsoniziraju fetalne eritrocite koje

fagocitiraju makrofagi u fetalnoj slezeni $to dovodi do fetalne anemije (6, 11).

prva trudnoca

majka
Rh-D neg
fetus .{Y
Rh-D poz }_¥
vt
- \
anti-D protutijela
majke
druga trudnoca Rh-D senzibilizacija

T nekonjugirani
bilirubin
. —p  kernikterus
hydrops fetalis
fetalna smrt

anti-D protutijela prelaze
posteljicu i oblazu Rh-D HEMOLIZA
pozitivne eritrocite

Slika 2. Princip imunizacija trudnice na RhD antigen 1 HBFN

Izvor: https://d45j13w9libvn.cloudfront.net/jaypee/static/books/9789351524236/Chapters/images/90-1.ipg

Mogu¢ je razvoj nekoliko komplikacija uslijed imunizacije majke ¢ija tezina varira

od blagih do teskih (6). Neke od najtezih komplikacija su hemoliti¢ka bolest fetusa i
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novorodenceta (HBFN), fetalni hidrops (lat. hydrops fetalis) te je moguca 1 intrauterina

fetalna smrt (11).

1.2.1. Hemoliti¢ka bolest fetusa i novorodenceta

Hemoliticka bolest fetusa i novorodenceta (HBFN), poznata i kao fetalna
eritroblastoza (lat. erythroblastosis fetalis), posljedica je razgradnje fetalnih eritrocita
majcinim protutijelima koja su uspjela pro¢i kroz posteljicu. Francuska primalja opisala
je HBFN prvi put 1609., ali je uzrok bolesti ostao nerazjasnjen do 50-ih godina 20. st.
Danas se incidencija procjenjuje na 6 — 7/ 1000 zivorodene djece. Prije razvoja anti-D
profilakse procjenjuje se da je HBFN bio odgovoran za 1% pobacaja u svim trudno¢ama.
Odredena je korelacija pojave HBFN-a s obrascem nasljedivanja D antigena, ali je isto
tako ustanovljeno da je pojava neravnomjerno raspodijeljena po etni¢kim skupinama Sto

je prikazano u tablici 2 (3, 12, 13).

Tablica 2. Prevalencija RhD antigena u etnickim skupinama (13)

etnicka skupina prevalencija (%)
Afrikanci 4
Afroamerikanci 8
Bijelci 15-16
Euroazijati 2,4
Azijati <1
Baskijci (Spanjolska/Francuska) 30-35

HBFN najcesc¢e je potaknuta D antigenom, iako i drugi Rh antigeni (¢, C, E 1 ¢)
mogu uzrokovati bolest. Takoder moze biti uzrokovana nekompatibilno§¢u ABO krvne
grupe $to se dogada kada majka krvne grupe O nosi dijete druge krvne grupe (A, B), ali
u tom je sluCaju bolest manje ozbiljna u odnosu na Rh nekompatibilnost. Manje
uobicajeni uzroci HBFN-a ukljucuju protutijela usmjerena na antigene krvne grupe Kell
(npr. anti-K 1 anti-k), Kidd (npr. anti-Jka 1 anti-Jkb), Duffy (npr. anti- Fya) te MNS.

Protutijela usmjerena protiv krvnih grupa P i Lewis nisu povezana s HBFN-om (14).

Glavni patofizioloski mehanizam bolesti je hemoliza koja se moze odvijati na svim

eritrocitnim razvojnim oblicima hematopoeze (12). Hemoliza fetalnih eritrocita dovodi



do oslobadanja velike koli¢ine bilirubina koje posteljica prenosi u maj€inu cirkulaciju.
Majka eliminira bilirubin, iako moze doc¢i do razvoja zutice. HBFN klinicki je indiciran:
brzom 1 teSkom hiperbilirubinemijom ili trajnom hiperbilirubinemijom; te hemolizom

eritrocita. Opseg hematopoeze utjece na tezinu poremecaja (13).

Klinic¢ka slika ovisi 0 maj¢inom individualnom imunoloSkom odgovoru, stoga
bolest varira u oblicima od blagih anemija do fetalnog hidropsa i intrauterine fetalne
smrti. Osnovno obiljezje bolesti jest anemija koja se moze pojaviti ve¢ intrauterino. Isto
tako se moze razviti kod rodenja (rana anemija) ili unutar nekoliko tjedana nakon rodenja
(kasna anemija). Vrijeme pojavnosti, ali 1 stupanj teZine anemije ovise ponajvise 0
intenzitetu imunizacije. Otprilike 25% fetalne hiperbilirubinemije u prvih par dana nakon
rodenja rezultira kernikterusom; stanje uzrokovano nakupljanjem bilirubina u srediSnjem
ziv€anom sustavu. Djeca koja prezive kernikterus ¢esto imaju ozbiljne posljedice kao Sto
su razvojna retardacija, hipotonija ili gubitak sluha. U svom najozbiljnijem obliku HBFN
uzrokuje hydrops fetalis kojeg karaterizira edem, hepatosplenomegalija i zatajenje srca te

moze dovesti do intrauterine smrti (15).

Postavljanje dijagnoze HBFN-a zapoc¢inje testovima probira: rozeta test i Kleihauer
Betkeov test. Rozeta test je kvalitativni probirni test na uzorku krvi majke kojim se
utvrduje fetomateralno krvarenje, odnosno je li maj¢ina RhD negativna krv dosla u
kontakt s fetalnom RhD pozitivnom krvi. Test se provodi inkubiranjem pune venske krvi
majke s anti-D imunoglobulinom. Stanice majke ostaju nevezane za anti-D protutijelo jer
su RhD negativne. Tijekom ovog perioda inkubacije, sve RhD pozitivne fetalne stanice u
maj¢inom uzorku senzibilizirane su i vezane na anti-D imunoglobulin. Dodaju se
indikatorske stanice tretirane enzimima koje se veZu samo za prisutne fetalne stanice Sto
rezultira nakupljanjem eritrocita u formaciju koja se naziva rozeta. Indikatorske stanice
nalaze se u sredisStu rozete, a fetalni eritrociti grupirani su oko rubova kao latice na cvijetu.
Ovaj uzorak se moze vidjeti mikroskopom. Ukoliko nastane rozeta formacija test se
smatra pozitivnim te je potrebno kvantitativno odrediti fetalne eritrocite Kleihauer
Betkeovim (KB) testom. KB test je analiza kisele elucije koja se izvodi na maj¢inoj krvi
kako bi se odredila koli¢ina fetalnog hemoglobina (HbF) koja je prosla u majcinu
cirkulaciju. HbF je otporniji na alkalnu denaturaciju NaOH nego odrasli hemoglobin
(HbA). Kada je uronjen u citratni pufer (pH 3,3) HbF ostaje netaknut dok HbA iscuri.

Test se provodi izlaganjem razmaza krvi majke otopini kiseline. Obzirom da je otporan



na kiselinu, HbF ostaje netaknut, dok se HbA uklanja. Nakon toga, bris se boji
Shepardovom metodom. Fetalni eritrociti ostaju ruzicasti, a majCine stanice izgledaju kao
»duhovi" zbog izostanka bojenja. lako se ru¢no otkrivanje 1 kvantifikacija naSiroko
koriste, protocna citometrija je preciznija. Broji se ukupno 2000 stanica, a izracun
postotka fetalnih i majcinih stanica koristi se za procjenu ukupne koli¢ine fetomateralnog
krvarenja (16). Drugi uzroci novorodenacke zutice 1 anemije moraju se iskljuciti prije

postavljanja kona¢ne dijagnoze HBFN-a (13).

