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Direkt Antiglobin Testi:
Pozitif Teste Laboratuvarin Yaklasimi

» Prof. Dr. Duran Canatan *

Direkt antiglobulin testi (DAT); eritrositlerin
yiizeylerindeki antikorlar1 gostermek i¢in kullanilan tek
asamalr bir testtir. Antikorlar immiinglobiilin veya
kompleman kokenlidir. En sik karsilasilan antikorlar IgG
ve C3d veya ikisinin birlikteligidir.

Antikorlar sicak veya soguk ortamda reaksiyon verebilir.
DAT pozitifligi genelde sicak tipte antikorlar ile olmaktadir.
Ornegin Oto Immiin Hemolitik Anemilerde (OIHA) % 80
sicak, % 20 civarinda soguk tipte antikorlar sorumludur.
Soguk Agliitinin Sendromunda (SAS) veya Paroksismal
Soguk Hemoglobiniiride (PSH) soguk tipte antikorlar
sorumludur (1-5).

Eritrositlerin yasam siiresi kisalmadan da saglikli
insanlarda DAT pozitifligi olusabilir. Bir ¢ok arastirma
sonucunda yatan hastalarda % 0.3-1.5 siklikta, dondrlerde
1/1000-1/14.000 siklikta DAT pozitif olarak bulundugu ve
bu sikligin yas ile arttigi yaymlanmistir (1,6,7,8).

DAT Pozitifligi Bircok Nedenlere Baghdir

1. Eritrosit antijenlerine kars1 olusmus otoantikorlarin
komplemanla birlikte veya tek basina eritrosit yiizeyini
kaplamast,

2. Yakin zamanda yapilmis bir transfiizyondan sonra
alicidaki alloantikorlarin donér eritrositlerinin yiizeyini
kaplamasi,

3. Dondriin plazmasinda bulunan antikorlarin
transfiizyondan sonra alicidaki eritrositlerin yiizeyini
kaplamasi,

4. Annedeki alloantikorlarm plasentadan gecerek fetusun

eritrositlerini kaplamasi,

5. Cesitli ilaclarin (Penisilin, sefalosporin, quinidine,
phenacetin vb) kullanilmast,

6. Yiiksek doz gamaglobulin tedavisi sirasinda veya
hastada hipergamaglobulinemi olmasi.(1)

Direkt Antiglobulin Test Islemi

Konvansiyonel tiip testi icin gerekli malzemeler:

1. 10 x 75 veya 12 x 75 mm’ lik cam tiipler

2. Santrifiij cihaz1

3. Benmari 37 °C

4. NaCl % 0.9’Iuk

5. EDTA’l1 kan 6rnegi (% 2-5’lik eritrosit siispansiyonu
hazirlamak i¢in)

6. AHG reaktifleri (polispesifik ve monospesifik) anti-
IgG, anti-C3d, anti-IgG-C3d, anti-C3b-C3d

7. IgG veya kompleman kapli antiglobulin kontrol
eritrositleri

Islem: Hastadan EDTA I tiipe en az 2 ml kan 6rnegi
alinir. Hasta tiipleri ve AHG reajan ismi tiipleri isaretlenir.
Hasta eritrositlerinden % 0.9 SF igerisinde % 2-5’lik eritrosit
siispansiyonu hazirlanir. Bu siispansiyondan 1 damla test
tiiptine konur. Serum fizyolojik ile eritrositler 4 kez yikanir.
Ustteki siipernatan tamamen dokiildiikten sonra 1 veya 2
damla polispesifik AHG reajeni ilave edilir. Tiip 1000 x
g’de 1 dakika santrifiij edilir. Santrifiij sonrasi agliitinasyon
degerlendirilir ve sonuglar kaydedilir.

Aggliitinasyonun degerlendirilmesi

REAKSIYON DEGERLENDIRME

++++ Bir tek agliitinat, serbest eritrosit yok

+++ Bir kag biiyiik agliitinat, serbest eritrosit yok

++ Cok sayida biiyiik ve kiiciik agliitinat, serbest eritrosit yok

+ Cok sayida kiiciik agliitinat, zeminde serbest eritrosit var

Mikroagliitinasyon Makroskopik olarak negatif, baz1 alanlarda mikroskopik 6-8 eritrositden olusan agliitinat
Stipheli Makroskopik olarak negatif, cok nadir alanlarda mikroskopik 6-8 eritrositden olusan agliitinat
Rulo olugumu Mikroskopik olarak kiimeler para dizisi seklinde

Negatif Makroskopik ve mikroskopik agliitinat yok

Karisik ortam Cok sayida biiyiik ve kiigiik agliitinat, serbest eritrosit var

Composite
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Sonuclar

a. AHG mevcudiyetinde eritrositlerin agliitinasyonu test
pozitifligini gosterir, IgG ve/veya komplement (C3b ve/veya
C3d) varligin1 isaret eder. Polispesifik AHG ile agliitine
edilen eritrositler anti-IgG ve/veya komplement reajanlari
ile tekrar test edilerek hangi komponentin pozitif test sonucu
verdigi saptanur.

b. Anti-C3b, C3d ve/veya anti C3d igeren negatif testler
oda 1sisinda 5-10 dk inkiibe edilir. Santrifiij sonrasi
agliitinasyon degerlendirilir ve sonuclar kaydedilir.

c. Anti-IgG aktivitesi iceren reajanlar icin IgG kaph
kontrol eritrositlerinden 1 damla tiiplere ilave edilerek tiim
negatif antiglobulin testler kontrol edilir.

d. Negatif testte, IgG ile hassas kontrol eritrositleri
eklendikten sonra agliitinasyon mevcudiyeti AHG serum
eklenmis reaksiyonun oldugunu ve negatif antiglobulin
testin gecerliligini gosterir.

e. Eger IgG hassas kontrol eritrositler, polispesifik veya
anti-IgG reajanlarin aktivitesini konfirme etmek icin
eklendiginde zay1f veya agliitinasyon yoklugunu gosteriyorsa
test gegersizdir ve tekrarlanmalidir.

f. SAS veya PSH ontanili 6rnekler 37 °C de bekletilmeli
sonra antikor arastirmasina gidilmelidir (1-4).

Antiglobulin Testinde Hata Kaynaklari

1. Ornek toplama hatalar:

a. DAT icin EDTA’l1 kan kullanilmamasi,

b. Depolanmig kan Orneklerinin ilk 48 saat icinde
incelenmemesi,

c. Kan orneklerinin 0.5 ml’den az olmasi,

d. Silikon jel tiiplerin kullanilmasi,

e. Igne kalinliginin 16G’dan biiyiik olmasi,

f. % 5 veya %10 Dextrose giden setten kan ornegi
alinmasi,

2. Islem Hatalar
a. Eritrositlerin yeterli bicimde yikanmamasi, hatali

edilmezse; dnceden baglanmis olan globulinler, eritrositlerden
tamamen ayrilabilir ve eritrositler lizerinde ¢ok az I1gG
kalabilir. Eritrositlerden ayrilan globulinler kismi olarak
AHG serumunu nétralize edebilir.

c. AHG reajenleri, uygunsuz depolanma ve saklanma
sonucu antikor aktiviteleri bozulabilir.

d. Eger AHG serumunun sisteme eklenmesi unutulursa,
eritrositlerin globulin kaplanmasi tespit edilemeyecektir.
Renkli AHG serumlar1 buna karsi gelistirilmistir.

e. Diizensiz santrifiij, AHG testlerinin duyarliligini
etkiler. Yetersiz santrifiij agliitinasyon icin optimal alt sartlart
saglarken, fazla santrifiij eritrositleri o kadar siki kiimelestirir
ki, yeniden siispansiyon i¢in gerekli ¢alkalama sirasinda
kirilgan agliitinatlar kirilabilir.

f. Eritrosit konsantrasyonu reaktiviteyi etkiler. Eger cok
fazla hiicre varsa zayif reaksiyonlar olusabilir ama ¢ok az
hiicre varsa agliitinasyonu tam ve dogru olarak gozlemlemek
zordur.

g. Bir hastanin serumunda yiiksek konsantrasyondaki
IgG paraproteini, pek cok yikama fazinin ardindan bile anti-
IgG’ yi inhibe edebilir.

h. Yikama soliisyonlarmin diisiik pH’ s1 AHG testinin
duyarliligin1 azaltabilir. Yikama soliisyonunun optimal pH’
s17.0 — 7.2 olmalidur.

i. Yetersiz teknik, zayif reaktif testlerin negatif olarak
yanlig yorumlanmasina neden olabilir. Personel zayif pozitif
testleri okumada ve yorumlamada genellikle zorlanabilir (1-
4).

