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GiRiS

Direkt antiglobulin testi (DAT) in-vivo olarak eritrositlere baglanan imminoglobulin veya
komplemani tespit eder ve immiin aracili hemolitik anemilerin tanisinda kullanilir. Bazi viral
enfeksiyonlarda klinik olarak belirgin aneminin eslik etmedigi pozitif DAT sonuglari bildirilmistir.
Cok yakin zamanda, es zamanli SARS-CoV-2 enfeksiyonu ve otoimmiin hemolitik anemi (OiHA)
baslangici olan birkac vaka tanimlanmistir. 2019 koronaviriis hastaligi (COVID-19) salgininin ilk
haftalarinda, Fondazione IRCCS Ca' Granda Ospedale Maggiore Policlinico Kan Merkezi'nde
(Milan, italya) DAT pouzitifliginin arttiginin fark edilmesi tizerine, bir haftalik siire icinde (6-13

Nisan 2020) transfiizyon Oncesi test ve/veya ABO ve Rh tiplemesi icin laboratuvarimiza
gonderilen, COVID-19'lu 113 ardisik hastanin érnekleri incelenmistir.

GEREC-YONTEM

Tum hastalar hastaneye vyatirilip birden fazla ilagla (hidroksiklorokin, heparin,
kortikosteroidler, anti-interlokin-1 biyolojik ajanlari, antiviraller, antibiyotikler, vazopresérler ve
invaziv veya noninvaziv ventilasyon dahil) tedavi gormiislerdir. Hichiri COVID-19 konvelesan
plazma tedavisi almamistir. Hastalarin eritrosit incelemeleri Fondazione IRCCS Ca' Granda
Ospedale Maggiore Policlinico’ Transflizyon = Tibbi ve -~ Hematoloji Anabilim Dal
immiinohematoloji Referans Laboratuvari'nda vyapilmistir. Eritrosit antikorlari, kolon
aglitinasyon teknolojisi (ORTHO BioVue sistemi; Ortho Clinical Diagnostics, Raritan, NJ),
polispesifik antiserum (imminoglobulin G [IgG] ve C3d) ve spesifik antiserum (IgG) kullanilarak
direkt antiglobulin testi ve indirekt antiglobulin testi (IAT) ile belirlenmistir. DAT pozitif 6rnekler,
baska bir mikro stitun yontemi ve akim sitometrisi ile dogrulanmis ve boylece teknik bir artefakt
ihtimali dislanmistir. Ayrica antikor 6zgulligti mikrokolon yontemi ile belirlenmistir (1gG, 1gA,
IgM, C3c, C3d; DC-Screening |; Bio-Rad, Cressier, Switzerland). Hastalarin ve saglkli donérlerin
EDTA’li 6rnekleri, tic kez salin ile yikanarak yikanmis eritrosit stspansiyonu elde edilmistir.
Sonrasinda biri COVID-19'lu DAT negatif bes hastadan, digeri bes kan bagiscisindan olusan iki
farkli eritrosit paneli hazirlanmistir. Ticari bir eritrosit paneli (SURGISCREEN; Ortho Clinical
Diagnostics) de kullanilmistir. Eritrositlere bagh antikorlarin serbestlestirilmesi icin hizli asit



elisyonu (Gamma ELU-KIT II; Immucor Inc., Norcross, GA) kullanilmis ve eltatlar (DAT-pozitif
hastalarin RBC yiizeyinden elde edilen antikorlarin soliisyonu) iAT ile test edilmistir. SARS-CoV-2
RNA Damlacik Dijital PCR Sistemi (QX200; Bio-Rad) ile test edilmistir. PCR’da Hastalik Kontrol ve
Onleme Merkezleri primer ve problari (2019-nCoV Kit; Integrated DNA Technologies, Coralville,
IA) kullanilmistir. Alt limit olarak mikrolitre basina 0.109 kopya kabul edilmistir. Tim bu testler,
hastalara kan transfiizyonu yapilmadan 6nce tamamlanmistir.

SONUC-TARTISMA

Mikrokolon tarama testi kullanilarak 113 COVID-19 hastasinin 52'sinde (%46) DAT testi
pozitif bulunmustur. Bu oran, COVID-19 olmayan transflizyon adaylari arasinda Fondazione
IRCCS Ca' Granda Ospedale Maggiore Policlinico Kan Merkezinde gozlemlenenden (<%10) ve
akut hastalikla hastanede yatanlardaki diger inceleme raporlarindan (%1-15) 6nemli 6l¢lide
daha yiksektir. 52 hastanin 46’sinin (%88) yalnizca 1gG’si, 4’tintin (%8) 1gG ve C3d’si, 2'sinin (%4)
ise yalnizca C3d’si pozitiftir. OIHA vakalarinda yaygin olarak gézlemlenenin aksine, hicbir hasta
serumu veya elliatinda, IAT testinde ticari eritrosit paneline veya saglikli donérlerin eritrositine
karsi reaksiyon gozlenmemistir. Bununla birlikte, 1gG iceren tiim eliiatlar, DAT negatif COVID-19
hastalarindan hazirlanan eritrosit paneli ile pozitif olarak test edilmistir. Bu veriler, DAT
reaktivitesinin altinda yatan mekanizmanin, hastaligin seyri sirasinda eritrosit yiizeyinde
meydana gelen degisikliklerden kaynaklandigini géstermektedir. Muhtemel bir yorum, COVID-
19'daki hiperinflamasyonun, kompleman C3 birikimini ve 1gG otoantikorlarinin eritrosit
membranlarina baglanmasini arttirdigi ve bu da hasarl eritrositlerin makrofajlar tarafindan
temizlenmesini tesvik ettigidir. 78 hastada, DAT reaktivitesi ile hastanede yatis sirasinda
uygulanan ilaclar arasinda herhangi bir iliski gosterilememistir. Bununla birlikte, ilaclarla ilgili
verilerin eksik olmasi ve ileriye dontik bilgi toplanamamasi nedeniyle ilaca bagl mekanizmalarin
olasi katkisi goz ardi edilemez. Ayrica, eritrosit membranina bagh viral proteinlere yoénelik
antikorlarin bir sonucu olarak DAT reaktivitesinin meydana gelme olasiligi da distntlmustir.
Ancak, damlacik dijital PCR protokoliiniin yiiksek derecede hassas olmasina ragmen test edilen
plazma veya eritrositlerde SARS-CoV-2 RNA saptanamamasi bu ihtimali ortadan kaldirmaktadir.