S vremenom su uspostavljene preventivne 1 terapijske tehnike od kojih treba
istaknuti fototerapiju, intrauterinu transfuziju, eksangvinotransfuziju 1 amniocentezu.
Uvodenjem ovih tehnika stopa perinatalnog prezivljenja popela se na 90%. Prva linija
lijeCenja 1 terapija izbora preko 30 godina je fototerapija koja se moze primjenjivati
profilakticki ili terapijski. Dijete se izlaze valnim duljinama plavo-zelenom rasponu (460
— 490 nm) ¢ime se nekonjugirani bilirubin konvertira u konjugirani. U odnosu na druge
metode izbora ima manje nuspojava te vecu ucinkovitost u lijeCenju nedonoscadi. Kod
izrazito anemi¢ne novorodencadi preporuka je eksangvinotransfuzija u kojoj se djetetovi

eritrociti zamjene RhD negativnima (ukoliko je rije¢ od anti-D protutijelu) (13).

1.2.2. Profilaksa imunizacija

Razotkrivena patofiziologija poremecaja 1950-ih omogudila je potragu za
preventivnim mjerama pa je tako 1960-ih otkriveno da se senzibilizacija RhD pozitivne
krvi moze sprijeciti intravenskom primjenom anti-D imunoglobulina (IgG). Anti-D IgG
je sterilna otopina koja sadrzi anti-D IgG protutijelo proizvedeno od ,bazena“

imuniziranih RhD negativnih osoba (17).

Precizan mehanizam sprjeCavanja imunizacije primjenom anti-D IgG nije u
potpunosti razjasnjen. Pasivno anti-D protutijelo uzrokuje brzo i neupalno ciscenje
eritrocita koje oblaze Sto zaustavlja upalnu destrukciju fetalnih eritrocita izazivajuci
prirodni imunoloski odgovor. Smatra se da imunoloska supresija posredovana
protutijelima dovodi do smanjene regulacije nezrelih dendriticnih stanica majke ili anti-

D-specifi¢nih B stanica prije nego se razvije anti-D odgovor (17).

Prije otkrica Rh imunoglobulina (RhIG) anti-D HBFN bio je znacajan uzrok
perinatalne smrtnosti ili dugotrajne invalidnosti. Rutinska primjena RhIG RhD

negativnim Zenama tijekom trudnoée i nedugo nakon rodenja RhD pozitivne dojencadi



ucinkovito je smanjila ucestalost HBFN-a uzrokovanog anti-D protutijelom (15). Post
partum profilaksa pokazala se uCinkovitom u smanjenju pojavnosti imunizacije Sest
mjeseci nakon primjene te u sljede¢im trudno¢ama (17). Aloimunizacija majke na druge
eritrocitne antigene u Rh, Kell i drugim sustavima krvnih grupa ne moze se rutinski
sprijeciti. Napredak u prenatalnoj skrbi, neinvazivnom praéenju i intrauterinoj transfuziji
poboljsali su izglede za pogodene trudnoce toliko da se Cak i fetalni hidrops moze

anulirati te u¢inkovito lije€iti u mnogim sluc¢ajevima (15).

Rutinska antenatalna anti-D profilaksa obi¢no se ne primjenjuje do 28. tjedna
trudnoce, budu¢i da se transplacentarna krvarenja, dovoljno velika da izazovu
senzibilizaciju, obi¢no ne pojavljuju sve do tre¢eg tromjesecja pa se anti-D protutijela
obi¢no razvijaju nakon 28. tjedna trudnoce. Procjenjuje se da je poluvijek Zivota anti-D
protutijela u prosjeku 17 do 22 dana. Postoje dva glavna pristupa antenatalnoj profilaksi;
jedna doza od 1500 medunarodnih jedinica (IU) u 28. tjednu i doza od 500 do 625 IU u
28. 1 34. tjednu. Oba pristupa teoretski osiguravaju da 12 tjedana nakon primjene postoji

dovoljno anti-D za zastitu od 1 mL eritrocita ili 2 mL pune krvi (17).

Primjena RhIG smatra se sigurnom profilaktiCkom intervencijom. Studije su
pokazale da male koli¢ine pasivnog anti-D protutijela mogu prije¢i posteljicu, ali
antenatalna primjena anti-D IgG nema Stetnih posljedica za fetus (17, 18, 19, 20). Najveci
teoretski rizik potjece od ¢injenice da anti-D IgG potjece od donorskih plazmi pa postoji
potencijalni rizik zaraze krvlju prenosivim bolestima (17). Kako je RhIG krvni proizvod,
prije primjene obavezan je informirani pristanak. Komplikacije injektiranja RhIG su

rijetke; neke zene mogu iskusiti bol, osip 1/ ili oteklinu na mjestu uboda (7).

1.3. Antenatalno laboratorijsko testiranje

Kao i kod svake dijagnoze, veliku vaznost u pravovremenoj i tocnoj intervenciji
nosi anamneza i fizikalni pregled. Cimbenici rizika fetomateralnog krvarenja su:
prethodni HBFN ili fetalni hidrops, biopsija korionskih resica, amniocenteza, prethodni
spontani ili inducirani pobacaj, antepartalno krvarenje, prethodne transfuzije i sl. Ovi
indikatori upucuju na ozbiljan rizik razvoja HBFN-a. Za dijagnosticiranje i lijeenje

trudnica s HBFN-om potrebna je opsezna laboratorijska obrada (13).



Antenatalno testiranje klju¢no je za sigurnost majke i fetusa te utvrdivanje potrebe
za ranom intervencijom. Tijekom trudnoce provodi se niz testova probira, ukljucujuci
odredivanje krvne grupe 1 protutijela. Krvna grupa trudnice rutinski se odreduje tijekom

prvog prenatalnog posjeta. Glavne uloge ovih testova su:

o odrediti krvnu grupu majke (posebnu paznju zahtijevaju trudnice s krvnom
grupom 0)

o odrediti RhD antigen, zbog selekcije RhD negativnih trudnica i primjene
anti-D IgG

o detekcija imuniziranih trudnica 1 identifikacija majcinih protutijela (7).

1.3.1. Direktni i indirektni Coombsov test

Antiglobulinsko testiranje, poznato kao Coombsov test, imunoloski je laboratorijski
postupak koji se koristi za otkrivanje prisutnosti antieritrocitnih protutijela. MozZe se

izvrSavati kao direktni antiglobulinski test (DAT) ili indirektni antiglobulinski test (IAT)
(21).

U prenatalnom probiru za otkrivanje prenatalno stvorenih protutijela koristi se IAT
(13). IAT se koristi za otkrivanje nevezanih protutijela na eritrocite koja mogu biti
prisutna u serumu pacijenta. Serum uzorka krvi se izolira, a prirodni eritrociti uklanjaju
te se serum inkubira sa stranim eritrocitima poznate antigenosti. Dodaje se antiglobulinski

reagens, a prisutnost aglutinacije ukazuje na pozitivan rezultat (21).

Nacelo direktnog Coombsovog testa ili DAT-a je otkrivanje prisutnosti protutijela
vezanih izravno na eritrocite. Prikupljeni uzorak krvi pere se u fizioloSkoj otopini kako
bi se izolirali eritrociti pacijenta ¢ime se uklanjaju nevezana protutijela koja bi mogla
utjecati na rezultat (21). DAT se ne koristi u antenatalnom testiranju, ali se koristi za

detektiranje protutijela prisutnih na djetetovim eritrocitima (22).

Coombsovi testovi upuéuju na prisutnost protutijela, ali ne odreduju o kojem
specificnom protutijelu je rije¢. Negativan rezultat znaci da pacijent nema potencijalno
opasnih protutijela u svom serumu, dok pozitivan upucuje na prisutnost protutijela ¢iju
specificnost treba definirati (21). Upotreba Coombsovih testova shematski je prikazana

na slici 3.
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Slika 3. Princip DAT-a i IAT-a

Izvor: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK10755/bin/APP1FA13.gif

Ukoliko je IAT pozitivan, sljedeci korak je identificiranje specifi¢nosti protutijela

za Sto se koristi proSireni panel eritrocita definiranog fenotipa antigena. Specifi¢nost

protutijela odreduje se na temelju uzorka reaktivnosti protutijela na panel stanica (23).

