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1 uvoD

Imunski sistem obsega specializirane celice in molekule, njihovo skupno in usklajeno
delovanje ob vdoru tujka pa imenujemo imunski odziv. Gostiteljev imunski sistem se deli
na naravno imunost in pridobljeno imunost. Naravna imunost vklju¢je genetske dejavnike,
anatomske in mehanske ovire, nespecificne baktericidne snovi telesnih tekocin, fagocitozo
in znotrajcelicno uni¢enje mikroorganizmov, razlicne efektorske mehanizme kot sta npr.
komplementni sistem in interferon. Ker mehanizmi naravne odpornosti velikokrat niso bili
dovolj ucinkoviti proti nekaterim patogenim mikroorganizmom, so vretencarji v evoluciji
razvili Se pridobljene ali specificne imunske mehanizme. Zanje je znacilno specificno
spoznanje mikroba ali tuje snovi, nastanek protiteles, efektorskih celic in imunski spomin.
Na podlagi sestavin imunskega sistema, ki posredujejo odziv, razdelimo specifi¢ne
imunske odzive v dve obliki in sicer na humoralno imunost in celi¢no posredovano
Imunost. Celi¢no posredovano imunost posredujejo limfociti T, humoralno imunost pa

protitelesa, ki specifi¢no spoznajo in odstranijo antigen (Vozelj, 2000).

Visoka specificnost reakcij antigen-protitelo je omogocila razvoj razlicnih imunskih
preskusov, ki jih lahko uporabimo za dolofevanje navzocnosti protiteles ali antigena. Taki
preskusi so tudi bistvenega pomena za diagnozo bolezni, za spremljanje ravni humoralnega
imunskega odziva in istovetenje biolosko in medicinsko pomembnih molekul. Ti preskusi
se razlikujejo po hitrosti izvedbe in po obcutljivosti. Nekateri so samo kvalitativni, drugi

pa kvantitativni.

Klini¢ni laboratoriji, ki izvajajo seroloSke teste z namenom pridobiti podatke za postavitev
diagnoze, zdravljenje ali oceno zdravstvenega stanja preiskovanca, morajo v ¢im vecji
meri zagotoviti pristnost rezultatov laboratorijskih testov. Kakovost dela v klini¢nih
laboratorijih zagotovijo z vzpostavitvijo celovitega sistema kakovosti, ki obsega
predanaliti¢no, analiti¢no in poanaliti¢no fazo. V predanaliti¢ni fazi se zgodi najvec napak,
do 70 % vseh laboratorijskih napak (LLopis in sod., 2011). V to fazo spadajo vsi postopki,
od same zahteve zdravnika po laboratorijskem testu, do konéne priprave vzorca na

testiranje. Glavni procesi, ki jih vklju¢ujemo v predanaliti¢no fazo so: izbor testa, priprava
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pacienta na testiranje, zbiranje vzorca, transport vzorca, obdelava vzorca in shranjevanje

vzorca (LLopis in sod., 2011).

1.1  NAMEN DELA

Standard NCCLS H18-A3 priporoca, da je potrebno serum ali plazmo lo€iti od krvnih celic
najhitreje, kolikor je to mogoce, razen v primerih, kadar so Studije pokazale, da podaljSan
stik seruma ali plazme s krvnimi celicami nima vpliva na rezulte merjenja analita. Ker o
stabilnosti protiteles v polni krvi ni bilo narejenih veliko Studij, smo se odlo¢ili, da
preverimo, v kolik§em Casu je stik seruma s krvnim strdkom pri temperaturi 26 °C Se
primeren za merjenje protiteles. Preverili smo tudi stabilnost protiteles v serumu, ki je bil
lo¢en z gelom od krvnih celic in hranjen v isti epruveti pri temperaturi 4 °C. Te dve Studiji
smo naredili z namenom, da ne bi po nepotrebnem zavrnili Se primernih vzorcev polne krvi
za testiranje protiteles, katerih transport do laboratorija je daljsi kot dve uri (NCCLS H18-
A3, 2004).

