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SU COOMB’S AGLIUTINACIJOS METODU
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Santrauka. Autoimuninés ligos, apimancios 5—7% Zzmoniy populiacijos, uzima trecia vieta pagal mirtinguma po
Sirdies ir kraujagysliu bei véziniy ligy. Diagnozuojant viena dazniausiai pasitaikan¢iy autoimuniniy ligy — autoimuning
hemoliting anemija (AIHA) — ir medicinos, ir veterinarijos laboratorijose iki $iol taikomas Coomb’s agliutinacijos
metodas. Taciau $is diagnostikos metodas néra pakankamai jautrus, todél vis dazniau susilaukia skeptisko mokslininky
vertinimo.

Miusy darbo tikslas buvo paruosti lasteliy membranos imunofluorescencijos (MIF) metoda Suny AIHA
diagnostiniams tyrimams ir palyginti ji su Coomb’s agliutinacijos metodu.

IStyrus 26 Sunis, kuriems buvo itarta AIHA (kontrolei panaudota 13 kliniskai sveiky Suny), paaiskéjo, kad lasteliy
MIF metodas beveik du kartus jautresnis nei Coomb’s agliutinacijos metodas. Daugiausia tirty Suny ant eritrocity
pavirSiaus tur¢jo IgG ir IgM autologinius antikiinus. Taikant MIF metoda su ozkos antiserumu prie§ Suns IgG HL
grandines, teigiamai reagavo 53% tiriamosios grupés (n=26) $unu, o Coomb’s agliutinacijos — 26%. Zenklus minéty
metody jautrumo skirtumas pastebétas ir naudojant ozkos antiseruma prie§ Suns [gM — MIF metodu teigiamai reagavo
50% tiriamy Suny, o Coomb’s — tik 3,84%. Be to, MIF ir Coomb’s agliutinacijos teigiami rezultatai, naudojant minétus
ozkos antiserumus, buvo daznesni tiriant pateles.

RaktaZodZiai: autoimuniné hemolitiné anemija (AIHA), Coomb’s agliutinacijos metodas, lasteliy membranos
imunofluorescencijos metodas (MIF).

APPLICATION OF CELLS MEMBRANE IMMUNOFLUORESCENCE (MIF) METHOD
FOR AUTOIMMUNE HAEMOLYTIC ANEMIA (AIHA) DIAGNOSTIC IN DOGS AND
COMPARISON OF MIF WITH COOMB’S AGGLUTINATION TEST

Summary. Autoimmune diseases are relatively frequent complex of diseases, which occur when the body's
immune system attacks internal organs, affecting approximately 5-7% of human population. After cardio-vascular
diseases and cancer they are third in mortality. The diagnosis of AIHA provides few difficulties since the introduction
of the popular Coomb’s test: at the last years clerisies find the disadvantage of low sensitivity routinely used Coomb’s
test.

The objective of the present work was to appropriate cells membrane immunofluorescence (MIF) test in AIHA
diagnostic and to compare it with Coomb’s agglutination.

Twenty six anemic dogs were investigated (experimental group) and 13 clinically healthy dogs were used as a
control. Our results demonstrated that cell’s floucytometric analysis is precise, reliable and two times more sensitive
method for detecting of RBC-boud autoantibodies compared to Coomb’s agglutination test. The results have shown that
IgG and IgM were the most frequent autoantibodies in anemic dogs: 53% of tested dogs (n=26) were positive to goat
antiserum according to dog IgG HL chain in MIF test, whereas using Coomb’s agglutination with the same antiserum
positive were only 26% of tested dogs. Similar difference between two tests (MIF and Coomb’s) was shown with goat
antidog antibodies to IgM, when 50% and 3.8% of dogs, respectively, were positive. Interestingly the percentage of
females positive to MIF and Coomb’s tests was higher compared to males.

Keywords: Autoimmune heamolytic anaemia (AIHA), Coomb’s
immunofluorescence (MIF).

aggliutination, cells membrane

Ivadas. Autoimuniné hemoliziné anemija (AIHA)
priskiriama II tipo (antikiiny citotoksiskumo) autoimuni-
niy ligy kategorijai: Suns antiklinai in vivo autologinius
eritrocitus atpazista kaip antigenus (Day, 1999; Pedersen,
1999; Tizard, 2000). Pagal prigimti AIHA gali bati
pirminé ir antriné. Pirminés AIHA priezastys iki Siol néra
aiSkios, ta¢iau manoma, kad jas gali lemti genetinés ar
imuninés sitemos sutrikimai: nespecifinis B limfocity
aktyvavimas (Alcorta et al., 1993), ant eritrocity (E)
esantys kraujo grupiy antigenai (Garratty, 1991) ar pakite
sialo rusties dariniai ant E membranos (Jones et al., 1990).