Primjer panela prikazan je na slici 4.
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6. rr-32 0|0|0|+|+(+|+[ O+ |O|+[O] O + + 0 0 (0] +| + + | +] 0 |||V
7.m-10 o|ofo|+|[+[+|of O+ |+[+|+[ O + (0] o | + [+[+] 0 + |+| +||@|@|2|Y
8. mr-12 ofo|of+|+|+|0o] 0| 0 [+|0|+| O + |+| o | +]ol+| +|[ 0o |[of| +||@|@|@|V
9. Ry-4 +|ofof+|+[+[0] 0|+ |0|O[+] O + (o] + [o]of[+] 0| o |o|[+]||@|@|3|V
Cord cell A A A WA A A A A A A A A / /| O o/ 7]/ / il |t
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Slika 4. Panel eritrocita

Izvor: https://ars.els-cdn.com/content/image/3-s2.0-B9780128137260000222-122-01-9780128137260.jpg
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1.3.2. Titar protutijela

Nakon identifikacije klini¢ki znacajnog protutijela procjenjuju se njegove razine i
prate svaka dva do Cetiri tjedna. Titracija protutijela semikvantitativna je metoda
odredivanja koncentracije protutijela s najéeS¢om primjenom pracenja klinicki znac¢ajnih
protutijela trudnica (24, 25). Titar (razina) protutijela koristi se kao pokazatelj "jacine"
protutijela u majcinoj cirkulaciji (7). Definira se kao mjera razrjedenja uzorka prije nego

Sto se protutijela vise ne mogu otkriti (26).

Uzorak izbora za odredivanje titra protutijela je serum, a ne plazma jer je u plazmi
blokirana aktivnost komplementa zbog djelovanja antikoagulantne otopine. Na slici 5

prikazani su uzorci krvi u epruveti s antikoagulansom 1 bez antikoagulansa (24).

antikoagulans

plazma
serum

| "buffy" sloj
(leukociti i trombociti)

eritrociti

krvni ugrusak \_/ \—/

Slika 5. Uzorak krvi u epruveti s antikoagulansom i bez antikoagulansa

Izvor: https://cellgs.e2ecdn.co.uk/Pages/serum-vs-plasma.jpg

Titar protutijela moze se odredivati 1 iz plazme ukoliko se radi o protutijelima koja

ne aktiviraju komplement, kao protutijela iz Rh sustava.

Mjerenje titra protutijela provodi se serijskim razrjedivanjem krvne plazme/ seruma

1 testiranjem s odgovarajuc¢im eritrocitima kako bi se odredio najvisi titar gdje se javlja
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reakcija (26). Razina titracije ne odgovara niti predvida klinicki ishod, ve¢ se titar moze

smatrati testom probira koji upucuje na mogucnost razvoja HBFN-a (7).

Kod ponovnog odredivanja titra protutijela kod iste pacijentice radi se paralelno
testiranje iz novog 1 prethodnog uzorka. Testiranje se mora raditi s istim testnim

eritrocitima.

Kfriti¢ni titar definiran je kao onaj titar koji je povezan sa zna¢ajnim rizikom razvoja
fetalnog hidropsa (27). On varira medu laboratorijima, ali ve¢ina ustanova koristi 1:8 do
1:32 za anti-D metodom u epruveti. Kriti¢ni titar za anti-c protutijela se smatra ve¢im od
1:4, dok za anti-Kell protutijela titar ve¢im od 1:2, a za ostala protutijela kriti¢ne
vrijednosti titra nisu definirane. Ukoliko se dosegne granicni titar ili se titar naglo
povecava izmedu mjerenja pacijenticu treba uputiti opstetrickom timu na kontinuirano
pracenje. Nakon dosega kriti€nog titra nisu presudna daljnja ispitivanja titracije. Ukoliko
su otkrivena klini¢ki znac¢ajna majc€ina protutijela tijekom rutinskog probira rizik za fetus
moze se djelomicno rijesiti odredivanjem ocevih eritrocitnih antigena (ako je oCinstvo
sigurno). Ukoliko je prethodna trudnoc¢a rezultirala oboljelim fetusom ili novorodenc¢etom

titri majcinih protutijela nisu od pomoci, a fetus treba pratiti doplerskim ultrazvukom (7,
26).

Protutijelo koje zahtijeva posebnu paznju je anti-Kell. Povezano je sa supresijom

eritropoeze 1 fetalnom smréu ve¢ nakon 12 tjedana (7).

Uz same vrijednosti titra procjenjuje se i snaga aglutinacije kojoj se moze dodijeliti
broj, a zbroj tih brojeva u svim epruvetama predstavlja rezultat, tj. jo§ jedno
semikvantitativno mjerenje reaktivnosti protutijela (28). Medutim, titracija se Cesto
opisuje kao ,inherentno neprecizan“ i subjektivan postupak te je neophodna

standardizacija kako bi se smanjile varijable koje mogu utjecati na to€an i smislen rezultat

25).

U upotrebi je nekoliko laboratorijskih tehnika za procjenu titra protutijela. Jo§
uvijek je Cesto koristeno klasicno testiranje u epruveti. Takoder je u vrlo ¢estoj upotrebi
mjerenje titra protutijela u gel mikrometodi (7). Klasi¢ni test u epruveti smatra se zlatnim
standardom titracije protutijela te je preporuc¢ena metoda za odredivanje titra protutijela

u trudnica zbog dugogodisnjeg iskustva s ovom metodom. Medutim, postoje i neka
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ograni¢enja ove metode kao Sto su postizanje reproducibilnosti te poteskoce u
automatizaciji i1 standardizaciji (24). Mikrometoda uvedena 1990. stekla je popularnost
zbog standardizirane 1 tehnicki jednostavne izvedbe (29). Takoder je zabiljezena veca
osjetljivost mikrometode u usporedbi s testom u epruveti u raznim studijama (29, 30, 31).
Ostale prednosti mikrometode uklju¢uju manji volumen uzorka (seruma), stabilne
rezultate te laku Citljivost. S vremenom je primije¢eno da postoje razlike u rezultatima
ovih dviju metoda. Uoceno je da se mikrometodom moze dobiti visi titar u odnosu na isti
uzorak u epruveti (29). U studijama je zabiljezeno da kriti¢ni titri u epruvetama (1:16)
odgovaraju titrima mikrometode u rasponu od 1:32 do 1:128, stoga je tesSko do¢i do
kona¢nog zaklju€ka o kriticnim titrima mikrometode kada se pokusSa uspostaviti izravna

korelacija (29, 32, 33).

Sve se metode mjerenja titra protutijela u principu baziraju na inkubaciji serijskih
razrjedenja seruma s 3 — 5%-tnom suspenzijom prethodno tipiranih eritrocita, tj. eritrocita
poznate antigenosti. Dakle, uz serum se koriste i tipirani eritrociti koji eksprimiraju
antigen na koji je trudnica imunizirana (28). Testni eritrociti koriSteni u ovom radu bili su
krvne grupe 0, heterozigotni za antigen kojim se ispituje protutijelo te ukoliko se
ispitivalo anti-D protutijelo R2R2 fenotipa. Koristili su se eritrociti iz ,, Resolve Panel B “

proizvodaca Ortho-Clinical Diagnostics.

Bitno je napomenuti da kada je u uzorku prisutno viSe protutijela razliCite
specificnosti odabrane stanice trebaju biti pozitivne samo za jedan ispitivani antigen. Za

svako protutijelo potrebno je raditi odvojeni titar.

Mjerenjem titra protutijela mjeri se pozitivna reakcija protutijela s eritrocitima koji
posjeduju specifi¢ni antigen (26). Titar se biljezi kao recipro¢na vrijednost najveceg
razrjedenja u kojem je doslo do reakcije (npr. titar 1:64, znac¢i pozitivnu reakciju u 7.
epruveti). Ukoliko je evidentna aglutinacija u zadnjoj reakcijskoj smjesi, odnosno
najveéem odradenom razrjedenju nije dosegnuta krajnja tocka te je potrebno nastaviti s
razrjedivanjem. Uz same vrijednosti titra protutijela odreduje se i opazena snaga
aglutinacije kojoj se moze dodijeliti broj. Zbroj tih brojeva za sve reakcijske smjese u
titracijskoj studiji predstavlja joS jedno semikvantitativno mjerenje reaktivnosti

protutijela (28).
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Rezultati se odreduju makroskopski 1 uz pomo¢ aglutinoskopa. Interpretacija

rezultata prikazana je u tablici 3 koja je kreirana na osnovu slike 6.

