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POVZETEK

NajpogostejSa oblika imunske pomanjkljivosti med krvodajalci v zahodnem svetu je
pomanjkanje protiteles razreda IgA. Njena prevalenca je med 1:406 in 1:886. Znano je tudi,
da imajo lahko bolniki s hudo pomanjkljivostjo IgA, ki imajo protitelesa proti IgA, hude
zaplete po transfuziji krvnih komponent, ki seveda vsebujejo IgA. Zato moramo dobro

poznati njihov protitelesni status.

Pri ugotavljanju prevalence pomanjkanja protiteles razreda IgA med slovenskimi krvodajalci
smo primerjalno vrednotili komercialno dostopna testa proizvajalca BIO-RAD, in sicer
prvega za dolocanje IgA (ID PaGIA Deficiency Test) in drugega za ugotavljane prisotnost
protiteles proti IgA (ID PaGIA Anti-IgA Antibody Test). Validacijo uporabljenih metod smo
izvedli v dveh sklopih. V okviru prvega smo poleg presejalnega testiranja vzorcev
krvodajalcev z uporabo robota Techno Twin Station (Diamed Bio-Rad) in ID PaGIA IgA
Deficiency Test-om, vzporedno primerjalno vrednotili tudi test sendvi¢ ELISA za dolo¢anje
serumskih koncentracij protiteles IgA, ki so ga razvili v Centru za razvoj in izdelavo
diagnosti¢nih reagentov (CRIDR) na Zavodu Republike Slovenije za transfuzijsko medicino
(ZTM). V drugem sklopu pa smo nato tiste vzorce krvodajalcev, v katerih smo predhodno
dokazali pomankanje protiteles razreda IgA, primerjalno testirali z uporabo ID PaGIA Anti-
IgA Antibody Test-om ter testa ELISA, ki so ga prav tako razvili v CRIDR. Med 4.626
testiranimi krvnimi vzorci slovenskih krvodajalcev smo jih odkrili 9, s pomanjkanjem
protiteles razreda IgA. Med temi pa so le 4 (44 %) v plazmi vsebovali specificna protitelesa
proti IgA. Pogostnost pomanjkanja IgA med slovenskimi krvodajalci je tako 1:514 (0,19 %),
kar potrjuje predhodno objavljive izsledke za krvodajalce v Evropi in drugod v zahodnem

svetu.

Ugotovili smo, da je ID PaGIA IgA Deficiency Test ustrezna metoda za presejalno testiranje
in vzpostavitev registra krvodajalcev s pomankanjem protiteles razreda IgA. Tudi uporaba
sestava ID PaGIA Anti-IgA Antibody Test se je izkazala kot zelo primerna za ugotavljanje

prisotnosti specifi¢nih protiteles proti IgA pri osebah s pomanjkanjem IgA.

Rezultati magistrske naloge omogocajo zacetek oblikovanja ter nadaljnega dopolnjevanja in
vzdrzevanja registra krvodajalcev s pomanjkanjem protiteles razreda IgA v Republiki
Sloveniji.

Kljuéne besede: protitelesa IgA, protitelesa proti IgA, Encimskoimunski test (ELISA),

gelska Kkartica, imunske pomanjkljivosti, transfuzija krvnih pripravkov



ABSTRACT

IgA antibody deficiency is the most frequent immunodeficiency among blood donors in the
Western World. Its incidence is between 1:406 to 1:886. It is also known that patients with
severe IgA deficiency, who developed antibodies against IgA, experience significant
complications following transfusion of blood components containing normal amounts of IgA.
Therefore, it is essential to know the antibody status of both, patients and blood donors.

For determining the prevalence of IgA antibody deficiency among Slovene blood donors, we
carried out a comparative validation of two commercially available BIO-RAD tests: the first
one for determining the levels of IgA antibodies (ID PaGIA Deficiency Test) and the second
for detecting the presence of antibodies against IgA (ID PaGIA Anti-IgA Antibody Test). The
validation of the two tests was carried out in two stages. During the first one we did not only
screen blood samples of donors by using the ID PaGIA IgA Deficiency Test on the Techno
Twin Station robot (Diamed Bio-Rad), but also participated in a parallel comparative
assessment of an ELISA sandwich test for determining serum concentrations of IgA
antibodies, developed by the Centre for the Development and Production of Diagnostic
Reagents (CRIDR) at the Blood Transfusion Centre of Slovenia (BTC). In the next stage, we
took all blood-donor samples, which had a proven IgA antibody deficiency, and
comparatively tested them, using the commercially-available ID PaGIA Anti-IgA Antibody
Test and the two in-house ELISA assays, being also developed by the CRIDR. Among the
total of 4.626 tested blood samples of Slovene blood donors, we found 9 with IgA antibody
deficiency. Only 4 of them (44%) contained specific antibodies against IgA. The incidence of
IgA deficiency among Slovene blood donors is thus 1:514 (0.19%), confirming previously
published results for blood donors in Europe and the rest of the Western World.

We established that the ID PaGIA IgA Deficiency Test is an adequate method for screening
and setting up a registry of blood donors with IgA antibody deficiency. The ID PaGIA Anti-
IgA Antibody Test has also proven to be an appropriate method for determining the presence
of specific IgA antibodies in people with IgA deficiency.

The results of our Master’s Thesis represent a basis for forming, expanding and maintaining a

registry of blood donors with IgA deficiency in Slovenia.

Key words: IgA antibodies, antibodies against IgA, enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA), gel card, immunodeficiencies, blood component transfusion
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primarno selektivno pomankanje IgA
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s transfuzijo povezana preobremenitev krvnega obtoka ( ang. Transfusion-
Associated Circulatory Overload)
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s transfuzijo povezana akutna okvara plju¢ (ang. Transfusion-Related Acute
Lung Injury)
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1. UVOD

Neokrnjeno delovanje imunskega sistema je nujno potrebno za ucinkovito obrambo
organizma pred patogenimi mikroorganizmi in drugimi Skodljivimi dejavniki. Okvara ali
nezadostnost ene ali ve¢ komponent imunskega sistema je lahko vzrok za hude ali celo
usodne motnje, ki jih imenujemo imunske pomanjkljivosti. Te delimo na dve skupini, in sicer

na primarne ali prirojene in sekundarne ali pridobljene (1).

1.1 Protitelesa

Protitelesa ali imunoglobulini so si med seboj strukturno in funkcijsko podobni glikoproteini,
ki predstavljajo dejavnike humoralne imunosti pri sesalcih. Zgrajeni so iz po dveh lahkih in
dveh tezkih aminokislinskih verig, medsebojno povezanih s kovalentnimi disulfidnimi vezmi
in hidrofobnimi interakcijami (Slika 1).
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Slikal: Shematski prikaz osnovne strukture molekule protitelesa; povzeto po (21).

Za prepoznavo antigena in vezavo nanj so odgovorne aminokisline v variabilnih podrocjih
lahkih in teZkih verig, imenovanih hipervariabilna podro¢ja (CDR). Priblizno 10
aminokislinskih ostankov, ki se nahajajo v zankah Sestih CDR (3 v lahkih in 3 v tezkih
verigah), je na zgornji povrsini molekule protitelesa izpostavljenih tako, da so dostopni za
interakcije z antigeni (Ag). Razlike v aminokislinskih zaporedjih v strukturnih podrocjih
CDR med posameznimi razredi in kloni protiteles zagotavljajo antigensko specifi¢nost
posameznega protitelesa, konstantni predeli Fc pa so odgovorni za ostale bioloSke oziroma

efektorske funkcije (Preglednica 1) .



Preglednical: Efektorske funkcije protiteles; povzeto po ( 2).

Efektorske funkcije protiteles

- Nevtralizacija mikrobov in njihovih toksi¢nih proizvodov

- Aktivacija komplementa, ki vodi do lize mikrobov in okuZenih
celic ter sproscanja biolosko aktivnih molekul.

- Opsonizacija patogenov ter pospeSevanje fagocitoze in
mikrobicidne aktivnosti fagocitov

- S protitelesi posredovana celi¢na citotoksi¢nost (ADCC)

- Reakcije takoj$nje preobcutljivosti in aktivacija mastocitov
- Encimska aktivnost

Na podlagi strukturnih razlik med konstantnimi podro¢ji tezkih verig razlikujemo med petimi
razredi protiteles, in sicer IgG, IgA, IgM, IgD in IgE, ki se med seboj loCijo Se v valenci
vezave na antigen, efektorskih funkcijah ter vsebnosti in mestih pripetih ogljikovih hidratov

(2).

1.1.1 Zgradba protiteles razreda IgA in njihovih izotipov

Protitelesa IgA so sestavljena iz po dveh identi¢nih tezkih verig a, ki sta povezani z dvema
identi¢nima lahkima verigama tipa tipa A ali k. Obstajajo v obliki dveh podrazredov, IgAl in
IgA2 (4). V serumu prevladuje monomerna oblika IgA1, v majhnem delezu pa so v njem
prisotne tudi ve¢merne molekule protiteles IgA. Koncentracija obeh podrazredov je v telesnih
izlockih enaka, Ceprav je vcasih veljalo, da v njih prevladuje podrazred IgA2. Najvisja
koncentracija molekul IgA2, in sicer priblizno 35 %, je v materinem mleku, slini in solzah (4).

Protitelesa razreda IgA so tudi najbolj glikozilirana med vsemi imunoglobulini (4).

