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1. UvOD

1.1. Transfuzijsko ispitivanje

Transfuzijska medicina bavi se proizvodnjom krvnih pripravaka i lijeCenjem
bolesnika krvnim pripravcima. Obuhvaca sve postupke od uzimanja krvi, proizvodnje,
laboratorijskog testiranja i Cuvanja krvnih pripravaka, kao 1 lijecenja bolesnika krvnim
pripravcima, odnosno sve postupke od davateljeve vene do bolesnikove vene. Tijekom
proteklog stolje¢a razvijala se pretezno kao laboratorijska i proizvodna struka.
Posljednjih desetljeca se mijenja i sve viSe postaje klinicka struka. Primarni cilj joj je
sigurno 1 uc€inkovito transfuzijsko lijeCenje koje nece uzrokovati nuspojave, pobol ili

smrt. (1)

Kako bi se maksimalno smanjio rizik transfuzijskog lije¢enja uvedena su
odredena prijetransfuzijska ispitivanja, koja ukljucuju niz radnji kojima je cilj povecati
sigurnost transfuzijskog lijeCenja i sprijeCiti nezeljene poslijetransfuzijske reakcije.
Ukljucuju testove podudarnosti kao $to su: provjera ABO i1 Rh krvne grupe primatelja 1
pripravka, ispitivanje prisutnosti iregularnih protutijela u bolesnikovu serumu
indirektnim antiglobulinskim testom (IAT-om) i kriznu probu koja se provodi

ispitivanjem reakcije izmedu primateljeva seruma i davateljevih eritrocita. (1)

U transfuzijskim laboratorijima osim prijetransfuzijskih ispitivanja provode se i
ispitivanja transfuzijskih reakcija nakon svake prijavljene poslijetransfuzijske reakcije.
Ovim postupcima treba ispitati postoji li transfuzijska reakcija i je li transfuzijsko
lije€enje bilo njen uzrok. Provodi se s prijetransfuzijskim 1 poslijetransfuzijskim
uzorcima krvi. Ukljucuje ponovno odredivanje krvne grupe i ispitivanje prisutnosti
iregularnih protutijela, direktni antiglobulinski test (DAT) i na kraju identifikaciju

protutijela. (1)



Ucestalost transfuzijskih reakcija tesko je utvrditi ako se one zanemaruju, ne
biljeze 1 ne prepoznaju. No, danas je njihov broj znacajno manji nego Sto je bio u
zaCecima transfuzijskog lijeCenja ponajprije zahvaljujué¢i uvodenju prijetransfuzijskog

ispitivanja i veée kvalitete krvnih pripravaka. (2)

1.2. Antiglobulinski test

Antiglobulinski test ili Coombsov test temelji se na principu da se antihumani
globulin (AHG) veze za humane globuline kao $to su IgG ili komplement koji se nalaze
slobodni u serumu ili vezani za antigene na povrsini crvenih krvnih stanica tj. eritrocita.
(2,3,4) Ovaj test od svog otkrica 1945. godine pa do danas predstavlja temelj

imunohematoloskih ispitivanja. (2)

Za otkri¢e antiglobulinskog testa zasluzan je Robin Coombs. On je zajedno sa
svojim kolegama Arthurom Mourantom i Robom Raceom opisao test za detekciju
inkompletnih protutijela koji danas poznajemo kao antiglobulinski test. (3,4) Ideju za
antiglobulinski test Robin Coombs navodno je dobio u vlaku na povratku iz Londona u
Cambridge gdje je shvatio da bi dodatkom drugog antitijela mogao povezati tj.
premostiti eritrocite §to bi dovelo do aglutinacije. To drugo antitijelo je zapravo
antihumani globulin. (6) Coombs i suradnici su prvotno opisali primjenu testa u
dokazivanju slabih neaglutiniraju¢ih Rh antitijela u serumu. Nakon toga opisali su i
njegovu primjenu u detekciji in vivo senzibiliziranih eritrocita novorodencadi oboljele
od hemoliticke bolesti novorodencadi (HBN). (3) Rezultati njihovih istrazivanja
objavljeni su u Lancetu 1945. godine i u British Journal of Experimental Pathology
1946. godine. (6) lako su Robin Coombs i suradnici bili kljuéni za razvoj i primjenu
antiglobulinskog testa u klini¢koj praksi, princip samog testa je opisan nesto ranije, ve¢
1908. godine, a opisao ga je Carlo Moreschi. Danas se primjenjuju dvije osnovne vrste
antiglobulinskog testa: direktni i indirektni. Primjenjuju se u dijagnostici razli¢itih
bolesti i stanja, a njihova primjena ovisi o tome da li su humani globulini vezani za

eritrocite ili se nalaze slobodni u serumu. (3,6)



Prije otkrica antiglobulinskog testa samo su se mogla detektirati kompletna
protutijela odnosno IgM protutijela, no njegovim otkricem to je promijenjeno jer je
omogucena 1 detekcija inkompletnih protutijela. Inkompletna protutijela su IgG
protutijela koja za razliku od kompletnih protutijela ne mogu direktno dovesti do
aglutinacije eritrocita, jer sama ne mogu premostiti udaljenost izmedu eritrocita. Da bi
premostili tu udaljenost trebaju druga protutijela. Dodatkom antihumanog globulina,
omoguceno je povezivanje eritrocita i nastanak vidljivih aglutinata i to je upravo ono na
¢emu se ovaj test temelji. Takoder uvodenjem antiglobulinskog testa omogucena je i
detekcija komplementa odnosno komponenti komplementa. (3,4) Komplement se
sastoji od tridesetak serumskih i membranskih bjelanéevina koje djeluju kao posrednici
humoralne imunosti. Najvaznija uloga mu je izravno ubijanje stranih stanica ali

komplement pridonosi i aktivaciji drugih obrambenih mehanizama. (5)

I Kompletno antitijelo
IgM klase (pentamer)

Slika 1. Razlika izmedu kompletnih i inkompletnih protutijela

Nekompletno antitijelo
IgG klase (monomer)

Izvor: WEB (12)



1.3. Direktni antiglobulinski test

Test koji otkriva prisutnost protutijela i/ili komponenti komplementa vezanih za
eritrocite in vivo naziva se direktnim antiglobulinskim testom ili direktnim
Coombsovim testom. (2,3,4) Dodatkom AHG eritrocitima na koje su se vezala
protutijela i/ili komplement dolazi do stvaranja aglutinata Sto se o€ituje kao pozitivan
rezultat. Dio je dijagnostickih ispitivanja u hemolitickoj transfuzijskoj reakciji (HTR),
hemolitickoj bolesti novorodencadi (HBN) 1 u autoimunim te lijekovima induciranim

hemolitickim anemijama (AIHA). (3,4)

Propisi ne =zahtijevaju izvodenje DAT-a u rutinskom prijetransfuzijskom
testiranju jer je dvjema zasebno provedenim studijama u SAD-u dokazana njegova
nespecificnost kao dijela rutinskog prijetransfuzijskog ispitivanja. Primjenjuje se

takoder, kao sastavni dio identifikacije iregularnih protutijela. (2)

Legend

Antigens on the
red blood cell's
surface

Human anti-RBC
antibody

Antihuman
antibody
(Coombs reagent)

Slika 2. Postupak izvodenja DAT-a

Izvor: WEB (13)



1.4. Antihumani globulin

Antihumani globulin omogucuje detekciju eritrocita oblozenih in vivo ili in vitro
s komponentama komplementa i/ili protutijelima. Postoje dvije osnovne metode
proizvodnje antihumanog globulina: klasi¢na metoda i hibridomska metoda. Klasi¢nom
metodom proizvodnje dobiju se poliklonska ili animalna protutijela, a hibridomskom
metodom monoklonska protutijela. Poliklonska i monoklonska protutijela sluze za
pripremu polispecificnih 1 monospecificnih reagensa koji imaju Siroku primjenu u

klini¢koj praksi. (3,4)

