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1 Einleitung

Als Blutgruppen werden diejenigen antigenen Determinanten
von Erythrozyten, aber auch von Leukozyten und Thrombozyten
bezeichnet, die nach [lbertragung auf ein allogenetisches
Individuum eine Immunantwort induzieren kllnnen, da sie in
verschiedenen Allelen vorliegen. Die Funktionen, die Genetik
und die Biochemie der Blutgruppenantigene konnte in den letzten

Jahren zunehmend aufgeklllrt werden [1,2,3].

Die Geschichte der Entdeckung der Blutgruppen ist eng mit
dem Namen Landsteiner (1868-1943) verknllpft. Gemeinsam mit
seinen Mitarbeitern entdeckte er 1901/1902 das ABO-System
[3,5], eine Leistung fllr die er 1930 mit dem Nobel-Preis
ausgezeichnet wurde. 1927 berichtete Landsteiner [lber zwei
weitere Blutgruppensysteme, MN und P. Erst 12 Jahre spllter
folgte die Entdeckung des nach dem ABO-System wichtigsten Blut-
gruppensystems, des Rhesus-Systems, durch Levine und Stetson.
Nach der Einfllhrung der Antiglobulintechnik durch Coombs,
Mourant und Race im Jahre 1945 wurden in rascher Folge [Jber 600

weitere Blutgruppenmerkmale auf Erythrozyten gefunden [3].

Das nach wie vor wichtigste Blutgruppensystem ist das ABO-
System. Je nach Vorhandensein der Merkmale A und B auf den
Erythrozytenmembranen unterscheidet man die Gruppen A, B, AB
und O, wobei O das Fehlen beider Merkmale anzeigt. Das ABO-
System ist dadurch ausgezeichnet, dass im Serum eines Menschen
stets Antiklrper gegen diejenigen Merkmale vorkommen, die das
Individuum selbst nicht besitzt. Diese regulllr vorkommenden
Antikllrper des ABO-Systems werden Isocagglutinine oder auch
"natllrliche" Antikllrper genannt. Sie gehllren vorwiegend zur

Klasse der IgM Immunglobuline.



Antikllrper gegen die Merkmale der meisten anderen
Blutgruppensysteme treten [lberwiegend erst nach einem
entsprechenden Antigenkontakt im Rahmen von Schwangerschaft
oder Transfusion auf. Sie werden deswegen im klinischen
Sprachgebrauch als "irregulllre" Antikllrper bezeichnet [1,2,3].
Diese Antikllrper kllnnen zur Klasse der IgM und IgG

Immunglobuline gehllren.

Prllformierte erythrozytllre Antikllrper kllnnen bei Blut-
gruppen-inkompatiblen Transfusionen eine Hllmolyse der
infundierten Erythrozyten hervorrufen. Diese kann als

intravasale oder extravasale Hllmolyse stattfinden.

Die intravasale Hlmolyse erfolgt [lber die Aktivierung des
Komplementsystems, die bis zur Generierung von Cba und des C5b-
9 Komplexen fllhrt. Die extravasale Hllmolyse erfolgt unter
Beteiligung zellulllrer Komponenten (z.B. Makrophagen, K-Zellen)

und findet intralienal und/oder intrahepatisch statt [4].

Die hllmolytische Transfusionsreaktion wird durch die
Reaktion eines Alloantikllrpers mit dem entsprechenden
Erythrozytenantigen initiiert. Infolge der Bildung wvon
Immunkomplexen kommt es dann zur Aktivierung verschiedener
Plasmaenzymsysteme (Kinin-, Komplement-, Hllmostasesystem).
Diese wiederum sind verantwortlich fllr die Ausbildung des
systemischen Krankheitsbildes der hilmolytischen
Transfusionsreaktion, das Schock, Nierenversagen und

Verbrauchskoagulopathie einschlieSen kann [4].

Eine ABO-Unvertrliglichkeitsreaktion verllluft meist als
fulminante Sofortreaktion. Rhesus- und andere Antigen-
unvertrlilglichkeiten fllhren zu unterschiedlich stark

ausgeprllgten Hllmolysen bzw. Transfusionsreaktionen.

Um solche potentiell lebensbedrohlichen Transfusions-

reaktionen durch Blutgruppenunvertrllglichkeit zu vermei-



den, ist es stets notwendig, neben der ABO-Austestung auch
einen Suchtest auf irregulllre erythrozytllre Antikllrper beim
Empflinger durchzufllhren. So kllnnen gegebenenfalls Antikllrper
nachgewiesen und anschlieSend nach ihrer Zugehllrigkeitn in ein
Blutgruppensystem differenziert werden. Mit diesen
Informationen ist dann die Bereitstellung kompatibler

Blutkonserven mllglich.

Ein optimaler AntiklJrpersuchtest sollte einfach und schnell
durchfllhrbar sein und alle klinisch relevanten Antikllrper
sicher nachweisen, jedoch geringe Empfindlichkeit gegenllber
irrelevanten Antikllrpern oder unspezifischen Faktoren zeigen.
AuSerdem sollten die Testergebnisse unabhllngig vom Untersucher
gut reproduzierbar und stabil sein, so dass eine Zweitablesung
zu eilnem spllteren Zeitpunkt noch milglich ist. Zudem sollte der

Testablauf automatisierbar sein.

Die Arbeitstechniken in der Erythrozytenserologie greifen
im wesentlichen auf den Antiglobulintest nach Coombs und die

Hlmagglutination zurllck [3,6].

Der Antihumanglobulintest nach Coombs ist ein Test, in dem
mittels eines Antikllrpers gegen humanes Immunglobulin eine
Beladung von Erythrozyten mit Immunglobulinen (z.B. irregulllre
erythrozytllre Antikllrper) und/oder Komplementfaktoren
nachgewiesen werden kann. Erfolgt die Beladung der Erythrozyten
in vivo, so weist man dies im "direkten" Antiglobulintest nach.
Als "indirekter" Antiglobulintest wird die Reaktion bezeichnet,
in der die Beladung der Erythrozyten mit Antikllrpern in vitro
stattfindet. Diese Methode wird in Antiklrpersuchtests verwen-
det. Dazu werden Erythrozyten, die bestimmte Antigene auf ihrer
Oberflliche tragen, mit Antikllrpern gegen diese Antigene beladen
("sensibilisiert"). Durch einen Waschvorgang werden danach alle
nicht spezifisch gebundenen Antikllrper aus dem Reaktionsansatz

entfernt, ohne spezi-



fisch gebundene Antikllrper von den Erythrozyten wieder
abzusprengen (zu eluieren). Im nllchsten Schritt wird zu den
gewaschenen, antikllrpertragenden Zellen ein Antihumanglobulin
(z.B. Anti-IgG, -IgM, -C3d) hinzugefllgt, welches durch
Brllckenbildung eine sichtbare Agglutination der

sensibilisierten Erythrozyten herbeifllhrt.

Die Hlmagglutination ist eine sichtbare Verklumpung wvon
Erythrozyten durch spezifische AntiklJrper. Nach ihrer
Fllhigkeit, mit oder ohne Hilfe eines Supplements (z.B. Albumin)
eine erkennbare Agglutination zu bewirken, werden "inkomplette"

und "komplette" agglutinierende Antikllrper unterschieden. Sie

kllnnen ihr Reaktionsoptimum in der "Wirme" (37 °C) oder "Klllte"

(4 - 20 °C) haben. "Komplette"™ Antiklrper sind solche, die in

physiologischer Kochsalzlllsung aufgeschwemmte Erythrozyten
agglutinieren. Sie gehllren [lberwiegend der Klasse der IgM-
Globuline an. Inkomplette Antikllrper benlltigen fllr die
Agglutination von Erythrozyten den Zusatz von Supplement
(Albumin, Dextran, Serum) oder von proteolytischen Enzymen

(Papain, Bromelin, Trypsin) [7,8,9].

Eine Miglichkeit, die Sensitivitllt der Nachweismethode
weiter zu erhllhen, ist die Aufschwemmung der Erythrozyten in
einer Kochsalzlllsung mit erniedrigter Ionenstllrke (Low-Ionic

Strength Salt Solution = LISS) [10].

Alle bislang vorhandenen Tests basieren auf dem Nachweis
der irregulllren Antikllrper und/oder der damit verbundenen
Komplementbeladung [lber eine spezifische Antigen-
Antikllrperreaktion. Als Antigene werden in der Praxis zwel oder
mehr unterschiedliche Erythrozytenpopulationen kombiniert, die
hinsichtlich ihres bekannten Antigenmusters so ausgewlhlt
werden, dass sie in Kombination die Merkmale aller klinisch
relevanten Blutgruppensysteme aufweisen. Bei der Herstellung

dieser Test-



zellsuspensionen ist nicht nur die Auswahl der Blutgruppen-
merkmale wichtig, sondern auch die Konzentration der auf den
Erythrozyten exprimierten Antigene. Hllhere Konzentrationen von
Antigenen kllnnen durch die Verwendung homozygoter Zellen
erreicht werden. Die GrllSe der entstehenden Agglutinate und
damit deren Nachweisbarkeit hllngt von dem Konzentrations-
verhllltnis von Antigen und Antikllrper ab, das optimal im
[lquivalenzbereich der Heidelberger Kurve liegen sollte [11].
Der Nachweis dieser Antigen-Antikllrperkomplexe erfolgt

unterschiedlich in den einzelnen Testverfahren.

Der indirekte Coombstest war als Rllhrchentest viele Jahre
die Standardmethode zum Nachweis von irregulllren erythrozytliren
Antikllrpern. Dabei werden Testzellen mit Probandenserum in
einem Glasrllhrchen gemeinsam inkubiert und anschlieS§end
gewaschen. Nach Zusatz von Antihumanglobulin wird die
Suspension noch mal inkubiert. Liegen im Probandenserum
Antikllrper gegen die auf den Testerythrozyten angebotenen
Antigene vor, so kommt es nach einer weiteren Zentrifugation

zur sichtbaren Agglutination.