Tablica S. Interpretacija rezultata titracije protutijela (34)

stupanj reakcije opis reakcije interpretacija rezultata

ravan kompaktan sloj eritrocita s glatkom
- povrsinom na dnu jazice bez vidljive
aglutinacije

negativno
(odsutnost protutijela)

veci dio eritrocita na dnu jazice s jako
+/- malo aglutiniranih eritrocita vidljivih
povise aglutinata ili nepravilan aglutinat

dio eritrocita na dnu jaZice s
+ aglutiniranim eritrocitima u donjoj
polovici epruvete

aglutinirani eritrociti po cijeloj epruveti

++ i m
bez aglutinata na dnu . pozitivno .
: R — (prisutnost protutijela)
- vecina aglutiniranih eritrocita na vrhu
epruvete
aglutinirani eritrociti u liniji na vrhu
++++

epruvete

o . eritrociti su u dvije linije; na vrhu
mijeSano polje

(eng. double aglutinirani eritrocuti, na dnu

positive, dp) neaglutinirani

L W‘ ‘ -

- + + + ot ++++ dp

Slika 6. Razlicite jacine reakcije antigena 1 protutijela
Izvor: DiaMed GmbH. ID-Titration Solution. Instructions for Use. Version 02. Bio-Rad Laboratories,
Switzerland; 2022.
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»Score, odnosno zbroj jacina aglutinacije, oznacava aviditet protutijela. Ako je
manyji od pet ne piSe se za krajnju tocku titracije, ve¢ se zbraja u ukupan rezultat.

Bitno je napomenuti da prozonski fenomen, ukoliko antigen i protutijelo nisu u
optimalnom omjeru, moze uzrokovati da reakcije budu slabije u koncentriranijim
pripravcima seruma nego u veéim razrjedenjima jer postoji premalo antigenskih mjesta
za umrezavanje molekula i ne formira se pravilna struktura. Kako bi se izbjeglo krivo
tumacenje rezultata treba prvo ispitati epruvetu koja sadrZzi najrazrjedeniji serum 1
nastaviti kroz koncentriranije uzorke do nerazrijedenog uzorka (28). Prozonski uc¢inak

prikazan je na slici 7.

Slika 7. Prozonski u¢inak

Izvor:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC10064354/bin/12288 2022 1583 Fig2 HTML ]

1.3.2.1.  Klasicna metoda u epruveti

Zlatni standard titracije protutijela je metoda u epruveti. Preporucuje se primarno
zbog svoje jednostavnosti jer su za izvedbu potrebni komercijalni tipirani eritrociti,
fizioloska otopina, standardna laboratorijska oprema (staklene epruvete, pipete,
centrifuga, inkubatori) te anti-humani globulin (AHG) (24).

AHG je, zapravo, protutijelo protiv humanih protutijela. Usmjereno je protiv Fc
fragmenta humanih IgG protutijela i/ili komponenata komplementa (C3d), odnosno moze
biti monospecifi¢no ili polispecificno. Princip rada prikazan je na slici 8. Proizvodi se
injiciranjem humanih globulina u Zivotinju (npr. zec, mis). Korak pranja je potreban da

AHG ne bi reagirao s nevezanim globulinima prisutnim u uzorku $to bi rezultiralo
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njegovom neutralizacijom, odnosno lazno negativnim rezultatima (28). Aktivnost IgG

protutijela pojacana je AHG-om (35).

)

Slika 8. Reakcija AHG s Fc fragmentom IgG protutijela

Izvor: Brecher ME. Technical manual, 15th edition. American Association of Blood Banks; 2015.

U fazi ispitivanja bez AHG-a dogada se reakcija s hladnim protutijelima, tj. IgM
razredom protutijela koja ne zahtijevaju pojacanje da bi reagirala. Ova protutijela obi¢no
nisu klini¢ki znacajna. AHG poboljSava aglutinaciju toplih IgG protutijela, a ova
protutijela smatraju se klini¢ki znacajnima (36). Dakle, rezultati bez AHG-a nam daju
rezultat prisutnosti kompletnih IgM protutijela, dok rezultati nakon dodavanja AHG-a
predstavljaju titar inkompletnih IgG protutijela (35).

1.3.2.2.  Mikrometode

Mikrometode, ili gel metode, postepeno se implementiraju u standardnu
laboratorijsku praksu. Koncept ovih metoda osmislio je Lapierre 1988., a princip je da se
umjesto u epruveti reakcija odvija u mikroepruveti (37). Mikroepruvete su napunjene
mjeSavinom gela, pufera i reagensa. U kontekstu titracije protutijela test koristi neutralni
gel koji ne sadrzi reagense (reagensi se dodaju na vrh gela) (38). Sest mikroepruveta
ugradeno je u plasti¢nu karticu kako bi se omogucilo jednostavno rukovanje, testiranje,
ocitavanje 1 odlaganje (37). Reakcijska smjesa centrifugira se kroz gel pod preciznim
uvjetima. U negativnim reakcijama eritrociti prolaze kroz gel i stvaraju pelet na dnu

mikroepruvete, dok su u pozitivnim reakcijama zarobljeni u gelu i reakcija se moze Citati
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satima nakon izvodenja metode (38). Mikrokartice te pozitivne i negativne reakcije

prikazane su na slici 9.

i &
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Slika 9. Mikrokartice

Izvor: https://backend.ih-area.bio-rad.com/sites/default/files/styles/large/public/images/Bio-
Rad 50531 LISS-Coombs_Antibody-Screening.jpg?itok=sDzgvgRq

Mikrometode su manje sklone tehnickim varijacijama u odnosu na klasicnu

metodu, a stabilnost reakcije omogucuje ponovljive rezultate (35).

1.3.2.2.1. Ortho mikrometoda

Ortho mikrometoda koristi ,, Ortho BioVue System “ mikrokartice s anti-IgG 1 anti-
C3d polispecificnim  protutijelima  proizvodaca  Ortho-Clinical — Diagnostics.
Mikroepruvete sadrze Siroku reakcijsku komoru u gornjem dijelu, AHG u donjem dijelu

te matricu staklenih mikrozrnaca (39). Shema mikroepruvete prikazana je na slici 10.

reakcijska
komora

reakcija —
staklena
mikrozrnca

Slika 10. Ortho mikroepruveta
Izvor: Atkins S. ORTHO BioVue System Handbook. Ortho-Clinical Diagnostics, Inc. 2013.

17


https://backend.ih-area.bio-rad.com/sites/default/files/styles/large/public/images/Bio-Rad_50531_LISS-Coombs_Antibody-Screening.jpg?itok=sDzgvgRq
https://backend.ih-area.bio-rad.com/sites/default/files/styles/large/public/images/Bio-Rad_50531_LISS-Coombs_Antibody-Screening.jpg?itok=sDzgvgRq

Mikrozrnca sluze kao povrSina na koju se protutijela mogu vezati, a ova metoda ih
koristi zbog velikog omjera povrSine i volumena Sto povecava ucinkovitost vezanja
protutijela i poboljSava osjetljivost testa, obzirom da mikrozrnca pruzaju stabilnu 1 inertnu
povrsinu koja smanjuje nespecifi¢na vezanja i omogucuje preciznije rezultate (40). Ortho

mikrokartica prikazana je na slici 11.

Slika 11. Ortho mikrokartica

Izvor: Zavod za transfuzijsku medicinu, KBC Split

1.3.2.2.2. Diamed mikrometoda

Diamed mikrometoda po osnovnom mehanizmu sli¢na je Ortho mikrometodi, ali
postoje razlike. Mikrokartice proizvodaca Bio-Rad koje se koriste za Diamed
mikrometodu za odvajanje aglutiniranih eritrocita koriste umrezeni gel (Sephadex). Ovaj
gel djeluje kao inertna matrica koja omogucava stabilnu i kontroliranu migraciju
protutijela smanjujuci nespecificne reakcije i poboljSavajuci osjetljivost i preciznost testa

(38). Takoder sadrze reakcijsku komoru i AHG kao Ortho mikrokartice (39).