3. DAT Sonucunu On Degerlendirmede Neler
Yapilmah

a. Siipheli sonuclar kolon agliitinasyon testi veya gel
testi ile karsilastirilmalidir.

b. Anti IgG veya anti C3d igeren monospesifik testler
kullanilmalidir.

c. Hastanin tanisi, aldigi ilaglar, transfiizyon oykiisii,

negatif AHG testlerin en 6nemli sebeplerinden biridir. | Tablo 1. DAT yorumunda klinik ve laboratuvar verileri

Eritrositler ii¢ dort kez manuel veya otomatik yikama | Klinik veriler

Laboratuvar verileri

yontemi ile yikanarak baglanmamis globulinler Yas Hemoglobin
. . | Irk Hematokrit
uzaklagtirilir. Stipernatan her yikamada titizce siiziiliir. [—: P
Cins Retikiilosit sayimi
Calisma sirasinda test tiipii parmak, bagparmak veya [jinik Tam Biliriibin
avug ici ile temas etmemelidir. Bu ¢alisanin sagligi i¢in | Gebelikler Haptoglobulin
tehlike olusturmakla kalmaz, ayn1 zamanda globulinlerin | Transfiizyonlar Laktik dehidrojenaz

yikama soliisyonunu kontamine edip, AHG serumunu | Ilaglar a. Bilinen b. Bilinmeyenler

Idrar hemoglobini

kismi veya tamamen inaktive etmesine neden olabilir.

Transplant dykiisii

ALG / ATG

b. AHG serumu, yikamanin hemen ardindan ilave

Composite
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klinik ve laboratuvar bulgulari sorgulanmalidir (Tablo1).

4

Hatali sonuclarin nedenleri : Tablo 3 de 6zetlenmistir.

d. Hastanin laboratuvar bulgulari olarak Hb, Hkt,
EOV, Retikiilosit sayimi, Serum Biliriibin,

Tablo 3. Hatalt DAT sonuglarmin nedenleri

Haptoglobulin, LDH ve Idrar hemoglobin diizeylerine

Yalana pozitiflikler

Yalanc negatiflik Klinik olarak onemli

olmayan pozitiflikler

bakilmalidir. Bir tam kan sayimi ile OIHA’y1 tanimak
ve yonlendirmek miimkiin olabilmektedir. OIHA’leri

saptamada tam kan sayiminin rolii aragtirtlmis. 784.185
kan sayimi 6rneginden, Hb 10 gr/dl ve EOV 80 fl

Spontan aggregasyon | Uygun olmayan Pasif olarak gecen
yikama antrikorlar

Tuzun uygunsuz Uygun olmayan Normal hastalar

depolanmast teknik

iistiinde olanlara retikiilosit bakilmistir. Retikiilosit
sayimi % 2 iizerinde olanlarin % 12.3 sinde DAT +

Asirt santrifiij

Uygun olmayan tuz
depolanmasi ve pH s1

bulunmustur. DAT(+)’lerinde % 63.4’iinde OIHA |Uygun olmayan Gecikmis test iglemi
saptanmistir (9). kan ornegi
e. Ilaca bagli immiin hemolitik anemide seroloji |Sepsis Efektif olmayan
ve ilaglar arasinda iligki arastiriliyor. Hastanin yasg, cins, AHG serumu
ilag dykiisii, DAT ve IAT durumlar aragtirlldiginda Kriyoglobulinler

71 hastada 23 farkli ilacla iliskili 73 ilaca bagli hemoliz
saptantyor. Siklik sirasina gore sefalosporinler, penisilinler,
nonsteroid antiinflamatuar ila¢lar, kinin ve kinidinler ve
diger ilaclar gelmektedir. (10)

f. Malignite ve aldigi kemoteraptik ajanlar
sorgulanmalidir (11). Ayrica Plazmodyum yoniinden de
aragtirtlmalidir (12,13).

g. Hastanin yas, cins, 1k, ilaglar ve diger laboratuvar
sonuglart bilgisi yoksa, reaksiyon transfiizyon sonrasi
saptanmamis ise ve reaktivite bir otoantikordan veya ilactan
kaynaklanmiyorsa antikoru saptamak zordur. (Tablo 2).

1. Yalanci Pozitif Sonuclar

a. Potansiyel sicak veya soguk otoantikorlar sonucu
spontan agliitinasyon olabilir. Eger yikama ve AHG
eklenmesinden 6nce bu reaksiyon saptanmaz ise DAT sonucu
uygun yorumlanamaz.

b. Fazla santrifiij eritrosit agliitinasyonuna sebep olabilir,
bu nedenle optimal santrifiij siiresi ayarlanmalidir.

¢. Tuzun kontamine olmamasi gerekir.

d. Tuz, cam veya metal kaplar yerine plastik kaplarda
saklanmalidir. Boylece cam veya metalik iyonlar eritrositlere
baglanamaz.

Tablo 2. Sorunlu Sonuglar Ornegi

e. Otomatik hiicre yikama sisteminden bakteriyel

kontaminasyon olabilir.

f. Silikon jelli tiipler veya pihtili kan gibi uygun

olmayan hasta 6rneklerinde yalanci pozitif sonug olabilir

(1- 4).

DAT IAT

Polispesifik anti AHG +1 IS 37C | AHG

Monospesifik anti IgG | +1 SI 0 0 0

Monospesifik anti-C3d | 0 SII 0 0 0
AC | 0O 0 +1

SI: Tarama Hiicreleri I, SII: Tarama Hiicreleri II, IS: Acil santrifiij,

AC: Otokontrol, AHG: Anti human globulin

h. On degerlendirmenin son agsamasinda klinik olarak
hemoliz var mi, son 3 ay i¢inde transfiizyon veya gebelik
Oykiisii var mi, gegmiste DAT (+) lik ykiisii var mi tekrar
aragtirtlmalidir.

i. Hastada bu durumlar yoksa, serumda beklenmeyen
antikorlar yoksa ve transfiizyon da yapilmayacaksa DAT
icin daha ileri testleri yapmak bakim ve maliyet agisindan
gereksizdir (1- 4).

Composite

2. Yalanci Negatif Sonuclar
a. Eritrositlerin uygun olmayan yikama iglemi en
sik nedendir.

b. Son yikamadan sonra kalan tuzun uygun sekilde
elimine edilmesi gerekir. Kalan tuz AHG’yi diliie veya
notralize edebilir ve islem yalanci negatif sonug verir.

c. Eritrositlere bagh zayif antikorlar1 saptamak i¢in, son
AHG eklenmelidir.
d. Test sonucunun okunmasinda hata yapilmasidir. Tiip

yikamadan hemen sonra

tabandan nazikge tutulur, gercek zayif agliitinasyon, tiip
sarsilirsa ayrilir. Optik okuyucu kullanarak okumak ve kayit
etmek en dogrusudur.

e. Bir voliim insan serumu 1/4000 oraninda tuzda diliie
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edilmis bir esit voliim AHG’yi nétralize edebilir. AHG nin
notralizasyonu kontrol etmek icin IgG veya Kompleman
kapl eritrositler kontrol olarak kullanilir.

f. AHG’nin uygun olmayan sekilde depolama islemi de
yalanci negatif sonuca neden olur.

g. Rutin yikama iglemi ile ¢ikarilamayan kriyoglobulinler
antiglobulini nétralize ederek yalanci negatif sonug verebilir.

h. Diger yalanci negatif nedenler: Tuzun uygun sartlarda
depolanmamast, tuzun pH sinin 6’dan kii¢iik olmast, plastik
kaplarda otoklavda steril edildiginde testlerin hassasiyeti
azalir.

DAT Hassasiyetinde Sinirlamalar

I. Birkag arastirict IgG kapli eritrositler ile (+) DAT
gozlemi arasindaki korelasyonu arastirdi. Kesin bir esik
deger saptanmamasina karsin 100 — 500 molekiil IgG veya
400 — 1100 molekiil C3d kapli eritrositin gorsel olarak DAT
pozitif sonug verecegi yayinlandi.

II. Negatif test, tesbit edilen esik degerin altinda molekiil
sayisinin oldugunu gosterir. Bununla beraber yeni reaktanlar
veya daha hassas test yontemleri, daha diisiik diizeyde
proteinleri eritrosit iizerinde tesbit edebilirler.

III. Sadece komplemanla kaplanmuis hiicreler ile olugan
agliitinasyonu saptamak icin oda sicaklifinda 5 dakika
inkiibasyon ve hemen ardindan santrifiij ve degerlendirme
onerilmektedirler. Bu tiir bir inkiibasyon, negatif bir DAT’i
pozitif bir DAT e doniistiirebilir.

IV. Yikama ve AHG serumu eklenmeden 6nce eritrositler
agliitine olabilir. Potent soguk reaktif otoantikor tagiyan
orneklerde eritrositler, oda sicakliginda veya bunun altindaki
sicaklarda agliitine olabilirler.

V. Kirli cam esya ig¢indeki partikiiller veya
kontamitantlar, eritrositlerin agliitinasyonuna neden olabilir.
Eger tiim kan o6rneklerine ait testlerin hepsi zayif olarak
reaktifse, yeni test tiipleri kullanilarak testin tekrarlanmast
gerekir.