Antrinés anemijos priezastys dazniau siejamos su
infekcinémis, vézinémis ligomis, antibiotiky terapija.

Pastebéta, kad beveik du tre¢daliai Zmoniy ir ka¢iy ATHA
yra antrinés kilmés. Sunims daZniausiai diagnozuojama
pirminé ATHA (Tizard, 2000).

Moksliniais tyrimais irodyta, kad Suny organizme
autologiniai antiktiniai (AAK) daZniausiai gaminasi prie§
Siuos E membranos antigenus: 29-42 kDa glikoforiny
peptidus, 37-100 kDa nezinomus peptidus ir citoskeleto
fosfolipidus bei kitus proteinus (Dodds, 1977; Barker et
al., 1991, 1992; Tsuchida et al., 1991; Pedersen, 1999;
Tizard, 2000). Ant AIHA serganc¢iy pacienty E pavirSiaus
aptinkama nuo 650 iki 1000 AAK molekuliy (natiraliai,
nesergant AIHA — tik 38-50). Yra duomenu, jog silpnai
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teigiama agliutinacijos reakcija gali vykti tada, kai ant E
esti tik 100-120 IgG molekuliy (Gutowsky et al., 1991).

Priklausomai AIHA priezasties, AAK aplipe E i§
cirkuliuojan¢io kraujo Salinami dviem bidais: vykstant
intravaskulinei (kai i ligos patogenezg itraukta komele-
mento sistema) arba ekstravaskulinei hemolizei (kai
eritrocitus naikina bluznyje ir kepenyse esancios
makrofagy sistemos lastelés) (Dodds, 1977; Pedersen,
1999; Tizard, 2000 ).

Daugelyje literatiiros Saltiniy teigiama, kad anemija
du kartus dazniau serga patelés nei patinai (Pedersen,
1999; Tizard, 2000). Manoma, kad susirgima lemia
pateliy organizme padidéjes estrogeny kiekis (Tizard,
2000).

Pagal klinikinius simptomus nustatyti, ar anemija
yra pirminés kilmés, nejmanoma, nes daugeliu atveju

sergantiems  Sunims pasireiSkia jprasti anemijos
simptomai: silpnumas, mieguistumas, pasikartojantis
kar§¢iavimas, tachikardija, anoreksija, vémimas ar

viduriavimas. Anemisky Suny gleivinés esti blyskios,
bluznis — padidéjusi. Suny AIHA tiriama, kai $uny
hematokritas sumazéja iki 10% ar maziau, nustatoma
anizocitozeé, retikuliocitoze, spferocitozé bei neutrofilija
(Bush, 1991). Issiaiskinta, kad liga dazniau linke sirgti
vokieCiy aviganiai, airiy seteriai, Skoty terjerai,
amerikieCiy kokerspanieliai. Vidutinis AIHA serganciyjy
amzius — 45 metai (Tizard, 2000).

Iki Siol ir medicinos, ir veterinarijos diagnostikos
laboratorijose rutininei AIHA diagnostikai taikomas
Coomb’s agliutinacijos metodas, kurio esmé — E agliuti-
nacija antiktinais prie§ IgG, IgM ir C3. Neretai pasitaiko
atvejy, kai paciento ligos klinikiniai poZymiai,
morfologinis kraujo vaizdas bei anamnezé labai panasiis i
AIHA, o Coomb’s agliutinacijos tyrimas — neigiamas.

Pastaruoju metu literatiiroje pasirodé pavieniy
pranesimy, kad zmoniy AIHA pradéta tirti lasteliy tékmés
citometru. Prietaisas vertina E fluorescencijos intensyvu-
ma po inkubacijos su specifiniais antikiinais, Zymétais
$vytinciais dazais.

Darbo tikslas — paruosti Suny AIHA nustatymo
salygas E membranos imunofluorescencijos (MIF)
metodu ir ji palyginti su klasikiniu Coomb’s agliutinacijos
metodu.

Medziagos ir metodai. Tiriami Sunys ir kraujo
méginiai. Tyréme 39 ivairaus amziaus (1-14 mety) Sunis.
Kontroliniy Suny grupe sudaré 13 kliniskai sveiky 2-8
mety Suny: 9 kalés ir 4 patinai. [tariamy dél AIHA Suny
grupe sudaré 26 pacientai: 18 (1-14 mety) patiny ir 8
kalés (1-6 mety). Tyrimams naudotas 2—-5 ml Sviezias,
EDTA stabilizuotas kraujas.