1.1.3 Funkcijske lastnosti protiteles razreda IgA

Poglavitna funkcijska razlika med protitelesi IgA in ostalimi imunoglobulini, ki prevladujejo
v krvi, torej 1gG in IgM je v tem, da slednja aktivirajo vnetne dejavnike (predvsem
komponente komplementa) in fagocitne celice, IgA pa nasprotno delujejo protivnetno.
Osnovna funkcija protiteles IgA je namrec ta, da vezejo tuje molekule, ki so uspele prodreti
skozi sluznico, in jih nato preko epitelijskih celic prenesejo nazaj na sluzni¢no povrsino (3).
Vecina crevesnih patogenih bakterij in virusov se mora najprej tesno pripeti na epitelijske
celice, da lahko delujejo patogeno, kar jim preprecujejo na sluznico pripete dimerne molekule
IgA (5). Heremans je Ze leta 1960 ugotovil, da je IgA poglavitni imunoglobulin v mleku (1).

Kmalu zatem pa so odkrili, da so tovrstna protitelesa v mleku prisotna v dimerni obliki (s-



IgA). Zelo pomembno je bilo tudi odkritje, da protitelesa IgA v mleku delujejo proti

bakterijskim in virusnim antigenom, in sicer predvsem tistim, ki so navzoci v ¢revesju (1).

1.2 Imunske pomankljivosti

Bolezni, ki so posledica imunskih pomanjkljivosti so zelo heterogene, saj so pri njihovem
nastanku udeleZeni razli¢ni sestavni deli imunskega sistema. Imunske pomanjkljivosti lahko
opredelimo glede na prizadete sisteme, in sicer na B-celi¢ne, T-celi¢ne, kombinirane T- in B-
celicne pomanjkljivosti, biokemi¢ne in presnovne pomanjkljivosti, proliferativne
nepravilnosti limfocitov B in T, disfunkcije fagocitov in pomanjkljivosti komplementnega

sistema.

Pomanjkljivo izdelovanje protiteles je posledica motenj oz. napak v razvoju in funkciji
limfocitov B. Nezadostno ali prekomerno izdelovanje protiteles lahko povzro¢ijo tudi
nenormalne funkcije celic T pomagalk. Kombinirane imunske pomanjkljivosti so tiste
primarne imunske pomanjkljivosti, ki prizadenejo tako limfocite T kot B. TakSne okvare so

lahko popolne ali delne, bolezenska znamenja pa se pojavijo Ze zgodaj v otrostvu (6).

1.2.1 Primarno selektivno pomankanje sekrecijskih protiteles IgA (s-IgAD) in njegova
epidemiologija

Do danes so identificirali ze ve¢ kot 200 razli¢nih vrst primarnih pomanjkljivosti (PID) in za
Stevilne med njimi dolocili genetske osnove. NajobicajnejSa PID ¢loveskega pridobljenega
imunskega sistema je primarno selektivno pomankanje sekrecijskih protiteles IgA (s-IgAD).
Ocenjujejo, da s-IgAD prizadene priblizno 1 na 600 prebivalcev v zahodnem svetu. To
pomeni, da lahko pricakujemo, da bo v skandinavskih drzavah imelo to obliko PID ve¢ kot
41.000 posameznikov, 835.000 v EU in 511.300 v ZDA. Obolenje je manj pogosto v Aziji,
kjer so stopnje prevalence 1 / 2.600 - 4.800 ljudi razli¢nih narodnosti na Kitajskem in 1/
18.550 - 23.255 prebivalcev na Japonskem (7).

1.2.2 Patofiziologija in genetika s-IgAD

Pomankanje sekrecijskih protiteles IgA (S-IgAD) je najverjetneje heterogena motnja, Ki
temelji na razli¢nih patogenih mehanizmih. Predvidevajo, da nastane zaradi okvare na nivoju
mati¢ne celice, kar temelji na porocilih o prenosu bolezni pri presaditvah kostnega mozga
med posamezniki z s-IgAD in zdravimi osebami. O molekulskih osnovah, ki so vzrok za s-
IgAD vemo malo, genska okvara pa je najbrz regulacijske narave in vkljucuje bodisi
neustrezno preklapljanje razredov protiteles ali pa okvare na nivojih transkripcije ali post-

transkripcije (7).



1.2.3 Klini¢ni znaki pomanjkljivosti s-IgAD

Leta 1964 so prvi¢ opazili pomanjkljivosti IgA, in sicer pri dveh zdravih moskih, zato so
domnevali da IgA ni bistven za ustrezno imunsko funkcijo. Nekaj let pozneje, ko so
pregledali 30 oseb z s-IgAD, pa so ugotovili, da je to patolosko stanje verjetno povezano s
ponavljajo¢imi se, najpogosteje blagimi do zmerno hudimi respiratornimi okuzbami,
avtoimunskimi boleznimi, alergijo in astmo. Klini¢cna pomembnost s-IgAD Se vedno ni
popolnoma pojasnjena, ve¢inoma zaradi neuporabe ustreznih naklju¢no izbranih kontrolnih
skupin, nezadostnega Stevila nadaljevalnih Studij in/ali odklonov pri izbiri prizadetih

posameznikov za nadaljnje preucevanje (7).

1.2.3.1 S-1gAD in okuZzbe

Pri posameznikih z s-IgAD najpogosteje opazijo respiratorne okuzbe. V Studiji, v okviru
katere so preucevali 159, na zacetku zdravih krvodajalcev z s-1gAD, ki so jih nato spremljali
20 let in jih ves ¢as primerjali z 237 krvodajalci iste starosti in spola, z normalnimi
vrednostmi IgA, so ugotovili njihovo bistveno povecano dovzetnost za pojav pljucnic in
ponavljajoc¢ih se respiratornih okuzb. Tako je imelo 26 % posameznikov z s-IgAD hude
akutne, 16 % pa ponavljajoCe se virusne respiratorne okuzbe, in sicer v primerjavi z le 8 %
0z. 1 % zdravih oseb v kontrolni skupini (7). Druga Studija pa je pokazala, da so ponavljajoce
se okuzbe, zlasti sinusov in pljuc, ki so terjale medicinsko posredovanje, prizadele kar 73 %

oseb z s-IgAD, vendar 95 % od teh Sele proti koncu opazovalnega obdobja (7).

1.2.3.2 S-1gAD in alergije

Odkar preiskujejo to bolezen, so pri posameznikih z s-IgAD opazali njihovo povecano
nagnjenost k alergijam. Tako so leta 1969 porocali, da je bilo med 24 odraslimi z s-IgAD, kar
14 (58 %) takih z diagnosticiranimi atopi¢nimi boleznimi. V novejSih Studijah pa niso uspeli
vedno dokazati, da so alergijske bolezni pogostejSe med posamezniki z s-IgAD, saj so v
nekaterih od njih ugotovili visoko prevalenco alergijskih bolezni (32-84 %), medtem ko je
bila ta v drugih podobna tisti v kontrolnih skupinah oz. pri¢akovanim vrednostim znotraj
normalne populacije (7). Nedavno so izvedli Studijo na 14 Svedskih otrocih z s-IgAD, ki so
bili vsi stari 4 leta in so jih v raziskavo vkljucili na podlagi presejalnega testa, izvedenega Ze
ob njihovem rojstvu. Primerjali so jih z 2.409 otroki enake starosti, a z normalnimi nivoji IgA
in ugotovili bistveno vecje tveganje tovrstnih bolnikov za preobcutljivost na hrano, glede na
kontrolno skupino (33 % proti 12 %) (7).



1.2.3.3 S-1gAD in avtoimunske bolezni

Ocenjujejo, da je kombinirana prevalenca avtoimunskih bolezni v zahodnem svetu okoli 3 -5
%, pri posameznikih z s-IgAD pa med 7 in 36 %, odvisno od preucevane kohorte (7). Po 20-
letnem spremljanju 159 posameznikov z s-IgAD, ki so jih odkrili med presejanjem zdravih
krvodajalcev, so ugotovili, da jih je 36 (23 %) razvilo avtoimunske bolezni (7). Prvotno so s-
IgAD povezovali samo s sistemskimi avtoimunskimi boleznimi, saj so o visoki prevalenci
pomanjkanje IgA porocali pri bolnikih s sistemskim lupusom eritematozusom (SLE) in
revmatoidnim artritisom (RA) (7). V nedavnem porocilu o 3.388 bolnikih z SLE iz Stirih
drZzav, so zapisali, da so pri 1,3 % (1/77) odkrili s-IgAD (7). V okviru ve¢ manjsih $tudij so
opozorili tudi na povezavo med Gravesovo boleznijo in s-IgAD, Ceprav tega v nekaterih
drugih raziskavah niso potrdili (7). Tudi diabetes tipa 1 pogosto povezujejo z s-IgAD (7).
Ostale organsko specificne avtoimunske bolezni, ki jih pogosto omenjajo kombinaciji z s-
IgAD, pa so Se: celiakija, miastenia gravis, psoriaza, idiopatska trombocitopeni¢na purpura
(ITP) in vitiligo (6).

1.2.3.4 S-1gAD in rak

Precej Casa je vladalo mnenje, da je s-IgAD povezan z ve¢jim tveganjem za rakava, Se zlasti
gastrointestinalna in limfoproliferativna maligna obolenja. V obsirni Studiji so 386 Svedskih in
danskih posameznikov z s-IgAD, na osnovi podatkov iz registra rakavih obolenj, primerjali s
prevalenco raka v splosni populaciji. Ugotovili so, da sploSna pojavnost raka v tej skupini
bolnikov ni bila statisticno znacilno povecana, ¢eprav so pri njih zabelezili neznacilno vecje
tveganje za raka na zelodcu (7). Med 10-letnim spremljanjem 63 otrok z s-IgAD, so pri 3 (4,8
%) diagnosticirali maligna obolenja, in sicer pri enem astrocitom in adenokarcinom kolona,

pri drugem Hodgkinov limfom, pri tretjem pa nevroblastom (7).