Klasiéna metoda proizvodnje podrazumijeva imunizaciju razli¢itih Zivotinja
kako bi one proizvele protutijela odredene specificnosti. Uglavnom se provodi
imuniziranjem zeceva ali kada su potrebni veliki volumeni protutijela mogu se koristiti i
ovce ili koze u proizvodnji. Za razliku od starijih na¢ina proizvodnje, u kojima su se kao
imunogeni koristili neproc¢iséeni fragmenti humanih globulina, danas moderniji pristup
odredene Zivotinjske vrste ponaSaju se kao strani antigeni, poti¢u imunoloski sustav
Zivotinje i posljedi¢no dolazi do proizvodnje protutijela na humane globuline. Na
primjer, iniciranje humanog IgG zecu rezultira proizvodnjom anti-lgG, a iniciranje
humanog komplementa proizvodnjom anti-komplement protutijela. Protutijela nastala
ovakim nacinom proizvodnje su poliklonska protutijela, a predstavljaju heterogenu
smjesu protutijela koju proizvode razli¢iti klonovi plazma stanica zivotinje nakon
imunizacije. (3) Poliklonska protutijela prepoznaju razli¢ite antigenske determinanate
odnosno epitope ili prepoznaju iste epitope ali s razli¢itim afinitetom. NajceSce se
koriste u imunokemijskim metodama, kao vezna (primarna) protutijela ili kao
detekcijska (sekundarna) protutijela. Pogodna su za precipitacijske reakcije. Proizvodnja
je jednostavna 1 jeftina jer se imunizacijom velikih Zivotinja dobiju velike koli¢ine

reagensa. (5)

Hibridomskom metodom proizvode se monoklonska protutijela koja

prepoznaju samo jedan epitop na antigenu. Tehnika proizvodnje monoklonskih

5



protutijela pokazala se korisnom u proizvodnji antitijela visokog titra i visoke
specificnosti za IgG i komplement. Proces proizvodnje zapocinje imunizacijom
laboratorijskih zivotinja, uglavnom miseva, s pro¢is¢enim humanim globulinom. (3)
Nakon prikladnog imunog odgovora, provede se in vitro fuzija stanica misje slezene sa
zlo¢udnim stanicama neke mijelomske linije. Stanice misje slezene sadrzavaju limfocite
koji luce antitijela. Za razliku od njih zlo¢udno promijenjene mijelomske stanice ne luce
protutijela i besmrtne su. Spontano spajanje stanica je rijetkost pa se uglavnom ubrza
primjenom razli¢itih tvari kao polietilen-glikola (PEG). Spajanje rezultira nastankom
hibridomske stanice tj. hibridoma. Hibridomi se uzgajaju u posebnom mediju Koji
onemogucuje rast drugih tipova stanica. Potom se testiraju i odabiru se one stanice koje
luce protutijela odredene specifi¢nosti i afiniteta te se takvim stanicama osiguravaju
optimalni uvjeti za proizvodnju velikih koli¢ina monoklonskih protutijela. Dio se
stanica ¢uva u teku¢em dusiku, a dio se nasadi u velikim posudama za kulturu stanica ili
se injicira u trbusnu Supljinu organizma iste zivotinjske vrste koja je bila upotrijebljena
za imunizaciju u samom pocetku postupka. Tako se iz supernatanta kulture, odnosno iz
seruma i ascitesa domacina, dobivaju industrijske koli¢ine potpuno homogenih
protutijela samo jednog, unaprijed Zeljenog idiotipa. (5) Ovakav nacin proizvodnje ima
svoje prednosti i mane. Prednosti su to $to se takvo protutijelo moze proizvesti u
ogromnim koli¢inama i $to je takav AHG visoke Cistoce 1 nekontaminiran. Medutim
mane su to Sto sva protutijela prepoznaju samo jedan epitop na antigenu. Za antigene
koji se sastoje od mnoStva epitopa kao Sto je na primjer IgG potrebna je mjeSavina
razli¢itih monoklonskih protutijela za detekciju 1 mjeSavina istth monoklonskih
protutijela s razli¢itim afinitetom za epitop kako bi se detektirali 1 antigeni s razli¢itim
stupnjem ekspresije nekog epitopa. (3) Budu¢i da monoklonska protutijela ulaze u
reakciju samo s jednim epitopom antigena, nisu pogodna za precipitacijske i
aglutinacijske tehnike, zbog nemogucénosti kriznog povezivanja antigena i protutijela.
No, vrlo su pogodna u tzv. obiljezenim tehnikama kao $to su radioimunokemijska
tehnika, heterogena enzimimunokemijska tehnika i imunofluorometrija. Njihova
proizvodnja je puno skuplja i zahtjevnija u odnosu na proizvodnju poliklonskih

protutijela. Primjena monoklonskih protutijela doista je Siroka i ne ogranicava se samo

6



na imunologiju, nego zadire u sva podru¢ja prirodnih znanosti, ali i u medicinsku

od onih koji sadrzavaju poliklonska.

Razlog tome je Sto poliklonski reagensi za razliku od monoklonskih mogu sadrzavati
heterofilna antitijela, koja su multispecifi¢na i sintetizirana prema slabo definiranim

antigenima, a mogu uzrokovati lazno pozitivne rezultate testiranja. (2,5)

1.4.1. Polispecifi¢ni antihumani globulin

Polispecifi¢ni reagensi sadrzavaju dva tipa protutijela usmjerna na humane
globuline. To su protutijela na IgG i na C3d komponentu komplementa. Osim njih i
druga protutijela usmjerena na komplement kao anti-C3b, anti-C4b ili anti-C4d mogu
biti prisutna u reagensu. Najvaznija funkcija polispecificnog AHG je detekcija vezanih
IgG s obzirom da je IgG klinicki najznacajnije protutijelo. Komercijalno pripremljni
polispecifi¢ni reagensi sadrzavaju jako malo, ako uopce, protutijela usmjerenih na teske
lance IgA ili IgM pa uglavnom nece reagirati s tim razredima protutijela. Medutim neki
reagensi Ce reagirati s [gA 1 IgM protutijelima, zato Sto e se vezati za lake lance koji su
identi¢ni za sve razrede protutijela. (3,4) Polispecifi¢ni reagensi mogu sadrzavati
poliklonska protutijela, mogu biti spoj vise monoklonskih protutijela ili njihova
kombinacija. Najces¢e se ipak polispecificni AHG reagensi proizvode klasi¢nom
metodom, imuniziranjem zeca humanim IgG antigenom, a druge zivotinje humanim C3
antigenom. Zbog velike heterogenosti IgG molekula za imunizaciju je potrebno koristiti
mjeSavinu seruma velikog broja darivatelja koji sadrZzavaju razliite antigene, ali isto
tako da bi proizvedeni reagensi mogli imati Siroku upotrebu u rutini kod pripreme
reagensa vazno je koristiti mjeSavinu anti-IgG molekula dobivenu iz razli€itih zeCeva za
detekciju razlicitih podrazreda IgG. Takoder polispecifi¢ni reagensi se mogu pripremiti

spajanjem monoklonskih anti-C3b i anti-C3d s anti-1gG. (3)



1.4.2. Monospecifi¢ni antihumani globulin

Monospecificni reagensi sadrzavaju samo jedan tip antitijela, antitijela
usmjerena na IgG ili antitijela usmjerena na specifi¢ne komponentne komplementa kao
Sto su anti-C3b-C3d. Postoje i monospecifi¢ni reagensi koji sadrzavaju antitijela na
druge komponenete komplementa kao anti-C4b i anti-C4d, ali jo§ uvijek nisu u §iroj
primjeni. Ako se primjenom polispecifiécnog DAT-a detektira prisutnost globulina na
eritrocitnoj membrani, tada se monospecifiécnim DAT-om moze identificirati o kojem
tipu globulina se radi. Moze se proizvesti primjenom klasi¢ne i hibridomske metode.
Proces pripreme monospecificnog AHG-a vrlo je slic¢an onome polispecifi¢nog, samo
$to monospecifiéni na kraju sadrzi samo jedan tip antitijela. (3) Ces¢e je ipak
poliklonskog nego monoklonskog podrijetla. Priprema se tako da se odredenoj Zivotinji
inicira procisc¢eni IgA, IgM, IgG, C3 ili C4. Monospecifi¢ni anti-komplement reagensi

su uglavnom smjesa monoklonskog anti-C3b i monoklonskog anti-C3d. (4)

*******

‘ S5mi
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Wtrane ¢ 0
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Slika 3. Primjeri polispecifi¢nih i monospecificnih reagensa

Izvor: WEB (14)