Antiktinai. Siekiant ant E nustatyti autologinius
IgG, IgM, IgA klasiy antikiinus ir C3, naudoti keturi
afiniskai  iSgryninti ozkos antiserumai (pirminiai
antikinai): a-IgG (Ak prieS Suns IgG lengvasias ir
sunkigsias grandines ), a-IgM (Ak pries Suns IgM miu
granding), a-IgA (Ak pries Suns IgA alfa granding) ir a-C3
(Ak pries Suns C3 komponenta; Bethyl laboratories, INC,
Jungtiné Karalysté). Visi naudoti a-Ig tirti praskiesti su
PBS taip: 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320. Tyrimams su
tekmeés citometru E inkubuoti su afiniskai iSgrynintais
(antriniais antik@inais) asilo Ak prie$ ozkos IgG lengvasias
ir sunkiasias grandines, zymeétais fluoresceinu (FITC,
Dianova, Hamburg, Vokietija), 1:100 skiestais su PBS.

Tyrimy metodai. Coomb’s  agliutinacijos
metodas. Sis metodas buvo taikytas pagal Chaplin Hugh
apraSyta metodika (1985). I$siaiskinti optimaliai E
agliutinacijos temperatiirai, kiekvieno Suns kraujas vieng
valanda inkubuotas 4°C (Saldytuve) ir 37°C (termostate)
temperatiiroje. Du kartus E plauti inkubacijos temperatiira
atitinkan¢iu PBS (centrifuguoti 200 g 5 min., virSuje
susikaupgs supernatantas paSalintas). ISplauti E praskiesti
1:40 terpe RPMI1640 (su 2% inaktyvuotu FCS). Nustatyti
a-Ig skiedimg (1:20-1:320), kuriame E agliutinuoja, i dvi
U formos duobelémis ploksteles naudota 20 pl paruostos
E suspensijos ir 20 pl paruosty a-Ig. Plokstelés kratytos
1 min. (300 aps./min.). Agliutinacija vertinta po 30 min.,
E su a-Ig inkubavus skirtingoje temperatiroje (4°C ir
37°C).

Lasteliy membranos imunofluorescencijos
metodas (MIF). Kraujas du kartus plautas su PBS
(centrifuguotas 200 g 5 min.). E praskiesti 1:40 su
RPMI1640 (2% inaktyvuotu FCS). 20 ul E suspensijos 30
min. inkubuoti ant ledy $aldytuve (4°C) su 20 pl pirminiy
a-Ig. Inkubavus E du kartus plauti Saltu (4°C ) 100ul PBS-
BN (PBS, 0,5% BSA, 0,02% NaNj): plokstelé
centrifuguota (200 g 5 min., 4°C), pasalintas
supernatantas. E inkubuoti su 20 ul antriniy antiktiny,
zyméty su FITC. Inkubavus E vél du kartus plauti su
PBS-BN. E lasas (50 pl) suspenduotas 200 pl steriliai
filtruotame PBS. Bandiniai tirti Iasteliy tékmés citometru
(FacScan®, Becton Dickinson, Heidelberg, Vokietija).
Lasteliy fluorescencijai ivertinti skai¢iuota 10 tukst. E.

Tyrimy rezultatai. Kaip matyti i§ pateikty rezultaty
(1 lentelé), didziausias kontrolinés grupés Suny E
membranos fluorescencijos intensyvumas (MFI) buvo
nustatytas naudojant a-IgG (HL grandines), o naudojant a-
IgM (miu grandiné), a-IgA (alfa granding) ir a-C3 MFI
buvo mazesni. Kuo antiserumas praskiestas labiau, tuo
imunofluorescencija silpnesné.

Teigiamai reagavusiy patiny eritrocitu MFI
(1 lentelé), naudojant a-IgG, buvo didziausias ir kelis
kartus virsijo kontrolinés grupés Suny MFI (antiserumas
skiestas 1:20-1:80, p<0,01; 1:160 — p<0,005; 1:320 —
p<0,001) (1 pav.). Teigiamai reagavusiy | a-IgM patiny
MEFT taip pat buvo didesnis nei kontrolinés grupés Suny
(p<0,001). Tyrimams naudojant a-IgA, teigiamai reagavo
tik vienas patinas (1:20—1:160).

Su a-C3 padidéjes MFI buvo nustatytas tik esant
praskiestam antiserumui 1:20 ir 1:40 (atitinkamai p<0,01
ir 0,005).

Tirdami teigiamai reagavusiy pateliy eritrocity MFI
(1 lentelé) su a-IgG nustatéme, kad jis buvo gerokai
padidéjgs palyginti su kontrolinés grupés Suny
(antiserumas skiestas 1:20 — p<0,025; 1:40 — p<0,005;
1:80 — p<0,01; 1:160 — p<0,001; 1:320 — p<0,005).
Naudojant a-IgM — taip pat didesnis (antiserumas skiestas
1:20 — p<0,005; 1:40 — p<0,001; 1:80 — p<0,005; 1:160 —
p<0,001 ir 1: 320 — p<0,005). Teigiamai reagavusiy
pateliy E | a-IgA nebuvo, o naudojant a-C3, tik vienos
patelés E rodé Siek tiek padidéjusi MFI.