1.2.3.5 S-1gAD in zobno zdravje

Posamezniki s pomanjkanjem IgA imajo tudi premalo s-1gA v slini, zato menijo, da so bolj
podvrzeni zobnim in periodontalnim boleznim. V Studiji, s katero so raziskovali ustno in
zobno stanje pri otrocih z s-IgAD, so opazili bistveno hujSe oblike zobnega kariesa kot v
kontrolnih skupinah, vendar pa to velja le za mle¢ne zobe (7). Za spremljanje razvoja kariesa
stalnih zob bi bilo seveda potrebno daljSe obdobje. Pri preuc¢evanju periodontalnega zdravja
odraslih oseb z s-IgAD pa sicer do sedaj Se niso porocali o bistvenih razlikah, v primerjavi s

kontrolnimi skupinami (7).



1.2.3.6 S IgAD in z zdravjem povezana kakovost Zivljenja

Z zdravjem povezana kakovost Zivljenja (HRQL) vkljuuje posameznikova subjektivna
zaznavanja lastnega blagostanja in delovanja v fizicnem, Custvenem, socialnem in mentalnem
segmentu vsakdanjega Zivljenja, in sicer v smislu zdravja, kot ga pa¢ posameznik dojema.
Potencialni klini¢ni pomen preucevanja HRQL pri osebah z s-IgAD so izpostavili Ze pred
dvema desetletjema. Vedenje o HRQL je namrec¢ lahko dobra osnova za morebitne klini¢ne
intervencije. Kljub temu, da je s-IgAD najpogostejsa humoralna PID pri ljudeh, pa so na tem
podro¢ju do sedaj izvedli le eno Studijo glede HRQL. Vanje so vkljucili 55 bolnikov z
razlicnimi PID, in sicer s CVID, Brutonovo agamaglobulinemijo, s-IgAD in sindromom pri
hiper IgM. Od teh jih je le 8 imelo s-IgAD (7). Zato je na tej osnovi tezko narediti zakljucke
glede HRQL pri posameznikih z s-IgAD. Ugotovili pa so, da so se posamezniki z s-IgAD ob
upoStevanju HRQL uvrstili viSje na druzbeno-ekonomskem, druzinskem in duSevnem

podrocju (7).

1.3 Transfuzijske reakcije

V skladu z nacionalnimi smernicami, je transfuzijska reakcija definirana kot »nezelen in
nenameravan pojav med dajanjem ali po dajanju katerekoli komponente/pripravka krvi, za
katerega menimo, da je povezan z omenjenim pripravkom«. Ceprav so transfuzije krvi na
splosno varne, saj so krvne komponente pridobljene iz polne krvi z ustreznimi, skrbno
predpisanimi fizikalno - kemijskimi postopki, pa se lahko obcasno kljub temu iz
najrazli¢nejsih vzrokov pojavijo hude reakcije. Te so vecinoma blage in ne ogrozajo zivljenja,

vendar pa prihaja tudi do resnih zapletov, ki jih je treba nemudoma zdraviti (9).

1.3. 1 Oblike nezelenih transfuzijskih reakcij

Reakcije po transfuziji krvi lahko razdelimo glede na to, kdaj so se pojavile (akutne in
zakasnjene) in glede na njihove patofizioloSke mehanizme (imunske in neimunske). Akutne
reakcije se pojavijo znotraj 24 ur po zacetku transfuzije, zakasnjene pa kasneje (9). Poleg tega
lahko reakcije po transfuziji krvi povzroca tudi uvajanje mikroorganizmov, kar vodi v

sekundarno sepso (9).

1.3.2 Alergijske transfuzijske reakcije
V Sloveniji smo v letu 2007, zabelezili 68, leta 2010 pa 74 alergijskih reakcij in 1

anafilakti¢no reakcijo po prejetju transfuzije krvi (4).



1.3.3 S protitelesi IgA povezane anafilakticne/anafilaktoidne reakcije

Anafilakti¢ne transfuzijske reakcije so akutni, potencialno Zivljenje ogrozajo¢i nezeleni
dogodki z generaliziranimi znaki in simptomi. Obi¢ajno jih posredujejo protitelesa razreda
IgE, lahko pa so tudi posledica reakcij med antigeni in drugimi vrstami protiteles, ki aktivirajo
komplement in generirajo anafilatoksine (10). Obcasno se lahko pri bolnikih s pomanjkanjem

IgA razvije tudi resna reakcija po intramuskularnem dajanju protiteles podrazreda 1gG4 (10).

1.3.4 Protitelesa proti IgA

Protitelesa anti-IgA, nastajajo najpogosteje pri tistih posameznikih, ki imajo najniZje
koncentracije IgA, v manjSem obsegu pa lahko tudi pri tistih, ki imajo razmeroma nizke ali
celo normalne nivoje IgA, pri ¢emer pa nimajo dolo¢enega podrazreda ali alotipa IgA, zato
razvijejo protitelesa z omejeno specifiénostjo (11). Pri sicer zdravih posameznikih z s-1gAD,
so taka protitelesa odkrili pri 36,8 % tistih, ki so imeli serumske koncentracije IgA <5 mg/dL
in pri 29 % tistih, s koncentracijami < 0,05 mg IgA /dL (11). Zanimivo je, da je imelo 60 %
posameznikov s kombiniranim pomanjkanjem protiteles IgA in IgG2 prisotna protitelesa anti-
IgA, prav tako pa so jih potrdili tudi pri 50 % bolnikov z s-IgAD, pri katerih se je klini¢na
slika zapletla zaradi prisotnosti RA, 77 % tistih, s so¢asno prisotnim juvenilnim RA in 100 %
tistih s socasnim SLE (11). Poleg tega so ugotovili, da je imelo 73 % bolnikov s
pomankanjem IgA in ataksijo-telangiektazijo prav tako prisotna protitelesa anti-IgA (11).

1.3.5 Pogostost alergijskih transfuzijiskih reakcij pri osebah s pomanjkanjem protiteles
razreda IgA
Sandler in sodelavci so porocali, da so samo v 18,1 % od 359 testiranih serumov bolnikov z

anafilakti¢nimi ali anafilaktoidnimi transfuzijskimi reakcijami nasli protitelesa anti-IgA (11).
Grobo oceno tveganja za incidenco hudih alergijskih reakcij, povezanih s transfuzijo, so
naredili v sistemu Québec Hemovigilance. V primeru transfuzije eritrocitnih pripravkov so
porocali o tveganju 4,3 / 100.000 enot, v primeru transfuzij trombocitov pa 62,6 / 100.000
zlivkov trombocitov (11). V retrospektivni Studiji, izvedeni na kliniki v Clevelandu, so
ugotovili 10,4 hude reakcije / 100.000 transfuzij trombocitov, 3,5 / 100.000 transfuzij plazme
in 1,7 /100.000 transfuzij eritrocitnih koncentratov (11). To¢nih vzrokov za ve¢ino hudih
alergijskih reakcij po transfuziji pa zelo pogosto ne ugotovijo (11).

1.4 Krvni pripravki, primerni za uporabo pri pacientih s pomankanjem protiteles
razreda IgA
Transfuzija krvi oz. krvnih pripravkov je upravicena in uéinkovita le tedaj, ko prejemniku S

tovrstnim zdravljenjem zagotovimo tisto sestavino krvi, ki jo resni¢no potrebuje, in to v tak$ni
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koli¢ini ter obliki, da doseZzemo kar najboljSi terapeviski ucinek (12). Za bolnike s
pomankanjem protiteles IgA, ki imajo socasno prisotna protitelesa proti IgA, lahko
uporabljamo le tiste krvne pripravke, ki vsebujejo > 0,5 mg/L IgA (13). To so koncentrirani

eritrociti, trombociti, sveZze zamrznjena plazma in plazemski derivati (14).

1.4.1 Priporocila Sveta Evrope glede priprave krvnih komponent

V priporoc¢ilih Sveta Evrope (izdaje 7-10) glede transfuzij, namenjenih osebam s
pomankanjem protiteles IgA, je zapisano, da mora biti v enoti krvnega pripravka manj kot 0,2
mg IgA (4). V zadnjem priporocCilu (2013) pa je navedeno, da naj se v supernatantih krvnih
pripravkov doloca le koncentracija celokupnih proteinov, ki mora biti < 0,5 g na enoto

krvnega pripravka (13).

1.5 Metode za dolocanje protiteles IgA
Koncentracije protiteles IgA v plazmi lahko ugotavljamo na osnovi treh razli¢nih principov,
in sicer neflometrije in turbidimetrije, hemaglutinacije ter uporabe specifi¢nih oznacenih

protiteles proti IgA. (11).

1.5.1. Imunodifuzija

Ce dodamo antigene in protitelesa lodeno v jamice gela, ki so si dovolj blizu, bodo ti
difundirali drug proti drugem in na stiku difuzjiskih front tvorili precipitacijske pasove. Te
nato napravimo vidne s spiranjem gela, s ¢imer odstranimo topne proteine in nato z uporabo
ustreznih barvil, npr. Coomasie modrega. Najbolj uporabljana tovrstna metoda, je tista, ki jo

je razvil Ouchterlony in jo imenujemo dvojna difuzija v dveh dimenzijah (11).

1.5.1.1 Radialna Imunodifuzija

Ouchterlonyjevo metodo lahko uporabimo za semikvantitativno dolo¢anje antigenov.
Uporabna je v klini¢ni imunologiji, npr. za dolocanje imunoglobulinov, transferina, C-
reaktivnega proteina in komponent komplementa (1). Na ta na¢in lahko odkrijemo tudi

awv e

in potrebujejo dodatna testiranja (11).