VI. Eger hastada negatif DAT ile klinik hemoliz bulgulari
var ise, eliisyon islemleri gibi daha ileri testler gerekebilir.
(1-4)

Pozitif DAT testini arastirmada kullanilan eliisyon
teknikleri;

1. Sitrik asid eliisyon

2. Soguk-asid eliisyon

3. Glisin-HCI/EDTA eliisyon

4. Is1eliisyon

Composite

5. Lui dondur - erit eliisyon

6. Soguk otoadsorbsiyon

7. Sogukta reaksiyon veren otoaglutininlerin 6zgiilliigiinii
saptama

8. Yiiksek titrede sogukta reaksiyon veren
otoaglutininlerin titrasyonu

9. Sicakta reaksiyon veren otoantikorlarin otolog
adsorbsiyonudur (1-4).

Intakt eritrositlerden IgG cikarilmasi konusunda
Acid/EDTA, Glisin HCI, Is1 ve Klorokin testleri 8 sicak
otoantikor ve 42 alloantikorda karsilastirildiginda;
Acid/EDTA 48 ornekte, Is1 46 ornekte ve Klorokin 26
ornekte basarili bulunmustur. Ttim antikorlarda basari orant
karsilastirlldiginda LISS TAT> Acid/EDTA > Is1 (p<0.001),
Kell sisteminde Acid/EDTA > Is1 (p<0.001) oldugu
goriilmiistiir (14).

Klinik Olarak Onemi Olmayan Pozitif DAT Sonuclar

Transfiizyonda en sik karsilasilan ve sikint1 ¢cekilen sorun,
klinik olarak 6nemi olmayan pozitif DAT sonuclaridir.

1. Pozitif DAT pasif olarak plazma, plazmadan zengin
trombosit veya kriopresipitat ile gegebilir.

2. ALG veya ATG ile tedavi edilen transplant
hastalarinda, heterofil antikorlar1 veya diger beklenmeyen
antikor kapli hasta eritrositleri ile (+) DAT olusabilir.

3. Pozitif DAT ile sonuglanan izoagliitininlerin pasif
transferinde IVIG iiriinleri sorumlu tutulmustur. Anti A ve
Anti B’de beklenmeyen diger eritrosit alloantikorlar1 kadar
IVIG preparatlarinda saptanmaistir.

4. Pozitif DAT’lar ITP tedavisinde WinRhoSDF alan
hastalarda da saptanmustir.

5. Klinik olarak énemli olmayan Pozitif DAT lar Rh
pozitif bebeklerde sorun olmaktadir. Bebek 28. gestasyon
haftasinda, Rh immiinglobulin yapilmis anneden dogdugunda
zayif (+) DAT bulunabilir ve sorun olusturur.

6. Normalde klinik olarak 6nemi olmayan pasif olarak
gecen antikorlar (+) DAT’a neden olur. Fazla miktarda pasif
olarak gecen bu antikorlar eritrosit yikimini artirarak klinik
yakinmalara neden olabilir (1).

7. Tamada ve ark. ITP i¢in yiiksek doz IVIG alan iki
hastada iki hafta icinde 6nemli hemolitik anemi saptadilar.
Bunun gibi ABO uygun trombositleri olan plazmada yiiksek
titrede Anti A veya Anti B, eritrosit yikimina sebep olabilir
(15).

Ozet olarak; daha onceki transfiizyon ve ilag bilgileri
degerlendirme i¢in gereklidir. Serolojik sonuglar ile klinik
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bilgiler arasinda korelasyon yoksa, klinik olarak onemli
antikorlar, olagan olmayan veya beklenmeyen reaksiyonlar
kan bankasi icin sikint: yaratir.

Diger Antiglobulin Test Yontemleri

Klasik tiip yontemine alternatif olarak kullanilan
yontemler test sonuglarini okuma ve degerlendirmede daha
yararlidirlar.

Klasik Tiip Yontemine Alternatif Olarak Kullanilan
Yontemler

1. Elisa yontemi (Enzyme-Linked immunosorbent assay)

2. Solid Faz Yontemi SPRCA (Solid-phase red cell
adherence assay)

3. Jel testi (Mikrotyping Gel System)

4. Akim sitometrisi (Flow Cytometer)

5. Direkt Polibren Testi

6. Dot Blot Yontem

Elisa Yontemi: ELISA yontemi eritrosite bagh IgG’ nin
tespiti, Ol¢iilmesi ve fetomaternal hemorajinin gosterilmesi
icin kullanilmaktadir. Eritrositler incelendiginden teste
genellikle ELAT (Enzyme-linked antiglobulin test) denir(1-
4).

Solid Faz Yontemi: Immunolojik testlerde kullanilan
kati-faz mikroplate teknikleri, artik eritrosit antijenlerinin
ve antikorlarmimn tanimlanmasinda da kullanilmaktadir. Direkt
testte mikroplate kuyucuklari antikor ile kaplanmistir ve
eritrositler kuyucuklara eklenir. Eritrositler ilgili antijenlerle
kapli ise kuyucuklarin kenarlarina yapisir. Eger antijen-
antikor reaksiyonu olugsmazsa, eritrositler kuyucuklarin dibine
diigme seklinde coker(1-4).

Jel Testi: Jel testi 1986 yilinda Lapierre ve arkadaslari
tarafindan gelistirilmigtir. Jel sistemi; molekiillerin ¢caplarina
gore tutulmasi prensipine dayanmaktadir. Test serumu ve /
veya reajen eritrositler tiiplere tepeden ilave edilir, inkiibasyon
sonrast tiipler santrifiij edilir. Santrifiij reaksiyon karigimini
jel icerisine ceker. Agliitinasyon olusmus ise agliitinatlar jel
kolonun tepe kisminda tutulur. Biiyiik agliitinatlar,
mikrotiiplerin tepesinde toplanirken, daha kiiciikleri
mikrotiiplerin daha agagidaki boliimlerinde filtre edilirler ve
agliitine olmamis hiicreler mikrotiiplerin taban kismina
cokerler (1-4).

Das ve ark. konvansiyonel tiip testi ile jel testinin

Composite

karsilastirilmasini 170 6rnekte yapmislardir. Polispesifik
pozitif orneklere IgG ve C3d monospesifik testler
uygulandiginda. 6 drnekte sorun ¢ikmigtir. Beg drnek
Konvansiyonel tiip testinde ve 1 ornek jel testinde
belirlenememistir. Jel testinin hassasiyeti polispesifik testte
% 96.4 ve monospesifik testte ise % 95.7 saptanmustir. Jel
testinin eritrosit antikorlarini saptamada iyi bir se¢enek
oldugu vurgulanmistir. (16).

Jaiprakash ve ark. 1656 6rnegin 1054’iinde IAT pozitif
ve 602’sinde DAT pozitifligi saptamiglardir. 587 DAT (+)
ornegin (% 97.5) klinik ile uyumlu oldugunu gostermislerdir.
Jel testinin hassasiyeti bu calismada %100, 6zgiinligii %
97.3 bulunmustur (17).

Novaretti ve ark. 1996-2002 yillar1 arasinda 9862 6rnekte
Jel testi ile konvansiyonel tiip testinin kargilastirmasini
yaptiklarinda; jelde hassasiyeti % 100, ozgiinliigii % 83,
konvansiyonel tiip testinde de hassasiyeti % 50.7, ve
Ozgiinligi % 97.8 bulmuglardir.(18).

Courtney ve ark.otokontrol drneklerde jel yontemi ile
Gamma reAct yontemlerinin hassasiyeti arastirmiglardir.
1116 Otokontrol test 6rneginde 79 pozitif sonug bulmuglardir.
79 ornegin 72’si Jel testinde pozitif (% 91.13) iken 27’si
tiip yonteminde (%34.18) ve 21 i reAct’de pozitif (%26.58)
bulunmustur. Pozitif bulunan 79 6rnegin 44’iinde DAT
negatif oldugu goriilmiistiir. (19).

Akim Sitometrisi: Ozellikle konvansiyonel tiip testi ile
saptanamayan diisiik diizeydeki antikorlar1 saptamada jel
testi ve akim sitometrisi 6nerilmektedir. 157 OIHA stipheli
olgunun 50’sinde hemoliz bulgular1 var, 107 sinde hemoliz
bulgular1 yok. 50 olgunun 5’inde konvansiyonel tiip testi
negatif bulunuyor. Bu 5 hastanin dordiinde Jel testi, besinde
de akim sitometrisi pozitif bulunuyor. Ortalama akim indeksi
(MFI) konvansiyonel tiip testi ile pozitif bulunan hastalarda
18.347.78 iken negatif olan hastalarda 7.88+1.35 (p<0.05).
Akim sitometrisi DAT negatif hastalarda daha hassas; ancak
jel testi akim sitomerisinden once segilecek daha kolay bir
yontemdir (20).