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

e Serum, ki je bil v kontaktu s krvnim strdkom 120 ur, pri temperaturi 26 °C, je Se
primeren za zanesljivo merjenje protiteles.
e Serum, ki je bil lo¢en z gelom od krvnih celic 168 ur in hranjen v isti epruveti pri

temperaturi 4 °C, je Se primeren za zanesljivo merjenje protiteles.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 PROTITELESA

Humoralno imunost posredujejo glikoproteini, ki specificno spoznajo in odstranijo
antigene. Imenujemo jih protitelesa (okr. Ab od angl. antibody) ali imunoglobulini (okr.
Ig), kar pomeni nosilec imunosti v globulinski frakciji seruma (Vozelj, 2000). Prisotni so
na povrsini limfocitov B, kjer so receptorji za specifi¢ne antigene in kot prosta protitelesa,
ki jih izloc¢ajo plazmatke. Imunoglobuline najdemo v krvi, v limfni teko€ini in drugih
telesnih tekoc¢inah. Predel molekule Fab se veze z antigenom, medtem ko ima drugi del
molekule efektorsko funkcijo (Fc regija). U¢inkujejo lahko na ve¢ naéinov: nevtralizirajo
bakterijske toksine, prepreCujejo prehajanje virusov v celice, aktivirajo komplement,

vezejo se na razli¢ne celice imunskega sistema in fagocite (Roitt in sod.,1998).
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Slika 1: Zgradba imunoglobulina (Racaniello, 2012)

Imunoglobulini se sintetizirajo v limfocitih B. Sestavljeni so iz Stirih polipeptidnih verig;
dveh identi¢nih tezkih in dveh identi¢nih lahkih verig. Verige so razporejene v obliki ¢rke
Y in so med seboj kovalentno povezane z disulfidnimi mosticki in nekovalentnimi vezmi
(slika 1). Molekulska masa lahkih verig je priblizno 23.000 Da in ne vsebujejo nobenih
oligosaharidov (Kabat, 1976), medtem ko je molekulska masa tezkih verig priblizno
50.000-70.000 Da. Vse protitelesne lahke verige so ali izotipa lambda — A ali kapa — k. Pri
tezkih verigah poznamo pet izotipov (alfa — a, delta — 9, epsilon — €, gama — y in mi — ).
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Izotip tezke verige doloca razred (podrazred) imunoglobulinov. Poznamo protitelesa
razreda a — imunoglobulini A, & — imunoglobulini D, & — imunoglobulini E, y -
imunoglobulini G, u — imunoglobulini M. Med seboj se razlikujejo po velikosti, deloma
tudi po zgradbi in po vlogi, ki jo imajo v imunskem sistemu. Vsaka veriga (lahka in tezka)
je sestavljena iz linearno ponavljajo¢ih se podobnih (homolognih, vendar ne istovetnih)
globularno kompaktnih segmentov iz priblizno 110 aminokislin (domen). V vsakem
segmentu je prisotna ena S-S vez. Aminoterminalni segmenti lahke in tezke verige so zelo
variabilni, ¢e jih primerjamo z veliko bolj ohranjenimi konstantnimi. Variabilne segmente
oznac¢imo z V in konstantne s C. Tako imajo lahke verige en variabilen segment (V) in en
konstantni segment (C). Najvecja variabilnost lahkih verig je v treh kratkih odsekih in jo
oznacujemo s hipervariabilno regijo ali komplementarnost dolocujoco regijo (CDR). Tezke
verige imajo en variabilen segment (V) in tri konstantne segmente (Cy). Tudi teZke verige
imajo CDR regijo v treh kratkih odsekih (Vozelj, 2000). Zvitje V_ in Vy poteka tako, da se
deli CDR izpostavijo in zblizajo ter predstavljajo vezisce za antigene (Roitt in sod., 1998).
Protitelesa se z antigenom veZejo preko nekovalentnih vezi (vodikove vezi, ionske vezi,
hidrofobne interakcije in van der Waalsove sile). Ker je jakost teh interakcij Sibka (v
primerjavi s kovalentnimi vezmi), so potrebne Stevilne interakcije in tesen stik, da nastane
mocna vez antigen-protitelo (Ag-Ab). Jakost vezi med vezis¢em na antigenu (epitop) in
hipervariabilno regijo protitlesne molekule (paratop) imenujemo afiniteta protiteles.
Paratopi prepoznajo celotno trodimenzionalno strukturo epitopov. Razlikujejo Ze majhne
spremembe v aminokislinskih zaporedjih antigenov, naboj, opti¢ne konfiguracije in
stericne konformacije. Posledica tega je, da se protitelesa vezejo le na tiste antigene, s
katerimi se najbolj skladajo. To je razlog za visoko specificnost protiteles (Roitt in sod.,

1998). Torej so specifi¢na zaradi tega, ker so usmerjena proti tocno dolo¢eni snovi.