Nors buvo pastebétas MFI skirtumas tarp teigiamai
MIF reaguojanciy patiny ir pateliy E (1 lentelé), rezultaty
skirtumo patikimumas naudojant a-IgG nustatytas, kai
antiserumas praskiestas daugiau - 1:160 ir 1:320
(p<0,025). Lyginant Siy tiriamy grupiy atitinkamus
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atskiestas daugiau, minétas skirtumas patikimesnis

(p<0,025-0,001).

rezultatus, naudojant a-IgM, nustatyta, kad su nedaug
atskiestu antiserumu skirtumas tarp patiny ir pateliy
eritrocity MFI néra patikimas (p<0,5). Jei a-IgM

1 lentelé. Kontroliniy (n=13) ir tiriamy Suny (n=26) eritrocity membranos imunofluorescencijos (MIF)
intensyvumas

Kontroliniy Suny
eritrocity Tiriamy $uny eritrocity imunofluorescencija
imunofluorescencija (n=26)
(n=13)
Ozkos . Vidutinis Patinai Patelés Patiki-
. Anti- . . _ _
anti- eritrocity (n=18) (n=8) mumas tarp
. | serumo | . R
serumat | - . 1munoﬂPo- patlnl.l ir
PreS | gimas, | Tescenciios | 4 3¢ Vidutinis | parikimu- | P
Y Vidutinis eritrocity | Patikimu- | eritrocity mas p
vumas, imunofluorescen- mas imunofluores- alveinti
+ cijos intensyvumas alyginti su cencijos pane
standartinis ) N yvumas, | palyg intensyvumas, su
. standartinis kontrole, + standartini kontrole,
nuokrypis KrvDi B standartinis
NUOKIYpIS p nuokrypis p<
1eG 20 4,6+1,3 8.4 47,41 £ 64,75 0,01 38,09 +£50,17 | 0,025 nepatikima
(HL 40 40+1,0 7,0 442 + 61,93 0,01 32,05 +37,09| 0,005 nepatikima
grandi- 80 3,6 0,7 5,7 36,28 + 46,09 0,01 272+£2322 0,010 nepatikima
nés) 160 3,0+0,5 4,5 56,50 +£21,92 0,005 15,4+ 12,87 0,001 0,025
320 2,5+0,4 3,7 26,2+ 11,73 0,001 8,46+ 5,72 0,005 0,025
20 2,5+0,7 4,6 6,35+ 6,23 0,001 10,87 + 8,00 0,005 0,5
IgM 40 2,0+0,3 2,8 531+7,71 0,001 10,7 + 10,40 0,001 0,001
(rmu. 80 1,8+0,3 2,6 5,14 +9,69 0,001 12,97 £ 12,7 0,005 0,025
grirél;h- 160 1,.8+0,3 2,6 5,63 +9,79 0,001 12,03 11,5 0,001 0,01
320 1,8+0,3 2,5 4,62 + 6,68 0,001 9,91 +7,61 0,005 0,005
20 2,4+0,8 4,8 - (5,9)* - - -
IgA 40 292 + Oa6 4$1 B (499) - - -
(alfa [~ g 2,106 | 4,0 - (4,0) - - -
grj‘g‘* 160 | 2,005 | 36 ~3.7) - - -
320 1,9+04 3,1 - - - -
20 33+£0,5 4,7 6,57+0,99 0,001 -(5,7) -
40 2,8+0,4 4,1 5,1£1,13 0,005 -(5,1) -
C3 80 2,5+04 3,6 -(5,1) - -(4.9) -
160 2,3+0,3 3,2 - - - -
320 | 2,102 | 2.8 R R - -

*Pastaba. (5,9) teigiamai reagavo tik vienas tiriamas Suo; teigiamai reagavusiy tiriamy Suny nebuvo.
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o

Events

=

10= 10% 10%

FLA

107 a0t

X asis — eritrocity fluorescencijos intensyvumas, y — salyginis
lasteliy skai¢ius

1 pav. Teigiamai | oZkos antiseruma (1:80) prie§ Suns IgG reagavusio tiriamo paciento eritrocity
fluorescencijos  intensyvumas (raudona spalva) palygintas su kontrolinio Suns eritrocitais,
inkubuotais su tuo paciu antiserumu (balta spalva)
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Nagrinéjant praskiesty antiserumy itaka MIF
rezultatams nustatyta, kad, skiedziant a-IgG 1:20 ir 1:40,
teigiamai reagavo 44,44%, arba 8 vnt., patiny (n=18) ir
75%, arba 6 vnt., pateliy (n=8), o antiseruma praskiedus

1:80 — atitinkamai 33,33%, arba 6 vnt., ir 50%, arba 4 vnt.

a-IgG praskiedus 1:160 ir 1:320, teigiamai | MIF reagavo

11,11%, arba 2 vnt., patiny ir 50%, arba 4 vnt., pateliu

(2 lentele).