Direkt Polibren Testi: AIHA tanisinda manuel Direkt
Polibren Testinin (DPT) yeri arastiriliyor. 18 OIHA, 20
Saglikl1 Dondr ve 20 Orak Hiicreli Anemide konvansiyonel
tiip yontemi ile DAT bakiliyor. 18 hastanin 14 tinde DAT+
(%78) ve 4 tinde DAT — bulunur iken, DPT 17 sinde pozitif
(%94) ve 1 hastada negatif bulunuyor (21).
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Dot Blot Test: Soid faz tekniginin nitroselliiloz
membranlarda uygulanmasidir. Anti human IgG kapl
nitroselliilloz membranlar kullaniliyor. Hastanin serum
fizyolojik i¢inde hazirlanmis eritrosit siispansiyonlari
membranlar iizerine ekleniyor, bes dakika sonra membranlar
yikantyor ve sonuglar okunuyor. Pozitif reaksiyonlar kirmizi
renge doniisiir iken, negatifler ise beyaz olarak kaliyor.
Klasik tiip yontemi ile iyi korelasyonu olmasi yaninda Dot
Blot DAT testi stabilitesi basitligi ve objektivitesi yonden
avantajli bir yontemdir (22).
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Direkt Antiglobin Test

Pozitifligini

Klinik Durumlari

» Prof. Dr. Duran Canatan*

Direkt Antiglobulin Test (DAT) pozitifligi her zaman
immiin hemolitik anemiyi yansitmadigi gibi, tersine DAT
negatifligi de immiin hemolitik anemiyi elimine etmez.
Hastanin klinik durumu hemolitik durumunu diisiindiiriirse,
immiinglobulin veya komponentleri baglayan otoantikorlarin
saptanmasi ile olusan DAT pozitifligi tanida degerli bir
aragtir.

Kan bankacilar1 DAT (+)’ligi ile ilgili klinik durumlar:
hatirlamalidir:

1. Saglikli bireylerde edinsel olarak gecen pasif
antikorlarin yaptig1 pozitif testler klinik olarak 6nemli
olmayan olgularda diisiiniiliir.

2. Alicida bulunan alloantikorlar antijenle karsilastiginda
gecikmis hemolitik transfiizyon reaksiyonlarina yol acabilir.

3. Maternal hiicreler ile kaplanmig hassas fotal hiicreler
plasentay1 gecerek yenidogan hemolitik hastaligina yol agar.

4. Transfiizyona bagl kan grubuna 6zgiin otoantikorlar
(Ornegin E, K veya Jka) hernekadar var ise de genellikle
belirgin hemoliz gozlenmez.

5. llaca bagh DAT pozitifligi birkac mekanizma ile
olusmaktadir:

a. Kirmizi kiire yilizeyine direkt baglanarak antikor
olusturma, (Ornek: Penisillinler)

b. Ilag-anti ila¢ kompleksi gibi immiin kompleksler
olusturma, (Ornek: Knidin)

c. Kirmizi kiire membranini1 modifiye ederek antikor
olusturma, (Ornek: Sefalosporinler)

d. Ilaca bagli otoimmiinite olugturma, (Ornek:
Metildopa)

Rh Tipleme Farkliliklar

Otoagliitininler DAT pozitifligine sebep oldugunda
hastanin uygun kan tipini belirlemek zor olabilir.

Yalanci pozitif Rh tiplemeler genelde yiiksek protein
oraninda (%20-24) ve Rh tipleme serasindaki immiinglobulin
kapli kirmizi kiireler oldugu zaman gozlenmistir. Eger uygun
kontrol 6rnekleri kullanilmaz ise yalanci Rh pozitif yorumuna
yol agar.

Spontan agliitinasyona bagli yanlis yorumdan kaginmak
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icin Anti-D ile test edilmis kontrol olarak kullanilacak ticari
reajanlar kullanilmaktadir.

1. Eger kontrol ve test pozitif ise Rh tipleme gecersizdir.
Pozitif DAT sonucu veren hastanin kirmiz kiireleri diisiik
protein kullanilarak tekrar test edilir.

2. Eger soguk agliitininler veya anormal proteinler (rulo
formasyonu) iceren ornek test edilirse diisiik proteinli
ortamlarda da yalanci pozitif sonug verir.

3. Eger Rh tipleme, diger testler (ABO tipleme) ile
beraber yapilirsa paralel reaksiyon nedeni ile yalanct Rh
tiplemeden kaginmak icin Rh tipleme bagimsiz olarak kontrol
edilmelidir. Bu kontrol ya ticari olarak hazirlanmig hasta
serumu ile veya %6-8 lik bovin albiimin ile yapilir. Spontan
agliitinasyon durumlarinda monoklonal Rh tipleme reajantlari
diisiik proteinli diliientle hazirlanir, pozitif DAT sonuglarint
kontrol etmek i¢in kullanilir.

4. Zayif D Antijenini test etmek icin kullanilan Indirekt
Antiglobulin Test islemi, pozitif DAT’ 1 kisilerde
yapilamayabilir. Eger zayif D antijen mevcut ise, fétomaternal
kanamada kullanildig1 gibi immiinglobulin kaplamay1 ayirma
veya rozet testi gibi 6zel teknikler kullanilmalidir.

5. Eger soguk reaktifli IgM’nin neden oldugu spontan
agliitinasyon var ise, Rh tipleme yapilmadan once 6rnek
37°C’de bekletilir ve 37-45 °C’lik 1lik tuz ile yikanir. Ilik
tuzlu su ile yikama islemi basarili olmaz ise, IgM
molekiillerini kirmizi kiirelerden ayirmak icin tiol reajanlart
kullanilir.

Genislemis Test Islemi

Pozitif DAT testinin daha ileri serolojik degerlendirilmesi,
hekimin hemolitik anemi tanisina veya transfiizyon igleminin
giivenilirligine yardim etmek i¢in kullaniglidir. Bir pozitif
DAT’ni arastirmak icin serolojik problem ¢dzme yollar1
sunlardir.

1. Polispesifik AHG

2. Monospesifik AHG

3. Serum galismalar1

4. Eliisyon iglemleri

Hastanin tanisi, transfiizyon ve gebelik oykiisti, ilag
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tedavisinin pozitif DAT iizerine etkisi ve daha ileri testler
diisiiniilmelidir.

Transfiizyon ve gebelik dykiisii yok ise, klinik hemoliz
bulgulart yok ise, hastanin klinik tedavisine katki
saglamayacagi icin eluat iglemi gereksizdir ve zaman kaybidir.

Hastanin klinik durumu veya dykiisii hemolitik durumu
diistindiiriiyor ise, negatif DAT sonucunda, daha ileri iglemler
yerine, hastanin kirmizi kiirelerinden bir eluat iglemi
hazirlanmasi tan1 i¢in dnemlidir.

Dabha ileri islemler yalniz test sonucu icin degil hastanin
bilgisi icin de yapilir. Hangi islem yapilacagi asagidaki
durumlara gore diisiiniilmelidir.

1. In vivo hemoliz belirtisi

2. Anemi derecesi ve transfiizyon gereksinimleri

degisiklikler ile (1sitma veya dondurma) veya notralizasyon
ile veya antijen antikor kompleksinin ayrilmasinin zorlanmasi
ile veya antijen antikor baglanma yerlerindeki yapisal
degisiklikler ile antikor serbest birakilir.

Judd, eliisyon iglemlerine teknik ve teorik bir yaklasimla
genis bir tartisma sagladi. AABB Teknik Manuel, yontem
seciminde bir ¢ok eliisyon iglemi sagliyor. Ticari firmalar
gerekli reajanlari iceren kullanimi kolay ve takibi basit hazir
eliisyon kiteleri hazirladilar.

Eliisyon Islem Secimi

Kan bankac1 eliisyon islemi yapacagi zaman, pozitif
DAT a sebep olan antikoru diizeltecek cok etkili bir yontem
secmelidir (Tablol).

3. Yakin zamanda yapilmis |Tablo 1. Kirmiz Kiire Eliisyon Yontemleri
tipe spesifik eritrosit ve / veya |Yontem Antikor iyilestirme | Tehlike? [Siire (sn) | Yorum
ABO uygun olmayan plazma |Is1 (56C) ABO Yok 15 Kolay; IgG antrikorlarinin
komponent transfiizyonlar: zayif iyilestirmesi
4. Ug¢ aydan énce yapilmig |Lui Dondur-Erit) ABO Yok 15 Kolay; IgG antrikorlarmin
transfiizyonlar zayif iyilestirmesi
5. Serumda beklenmeyen Digitonin Asit | Sicak oto ve Yok 15 IgG antrikorlarmin iyi iyilegtirmest,
antikorlar _ . alloantikor jka icin zay1if ha.ssasiyet. ‘
6. Bilinen veya bilinmeyen Soguk Asit Sicak o.to ve Yok 15 Kolay; IgG 'fmtrlkorlarl icin
. alloantikor zayif hassasiyet
ilaclar . . Cabuk Asit Sicak oto ve Yok 15 Kolay; IgG antrikorlarmin
7. Ozel islemler veya . P .
alloantikor iyi iyilestirmesi

tedaviler (Transplantasyon, ALG,
ATG)
8. Hastanin tanisi

Bir cok transfiizyon servisleri ve referans
immiinohematoloji laboratuvarlarr karar verme asamasinda,
hastanin kan bankasi kayit formunu ve serolojik calismalarinin
on sonuglarint kullanir. Ek 3-1’de bilgi toplamak icin
kullanilan bir Ornek Form gosterilmistir. Hastanin
bilgilendirme durumu ve onam formunu da iceren bir ¢ok
faktorler bu formda bulunur.