1.5. Osjetljivost i specificnost DAT-a

Pozitivan DAT posljedica je oblaganja eritrocita protutijelima i/ili
komponentama komplementa. No, koli¢ina vezanih globulina koja se mozZe dokazati
DAT-om varira. Ovisi o antieritrocitnim protutijelima, antiglobulinskom serumu koji se
primjenjuje, ali ovisi i 0 metodi kojom se DAT izvodi. Niske razine protutijela i
komplementa vezane na eritrocite najceS¢e su normalan nalaz, a nastaju kao posljedica
otklanjanja starih eritrocita. UobicCajni testovi nece ni detektirati te jako male koli¢ine
vezanih globulina. Tek koli¢ina IgG molekula ve¢a od 100 IgGs i od 900 do 1000 1gG;
uzrokuje klinicki znacajnu destrukciju eritrocita. Medutim, primjenom novijih
globulina, od one klini¢ki znacajne, §to znaci da osobe koje su potpuno zdrave mogu
imati i do 500 molekula IgG; vezanih za svoje eritrocite time i pozitivan DAT, ali bez
ikakvih klinickih ili laboratorijskih pokazatelja hemolize. Velika osjetljivost DAT-a
stvara probleme i kod testiranja dobrovoljnih darivatelja krvi (DDK) gdje je pozitivan
rezultat DAT-a pronaden u prosjeku u jednog na 1000 darivatelja prema studiji
provedenoj u SAD-u i u jednog na 1400 dobrovoljnih darivatelja krvi prema studijama
provedenim u Velikoj Britaniji i Francuskoj. Takoder prema jednoj studiji provedenoj u
SAD-u, u vise od 80% DDK kod kojih je DAT bio pozitivan ja¢ina je bila +1 ili slabija,
u 18% slucajeva je bila +2, a u samo 3% +3 i +4. U vecini slucajeva radilo se o
eritrocitima obloZenim s IgG protutijelima. Stavovi i razmisljanja stru¢njaka su vrlo
razlic¢iti i krec¢u se od onih koji smatraju da u potpunosti treba ignorirati DAT pozitivan
nalaz kod DDK do onih koji tvrde da ¢e u viSe od 70% slucajeva eritrociti takvih
darivatelja imati skraceno vrijeme Zivota te da 10% njih ima 1 jasne znakove anemije.
Osim kod DDK pozitivan nalaz DAT-a moguce je pronaci i u 1-15% slucajno testiranih
bolnickih bolesnika bez znakova hemolize. Zbog svega navedenog jako je vazno da se

pozitivan rezultat DAT-a interpretira u skladu s klinickom slikom bolesnika. (2)



1.6. Klini¢ka stanja s pozitivnim DAT-om

DAT moze biti pozitivan u mnogim bolestima i klinickim stanjima. Brojni su
slucajevi pozitivnog DAT-a medu bolesnicima s malignim bolestima, s autoimunim
bolestima kao S§to je sistemski eritemski lupus i u steCenim imunodeficijentim
bolestima, AIDS-u. DAT moze biti pozitivan i u brojnim drugim stanjima kao $to je
hipergamaglobulinemija, talasemija, srpasta anemija te kod terapije intravenskim
imunoglobulinima. U ovim stanjima najces¢e je rije¢ o nereaktivnim eluatima jer su
citofilna protutijela iz bolesnikove plazme vezana na eritrocite nespecifi¢na. Pozitivan
DAT mozemo pronadi i kod pacijenata nakon operacije srca ili u malari¢nih bolesnika.
Ipak, vaznost DAT-a najveéa je u dijagnostici autoimunih hemolitickih anemija,
lijekovima izazvanim hemolitickim anemijama, hemolitickoj bolesti novorodencadi i

hemolitickim transfuzijskim reakcijama. (2)

1.6.1. Hemoliti¢ka bolest novorodenceta

Hemoliticka bolest novorodenceta stanje je u kojem je Zivotni vijek djetetovih
eritrocita skracen zbog djelovanja specificnih protutijela koja iz cirkulacije majke
prelaze kroz placentu tj. posteljicu. Prijelaz protutijela je unilateralan, ide samo od
majke prema fetusu. (2) Od svih razreda protutijela sposobnost prolaska kroz posteljicu
posjeduju samo IgG protutijela i to uglavnom podrazredi 1gG; i 1gGs. Veéina IgG
protutijela djeluje direktno protiv bakterija, gljivica i virusnih antigena te je njegova
primarna uloga u zastiti djeteta. Medutim u HBN protutijela su usmjerena na eritrocite
djeteta jer dijete posjeduje one antigene koje majka nema, a dijete ih je nasljedilo od
oca. Aktivni transport protutijela s majke na dijete zapo€inje u drugom tromjesecju 1

nastavlja se 1 nakon rodenja djeteta. (3)

HBN se dijeli u 3 skupine ovisno o specificnosti IgG protutijela koje ju je

izazvalo. (2)
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Prvoj skupini pripada HBN uzrokovana RhD protutijelima, samim ili rjede u

kombinaciji s anti-C ili anti-E. (2)

Drugoj skupini pripadaju ABO hemoliticke bolesti koje nastanu zbog IgG anti-
A i anti-B u zena krvne grupe O koje nose dijete krvne grupe A, B i AB. (2)

Tre¢a skupina su ,,ostale“ HBN koje uzrokuju protutijela kao anti-C, anti-K,

rjede anti-E i anti Fy?, a vrlo rijetko anti-Jk® i anti-Jk” te neka druga protutijela. (2)

Za ABO hemoliticke bolesti nema specifi¢nih testova s kojima bi se mogle
predvidjeti tijekom trudnoce. Dijagnoza se uglavnom postavlja nakon poroda. Nasuprot
tome anti-D i ,,ostale HBN se mogu predvidjeti i ranije tokom trudnoce. Kakve ¢e
posljedice bolest imati za dijete ovisi o titru antitijela, njihovoj specifi¢nosti kao i o

broju antigenskih mjesta na eritrocitnoj membrani. (2)

Najvazniji test za potvrdu dijagnoze HBN je DAT s anti-IgG reagensom.
Pozitivan rezultat testa pokazatelj je da su protutijela prisutna na membrani eritrocita
dijeteta, medutim stupanj jacine same reakcije ne mora korelirati s tezinom bolesti. (3)
Ako su testovi pretrazivanja iregularnih protutijela u majke tijekom trudnoce i na
porodu bili negativni, a dijete ima pozitivni DAT uvijek se prvo treba posumnjati na
ABO HBN. Na ABO HBN se moze posumnjati i samo na osnovu klinicke slike u
slu¢ajevima kad je DAT negativan. Ukoliko dijete ima zuticu, a DAT je negativan

vazno je da se otkriju drugi potencijalni uzroci Zutice. (2)
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1.6.2. Hemoliti¢ka transfuzijska reakcija

Hemoliticka transfuzijska reakcija predstavlja najces¢i uzrok smrti medu
komplikacijama transfuzijskog lijeCenja. Uzrokovana je ubrzanom razgradnjom
eritrocita nakon transfuzije krvnog pripravka. Uzroci mogu biti imunoloskog i
neimunoloSkog podrijetla. Najc¢eS¢e je uzrok imunoloska nepodudarnost izmedu
transfudiranih eritrocita i antieritrocitnih protutijela prisutnih u primateljevu serumu.
HTR moze uzrokovati protutijelo nastalo imunizacijom na bilo koji od eritrocitnih
antigena, a koje reagira na 37°C, kao i protutijelo koje reakcijom aktivira komponente
komplementa. Prema mjestu razgradnje eritrocita, iako su oba mehanizma razgradnje
zastupljena u svakoj reakciji, HTR se dijele i na intravaskularne i ekstravaskularne.