2 lentelé. Tiriant membranos imunofluorescencijos (MIF) metodu pagal jvairius antiserumus ir jy skiedima,

teigiamai reagavo Sunys (n=26)

. Patinai (n=18) Patelés (n=8)
Antiserumas | APUSCTAMO Vidut Reag.tei Vidut
skiedimas | Reag. teig., vnt. | Reag., % v gle1g., Reag., % v
amzius, m. vnt. amzius, m.
20 8 44 44 6,5 6 75 4.8
LoG (HL 40 8 44 44 6,5 6 75 4.8
gG (HL 80 6 33,33 7,5 4 50 5
granding)
160 2 11,11 7,5 4 50 5
320 2 11,11 7,5 4 50 5
20 7 38,89 6,43 7 87,5 5,01
LeM (mni 40 7 38,89 6,43 7 87,5 5,01
gM (miu 80 7 38,89 6.43 7 87,5 5,01
grandiné)
160 4 22,22 8,75 6 75 4,83
320 4 22,22 8,75 6 75 4,83
20 1 5,56 6 0 0 -
LoA (alf 40 1 5,56 6 0 0 -
gA (alfa 80 1 5.56 6 0 0 -
grandiné)
160 1 5,56 6 0 0 -
320 0 0 - 0 0 -
20 3 16,67 3,33 1 12,5 6,1
40 2 11,11 2 1 12,5 6,1
C3 80 1 5,56 1 1 12,5 6,1
160 0 0 - 0 0 -
320 0 0 - 0 0 -

Tiriant a-IgM skiedimo jtaka MIF rezultatams
paaiskéjo, kad, antiseruma praskiedus 1:20-1:80,
teigiamai reagavo 38,89%, arba 7 vnt., patiny (n=18) ir
87,5%, arba 7vnt., pateliy (n=8). Jei skiedziama 1:160 ir
1:320 — atitinkamai 22,22%, arba 4 vnt., patiny ir 75%,
arba 6 vnt., pateliy (2 lentele).

Kaip matyti i§ pateikty rezultaty, daugiausia tiriamy
Suny (patiny ir pateliy) { MIF teigiamai reagavo naudojant
a-IgG ir a-IgM, su a-IgA teigiamai reaguojanciyju buvo
tik 5,56%, arba 1 vnt., patiny, o su a-C3 skiedziant 1:20 —
16,67%, arba 3 vnt., 1:40 — 11,11%, arba 2 vnt., 1:80 —
5,56%, arba 1 vnt., patiny. Teigiamai { MIF reagavusiy
pateliy su a-C3 buvo maziau: skiedziant 1:20-1:80 —
12,5%, arba 1 vnt., pateliu.

Tiriamus Sunis suskirsCius pagal lyti, pastebéti
teigiamai i MIF reagavusiy patiny ir pateliy skaiéiaus bei
amzius skirtumai: beveik du kartus daugiau pateliy
teigiamai reagavo { MIF naudojant a-IgG ir a-IgM. Be to,
jos buvo jaunesnés, nei teigiamai | minétus antiserumus
reagavg patinai (2 lentele).

Visy kontrolinés grupés Suny Coomb’s agliutinacijos
metodas rodé neigiama reakcija (reakcijos vertintos 4°C ir
37°C temperattiroje). Tiriamosios grupés Suny E teigiami
rezultatai buvo gauti naudojant a-IgG ir a-C3 (3 lentelé¢).
A-IgG praskiedus 1:20, teigiamai reagavo 27,78%, arba
5 vnt., patiny (n=18) ir 37,5%, arba 3 vnt., pateliy (n=8);

1:40 — atitinkamai 11,11%, arba 2 vnt., ir 37,5%, arba
3 vnt., o 1:80 — atitinkamai 5,56%, arba 1 vnt., ir 37,5%,
arba 3 vnt., patiny ir pateliy.

Su a-IgG praskiedus 1:160, teigiamai reagavo tik
viena patelé (12,5%). Skiedziant a-IgM, tik esant didelei
antikiiny koncentracijai — 1:20 — teigiami reagavo vienas
patinas (5,56%) (3 lentelé). PanaSiai tiriami Sunys
teigiamai reagavo ir | a-C3: skiedziant antiseruma 1:20—
1:80, agliutinacija rodé vieno patino E (5,56%). Teigiamai
1 a-IgA, taikant Coomb’s metoda, nereagavo né vienas
Suo.

IStyrus 26 Sunis AIHA atzvilgiu Coomb’s ir MIF
metodais, procentaliai palyginome gautus teigiamus
rezultatus jvairiai skiestame antiserume (2 pav.). I§
pateikty rezultaty matyti, kad MIF metodu nustatéme
gerokai daugiau Suny, ant E turinéiy autoantikiiny.