2.1.1 Protitelesa 1gG

Imunoglobulini IgG so monomerne molekule, sestavljene iz dveh lahkih verig in dveh
tezkih verig y. Vsaka molekula ima dve vezis¢i, ki sta gibljivo pritrjeni na Fc del molekule,
tako da lahko molekula zavzame obliko ¢rke T ali Y. V tem razredu so $tirje podrazredi
IgG1, 1gG2, 1gG3 in IgG4. Med seboj se razlikujejo po Stevilu S-S vezi v gibljivem delu

molekule. Protitelesa 1gG nastanejo pri naravni okuzbi ali pri cepljenju z virusi,
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bakterijami ali njihovimi produkti. Zavzemajo priblizno 75 % vseh serumskih
imunoglobulinov (Kabat, 1976). Ta protitelesa so priblizno enakomerno porazdeljena v
krvi in krvnih tekoc¢inah. Imajo enkratno lastnost, da lahko prehajajo skozi placento in
dajejo otroku zas¢ito pred okuzbo v prvih tednih zivljenja, dokler ne zacne izdelovati
lastnih protiteles. To omogoci vezanje Fc regije na specifi¢ni receptor za Fc y na humani
placentni sincicijski trofoblast. Po vezavi z antigenom lahko protitelesa 1gG aktivirajo
komplement. Podrazredi IgG imajo razlicne zmoznosti aktiviranja komplementa. Lahko
nevtralizirajo toksine ali pospesSijo postopek fagocitoze. Na tak na¢in imunski sistem ubija
Stevilne gramnegativne bakterije in nekatere viruse, ne pa grampozitivnih bakterij (\Vozelj,
2000).

2.1.2 Protitelesa IgM

Imunoglobulin IgM je sestavljen iz petih osnovnih monomernih enot protiteles (dve lahki
in dve tezki verigi) in dodatne J (joining) verige. Enote so med seboj povezane z S-S vezmi
med cisteinskimi radikali blizu gibljivega mesta v tezki verigi. Molekulska masa celotnega
proteina je priblizno 900 kDa. Ker je IgM pentamer, ima 10 vezi$¢ za antigene. Pri
antigenih z veliko molekulsko maso pride do prostorske stiske, zato zasledimo nekoliko

niZjo valenco.

Slika 2: Zgradba imunoglobulina IgM (Vozelj, 2000)
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Protitelesa 1gM nastanejo pri skoraj vseh imunskih odzivih ter imajo glavno vlogo pri
primarnem imunskem odzivu (prvi stik posameznika z eksogenim antigenom). Pri
primarnem imunskem odzivu jih odkrijemo prej in ve¢ kot protiteles IgG. Spadajo med
naravna protitelesa, saj so navzofa v serumu zdravih ljudi, ki so nastala brez znane
imunizacije. Studije so pokazale, da so naravna protitelesa IgM polireaktivna, torej se
lahko vezejo z dvema ali ve¢ razliénimi antigeni. Ob stiku z antigenom lahko Ze ena
pritrjena molekula aktivira komplement. PospeSujejo tudi opsonizacijo in fagocitozo
(Vozelj, 2000).

2.1.3 Protitelesa IgE

Imunoglobulin IgE je sestavljen iz dveh lahkih in dveh tezkih verig €. Njegova molekulska
masa je 190 kDa in vsebuje veliko ogljikovih hidratov. Zavzema samo 0,004 % vseh
serumskih proteinov (Ishizaka in sod., 1970). Je obcutljiv na toploto in se inaktivira pri 50
°C. Mastociti in bazofilci imajo na svoji povrSini receptorje IgeRI, ki imajo mocno
afiniteto do vezave Fc dela molekule IgE. Zaradi njihove mocne afinitete so receptorji
IgeRI zasedeni z monomernimi IgE tudi v odsotnosti antigena. Vnos specificnega antigena
povzroci agregacijo molekule IgE in receptorja. Nastanek take gruce povzroci sprostitev
vnetnih in vazoaktivnih mediatorjev iz mastocitov in bazofilcev. Posledica teh mediatorjev
(histamina in drugih primarnih mediatorjev z IgE posredovane alergijske reakcije) je odziv
zilja in vnetje, kar imenujemo z IgE posredovana alergijska preobcutljivost oz.
preobcutljivost tipa I po Gellu in Coombsu. Raven IgE se v serumu moc¢no povisa tudi pri
okuzbah s paraziti (posebno s helminti), kar kaze na zas¢itno vlogo IgE in vivo pred
paraziti (Vozelj, 2000).