U ovom radu koristene su LISS/ Coombs mikrokartice koje su specijalizirane za

precizno odredivanje titra protutijela. Svaka kartica sadrzi odredene eritrocite te
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specificnu kombinaciju reagensa. Otopina niske ionske jakosti (eng. low ionic strength

solution, LISS) dizajnirana je da pruzi optimalnu ionsku snagu za aglutinaciju eritrocita

u prisutnosti protutijela (39). Coombsov reagens, koji sadrzi AHG, dodatno poboljSava

detekciju aglutinacije (41). LISS/ Coombs mikrokartica prikazana je na slici 12.

LISS/Coombs

8 x AHG
DiaMed GmbH

*C:
1766 cressier FR € €
wp) wed Ml S

Slika 12. LISS/ Coombs mikrokartica

Izvor: Zavod za transfuzijsku medicinu, KBC Split
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2. CILJ RADA

Cilj rada je usporediti titar antieritrocitnih protutijela u serumu imuniziranih
trudnica koriste¢i tri razlicite metode:
o titar protutijela u klasi¢noj metodi u epruveti
o titar protutijela u mikrohemaglutinacijskoj metodi Ortho

o titar protutijela u mikrohemaglutinacijskoj metodi Diamed.

Hipoteza je, mikrohemaglutinacijske metode Ortho i Diamed su osjetljivije od
metode u epruveti, iz viSe prethodno navedenih razloga. Zbog toga Ce titar protutijela biti

veci u mikrohemaglutinacijskim metodama nego klasicnom metodom u epruveti.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Uzorci

Na Zavodu za transfuzijsku medicinu (ZTM) Klinickog bolnickog centra (KBC)
Split odabrano je 7 trudnica s pozitivnim IAT-om za odredivanje titra protutijela u serumu.
Pacijentice su identificirane rutinskim prenatalnim testiranjem. Nakon identifikacije

klini¢ki zna€ajnog protutijela upucene su na ispitivanje titra protutijela.

Za analizu su koriSteni zamrznuti uzorci otopljeni neposredno prije analize. Od 7
pacijentica, u IAT-u je jedna bila pozitivna na anti-Jka, dvije na anti-K, jedna pacijentica
na anti-c, a sve ostale na anti-D protutijelo. Udio pojedinog protutijela u ukupnom broju

protutijela prisutnih kod testiranih trudnica prikazan je na slici 13.

Testirana protutijela

Slika 13. Udio pojedinog protutijela u ukupnom broju protutijela kod pacijentica

Dvije trudnice su tijekom trudnoce imale znaCajan porast titra protutijela pa su

njihovi uzorci uzeti iz dva razliita perioda trudnoce. Pacijentice su imale ponovnu
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kontrolu te su za njih odradena po 2 uzorka $to ukupno ¢ini 9 uzoraka. Uzorci su prikazani

u tablici 4.

Tablica 4. Testirani uzorci

pacijentica uzorak Protutijelo

la

1 anti-D
1b
2a

2 anti-Jka
2b

3 3 anti-K

4 4 anti-D

5 5 anti-D

6 6 anti-K

7 7 anti-c

3.2. Protokol titracije protutijela

Ova metoda mjerenja titra protutijela odradena je prema protokolu ZTM-a. Broj
koraka titracije procjenjuje se na osnovu pozitiviteta u [AT-u. Za svaki uzorak odradene
su dvije serije od 12 dvostrukih razrjedenja (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128,
1:256, 1:512, 1:1024, 1:2056) u dilucijskom sredstvu, odnosno titracija, te su razrjedenja
dalje koristena kao uzorci i podvrgnuta su analizama. Proces titriranja prikazan je na slici
14. Provedene su tri metode: metoda u epruveti te dvije mikrometode u karticama (Ortho
1 Diamed). Kao dilucijsko sredstvo za metodu u epruveti i Ortho mirkometodu koriStena
je fizioloSka otopina (0,9%-tna otopina natrijevog klorida) te se pipetiralo 130 pL seruma
1 130 pL fizioloSke otopine u prvu epruvetu. U svaku sljedecu epruvetu ispipetirano je
130 pL prethodne dilucijske otopine u 130 pL dilucijskog sredstva. Za Diamed
mikrometodu kao dilucijsko sredstvo koriStena je titracijska otopina ,,/D-Titration

Solution* proizvodaca Bio-Rad, a pipetirano je 100 pL dilucijskog sredstva i 100 pL
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seruma te se u svaku daljnju epruvetu u kojoj se nalazilo 100 pL dilucijskog sredstva

prebacilo 100 pL prethodne dilucijske otopine.

1 volumen serum
1 volumen diluent

v

odbacit: 1 volumen

1:2 1:8 1:32 1:128 1:312 1:20356
1:4 1:16 1:64 1:256 1:1024

Slika 14. Serijsko razrjedenje seruma

Izvor: https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S1938973615000914-gr2.j

U svaku epruvetu serijskog razrjedenja dodano je po 65 uL 3%-tne suspenzije
eritrocita te je reakcijska smjesa nakon inkubacije od 5 minuta na sobnoj temperaturi
centrifugirana na 1000 okretaja po minuti (eng. rotations per minute, rpm) 1 minutu te su
ocitani rezultati. Ovaj dio protokola se jo$ naziva i metoda epruvete s trenutaénim

centrifugiranjem (eng. immediate spin, IS).

Uzoreci su zatim inkubirani 1,5 h na 37°C u inkubatoru, odnosno termostatu. Nakon
inkubacije su centrifugirani na 1000 rpm 1 minutu te su rezultati ponovno ocitani da bi se

odredio titar toplih protutijela.

Nakon inkubacije izdvojeno je po 30 pL iz svake epruvete za daljnju analizu Ortho
mikrometodom Sto ostavlja u svakoj epruveti reakcijsku smjesu od 150 pL. Ta se smjesa
razrijedenog seruma i suspenzije eritrocita zatim ispere tri puta u fizioloskoj otopini.
Nakon svakog koraka pranja uzorak se centrifugira 2 minute na 2400 rpm te se
supernatant otkloni. Nakon toga se na eritrocite koji su ostali u epruveti dodaju 2 kapi
(otprilike 100 pL) polispecificnog AHG (anti-IgG, anti-C3d, proizvoda¢ Bio-Rad),

smjesa se centrifugira na 1000 rpm 1 minutu i ponovno se o¢itavaju rezultati.

Prethodno izdvojenih 30 pL iz svake epruvete ukapa se u Ortho mikrokarticu.

Reakcijska smjesa se potom inkubira 20 minuta na 37°C i nakon toga centrifugira 10
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minuta na 1000 rpm. Inkubacija i centrifugiranje vrse se u,,ORTHO Workstation* sustavu

prikazanom na slici 15.

Slika 15. ORTHO workstation

Izvor: Atkins S. ORTHO BioVue System Handbook. Ortho-Clinical Diagnostics, Inc. 2013.

Kao §to je prethodno opisano, dilucija seruma odradena je na drugaciji nacin u
odnosu na prethodne dvije metode, s posebnim dilucijskim sredstvom ,,ID-Titration
Solution* proizvodaca Bio-Rad. ,,ID-Titration Solution* je standardizirana otopina na
bazi govedeg serumskog albumina (eng. bovine serum albumin, BSA) bez protutijela u
bocicama od 10 mL spremna za uporabu (34). Potencijalne interferencije ovog reagensa

prikazane su u tablici 5.