Kirmizi Kiire Eliisyon Teknikleri

Eliisyon testleri DAT pozitifligi veya negatifliginde
problemi ¢ozmek i¢in yapilir. Kirmizi kiire eliisyon iglemleri
kirmizi1 kiire membranindaki antikorlari saptamak ve taramak,
antikorlarmn ¢ikarilmasi ve iyilestirilmesi amaci ile kullanilir.

Antikorlar antijenlerden ayirmak i¢in, 1sitma, dondurup-
eritme, pH degisikligi, organik solventler veya yiiksek tuz
konsantrasyonlar1 kullanmak gibi bir ¢cok yontemler
gelistirilmistir. Baz1 6rneklerde eliisyon islemi spekiilatiftir.
Bununla beraber tiim tekniklerde ya termodinamik
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Ornek biiyiikliigii, zaman, fiyat, teknik deneyime gore
yontem sec¢imi yapilir. Antikor iyilestirme icin bir ¢cok
eliisyon teknikleri gelistirilmigtir. Bazilar1 daha basit, daha
giivenli ve daha kullanighidir.

South ve arkadaslar1 farkli eliisyon tekniklerini
degerlendiren ve karsilastiran bir ¢aligma yaptilar. Tiim
ortamlarda calisan tek bir yontem yoktur.

Bir islem yapildiginda sonuglar tatmin edici degilse kan
bankaci baska bir yontem diistinmelidir. Son transfiizyon
sonras1 gelismis sicak reaksiyon veren IgG otoantikorlar
ve alloantikorlarini iyilestirmek icin cabuk asit, digitonin
asit veya soguk asit yontemlerini kullanmak gerekir.
Iyilestirmede eter ve kloroform etkilidir fakat kullanim ve
depo kisitlamalarindan dolayr genelde kullanilmaz.

Eger pozitif DAT tan transfiizyon veya gebelik ile pasif
olarak gecen ABO izoagliitininleri sorumlu ise 56 °C’de
1sitma veya Lui Dondur-Erit ydontemi uygundur.

Tiim eliisyon yontemleri teknik bagimlidir. Test edilen
kirmizi kiire 6rneginin kalitesi kadar uygun yikama sonuglari
da eluat1 etkiler.
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1. Ug giinden fazla saklanmig kirmizi kiirelerden daha
az potent eluat saglanir.

2. Antikor titresi yiiksek ise, eluat hazirlamada uygun
yikama iglemi kritiktir. Uygun yikamay1 gostermek icin, son
yikama soliisyonu negatif kontrol ile ayn1 zamanda test
edilmelidir. Eger son yikama soliisyonunda antikor
mevcudiyeti var ise test gecersizdir. Proteinler cama
baglanabildigi icin eluat oncesi yikanmis kirmizi kiireler
temiz tiiplere aktarilmalidir.

3. IgM antikorlarinda ve diisiik affiniteli IgG
antikorlarinda son yikamadan sonra oda 1sisinda antikorlar
ayrilabilecegi icin soguk tuzlu soliisyon ile (4 °C) veya
diisiik iyonik soliisyonlar ile islem yapilmalidir.

4. Eger organik solventler uygun bir sekilde depolanmaz
ise pH degisiklikleri eluat1 etkiler.

5. Uygun teknik ile artik asitler ve kimyasallar
cikarilamaz ise hemolize neden olur.

6. Sonug olarak tuzlu suda hazirlanmus bir eluat unstabil
oldugundan hemen test edilmelidir. Eluata protein (bovin
albiimin) eklenerek son konsantrasyon %6’lik hazirlanirsa
daha sonraki testler i¢cin dondurularak saklanabilir.

Eluat intakt kirmiz1 kiirelerden veya kirmizi kiire
stromasindan hazirlanabilir. Eliisyon ¢aligmalari i¢in kirmizi
kiire hazirlandi8inda iyilestirilmeyen hiicrelerin kiiciik
voliimde olmas1 onerilir. Eliisyon islemi ile IgG’ler
cikarildiktan sonra otolog serum adsorbsiyonu veya antijen
fenotiplendirilmesi i¢in kullanilir. Ciinkii eliisyon bir
konsantrasyon islemidir. Kirmiz1 kiirelerden iyilestirilerek
cikarilabilen antikorlar zayif veya negatif DAT sonug verir.
Pozitif DAT’I1 (+2 veya daha fazla) hiicrelerde antikor
iyilestirmesini artirmak icin eliisyon islemi 6ncesi hiicrelere
tuz veya albiimin eklenir.

Eliisyon Islemi

Eluat test edildiginde bir indirekt antglobulin testi
uygulanmalidir. Eger allo ve / veya oto antikorlardan
siiphelenilirse, eluat O grubu tarama veya panel hiicreleri
test edilebilir.

Eger ABO gruba 6zgiin olmayan plazma transfiizyonlari
veya ABO yenidogan hemolitik hastalifinda pasif olarak
gecen Anti-A ve Anti-B mevcut ise, ortama A ve B kirmizi
kiire hiicreleri eklenir.

Bazan kordon kani hiicreleri, maternal IgG antikor
yapiminin sonucu olarak, diisiik siklikta antijen
mevcudiyetinde pozitif DAT sonucu verir. Ticari tarama
hiicreleri ile test edildiginde eluat genellikle reaksiyon
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vermez. Bundan dolay1 bilinen diisiik sikliktaki antijeni olan
panel hiicreleri ve /veya paternal kirmizi kiireler test icin
kullanilir.

Ilaclar pozitif DAT a neden oldugu zaman, eger eluat
ila¢ olmayan hiicreler ile agliitinasyon olmadigini gosterirse,
ya ilagla tedavi edilmemis kirmizi kiireler veya ilacla tedavi
edilmis kirmizi kiireler test edilmelidir.

Eluat: test hiicre oram artirilarak (3-4 damla eluat bir
damla hiicre seklinde) eluat reaktivitesi artirllabilinir. AHG
eklenmeden once fazla eluat eklenmesi inkiibasyon sonrast
fazladan yikama gerektirebilir.

Eger eluat miktar1 sinirli ise kirmizi kiirelerdeki tuz
konsantrasyonu %?2’ye kadar azaltilabilir veya PEG gibi bir
kuvvetlendirici ortama eklenir. PEG eklenmis ticari kitlerde
kuvvetlendirici ve eluat oran1 1:1 dir. PEG kullanildiginda
elautla inkiibasyondan sonra kirmizi kiireler tuzlu su ile en
az ii¢ defa yikanmalidir.

Son transfiizyon ve ilag dykiisii ile korele olusmus serum
calismalarinda eluatin daha ileri testi gerekir. Eger oykii yok
veya saglanamaz ise, baglangic test panel hiicreleri ile antikor
tarama hiicreleri tercih edilebilir.

Eger endikasyon var ise, bilinen fenotipli panel hiicreleri
ile test yapilmasi, hem eluat hem kan bankacinin zamaninin
kullanim1 ag¢isindan 6nemlidir.

Gecikmis hemolitik transfiizyon reaksiyonuna neden
olan alloantikor yapiminda veya yenidogan hemolitik
hastalifina yol acan antikorun eliisyonunda tam bir
performans icin ticari kirmizi kiire paneli daha uygundur.

Antikor spesifik eluat saptandigi zaman, ek
alloantikorlarin mevcudiyeti elimine edilmelidir. Eluat
preparasyonlarinin testinde dozaj sunulabilir. Eger baslangi¢
kirmiz1 kiire panel testi ile kirmizi kiire antikorlari elimine
edilemiyorsa spesifik antijenlerden olusturularak secilmig
bir panel, antikorlarini elimine etmek i¢in test edilmelidir.

Serum ile eluatlar ¢coklu antikor 6zellikleri sunabilir,
serumdan ayrilan antikor spesifikleri (6rnegin Anti Jka),
eluatta iyilestirilmis antikor spesifiklerden (Ornegin Fyb)
ayirt edilebilir.

*SDU Tip Fakiiltesi, Pediatrik Hematoloji BD, Antalya
Devlet Hastanesi Talasemi Merkezi Baskani, Talasemi
Federasyonu Genel Baskani, Antalya
dcanatan@superonline.com
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TRIM

» Dr. S. Haldun Bal*

Allogeneik Kan Transfiizyonu (AKT) hayat kurtarict
oldugu kadar 6nemli komplikasyonlar1 da olan bir
uygulamadir. Bu komplikasyanlar kabaca Hemolitik ve
Hemolitik olmayan seklinde ikiye ayrilabilir. Bu
komplikasyonlarin en 6nemlilerinden biri olan ve hemoliz
yapmayan grupta bulunan transfiizyon sonucu gelisen
immiin degisiklikler, bugiine kadar nedeni ve mekanizmasi
tam olarak aydinlatilamamis bir fenomen durumundadir.
Bu durum Transfiizyon Iliskili Immiin Diizenlenme
(Transfusion Related Immunomodulation-TRIM) olarak
tanimlanmaktadir.