1.5.2 Imunoelektrofereza

Imunoelektrofereza je kombinacija imunodifuzije in elektroforeze. Na predmetno stekelce
nalijemo raztopljeno agarozo (1-1,5 %). Ko se strdi v gel, na sredini izdolbemo jamico,
globoko priblizno 2 mm in vanjo odpipetiramo meSanico antigenov, npr. serumskih

beljakovin. Preparat nato nastavimo v elektriéno polje za 1-2 uri, pri ¢emer beljakovine



potujejo skozi gel in se ustrezno porazdelijo. Po prekinitvi elektricnega toka v gel, vzdolz
elektroforetske poti beljakovin, izdolbemo Zleb, v katerega prenesemo antiserum. Antigeni in
protitelesa difundirajo drug proti drugemu in na seci$¢u njihovih difuzijskih poti se v primeru
prepoznavne oblikujejo precipitacijski pasovi. PoloZaj posameznega pasu doloca specificna

elektroforetska mobilnost posameznega serumskega proteina (11).

1.5.3 Nefelometrija in turbidimetrija

Nefelometrija je analizna metoda, pri kateri merimo intenziteto sipane svetlobe, ki pride skozi
suspenzijo. Merimo jo pod kotom 15 - 90°. Sipanje svetlobe je odvisno od velikosti imunskih
kompleksov v preiskovanem vzorcu, izmerjena vrednost pa je premosorazmerna koncentraciji
analita (15). Turbidimetrija pa je merjenje intenzitete prepuscene svetlobe, ki je posledica
sipanja, odboja in absorpcije svetlobe, in sicer pod kotom Q°, glede na vir svetlobe. 1zmerjeni

signal je v tem primeru obratno sorazmeren s koncentracijo analita (15).

1.5.4 Adherenca eritrocitov

Z namenom, da bi razvili hitro in obcutljivejso presejalno tehniko za ugotavljanje pomankanja
IgA, so Schulenburg in sodelavci razvili metodo z adherenco eritrocitov na trdni fazi. Ta je
glede obcutljivosti primerljiva z radialno imunodifuzijo, a je hitrejSa in lazje dostopna kot

stopenjska nefelometrija, test pa ni komercialno dosegljiv (11).

1.5.5 Aglutinacijske reakcije

Aglutinacijske reakcije izvajamo tudi za dokazovanje topnih antigenov, pri ¢imer uporabimo
takoimenovano pasivno aglutinacijo. Aglutinacijsko metodo lahko prilagodimo za presejanje
velikega Stevila krvodajalcev. Eritrocite oseb s krvno skupino 0 RhD preslojimo z o¢is¢enimi
protitelesi IgA, ob uporabi taninske kisline ali kromovega klorida. Ta tehni¢no zahteven
analitski postopek cedalje pogosteje nadomescajo visoko obcutljivi encimsko imunski testi
(ELISA) (11).

1.5.6 Radioimunski test (RIA)

To je ena od najbolj vsestranskih in najobcutljivejsih metod za doloc¢anje koli¢ine antigenov
in haptenov. Z njo lahko izmerimo izredno majhne koli¢ine analita, zato je test RIA primeren
za kvantitativno dolo¢anje hormonov, serumskih proteinov, zdravil in vitaminov. Test je drag,
poleg tega pa vkljucuje tudi uporabo radioaktivno oznacenega antigena, zato ga v glavnem
izpodrivajo testi ELISA (11).



1.5.7 Encimsko imunski testi (ELISA)

Encimsko imunski test ali test ELISA je biokemijska metoda, ki jo uporabljamo za detekcijo
protiteles ali antigenov v bioloskih vzorcih. Gre za enega od najobcutljivej§ih in
najspecificnejsih kvantitativnih imunskih testov. Temelji na specifi¢nih interakcijah med
antigeni in protitelesi in obstaja v Stevilnih razli¢icah, ki jih lahko, glede na osnovni nacin
izvedbe, lo¢imo na kompetitivne in nekompetitivne. Glede na uporabljeno tehniko pa jih
delimo na neposredne (ang. Direct ELISA), posredne (ang. Indirect ELISA) in sendvi¢ teste
ELISA (angl. Sandwich ELISA) (16).

1.6 Metode za dolocanje protiteles proti IgA

Tuda za dolo¢anje protiteles proti IgA imamo na razpolago ve¢ razli¢nih testov.

1.6.1 Pasivna hemaglutinacija (PHA)
Prvi razviti test je temeljil na pasivni hemaglutinaciji (PHA). Se vedno je uporabi v
razmeroma majhnem S$tevilu referen¢nih laboratorijev, saj je obcutljiv in zanesljiv, Ceprav

Casovno potraten in tehni¢no zahteven (11).

1.6.2 Imunski test z mikrozrnci in temelji na preto¢ni citometriji (MIA)

Imunski test z mikrozrnci na osnovi preto¢ne citometrije temelji na uporabi polistirenskih
delcev, preslojenih s protitelesi IgA, ki jih inkubiramo s preiskovanimi serumskimi vzorci. Po
spiranju dodamo anti-humana protitelesa 1gG konjugirana s FITC, ki fluorescen¢no oznacijo
tista mikrozrnca, na katere so se vezala protitelesa IgA iz vzorca. Obseg fluorescence

izmerimo s preto¢nim citometrom (11).

1.6.3 Imunoradiometricni test (IRMA)

Na voljo so tudi trdno-fazni imunoradiometri¢ni testi z uporabo protiteles IgA, pripetih na
mikrokristalini¢no celulozo. 1zvajajo jih Stevilni referen¢ni laboratoriji, z njim pa zanesljivo
odkrijejo protitelesa, specificna za ta razred, malo manj zanesljivo pa tista z omejeno
specificnostjo. Na voljo so tudi encimski imunski testi, pri katerih testne serumske vzorce

inkubiramo v vdolbinicah mikroplos¢, ki so oblozene z IgA. (11).
1.6.4 Encimsko-imunski test (ELISA)

Protitelesa proti IgA lahko dolo¢amo z uporabo z encimi-konjugiranih proti humanih
protiteles razreda IgG, s katerimi ozna¢imo protitelesa anti-IgA ki se vezejo na IgA s katerimi
so obloZene vdolbinice mikrotitrskih plos¢. V primerjavi s predhodno opisanimi metodami je

ta enostavna, hitra in ucinkovita in jo zato uporabljajo v referen¢nih laboratorijih, ki
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preiskujejo serumske vzorce s protitelesi anti-IgA. Testi ELISA niso tako obcutljivi za
odkrivanje protiteles z omejeno specifi¢nostjo kot test s pasivno hemaglutinacijo (PHA),
najverjetneje zaradi nizjih koncentracij izotipa 1gA2 v serumskih vzorcih s poliklonskimi
protitelesi IgA (11).

1.7 Vrednotenje analiznih metod in rezultatov
Z izvajanjem analiznih meritev Zelimo pridobiti ponovljive, zanesljive in to¢ne podatke. Zato
potrebujemo validacijo uporabljenih metod, s katero dokazujemo, da te dejansko sluzijo

svojemu namenu (20).

1.7.1 Natan¢nost analizne metode

Z analizno natan¢nostjo dolocene metode opredelimo sipanje rezultatov pri posameznih
meritvah. Natan¢nost nam pove, kako velike so razlike med rezultati, ki jih dobimo s
ponavljanjem meritev istega vzorca. Cim manj$e so, bolj natanéna je metoda. V osnovi
razlikujemo med natancnostjo rezultatov znotraj analize in natancnostjo rezultatov med

analizami (20).

1.7.2 Analizna to¢nost

Analizna to¢nost je merilo pravilnosti metode oziroma stopnje ujemanja izmerjenih rezultatov
z dejanskimi oz. pravimi vrednostmi. Analizna to¢nost nam torej pove, v koliksni meri smo se
s posamezno meritvijo uspeli priblizati dejanski vrednosti, na ta nac¢in pa odkrivamo tudi

sistemske napake pri izvajanju analizne metode (20).

1.7.3 Analizna obcutljivost in analizna specifi¢nost
Analizna obcutljivost predstavlja najmanjso koli¢ino analita v vzorcu, ki jo lahko Se natan¢no
izmerimo (20). Opredelimo jo kot naklon umeritvene krivulje, ki ga dolo¢imo glede na odziv

izmerjenih signalov na spremembe koncentracije analita (20).

Analizna specifi¢nost pa se nanaSa na sposobnost analitske metode, da z njo vzorcu zaznamo
in ovrednotimo to¢no dolo¢eno substanco, ne pa tudi drugih, ki so v njem prav tako prisotne

(npr. necistot, razgradni produkti, matriks) (20).

1.7.4 Diagnosti¢na obcutljivost
Diagnosti¢na obcutljivost opredeljuje zanesljivo dolocitev tistega deleZza bolnikov s
preiskovano boleznijo, pri katerih je rezultat testa pozitiven. Negativni rezultati pri tistih

preiskovancih, ki so dejansko bolni pa so lahko tudi lazno negativni (20).
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1.7.5 Diagnosti¢na specifi¢nost
Diagnosti¢na specifi¢nost opredeljuje zanesljivo dolocitev tistega deleza preiskovancev, ki
dejansko nimajo preiskovane bolezni in pri katerih je rezultat testa negativen. Pozitivni

rezultati, ki jih izmerimo v vzorcih tovrstnih preiskovancev, pa so lazno pozitivni (20).

1.7.6 Pozitivna in negativna napovedna vrednost

Napovedna vrednost testa je odvisna od njegove obcutljivostjo in specifi¢nosti ter seveda od
prevalence preiskovane bolezni v populaciji. Obicajno jo izrazimo v odstotkih. V primeru
zelo majhne prevalence bolezni bosta pozitivna (PNV) in negativha napovedna vrednost
(NNV) presejalnega testiranja vedno zelo majhni, ne glede na specifi¢nost in obcutljivost

uporabljenega testa (20).