In den achtziger Jahren wurde der sogenannte Sllulen-
agglutinationstest entwickelt. Bei diesem Verfahren werden
Suchzellen und Probandenserum in eine Kammer [lber einer
kapillllren Sllule pipettiert und dort ggf. mit weiteren Zuslltzen
(z.B. Enzymzusatz) inkubiert. Die Sllule besteht je nach
Hersteller aus einem Gel, das im Falle des Coombstestes mit

Antihumanglobulinserum getrlinkt ist. Der in dieser Studie ein-
gesetzte Slulenagglutinationstest (ID-Microtyping-Systeml],

Firma DiaMed AG, Schweiz) verwendet ein Sephadex-Gel (Abb. 1).
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Kommt es zu einer Antigen/Antikllrperreaktion mit Agglu-
tination, verfangen sich die entstandenen Agglutinate wllhrend
der anschlieSenden Zentrifugation sichtbar im Trennmedium der
SOule. Werden zwar AntikOrper und/oder
Komplementfaktoren spezifisch gebunden, ohne eine Agglutination
auszulllsen (inkomplette Antikllrper), entstehen die Agglutinate
wllhrend der Passage durch das mit Antihumanglobulinserum
durchtrilnkte Gel im Rahmen der Zentrifugation. Nicht
agglutinierte Erythrozyten ohne Beladung mit erythrozytllren
Antiklrpern und/oder Komplement wandern wllhrend der
Zentrifugation ungehindert zum Boden der konischen Kapillaren.
Sie bilden dort einen kompakten Erythrozytenknopf. Schon wenige
kleine Agglutinate kllnnen nachgewiesen (Abb. 2). Das Tester-
gebnis im Sllulenagglutinationstest ist gut ablesbar und bleibt
[lber einen lllngeren Zeitraum stabil, so dass eine Zweitablesung

nach Stunden noch milglich ist.

Serum  Erythrozyten ah b}
a6

1) Einftillen 2) Inkubation 3} Zentrfugation 4a) positive Reakiion
4b) negative Reaktion

Abb. 2. Testprinzip Cel zentrifugation



Ein weiteres neues Testverfahren beruht auf dem Prinzip
des Festphasen-Immuno-Assay (hier: Capture-R-Screening-Test,
Firma Immucorl Incorp., USA): antigentragende
Erythrozytenmembranen werden chemisch als erythrozytlirer
Monolayer in den konvexen Vertiefungen einer Mikrotiterplatte
fixiert und dort in Kontakt mit Probandenserum gebracht.
Wihrend der Inkubation werden eventuell vorhandene Antikllrper
an die korrespondierenden Erythrozytenantigene gebunden. Das
[lbrige Serum mit allen ungebundenen Antikllrpern wird dann im
folgenden Waschschritt entfernt. Die IgG-Antikllrper-Antigen-
Komplexe werden durch eine zweite Immunreaktion mit
Indikatorerythrozyten, die mit Antikllrpern gegen humanes IgG
beladen sind, nachgewiesen: Sind Antikllrper aus dem Probanden-
serum an die Erythrozyten des Monolayers gebunden, lagern sich
die Indikatorzellen an diese Antikllrper an. Nach Zentrifugation
bildet sich ein rosafarbener erythrozytllrer Zellrasen aus Indi-
katorerythrozyten, der sich mehr oder weniger gleichmlI§ig [lber

den gesamten Boden der jeweiligen Konkavitllt verteilt.

Ist das Probandenserum frei von erythrozytllren Antikllrpern
der Immunglobulinklase G, so binden die Indikatorzellen nicht
an die Zellen des Monolayers und sammeln sich bei der
Zentrifugation in die Mitte der konkaven Vertiefung. Sie bilden

dort einem kompakten Erythrozytenknopf (Abb. 3).

Der Capture-R-Test ist in zwei Varianten erhllltlich: Im
Test der der 1. Generation sind die Vertiefungen einer
Mikrotiterplatte chemisch so prllpariert, da$§ der Anwender vor
jeder Testung einen erythrozytllren Monolayer aus Suchzellen
oder Patientenerythrozyten zum Eigenansatz selbst herstellt. Im
Test der 2. Generation sind die Erythrozyten zweier Such-
zellpopulationen bereits in den Vertiefungen einer Mikrotiter-
platte fixiert und durch ein spezielles chemisches Verfahren

entfllrbt (sog. "Ghosts").
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Abb. 3. Testprinzip Festphasentest

Dadurch entfllllt die leicht rlltliche Grundverfllrbung die eine
schlechtere Diskrimination gegenllber den Indikatorzellen
erlaubt. Der Vorteil des Capture-R-Test begrlindet sich auf
seiner guten Ablesbarkeit und vor allem auf seiner guten

Automatisierbarkeit, da er Mikrotiterplatten verwendet [12,13].

Jede neue Testmethode muss vor ihrer Einfllhrung im
Vergleich zu den bisher verwendeten Methoden evaluiert werden.
Fllr die Durchfl’hrung solcher Untersuchungen und die
Interpretation der Ergebnisse sind einige grundslltzliche

Vorllberlegungen notwendig.

Die Nachweisreaktion erfolgt in allen Testverfahren, die
auf den indirekten Coombstest zurllckgreifen, prinzipiell in
zwel Stufen. In einem ersten Schritt findet eine Antikllrper-
Antigen-Bindungsreaktion statt, die in einem zweiten Schritt
durch eine Agglutinationsreaktion sichtbar gemacht wird. Der
erste Schritt, also die Reaktion zwischen Antikllrper und
Antigen, ist abhllngig von Temperatur und Milieu. Vor allem aber
ist sie abhlingig vom
Vorhandensein eines Antikllrpers im Serum in ausreichender
Konzentration gegen ein spezifisches Antigen auf der Testzell-

membran. Wenn das spezifische Antigen nicht auf der

10



Erythrozytenmembran angeboten wird, kann der entsprechende
Antikllrper nicht nachgewiesen werden. Da bei wechselnden Char-
gen innerhalb desselben Testverfahrens die eingesetzten Ery-
throzytenpools variieren, bestehen auch innerhalb eines
Testverfahrens zwischen den einzelnen Chargen oft Unterschiede
bezllglich des Antigenmusters und damit prinzipiell auch des
Nachweisspektrums fllr Antiklrper. Will man spezifisch
verschiedene Methoden vergleichen, so ist zu fordern, dass in
allen untersuchten Testverfahren die gleichen Suchzellpo-
pulationen eingesetzt werden, um Unterschiede, die auf

Abweichungen im Antigenmuster beruhen, auszuschalten.

Durch Einfrieren und Auftauen von Serum kllnnen pH-
Verllnderungen auftreten, die die Reaktivitllt der Antikllrper
beintrllchtigen und die Ergebnisse verflllschen kllnnen. Um
Reaktionsunterschiede durch potentielle Lagerungsschllden zu
vermeiden, sollten die Proben mllglichst frisch und vor allem
immer gleichzeitig in allen Vergleichsmethoden bearbeitet

werden.

Derzeit existiert keine anerkannte Referenzmethode, mit
deren Hilfe alle irregulllren erythrozytllren Antikllrper
zuverlllssig nachgewiesen werden kllnnen. Daher ist es nicht
mlglich, eine Wertung aus vergleichenden Versuchen herzuleiten
die mit Proben durchgefllhrt wurden, welche mit nur einem
Testverfahren vorselektiert wurden. Dieses Verfahren wllre imme
im Vorteil. Es kllnnten Proben mit Antikllrpern unberllcksichtigt
bleiben, die in einer der Vergleichsmethoden erkannt worden
wllren, nicht aber im selektierenden Suchverfahren erfasst
wurden. Daher muss eine Vergleichsstudie an einem ausreichend
groSen, nicht vorselektierterem Kollektiv anhand von

Paralleluntersuchungen vorgenommen werden.

14
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Die gegenllber dem Rllhrchentest hllhere Sensitivitllt des
Sllulenagglutinationstests im Nachweis irregqulllrer
erythrozytllrer Antikllrper wurde in mehreren Studien [6,
14,15,16,17,18] gut belegt. Dies wurde dadurch erleichtert,
dass in beiden Verfahren die Suchzellen als Suspension
eingesetzt werden. Somit konnten unproblematisch identische
Erythrozytenpopulationen gleichzeitig in beiden Tests

eingesetzt werden.

Da die Testerythrozyten, die im vorgefertigten Capture-R-
Test als Monolayer eingearbeitet sind, jedoch nicht als
Suspension zur Verfllgung stehen, konnte die Forderung nach
Verwendung von identischen Suchzellpopulationen in allen
Vergleichsmethoden bisher nicht erfllllt werden. Dies schrlinkt
die Aussagekraft bisher vorgelegter Studien

[19,20,21,22,23,24,25] stark ein.

Zuslltzlich weisen einige Studien weitere methodische Fehler
auf, wie die Verwendung von eingefrorenen Seren
[19,20,21,22,23,24] oder von selektierten Proben [18,20,
23,26].

Damit lag zu Beginn dieser Studie keine valide Aussage [lber
die Wertigkeit des Festphasentests im Vergleich zum

Gelzentrifugationstest vor.

In der hier vorgelegten Studie wurden identische Zell-
populationen als fixierte Membranen im Festphasentest und als
Suspension im Sllulenagglutinationstest verwendet. AuSerdem
wurden frische und unselektierte Proben in einer prospektiven
Studie verarbeitet. Damit sind erstmals alle Bedingungen flr
einen objektiven Vergleich der beiden Methoden hinsichtlich

Spezifitllt und Sensitivitllt erfllllt.