2.2 METODE MERJENJA PROTITELES
Razvoj razli¢nih imunskih preskusov, ki jih lahko uporabimo za dolofevanje navzocnosti

protiteles ali antigenov, je omogocila izvrstna specificnost vezave med protitelesom in

antigenom.
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2.2.1 ELISA

Encimsko imunski test (okr. enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) je test, s
katerim lahko kvalitativno ali kvantitativno dolo¢imo protitelesa ali antigene. Princip
metode je, da encim, konjugiran s protitelesom, reagira z brezbarvnim substratom, pri
¢emer nastane obarvan produkt. Pri ELISI uporabljamo razlicne encime, npr. peroksidazo,
alkalno fosfatazo in p-nitrofenil fosfatazo, ki s substratom dajo obarvan produkt, katerega
intenziteto lahko merimo. Za kvantitativno dolocitev protiteles/antigenov potrebujemo
umeritveno krivuljo znanih koncentracij protiteles/antigenov. Protitelesa v serumu ali
kakem drugem vzorcu dolocamo z indirektnim ELISA testom, kjer je antigen vezan na
trdni nosilec. Nanj se specifi¢no veze primarno protitelo. Na primarno protitelo pa se veze
sekundarno protitelo, ki je oznaceno z encimom. Po dodatku substrata se pojavi obarvanje,

katerega merimo (Vozelj, 2000).

222 CLIA

Kemiluminiscen¢na imunska metoda (okr. chemiluminescence immunoassay, CLIA) je
metoda, ki je v osnovi zelo podobna encimsko imunskemu testu (ELISA). Protitelo se veze
na antigen, ki je vezan na magnetne kroglice. Vezana protitelesa dokazemo z misjimi
monoklonskimi protitelesi, ki so konjugirana z izoluminolnim derivatom, in so usmerjena
proti Cloveskim protitelesom. Izoluminol iz osnovnega energijskega stanja spravimo v
stanje poveCane energije z dodajanjem peroksidaze, ki pretvori peroksid v vodo in
posledi¢no povzroc¢i oksidacijo izoluminola. Vzpodbujevalni reagent torej vsebuje encim
peroksidazo in peroksid. Preko intermediatorjev prehaja izoluminol v osnovno obliko, pri
¢emer pa oddaja svetlobo v obliki kemiluminiscence, katero merimo. Poleg izoluminola je

lahko oznacevalec $e luciferin (DiaSorin, 2008).

2.2.4 Nefelometrija

Nefelometrija je postopek, pri katerem dolo¢imo koncentracijo antigena v suspenziji S

spuS¢anjem snopov Zarkov usmerjenih skozi suspenzijo. Merimo intenzivnost sipane

svetlobe pod kotom 70 °C glede na vpadno svetlobo. S specifi¢cnim antiserumom (o¢iséen
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in opti¢no Cist) proti to¢no doloenim antigenom povzro¢imo tvorbo precipitata (znacilnost
reakcije med Ab in Ag). Posledica je sipanje svetlobe vpadnega Zarka, ki ga merimo.
Meritev je natan¢na samo takrat, kadar je razmerje med koncentracijo antigena in opticno
gostoto linearno, zato je potrebno raztopine z veliko koncentracijo antigena primerno
razredciti (Vozelj, 2000).