Dodatno se dijele na akutne ili rane i odgodene ili kasne. (2)

Rane ili akutne HTR nastaju odmabh, tijekom transfuzije ili do 24 sata od
pocetka transfuzije. U vecini slucajeva akutne HTR su uzrokovane pogreSnom krvnom
grupom, odnosno greSkom osoblja u postupku prijetransfuzijskog ispitivanja i to

najcesce pogreskom u identifikaciji bolesnika. (2)

Kasne ili odgodene HTR javljaju se nakon 24 sata, najces¢e 2-21 dan nakon
transfuzije. U osnovi zbivanja odgodene HTR radi se o transfuziji eritrocita koji
posjeduju antigen s kojim je primatelj ve¢ ranije bio u kontaktu. Ponovni dodir s tim
antigenom izaziva sekundarni imunoloski odgovor i ubrzano stvaranje potentnih
specificnih protutijela IgG razreda. Stvaranje protutijela ovisit ¢e o koli¢ini i
imunogenicnosti transfudiranih antigena. Kako se koli¢ina cirkuliraju¢ih protutijela

povecava, ubrzava se i razgradnja eritrocita. (2)

Za dijagnozu HTR najvazniji su serolosko ispitivanje, laboratorijski nalazi i
klinicka slika. (2) Transfuzijska procedura u sluc¢aju HTR ukljucuje administrativne
provjere, vizualnu inspekciju seruma te DAT. U sluc¢ajevima kada postoji sumnja na
trenutnu ili odgodenu HTR treba uzeti uzrok krvi, nakon transfuzije krvnog pripravka i
napraviti DAT. Nakon HTR na eritrocite su uglavnom vezani IgG i/ili 1gG + C3d,

rijetko je vezan C3b. Ispitivanja su pokazala da je DAT pozitivan u 89% slucajeva
12



HTR. DAT moze biti negativan iako se radi o HTR, ukoliko se nepodudarne
transfundirane stanice odmah uniSte. Negativan DAT cCesto je i vezan za akutnu
intravaskularnu hemolizu. U oba slucaja, i kod trenutnih i odgodenih HTR, DAT moze
biti pozitivan ali pokazivati mijesanu aglutinaciju. Mijesana aglutinacija znaci da se radi
0 kombinaciji aglutiniranih stanica donora zajedno s neaglutiniranim stanicama

pacijenta. (3)

1.6.3. Autoimune hemoliticke anemije

Autoimune hemoliticke anemije bolesti su koje karakterizira pojava
autoprotutijela koja reagiraju na vlastite eritrocite i skracuju njihov zivotni vijek. ITako
prisutnost autoprotutijela i oblozenih pacijentovih eritrocita upucuje na AIHA-u
potrebne su i dodatne informacije da bi se mogla potvrditi dijagnoza. Prije svega vazno
je utvrditi da se eritrociti uniStavaju imunoloski posredovanim procesom. (2)
Dijagnosticki testovi za AIHA-u uklju¢uju DAT 1 to prvo primjenu polispecificnog
AHG, a poslije monospecificnog. (3)

AIHA se dijele na: tople, hladne i uzrokovane lijekovima. (3)

Tople AIHA uzrokovane su protutijelima koja se maksimalno vezu na
temperaturi od 37°C i one ¢ine oko 70% svih AIHA. U 80% slucajeva toplih ATHA kod
pacijenata je prisutno IgG protutijelo i to uglavnom podrazredi 1gG; i 1gGs. Eritrociti su
u 20% slucajeva oblozeni samo s IgG, s IgG i komplementom u 67% slucajeva i samim
komplementom u 13% slucajeva. Sva topla protutijela ne¢e uzrokovati hemolizu
medutim nije ih moguée razlikovati od onih koja ¢e ju uzrokovati. (3) Kod toplih
AIHA monospecificni DAT je reaktivan samo ili pretezno s anti-1gG. (1) U rijetkim
slucajevima toplih AIHA DAT moze biti i negativan zbog vezanja IgA ili IgM. Topla
protutijela Cesto interferiraju u izvodenju rutinskih testova. Kod transfuzije pacijenta s
toplom AIHA postoji zabrinutost zbog moguceg maskiranja aloprotutijela toplim

autoprotutijelima. (3)

13



Hladne AIHA su zastupljene u otprilike 18% slucajeva, a uzrokuju ih
autoprotutijela koja najbolje reagiraju pri temperaturi od 4°C pa se nazivaju hladnim
autoprotutijelima. Takva protutijela su IgM klase. Najzastupljenije hladno
autoprotutijelo je anti-1. Ova protutijela se reverzibilno vezu za eritrocite kada se snizi
temperatura okolisa i potom aktiviraju komponente komplementa (C3,C4). Ako se
temperatura povisi protutijela eluiraju, a na membrani eritrocita ostaju komponente
komplementa. Vecina autoprotutijela su upravo hladna benigna protutijela koja se mogu
prona¢i u serumu veéine zdravih ispitanika. Uglavnom ne uzrokuju interferencije s
obzirom da se vecina rutinskih pretraga ni ne izvodi pri toj temperaturi. Medutim kada
je velika koli¢ina takvih protutijela prisutna mogu pridonjeti spontanoj aglutinaciji
eritrocita. Posljedica toga su lazno pozitivni rezultati DAT-a. Da bi se ovo sprijecilo
preporucuje se ispiranje stanica 1 do 2 puta s fizioloskom otopinom zagrijanom na 37°C
Sto ¢e dovesti do elucije protutijela. Kada je uzorak pacijenta pravilno prikupljen u
epruvetu s EDTA antikoagulansom DAT pacijenta s hladnim autoprotutijelima ¢e biti
negativan. Razlog tome je to $to je monospecificni DAT koji se koristi reaktivan samo s
anti-C3. No, ako se koristi epruveta bez antikoagulansa zbog koagulacije ¢e doéi do
spontane aktivacije komplementa $to ¢e dati pozitivan rezultat DAT-a. Osim benignih
postoje i patoloska hladna autoprotutijela. Vecéina ih ipak ne uzrokuje destrukciju
eritrocita ali kod nekih pacijenata moze do¢i do razvoja hemoliticke anemije. Ova
protutijela osim §to reagiraju pri 4°C mogu reagirati i pri temperaturi od 25°C do 31°C.
Rezultati DAT-a kod ovih pacijenata su pozitivni zbog aktivacije komplementa. (3)

Oko 12% AIHA su one lijekovima inducirane. (3) Kod njih je DAT pozitivan s
anti-1gG, 1gG + C3d ili samo C3d, ovisno o mehanizmu nastanka. (1) Na lijekovima
induciranu hemoliticku anemiju, s obzirom da je rijetka, treba pomisliti onda kada nema
drugih mogucih objasnjenja 1 kada pacijent ima povijest uzimanja odredenog lijeka. Za
sada su objasnjena cCetiri mehanizma kojima lijekovi induciraju anemiju, a to su:
nastajanje imunog kompleksa, adsorpcija lijeka, modifikacija membrane i proizvodnja
autoantitijela. Nastajanje imunog kompleksa zasniva se na tome da odredena antitijela
normalno prisutna u serumu prepoznaju odredene determinante na lijeku. Kod sljedeceg
uzimanja lijeka, zbog imunizacije, dolazi do nastanka kompleksa lijek-antitijelo i
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posljedi¢no aktivacije komplementa. Nastali topljivi kompleks se adsorbira na
membranu eritrocita koji onda zbog aktivacije komplementa bude liziran. Rezultati
DAT-a kada se koristi polispecificni AHG ¢e biti pozitivni. Kod primjene
monospecificnog AHG aglutinacija se dogada s anti-komplement ali ne i s anti-IgG
reagensom zato Sto nastali kompleks eluira s membrane eritrocita tijekom ispiranja.
Mehanizam adsorpcije lijeka podrazumijeva vezanje lijeka na proteine pa tako i na one
koji se nalaze na membrani eritrocita. Naj¢es¢i primjer ovog mehanizma je stvaranje
protutijela na penicilin, koja se mogu pronaci u otprilike 3% hospitaliziranih pacijenata
koji primaju visoke doze penicilina. Medutim unutar njih samo ¢e ih 5% razviti
hemoliti¢ku anemiju $to znaci da je jako mali postotak pozitivnih DAT testova. Taj mali
postotak posljedica je i ¢injenice da pacijenti moraju primiti ogromne doze penicilina da
bi doslo do aglutinacije stanica. Osim toga vecina protutijela na penicilin su IgM klase
pa ih se ni nemoZe detektirati standardnim AHG reagensima. Protutijelo koje je
odgovorno za pozitivan DAT je IgG. Tre¢i mehanizam djelovanja je putem modifikacije
membrane eritrocita. Temelji se na tome da neki cefalosporini mogu modificirati
eritrocite tako da se plazmatski proteini mogu vezati na njihovu membranu. Posljedi¢no
eritrociti od otprilike 3% pacijenata ¢e dati pozitivan rezultat DAT testiranja. Cetvrti
mehanizam djelovanja je putem formacije autoantitijela. Za razliku od ranije
spomenutih lijekova gdje se stvaralo aloantitijelo na determinante lijeka ili kombinaciju
lijeka 1 antigena na eritrocitu, alfametildopa (Aldomet) inducira proizvodnju
autoprotutijela koje specificno prepoznaje eritrocite. Pozitivan DAT je prisutan u 10%
do 20% pacijenata koji primaju Aldomet kao antihipertenziv. Medutim samo mali dio
njih, od 0.5% do 1%, ¢e raziviti hemolitic¢ku anemiju. U tom slucaju treba prestati s
uzimanjem lijeka $to ¢e postepeno dovesti do prestanka produkcije autoantitijela, no

moze proci i do par mjeseci prije nego $to rezultati DAT-a budu negativni. (3)