12



2 Material und Methoden

2.1 Material

Blutproben: Untersucht wurden 3052 unselektierte Patien-
tenseren aus der Routinediagnostik des Instituts fllr
Transfusionsmedizin und Hllmostaseologie der Philipps-
Universitllt Marburg, die im Untersuchungszeitraum (Oktober 1994
- Juni 1995) zur Blutgruppenbestimmung, der Kom-
patibilitlltstestung (Kreuzprobe), zur Kontrolle der Rhesus-
Prophylaxe bei rhesusnegativen Schwangeren und zum Ausschlu$
von weiteren Antiklrpern bei positivem AntiklJrperstatus

eingeschickt wurden.

Das Institut fllr Transfusionsmedizin und Hllmostaseologie
der Philipps-Universitllt ist entsprechend den Marburger
Klinikstandorten in zwei Bereiche aufgeteilt. Dementsprechend
wurden 2008 Seren am Standort Lahnberge (Medizinische Kliniken,
Orthoplldie, Chirurgie, Urologie) untersucht und 1044 Seren am
Standort Lahntal (Kinderklinik, Frauenklinik, HNO-Klinik,
Hautklinik). So wurde ein breites Spektrum an Patienten

erfasst.

Um zu gewllhrleisten, dass die Patientenkollektive entspre-
chend ihrem regulllren Aufkommen Eingang in die Studie fanden,
wurden an jedem Untersuchungstag jeweils alle an einem der
beiden Standorte eintreffenden Seren im Rahmen der Studie
untersucht. Damit wurden Verflllschungen durch Selektion

vermieden.

Testmaterial/Reagenzien: Verwendet wurden der Gel-Test (ID)
der Firma DiaMed AG, Cressiers/Morat, Schweiz und als

Festphasen-Immuno-Assay der Capture-R-Screening-Test (CR) der

Firma Immucorl Incorp., Norcross, USA.

13



Als Testzellen wurden gleichzeitig in beiden Verfahren

die jeweils aktuellen Chargen an Erythrozytenpopulationen der
Fa. Immucorl Incorp. eingesetzt. Die im Fest-

phasentest als vorgefertigter Monolayer eingearbeiteten Zellen
wurden von der Fa. Immucorl] Incorp. fllr diese Studie =zuslltzlich
als Suspension bereitgestellt. Somit konnten

Reaktionsunterschiede durch unterschiedliche Antigenmuster und

—konzentration in den Testverfahren ausgeschlossen werden.

2.2 Methoden

Das Nativblut der Patienten wurde 10 Minuten bei 3000 U/min
zentrifugiert. AnschlieSend wurde das Serum abgehoben und bis
zur Aufarbeitung im KOhlschrank bei 4 °C gelagert. Die
Bearbeitung erfolgte stets innerhalb von 24 Stunden nach
Eintreffen der Proben im Institut fllr Transfusionsmedizin und
Hllmostaseologie. Vor ihrer Verwendung wurden alle Reagenzien

und Materialien auf Raumtemperatur erwllrmt.

Die Untersuchungen wurden aus identischem Probenmaterial
zeitgleich in beiden Testsystemen durchgefllhrt. Die Bearbeitung
der Seren erfolgte unabhlingig von der [blichen
Kliniksdiagnostik und wurde in allen Fllllen von mir

durchgefllhrt.

2.2.1 ID-Microtyping-Systeml]

Testaufbau: In einer Plastikkarte sind sechs schlanke
RlJhrchen eingearbeitet, die mit einem Sephadex-Gel gefllllt
sind. [lber jeder Gel-S[Jule befindet sich eine Kammer zur
Aufnahme der Reagentien und des Untersuchungsmaterials. Das Gel
liegt als "Neutralgel" und als antihumanglobulinhaltiges

"Coombsgel" vor.

14



Jedes Serum wurde gegen zwel Testzellpopulationen und
im Eigenansatz (Patientenserum gegen Patientenerythrozyten)
sowohl im indirekten Coombs-Test (ID-L) als auch im Enzymtest

(ID-E) untersucht.

Als Suchzellen wurden die Erythrozytenpopulationen (Screen-

Panelll I + II; ImmuCorl; Norcross, GA; USA) verwendet, die im

jeweils parallel eingesetzten Capture-R-Screening-Testll von

Seiten des Herstellers als lineare "Membranghosts"
eingearbeitet waren. Die Testerythrozyten wurden zunllchst mit
physiologischer Kochsalzlllsung gewaschen und mit LISS (ID-
Diluent 2, DiaMed Diagnostika, Bensheim, Deutschland) zu einer
%igen Suspension aufgeschwemmt. Fllr den Eigenansatz wurden
Patientenerythrozyten dreimal mit physiologischer
Kochsalzlllsung gewaschen und anschlieSend ebenfalls mit LISS zu

einer 3%igen Suspension aufgeschwemmt.

ID-L: In jede "Coombsgel"-Kammer wurden je 50 [J1 der 3%igen
Erythrozytensuspension (Suchzellen und Eigenansatz) und 25 [I1

Patientenserum gegeben (Abb. 4).

ID-E: In die Kammern [lber dem "Neutralgel" wurden je 50 []1
der 3%igen Erythrozytensuspension, 25 [J1 Patientenserum und 25

[11 Bromelin-Lllsung pipettiert.

Beide Anslltze wurden 20 Minuten im Wlrmeschrank bei 37 °C
inkubiert (Abb. 5) und anschlieSend 10 Minuten in der
Spezialzentrifuge (DiaMed Diagnostika) bei 900 U/min

zentrifugiert (Abb. 6).

Nach der Zentrifugation wurden die Gelkarten von beiden
Kartenseiten gegen eine Lichtquelle abgelesen. Die
Testergebnisse wurden nach einer Skala von "0" - "4" eingestuft

und dokumentiert.
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Abb. 6. Testergebnis nach Zentrifugation (links positiv, rechts negativ)

Die Reaktionsstllrken wurden in Anlehnung an den Vorschlag
Lapierres [15] definiert. Die von Lapierre klassifizierte

Reaktionsstufe "5" wurde ebenfalls als "4" gewertet (Abb. 7).

Reaktionsstufen Geltest:

negativer Test:
"O": Alle Erythrozyten bilden am Boden der Gel-Sllule einen

Knopf, die Sllule ist frei von Agglutinaten.

positiver Test:
"1": [ber dem Erythrozytenknopf sind Agglutinate sichtbar, die
in ihrer Ausdehnung nur [fber maximal ein Viertel der Sllule

reichen.

"2": Die Agglutinate sind [lber die ganze Hllhe der Gel-Slule
verteilt, ihre Menge nimmt nach basal zu, am Boden der Sllule

findet sich noch ein kleiner Knopf.
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"3": Es liegt kein basaler Erythrozytenknopf vor, die
Dichte der Agglutinate nimmt von der Spitze der Gel-Sllule zur

Basis hin ab.

"4": Alle Erythrozyten liegen im oberen Bereich der Sllule und

dringen kaum in das Gel ein.

4 5 +/-

Abb. 7.[14] Reaktionsst rken im Celtest
Darstel lung der im Gel gefangenen Agglutinate. Negative Reaktion und Artefakt (+/-) sind
Reaktionen (1 —5) zu unterschei den

2.2.2 Capture-R-Testll

Zur Durchfllhrung des Capture-R-Tests (CR) wurden im Test
der 2. Generation je 50 [11 eines Probandenserums mit 100 []1

LISS einmal zu jeder Suchzellpopulation pipettiert (Abb. 8).

Die Platte wurde anschlieSend 20 min bei 37 °C inkubiert

(Abb. 9) und danach sechsmal mit physiologischer Kochsalzlllsung
manuell gewaschen (Abb. 10).In jede Vertiefung wurden dann 50
[11 der 1%igen Indikatorzelllllsung pipettiert (Abb. 11).
AnschlieSend wurde die Platte in der Spezialzentrifuge
(ImmuCor) eine Minute lang bei 2350 U/min zentrifugiert. Das
Testergebnis wurde von der Rlickseite der Platte gegen eine

Lichtquelle abgelesen und dokumentiert (Abb. 12).
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Abb. 9. Nach Inkubation binden vorhandene Antikllrper an spezifische

Antigene der Erythrozytenmembranen
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Abb. 10.

Abb.

11.

Indikstorzele mit Artihumanglabulin

ArtikErper Anti-0

Artikérper

s

Monolayer aus Erythrozytenmembranen mit Oberfldchenantigen-D

Durch Waschen werden ungebundene Antikllrper entfernt

Indikatorzelle mit Artihumanglabulin

ArtikErper Anti-0

A rtikdrper

=5
I

Manolayer aus Erythrozytenmembranen mit Cherflachenantigen-D

Nach Zugabe von Indikatorzellen
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Incikatorzelle mit Artihumanglobulin

Antikérper&nti-D
Artikérper

{
£
\lr Monalayer aus Erythrozytenmembranen mit Oberflichenantigen-0

Abb. 12. Testergebnis positiv (links) und negativ (rechts)

Die Ergebnisse wurden analog der Reaktionsstufen fllr den

Geltest nach einer Skala von "0" - "4" klassifiziert (Abb. 13).

Reaktionsstufen Festphasentest:

negativer Test:

"0": Alle Indikatorzellen bilden einen Erythrozytenknopf in der
Mitte der Vertiefung mit einem scharf begrenztem "Zentralrot"
und einer schmalen, weiSlich erscheinenden "Korona". Der

Hintergrund ist fensterklar.

positiver Test:

"1": Die Korona ist verbreitert, die Grenze zum "Zentralrot"
4

unscharf. Der Hintergrund um den Knopf ist leicht getrilbt.
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"2": Das "Zentralrot" weist Defekte auf, die Korona ist
weitgehend intakt, aber stark verbreitert und strahlenfllrmig

ausgezogen. Der Hintergrund ist leicht getrlbt.

"3": Das "Zentralrot" fehlt vollstlindig und von der Korona sind
nur Fragmente erkennbar. Im Hintergrund findet sich ein rosa
Zellrasen, der bis auf 1 - 2 Millimeter an den Rand der

Vertiefung reicht.