Ilk kez bundan 40 yil 6nce dikkati cekmistir. Opelz ve
arkadaslar1 renal transplantasyon i¢in beklemekte olan
hemodiyaliz hastalarinda, transplantasyon oncesi AKT
alanlarin renal allograft sag kaliminin almayanlara gore
daha yiiksek oldugunu rapor edilmislerdir (1). Bu durum,
AIDS pandemisi kendini gosterene kadar, transplant
hastalarina bir veya birkag tinite AKT yapilmasini standart
bir islem haline doniigmiistiir. Bu yararl etki bugiine kadar
gecen siirecte cesitli klinik deneyimler, gozlemsel calismalar
ve hayvan deneyleriyle dogrulanmig, ancak randomize
kontrollii calismalarla desteklenememistir. Daha sonraki
zamanda, AKT’nin, artmis kanser rekiirrensi ile iligkisi
belirlenmis, kiiratif cerrahiye giden ve cerrahi oncesi AKT
alan hastalarin bu uygulamadan olumsuz olarak
etkilenebildikleri, timor biiyiimesinin ve metastaz
gelisiminin hizlanabildigi ifade edilmistir (2). Ote yandan
cok sayida gozlemsel ¢alisma postoperatif bakteriyel
enfeksiyon riskini de artirdigini ortaya koymustur (3).
Yine gozlemsel calismalardan bazilari, Chron hastaligi
rekiirrensini (4) ve tekrarlayan spontan abortuslart olan
kadinlarda diisiik riskini azaltarak (5) olumlu sonuclar
olusturdugunu ifade ederken, bazilar1 da, latent HIV ya
da CMV enfeksiyonu aktivitesini artirarak (6)
olumsuzluklar dogurdugunu ifade etmistir. Tiim bunlara
bakildiginda TRIM biyolojik bir fenomendir ve AKT alan
hastalar almayanlara gore ¢ok sayida olumsuz prognostik
faktore sahip olmaktadir (7). Nedenine ve olus
mekanizmasina yonelik gizemini korumakta olan bu
fenomen, transfiizyondan sonraki donemde ortaya ¢ikan
cesitli degisikliklerin nedeni olarak gosterilmektedir.
Ancak, klinisyenlerin hastada goriilen semptom ve bulgulari
transfiizyonla iligkilendirememesi nedeniyle goriilme siklig1
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tam olarak bilinmemektedir

AKT alicida ya alloimmiinizasyona ya da immiin
toleransa neden olabilmektedir. AKT ile alictya, aralarinda
HLA-DR antijenlerinin de bulundugu ¢ok sayida Ag geger
ve bu Ag’lerin alicida bulunup bulunmamasina gore de
AKT’yi takiben alloimmiinizasyon veya immiin
siipresyonun olusup olusmayacagina karar verilir (8).
Genellikle, alic1 ile bagis¢1 arasinda en azindan bir HLA
uyumu s6z konusu oldugunda immiin supresyon (tolerans)
tetiklenirken, tam uyumsuzlukta alloimmiinizasyonun
tetiklendigi goriilmiistiir (9). Alic1 ve bagisci arasindaki
HLA-DR uyumu derecesine ek olarak, hiicresel ve ¢oziiniir
HLA Ag’lerinin immiinojenitesi, bagis¢t immiin sisteminin
bazi1 6zelliklerine de baghdir. Bagisci antijen sunan hiicreleri
(ASH) ve es uyaran varlig1 gibi cesitli etkenler de gelisecek
immiin yanitin seklini belirlemede etkili olabilmektedir.
Sonucta mekanizmasi ne olursa olsun immiin sistemde bir
takim degisiklikler olusmaktadir ki, TRIM tablosu
gelisebilsin. AKT, immiin sistemde siklikla asagidaki
degisikliklere yol acmaktadir (10, 11).

* Azalmig Th sayisi

» Azalmig Th/T supresor orani

 Mitojenlere azalmis T hiicre yaniti

 Azalmig NK hiicre fonksiyonu

* Geg tip hipersensitivitede azalma

* Defektli Ag sunumu

« Lenfosit blastogenezinde baskilanma

 Azalmig sitokin (IL-2, IFN-y) liretimi

« Azalmis monosit/makrofaj fagositik fonksiyonu
 Artmuig antiidiyotipik-Ab ve antiklonotipik-Ab iiretimi

Bu bulgular, T hiicre yanitinin Th1’den Th2’e
doniistiiglinii bu nedenle TRIM tablosu gelistigini
diistindiirse de, bu durum biitiin tabloyu aciklamakta yeterli
olamamaktadir. Bagka bir takim mekanizma, hiicre veya
molekiillerin daha rol oynuyor olmas: yiiksek olasliktir.
Tablonun temel nedenleri ve olug mekanizmalarindaki
belirsizliklerin giiniimiize degin netlestirilememesi konuya
ilgiyi canli tutmaktadir. Bu giine kadar yapilmis ¢ok sayida
calismayla, depolanma siirecinde devamli olarak biriken
immiinolojik mediyatorlerin immiin modiilasyonu
siddetlendirdigi gosterilmistir (12-15).
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 Siuf II HLA molekiilii tagtyan allojeneik lokositler
(16),

« Allojeneik dendritik hiicreler (17),

 Histamine, eozinofil katyonik protein, eozinofil
protein X, myeloperoksidaz, plazminojen aktivator
inhibitorii-1 gibi biyolojik yanit diizenleyiciler (15),

 Coziiniir Fas ligand (18),

o Coziiniir HLA smif I molekiiller (19),

« Sitokinler (20, 21),

e Treg hiicreler (22),

e Mikrokimerizm (23, 24) vb cok sayida farkh
mediyator bu konudaki arastirmalara konu edilmistir.

Tiim bu c¢alismalardan elde edilen sonuglar topluca
degerlendirildiginde, mediyatorler 3 baslik altinda
toplanabilmektedir (25);

1. Kan bileseni igerisinde bulunan mononiikleer
hiicreler

2. Bunlardan salgilanan biyolojik yanit diizenleyiciler

3. HLA sinif I gibi baz1 ¢oziiniir molekiiller

Bu 3 baglik, kan iiriinlerinin l16kositi azaltilmig olarak
transfiizyonunun bu tabloyu engelleyebilecegini
diisiindiirmektedir. Ancak lokorediiksiyonun diiriin
hazirlama asamasinda yapilmalidir. Sekilden de
anlasilacagi gibi hastabagi 16korediiksiyon (LR) yalnizca
kan bileseni icerisinde bulunan mononiikleer hiicreleri
yok edecek, depolanma siirecinde salgiladiklari
mediyatorler i¢cin engel olusturmayacaktir. Ancak,
depolama oncesi yapilacak lokorediiksiyon hem kan
bileseni igerisinde bulunan mononiikleer hiicreleri, hem
de salgiladiklar1 mediyatorleri azaltacak ya da ortadan
kaldiracaktir. Bu nedenle uygulanmasi gereken yontem
depolanma oncesi lokorediiksiyondur.
Lokorediiksiyonun TRIM gelisimini engeleyemedigini,
bir 6nlem olamayacagim bildiren ¢aligmalar varsa da (26),
su an icin otolog transfiizyon ve 16kositi azaltilmis kan
bileseni transfiizyonu disinda yapilabilecek baska bir
onlem de bulunmamaktadir.

Gelismis iilkelerde transfiize edilen biitiin kan ve kan
bilesenleri 16kositi azaltilmig (iiniversal 16korediiksiyon)
olarak kullanilmaktadir. Bu yiizden, bu iilkelerde TRIM’e
yonelik caligmalarin yapilmas: kolay olmamaktadir.
Fenomenin aydilatilabilmesi icin yapilacak ¢alismalarda,
iceriginde lokosit bulunan iriinler kullanilmas1
gerekmektedir. Ulkemiz gibi iiniversal 16korediiksiyon
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uygulamasini benimsememis iilkeler bu aragtirmalar i¢in
uygun yerleri olusturmaktadir. Universal 16korediiksiyonun
iilkemizde uygulanmasinin gerekli oldugunu diisiinmekle
birlikte, bu konuda yapilacak arastirmalar icin yeterli
kaynagn iilkemizde bulunabiliyor olmasin tek sevindirici
yanimiz olarak gorebiliriz.

Sekil: TRIM’in etkileri, mediyatorleri ve dnlemler

Nasil engellenebilir?