Tiriamus Sunis suskirsCius pagal teigiamai i
anitserumy grupes reagavusius E paaiSkéjo, kad taikant
Coomb’s metoda 66,67%, arba 6 vnt., i§ visy teigiamai
reagavusiy Suny (n=9) ant E tur¢jo IgG autoantikiinus,
11,11%, arba 1 vnt., ant E turéjo IgG + IgM, C3 + IgG bei
IgM autoantikiinus. I§ viso teigiamai reagavo 9
tiriamosios grupés Sunys (n=26) (4 lentel¢).

Vertinant MIF metoda pagal antiserumy grupes,
rezultatai skyrési: 11,11%, arba 2 vnt., i§ visy teigiamai
reagavusiy Suny (n=18) ant E turgjo tik IgG
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autoantikiinus. Gerokai daugiau — 61,11%, arba 11 vnt., autoantikiinus. 5,56%, arba 1 vnt., Suny ant E turéjo IgA,
aptikome Suny, ant kuriy E buvo IgG + IgM autoantikiiny.  C3, C3 + IgM autoantikiinus (4 lentelé).
11,11%, arba 2 Sunys, ant E turéjo C3 + IgG

Oikos anti serumas prie§ Suns C3 OZkos antiserumas prie$ Suns C3
20 0
15 | 15 1
10 J B MIF % ol ] 7 a8 MIF %
O Agl. % 8 Agl. %
) = il = |
0 T T 0 E ; ; E
1120 1°:40 1':80 1:20 1:40 1:80

OzZkos antiserumas prie§ Suns IgM
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2 pav. Membranos imunofluorescencijos (MIF) ir Coomb’s agliutinacijos metody palyginimas

3 lentelée. Tiriant Coomb’s agliutinacijos metodu pagal jvairius antiserumus ir jy skiedima, teigiamai
reagavo Sunys (n=26)

. . Patinai (n=18) Patelés (n=8)
Antiserumas Antiserumo - - - -
skiedimas Reag. teig., Reag., % \Gdut. Reag. teig., Reag., % \fl.dut.
vnt. amzius, m. vnt. amzius, m.

20 5 27,78 7.4 3 37,5 4,5

40 2 11,11 4 3 37,5 33

gl;g;éilig) 80 1 5,55 1 3 37,5 2,6
160 0 0 0 1 12,5 6
320 0 0 0 0 0 -
20 1 5,5 6 0 0 -
40 0 0 - 0 0 -
IgM (miu 80 0 0 - 0 0 -
granding) 160 0 0 - 0 0 R
320 0 0 - 0 0 -
20 0 0 - 0 0 -
40 0 0 - 0 0 -
IgA (alfa 80 0 0 - 0 0 -
grandiné) 160 0 0 - 0 0 -
320 0 0 - 0 0 -
20 1 5,56 1 0 0 -
40 1 5,56 1 0 0 -
C3 80 1 5,56 1 0 0 -
160 0 0 - 0 0 -
320 0 0 - 0 0 -
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4 lentelé. Membranos imunofluorescencijos (MIF) ir Coomb’s agliutinacijos metody palyginimas pagal

teigiamai j antiserumy grupes reagavusius tiriamus Sunis

MIF Coomb's agliutinacija
Antiserumas C .. L ..
Vnt. | Teigiamai reagavusiyjy, % (n=18) | Vnt. | Teigiamai reagavusiyju, % (n=9)

IgG (HL grandinés) 2 11,11 6 66,67
IgA (alfa grandiné) 5,56 0 0
C3 1 5,56 0 0

IgG+IgM 11 61,11 1 11,11

C3+IgG 2 11,11 1 11,11
C3+IgM 1 5,56 0 0

IgM (miu granding) 0 0 1 11,11
I§ viso teigiamai reagavo: 18 - 9 -

Remdamiesi anksciau pateiktais tyrimy rezultatais
galime teigti, kad MIF metodas yra jautresnis nei
Coomb’s.

Diskusija. AIHA serganciy individy organizme
susidariusiy AAK priezastys iki S$iol néra zinomos.
Daugelis mokslininky daro prielaida, kad tam tikras AAK
kiekis ant E bitinas ,susidévéjusioms® lasteléms i$
organizmo pasalinti — nedideli jy titrai yra fiziologiné
norma. ELISA metodu nustatyta, kad ant sveiky Zmoniy ir
Suny E yra apie 38-50 molekuliy IgG (Cambell, George,
1984; Bayer et al., 2001).