1.7.7 Mejna vrednost

Z izrazom prazna vrednost oznaCujemo najnizjo koncentracijo analita, ki je Se klini¢no
pomembna. Ta vrednost predstavlja mejo med pozitivnim in negativnim rezultatom testa.
Dolocitev prazne vrednosti pomembno vpliva na ugotavljanje razSirjenosti bolezni v

preucevani populaciji, posledi¢no pa tudi na diagnosti¢no uporabnost rezultatov (20).

12



2. NAMEN DELA

Namen magistrskega dela je:

e izvesti interno prevalen¢no Studijo, s ciljem ugotoviti pogostnost pomanjkanja protiteles
razreda IgA med slovenskimi krvodajalci ter vzpostaviti ustrezen nacionalni register;

e validirati komercialno dostopna testa za dolocanje protiteles IgA in ugotavljanje
prisotnosti protiteles anti-IgA v serumskih vzorcih ter sodelovati pri validaciji metod za
kvantitativno dolocevanje protiteles razreda IgA in anti-IgA, razvitih na ZTM;

e pripraviti osnove za rutinsko testiranje krvodajalcev na pomanjkanje protiteles IgA in
prisotnost protiteles proti-IgA, ter s tem vzpostaviti pogoje za zagotavljanje optimalnih
krvnih pripravkov, skladno s statusom IgA krvodajalcev in bolnikov.
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 Materiali
3.1.1 Vzorci

Za presejalno ugotavljanje pomankanja IgA smo naklju¢no izbrali 5.000 krvnih vzorcev
krvodajalcev. Testiranje smo izvedli na Odseku za Imunohematologijo Zavoda Republike
Slovenije za transfuzijsko medicino (ZTM), natan¢neje v Centru za testiranje krvi dajalcev.

Kriterji za izbor vzorcev so bili sledeci:
e starost od 18 - 55 let;
e darovanje krvi vec kot 2x;
e (as po odvzemu vzorca < 7 dni.

3.1.2 Kemikalije in reagenti

> Gelske kartice DiaMed Bio-Rad za doloc¢anje pomankanja IgA (Diamed Bio-Rad,
Svica)
Reagent (mikrodelci) za dolo¢anje pomankanja IgA (Diamed Bio-Rad, Svica)
Pozitivna kontrola za dolo¢anje pomankanja IgA (Diamed Bio-Rad, Svica)

Negativna kontrola za dologanje pomankanja IgA (Diamed Bio-Rad, Svica)

YV V V VY

Gelske kartice DiaMed Bio-Rad za doloc¢anje protiteles anti- IgA (Diamed Bio-Rad,
Svica)

A\

Reagent(mikrodelci) za dolo¢anje protiteles anti-IgA (Diamed Bio-Rad, Svica)

A\

Pozitivna kontrola za dolo¢anje protiteles anti-IgA (Diamed Bio-Rad, Svica)

> Negativna kontrola za dolo¢anje protiteles anti-IgA (Diamed Bio-Rad, Svica)

3.1.3 Laboratorijska oprema
> Pipeta, mehanska, ve¢stopenjska, (Diamed Bio-Rad, Svica)
Nastavki za pipete, (Diamed Bio-Rad, Svica)
Stresalnik (Ika, Nemcija)
Centrifuga 5810 (Eppendorf, Nemcija)
Robot Techno Twin Station, (Diamed Bio-Rad, Svica)

Pipetor Tecan Genesis, (Tecan AG, Svica)

VvV V V V VYV V

Nastavki za pipetor Tecan Genesis, (Tecan AG, Svica)
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3.2 Metode

3.2.1 Testa ID PaGIA IgA Deficiency in ID PaGIA Anti-IgA Antibody

Validirali smo komercialno dostopna testa za doloc¢anje protiteles IgA in protiteles proti IgA
proizvajalca BIO-RAD, ki temeljita na standardni tehniki delec-gelskega imunskega
testa(PaGIA).

3.2.1.1 Princip testa ID PaGIA IgA Deficiency

Vzorec, ki je plazma ali serum, nanesemo v mikrokiveto gelske kartice proizvajalca DiaMed
Bio-Rad in dodamo suspenzijo mikrodelcev, ki so polistirenska zrnca visoke gostote,
obloZzena s kunéjimi protitelesi proti IgA. Aglutinacijo mikrodelcev v reakcijski komori
gelske kartice lahko povzoroci le prisotnost ¢loveskih protiteles IgA v koncentraciji > 0,5
mg/L. S centrifugiranjem gelske Kkartice dosezemo lo¢bo aglutiniranih in neaglutiniranih
mikrodelcov v gelskem filtracijskem matriksu vsake posamezne mikrokivete. Aglutinirani
mikrodelci ostanejo ujeti v gelu ali nad njim (pozitivna reakcija), neaglutinirana zrnca pa
potujejo skozi in tvorijo vidno usedlino na dnu mikrokivete (negativna reakcija). Rezultate

odc¢itamo makroskopsko, saj so makrodelci obarvani rdece (17).

Protitelesa 1gG proti IgA
10 - mikrodelci PAGIA

. ID - aglutinacija
Mikrodelci oznaceni s Baliikir v s Aglutinacija mikrodelcev PaGIA
protitelesi IgG proti IgA protitelesi IgA

Meja detekeije 0,5 mg/dL
Normalne vrednosti pri odraslih 70-380 mg/dL

Slika 2: Princip testa ID PaGIA IgA Deficiency; prirejeno po (17).

15



3.2.1.2 Princip testa ID PaGIA Anti-IgA Antibody

Vzorec (plazma ali serum), nanesemo v mikrokiveto gelske kartice proizvajalca DiaMed in
mu dodamo suspenzijo mikrodelcov  (polistirenska zrnca visoke gostote, oblozena s
poliklonskimi protitelesi 1gA). Aglutinacijo mikrodelcev v reakcijski komori gelske kartice
povzoroc€i prisotnost kateregakoli izotipa protiteles IgA. S centrifugiranjem gelske kartice
lo¢imo aglutinirane od neaglutiniranih mikrodelcev v gelskem filtracijskem matriksu
posamezne mikrokivete. Aglutinirani mikrodelci ostanejo ujeti v gelu ali nad njim (pozitivna
reakcija), neaglutinirana zrnca pa potujejo skozi gel in tvorijo vidno usedlino na dnu
mikrokivete (negativna reakcija). Rezultate od¢itamo makroskopsko, saj so makrodelci

obarvani rdece (17).

. Poliklonska profitelesa IgA
™ Mikrodelci ID-Pagia

00

00 S—

¥ ) .

A B # O, i
+ - X = 9. = ! ‘

W< e y
Mikrodelci oznateni s Bolnikov serum s Aglutinacija ID - aglutinacija
protitelesi IgA protitelesi proti IgA mikrodelcev PaGIA

Obéutljivost: 100%
Specifitnost: >95%

Slika 3: Princip testa ID PaGIA Anti-IgA Antibody; prirejeno po (17).
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3.2.1.3 Interpretacija rezulatov testov ID PaGIA IgA Deficiency in IDPaGIAANti-IgA
Antibody

Testa ID- PaGIA za dolotanje pomankanje protiteles IgA
in ID- PaGIA za dolotanje protiteles proti IgA

Interpretacija rezultatov

L++?++§+5+ R

4

Slika 4: Prikaz interpretacije rezultatov testov ID PaGIA IgA Deficiency in ID PaGIA Anti-IgA
Antibody; prirejeno po (17). Legenda:

1 do 4: Pozitivna reakcija (+): aglutinacija v obliki rdece crte na gelu oziroma izrazite rdece
obarvanosti porazdeljene v zgornjem delu gela ali po celotnem gelu. Pozitiven rezultat testa ID PaGIA
IgA Deficiency kaZe na koncentracijo IgA, ki je > 0,5 mg/L oziroma prisotnost specifi¢nih protiteles
proti IgA v testu ID PaGIA Anti-1gA Antibody.

5: Negativna reakcija (-): popolna sedimentacija mikrodelcev v obliki usedline na dnu mikrokivete,
brez vidne aglutinacije v gelu. Negativen rezultat testa ID PaGIA IgA Deficiency kaZe na hudo
pomankanje I1gA ( IgA < 0,5 mg/L) oziroma na odsotnost protiteles proti IgA protiteles v primeru
testa ID PaGIA Anti-IgA Antibody.

6: Dvomljiva reakcija (?): ostanki fibrina v vzorcu lahko zadrZijo neaglutinirane mikrodelce, kar se
kaze v obliki rdece ¢rte na povrsini gela, medtem ko so vsi ostali mikrodelci na dnu mikrokivete, brez
sledi vmesne aglutinacije. Tak vzorec ponovno centrifugiramo 10 minut na 3000 obratih in test

ponovimo. V kolikor so rezultati ponovno dvomljivi, je izid testa neveljaven.