Najveéi problem kod testiranja AIHA je velika osjetljivost testova. U nekim
testovima ¢ak od 5 do 15% hospitaliziranih bolesnika ima pozitivan DAT, no nemaju ni
laboratorijske ni klinicke znakove hemolize. DAT u ispitivanju AIHA moze biti i lazno
negativan. Negativan je u oko 2 do 5% imunosnih hemolitickih anemija. U tim lazno
negativnim AIHA autoprotutijela mogu biti ispod praga osjetljivosti. Takvi pacijenti
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najces¢e imaju vise IgG-a na svojim stanicama nego Sto je normalno, ali manje nego $to
je moguce detektirati rutinskim testovima ili AIHA moze biti uzrokovana drugim
imunosnim mehanizmom koji nije obuhvaden ovim testom. Takoder pacijentovi
eritrociti mogu biti senzibilizirani s IgA ili IgM, a kako AHG reagensi uglavhom ne
sadrzavaju antitijela na IgA i IgM ne mogu se ni detektirati. Katkad je uzrok
negativnom testu izuzetno jaka intravaskularna hemoliza. (1) U ispitivanju AIHA Koristi
se i semikvantitativan titar DAT-a, koji sluzi za semikvantitativno odredivanje koli¢ine
autoprotutijela ili aloprotutijela i komplementa vezanih na bolesnikove eritrocite. 1zvodi
se s bolesnikovim eritrocitima i dvostrukim razrjedenjem AHG reagensa s kojim je bio
pozitivan. Stupnjevanjem jacina aglutinacija procjenjuje se tezina i stupanj hemolize.
Sluzi i za pracenje ucinka lijeCenja. Kada i ako dode do poboljsanja AIHA, titar i score

DAT-a se obi¢no znac¢ajno smanje. (2)

1.7. Cimbenici koji utjeu na DAT

Kao rezultat loSe laboratorijske tehnike ili nespecificne reakcije mogu nastati
lazno negativni ili lazno pozitivni rezultati direktnog antiglobulinskog testa. Zato je vrlo
vazno poznavati sve ¢imbenike koji mogu utjecati na rezultate testiranja. Takoder kako
bi rezultati bili vjerodostojni neophodne su kontrole kvalitete reagensa i dodavanje
Coombsove kontrole u sve negativne testove. Coombsova kontrola podrazumijeva
dodavanje senzibiliziranih eritrocita, najées¢e IgG senzibiliziranih. Dodavanje takvih
stanica u negativne testove trebalo bi izazvati aglutinaciju. Medutim ako ni tada ne dode

do nastanka aglutinata znaci da rezultati testiranja nisu ispravni te test treba ponoviti.
(2.3)

e Prvi od ¢imbenika na koji je vazno pripaziti je da se uzorak krvi za izvodenje
DAT-a uvijek uzima u epruvetu s antikoagulansom, naj¢es¢e EDTA, da bi se
sprijecila in vitro aktivacija komplementa i posljedi¢no lazno pozitivni rezultati

testiranja. (2,3)
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Nadalje jako vazan korak na koji treba pripaziti tijekom izvodenja testa je
Ispiranje stanica. Ono je neophodno i kod izvodenja DAT-a i IAT-a klasi¢nom
metodom u epruveti. Stanice je potrebno minimalno 3 puta isprati prije
dodavanja AHG reagensa. Ispiranjem se uklanjaju slobodni nevezani globulini.
Neadekvatno ispiranje moze dovesti do lazno negativnih rezulatata zbog
neutralizacije AHG reagensa. Ispiranje treba obaviti u Sto kraéem mogucéem
vremenu da bi se sprijecila elucija antitijela niskog afiniteta. Vazno je da
stani¢ni talog bude u potpunosti resuspendiran prije sljedeceg ispiranja. Takoder
vazno je da se nakon zadnjeg ispiranja upotpunosti ukloni tekuéina s kojom se
ispiralo jer ostatna teku¢ina moze dovesti do dilucije AHG reagensa i smanjiti
osjetljivost testa. (3)

Centrifugiranje u svakom ispiranju treba biti dostatno za nastanak kompaktnog
stani¢nog taloga koji onda minimizira moguénost gubitka stanica. (3)

Inkubacija nije potreba za DAT s obzirom da se vezanje protutijela i/ili
komplementa dogada in vivo za razliku od IAT-a kod kojeg se vezanje dogada
in vitro. (3)

Otopina za ispiranje treba biti svjeza i optimalnog pH izmedu 7.2 - 7.4. Otopine
koje se pohrane na duze vrijeme u plasticne posude pokazuju pad u pH, Sto
moze dovesti do povecane elucije protutijela tijekom ispiranja. Promjene u pH
su jako vazne kod primjene monoklonskih reagensa, zato §to se pokazalo da
monoklonska antitijela imaju jako uski pH raspon djelovanja. Treba imati na
umu da otopine mogu biti i kontaminirane s bakterijama $to isto moze dovesti do
lazno pozitivnih rezultata. (3)

AHG treba dodati stanicama odmah nakon ispiranja da bi se smanjila Sansa
elucije protutijela sa stanica i neutralizacije AHG. Vazno je reagense pravilno
pohraniti jer u suprotnom i kod njih moze do¢i do bakterijske kontaminacije.
Takoder ukoliko se AHG c¢uva na preniskim temperaturama ili se pretjerano
zagrije moze izgubiti reaktivnost. Koli¢ina dodanog AHG treba biti u skladu s
koli¢inom koju je odredio proizvodac. Medutim odredena istraZivanja su

pokazala da se dodavanjem dvostrukog volumena AHG mogu nadvladati
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problemi nastali tijekom ispiranja kao $§to su ostatna protutijela. Autori tih
istrazivanja su pokazali da ¢e do neutralizacije AHG do¢i samo kod ostatnih
slobodnih 1gG antitijela ali ne i kod ostatnin komponenti komplementa.
Komponente komplementa koje zaostanu nisu iste kao i one koje se vezu na
eritrocite, Sto znaci da ostatni serum ne sadrzava C3b i C3d koji bi mogli
neutralizirati anti-C3b i anti-C3d u AHG reagensu. (3)

Jako je vazno i da omjer koli¢ine antihumanog globulina i suspenzije eritrocita
koja se koristi bude idealan. U slucaju kada postoji prevelika koncentracija
analita moze do¢i do nastanka prozonskog ucinka ili Hookova efekta. Razlog
ovome je to S§to se sva vezna mjesta na protutijelu iz reagensa zasite te ostaje
suviSak analita. Reakcija se ne odvija u zoni ekvivalencije nego na silaznoj
strani krivulje gdje vrijednost signala odgovara onome na uzlaznoj strani
krivulje (prozona). U tom slucaju reakcijska krivulja ima zvonolik oblik
odnosno savijena je poput udice (engl. hook). Rezultat su lazno sniZene
vrijednosti $to vodi prema Krivoj interpretaciji nalaza. Prozonski ucinak éesta je
pojava u svakodnevnom radu u klinickim laboratorijima i nikako se ne smije
zanemariti. U slucaju sumnje na prozonski u¢inak uzorak je potrebno razrijediti.
Ako se u razrijedenim uzorcima dobije veci rezultat nego u nerazrijedenom
uzorku, radi se o prozonskom uc¢inku. Uzorak se mora razrjedivati sve dok se
rezultati dvaju razlicitih razrjedenja podudaraju (uzimajuéi u obzir faktor

razrjedenja). (7)
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Slika 4. Prozonski ué¢inak ili Hookov efekt
Izvor: WEB (15)