"4": Die gesamte Vertiefung ist durch einen rosa Zellrasen

ausgekleidet, es sind keine Knopfbestandteile sichtbar.

Abb. 13. Reaktionsstllrken im CR

Fllr die Austestung der Proben im Eigenansatz wurde der
Test der 1. Generation verwendet. Dabei wurden die Patien-
tenerythrozyten mit physiologischer Kochsalzlllsung gewaschen
und zu einer ca. 3 prozentigen Suspension aufgeschwemmt. 50 []1
dieser Suspension wurden in je eine Reaktionskammer gegeben,

und die Erythrozyten wurden wllhrend der folgenden Inkubation
(ber 20 Minuten bei 7 °C fixiert. Der [berstand wurde danach

mit physiologischer Kochsalzlllsung ausgewaschen und der Test

anschliessend wie oben beschrieben weitergefllhrt.
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2.3 Studiendesign

Reagierte ein Probandenserum mit einer Suchzelle positiv,
wurde dieses Serum mit der gleichen Testmethode in einem
Differenzierungspanel nach der oben genannten Anleitung
untersucht und der Antikllrper identifiziert. Positive
Eigenanslltze im Gel-Test wurden nach erneutem Waschen der
Patientenerythrozyten zunllchst im direktem Coombs-Test (DCT)
mit einer entsprechenden Gel-Karte (Coombs-Gelkarte mit
vorbereiteten Sllulen mit Anti-IgG, Anti-IgM, Anti-IgA, Anti-C3d

und polyvalentem Antihumanglobulin) getestet.

Sofern ein Antikllrper aus demselben Serum in beiden Tests
nachgewiesen werden konnte, wurde bei noch ausreichender
Serummenge eine geometrische Verdlnnungsreihe in
antikllrperfreiem Serum von Spendern der Blutgruppe "AB"
hergestellt. Diese Verdlnnungsreihe wurde geteilt und dann
parallel mit beiden Verfahren untersucht. Dabei wurden alle
Testanslltze verwendet, die im Suchtest eine positive Reaktion
zeigten (d.h. ggf. mit beiden Suchzellpopulationen und ggf.
sowohl im ID-L als auch im ID-E flJr den Geltest). Um das
Ergebnis zu quantifizieren wurde fllr jeden Test die Anzahl der
Verdllnnungsstufen mit positiver Reaktion notiert und als
"Score" die Summe der Reaktionsstlirken [lber alle
Verdllnnungsstufen addiert. Wurde eine Verdlnnungsreihe mit
mehreren Anslltzen eines Verfahrens getestet, so wurde fllr das
jeweilige Verfahren nur der Ansatz mit dem besten Ergebnis

gewertet.

Abb. 14 zeigt den schematischen Ablauf der Untersuchung als

FluSdiagramm.
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Aufgrund der besonderen klinischen Relevanz von Anti-Fy*®
(Serum Nr. B 9426651, s.a. Kap. "Ergebnisse"), wurde dieses
Serum in besonderer Weise nachuntersucht: 50 [I1
der Suchzellsuspension wurden mit 25 [l1 Probandenserum auf die
Anti-Human-IgG-, Anti-Human-IgM- und Anti-Human-IgA-Sllule einer
DCT-Karte gegeben und anschlieSend wie oben beschrieben

weiterbehandelt.

2.4 Auswertung

Die ermittelten Daten wurden zur Berechnung der diag-
nostischen Sensitivitllt und der diagnostischen Spezifitllt in
Vierfeldertafeln eingetragen. Die diagnostische Sensitivitllt
ist definiert als Ma$Szahl fllr die Sicherheit der Tests,
Antikllrper richtig zu erkennen, die diagnostische Spezifitllt
als MaSzahl fllr die Sicherheit der Tests, Antiklrper richtig zu

auszuschlieSen. Die Berechnung geschah nach den Formeln [11]:

Anzahl der erkannten AK

Sensitivitllt = ---——--——--—--——-———-——————— und

Anzahl aller AK

Anzahl der richtig negativen Tests
Spezifitlt = - —---- """ —————

Anzahl aller negativer Tests

Um die Signifikanz des Sensitivitllts- und Spezifitllts-
unterschiedes bei verbundener Stichprobe und nominal skaliertem

Ergebnis zu bestimmen, wurde der McNemar-Test eingesetzt[27].
Zur Ermittlung der Signifikanz des Sensitivitlltsunter-

schiedes im Nachweis von Antikllrpern in den Verdllnnungsreihen

wurde der t-Test fllr verbundene Stichproben
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eingesetzt [27]. Als Signifikanzniveau (p) wird der Grenz-
wert bezeichnet, ab dem beim Vergleich zweier Tests ein
signifikanter Unterschied der Testergebnisse anerkannt wird.
Dieser Grenzwert liegt bei medizinischen Tests (meist) bei 5 %
(p=0,05). Um einen Test als signifikant empfindlicher im
Nachweis desselben Antikllrpers gegenllber einem anderen zu

bewerten, mu§ mittels der Testergebnisse ein p < 0,05 errechnet

werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Antikllrpernachweis

Tab. 1 Im Antikllrpersuchtest gefundene Antiklrper

Antiklrper (n=) (%) CR |ID-E ID-L
Spezifitlit Anti-
Rhesus D 44 57 43 (42 44
E 6 7,8 |6 3 3
C 2 2,6 |1 1 1
c 1 1,3 |1 0 0
Cw 1 1,3 |1 1 1
C, e 2 2,6 |2 1 1
D, C 2 2,6 |2 1 2
E, D 1 1,3 |1 1 1
E, c 1 1,3 |1 1 1
Kell K 4 5,2 |4 1 4
Duffy Fy*® 3 3,9 |2 1 3
Lewis Le® 4 5,2 |0 4 0
Le® 1 1,3 |1 |0 0
Kidd c, E, Jk® 1 1,3 |1 1 1
P Pl 2 2,6 |0 2 0
Colton co”* 1 1,3 |1 0 0
MNSs M 1 1,3 |1 0 1
Gesamt: 77 100 |68 |60 63
(%) = Prozent der gefundenen Antikllrper

Insgesamt wurden in 86 der 3052 Seren ein bis drei

relevante oder potentiell relevante AntiklJrper gefunden




(Tab.1l). Damit wiesen 2,82 % der untersuchten Seren irre-
gulllre Antikllrper auf. Im Untersuchungszeitraum wurden von
einigen Patienten mehrere Proben eingesandt. Lagen von einem
Patienten mehrere antikllrperhaltige Proben vor, so wurden diese
im weiteren nur einmal gezl(lhlt. Damit reduziert sich die Zahl
der Antikllrper-positiven Proben auf 77 (dies entspricht 2,52 %

der untersuchten Seren). Alle weiteren Berechnungen beziehen

sich auf diese 77 Proben.

Mit dem CR fanden wir in 68 Seren Antikllrper (Tab. 1). Mit
dem Geltest konnten 71 Antikllrper/-gemische nachgewiesen

werden, davon 60 im ID-E und 63 im ID-L (Tab. 1).

Von den 77 verschiedenen Antikllrper/-gemischen wurden 62

(80,52 %) von beiden Testsystemen erkannt (Tab. 2).

Tab. 2. In beiden Testsystemen nachgewiesene Antik[rper/-gemische

[62 (81%) von 77 AK-haltigen Seren]

Rhesus Anti-D(44); Anti-E(4); Anti-Cw(l); Anti-c,
-E(1); Anti-C,-D(2); Anti-D,-E(2)

Kell Anti-K(4)

Duffy Anti-Fy?(2)

Kidd Anti-c,-E,-Jk® (1)
MNSs Anti-M (1)

6 Probandenseren (7,79% aller AK-positiven Seren)
reagierten ausschlie$lich im CR (Tab. 3). 9 mal wurden die
AntiklJrper nur mit ID-Microtyping entdeckt (11,69% aller
Antikllrper-positiven Seren). Davon wurden in 7 Seren die
Antikllrper nur im ID-E nachgewiesen (Tab. 4). Ein weiterer
Antikllrper, der im ID-Microtyping nur im Enzymansatz reagierte
(Anti-E, Proben-Nr. A 9501373) konnte auch im CR nachgewiesen

werden.
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Tab. 3. Nur im CR nachgewiesene Antikl[Irper/-gemische (n = 6)
AK-Spezifitllt Anti-
Rhesus C, e(l)
E (2)
C (1)
Lewis LeP (1)
Colton Co®* (1)

Ein Anti-Fy® wurde eindeutig im ID-Microtyping nach-

gewiesen, wllhrend der CR diesen Antikllrper nicht erfassen

konnte. Dieser Antikllrper konnte anhand des ICT mit mono-

spezifischen Anti-Immunglobulinseren der Immunglobulinklasse

IgM

zugeordnet werden.

Tab. 4 Nur Im ID-Microtyping nachgewiesene Anitklrper (n 9)
AK-Spezifitllt Anti- ID-E ID-L
Rhesus C 1
D 1
Lewis Le® 4
Duffy Fy?® 1
P P, 2
3.2 Testsensitiviti/t und —spezifitlit

In der Vierfeldertafel zur Ermittlung der Sensitivitllt

wurden folgende Ergebnisse eingesetzt (Abb. 15):

Anzahl der gemeinsam in beiden Testsystemen gefundenen
antikllrperhaltigen Seren (Feld A; n=62)

Anzahl der nur im ID-Microtyping-System gefundenen Seren
(Feld B; n=9)

Anzahl der nur im Capture-R-System gefundenen Seren (Feld
C; n=6)

Anzahl der antikllrpernegativen Seren (Feld D; n=2975)
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71 Seren reagierten im ID-Test richtig-positiv, in 2981
Seren wurde durch das ID-System kein Antikllrper gefunden. Durch
den CR wurden 68mal Antikllrper in den insgesamt 3052

Patientenseren gefunden. 2984 Seren reagierten im CR negativ.