Tablica 3. Interferirajuce tvari s ,,ID-Titration Solution" (34)

interferirajuca tvar maksimalna koncentracija
trigliceridi (intralipid) 16,94 mmol/L
bilirubin 684 pumol/L
ljudski hemoglobin 10 g/L
ljudski albumin (ukupni proteini) 100 g/L
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Prebaceno je 25 pL svake reakcijske smjese u mikrokarticu zajedno s 50 uL 0,8%
suspenzije eritrocita. Eritrociti su razrijedeni u ,,/D-Diluent 2 proizvodaca Bio-Rad.
Mikrokartica se potom inkubira 20 minuta na 37°C 1 centrifugira 10 minuta na 1000
okretaja. Inkubacija i centrifugiranje se odvijaju u ,, DiaMed-ID Micro Typing System*

koji je prikazan na slici 16.

@
DiaMed- |1

Mo Tieing Svxtens

Slika 16. DiaMed-ID Micro Typing System
Izvor: https://2.imimg.com/data2/NS/UI/MY-2265337/13-500x500.jpg
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4. REZULTATI

Odredivanjem titra protutijela metodom u epruveti dobivaju se rezultati IgM (bez
AHG-a) i IgG protutijela (s AHG-om), dok se mikrometodama moze odrediti iskljucivo
titar IgG protutijela, buduci da se metoda provodi samo uz prisutnost AHG-a. Cim se
dokazu protutijela trudnice su imunizirane. Od 7 testiranih trudnica 6, odnosno od 9
uzoraka 7 je imalo titar u klasi¢noj metodi 1:4 ili veéi. Za mikrometode jos$ nije utvrden
granicni titar, stoga se rezultati interpretiraju u usporedbi s rezultatima klasicne metode u
epruveti. Rezultati mjerenja titra protutijela u 9 odabranih uzoraka ZTM-a metodom u

epruveti, Ortho 1 Diamed mikrometodom prikazani su u tablici 6 1 tablici 7.

Tablica 4. Rezultati mjerenja titra protutijela metodom u epruveti, Ortho 1 Diamed

mikrometodi, prikazani kao vrijednost titra protutijela

metoda u Ortho Diamed
uzorak  Protutijelo
epruveti (AHG) mikrometoda mikrometoda
la anti-D 1:256 1:2048 1:2048
1b anti-D 1:256 1:1024 1:2048
2a anti-Jka 1:1 1:4 1:1
2b anti-Jka neg 1:2 1:1
3 anti-K 1:32 1:128 1:64
4 anti-D 1:64 1:128 1:256
5 anti-D 1:8 1:16 1:64
6 anti-K 1:512 1:2048 1:2048
7 anti-c 1:4 1:8 1:4
prosjek / 125,88 600,67 726
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Tablica 7. Rezultati mjerenja titra protutijela metodom u epruveti, Ortho i Diamed

mikrometodi, prikazani kao krajnja pozitivna epruveta/mikrometoda

metoda u Ortho Diamed
uzorak  protutijelo
epruveti (AHG) mikrometoda mikrometoda
la anti-D 9 12 12
1b anti-D 9 11 12
2a anti-Jka 1 3 1
2b anti-Jka neg 2 1
3 anti-K 6 8 7
4 anti-D 7 8 9
5 anti-D 4 5 7
6 anti-K 10 12 12
7 anti-c 3 4 3
prosjek / 5,4 7,22 7,11
najmanja razlika u titru u odnosu na . .
metodu u epruveti
najveéa razlika u titru u odnosu na metodu ; ;
u epruveti

Rezultati su takoder graficki prikazani na slici 17 kako bi se vizualno mogla
usporediti razlika u rezultatima za pojedini uzorak u tri metode mjerenja titracije. Uzorci
la i 1b pokazuju znacajne razlike izmedu metoda, pri ¢emu su mikrometode (Ortho 1
Diamed) dale znatno viSe rezultate titra protutijela u usporedbi s metodom u epruveti.

Uzorak 2a pokazuje titar 1:1 metodom u epruveti i Diamed mikrometodom, dok je Ortho
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mikrometoda pokazala titar 1:4 Sto ukazuje na razlike u osjetljivosti metoda za niske
titreve, dok je s druge strane uzorak 2b negativan u klasi¢noj metodi, a titar nije klinic¢ki
znacajan u mikrometodama $to je u skladu s ocekivanjima. Kod uzorka 3 mikrometode
daju titar 1:128 1 1:64, dok metoda u epruveti daje titar 1:32, potvrdujuci vecu osjetljivost
mikrometoda. Uzorak 4 pokazuje titar 1:64 u epruveti i 1:128 i 1:256 u mikrometodama,
Sto potvrduje isti trend, kao 1 uzorak 5 koji pokazuje titar 1:8 u epruveti i 1:16, odnosno
1:64 u mikrometodama. Sto se ti¢e uzorka 6, pokazuje titar 1:512 u epruveti, dok
mikrometode daju jo$ vedi titar, Sto ukazuje na razlike kod visokih titreva. Konac¢no,
uzorak 7 pokazuje titar 1:4 u epruveti, dok Ortho mikrometoda pokazuje 1:8 Sto ukazuje

na potencijalne varijabilnosti izmedu metoda kod odredenih uzoraka.

] 7,11
prosjek 7,22
54
12
6 12
10

1
2b0h2
1
1
1b

11
9
12
la 12
9

0 2 4 6 8 10 12 14
mDiamed ®=Ortho = metoda u epruveti

Slika 17. Graficki prikaz rezultata titracije protutijela s 3 razli¢ite metode, rezultati su

prikazani kao zadnja pozitivna epruveta/ mikrometoda
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Prosjecna vrijednost titra, odnosno prosjec¢na zadnja pozitivna epruveta mjerenjem
u epruveti je peta epruveta, dok je s druge strane u Ortho mikrometodi to sedma, kao i u
Diamed mikrometodi. Iz ovoga se jasno moze vidjeti veca osjetljivost mikrometoda.

Anti-D protutijela su najcesce klinicki znacajna protutijela jer su povezana s Rh
inkompatibilnos¢u, sto je evidentno i u ovom istrazivanju buduéi da je to protutijelo s
najveéim udjelom u ovoj ispitivanoj populaciji (tri od sedam trudnica). Klinicki znacajan
titar za anti-D protutijela varira, ali vrijednosti od 1:16 ili viSe smatraju se klinicki
znacajnima i zahtijevaju pazljivo prac¢enje i mogucu intervenciju (27). Rezultati pokazuju
znacajne razlike u titraciji anti-D protutijela izmedu metoda. Primjerice, uzorak lai 1b
imaju znacajno veci titar kod mikrometoda (1:2048) u usporedbi s klasicnom metodom
(1:256). Uzorak 4 takoder prati ovaj trend (epruveta 1:64, Ortho mikrometoda 1:128,
Diamed 1:256). Razlika je klini¢ki znacajna jer visoki titri mogu ukazivati na ve¢i rizik
za HBFN. To se vjerojatno najbolje vidi na uzorku 5 gdje je metodom u epruveti odreden
subklinicki titar 1:8 (ali se trudnica smatra imuniziranom), dok mikrometode pokazuju
klinicki znacajne titre (Ortho 1:16, Diamed 1:64). Rezultati naglaSavaju vaznost

koristenja konzistentnih metoda za prac¢enje trudnica s anti-D protutijelima.

Za anti-K protutijela, klinicki znacajan titar je Cesto nizi nego za anti-D, s
vrijednostima od 1:8 ili 1:16 koji se smatraju indikativnhima za povecani rizik od fetalne
anemije. Kell protutijela mogu uzrokovati teze oblike anemije jer utjeu na eritropoezu
pa se Cesto kao granicni titar uzima i 1:4 (7). Rezultati za anti-K protutijela takoder
pokazuju vece titre kod mikrometoda u usporedbi s klasicnom metodom. Uzorak 3
pokazuje titar 1:128 kod Ortho mikrometode 1 1:64 kod Diamed mikrometode u usporedbi
s titrom 1:32 kod klasi¢ne metode. Sli¢no tome, uzorak 6 pokazuje titar 1:2048 kod obje
mikrometode, dok klasi¢na metoda pokazuje titar 1:512. Razlike ukazuju na potrebu za
pazljivim pra¢enjem trudnica s anti-K protutijelima zbog mogucih klinickih implikacija.