Centrifugiranje stani¢nog taloga za oc€itavanje aglutinacije zajedno s metodom
koriStenom za resuspenziju stanica predstavlja klju¢an korak cijele tehnike.
Preporucena metoda za procjenu AHG-a Koristi relativnu centrifugalnu silu od
1000 okretaja u minuti. Koristenje jace centrifugalne sile daje vecu osjetljivost
ali to opet ovisi o metodi koja je koriStena za resuspenziju. Ovo moze dovesti do
slabo lazno pozitivnih rezultata zbog neadekvatne resuspenzije ili ipak lazno
negativnih rezultata ako je resuspenzija bila prejaka. Preporuca se da se
optimalni uvjeti centrifugiranja odrede pojedina¢no za svaku centrifugu ovisno o
promjeru rotora. (3)

U radu vazno je i pripaziti da je svo posude koje se koristi pravilno oprano.
Razli¢ita necistoca 1 praSina prisutna u posudu moze pridonjeti zgruSavanju
crvenih krvnih stanica §to nalikuje na stvaranje aglutinata te dovesti do laZznih

rezultata testiranja. (3)
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1.8. DAT u razli¢itim metodama

Direktni antiglobulinski test moze se izvoditi primjenom razli¢itih metoda. U
rutinskom radu uglavnom se primjenjuju klasi¢éna metoda u epruveti i metoda U
mikrokartici ili mikrohemaglutinacijska metoda. (2) Obe metode imaju svoje prednosti i
nedostatke. Klasi¢na metoda u epruveti je starija metoda i izvodi se ru¢no za razliku od
mikrohemaglutinacijske metode koja je automatizirana S§to smanjuje mogucnost
pogreske tijekom izvodenja testa. | jedna i druga metoda Kkoriste iste AHG reagense
samo S$to klasi¢na metoda u epruveti zahtijeva ru¢no dodavanje AHG dok je u
mikrohemaglutinacijskoj metodi on ve¢ dodan u mikrokarticu $to olakSava i ubrzava
cijeli postupak. (8) Takoder ona ne zahtijeva ni postupak ispiranja za razliku od klasi¢ne
metode u epruveti pa je pogodnija za dokazivanje protutijela slabog afiniteta koja mogu
eluirati s membrane eritrocita tijekom ispiranja. (3,8) Ove dvije metode razlikuju se i
stupnju osjetljivosti: DAT koji se izvodi tehnikom u epruveti moze detektirati od 100 do
500 molekula IgG i otprilike od 400 do 1100 molekula C3 po eritrocitu, a tehnikom u
mikrokartici prag osjetljivosti moguce je spustiti na 70-150 molekula globulina po
eritrocitu Sto znaci da je mikrohemaglutinacijska metoda bolja u dokazivanju malog
broja vezanih globulina. Medutim uvodenjem metode u mikrokartici povecala se
ucestalost pozitivnih DAT-a. Ve¢i je broj pozitivnih nalaza bez klinickog znacaja ali je i
manji broj klinicki o€itih hemoliza s negativnim DAT-om. (2) U prilog ovome govore i
odredene studije koju su ispitivale razlike u izvodenju DAT-a primjenjujuéi klasicnu
metodu u epruveti i mikrohemaglutinacijsku metodu kao $to je na primjer studija ,,The
sensitivity, specificity, and clinical relevance of gel versus tube DATSs in the clinical
immunology laboratory* koju su proveli Paz N. i suradnici 2004. godine (9), potom
studija ,,Comparison of conventional tube test technique and gel microcolumn assay for
direct antiglobulin test* koju su proveli Novaretti MC i suradnici 2004. godine (10) i
studija ,,A comparison of conventional tube test and gel technique in evaluation of
direct antiglobulin test* koju su proveli Sudipta S. Das, Rajendra Chaudhary i Dheeraj
Khetan 2007. godine. (11)

20



2. CILJEVI RADA

Ciljevi ovog rada su:
1. Odrediti DAT za 10 uzoraka u mikrohemaglutinacijskoj metodi.
2. Odrediti DAT za 10 uzoraka klasi¢cnom metodom u epruveti.

3. Analizirati prednosti i nedostatke mikrohemaglutinacijske metode i klasi¢ne metode u

epruveti, na uzorcima istih bolesnika, za odredivanje DAT-a.
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3. METODE | MATERIJALI

Istrazivanje je provedno u Centru za transfuzijsku medicinu Klini¢kog bolnickog
centra Split. Provedeno je u 2 navrata, prvi put 19.4.2017. i potom 26.4.2017. godine.
Oba puta odabrano je po 5 uzoraka krvi od bolnic¢kih pacijenata te je za svaki od njih
odreden DAT klasi¢nom metodom u epruveti i mikrohemaglutinacijskom metodom.
Od 10 pacijenata od kojih su uzeti uzorci samo je jedan imao klinicki oCite znakove

hemolize.

3.1. DAT u Ortho Biovue mikrohemaglutinacijskoj metodi

Pribor i materijali potrebni za izvodenie testa ukljuéuju:

Ortho Bio Vue polispecifi¢ne kartice
Epruvete

Fiziolosku otopinu

Mikropipetu od 10 i 240 mikroL
Ortho BioVue centrifugu

© g k~ w N oE

Uzorake krvi uzete na antikoagulans K3 EDTA

Opis aktivnosti:

Za izvodenje DAT-a u mikrokarticama sa polispecificnim AHG prvo je potrebno
pripremiti 3-5% suspenziju eritrocita u fizioloskoj otopini. Ona se pripremi tako da se u
240 pL fizioloske otopine doda 10uL gustih eritrocita. Ova metoda ne zahtijeva
ispiranje eritrocita osim ako se ne Kkoriste eritrociti iz pupkovine. Ortho polispecifi¢nu
mikrokarticu u kojoj se test izvodi treba uvijek pregledati prije upotrebe. Kako one vec
sadrzavaju AHG treba provjeriti da li se on nalazi iznad nivoa staklenih kuglica te treba

1 provjeriti da nema kakvih oSte¢enja ili mjehuri¢a. Kada se utvrdi da je mikrokartica
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ispravna treba pravilno oznaciti odgovarajuée mjesto na mikrokartici i na to mjesto
dodati 10uL prethodno pripremljene suspenzije eritrocita. Potom se mikrokartice

centrifugiraju 5 minuta u Ortho BioVue centrifugi. | na kraju se ocitaju rezultati.

A

AHCB897A 2005 =07 07

&
POLY | POLY [ POLY | POLY | POLY | POLY

606300231

Slika 5. Ortho BioVue centrifuga Slika 6. Mikrokartice s AHG

Izvor: WEB (16) Izvor: WEB (17)

Tumacdenje rezultata:

Rezultat je negativan ako su svi eritrociti na dnu stupca i1 ¢ine ravan rub prema gelu ili
mikrokuglicama.

Rezultat je pozitivan ako eritrociti nisu na dnu stupca. Oznaavamo ga sa:
+4 — Aglutinirani eritrociti se kao ravna crta nalaze na vrhu stupca.
+3 — Aglutinirani eritrociti su zadrzani u gornjoj polovici stupca.

+2 — Aglutinirani eritrociti su vidljivi duZ cijelog stupca, a manji broj eritrocita moze
biti vidljiv i na dnu.

+1 — Vecina aglutiniranih eritrocita se nalazi u donjoj polovici stupca.