2.3 VPLIV PREDANALITICNE FAZE NA MERJENJE PROTITELES

Predanaliticna faza vkljucuje vrsto postopkov, ki jih je tezko opredeliti, saj poteka na
razlicnih krajih in ob razlicnih ¢asovnih intervalih. Splosno je predanaliticna faza
definirana kot faza, v katero spadajo vsi postopki, od same zahteve zdravnika po
laboratorijskem testu, do konéne priprave vzorca na testiranje. Glavni procesi, Ki jih
vklju¢ujemo v predanaliticno fazo so: izbor testa, priprava pacienta na testiranje, zbiranje
vzorca, transport vzorca, obdelava vzorca, shranjevanje vzorca. V to fazo uvr§¢amo tudi
Studijo znacilnosti in bioloSkih sprememb posameznih bolnikov za vsak laboratorijski test
posebej (LLopis in sod., 2011).

2.3.1 Priprava bolnika pred odvzemom vzorca

Priprava bolnika na odvzem vzorca je odvisna od izbire testa in testiranega analita. Za
odvzem krvnih vzorcev veljajo splo$na priporocila, da naj pacient dan pred odvzemom
vzorca uziva normalno hrano, omeji koli¢ine alkohola, kave in cigaret. Zazeljeno je, da
pacient 12 ur pred odvzemom uziva samo vodo (Guder in sod., 2003).

Za merjenje protiteles v serumu ni podanih posebnih navodil, kako se bolnik pripravi na

odvzem vzorca.

2.3.2 Odvzem in zbiranje vzorca

Bioloski material odvzame za to usposobljena oseba v skladu s priporo¢enimi postopki.
Med najpogostejSi bioloski material spadajo krvni vzorci. Sem Stejemo vensko, arterijsko
in kapilarno kri. Kadar je za odvzem venske krvi potrebnih ve¢ razli¢nih vrst vakuumskih

epruvet, je priporoc¢ljivo upoStevati naslednji vrstni red odvzema: najprej epruveta brez
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dodatkov, potem z dodatkom citrata, z dodatkom heparina, z EDTA in na koncu z
glikoliti¢nimi inhibitorji (Guder in sod., 2003).

Standard 1SO 15189 (2007) predpisuje, da mora imeti vsak medicinsko diagnosti¢ni
laboratorij protokol za primarno zbiranje vzorcev. Protokol mora biti del dokumentacije
kontrole kakovosti in mora vsebovati navodila za identifikacijo in sledljivost bolnikovega
vzorca, postopke za zbiranje primarnih vzorcev, opis ustreznih zbiralnih posod, potrebnih
dodatkov, tip in volumen primarnega vzorca, ki bo odvzet, ¢as v dnevu, primeren za
odvzem vzorca, polozaj bolnika ter navodila za varno odstranjevanje materialov, ki so bili

uporabljeni med odvzemom vzorca.

Navodila za odvzem in zbiranje vzorcev za meritve protiteles Instituta za mikrobiologijo in

imunologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani so navedena v preglednici 1.

Preglednica 1: Navodila za odvzem vzorcev za merjenje protiteles glede na vrsto vzorca (IMI,
2012)

vrsta vzorca navodila za odvzem koli¢ina vzorca

kri brez Odvzem iz periferne vene v epruveto za 3-5ml

antikoagulanta vakuumski odvzem brez antikoagulanta.

kri, venska z EDTA  Odvzem iz periferne vene v epruveto za 3-5ml
vakuumski odvzem z EDTA.

serum Odvzem iz periferne vene v epruveto za > 1 ml

vakuumski odvzem brez antikoagulanta,
koagulacija 1 h pri ST, centrifugiranje 5 min pri
3000 obr./min, serum odpipetiramo v novo
sterilno epruveto z navojem.
plazma Odvzem iz periferne vene v epruveto za > 1 ml
vakuumski odvzem z EDTA, epruveto 3-krat
obrnemo, centrifugiranje 5 min. pri 3000
obr./min, plazmo odpipetiramo v novo sterilno
epruveto z navojem.

2.3.2.1 Epruvete za vakuumski odvzem venske Krvi

Epruvete za vakuumski odvzem krvi so sterilne, iz steklenega ali plasticnega materiala in
pokrite z vakuumskim zamaskom. Vakuum znotraj epruvete omogoc¢i odtekanje krvi v
njeno notranjost (BD, 2012). Epruvete lahko vsebujejo antikoagulantna sredstva ali

aktivatorje koagulacije. Glede na vrsto dodatka je predpisana barva zamaska, kar omogoca
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lazjo in hitrejSo prepoznavo primerne epruvete za odvzem krvi. Ta sistem kodiranja je Se
posebej uporaben, kadar je za odvzem venske krvi potrebnih ve¢ razli¢nih vrst vakuumskih
epruvet. Sistem kodiranja epruvet z zamaski natan¢no opisuje ISO 6710 (Guder in sod.
2003), in so opisani v preglednici 2. Epruvete za vakuumski odvzem se uporabljajo za

odvzem Krvi, transport in pripravo vzorca, za testiranje seruma, plazme ali polne krvi.