3.2.1.4 Postopek izvedbe testov ID PaGIA IgA Deficiency in ID PaGIA Anti-IgA
Antibody

Najprej nanesemo po 10 pL plazme ali seruma v posamezno mikrokiveto gelske kartice, nato

pa dodamo Se po 50 pL mikrodelcev ID PaGIA (polistirenska zrnca z veliko gostoto,

oblozena s kun¢jimi protitelesi anti-lgA za test pomanjkankja protiteles razreda IgA oz. s

poliklonskimi ¢loveskimi IgA za ugotavljanje prisotnosti protiteles proti 1gA), ki jih pred

nanosom dobro premeSamo s centrifugiranjem. Gelsko kartico nato inkubiramo 5 minut na

sobni temperaturi in jo centrifugiramo 10 minut pri 1.174 obr./min (centrifuga DiaMed ID,
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Diamed Bio-Rad) (Slika 5). Rezulate interpretiramo skladno z navodili, ki so priloZena
komercialnima kompletoma ID PaGIA IgA Deficiency Test in ID PaGIA Anti-IgA Antibody
Test. Pred vsakim testiranjem vzorcev analiziramo tudi pozitivne in negativne kontrole IgA
oziroma anti-IgA, ki so sestavni del testnih kompletov. Pozitivna kontrola za test ID PaGIA
IgA Deficiency Test vsebuje koncentraciji protiteles IgA, ki je visja od mejne (0,5 mg/L), zato
pride do vidne aglutinacije med rdece obarvanimi mikrodelci, oblozenimi s protitelesi anti-
IgA in protitelesi IgA v kontroli. V pozitivni kontroli testa ID PaGIA Anti-IgA pa so prisotna
protitelesa anti-IgA, ki povzro€ijo aglutinacijo mikrodelcev obloZenih s protitelesi IgA.
Negativna kontrola testa ID PaGIA Deficiency vsebuje protitelesa v koncentraciji, ki je niZja
od 0,5 mg/L, v negativni kontroli za test ID PaGIA Anti-IgA Antibody pa ni protiteles anti-
IgA.

10 uL vzorca 30 uL milerodelesy centrifumiranie, .
{s=rvm oz. plazma) inkwbacija,5 minut na 10 minut pri 1.174 obr./min Pozitiven  Nagativen
sobni temperaturi razultat rezultat

Slika 5: Shematski prikaz postopka izvedbe testov ID PaGIA IgA Deficiency in ID PaGIA Anti-IgA
Antibody; prirejeno po (17).
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3.2.2 Robot Techno Twin Station

V centrifugo robota vstavimo gelske kartice, v rotor za reagente pa mikrodelce ID PaGIA, ki
jih predhodno dobro premeSamo s centrifugiranjem, na dno reagen¢ne steklenicke pa
namestimo magnet, da so mikrodelci vedno dobro suspendirani. Pred vsako serijo testiranja
najprej nastavimo pozitivno in negativno kontrolo. S pritiskom na tipko START v aplikaciji
Techno Twin Station pricnemo postopek testiranja. Takoj za tem se pojavi okence » Samples
Availability«, kjer izberemo test IgA Deficiency, kar potrdimo z »Validate« in nato z »Yes«
ter Se enkrat z »Validate«. Robot vzorce in testni reagent odpipetira skladno z vstavljeno
metodo. Rezulate nato od¢itamo v meniju » Techno Validation« in jih shranimo v podatkovno
bazo robota (18).

Slika 6: Robot Techno Twin Station (Diamed Bio-Rad) (18).
3.2.3 Testi ELISA za dolocanje protiteles IgA in anti-IgA

Z namenom doloCevanja vsebnosti preostalih protiteles razreda IgA v supernatantih opranih
eritrocitov so na CRIDR razvili test sendvi¢ ELISA za dolocanje serumskih koncentracij
protiteles razreda IgA. Uporabo testa so razsirili tudi na dolo¢anje koncentracije protiteles
razreda IgA na krvnih vzorcih. Zasnovali so tudi dva razlicna ELISA testa za ugotavljanje
prisotnosti protiteles proti IgA. Test mosticni ELISA omogoca dolocanje koncentracije

protiteles proti IgA, test sendvi¢ ELISA pa dolo¢anje razreda nastalih protiteles.
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3.3 Enacbe za raCunanje parametrov za vrednotenje rezultatov

Rezultate smo ovrednotili tako, da smo izracunali diagnosti¢no specifi¢nost, obc¢utljivost in

prevalenco. Za izra¢un omenjenih parametrov Smo uporabili naslednje enacbe:

> V primeru, ko je negativen izid testa izrazal prisotnost bolezni smo diagnosti¢no

specifi¢nost in obcutljivost izracunali sledece:

Pravilno negativen izid

Diagnosti¢na ob¢utljivost (%0) = - - — - — —
Pravilno negativen izid+LaZno pozitiven izid

Pravilno pozitiven izid

Diagnosti¢na specifi¢nost (%0) =
g P (%) Pravilno pozitiven izid+LaZno negativen izid

» V primeru, ko je pozitiven izid testa izrazal prisotnost bolezni smo diagnosti¢no

specifi¢nost in obcutljivost izracunali sledece:

Pravilno pozitiven izid

Diagnosti¢na obcutljivost (%) =
g ) (%) Pravilno pozitiven izid+LaZno negativen izid

Pravilno negativen izid

Diagnosti¢na specifi¢nost (%0) = - - — - — —
Pravilno negativen izid+LaZno pozitiven izid

Stevilo novih primerov z boleznijo

Prevalenca (%) = =
(%) Stevilo vseh ogrozenih

3.4 Obdelava podatkov

Podatke smo analizirali s Fisherjevim natan¢nim testom, saj smo pri¢akovali nizke ferkvence
zaradi majhne prevalence. Kot statisticno pomembne smo upoStevali P-vrednosti
dvostranskega testa, ki so bile < 0,05. Obcutljivost, specifi¢nost, pozitivno napovedno
vrednost (PPV), negativno napovedno vrednost (NPV) in pojavnost smo dolo¢ili v okviru 95-
odstotnih intervalov zaupanja. V izracune smo vkljucili rezultate vseh 4.624 testiranih

vzorcev krvodajalcev.
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4. REZULATI

4.1 Rezultati testa ID PaGIA IgA Deficiency

V prvem delu testiranja smo vzporedno primerjalno validirali test ID PaGIA IgA Deficiency
in test sendvi¢ ELISA za dolo¢anje serumskih koncentracij protiteles razreda IgA, ki so ga
razvili na ZTM. Rezultate meritev na robotu Techno Twin Station (Diamed Bio-Rad) smo
primerjali z izsledki testa sendvi¢ ELISA in ugotovili, da so bili skladni pri 2.876 (99,9 %)
testiranih vzorcih krvodajalcev, neskladni pa le pri 2 (2,27 %).

1% Samples - [Filter] g@@

@ file torking Table Reports  Securicy Routine  Help -lax

Sample Info
o savplein;  Jp 2193

Donor D

[ [ [ &

15AD1 1D-PaGIA |gh deficiency test (5103) 510301001 1407301837 1D Card
MPE147 | MF Test AB-AB-DIVIJDIVI+)clifaT-B [5147) 614700404140904708 PUREERER  HMiciopiate
FRISA | Ab.sciesnin a I IAT) 5053 505318020141 2113864 VWWTVY 1D Cad
PR17 Direct dnliglabuiin test 1AT) 5053 5053190201412113900 VWYYV 1D Cad v
Received Batch External Validation Sent Batch
Number: Humber: 138 Number: 100
Date Date 2782013181623 Date 08201354833

Operator Operator, Maia Operator: Grupri

5103010011407301837 1D-PaGil4 IgA deficiency test [
g et

U
+
\fgA concentration: 0.5 ma /i |

Filter <F3> Patient Data <F4> Pririt <F5z> D etails <Fb>: Trace <F7> Back [E‘Sé]

User pata Wersion 2.18 17.10.201310:08:37

Slika 7: Primer prikaza rezultatov na Robotu Techno Twin Station (Diamed Bio-Rad), povzeto po
(18).

V obeh primerih ugotovljenih neskladnosti med rezultati komercialno dostopnega testa,
izvedenega z robotom Techno Twin Station (Diamed Bio-Rad) in testom sendvi¢ ELISA,
smo test ID PaGIA IgA Deficiency 3e enkrat izvedli ro¢no. Slo je za vzorca z oznakama
2208919 in 2193433, ki sta glede na rezultate, dobljene na robotu Techno Twin Station,
imela vrednost protiteles IgA > 0,5 mg/L (lazno pozitiven rezultat). Z ro¢no izvedbo
komercialnega testa na gelskih karticah DiaMed smo dokazali, da je v obeh vzorcih prisotno
popolno pomankanje protiteles razreda IgA. S tem smo potrdili rezultat testa sendvi¢ ELISA,
hkrati pa tudi pravilnost rezultatov, pridobljenih v okviru validacijskega postopka. Vzorca
smo nato v dvojniku ponovno analizirali na robotu Techno Twin Station in tokrat dobili

vrednosti, ki so bile < 0,5 mg/L.

V nadaljevanju presejalnega testiranja vzorcev krvodajalcev s testom ID PaGIA IgA
Deficiency na robotu smo s testom sendvi¢ ELISA primerjalno testirali le tiste, v katerih smo
dolo¢ili vrednosti protiteles IgA, ki so bile < 0,5 mg/L. V teh primerih so bili rezultati obeh
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primerjanih testov skladni pri 2 od 4 analiziranih vzorcev (50 %). Z obema neskladnima
vzorcema (2234682 in 2234684), v katerih smo z uporabo robota izmerili koncentraciji
protiteles razreda IgA < 0,5 mg/L (lazno negativen rezultat), smo ponovno izvedli test ID
PaGIA IgA Deficiency z ro¢nim nanosom in od¢itavanjem gelskih kartic. Ta je, tako kot test
sendvi¢ ELISA pokazal, da v obeh omenjenih vzorcih ni bilo pomankanja protiteles razreda
IgA. Oba vzorca z oznakama 2234682 in 2234684 smo nato v dvojniku ponovno testirali na

robotu in tokrat potrdili rezultat rocnega testiranja.

Preglednica 2: Primerjava rezultatov, izmerjenih s komercialno dostopnim testom ID PaGIA IgA

Deficiency in testom sendvi¢ ELISA, razvitim na ZTM.