Abb. 15 Vierfeldertafel

CR+ CR- Summe
ID+ (A) 62 (B) 9 71
ID- (C) 6 (D) 2975 2981
Summe 68 2984 3052

CR+ = Antikllrper im CR nachgewiesen

CR- = Antikllrper im CR nicht nachgewiesen
ID+ = Antikllrper im ID gefunden

ID- = Antikllrper im ID nicht gefunden

Daraus errechnet sich fllr den CR eine Sensitivitllt von
88,3%. Bei Verwendung des ID-Microtyping im Enzym- und
indirekten Antiglobulintest (IAT) errechnet sich eine

Sensitivitllt von 92,2% (Tab. 6).

Die Anwendung des Mc Nemar-Tests (B/C) [27] als Test auf
Signifikanz des Sensitivitlltsunterschieds zwischen
Antikllrpersuche mittels CR und ID ergibt p=0,606. Der
Sensitivitlltsunterschied ist nicht signifikant zugunsten eines

der Systeme.

Bei 53 Seren (1,7%) traten unspezifische Reaktionen auf,
bei denen durch Nachuntersuchungen entweder kein Antikllrper
identifiziert werden konnte oder die Reaktion nicht
reproduzierbar war (Tab. 5). Vier Seren reagierten in beiden
Testverfahren unspezifisch. In 24,5% der Flllle (13 von 53)
reagierte nur der CR und in 67,9% der FlJlle (36 von 53) nur der
ID-Microtyping. Von letzteren gingen 91,7% (33 von 36) zu

Lasten des Enzymtestes.
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Tab. 5. unspezifische Reaktionen im ID-Microtyping

(ID)als Enzymtest

(ID-E) und IAT (ID-L) und im CR
CR CR + ID |ID-E ID-L Summe
n 13 4 33 3 53
24,5 7,5 62,3 5,7 100

In der Vierfeldertafel zur Ermittlung der Spezfitllt wurden

folgende Ergebnisse eingesetzt

40 Seren reagierten unspezifisch im ID-Test,

Anzahl der Seren,

reagierten

(Feld A;

(A

n=4)

bb.

16):

die in beiden Tests unspezifisch

Anzahl der im ID-Microtyping-System unspezifisch

reagierenden Seren

(Feld B;

n=36)

Anzahl der nur im Capture-R-System unspezifisch

reagierenden Seren

Anzahl der Seren ohne unspezifische Reaktion

n=2913)

(Feld C;

n=13)

die Reaktion im ID-System richtig-negativ.

Reaktionen traten im CR 17 mal auf.

richtig-negativ.

(Feld D;

Unspezifische

Abb. 16 Vierfeldertafel

CR-fp CR-rn Summe
ID-fp (A) 4 (B) 36 40
ID-rn (C) 13 (D) 2913 2926
Summe 17 2949 2966
CR-fp = falsch-positive Reaktion im CR
CR-rn = richtig-negative Reaktion im CR
ID-fp = falsch-positive Reaktion im ID
ID-rn = richtig-negative Reaktion im ID

2926 mal war

2949 Seren reagierten im CR
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Aus der Definition [11l] ergibt flJr das Capture-R-
Ready-System eine hllhere Spezifitllt (99,4%) als fllr das ID-

Microtyping-System (98,7%) (Tab. 6).

Tab. 6. Sensitivitllt und Spezifit(lt der Tests

Sensitivitl/t Spezifitllt
Capture-R 88,3 % 99,4 %
ID-Microtyping 92,2 % 98,6 %

Fllr den Spezifitlltsunterschied zwischen AntiklIlrpersuche
mittels CR und ID errechnet sich ein Signifikanzniveau von
p=0,002. Der Spezifitlltsunterschied ist damit signifikant

zugunsten des CR.

3.3 Antikl rpertiter

Von 41 der 62 Seren, die in beiden Verfahren reagierten,
konnten aufgrund ausreichender Materialmengen geometrische
Verdllnnungsreihen durchgeflhrt werden. Der daraus
abgeleitete Score aus der Summe aller Reaktionsstlirken und die

Anzahl der Titerstufen mit positiver Reaktion

ergaben im Mittel eine hlilhere Sensitivitllt des CR um ca. 4

Score-Punkte bzw. etwa 0,5 Titerstufen (Tab. 7).

Die Anwendung des t-Tests fllr verbundene Stichproben [27]
auf die erhobenen Daten ergibt p<0,001 fllr die Berechnung aus
den Daten des Verdlinnungsscores und p=0,01 fllr die
Titrationsstufen. Der Unterschied in der Nachweisfllhigkeit von

Antikllrpern durch Titration ist signifikant zugunsten des CR.
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Tab. 7 Ergebnisse der geometrischen Verd nnungsreihen von 41
antikllrperhaltigen Seren, die in beiden Testverfahren positiv
reagierten, als Mittelwert (=MW) mit Standardabweichung (=STD) und
Standardfehler des Mittelwerts (=SEM).

MW STD SEM
CR-S 14,88 7,808 1,219
ID-S 11,41 6,753 1,055
CR-V 5,049 1,962 0,3063
ID-V 4,439 2,05 0,3203

CR-S = Score aus der Summe der Reaktionsstufen im CR
ID-S = Score aus der Summe der Reaktionsstufen im ID
CR-V = Anzahl der Verdlnnungsstufen im CR

ID-V = Anzahl der Verdlnnungsstufen im ID

3.4 Reaktionen im Eigenansatz

In 61 Fllllen (2%) reagierte Patientenserum mit Patien-
tenerythrozyten im Eigenansatz (Tab.8). Bei der Nach-
untersuchung im DCT wurde in 39% (24 von 61) der Flllle eine
Immunglobulin- und/oder Komplementbeladung der Erythrozyten
gefunden. In 23 Fllllen konnte eine Beladung mit Immunglobulinen
der Klasse IgG nachgewiesen werden. Von diesen 23 Proben

reagierten 15 (65,2%) auch im Eigenansatz des CR.
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Ergebnis ID-ICT davon im CR-EA
Negativer Test 38

pol 1 0

IgG, pol 20 15

IgG, C3d, pol 2 0

Tab. 8. HlJufigkeit von Befundkonstellationen im ID-Microtyping-ICT
CR-EA = Capture-R-Test im Eigenanstaz

ID-DCT = direkter Coombs-Test in der Gel-Karte

IgG = Nachweis von Erythrozytenbeladung mit IgG

C3d = Nachweis von Erythrozytenbeladung mit Komplement

pol = Nachweis von polyvalenter Humanglobulinbeladung




4 Diskussion

Mit der Sllulenagglutination wurde ein Verfahren zum
Nachweis von irregulllren erythrozytllren Antikllrpern entwickelt,
das infolge seiner einfacheren Durchfllhrbarkeit und seiner
hilheren SensitivitlJt und Spezifitllt deutliche Vorteile
gegenlber dem Rllhrchentest besitzt [6,14,15,16, 17,18]. Daher
hat der Sllulenagglutinationstest den RlJhrchentest weitgehend in
der Diagnostik abgelllst, um durch den empfindlicheren Nachweis
von erythrozytllren Antikllrpern die Sicherheit wvon

Bluttransfusionen zu erhlhen.

Nun steht mit dem Festphasentest ein weiteres empfindliches
Nachweisverfahren zur Verfllgung. Der Vorteil dieses neuen
Verfahrens liegt in der noch besseren Automatisierbarkeit
insbesondere durch die Verwendung von Mikrotiterplatten
[28,31]. Jedoch war diese Methode hinsichtlich ihrer
Sensitivitllt und Spezifitllt gegenllber dem Geltest noch nicht
adllqguat untersucht. Die bisher durchgeflhrten Studien fllhrten
teilweise zu widersprlichlichen Ergebnissen, die jedoch auf
methodische Mlingel dieser Studien zurlickzufllhren sind

[18,19,20,21,22,23,24,25,26].

So untersuchten Hitzler et. al.[23] 131 antikllrperhaltige
Seren in mehreren Testverfahren, nllmlich im ID-Microtyping-
Geltest, im Rllhrchentest, im Capture-R-Test der ersten und
zweiten Generation (Ready-ID) und im "Solidscreenl"-
Festphasentest. Mit dem Geltest wurden in 128 (98%) Seren
Antiklrper detektiert, mit dem Rllhrchentest in 103 (78%) Seren,
mit dem Capture-R-Test in 80 (53%) Seren, mit dem Ready-ID in
73 (56%) Seren und mit dem Solidscreen in 70 (53%) Seren. Somit
ergibt sich fllr den Geltest die hllchste Sensitivitllt vor dem
RiJhrchentest und vor den Festphasentests. Offen blieb in dieser
Studie die Frage nach dem Verfahren, mit dem die 131 untersuch-
ten Seren gefunden wurden. Eine Verflllschung des Studien-

ergebnisses durch diese Vorauswahl kann somit nicht aus-
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geschlossen werden. Auch wurden in den verschiedenen Test-
verfahren unterschiedliche Suchzellpopulationen eingesetzt, die
hinsichtlich ihres Antigenmusters sicherlich nicht identisch
waren. Das Ergebnis hat also nur fllr die verwendeten Chargen
Gllltigkeit, eine abschliessende Beurteilung der Testmethoden

kann daraus nicht abgeleitet werden.