Slika 3: Epruvete za vakuumski odvzem (Guder in sod., 2003)

Preglednica 2: Uporaba vakuumskih epruvet glede na vrsto dodatka in s tem povezana barva
zamaska (Guder in sod., 2003)

epruveta uporaba barva zamaSka /crkovna koda
brez dodatkov ali s

klini¢na kemija in

pospesevalci strjevanja " rdeca /Z

KrVi serologija

heparin kemijske preiskave plazme zelena/LH ali NH
K2-ali K3-EDTA hematolo3ke preiskave vijoli¢na /K2E ali K3E
Na-citrat koagulacijski testi svetlo modra/9NC
Na-flourid merjenje krvnega sladkorja siva/ FX

2.3.2.1.1 Epruvete za vakuumski odvzem krvi z gelom za testiranje seruma

Epruveta za vakuumski odvzem venske krvi z gelom je tako kot epruveta za vakuumski
odvzem z rdeCim zamaSkom brez dodatkov proti strjevanju krvi. Vsebuje pa lahko

pospeSevalce strjevanja krvi. Zamasek epruvete je rumene barve.

Funkcija gela je zagotoviti fizi¢no in kemi¢no pregrado med serumom in celicami. Gel ima
toksotropne lastnosti, kar omogoca, da je ob normalnih pogojih viskozen, kadar pa nanj pri
centrifugiranju deluje centrifugalna sila, se njegova viskoznost zmanjsa, gel se premika ali
pretaka. Po koncanem centrifugiranju gel spet postane nepremic¢na ovira med serumom in
celicami. Gel je ponavadi sestavljen iz ve¢ kot ene sestavine. Lahko je sestavljen iz

primarne organske faze (smole), anorganske faze in mreznega stabilizatorja. Anorganska
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faza je potrebna za prilagoditev gostote gela, tako da je gel med gostoto seruma in gostoto
celic. Za zdruZitev organske in anorganske faze so potrebni Se kemiéni stabilizatorji.

Zaradi narave gela je potrebno upoStevati rok trajanja epruvete (Bush in Cohen, 2009).

2.3.3 Transport vzorca

Vzorec lahko do laboratorija prispe na razlicne nacine: preko kurirja, po posti in preko
pnevmatsko iztrelitvenih cevnih sistemov. Cas transporta je ponavadi kratek, kadar je
laboratorij blizu ali v kliniki. Priporocljivo je, da od odvzema krvi do centrifugiranja ne
pretece vec kot ena ura. Kadar mora vzorec prepotovati daljSo razdaljo (po posti ali preko

kurirja), je priporo¢ljivo, da tip vzorca ni polna kri (Guder in sod., 2003).

Prevoz vzorca iz mesta odvzema do klinicnega laboratorija mora izpolnjevati dolo¢ene
zahteve, ki zagotavljajo stabilnost vzorca. Pogoji in zahteve morajo biti zapisani v
laboratorijskem protokolu za transport vzorcev. Glavne spremenljivke, ki jih je potrebno
upostevati med prevozom so agitacija, izpostavljenost svetlobi, temperatura, €as transporta,
namestitev vzorca v prenosnem zabojniku, vrsta prenosne embalaze in primerna oznacitev.
Poleg protokola bi laboratorij moral imeti zapisana Se navodila, v katerih primerih se
vzorca ne sprejme, ¢e pogoji transporta niso bili primerni. Najmanj na kar mora biti
laboratorij pozoren pri transportu vzorcev so temperatura, embalaza in ¢as, ki pretece od
odvzema vzorca do prihoda v laboratorij. Trenutni problem pri kontroli transporta vzorcev
je postavitev jasno dolocenih mej stabilnosti vzorca in spremljanje nihanja temperature

med transportom (L Lopis in sod., 2011).