St. Rezultati testa ID PaGIA | Rezultat ro¢ne izvedbe | Rezultat testa

vzorca | IgA Deficiency na robotu testa ID PaGIA IgA | sendvi¢ ELISA
Techno Twin Station Deficiency (ZTM)

2164452 neg. - neg.
2195573 neg. - neg.
2195767 neg. - neg.
2195916 neg. - neg.
2193424 neg. - neg.
2208919 poz. (L.P.) neg. neg.
2193433 poz. (L.P.) neg. neg.
2234640 neg. - neg.
2178391 neg. - neg.
2234682 neg. (L.N.) poz. poz.
2234684 neg. (L.N.) poz. poz.

4.1.1 Diagnosti¢no ovrednotenje rezultatov testa ID PaGIA IgA Deficiency

Iz dobljenih rezultatov smo izracunali: diagnosti¢no obcutljivost, diagnosti¢no specifi¢nost, in
prevalenco. Resni¢no pozitivne vrednosti koncentracij protiteles razreda IgA (>0,5 mg/L) so
predstavljali tisti rezultati, ki so bili pozitivni z obema primerjanima testoma (testa ID PaGIA
IgA Deficiency in sendvi¢c ELISA), resni¢no negativne vrednosti koncentracij protiteles
razreda IgA (< 0,5 mg/L) pa tisti, ki so bili z obema testoma negativni. Kot lazno pozitivne
smo obravnavali vse rezultate, ki so bili pozitivni s testom ID PaGIA IgA Deficiency,
negativni pa s testom sendvi¢ ELISA. Lazno negativniso bili vsi rezultati, ki so bili negativni
s testom ID PaGIA IgA Deficiency, pozitivni pa s testom sendvi¢ ELISA.

V prvem delu testiranja smo med 2.878 vzorci s testom ID PaGIA IgA Deficiency, ki smo ga
izvedli na robotu Techno Twin Station (Diamed Bio-Rad) dolocili 5, s testom sendvi¢ ELISA

pa 7 negativnih vzorcev (Preglednica 3). Obcutljivost je bila 71,4 %, specificnost pa 99,9 %.
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V drugem delu testiranja (Preglednica 4) pa smo negativne rezultate, dolocene s testom ID
PaGIA IgA Deficiency, zaznali v 4 izmed 1.748 vzorcev krvodajalcev in le v 2 analiziranih s
testom sendvi¢ ELISA (Preglednica 5). V tem primeru je bila obc¢utljivost 100 %, specifi¢nost
pa 99.9 %.

Preglednica 3: Rezultati prvega dela testiranja.

Test sendvi¢ ELISA
Test ID PaGIA IgA o5t Senavie .
. _ i Skupaj
Deficiency Pozitiven Negativen
(IgA>0,5 mg/L) (IgA < 0,5mg/L)
Pozitiven
(IgA>0,5 mg/L) 2.871 2 2.873
Negativen
(IgA < 0,5 mg/L) 0 5 5
Skupaj 2.871 7 2.878
Obéutljivost = ——x100 = 71,4%
5+2
Specificost = 2871 4100 = 99,9%
2871+0
Preglednica 4: Rezultati drugega dela testiranja
Test sendvi¢ ELISA
Test ID PaGIA IgA est senavie .
. _ i Skupaj
Deficiency Pozitiven Negativen
(IgA>0,5 mg/L) (IgA < 0,5mg/L)
Pozitiven
(1gA>0,5 mg/L) 1.744 0 1.744
Negativen
(IgA < 0,5 mg/L) 2 2 4
Skupaj 1.746 2 1.748

Obéutljivost = —x100 = 100%
240

1744
1744+2

Specificost = x100 = 99,9%

Skupaj smo torej pretestirali 4.626 vzorcev krvodajalcev, od katerih je bilo 9 negativnih s
testom ID PaGIA IgA Deficiency, pri ¢imer sta bila 2 od teh lazno negativna, 2 lazno
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pozitivna (Preglednica 5). Obcutljivost je bila 77,8 %, specifi¢nost 99,9 % in prevalenca 0,19
%.

Preglednica 5: Rezultati obeh delov testiranja skupaj

Test ID PaGIA IgA Test sendvi¢ ELISA _

s — : Skupaj

Deficiency Pozitiven Negativen
(IgA>0,5 mg/L) (IgA < 0,5mg/L)

Pozitiven
(1gA>0,5 mg/L) 4.615 2 4.617
Negativen
(IgA < 0,5 mg/L) 2 7 9
Skupaj 4.617 9 4.626

Obeutljivost = —x100 = 77,8%
7+2

P 461
Specificost = e

52x100= 99,9%

15+

Prevalenca = LxlOO =0,19%
4626

Med 4.626 testiranimi krvodajalci je bilo 1.610 Zensk (34,8 %) in 3.016 moskih (65,2 %), pri
¢emer SMO pomanjkanje protiteles IgA zaznali pri 8 moskih in 1 Zenski. Ali je ugotovljeno
pomanjkanje statisticno znacilno povezano s spolom, smo preverili s Fisherjevim natanénim
testom, in ugotovili, da razlika ni statisti¢cno znacilna (p=0.175) (Slika 8). To pomeni, da
lahko sklepamo, da je deleZ Zensk in moskih s pomanjkanjem protiteles razreda IgA v celotni
populaciji zelo podoben. Struktura krvodajalcev glede na spol in pomanjkanje protiteles IgA
sta predstavljena na Sliki 8.

Preglednica 6: Kontigen¢na tabela za izvedbo Fisherjevega testa rezultatov dolocanja protiteles
razreda IgA v plazemskih vzorcih 4.626 krvodajalcev.

IgA<0,5 mg/dL IgA> 0,5 mg/dL Skupaj
Moski 8 3008 3016
Zenske 1 1609 1610
Skupaj 9 4617 4626
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Slika 8: Porazdelitev ugotovljenih koncentracij protiteles razreda IgA glede na spol
krvodajalcev (NS: p>0,05).

4.2.1 Rezultati testa ID PaGIA Anti-1gA Antibody

V prvem delu presejalnega testiranja na pomanjkanje protiteles razreda IgA, smo po 2.878
pretestiranih vzorcev krvodajalcev odkrili 7, ki so imeli omenjeno pomanjkanje. Pri vseh teh
smo nato izvedli Se test ID PaGIA Anti-IgA Antibody z ro¢nim nanosom in od¢itavanjem
gelskih Kartic ter rezultate primerjali s tistimi, ki smo jih dolo¢ili s testom ELISA, razvitim na
ZTM. Z obema testoma smo torej dobili skladne rezultate, kar pomeni, da smo v vseh
primerih zaznali prisotnost protiteles proti IgA.

V nadaljevanju presejalnega testiranja smo med dodatnimi 1.748 pretestiranimi vzorci
krvodajalcev nasli Se 2 s pomanjkanjem protiteles razreda IgA. Oba smo analizirali s testom
ID PaGIA Anti-IgA Antibody v dvojniku in v vzorcu z oznako 2234640 ugotovili prisotnost
protiteles proti IgA, v tistem z oznako 2178391, pa ne.

Preglednica 7: Primerjava rezultatov testiranja vzorcev s pomanjkanjem protiteles IgA med testoma
ID-PaGia Anti-IgA Antibody in ELISA.

St. ID-PaGia Anti-1gA testa ELISA

vzorca Antibody (mosti¢ni in sendvic)
2164452 neg. neg.
2195573 poz. poz.
2195767 neg. neg.
2195916 poz. poz.
2193424 poz. poz.
2208919 neg. neg.
2193433 neg. neg.
2234640 poz -
2178391 neg. -
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4.1.1 Diagnosti¢no ovrednotenje rezultatov testa ID PaGIA Anti-IgA Antibody

Iz dobljenih rezultatov smo izracunali: diagnosti¢no obcutljivost, diagnosti¢no specifi¢nost in
prevalenco. Resni¢no pozitivni vzorci (prisotnost specifiénih protiteles proti IgA, potrjena s
testom ID PaGIA Anti-IgA Antibody) so bili tisti, ki so bili pozitivni v obeh testih (ID PaGIA
Anti-IgA Antibody in ELISA), resni¢no negativni (odsotnost specifi¢nih protiteles proti IgA,
potrjena s testom ID PaGIA Anti-IgA Antibody) pa tisti, ki so bili v obeh testih negativni. Za
lazno pozitivne vzorce smo Steli tiste, ki so bili pozitivni v testu ID PaGIA Anti-IgA
Antibody, negativni pa v testu ELISA. Lazno negativni pa so bili vzorci z negativnim izidom
testa ID PaGIA Anti-IgA Antibody in s pozitivnim rezultatom testa ELISA.

Z vsemi 9 vzorci krvodajalcev, v katerih smo predhodno dolocili koncentracije protiteles IgA,
ki so bile < 0,5 mg/L, smo izvedeli test ID PaGIA Anti-IgA Antibody z ro¢nim nanosom in
odcitavanjem gelskih kartic. Rezultate, razen zadnjih 2, ki smo ju nasli med dodatnimi 1.748
pretestiranimi vzorci, smo nato primerjali z rezultati testov ELISA za dolocanje prisotnosti
protiteles proti IgA, razvitih na ZTM. Tako smo v 4 vzorcih odkrili prisotnost protiteles proti
IgA, pri ostalih 5 pa ne. Pri izvajanju testa ID PaGIA Anti-IgA Antibody nismo dobili lazno
negativnih in lazno pozitivnih rezultatov (Preglednica 8), kar pomeni, da sta bili v tem

primeru obcutljivost in specifi¢nost 100%.

Preglednica 8: Rezultati primerjalnega testiranja vzorcev s koncentracijo protiteles IgA< 0,5
mg/L

Test ID PaGIA Anti- TestELISA Skupaj
I9A Antibody Pozitiven Negativen
Pozitiven 4 0 4
Negativen S 0 5
Skupaj 9 9

Obgutljivost = —x100 =100%
440

- _

Specificost = —5+0x100 = 100%
4

Prevalenca = gxloo =44,4%
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Preglednica 9: Prikaz znadilnosti vseh 9 vzorcev krvodajalcev s pomanjkanjem protiteles razreda IgA.