Obe trudnice, u svakom slucaju, zahtijevaju daljnje intervencije 1 pracenje.

Sto se ti¢e ostalih klini¢ki zna¢ajnih protutijela u ovom radu, anti-Jka protutijela,
koja su dio Kidd sustava, poznata su po varijabilnosti u detekciji. Ova protutijela takoder
mogu uzrokovati HBFN, a klini¢ki znacajan titar za anti-Jka protutijela varira, ali titri
iznad 1:8 obi¢no se smatraju klinicki znacajnima 1 zahtijevaju daljnje pracenje (14). U
ovom istrazivanju testirana je jedna trudnica s anti-Jka protutijelima, ali u dva uzorka.

Uzorak 2a pokazuje titar 1:4 kod Ortho mikrometode u usporedbi s titrom 1:1 kod
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klasicne metode, dok uzorak 2b pokazuje titar 1:2 kod Ortho mikrometode i negativan
rezultat kod klasicne metode Sto sugerira da mikrometode mogu otkriti nize titre
protutijela koje klasi¢na metoda mozda ne detektira, ali je upitno koliko su ti titri klinicki
znacajni. Anti-c protutijela, kao i druga protutijela protiv Rh sustava, mogu biti klinicki
znacajna. Ona su rjeda, ali mogu uzrokovati ozbiljne komplikacije slicne onima koje
uzrokuje anti-D protutijelo (26). Za interpretaciju titra referentno se uzimaju isti grani¢ni
titri kao 1 za anti-D protutijelo. Rezultati za anti-c protutijela takoder pokazuju razlike
izmedu metoda. Uzorak 7 pokazuje titar 1:8 kod Ortho mikrometode i 1:4 kod klasi¢ne
metode potvrduju¢i da mikrometode mogu otkriti viSe titre protutijela Sto moze biti od
klini¢kog znacaja, ali oba titra su u ovom slucaju subklini¢ka. Dakle, ova trudnica smatra
se imuniziranom, ali nije potrebna klini¢ka intervencija ukoliko nisu evidentni simptomi

HBFN-a.

4.1. Rezultati titracije metodom u epruveti

Titracijom protutijela u epruveti dobivaju se rezultati 1 IgM protutijela 1 IgG
protutijela. Titar IgM protutijela odreduje se u prvoj vrtnji prije odnosno onaj prije
dodavanja AHG-a. Budu¢i da AHG omogucuje vizualizaciju IgG protutijela, rezultati
nakon njegovog dodavanja predstavljaju IgG titar. Rezultati titracije metodom u epruveti

koji ukljucuju IgM 1 IgG titar prikazani su u tablici 8.

Tablica 8. Rezultati titracije metodom u epruveti

uzorak IgM IgG
la 1:2 1:256
1b 1:8 1:256
2a Neg 1:1
2b Neg neg
3 Neg 1:32
4 Neg 1:64
5 Neg 1:8
6 Neg 1:512
7 1:2 1:4
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Klasicnom metodom u epruveti odredeno je da su samo tri uzorka imala IgM

protutijela, a s druge strane Sest je bilo pozitivno na IgG protutijela.
4.2. Rezultati titracije Ortho mikrometodom

Ortho mikrometodom odreduje se iskljucivo titar IgG protutijela. Brojc¢ani rezultati
prethodno su prikazani u tablici 6 1 tablici 7, a na slici 18 prikazani su primjeri rezultata

u mikrokarticama uzoraka 51 la.

nniiiinm

cs;zoo ) 2024-08-29 :
¢ )
5 89 O

Slika 18. Rezultati uzoraka 5 i 1a u Ortho mikrometodi

Izvor: Zavod za transfuzijsku medicinu, KBC Split

4.3. Rezultati titracije Diamed mikrometodom

Diamed mikrometodom odreduje se iskljucivo titar IgG protutijela. Brojéani
rezultati prethodno su prikazani u tablici 6 1 tablici 7, a na slici 19 prikazani su primjeri

rezultata u mikrokarticama uzoraka 51 la.
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Slika 19. Rezultati uzoraka 5 i 1a u Diamed mikrometodi

Izvor: Zavod za transfuzijsku medicinu, KBC Split
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5. RASPRAVA

U ovom radu usporedujuci vrijednosti titra antieritrocitnih protutijela radenih
klasiénom metodom u epruveti s vrijednostima titra u dvije mikrometode, Ortho i
Diamed, utvrdeno je da klasi¢na metoda u epruveti pokazuje manje vrijednosti titra i to,
u odnosu na Ortho mikrometodu prosje¢no manje za 1,8, a u odnosu na Diamed
mikrometodu manje za 1,7. Vece vrijednosti titra u mikrometodi u odnosu na epruvetu
prisutne su kod veéine uzoraka, ali ne kod svih. Razlike titra klasicne metode i
mikrometoda bile su u rasponu od nula do tri epruvete. Odnosno, vrijednosti titra u
mikrometodi ne koreliraju ve¢im vrijednostima jednako za sve uzorke. Prema tome,
dobiveni rezultati zahtijevaju daljnje istrazivanje u cilju standardizacije mikrometode,

odnosno prije uvodenja testa, titar antieritrocitnih protutijela u mikrometodi.

Rezultati istrazivanja podudaraju se se s rezultatima Flesiopoulou i1 sur. Autori
studije usporedivali su osjetljivost mikrometoda (Bio-Rad i Grifols) s klasicnom
metodom u epruveti. IstraZivanje je provedeno na 137 uzoraka te je utvrdeno da gel
mikrometode imaju vecu osjetljivost i mogu detektirati protutijela koja klasi¢na metoda
u epruveti propusta. S druge strane, uoceno je da istovremeno gel metode imaju nizu

specifi¢nost zbog njihove vecée osjetljivosti (24).

Sli¢ne nalaze pokazuju Dubey i sur. koji su usporedivali Diamed mikrometodu s
klasicnom metodom na 50 uzoraka. Utvrdili su da mikrometode imaju vecu osjetljivost i
pokazuju jacu reaktivnost u usporedbi s klasicnom metodom u epruveti, iako s veCom
varijabilnos¢u. Titar u mikrometodi bio im je duplo do ¢etveroduplo ve¢i u odnosu na
klasicnu metodu. Medutim, naglaSavaju da mikrometoda ima znacajno bolju
reproducibilnost u odnosu na klasicnu metodu. Ova usporedba dodatno podupire hipotezu
da gel metode mogu pruziti osjetljiviju detekciju, ali zahtijevaju paZzljivu interpretaciju
kako bi se izbjegla precijenjenost titra protutijela (42). Veca osjetljivost mikrometoda,
zabiljezena je u oba istrazivanja, te autori preporucuju koristenje mikrometoda zbog
njihove veée osjetljivosti, ali uz oprez pri interpretaciji rezultata (24, 42). Postoji niz
slicnih studija provedenih na ve¢em broju uzoraka koji potvrduju nase rezultate te navode

vecu osjetljivost mikrometoda i naglaSavaju njihove prednosti (33, 43, 44).
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Autori kao objaSnjenje viSe vrijednosti titra u mikrometodi u usporedbi s metodom
u epruveti navode vise razloga. Novaretti i sur., koji su usporedivali Diamed mikrometodu
s klasi¢nom u 79 uzoraka, navode kako bi problem mogao biti LISS kao razrjedivac koji
zahtijeva kracu inkubaciju i pokazuje varijabilnost u detekciji antieritrocitnih protutijela.
(33). LISS kao komponentu koja moze utjecati na varijabilnost titrova navode i
Adriaansen i sur. u sli¢noj studiji proucavajuci iste metode na 42 uzorka (43). Loschmann
1 sur. su usporeduju¢i Diamed mikrometodu s klasicnom metodom u 20 uzoraka
plazmafereze utvrdili da se klasicnom metodom mogu dobiti lazno negativni rezultati kod
slabih reakcija zbog interindividualnih razlika u o€itavanju rezultata (44). Isto tako, u
mikrometodama su ve¢i omjeri seruma i suspenzije eritrocita, a time 1 ve¢i omjeri
protutijela 1 eritrocita. Zatim, klasichom metodom u epruveti eritrociti se nakon
inkubacije peru, dok se u mikrometodama ne peru. Tijekom postupka pranja dio
protutijela, posebno onih koja su slabije vezana za eritrocite ¢e eluirati Sto ¢e rezultirati
manjim titrom do negativnim rezultatom. Upravo ova €injenica mozZe biti objaSnjenje
zasto pozitivitet ne korelira jednako kod svih uzoraka. Sljedeca prednost mikrometoda je
u tome S§to su standardizirane Cime se eliminiraju ljudske pogreske. Titar u epruveti je
semikvantitativna metoda, gdje najveca razlika nastaje prilikom odcitavanja rezultata
odnosno treSnje i interpretacije rezultata. Konacno mozemo re¢i da mikrometode mogu
rijesiti problem standardizacije, reproducibilnosti i automatizacije odredivanja titra

protutijela.