WeiShaar et. al. [20] untersuchten Serum von 4069
Blutspendern mit dem CR. Nur Seren, die im Festphasentest
positiv reagierten, wurden mit dem ID-Microtyping nach-
untersucht um den Antikllrper zu bestlltigen oder auszuschlieS$en.
AuSerdem wurden 200 Seren von Schwangeren, die im ID-
Microtyping bereits negativ getestet wurden, mit dem CR
nachuntersucht. Weiterhin wurden 18 antikllrperhaltige Seren,
die durch den ID-Microtyping erkannt wurden, mit dem CR
nachgetestet. Die Untersucher befanden die beiden Testverfahren
als ebenbllrtig, da sich eine hohe [lbereinstimmung zwischen den
Testergebnissen beider Verfahren zeigte. Lediglich ein
Antikllrper der Spezifitllt Anti-D im Serum eines Blutspenders
reagierte eindeutig im CR, nicht jedoch in ID-Microtyping. Im
Rahmen dieser Studie wurden also Reaktionsergebnisse von
solchen Proben verglichen, die durch eines der Verfahren vorse-
lektiert und dann mit zeitlicher Verzllgerung im Konkurrenz-
verfahren getestet wurden. Auch wurden verschiedene Suchzell-
populationen in den beiden Testverfahren eingesetzt. Somit sind
verfahrensunabhlingige Einflllsse nicht auszuschlieSen. Eine
allgemeingllltige Beurteilung der unterschiedlichen Verfahren
ist daher nicht mllglich. Eine [lberlegenheit des ID-Systems

konnte bei diesem Versuchsaufbau nicht gefunden werden.

Simson et. al.[21] untersuchten in einer prospektiven
Studie 2306 Patientenblutproben im Rahmen der Blutgruppenbe-
stimmung parallel im ID-Microtyping und CR. Sie fanden mit

Hilfe des CR deutlich mehr relevante oder poten-
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tiell relevante Antikllrper (44 Antikllrper) als mit dem
Geltest (28 Antikllrper). Durch den CR wurden folgende
Antikllrper mit teilweise hoher klinischer Relevanz
zuslltzlich gefunden: 1x Anti-D, 4x Anti-E, 4x Anti-C,
4x Anti-K, 2x Anti-Fy(a), 1lx Anti-Jk(a), 1 Anti-V. Es wurde
jedoch auch ein Antikllrper der Spezifitllt Anti-C (w)
beschrieben, der nur im Gelt-Test nachgewiesen werden konnte.
Dies wurde von den Autoren damit begriindet, dass das C(w)-
Antigen auf den entsprechenden Panels des CR nicht vorhanden
war. Diese Aussage belegt die Notwendigkeit, in beiden
Testverfahren die gleichen Suchzellpopulationen einzusetzen,
damit eine vergleichende Aussage [lber die Sensitivitllt und

Spezifitllt der Verfahren selbst gemacht werden kann.

Es zeigt sich also, dass alle bisher verllffentlichten
Studien systematische Fehler aufweisen. Diese Fehler wurden in
dieser Studie durch die zeitgleiche Bearbeitung frischer und
unselektierter Proben mit gleichen Suchzellpopulationen in

beiden Verfahren ausgeschlossen.

Keine der hier verwendeten Methoden entdeckte alle der
insgesamt gefundenen 77 verschiedenen, antikllrperhaltigen
Seren. 62 Seren reagierten in beiden Tests, sechs nur im CR (1
Anti-C,Anti-e; 2 Anti-E;1 Anti-C;1 Anti-Co;1 Anti-Le®), neun
nur im ID-Microtyping (4 Anti-e®*;2 Anti-P;1 Anti-C;1 Anti-D;1
Anti-Fy?). Von letzteren, konnte der ID-E sieben nachweisen,
zwel Seren reagierten nur im ID-L. In Kombination von Enzymtest
und IAT entdeckte der ID-Microtyping-Test insgesamt 71 positive
Seren und damit mehr als der CR, der 68 Seren aufspllrte. Der
Sensitivitlltsunterschied (92,2% vs. 88,3%) ist jedoch nicht
signifikant (p=0,606). Diese Aussage stlltzt sich auf eine reine
quantitative Analyse der Testergebnisse. Sie lllsst allerdings
die Tatsache unberlicksichtigt, dass die einzelnen Antikllrper

eine unterschiedliche klinische Bedeutung besitzen klnnen.
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Nicht alle in vitro nachweisbaren Antikllrper sind in
der Lage, in vivo eine Transfusionsreaktion hervorzurufen.
Demzufolge mllssen bei Transfusionen nicht alle irregulllren
Antikllrper gleichermaSen berlicksichtigt werden. Insbesondere

sind hier solche Antikllrper zu erwllhnen, die nur bei
Temperaturen unter 30 °C (sog. "Kllteantiklrper") oder nur bei

Verwendung enzymbehandelter Testerythrozyten (sog. "Enzyme-
Only-Antikllrper™) in vitro eine Agglutination auszulllsen
vermlgen. Die routinemllSige Erfassung dieser AntiklJrper ist
umstritten, da sie nach der Auffassung einiger Autoren nur in
seltenen Fllllen eine Transfusionsreaktion verursachen
[19,28,29,30,34]. Demgegenllber stehen zahlreiche unspezifische
Reaktionen, die bei Anwendung eines Enzymtests auftreten
kl[lnnen. Diese mllssen mit Personal- und Sachaufwand
nachuntersucht werden, wodurch zuslltzliche Kosten entstehen.
Diesen vermehrten materiellen und personellen Aufwand bei der
Durchfl’hrung dieser Testverfahren hlJlt u.a. Issitt [28] auf-
grund der fehlenden praktischen Konsequenz wirtschaftlich flr
nicht gerechtfertigt. Darllber hinaus milssen Eingriffe bis zur
Klllrung dieser vorerst unklaren Befunde zurllckgestellt werden.
Dies fllhrt indirekt zu weiteren Kosten durch Verlllngerung der
Liegezeiten und trllgt auSerdem zur Verunsicherung von Patienten
bei. Danach klnnte man folgern, da$§ die sieben "Enzyme-only-
Antikllrper" unter den neun Antikllrpern, die allein der ID-
Microtyping-Test nachgewiesen hat, mllglicherweise klinisch
bedeutungslos sind, auch wenn die nachgewiesenen Antikllrper
vereinzelt mllchlicherweise in der Lage sind,
Transfusionsreaktionen auszulllsen [1,2,3, 31,32,33]. Die
Diskussion um die Relevanz verschiedener Antikllrpergruppen und
-klassen sowie um den notwendigen und vertretbaren Umfang wvon
priltransfusionellen Screeningmethoden ist jedoch noch nicht

abgeschlossen [6,19, 28,29,30,34,35,36,37,38,39].
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Unter dem Gesichtspunkt der fraglichen klinischen Relevanz
von "Enzyme-only"-Antikllrpern ist die Interpre-
tation der Bedeutung eines Antikllrpers interessant, der im ID-
Microtyping nur im Enzymtest ("Enzyme-only") nachgewiesen
wurde, jedoch auch im CR detektiert wurde (Probe A 9501373:
Anti-E): Grundslltzlich wird empfohlen, Antikllrper aus dem
Rhesussystem bei Transfusionen strikt zu beachten, vor allem
wenn sie zumindest teilweise der Immunglobulinklasse IgG
angehllren [1,2,3]. Auch wenn die aktuelle
Antikllrperkonzentration nicht ausreicht, eine akute
Transfusionsreaktion auszulllsen, so ist die Erkennung wvon
potentiell boosterfllhigen Antikllrpern wichtig wvor
Schwangerschaften und zur Vermeidung von verzllgerten oder
k[lnftigen hilmolytischen Transfusionsreaktionen. FlJr diese
konkrete Probe mu$S man feststellen, da$ die Sensitivitllt des
ID-Microtyping im LISS-Ansatz allein nicht ausreicht, um diesen
potentiell relevanten Antikllrper nachzuweisen. Die Erglinzung
durch den Enzymtest ist deshalb sinnvoll, um eventuelle Risiken
wllhrend Schwangerschaften und bei Transfusionen frlhzeitig zu
erkennen und zu minimieren. Die Forderung von Haustein [19],
Issitt [28] und Riedler [29], auf die routinemlISige
Durchfl’hrung des Enzymtests gllnzlich zu verzichten, kann nach
dieser Beobachtung zumindest fllr den Gel-Test nicht
vorbehaltlos unterstlltzt werden. Es besteht allerdings noch
Forschungsbedarf bezllglich der Bedeutung dieser Antikllrper
bezllglich Schwangerschaft und Transfusion. Immerhin kann nicht
ausgeschlossen werden, dass zumindest einer von sieben "Enzyme-
only-Antikllrpern", der auch im CR reagierte, eine klinische

Relevanz besitzt.

Zwei Antikllrper konnten nur im ID-L aufgezeigt werden,
nicht jedoch im ID-E und nicht im CR. Einer dieser Antiklirper
(Probe A 9502317: Anti-D) wurde im Rahmen der Erfolgskontrolle
nach einer Rhesusprophylaxe bei einer Rh-negativen Schwangeren

nachgewiesen. Es ist zu erwar-
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ten, dass dieser Antikllrper durch das physiologische
Turnover der Immunglobuline aus dem Serum der Patientin wieder
verschwindet, da er nicht durch immunkompetente
Zellen der Betroffenen nachsynthetisiert wird. Ein sensitiver
Nachweis von Anti-D sollte jedoch stets erfolgen, solange der
AntiklJrper im Blut zirkuliert, unabhlingig davon ob er aktiv
oder passiv erworben wurde. Der zweite Antikllrper, der
ausschlie§lich im ID-L entdeckt wurde (Probe B 9426651; Anti-
Fy2), konnte der IgM-Klasse zugeordnet werden. Mit den Methoden
des Geltests konnte kein IgG-Anteil nachgewiesen werden. Damit
ist erklllrt, warum er durch den CR nicht erkannt wurde, da der
CR nur Antikllrper der Immunglobulinklasse IgG nachweisen kann.
IgM-Immunglobuline sind jedoch potentiell gefllhrlich, da sie
durch Komplementaktivierung eine Transfusionsreaktion ausllisen
kl[lnnen. Als Folge von inkompatiblen Transfusionen auf der Basis
unberlicksichtiger Antikllrper des Duffy-System sind schwerste
Transfusionsreaktionen mit teilweise tlldlichem Ausgang
beschrieben [1l]. Daher ist die strikte Beachtung dieser Anti-
k[lrper bei Transfusionen stets erforderlich, um eine
Boosterungsreaktion oder gar einen Transfusionszwischenfall zu

vermeiden [1,2,3,40].