+/- — Slabo pozitivan. Vecina eritrocita je na dnu stupca, ali ne formiraju ravan rub.

m.f — Mix field ili mijeSana aglutinacija, jedan dio eritrocita je na dnu stupca, a dio se

zadrzava na vrhu.
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3.2. DAT klasi¢cnom metodom u epruveti

Pribor 1 materijali potrebni za izvodenje testa ukljucuju:

Centrifugu za epruvete

Aglutinoskop

FizioloSku otopinu

Polispecifi¢ni antihumani globulin

Uzorake Kkrvi uzete u epruvetu s antikoagulansom K3 EDTA

Epruvete

N o a A w D Pe

Pipete

Opis aktivnosti:

Za izvodenje testa odabrano je istih 10 uzroka krvi koji su se Koristili i za
izvodenje DAT-a u mikrokarticama. Za test se koriste samo gusti eritrociti koje je
potrebno je minimalno 3 puta isprati. Ispiranje eritrocita provodi se u velikom volumenu
fizioloske otopine te centrifugiranjem na 2500 okretaja 3 minute. Nakon svakog
centrifugiranja ukloni se supernatant i doda nova otopina, taj proces se ponovi 3 puta.
Nakon zadnjeg centrifugiranja treba jako pripaziti da u epruveti ne zaostane nista
otopine ve¢ da ostane samo Ccisti talog eritrocita. Sljede¢i korak je pripremanje 3-5%
suspenzije eritrocita. Suspenzija se priprema tako da se u 240 uL fizioloSke otopine
doda 10 pL gustih eritrocita koje smo prethodno oprali. U obiljezenu epruvetu se potom
doda 1 kap 3-5% suspenzije eritrocita te 2 kapi antihumanog globulina. Vazno je da
antihumani globulin koji se koristi bude zagrijan na sobnu temperaturu. Nakon toga
opet slijedi centrifugiranje samo sada na 1000 okretaja 1 minutu. Epruvetu potom treba
njezno protresti dok se sediment ne odvoji od dna epruvete i odmah ocitati aglutinaciju.
Sve negativne rezultate testa treba provjeriti dodavanjem 1 kapi Coombsove kontrole i
ponavljanjem postupka centrifugiranja (1000 okretaja, 1 minuta) . Svi negativni testovi
nakon dodataka Coombsove kontrole bi trebali biti pozitivni. U slu¢aju da i nakon
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dodatka Coombsove kontrole rezultati testiranja ostanu negativni test treba ponoviti jer

takvi rezultati nisu vjerodostojni.

Tumacenje rezultata:

Rezultat testa je negativan ako aglutinacija nije vidljiva golim okom ni pod

aglutinoskopom, a Coombsova kontrola je pozitivna.

Rezultat testa je pozitivan ako je prisutna aglutinacija razli¢itog stupnja izraZenosti.

Oznac¢avamo ga kao:

+4 — Eritrociti formiraju jedan veliki aglutinat.

+3 — Aglutinirani eritrociti formiraju 2-3 veca aglutinata.

+2 — Aglutinirani eritrociti formiraju viSe manjih aglutinata uz po koji ve¢i aglutinat.
+1 — Aglutinirani eritrociti formiraju viSe njeznijih aglutinata bez slobodnih eritrocita.

+/- — Uz njezne aglutinate vidljive bez i/ili sa aglutinoskopom vidljivi i slobodni

eritrociti.

m.f — Mix field ili mijeSana aglutinacija, uz vece aglutinate vidljivi slobodni eritrociti.
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4. REZULTATI

4.1. Rezultati DAT-a u mikrohemaglutinacijskoj metodi:

Tablica 1. Rezultati DAT-a u mikrohemaglutinacijskoj metodi

UZORAK REZULTAT KLINICKA SLIKA
PACIJENTA
1. +0.5 nema hemolize
2. +0.5 nema hemolize
3. +1 nema hemolize
4. +2 nema hemolize
5. +2 nema hemolize
6. +1 nema hemolize
7. negativan nema hemolize
8. negativan nema hemolize
9. +2 nema hemolize
10. +4 prisutna hemoliza

Rezultati testiranja mikrohemaglutinacijskom metodom pokazuju da 8 od 10
pacijenata ima pozitivan rezultat DAT-a, a hemoliza je prisutna u samo jednog od 10
pacijenata. Dva pacijenta (1 i 2) pokazuju stupanj aglutinacije od +0.5, dva pacijenta (3
i 6) stupanj aglutinacije od +1 i tri pacijenta (4, 5 i 9) stupanj aglutinacije od +2 iako
nemaju prisutne znakove hemolize. Samo pacijent (10) s najve¢im stupnjem aglutinacije
od +4 pokazuje i klini¢ke znakove hemolize. Samo dva pacijenta (7 i 8) imaju negativan

rezultat testiranja.
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4.2. Rezultati DAT-a klasi¢nom metodom u epruveti

Tablica 2. Rezultati DAT-a dobiveni klasicnom metodom u epruveti

UZORAK REZULTAT COOMBSOVA KLINICKA SLIKA
KONTROLA PACIJENTA
1. negativan pozitivna nema hemolize
2. negativan pozitivna nema hemolize
3. negativan pozitivna nema hemolize
4. negativan pozitivna nema hemolize
5. negativan pozitivna nema hemolize
6. negativan pozitivna nema hemolize
7. negativan pozitivna nema hemolize
8. negativan pozitivna nema hemolize
9. negativan pozitivna nema hemolize
10. +2 / prisutna hemoliza

Rezultati testiranja klasicnom metodom u epruveti pokazuju da 9 od 10 pacijenta

ima negativan rezultat testiranja i takoder tih istih 9 pacijenata nema klini¢ke znakove

hemolize. Samo jedan pacijent (10) ima pozitivan rezultat DAT-a, a to je i jedni pacijent

kod kojeg je prisutna hemoliza. Za 9 negativnih uzoraka napravljena je i Coombsova

kontrola. Rezultati Coombsove kontrole za sve negativne uzorke bili su pozitivni $to

potvrduje da su rezultati testiranja ispravni.
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4.3 Usporedba rezultata DAT-a

Tablica 3. Usporedba rezultata DAT-a

REZULTATI
MIKROHEM- KLASICNA KLINICKA
UZORAK | AGLUTINACIJSKA METODA SLIKA

METODA PACIJENTA
1. +0.5 negativan nema hemolize
2. +0.5 negativan nema hemolize
3. +1 negativan nema hemolize
4. +2 negativan nema hemolize
5. +2 negativan nema hemolize
6. +1 negativan nema hemolize
7. negativan negativan nema hemolize
8. negativan negativan nema hemolize
9. +2 negativan nema hemolize
10. +4 +2 prisutna hemoliza

Rezultati pokazuju da je u mikrohemaglutinacijskoj metodi bio znacajno veci
broj pozitivnih rezultata (8 od 10) u odnosu na klasi¢nu metodu u epruveti (1 od 10).
Jedini pacijent (10) koji je klasiénom metodom u epruveti imao pozitivan rezultat testa
je i jedini kod kojeg je prisutna hemoliza. Medutim ja¢ina aglutinacije kod tog pacijenta
u mikrohemaglutinacijskoj metodi je bila +4, a klasi¢cnom metodom u epruveti jacina je
iznosila +2 §to znac¢i da je prisutna razlika u jacini aglutinacije ovisno o koristenoj
metodi. Taj pad je u prosjeku bio za +2 sto se vidi i na uzorcima pod rednim brojem 4, 5
I 9 gdje je jacina aglutinacije u mikrohemaglutinacijskoj metodi iznosila +2, a poslije u

klasi¢noj metodi rezultat je bio negativan.
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5. RASPRAVA

Za izvodenje direktnog antiglobulinskog testa danas se primjenjuju dvije
razli¢ite metode: mikrohemaglutinacijska metoda i klasi¢na metoda u epruveti. Kako bi
se ispitale razli¢ite prednosti i nedostaci ovih dviju metoda sakupljeni su uzorci od 10

bolnic¢kih pacijenata od kojih samo jedan pacijent ima prisutne znakove hemolize.

Mikrohemaglutinacijska metoda vrlo je jednostavna za izvodenje S$to je
omogucilo njenu Siroku primjenu u laboratorijima. U rutinski rad uvedena je nesto
kasnije od klasiéne metode u epruveti. Automatizirana je Sto ubrzava i olakSava
izvodenje DAT-a. Ne zahtijeva ru¢no dodavanje AHG ni ispiranje eritrocita §to
smanjuje i mogucnost pogreske tijekom rada. Iz tablica 1 i 3 prikazanih u poglavlju
Rezultati moze se vidjeti da je primjenom ove metode 8 od 10 testiranih pacijenata
imalo pozitivan rezultat DAT-a iako samo jedan od njih ima klinicke znakove hemolize.
Ovakvi rezultati pokazuju da u ovom slucaju mikrohemaglutinacijska metoda ne
korelira najbolje sa stanjem pacijenta jer je velik udio pozitivnih rezultata bez klinickog

znacaja.