Vazno je napomenuti da, iako mikrometode jo§ nemaju utvrdene granicne titre,
rezultati ovog istraZzivanja pokazuju znacajnu korelaciju izmedu metoda. No, tendencija
mikrometoda da prikazuju viSe titre mora biti dodatno istrazena kako bi se utvrdilo je li
to zbog tehnickih karakteristika metoda ili inherentnih razlika u detekciji protutijela. Na
primjer, trudnice koje bi prema klasi¢noj metodi imale subklinicki znacajne titre, mogle
bi prema mikrometodama biti klasificirane kao klinicki znaajno imunizirane, S$to bi
moglo dovesti do nepotrebnog intenziviranja pracenja ili terapije (29). Loschmann 1 sur.
predlozili su grani¢ni titar u mikrometodama 1:64 buduci da je pokazano da mikrokartice
pokazuju pozitivitet u prosjeku 0,8 razrjedenja visi od metode u epruveti (44). Potrebna
su daljnja istrazivanja na ve¢em uzorku kako bi se ovaj nalaz implementirao u praksu.
Isto tako su potrebna slicna istrazivanja za ostala klinicki zna¢ajna protutijela kako bi se

bolje definirali njihovi grani¢ni titri.
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U ovom istrazivanju pokazano je da se metodom u epruveti mogu razlikovati
kompletna (IgM) od inkompletnih (IgG) protutijela, dok se mikrometodama odreduje
iskljucivo titar IgG protutijela. Ovo je vazno za klinicku primjenu jer IgG protutijela

imaju znacajniju ulogu u imunizaciji trudnica.

U klinickom smislu, rezultati ponovnog testiranja trudnica 1 1 2 daju vazne
informacije o tijeku imunizacije i odgovoru na lijeCenje. Ponovno testiranje omogucava
prac¢enje promjena u razinama protutijela, Sto je kljuéno za pravovremeno reagiranje.
Trudnica 1 ima izrazito visoke titre protutijela u oba testiranja. Stalnost titra u epruveti
(1:256) sugerira da nema znacajnog povecanja koli¢ine anti-D protutijela, Sto je dobar
znak u smislu da imunizacija nije progresivna. To ukazuje na kontroliranu situaciju sto je
povoljno za nastavak trudnoce, ali je potrebno pracenje situacije. Za trudnicu 2, smanjenje
ili nestanak anti-Jka protutijela je vrlo povoljno, sugeriraju¢i uspjesno upravljanje
imunizacijom 1 smanjen rizik za fetus. Rezultati su vazni za donoSenje odluka o daljnjem

pracenju i eventualnim terapijama tijekom, ali i profilaksom prije sljedece trudnoce.

Zakljucno, rezultati ovog istrazivanja ukazuju na visok potencijal mikrometoda kao
pouzdanog alata za odredivanje titra antieritrocitnih protutijela kod imuniziranih trudnica,
uz vaznu napomenu da vise vrijednosti titra trebaju biti uzete u obzir pri interpretaciji.
Daljnje studije trebale bi se usmjeriti na definiranje grani¢nih vrijednosti titra za

mikrometode i standardizaciju protokola za klini¢ku upotrebu.
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6. ZAKLJUCAK

Usporedujuéi klasicnu metodu u epruveti s mikrometodama, dobiveni rezultati
pokazuju da mikrometode (Ortho 1 Diamed) zaista pokazuju vece titre protutijela. Ova
razlika je dosljedna kroz sve uzorke, potvrdujuéi osjetljivost mikrometoda. Dokazano je
da su mikrometode osjetljivije od metode u epruveti. Usporedbom titra protutijela,
rezultati su pokazali vece vrijednosti u mikrometodama, Sto potvrduje ve¢i omjer seruma

1 suspenzije eritrocita u tim metodama.

U ovom istrazivanju potvrdeno je da se metodom u epruveti mogu razlikovati
kompletna (IgM) od inkompletnih (IgG) protutijela, dok se mikrometodama odreduje
iskljucivo titar IgG protutijela. Ovo je vazno za klinicku primjenu jer IgG protutijela

imaju znacajniju ulogu u imunizaciji trudnica.

Razlike u vrijednostima titra protutijela izmedu metoda upucuju na potrebu
standardizacije 1 pazljivog odabira metode u klini¢koj praksi, osobito u prenatalnoj skrbi
gdje je precizna detekcija 1 kvantifikacija protutijela kljucna za pravovremeno
prepoznavanje i lijeenje HBFN-a. Uzorci s visokim titrom protutijela pokazuju vece
varijacije izmedu metoda, Sto sugerira da bi mikrometode mogle biti korisnije u pra¢enju
trudnica s visokim rizikom. S druge strane, razlike u osjetljivosti za niske titreve ukazuju
na potrebu dodatnog istrazivanja i potencijalne kombinacije metoda kako bi se osigurala

najvisa razina skrbi za trudnice.

Iako su rezultati obecavajuci, buduca istrazivanja trebaju ukljucivati veci broj
uzoraka i trudnica kako bi se potvrdili ovi preliminarni nalazi i omogucilo usvajanje
najpouzdanijih metoda u klinicku praksu. Standardizacija protokola i kontinuirana
edukacija zdravstvenih djelatnika o prednostima i ograni¢enjima svake metode takoder

su klju¢ni za poboljsanje ishoda lije¢enja i osiguranje optimalne prenatalne skrbi.

Ova studija je pokazala da mikrometode imaju znacajan potencijal kao pouzdan alat
za odredivanje titra antieritrocitnih protutijela, Sto je posebno vazno za pracenje trudnica

s rizikom od imunizacije. Mikrometode pruZaju brZe i jednostavnije rezultate uz manju

.....
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8. ZIVOTOPIS

OSOBNI PODATCI

» ime i prezime: Dora Brnada

» datum i mjesto rodenja: 9. lipnja 1995., Split
OBRAZOVANJE

» Osnovna $kola Zrnovnica (2002. — 2010.)

» Zdravstvena Skola Split (2010. —2014.) — smjer zdravstveno laboratorijski
tehnicar

» SveuciliSni odjel zdravstvenih studija, Split (2020. — 2024.) — preddiplomski

sveucili$ni studij medicinsko laboratorijske dijagnostike
RADNO ISKUSTVO

» Pripravnicki staz KBC Split (2015. —2016.)
= medicinska biokemija, hematologija s koagulacijom, mikrobiologija,
transfuzijska medicina
» Medicinsko-biokemijski laboratorij Deli¢-Bili¢, Split (2018.)
= laboratorijski tehnicar
» Poliklinika LabPlus, Split (2018. —2019.)
= laboratorijski tehnicar
» Zavod za transfuzijsku medicinu KBC Split (2.7.2019. — u tijeku)

= laboratorijski tehnicar
OSOBNE VJESTINE
> jezici:
= materinski jezik: hrvatski
= strani jezici: engleski

» samostalan rad na racunalu, Microsoft Office

» vozacka dozvola B kategorije
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