Mazdaug 8% kliniskai sveiky Zmoniy (Garratty,
1991) ir apie 10% Suny (Victoria et al., 1990; Barker et
al., 1993) ant E pavirSiaus aptinkama daugiau nei jprastai,
t. y. apie 200 AAK molekuliy. Ar padidéjes ju kiekis daro
itaka organizmo imuninei sistemai, vieningos nuomones
néra. Vieni mokslininkai teigia, kad organizme AAK gali
padaugéti po polikloninés B limfocity aktyvacijos
(Alcorta et al., 1993), o padidéjes ju kiekis pries E gali
biti siejamas ir ne su AIHA (Andrzejewski et al., 1991;
Barker et al., 1992): pavyzdziui, IgG klasés AAK gali biiti
nespecifiskai adsorbuoti E membranos, kai plazmoje

padauggéja IgG.
Kai kuriy tyréju duomenimis (Garratty, 1991),
padidéjes AAK kiekis gali bati siejamas ir su

autoimuninés hemolitinés anemijos pradzia. Iki Siol néra
zinoma, kokia jtaka AIHA patogenezei gali turéti AAK
kiekybiniai (prie E nespecifiskai prisijunge Ig molekulés),
kokybiniai (prie E Fc receptoriy prisijungg Ig molekulés)
ar abu faktoriai. Koreliacijos tarp AAK molekuliy,
prisijungusiy prie E, ir tokiy lasteliy Salinimo in vivo, kol
kas neaptikta (Garratty, 1991).

Vis dazniau mokslininkai uzsimena apie nepakanka-
mai jautry iki Siol AIHA diagnostikai taikoma Coomb’s
agliutinacijos metoda (Chaplin Hugh, 1985; Asmussen et
al., 1996; Wang et al., 2001): nedideli AAK titrai ant E
taikant §i metoda gali buti ir neaptikti. Maziausias AAK
kiekis, kurj galima aptikti, — 120 IgG molekuliy. Taigi
Coomb’s metodo rezultatai yra neigiami, kai ant E yra
daugiau nei 50 ir maziau nei 120 IgG molekuliy. Iki Siol
tokie AIHA atvejai buvo diagnozuojami tik pagal kraujo
tepinélio vaizda.

Nuo 1994 mety, atsiradus galimybei detaliau tirti
lasteles — AIHA nustatyti lasteliy tékmés citometru,
mokslininkai Coomb’s agliutinacijos metodu sitlo tirti
lygiagreciai su lasteliy MIF metodu (Lynen et al., 1995).

10

Siuo metu pasirodo pavieniai straipsniai apie Zmoniy E
imunoflorescencijos tyrimus su lasteliy tékmés citometru
bei ju lyginimg su Coomb’s agliutinacijos metodu. Z.
Wang ir kiti tyréjai 2001 metais paskelbé duomenis, kad 3
(arba 37,5%) i§ 8 tirty pacienty (su Zmoniy eritrocitais)
Coomb’s agliutinacijos metodu rezultatai buvo neigiami,
tuo tarpu lasteliy MIF liudijo ant $iy pacienty E esant IgG
klasés AAK. Iki Siol literatiiroje paskelbty duomeny apie
Coomb’s agliutinacijos palyginima su MIF metodu, tiriant
gyvuliy E, néra.

Misy tyrimy duomenys taip pat jrodo, kad ne visi
AIHA atvejai yra diagnozuojami taikant Coomb’s
agliutinacijos metoda: neretai, net ir esant didelei E
imunofluorescencijai, agliutinacija buvo neigiama.
Lyginant MIF su Coomb’s agliutinacija, pirmasis tyrimy
metodas pasirodé jautresnis net 50%. Minéty diagnostikos
metody jautrumo priezastis — metody vertinimas, kuris
Coomb’s agliutinacijos atveju atlickamas akimi vertinant
agliutinacijos stipruma, o MIF tékmés citometras jvertina
kiekvieno eritrocito imunofluorescencija.

Remiantis paskutiniy moksliniy tyrimy duomenimis,
Sunims, kaip ir Zzmonéms, AIHA atveju ant E dazniausiai
Coomb’s agliutinacijos metodu aptinkami IgG (57%),
IgG+IgM (21,42%) klasés AAK bei IgM+C3 (7,14%)
(Day, 1996). Miisy atlikty Coomb’s agliutinacijos tyrimy
duomenimis, $ie rodikliai skyrési nezenkliai: 66,6% tirty
Suny ant E aptikome IgG klasés AAK, IgG+IgM —
11,11%, 1gG+C3 — 11,11%.