1259776 | RS | 0 RhD poz. 20 M 3 +
1051032 | DW | 0 RhD poz. 54 M 4 -
1147384 | PM | 0 RhD poz. 37 M 10 -
9501167 | TD | 0 RhD poz. 25 M 13 -
1263597 | BS | ARhD poz. 19 M 2 -
1170084 | VA | ARhID poz. 33 M 6

9500280 | PA | AB RhD neg. 37 M 3

3003014 | PB | AB RhD poz. 56 M 16 -
9505185 | NK | AB RhD neg. 18 z 1 +
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5 RAZPRAVA

V okviru magistrske naloge smo izvedli interno prevalenc¢no Studijo ugotavljanja pogostnosti
pomanjkanja protiteles razreda IgA med slovenskimi krvodajalci, kar je osnova za pripravo
vzpostavitve registra tako prizadetih oseb. V ta namen smo validirali komercialno dostopna
testa za dolo¢anje pomankanja protiteles razreda IgA in za ugotavljanje prisotnosti protiteles
anti-lgA. Poleg tega smo sodelovali tudi pri validaciji testov ELISA za kvantitativho
dolocevanje protiteles razreda IgA in protiteles anti-IgA v serumskih vzorcih, ki so jih razvili
na ZTM. Med testiranjem 4.626 vzorcev krvodajlcev smo odkrili 9 takih s pomankanjem
omenjenih protiteles, od teh pa so imeli 4 prisotna protitelesa proti IgA. Pogostnost
pomanjkanja protiteles razreda IgA med slovenskimi krvodajalci je tako 0,19 %, kar je
primerljivo z obstoje¢imi podatki za krvodajalce v Evropi in drugje v zahodnem svetu (7).
Pogostnost prisotnosti protiteles anti-lgA med krvodajalci s pomanjkanjem IgA pa je bila
44,4 %.

Urgentna transfuzija krvnih komponent za posameznike s pomankanjem protiteles IgA je
medicinski in logistiéni izziv. Ce bolnike s protitelesi proti IgA ne diagnosticirajo pravilno, se
lahko pri njih razvijejo hude transfuzijske reakcije in anafilaksa, seveda v primeru, da
prejmejo krvne komponente, ki vsebujejo Ze neznatne koli¢ine omenjenih protiteles.
Logisti¢ne tezave so tako dvojne, in sicer zaradi tehni¢no zahtevnih diagnosti¢nih testov ter
tezav pri zagotavljanju ustreznih koli¢in ustreznih krvnih komponent, v primerih nujnih
transfuzij. Hitro prepoznavanje transfuzijskih reakcij, ki so povezane s protitelesi IgA, ter
njihovo razlikovanje glede na druge alergijske reakcije, povezane s transfuzijo, sta klju¢na
elementa za uspeSno vodenje bolnikov. Z natan¢no diagnozo ne bi samo povecali varnosti
bolnikov, temve¢ tudi upravicilia uporabo redkih krvnih komponent, kot so npr. sprani

koncentrirani eritrociti ali plazma krvodajalcev s pomanjkanjem protiteles IgA.

Trenutni diagnosti¢ni testi za ugotavljanje prisotnosti protiteles proti IgA temeljijo na
zamudnih in delovno intenzivnih metodah. Hemaglutinacija in tekoc¢inska citometrija sta sicer
zanesljivi, a tehni¢no zahtevni in zamudni, medtem ko so imunski testi (ELISA, RIA) manj
obcutljivi in poslediéno manj zanesljivi. NovejSa kvalitativna metoda, ki se uporablja za
odkrivanje pomankanje protiteles razreda IgA in prisotnosti ali odsotnosti protiteles proti
IgA, je test z mikrodelci v gelu (ID PaGIA). Tovrstni analitski postopek je hiter in tehni¢no
preprost, trenutno pa so glede njihove uporabe za odkrivanje pomankanja protiteles IgA in
prisotnost protiteles proti IgA na voljo Se zelo omejeni podatki, zato nimamo neposredne

primerjave med temi testi in drugimi Ze uveljavljenimi metodami (19).
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Pri izvedbii testa ID PaGIA IgA Deficiency na robotu Techno Twin Station (Diamed Bio-
Rad), smo pri¢akovali avtomatizirano izvedbo ter pravilno in natan¢no interpretacijo
rezultatov. Ugotovili smo, da je bila diagnosticna obcutljivost 99,9 %, diagnosti¢na
specificnost 77,8 %. Pred vsakim testiranjem vzorcev smo analizirali tudi pozitivne in
negativne kontrole IgA, ki so sestavni del testnih kompletov. Za vse neskladne in negativne
vzorce smo izvedli test ID PaGIA IgA Deficiency z ro¢nim nanosom in od¢itavanjem gelskih
kartic in rezultate primerjali z izsledki testa sendvi¢ ELISA. Ugotovili smo, da so se rezultati
obeh testov med seboj ujemali. Diagnosti¢na obcutljivost in diagnosti¢na specifi¢nost sta
tako bile 100 %. V literaturi smo zasledili podatke glede ro¢ne izvedbe testa ID PaGIA IgA
Deficiency in sicer: diagnosti¢na obcutljivost 91,7 % in diagnosti¢na specifi¢nost 97,1 % (19).
Ugotovili smo, da je test ID PaGIA IgA Deficiency ustrezen za presejalno testiranje, vendar
pa ob njegovi izvedbi na robotu Techno Twin Station (Diamed Bio-Rad) le ob dodatnem
skrbnem subjektivnem odcitavanju rezultatov. Prednosti tovrstnega testiranja na robotu
Techno Twin Station pa so: popolnoma avtomatiziran postopek, ki je primeren za testiranje
velikih serij vzorceev; hitra in enostavna izvedba; moznost prilagoditve obsega testiranja
glede na potrebe; robustnost; razmeroma dolg rok uporabe reagentov in njihovo enostavno
shranjevanje. Pomanjkljivosti pa so: neustrezno pakiranje, zaradi neujemanja med Stevilom
kontrolnih vzorcev in gelskih kartic glede na koli¢ino reagenta; ro¢ni prenos kontrolnih
serumov in reagentov v testne epruvete, saj sta koli¢ini vzorca in reagenta za avtomatsko
pipetiranje v aparatu preveliki; tveganje za neveljavne ali lazno pozitivne rezultate zaradi
morebitne prisotnosti fibrina v vzorcih, ker aparat ne interpretira mejnih vrednosti in ne

opozarja na nejasnosti; visoka cena komercialno dostopnega testnega kompleta.

Test ID PaGIA Anti-IgA Antibody smo izvajali z ro¢nim nanosom in od¢itavanjem gelskih
kartic ter rezultate primerjal s tistimi, ki so jih dobili s testoma ELISA. Tega testiranja nismo
izvedli z robotom Techno Twin Station (Diamed Bio-Rad), in sicer zato, ker smo imeli na
razpolago majhne koli¢ine vzorcev, ki jih, tako kot reagente, za avtomatsko testiranje
potrebujemo veliko. Ugotovili smo, da sta bile diagnosti¢na obcutljivost in diagnosti¢na
specificnost 100 %. Pred vsakim testiranjem vzorcev smo najprej analizirali pozitivne in
negativne kontrole protiteles anti-IgA, ki so sestavni del testnih kompletov. V literaturi smo
zasledili naslednje podatke glede rocne izvedbe testa ID PaGIA Anti-IgA Antibody:
diagnosti¢na obcutljivost 89,3 %, in diagnosti¢na specificnost 100 % (19). Zaklju¢imo lahko,

da je test ID PaGIA Anti-IgA Antibody ustrezen za presejalno testiranje.

29



Rezulati testiranja 4.626 vzorcev slovenskih krvodajalcev, in sicer 1.610 Zensk (34,8 %) in
3.016 moskih (65,2 %) na pomanjkanje protiteles razreda IgA so pokazali, da je bilo to
prisotno pri 8 moskih in 1 zenski. S kontingen¢no analizo in Fisherjevim natan¢nim testom
smo dokazali, da razlika glede na spol ni statisticno znacilna (p = 0.175). Preglednica 9
prikazuje lastnosti vseh 9 vzorcev krvodajalcev, v katerih smo ugotovili pomanjkanje
protiteles razreda IgA. Na tej osnovi lahko pricnemo z aktivnostmi za oblikovanje in
vzdrzevanje registra krvodajalcev s pomanjkanjem omenjenih protiteles, kot ustreznih

darovalcev krvnih komponent za bolnike z enako pomanjkljivostjo.
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6 SKLEPI

» Z interno prevalen¢no Studijo smo ugotavljali pogostnost pomanjkanja protiteles
razreda IgA med slovenskimi krvodajalci, in ugotovili, da je ta 0,19 % (9/4.4626), kar
je primerljivo z objavljenimi podatki za krvodajalce v Evropi in drugje v zahodnem
svetu. Pogostnost prisotnosti anti-IgA med osebami s pomanjkanjem IgA pa je 44,4 %
(419).

» Ugotovili smo, da sta komercialno dostopna testa za doloCanje protiteles razreda IgA
(ID PaGIA IgA Deficiency Test) in za ugotavljanje prisotnosti protiteles anti-IgA (ID
PaGIA Anti-IgA Antibody Test) ustrezna za presejalno testiranje. V primeru uporabe
avtomatiziranega postopka na robotu Techno Twin Station (Diamed Bio-Rad) pa je

potrebno skrbno dodatno subjektivno vrednotenje rezultatov.

» Nasi izsledki predstavljajo osnovo za oblikovanje in vzdrzevanje registra krvodajalcev

s pomanjkanjem protiteles razreda IgA.
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