* Otolog transfiizyon

* Depolama dncesi
I16kosit aza It

* Depolama sonras1

lokosit azalt

TRIM Etkileri

YararhEtkiler

* Uzamus bibrek
allograft sag kahm

* Chron hastaligi
rekiirrensinde

immanolojik olarak aktif
allojeneik Iokositler

Zararhetkileri

* Rezeksiyon yapilmis
malignite lerde
rekiirrens

* Postop bakteriyel
enf. insidansmda

* Latent CMYV ve HIV
enf. aktivasyon

* Taze otolog kan
* Depolama éncesi
lokosit azalt

Goziinar biyolojik
yanit diizenleyiciler

* Kisa dénem 3 ay) T
mortalite Goztinir HLA peptitler (Gl i
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Bakteri Tespit Yontemleri ve
Patojen Inaktivasyon

» Uzm. Dr. N. Banu Pelit*

Kan ve kan bilesenleri transfiizyonunun pek cok
istenmeyen etkisinin oldugu bilinmektedir. Transfiizyon
tibbinin temel hedefi; bu olumsuz etkileri en aza indirmek
ve giivenli kani saglayarak transfiizyon giivenligini en iist
diizeye tagimaktir. Transfiizyona bagli istenmeyen etkiler,
transfiizyon uygulamalarmin %1-3’tinde akut transfiizyon
reaksiyonu seklinde ya transfiizyon sirasinda ya da hemen
sonra (ilk 24 saat) karsimiza ¢ikmaktadir. Geg etkiler ise
bagisct grubunda enfeksiyonun yayginligi, hastanin primer
hastalig1 ya da hastanin taburcu olduktan sonra izlenebilirligi
gibi faktorlere bagl olarak farkli oranlarda gozlenmektedir.
Transfiizyona bagl istenmeyen etkilerin %20 oraninda
gortildiigii tahmin edilmekte ve bunlarin yaklasik %0,5 inin
ciddi oldugu belirtilmektedir. Tahminlerin kesin sonuglara
doniisebilmesi icin bu etkilerin belli ulusal organizasyonlara

bildirilmesi ve sonuglarin degerlendirilmesi gereklidir.

Transfiizyon komplikasyonlart immiinolojik ve
immiinolojik olmayan seklinde iki temel kategoride incelenir.
Immiinolojik olmayanlar icerisinde mortalite ve morbidite
acisindan iizerinde en ¢ok durulan komplikasyon enfeksiyon
bulagmasidir. Enfeksiyon bulagsmasi, bakteri, viriis, protozoa
ya da prion bulasi seklinde olabilir. Tablo 1°de 1996-2007
yillart arasinda SHOT un (Serious Hazards of Transfusion,
UK) transfiizyonla bulasan enfeksiyonlara iligskin kiimiilatif
verileri yer almaktadir. Bulasan enfeksiyonu tedavi etmek
her zaman miimkiin olamayacagindan temel olan; bulasmay1
onlemektir. Kanin giivenilirligini saglamak i¢in ya spesifik
testlerle dnemli ajanlar taranir ya da bu ajanlar yok edilmeye
caligilir.

Tablo 1. Transfiizyonla Enfeksiyon Bulasi, 1996-2007 SHOT Kiimiilatif Verileri*

1996- 1997- 1998- 1999- 2000- 2001- Enfeksiyona ~ Major Minor

1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 Toplam bagholim Morbidite = Morbidite
Bakteri 3 1 6 5 4 5 3 0 2 2 3 34 8 23 3
HAV 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 3 0 2 1
HBV 1 2 2 1 1 0 2 0 1 0 0 10 0 10 0
HCV 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 2 0
HIV 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
HEV 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 2 0 2 1
HTLV 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 2 0 2 0
Malarya 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 2 1 1 0
Prion 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0
vCID 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 3 3 0 0
Toplam 8 3 9 6 6 6 9 2 5 3 3 60 12 43 5

*:www.hpa.org.uk/infections/topics_az/BBID/menu.htm

Pek ¢ok tilkede zorunlu tarama testleri arasina NAT 1n
dahil edilmesiyle transfiizyonla viral enfeksiyonlarin bulasma
ihtimali gelismis lilkelerde 1:106 diizeyine indirilebilmistir.
Diger taraftan hiicresel kan bilegenlerinin yaklagik 1:3000’1
bakterilerle kontamine olabilmekte; klinik reaksiyon goriilme
siklig1 ise ortalama 1:25 000 trombosit siispansiyonu ile
1:250 000 eritrosit stispansiyonu olarak bilinmektedir. Tablo
1’deki Ingiltere nin verilerine ek olarak bakterilerle kontamine
kan bileseni transfiizyonu sonras1 gelisen reaksiyonun %24-
60 oraninda fatal oldugu ve ABD’nde her yil 100-150 kisinin
bu reaksiyona bagl 6ldiigii ya da ciddi morbidite gozlendigi
bildirilmektedir.

Kan alma islemi sirasinda cilt florasinin kan bilesenini
kontamine edebildigi yillardir bilinmektedir. Kan
bilesenlerinin bakteriyel kontaminasyonu sonucu septik
reaksiyon, hemolitik reaksiyonlarin ardindan transfiizyona
bagl 6liim nedenleri arasinda %10’un iizerinde bir oranla
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ikinci sirada yerini almigtir. Reaksiyon transfiizyonun hemen
basinda, sonlarinda ya da bittikten kisa siire sonra, cogu kez
titreme, ates ve bazen hipotansiyon, bulanti, kusma, oligiiri,
sok, respiratuar semptomlar veya DIK’e baglh kanamalarla
seyredebilmektedir. Bilegen icerisinde az sayida bakteri
varliginda klinik olarak bir reaksiyon goriilmeyebilir, ancak
transfiizyon uygulamalarinda atesin 2°C ve iizerinde yiikselisi
septik transfiizyon reaksiyonu lehinedir.

Bakterinin kan bilesenine girisi: asemptomatik enfekte
bagiscinin kani, bagiscinin cilt florasi, kan alma gorevlisindeki
enfeksiyon, ¢evre (hava, su, ekipman), nadiren de kan
torbalar1 yoluyla olmaktadir. Bakterinin tipi giris yolu
hakkinda bilgi vermektedir. Ornegin: S.epidermidis bagiscinin
cilt florasini diisiindiiriirken, Pseudomonas ¢evreden bulag
oldugunu akla getirmelidir. Bulagin dnlenmesi i¢in izlenecek
yol Tablo 2’de 6zetlenmistir.

Septik transfiizyon reaksiyonlarina oda 1sisinda saklanmasi
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Tablo 2. Transfiizyona bagh sepsisi onleme stratejileri:

A. Bakteriyel kontaminasyonu 6nlemek:
« Disle ilgili girisimi/gastroenteriti olan bagiscilar: ertelemek
* Damara girig noktasinin temizligine dikkat etmek
« Kan torbasi ve ignesini bir kez (steril olarak) kullanmak
« Kan torbasini uygun sekilde saklamak
« Kan alan kiginin el yikamasini saglamak
 Kan alma igleminde ilk 15-30 ml’nin kan torbasina gecisini
onlemek

B. Bilegenlerin saklanmasi:
« Eritrosit siispansiyonlarinm1 1-4°C’de saklamak
» Coziilmiis bileseni 4 saat icinde transfiize etmek
» Cozme isleminde kullanilan cihazlarin temizligini takip etmek
« Bilesenlerin havuzlanmasinda steril prosediirler kullanmak

C. Bilesenlerin kullanim 6ncesi kontroliiniin yapilmasi:
« Bakterileri direkt boyamak
« Bakteriyel ribozomal yontemleri kullanmak
« Bakteriyel endotoksinleri aragtirmak
» Bakteri DNA’s1 icin NAT yapmak
« Bakterilerin iiretecegi CO2’i 6lgmek
« Bakteri tarafindan tiiketilecek O2’i 6lgmek
« Direkt bakteri kiiltiirii yapmak (manuel ya da otomatik)

nedeniyle trombosit siispansiyonu (TS) transfiizyonlarinda
daha sik rastlanmaktadir. Ozellikle TS larinin 7 giin
saklanmaya baslanmasiyla sorun yeniden belirgin hale gelmis
ve bunun sonucunda trombosit saklama siiresi 5 giin ile
smirlandirilmis hatta Japonya gibi bazi iilkeler bu siireyi 3
giine indirmistir. FDA’ya (Food&Drug Administration)
rapor edilen kontamine kan bilesenine bagli 6liim oraninin
1986-91 arasinda, bir 6nceki 10 yila oranla 2 katina ¢iktig1
bildirilmistir. Kan bilesenlerinin kontaminasyon oranlar1
105°de tam kan TS’lar i¢in 8-80, aferez TS lar1 igin 0-230,
eritrosit siispansiyonlar1 (ES) i¢in 0-3 arasinda verilmistir.
Ancak bu bildirimler ciddi klinik semptomlar goriildiigiinde
yapilmaktadir. Dolayisiyla hastanin primer hastaligi,
bakterinin tipi ve miktari, bilesende endotoksin varlig1 da
vurgulanmalidir.

Sogukta iireyebilen organizmalarin nadir olmasi sebebiyle
ES’larinin kontaminasyonu da nadirdir. Ancak kalsiyumsuz
ortamlarda 37°C altinda iireyebilen Yersinia enterocolitica
icin buzdolabindaki antikoagiile kan uygun bir vasattir.
Kontamine bilesenlerin ¢ogunun Yersinia enterocolitica’nin
uzun iireme fazi nedeniyle 20 giinden uzun miadli oldugu
belirlenmistir. Organizma bir miktar virulans kaybina ragmen
endotoksinleri ile ciddi klinik etki gostermektedir. Normal,
saglikli kisilerde siklikla asemptomatik seyreden Yersinia
enterocolitica enfeksiyonu, bazen hafif gastrointestinal
semptomlar vermektedir. Ancak bagis¢ilara son bir ay
icerisinde bu tarz sikayetlerini sorarak reddetmek etkin
bulunmamistir. ES’larinin 21 giinden 6nce kullanimi
diisiiniilmiigse de bilesenin imhasini artiracak bu diisiinceden
kisa siirede vazgecilmigtir. ES nun renginin degerlendirilmesi
ve ¢camur rengin gdzlenmesi halinde imha edilmesi kabul
goren onerilerdendir. Bilesenin gram boyamasi, pH ya da
glukoz olctimleri de denenmisse de az sayida bakterinin
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gosterilmesinde yeterli olamayacag1 anlasilmistir. Giincel
yaklasim; bakterilerin kiiltiirle saptanmas1 ya da viral
inaktivasyon uygulamasidir. AABB, kiiltiiriin zorunlu olmast
gerektigini vurgularken ideal yontemin se¢imi zamanla
gerceklesecektir.