Kaip vienos ar kitos klasés AAK veikia Suny ATHA
patogenezg (arba kuris i§ tiriamy imunoglobuliny izotipas
aktyvuoja komplemento sistema), iki $iol nezinoma. Kol
kas galime remtis tik moksliniais tyrimais, atliktais su
zmoniy E. Literatiiroje teigiama, kad vieni reikSmingiau-
siy AIHA patogenezéje yra IgG klasés AAK. Atskiri $io
izotipo imunoglobulino poklasiai ligos patogenezéje
dalyvauja skirtingai: IgG1 ir IgG3 komplemento sistema
aktyvuoja klasikiniu keliu, o IgG2 Siuo bidu
komplemento sistema aktyvina tik tada, kai ant E yra
didelé antigeno koncentracija. Antigeny ant E esant
maziau, I1gG2 komplementas aktyvuojamas alternatyviu
keliu. Zmoniu AIHA atveju vienas daZniausiai
pasitaikan¢iy IgG izotipy — IgG1 (Lucisano, Lachmann,
1991). Masy atliktas tyrimas dél naudoto antiserumo
specifiSkumo (ozkos antiserumas pries Suns IgG HL
grandines) nepadeda atsakyti | klausima, kuris i§ Siuo
metu zinomy keturiy Suny IgG izotipy poklasiy vyravo
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tirlamy teigiamai reagavusiy Suny grupéje. Literatiiros
duomenys teigia, jog IgGl izotipo poklasis Sunims
sergant AIHA aptinkamas dazniausiai (Day, 1996). Tad
galime daryti prielaida, kad tokiy Suny komplemento
sistema taip pat gali bati aktyvinama klasikiniu keliu.

Ant zmoniy E aptinkamas IgM klases AAK
komplemento sistema aktyviai skatina klasikiniu keliu.
Idomu, jog dél Sio imunoglobulino patogeniskumo ATHA
atveju mokslininky nuomonés Siek tiek skiriasi. Vieni
teigia, kad IgM néra labai svarbus nustatant AIHA eiga ir
prognoze, mat ant E padidéje IgM titrai liudija apie
paciento gydymui naudotus imunosupresinius vaistus
(pvz., slopinan¢ius T lasteliy imunini atsaka) (Bras,
Aguas, 1995). Kiti mokslininkai linkg manyti, jog beveik
penkis kartus savo molekuline mase uz IgG didesnis IgM,
aktyvindamas komplemento sistema, gali sukelti rimtus
organy funkcinius pazeidimus, pavyzdziui, inskty (Tizard,
2000).

Masy atlikty MIF tyrimy duomenimis, Suny grupé,
ant kuriy E buvo aptikti IgM klasés antikiinai, buvo
gausiausia: IgG+IgM — 61,11%, o C3+IgM — 5,56%.
Kadangi minétu atveju ant E nustatyti ne vieni IgM klasés
antikfinai — kartu su IgG bei C3 komponentu, galime
teigti, jog Sie Sunys sudaro gan rizikinga pacienty grupe,
kuriy gydymo sékmé (dél stipriai aktyvinamos
komplemento sistemos) ateityje abejotina.

Beje, literatiiroje akcentuojama (Tizard, 2000), kad
du kartus dazniau AIHA (kaip ir kitomis autoimuninémis
ligomis dél organizme esanciy estrogeny) linkg sirgti
patelés nei patinai. Misy atlikty tyrimy duomenys (2 ir 3
lentelés) akivaizdziai irodo minéto teiginio pagristuma:
lasteliy MIF ir Coomb’s agliutinacijos tyrimy rezultatai,
naudojant ozkos antiserumus prie§s IgG (HL grandiné) ir
IgM (miu grandiné), beveik du kartus dazniau buvo
teigiami tiriant pateles. Lyginant tiriamosios grupés Suny
amziy su literatiroje apraSytu (Tizard, 2000) paaiskéjo,
kad beveik visais atvejais ant E esanCius AAK turé¢jo
jaunesnés patelés nei patinai. Pastebétas mety skirtumas
(vidutiniskai — 2,38 mety) tarp skirtingos lyties tiriamy
Suny leidzia daryti prielaida, kad patelés ne tik dazniau,

bet, budamos jaunesnés, labiau linkusios sirgti
autoimuninémis ligomis.
ISvados.

1. Daugiausia tirty Suny ant eritrocity pavirSiaus
turéjo IgG ir IgM autologinius antikiinus: su a-IgG, tiriant
MIF metodu, teigiamai reagavo 53% Suny, Coomb’s
metodu — tik 26%, o su a-IgM — atitinkamai 50% ir
3,84%.

2. AIHA dazniau linkusios sirgti patelés nei patinai:
su a-IgG teigiamai reagavo 75% pateliy, o patiny —
44,44%, su a-IgM — atitinkamai 87,5% ir 38,89%.

3. MIF yra beveik du kartus jautresnis diagnostikos
metodas palyginti su Coomb’s agliutinacija (2:1). Taciau
dél iki Siol neaiskios AAK jtakos in vivo eritrocity
ilgaamziskumui, = Coomb’s  agliutinacijos  metoda
diagnozuojant sitilome taikyti kartu su MIF metodu.
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