2.3.4 Sprejem in priprava bioloSkega materiala za analizo

2.3.4.1 Sprejem vzorca

Osebje ob sprejemu primarnega vzorca v laboratorij le-tega vizualno pregleda, zabelezi in
pripravi na analizo. Ce je vzorec neustrezen, ga mora laboratorij zavrniti. \Vzorec, ki je na
robu meje veljavnosti, je potrebno zabeleziti in naravo problema opisati v kon¢nem

porocilu. Potrebna je tudi previdnost pri razlagi rezultatov.
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2.3.4.1 Hemoliziran vzorec

Druga najpogostejSa napaka v predanaliticni fazi je sprejem hemoliziranega vzorca (Rioja
in sod., 2009). Hemoliza je definirana kot sproscanje hemoglobina in znotrajceli¢nih
komponent iz eritrocitov v serum ali plazmo (Lippi in sod., 2008). Pojavi se takrat, ko je
koncentracija prostega hemoglobina v serumu ali plazmi ve¢ kot 0,3g/l. Od koncentracije
hemoglobina v serumu ali plazmi je odvisna tudi intenziteta barve. Najpogosteje stopnjo
hemolize vzorca opredelimo vizualno in sicer kot rahla, srednja in mo¢na hemoliza. Na

sliki 4 vidimo, da v prvi epruveti hemoliza ni prisotna, sledi ji rahla, srednja in mo¢na

hemoliza.

Slika 4: Stopnje hemolize (Guder in sod., 2003)

Hemoliziran vzorec vpliva na razli¢ne nacine na rezultate laboratorijskih testov, odvisno
od analiticne metode in analita (Lippi in sod., 2008), zato mora imeti vsak laboratorij
napisan protokol, kako ravna s hemoliziranimi vzorci.

Glavni razlogi za nastanek hemoliziranih vzorcev so navedeni od najbolj do najmanj
pogostega dejavnika (Rioja in sod., 2009):

e Debelina igle za odvzem. OZja igla za odvzem krvi poveca hitrost pretoka, kar vodi
do trenja, ki povzro¢a hemolizo. Stopnja hemolize je obratno sorazmerna s
premerom igle.

e Vakuumski odvzem krvi. Hemoliza lahko nastane zaradi trenja v igli zaradi

prekomernega vleka na bat brizge, v ¢asu pridobivanja krvi.
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Mesto vboda. Sprednja komol¢na kotanja je mesto odvzema z najmanj hemolize

(Hawkins, 2010).

e Antisepticna sredstva. Nepopolno izhlapelo razkuzilo lahko povzro¢i hemolizo

e Uporaba preveze za odvzem krvi, ki traja ve¢ kot eno minut, so povezane z ve¢jim
tveganjem za hemolizo (Saleem in sod., 2007).

e Travmaticen odvzem krvi. Hematom lahko kontaminira kri s sprostitvijo
hemoglobina iz tkiva.Tezave pri iskanju vene z veckratnim vbodom ali njenim
natrganjem.

e Tip epruvet. Epruvete z vec¢jim volumnom povzrocajo vecjo hemolizo.

e Nezadostno napolnjene vakuumske epruvete so bolj izpostavljene hemolizi, Se
posebej med transportom in centrifugiranjem.

e Pretirano ali nezadostno meSanje (dodatki za ali proti strjevanju krvi).

e IzkuSenost osebja, ki opravlja odvzem Krvi.

Laboratorij mora pri analizi hemoliziranih vzorcev upostevati, da je priblizno 3 % in vitro
vzorcev hemoliziranih (Carraro in sod., 2000). Za vsako metodo mora biti napisan
protokol, kako hemoliza vpliva na rezultate merjenja. Kljub temu pa mora laboratorij

zavrniti tiste hemolizirane vzorce, ki bi lahko privedli do napac¢nih rezultatov .

2.3.4.2 Priprava vzorca za testiranje

V nekaterih primerih primarnega vzorca ni mogoc¢e neposredno uporabiti v analiti¢ni fazi,
zato ga je potrebno obdelati. Med obdelavo vzorca uvr§¢amo centrifugiranje, alikvotiranje

in zamrznitev vzorca pred analizo (LLopis in sod., 2011).