Calismamizda, ayrica pozitif DAT sonuglari ile hastalarin elektronik kayitlarindan alinan
klinik ve laboratuvar 6zellikleri arasindaki olasi iliski analiz edilmistir (Tablo 1). DAT-pozitif
hastalarda hemoglobin konsantrasyonlarinin daha disiik, anizositoz oranlarinin ise daha yiiksek
oldugu saptanmis ve DAT-negatif hastalara gore daha fazla transflizyona ihtiya¢ duyuldugu
gorilmustir (p <0.01). Bu durum, membrana bagh imminoglobulin varliginin aneminin
ciddiyeti ile iliskili oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, total bilirubin ve laktat
dehidrojenaz (LDH) konsantrasyonlarinda DAT pozitif ve DAT negatif vakalar arasinda fark
saptanmamigtir. COVID-19 hastalarinda retikilosit sayisi ve haptoglobin rutin olarak
izlenmediginden diger hemoliz gostergeleri ile iliski degerlendirilememistir. Bu sonuglardan
hareketle aneminin ekstravaskiler hemolizden kaynaklanmamasi mimkiindiir ve daha ziyade
ilerlemis hastaligin bir belirteci olarak yorumlanabilir. iki grup arasinda, endotrakeal entiibasyon
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ihtiyact ve 30 ginlik mortalite agisindan fark saptanmazken hastalik sonucuna iliskin kesin
sonuglar ileriye donik bir calisma ve belki de daha fazla sayida gozlem gerektirmektedir.
Eritrosit membran hasarinin  COVID-19 hastalarinda  siklikla gozlenen trombotik
komplikasyonlari destekleyip desteklemedigi arastirimaya devam etmektedir. Son olarak,
ylksek oranda DAT reaktivitesi, transfiizyon 6ncesi test tizerinde bir etkiye sahip olabilir, ¢linki
membrana bagli otoantikorlar, yakin zamanda transfiize edilmis hastalarda eszamanli RBC
alloantikorlarinin varligini maskeleyebilir ve fenotipik olarak eslesen kan nitelerinin segimini
karmasiklastirabilir veya geciktirebilir.

Sonug olarak, kan merkezimize numuneleri génderilen COVID-19 hastalarinin yaklasik
yarisinda eritrosit antikorlari saptanmistir. COVID-19 hastalarinda DAT reaktivitesinin serolojik
dzellikleri, OIHA'da genel olarak gézlenenden farkli bulunmustur. Bununla birlikte, bu durum
artan anemi siklig ve daha fazla transflizyon gereksinimi ile iliskili saptanmistir. Bu acidan
saptadigimiz bulgular, COVID-19 patogenezinde immiin aracili mekanizmalarin 6nemine daha

fazla kanit eklemektedir.

Tablo 1: COVID-19 Hastalarinin Klinik ve Laboratuvar Verileri

DAT-positive patients

(n = 52)

DAT-negative patients

(n = 61)

Age, mean = SD, y 635 = 17.1 652 =142 6212179 17
Males, n (%) 40(53.1) 2 (558) 31 508 40
Length of homital stay, d 155(10-28 19 (102:30) 4 9222) 06
Hemoglobin, g/l 12(86127) 980917 122 9.413.1) 001
Red cell distibution width, % 14(132-152 145 (135159) 134 (127-14.4) 001
Platelet count, % 10°/L 260 (183-335) 308 (207-395) 237 (162-308) 06
Mean platelet volume, fL 107 (10.1-11.9 104 9.9-115) 109 (10.1-11.5) 82
LDH, UAL 229 (199.5-3435) 247 (203.5351) 275 (1845.316) 39
Total bilinsbin, mg/dL 051 (02071 Q.52 10.360.80) 048 0330.48) 43
Serun fe=tm, po/l 782 (452-1227) Y2 5261320.5) 02 (3595-1142.7) 24
D-dimer, pg/L 1269 (711.2427) 1578 (803.53338.5) 1109 (635-2074.5) M
C-reactive protein, mg/dL 41312101 627 (1811079 283 (1.129.11) 12
Pasents recaiving =1 transfusion, n (%) 44(M) 27 51.9) 17 27.9 009
Uniits of RBCs transfused per patient, n 0(02) 102 0 1) 005
Patents on endotracheal mtubation, n (%) 18(16) 1 @2 7019 13
Mortality =t 30 d, n ()1 14(12.4) 8 (154) 698 37