TS’larinin bakteriyel kontaminasyonunun 6nemli
transfiizyon komplikasyonlar:t arasinda yer almasi,
transfiizyon 6ncesi bu kontaminasyonun saptanmasi i¢in
calismalari artirmistir. ISBT nin 2003 yilinda yapmis oldugu
foruma katilan 11 iilkenin 5’1 tiim TS’nda rutin bakteriyel
tarama yaptiklarini bildirmistir. Ancak tiim {iilkelerin ortak
karari, bu yontemlerle septik transfiizyon reaksiyonlar1 tam
olarak onlenemediginden daha hizli ve giivenilir yontemlerin
olusturulmas: seklindedir. Bilesenin glukoz, pH dl¢limii ya
da boyama ve mikroskobik incelenmesi {iriin ¢ikisindan dnce
yapilabilmesine ragmen kiiltiire gore 4,6 kat daha az bakteri
tespit edebilmektedir. ScanSystem, FDA tarafindan onay
verilen hizli tarama metodlarindan biridir. Forumdan elde
edilen 6zet bilgiler su yondedir: en yaygin kullanilan sistem
BacT/Alert’dir; 0-36 saat arasinda ekim yapilmakta ancak
kiiltiir sonlanincaya kadar iirtin kisa miadli oldugundan
karantinaya alinamamaktadir; ¢ogu iilke hem aerob hem
anaerob ekim yapmaktadir; ekilen hacim 4-10 mL kadardir;
elde edilen pozitif sonuglarin ¢ogu yalanci pozitiftir ve
dogrulanmamustir; patojen inaktivasyonu ise bakteri sporlart
inaktive olmadigindan ve maliyeti yiiksek bulundugundan
tespit yontemlerine tercih edilmemektedir.

Plazma fraksinasyon endiistrisindeki taleplere paralel
olarak patojen inaktivasyon yontemlerinde (PIY) gelismeler
olmustur. Ancak goniillii kan temin ¢aligmalarinin artisi,
tam kan veya tiim kan bilesenlerinde kullanilabilecek basit
bir yontemin olmayisi, mevcut teknolojilerin kiigiik, zarfsiz
virtislerle, sporlar1 ve prionlari inaktive edememesi, patojen
inaktivasyonu sirasinda kullanilan bazi kimyasallarin
bilesende istenmeyen etkilere yol agmasi ve maliyet gibi
nedenlerle bilesenlerde kullanilan PIY fazla taraftar
bulmamustir. Ayrica transfiizyonun akut ve gecikmis hemolitik
reaksiyon ve TRALI (transfiizyonla iliskili akut akciger
hasar1) gibi diger istenmeyen non-enfeksiyoz etkileri
transfiizyonla bulasa oranla daha sik karsilasilan ve daha
cok giivenlik onlemi gerektiren etkileri olarak kabul
edilmektedir. PIY ’nin heniiz tam agikli§a kavusturulmamis
olan genotoksisite, karsinojenisite, reprodiiktif toksisite gibi
etkileri enfeksiyon bulasina daha hassas olmalarina ragmen
prematiireler, siit cocuklari ve gebelerde kullanilamamasina
neden olmaktadir. Bu yontemlerin kullanilacagt durumlarda
ise uygulamalarda degisiklik yapilmas1 gerekecektir. Bagisci
sorgulama formlar1 ve mikrobiyolojik testlerin yeniden
gozden gecirilmesi gerekecek 6rnegin dogme ya da seyahat
sebebiyle bagisci reddinden, transfiizyonla bulas riski nispeten
az ve PIY’ne oldukca duyarli mikroorganizmalarin
taranmasindan (CMV, HTLV gibi) belki de vazgecilecektir.

* Acibadem Saglik Grubu Hastaneleri,
Kan Merkezi, Istanbul
banu.pelit@acibademlabcell.com.tr
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Talasemi Majorlu Hastalarda
Eritrosit Antikorlari

» *Duran Canatan, Nihal Balta, Ahmet Ozsancak, Banu Tiirkmen,
Aysegiil Kilcr, Ozcan Eren, Omer Kocaoglu, Oktay Kocgiirbiiz,
Resat Torunlar, Halil Dirican

Giris:

Eritrositlere kars1 gelisen otoantikorlar ve alloantikorlar
transfiizyonda 6nemli sorun olusturur. Bu antikorlardan
klinik olarak onemli olan alloantikorlar ve otoantikorlar
akut ve gecikmis tipte hemolitik transfiizyon
reaksiyonlarina yol agmaktadir. Alloimmiinizasyon
kompleks bir olaydir. Verici ve alic1 arasinda eritrosit
antijen farklilig1, alicinin immiin durumu, alicinin immiin
sistemi, antijenlerin 6zelligi, allojenik transfiizyonunun
immiinmodiilator etkileri baslica sorumlu faktorlerdir.
Kronik transfiizyon alan hemoglobinopatilerde,
hematolojik malignansilerde, organ nakli olan hastalarda
ve bobrek yetmezligi olan hastalarda alloimmiinizasyon
riski %00 lara kadar ¢cikmistir. Diger transfiizyon alanlarda
%1-10 arasinda degismektedir. Ulkemizde yapilan gok
merkezli ¢alismada Tiirk toplumundaki eritrosit antijenleri
ile talasemili hastalardaki antijen siklig1 benzerlik
gostermis, K antijen siklig1 her iki grupta %3 bulunmustur.
Talasemili hastalarimizda alloimiinizasyon siklig1 %8.9
bulunmustu. Bes yil sonra hastalarimizin alloimmii-
nizasyonunu ve otoimmiinizasyonu degerlendirmek amaci
ile bu ¢alismay1 yaptik.

Materyal ve Yontem

Antalya Devlet Hastanesi Talasemi Merkezinde izlenen
toplam hasta sayis1 388°dir, bunlarin 246’s1 Talasemi
major, 86°s1 Talasemi Intermedia, 23’ii S+Beta Talasemi,
20’si Orak Hiicre anemi ve 13’ii diger anormal
hemoglobinlerdir. 246 Talasemi major hastanin 101’1 kiz,
135’1 erkek, yas ortalamas1 £5SD:15.3+8.6 (dagilim:2-35)
yil. Son bir yil i¢inde bu hastalara yapilan eritrosit
siispansiyonu transfiizyon sayisi: 4281 iinite, hasta bagina
diisen transfiizyon sayisi ise 17.4 iinitedir. Tiim eritrosit
siispansiyonlar1 yatak basi log 4 filtre ile verilmekte ve
her hastaya tiim uygunluk testlerine ek olarak yatak bas1
uygunluk testi yapilmaktadir. Tiim hastalarin ABO kan
gruplarina ek olarak Rh subgruplarina ve Kell antijenine
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bastan bakilmakta olup, yilda iki defa antikor tarama ve
tanimlama testleri jel yontemi ile yapilmaktadir.
Transfiizyon 6ncesi kargilastirmada sorun oldugu zaman
her transfiizyon oncesinde DAT, antikor tarama ve
tanimlama testleri yapilmaktadir.

Sonuglar

Hastalarimizin 14’{inde (%5.6) otoantikor ve 26’sinda
(%10.5) alloantikor saptandi. 26 alloantikorlu hastanin
8’inde tekli 18’inde ¢oklu antikor vardi. En sik karsilagilan
antikorlar: Anti-K: %30.7, Anti-E: %28.7, anti-c: %15.2,
anti-Jkb: % 8.3, anti-Kp®:%7.8. Bes y1l once merkezimizde
yapilan calismada otoantikor siklig1 %1.2 ve alloantikor
siklig1 %8.9 iken her ikisinde de artig olmustur. Bunun
nedeni ise, ancak sorun oldugu zaman altgruplarina uygun
kan istemi yapilmakta, ekonomik nedenler nedeni ile tiim
vericilerin altgruplari ile antikor taramalar1 yapilama-
maktadir.

Sonug

Diizenli transfiizyon alan hastalarin her transfiiz-
yonunda antikor tarama ve tanimlama yaninda vericilerinin
de altgruplari, antikor tarama ve tanimlamalar1 yapilmalidir.

I1. Ulusal Kan Merkezleri ve Transfiizyon Kongresinde
sozel bildiri olarak yaymnmlanmistir. (2007)

* Antalya Devlet Hastanesi Talasemi ve Kan Merkezi-
Antalya
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