Im Gegensatz dazu konnte der CR sechs Antikllrper (Anti-C,-
e, 2x Anti-E, Anti-C, Anti-CoP*, Anti-Le?) entdecken, die im ID-
Microtyping nicht nachzuweisen waren. Deren klinische Relevanz
muss allerdings sehr unterschiedlich bewertet werden. Rhesus-
Antikllrper kllnnen zu schweren Transfusionsreaktionen mit
tlldlichen Ausgang fllhren [1,2,3]. AntiklJrper im Colton-System
sind relativ selten, kllnnen jedoch als IgG-Immunglobuline
ebenfalls hllmolytische Transfusionsreaktionen bewirken
[1,3,41]. Antikllrper aus dem Lewis-System liegen meist als in
vivo inaktive Kllteantikllrper vor und fllhren oft erst nach
entsprechender Boosterung durch wiederholte inkompatible

Transfusionen zu Transfusionsreaktionen.
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Fllr die hllhere Empfindlichkeit des CR bezllglich des
Nachweises relevanter IgG-Antikllrper spricht auch das
Titrationsergebnis der untersuchten 41 Seren, die in
beiden Testverfahren reagierten. In 25 Fllllen reagierte das
Serum im CR [lber mehr Verdnnungsstufen positiv als im ID-
Microtyping. Umgekehrt war dies nur in sechs Fllllen mit dem ID-
Microtyping der Fall. 10 Seren ergaben in beiden Testverfahren
die gleichen Titer. In neun von diesen zehn Fllllen lag jedoch
der Gesamtscore fllr den CR hllher. Im Durchschnitt ergab sich
daraus fllr den CR eine statistisch signifikant hllhere
Sensitivitllt, die durchschnittlich etwas weniger als eine

Verdlnnungsstufe und etwa 4 Scorepunkte betrug.

Im Bezug auf die Spezifitllt schnitt der CR mit nur 17
unspezifischen Reaktionen gegenllber 40 unspezifischen
Reaktionen im ID-Microtyping ebenfalls signifikant gllnstiger
ab. Insbesondere die auch in unserer Studie beobachtete Hllufung
von falsch-positiven Ergebnissen im ID-E (n=33) wird von den
Kritikern dieser Methode [19,28,29, 30] hervorgehoben, um den
Enzymtest in Frage zu stellen. Ob der Spezifitlltsverlust des
Gel-Tests den Zuwachs an Sensitivitllt vor allem durch Nachweis
von "Enzyme-only-Antikllrpern" fraglich klinischer Relevanz
aufwiegt, kann nach den vorliegenden Daten aus der Literatur

und unserer Studie nicht beantwortet werden.

Insgesamt ergeben sich aus diesen Ergebnissen Vorteile fllr
den Festphasentest. Da er durch die ausschlie§liche Verwendung
von Anti-IgG-Globulin jedoch relevante Antiklrper, wie in
dieser Studie einen Anti-Fy(a), nicht nachweist, wenn sie der
IgM-Klasse angehllren, kann er nicht als alleiniger Test fllr die
Suche nach irregulllren erythrozytliren Antikllrpern bei Patienten
empfohlen werden. Eine Ergllnzung durch geeignete Tests wie die
Gelzentrifugation z.B. im Rahmen der Kreuzprobe erscheint not-

wendig, um relevante IgM-Antikllrper zu erfassen. Optimal
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wllre jedoch eine entsprechende Modifikation des Fest-
phasentests, z.B. durch den Einsatz von Indikatorzellen, die
auch IgM-Antikllrper erfassen. Da klinisch relevante
IgM-Antikllrper immer auch das Komplementsystem aktivieren,
kflnnte dieses Ziel auch durch Indikatorzellen erreicht werden,
die z.B. C3d-Bindung nachweisen. Allerdings mllssten dann die
Untersuchungen immer mit Serum statt Citrat- oder EDTA-Plasma

durchgefllhrt werden.
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5 Zusammenfassung

Um Unterschiede von Sensitivitllt und Spezifitllt im Nachweis
von irregulllren erythrozytllren Antiklrpern zwischen einem
Festphasen-Test (CR) und einem Gelzentrifugationstest mit
Enzymtest und indirektem Antiglobulintest (ID-E + ID-L)
festzustellen, wurden in einer prospektiven Studie 3052
unselektierte Blutproben in beiden Testverfahren gleichzeitig
untersucht. Im Gegensatz zu publizierten Studien wurden in
beiden Tests identische Suchzellpopulationen verwandt. Mit 41
antikllrperhaltigen Seren wurden zuslltzlich in beiden Methoden

Titrationsuntersuchungen durchgefllhrt.

In 77 (2,52%) der getesteten Seren konnten Antikllrper/-
gemische nachgewiesen werden. 62 Seren reagierten in beiden
Tests; sechs Seren reagierten nur im CR (Anti-C,-e, 2x Anti-E,
Anti-C, Anti-CoP*, Anti-Le?). Neun Antiklrper wurden
ausschlieSlich mit dem Geltest detektiert (Anti-C, Anti-D, 4x
Anti-Le?d, Anti-Fy?, 2x Anti-P,), davon sieben sogenannte
"Enzyme-Only-Antikllrper". Ein Anti-Fy® der IgM-Klasse und ein
Anti-D wurden im ID-L nachgewiesen, nicht aber im CR. Der
Unterschied in der errechneten Sensitivitllt (ID-Microtyping
92.2% vs. CR 88,3%) war statistisch nicht signifikant
(p=0,6006) .

Bei 53 Seren (1,7%) beruhte die Reaktion auf irrelevanten
Klllteantikllrpern oder Unspezifitllt. Vier Seren reagierten in
beiden Testmethoden, ansonsten war das ID-Microtyping-System
mehr als doppelt so oft von unspezifischen Reaktionen betroffen
(1,3% vs. 0,56%), was vor allem am Enzymtest (85% der
unspezifischen Reaktonen im ID-Microtyping) lag. Die Spezifitllt
des Festphasentests (99,4%) war signifikant (p=0,002) hllher als
die des Geltests (98,6%). Unberllcksichtigt blieb bei der
Berechnung der statistischen Daten die unterschiedliche

klinische Relevanz der einzelnen Antikllrper. Insbesondere die
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Bedeutung von "Enzyme-only-Antikllrpern”" wird kontrovers
diskutiert, was die von uns gefundene hohe Sensitivitllt des ID-

Microtyping zuslltzlich in Frage stellt.

Die geometrischen Verdllnnungsreihen ergaben jedenfalls im
Mittel eine signifikant hllhere Empfindlichkeit flJr den CR um
etwa vier Scorepunkte (p<0,001) bzw. etwa eine Titerstufe
(p=0,01), die insbesondere fllr klinisch relevante Antikllrper

festzustellen war.

Insgesamt ergeben sich Vorteile fllr den CR gegenllber dem
ID-Microtyping. Jedoch ist der CR vom Prinzip her nicht in der
Lage, IgM-Antikllrper nachzuweisen, was in dieser Studie dazu
fllhrte, da§ der CR einen relativ stark reagierenden IgM-
Antikllrper (Anti-Fy?®) verfehlte. Es mu$ daher in Frage gestellt
werden, ob sich der CR alleine fllr die Empfllngerserologie als
Screenigverfahren eignet. Er mu§ zumindest durch Kompatibili-
tlltskontrollen ergllnzt werden, die IgM-Antikllrper sicher
erfassen. Besser wllre jedoch eine Modifikation des

Testverfahrens.
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6 Tabellenanhang

Seren, die relevante oder potentiell relevante AK enthielten
Lfd.- | Proben- CR | ID-E|ID-L AK Bemerkung
Nr. Nr.
1] B 9426046 1 1 1 Anti-D Pat. ident. mit 3
2] B 9426079 1 0 0 Anti-E Pat. ident. mit 9
3] B 9426085 1 1 1 Anti-D Pat. ident. mit 1
4 B 9426099 1 0 0 Anti-E Anti-E nur in CR
reaktiv
5| B 9426099 1 0 1 Anti-K
6| B 9426152 1 1 1 Anti-E
7] B 9426184 1 1 1 Anti-C, -e Pat. ident. mit 11
8 B 9426277 | 1 0 0 Anti-Le?
91 B 9426280 1 0 0 Ant-E Pat. ident. mit 2
10 B 9426393 1 1 1 Anti-D
11 B 9426434 1 1 1 Anti-C, -e Pat. ident. mit 7
12 B 9426536 1 0 0 Anti-C, -e
13| B 9426651 0 0 1 Anti-Fy*© Pat. ident. mit 15
14 B 9426771 1 1 1 Anti-c,-E,-Jk9
15] B 9426921 0 0 1 Anti-Fy“© Pat. ident. mit 13
16| B 9436930 1 0 1 Anti-K
17 B 9427671 0 1 0 Anti-P1
18 B 9428201 1 0 1 Anti-D, -C
19 B 9500707 1 1 1 Anti-D Pat. ident. mit 20
20| B 9500879 1 1 1 Anti-D Pat. ident. mit 19
21| B 9500962 1 0 1 Anti-E
22| B 9503308 1 1 1 Anti-D
23| B 9503786 1 1 1 Anti-K
24| B 9503826 0 1 0 Anti-Pq
25| B 9503827 0 1 0 Anti-C
26| B 9503950 1 1 1 Anti-Fy*©
27| B 9503996 1 0 1 Anti-C
28 B 9504141 1 0 0 Anti-c
29| B 9504836 1 1 1 Anti-D
301 B 9504955 1 1 1 Anti-D, -C
31 B 9504975 1 1 1 Anti-E, -D
321 B 9505298 0 1 0 Anti-Le®
331 A 9500858 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.
341 A 9500916 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.
351 A 9500930 1 1 1 Anti-E
361 A 9500953 1 1 1 Anti-D
37| A 9500981 0 1 0 Anti-Le“
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Lfd.- | Proben- CR | ID-E|ID-L AK Bemerkung

Nr Nr.