Klasi¢na metoda u epruveti duze je u primjeni, izvodi se ru¢no i zahtijeva puno
vise vremena za izvodenje u usporedbi s mikrohemaglutinacijskom metodom. Zahtijeva
1 puno viSe koraka tijekom izvedbe §to povecava i moguénost pogreske tijekom rada. 1z
tablica 2 i 3 prikazanih u poglavlju Rezultati moze se vidjeti da je primjenom ove
metode samo jedan pacijent imao pozitivan rezultat testiranja i to jedini pacijent koji
ima i klini¢ke znakove hemolize. Svi ostali pacijenti su imali negativan rezultat testa §to
je i bilo u skladu s njihovom klinickom slikom. Ovakav rezultat pokazuje da metoda u

epruveti jako dobro korelira sa stvarnim stanjem pacijenta.

Usporedbom klasi¢ne metode i mikrohemaglutinacijske metode u tablici 3,
vidljivo je da su rezultati testiranja za sve pacijente bili manji kada je koristena klasi¢na
metoda u epruveti u odnosu na mikrohemaglutinacijsku metodu. U prosjeku je stupanj
aglutinacije kod DAT-a odredenog klasicnom metodom manji za +2 $to pokazuje da je

mikrohemaglutinacijska metoda osjetljivija od klasicne metode. Ovakvi rezultati
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testiranja podudaraju se s onim §to se ve¢ zna 0 ovim metodama. Neka od ranijih
istrazivanja ve¢ su potvrdila mikrohemaglutinacijsku metodu kao osjetljiviju jer je
pokazano da moze detektirati znacajno manji broj molekula globulina na eritrocitnoj
membrani. U studiji ,,The sensitivity, specificity, and clinical relevance of gel versus
tube DATSs in the clinical immunology laboratory* koju su proveli Paz N. i suradnici
2004. godine dokazano je da je mikrohemaglutinacijska metoda osjetljivija od klasi¢ne
metode ali su i naglasili da je pozitivan rezultat DAT-a dobiven iskljucivo
mikrohemaglutinacijkom metodom upitnog znacaja zbog velikog broja pozitivnih
rezultata, Sto je bio slucaj i u ovom istrazivanju. Takoder i studija ,,Comparison of
conventional tube test technique and gel microcolumn assay for direct antiglobulin test*
koju su proveli Novaretti MC i suradnici 2004. godine dokazala je veéu osjetljivost
metode u gelu odnosno mikrohemaglutinacijske metode u detekciji klinicki znac¢ajnih
protutijela u odnosu na klasi¢cnu metodu. Medutim u studiji ,,A comparison of
conventional tube test and gel technique in evaluation of direct antiglobulin test* koju
su proveli Sudipta S. Das i suradnici 2007. godine dokazano je da
mikrohemaglutinacijska metoda bolje korelira sa stanjem pacijenta jer su neki pacijenti
unato¢ ocitim znakovima hemolize primjenom klasicne metode u epruveti imali
negativan rezultat testiranja. Ovakav rezultat testiranja nije u skladu s rezultatima ovog
istrazivanja koje je pokazalo da klasicna metoda bolje korelira sa stanjem pacijenta. No,
upravo zbog toga sto mikrohemaglutinacijska metoda Cesto rezultira velikim brojem
pozitivnih nalaza bez klinickog znaCaja, a klasi¢na metoda ¢e katkad unato¢ o€itim
znakovima hemolize dati negativan rezultat testa autori ove studije su naglasili da se
laboratoriji ne bi trebali oslanjati samo na rezultate jedne od ovih metoda ve¢ da bi
trebali koristiti i jednu i drugu metodu u procjeni rezultata direktnog antiglobulinskog
testa.
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6. ZAKLJUCCI

Mikrohemaglutinacijska metoda je osjetljivija metoda od klasi¢ne metode u
epruveti jer moze detektirati zna¢ajno manji broj molekula globulina vezanih na
eritrocitnoj membrani.

Mikrohemaglutinacijska metoda je prakti¢nija za primjenu u rutinskom radu jer
je brza i jednostavnija.

Klasi¢na metoda u epruveti zahtijeva vise vremena za izvodenje, ukljucuje veci
broj koraka i time nosi veci rizik od pogreske.

Mikrohemaglutinacijska metoda je preosjetljiva jer njena primjena rezultira
vec¢im brojem pozitivnih rezultata direktnog antiglobulinskog testa bez klinickog
znacenja.

Klasi¢na metoda u epruveti, iako manje osjetljiva, bolje korelira sa stvarnim

stanjem pacijenta odnosno sa situacijom koja se odvija in vivo.
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8. SAZETAK

Uvod: Direktni antiglobulinski test koristi se za detekciju in vivo
senzibiliziranih eritrocita. Dio je dijagnosti¢kih ispitivanja u hemolitickoj transfuzijskoj
reakciji, hemolitickoj bolesti novorodencadi i u autoimunim te lijekovima induciranim
hemolitickim anemijama. Za izvodenje DAT-a prvo se samo primjenjivala klasi¢na

metoda u epruveti, a potom je u rutinski rad uvedena i mikrohemaglutinacijska metoda.

Cilj: Glavni cilj ovog rada bio je utvrditi razliku u osjetljivosti izmedu klasi¢ne

metode i mikrohemaglutinacijske metode.

Metode i materijali: Prikupljeni su uzroci od 10 bolni¢kih pacijenata te je
svakom pacijentu odreden direktni antiglobulinski test koriste¢i i jednu i drugu metodu.
Istrazivanje je provedeno u dva navrata u KBC-u Split u Centru za Transfuzijsku

medicinu.

Rezultati: Rezultati testiranja mikrometodom pokazali su da 8 od 10 pacijenata
ima pozitivan DAT za razliku od rezultata klasi¢ne metode u epruveti gdje je samo

jedan pacijent imao pozitivan DAT.

Zakljucak: S obzirom da je samo jedan od 10 pacijenata imao klini¢ki ocite
znakove hemolize pokazalo se da klasi¢na metoda bolje korelira sa stanjem pacijenta od
mikrohemaglutinacijske metode. Jedini pacijent s pozitivnim rezultatom u klasi¢noj
metodi imao je jac¢i stupanj aglutinacije u mikrohemaglutinacijskoj metodi $to pokazuje
da je ona osjetljivija. Medutim iako osjetljivija mikrohemaglutinacijska metoda se
pokazala i preosjetljivom jer je 7 pacijenata imalo pozitivan rezultat testa iako nisu
imali klinicke znakove hemolize §to zna¢i da ova metoda i ne korelira najbolje sa
stanjem pacijenta. Tijekom izvodenja DAT-a mikrohemaglutinacijska metoda se

pokazala puno jednostavnijom od klasi¢ne metode za izvodenje.

Kljucéne rijeci: direktni antiglobulinski test, antihumani globulin, klasi¢na

metoda, mikrohemaglutinacijska metoda
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9. SUMMARY

Introduction: Direct antiglobulin test is used to demonstrate in vivo coating of
red blood cells. It is an important diagnostic test for hemolytic transfusion reaction,
hemolytic disease of newborns and for autoimmune and drug induced hemolytic
anemia. For the performance of DAT first only tube test method was used but later

micromethod was also introduced into routine work.

Objective: The main aim of this research was to determine the difference in

sensitivity between tube test method and micromethod.

Materials and Methods: To determine the difference in sensitivity, samples
from 10 hospital patients were collected and each patient was assigned a direct
antiglobulin test using both methods. The research was conducted in KBC Split at the
Transfusion Medicine Center.

Results: Micromethod test results showed that 8 out of 10 patients had a positive
DAT compared to tube method test results where only one patient had a positive DAT.

Conclusion: Since only one out of 10 patients had clinically obvious signs of
haemolysis, it was found that the classical method correlates better with the patient's
condition. The only positive patient sample in the tube method, had a higher degree of
agglutination in micromethod indicating that micromethod is more sensitive. However,
although more sensitive micromethod has shown to be hypersensitive because 7 patients
had a positive test result even though they had no clinical signs of hemolysis, which
means that this method does not correlate best with the patient condition. During DAT

performance micromethod proved to be much simpler than the classical method.

Keywords: direct antiglobulin test, antihuman globulin, micromethod, tube test

method
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