381 A 9501019 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.

391 A 9501030 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.

401 A 9501031 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.

41| A 9501032 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.;
Pat.ident. mit 59

421 A 95010438 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.; Pat.
ident. mit 58, 61

431 A 9501069 1 0 1 Anti-K

44 A 9501085 Anti-D n. Rh-Proph.; Pat.
ident. mit 48

451 A 9501099 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.

46| A 9501104 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.

471 A 9501127 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.

48| A 9501128 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.; Pat.
ident. mit 44

49| A 9501152 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.

50 A 9501160 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.

511 A 9501161 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.

52| A 9501174 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.

53| A 9501182 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.

54 A 9501215 0 1 0 Anti-Le®

551 A 9501232 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.

56| A 9501246 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.

571 A 9501247 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.

58| A 9501256 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.; Pat.
ident. mit 42, 61

59| A 9501257 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.; Pat.
ident. mit 41

60| A 9501287 1 1 1 Anti-E, -c

61| A 9501327 Anti-D n. Rh-Proph.; Pat.
ident. mit 42, 58

62| A 9501373 1 1 0 Anti-E

63| A 9501376 1 0 1 Anti-M

64| A 9501777 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.

65 A 9501813 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.

66| A 9501819 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.

67| A 9501826 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.

68| A 9501640 | 1 0 0 Anti-cooT

69| A 9501878 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.

701 A 9501884 0 1 0 Anti-Le®

71| A 9501993 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.

72| A 9502038 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.

46



Lfd.- | Proben- CR | ID-E|ID-L AK Bemerkung

Nr. Nr.
73] A 9502060 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.
74 A 9502066 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.
751 A 9502273 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.
76| A 9502317 0 0 1 Anti-D n. Rh-Proph.
77 A 9502365 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.
78] A 9502380 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.
791 A 9502354 1 0 1 Anti-D n. Rh-Proph.
80| A 9502545 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.
81| A 9502566 1 0 1 Anti-Fy*©
82| A 9502567 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.
83| A 9502606 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.
84| A 9502628 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.
851 A 9502629 1 1 1 Anti-D n. Rh-Proph.
86| S 9405978 1 1 1 Anti-Cw

Legende: 1 = positive Testreaktion

(Tab.1.) 0 = negative Testreaktion

CR = Capture-R-Test
ID-E = Enzym- (Bromelin-)verstllrkter Coombs-Test
ID-L = ID-Microtyping-ICT in LISS

n. Rh-Proph. = nach Rhesusprophylaxe

Titration Antiklrper-haltiger Seren in geometrischen Verdlinnungsreihen im
Capture-R-Ready und ID-Microtyping
e 1

Proben-Nr. AK CR-S CR-V ID-S ID-V
B[ 9500879 Anti-D 13 5 8 3
B[ 9500962 Anti-c 15 5 8 4
B| 9503308 Anti-D 35 10 27 9
B[ 9503950 Anti-Fy*< 31 9 21 8
B[ 9503996 Anti-C 10 5 2 1
B[ 9504836 Anti-D 10 4 8 3
B[ 9504950 Anti-D, -C 17 5 8 3
B[ 9504975 Anti-E, -D 28 8 19 6
Al 9500858 Anti-D 6 3 8 3
A[ 9500916 Anti-D 3 2 4 3
A[ 9500930 Anti-E 6 3 24 8
A[ 9501030 Anti-D 10 4 6 3
Al 9501031 Anti-D 5 2 3 2
A[ 9501032 Anti-D 14 4 12 5
Al 9501048 Anti-D 9 4 7 3
A[ 9501104 Anti-D 16 5 12 4
Al 9501127 Anti-D 20 6 12 6
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Proben-Nr. AK CR-S CR-V ID-S ID-V
A| 9501128 Anti-D 15 5 13 4
A| 9501160 Anti-D 12 4 11 4
Al 9501161 Anti-D 12 5 11 3
A| 9501174 Anti-D 22 6 14 6
Al 9501182 Anti-D 16 5 11 5
Al 9501232 Anti-D 8 3 6 3
Al 9501246 Anti-D 20 6 15 6
Al 9501247 Anti-D 5 2 4 3
Al 9501256 Anti-D 16 5 13 5
A| 9501327 Anti-D 19 6 17 6
Al 9501813 Anti-D 18 6 6 3
Al 9501826 Anti-D 5 3 3 2
A| 9501878 Anti-D 18 6 22 7
A| 9502038 Anti-D 5 3 3 2
Al 9502060 Anti-D 23 8 19 7
Al 9502273 Anti-D 17 6 12 4
A| 9502365 Anti-D 17 6 13 5
Al 9502380 Anti-D 15 5 20 7
A| 9502534 Anti-D 5 2 2 1
A| 9502566 Anti-Fy< 14 5 5 3
Al 9502567 Anti-D 24 8 20 7
Al 9502606 Anti-D 6 3 2 2
Al 9502629 Anti-D 20 7 19 6
S| 9405978 Anti-c(w) 30 8 18 7
Median 15 5 11 4
Mittelwert 14,4 4,9 11,1 4,3
Standardabw. 7,6 1,9 6,7 2,1
AK = Antiklrper im Serum
CR-V = Anzahl der Verdlnnungsstufen im Capture-R
CR-S = Score aus der Summe der Reaktionsstufen im Capture-R
ID-V = Anzahl der Verdlinnungsstufen im ID-Microtyping
ID-S = Score aus der Summe der Reaktionsstufen im ID-Microtyping
unspezifische Reaktionen in Capture-R-Ready und ID-Microtyping
Proben-Nr. CR ID-E ID-L Proben-Nr. CR ID-E ID-L
B 9426040 1 0 0 B 9503327 0 1 0
B 9426065 0 1 0 B 9503363 0 1 0
B 9426095 0 1 0 B 9504155 1 0 0
B 9426177 1 0 0 B 9504653 1 0 0
B 9426300 0 1 0 B 9504661 1 1 0
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Proben-Nr. CR

Proben-Nr.

CR ID-E ID-L

B 9426415 0 1 0 B 9504677 1 0 0
B 9426512 1 0 0 B 9504699 1 1 0
B 9426514 1 0 0 B 9504713 0 1 0
B 9426573 0 1 0 B 9504809 1 0 0
B 9426647 0 0 1 B 9505231 0 1 0
B 9426681 0 1 0 B 9505239 1 0 0
B 9426766 0 0 1 A 9500863 0 1 0
B 9426776 1 1 1 A 9500870 0 1 0
B 9426793 0 0 1 A 9500927 1 0 0
B 9426934 1 0 0 A 9500929 0 1 0
B 9427043 0 1 0 A 9500947 0 1 0
B 9427411 0 1 0 A 9500993 0 1 0
B 9428002 0 1 0 A 9500999 0 1 0
B 9428210 0 1 0 A 9501059 0 1 0
B 9428219 1 1 0 A 9501077 0 1 0
B 9500657 1 0 0 A 9501099 0 1 0
B 9500658 0 1 0 A 9502020 0 1 0
B 9500668 1 0 0 A 9502070 0 1 0
B 9500857 0 1 0 A 9502074 0 1 0
B 9500936 0 1 0 A 9502207 0 1 0
B 9500985 0 1 0
Legende: 1 = positive Testreaktion

0 = negative Testreaktion

CR = Capture-R-Test

ID-E = Enzym- (Bromelin-)verstllrkter Coombs-Test

ID-L = ID-Microtyping-ICT in LISS

Seren, die im ID-Microtyping-Eigenansatz reagierten, mit den
Befunden des DCT und der Reaktivitllt im Capture-R-Ready-Eigenans.
Proben-Nr ID-DCT CR-EA Proben-Nr | ID-DCT CR-EA
B 9426020 0 B 9426970 0
B 9426028 IgG, pol 1 B 9426976 0
B 9426032 IgG,pol 1 B 9426978 0
B 9426079 IgG,pol 1 B 9427029 IgG,pol 1
B 9426144 IgG,C3d,pol 0 B 9427039 IgG,pol 0
B 9426156 IdG,C3d,pol 0 B 9427406 IgG,pol 1
B 9426181 0 B 9427853 IgG,pol 0
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Proben-Nr ID-DCT CR-EA | Proben-Nr ID-DCT CR-EA

B 9426185 I9G,pol 0 B 9427855 0
B 9426280 IgG,pol 1 B 9427867 0
B 9426332 0 B 9427874 0
B 9425336 0 B 9500976 0
B 9426345 0 B 9503324 IgG, pol 1
B 9426348 0 B 9503345 0
B 9426390 IgG,pol B 9503947 IgG,pol 1
B 9426419 B 9503988 IgG, pol 1
B 942605 0 B 9504135 0
B 9426511 0 B 9504662 pol 0
B 9426514 0 B 9504668 0
B 9426520 0 B 9504701 IgG, pol 1
B 9426527 0 B 9504809 IgG, pol 0
B 9426532 0 A 9504834 0
B 9426577 0 A 9505239 IgG,pol 0
B 9426652 0 A 9500926 0
B 9426667 0 A 9500949 IgG, pol 1
B 9426674 0 A 9500992 IgG,pol 1
B 9426756 0 A 9500993 0
B 9426779 0 A 9501109 IgG,pol 1
B 9426820 0 A 9501137 IgG, pol 1
B 9426935 0 A 9502021 0
B 9426939 0
Legende: 1 = positive Testreaktion

0 = negative Testreaktion

CR-EA = Capture-R-Test im Eigenanstaz

ID-DCT = direkter Coombs-Test in der Gel-Karte
IgG = Nachweis von Erythrozytenbeladung mit IgG
C3d = Nachweis von Erythrozytenbeladung mit
Komplement

pol = Nachweis von polyvalenter

Humanglobulinbeladung
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