Kadar testiramoprotitelesa v serumu, je potrebno epruveto s polno krvjo pustiti v
pokoncnem poloZaju eno uro pri sobni temperaturi, da poteCe spontana koagulacija.
Primarni vzorec se nato centrifugira 5 minut pri 3000 obr./min, serum se odpipetira v novo

sterilno epruveto z navojem (IMI, 2012).
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2.3.5 Shranjevanje vzorcev

V nekaterih primerih analite testirajo v serijah. Takrat se vzorci hranijo do zapolnitve
serije. Ta Cas morajo biti vzorci primerno shranjeni, da ohranijo stabilnost. Tudi po
opravljeni analizi se vzorce za dolocen ¢as shrani zaradi moznosti ponavljanja preiskave ali
za opravljanje dodatnih preiskav. Pri hranjenju protiteles sta poleg Casa hranjenja zelo

pomembna Se dva dejavnika, in sicer temperatura in vrsta embalaze.

Kadar je potrebno vzorec krvi shraniti v hladilnik ali zmrzniti, je potrebno najprej lociti
krvne celice od seruma ali plazme. Polne krvi ne zmrzujemo, tudi v primeru, kadar je
serum lo¢en od krvnih celic z lo¢ilnim gelom (WHO, 2006). Serum za seroloSke teste
lahko hranimo nekaj dni pred testiranjem pri temperaturi od 2 °C do 8 °C (Bennet, 1980).
Za daljSe shranjevanje seruma je potrebno serum preliti v primerno epruveto za
shranjevanje vzorca in shraniti pri temperaturi —20 °C ali niZje. Potrebno se je izogibati
ponavljajoéemu se zmrzovanju in odtajanju (Taylor in sod., 1979). Posode za shranjevanje
proteinskih vzorcev naj bi bile iz materialov, na katere se beljakovine ne adsorbirajo,
oziroma je njihova vezava zanemarljiva. Uporabljajo se predvsem materiali iz
polipropilena, polikarbonata ali borosilikata. Priporocljivo je tudi, da je hranilna posoda

brezbarvna, zaradi lazjega preverjanja vsebine.

2.4  STABILNOST PROTITELES

Protitelesa gleden na fizikalne lastnosti in kemijsko sestavo uvr§¢amo med sestavljene
proteine. Na njihovo nestabilnost vplivajo tako kemijski kot fizikalni dejavniki. Med
kemijske razgradne procese pristevamo dejavnike, ki vodijo do nastanka ali cepitve
kovalentnih vezi. Med fizikalne pa priStevamo ostale spremembe, kot so denaturacija oz.
izguba urejene terciarne zgradbe proteina, agregacija, obarjanje in adsorbcija (Strukelj in
Kos, 2007). Pri fizikalni nestabilnosti protiteles je najbolj pogost pojav agregacija. Opazili
so, da je vecja verjetnost nastanka agegatov, ¢e je v vzorcu vecja koncentracija protiteles.

Agregacija se poveca tudi ob poviSanju temperature, viskoznosti, pH in ionske jakosti.
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Nanjo vpliva tudi meSanje, dolgotrajno shranjevanje in proces zmrzovanja — taljenja
(Wang in sod., 2007).

2.4.1 Stabilnost protiteles v krvnih vzorcih

Stabilnost je sposobnost vzorca, da pri shranjevanju pod specifi¢nimi pogoji ohrani prvotne

lastnosti merjene komponente v dolo¢enem ¢asovnem obdobju.

Protitelesa se najpogosteje merijo v krvnem serumu. Serum je tekoca frakcija krvi, kateri
so odstranjene krvne celice in faktorji strjevanja krvi. V literaturi se podatki glede
stabilnosti protiteles v serumu med seboj razlikujejo. Podatki so prikazani v spodnjih dveh
preglednicah (3 in 4). Iz preglednice 3 in 4 je mo¢ razbrati, da je stabilnost med razredi
protiteles IgA, IgD, IgE, IgG in IgM razli¢na. Razvidno je tudi (preglednica 3), da so
protitelesa pri nizjih temperaturah stabilna dlje ¢asa.

Preglednica 3: Stabilnost protiteles v telesu, polni krvi in serumu (WHO, 2002)

bioloska stabilnost analita stabilnost analita v literatura
razpolovna v polni krvi serumu/plazmi

analit doba 25°C 2-6°C -20°C 4-8°C 20-25°C

IgA 6d 17d Im 8 m 8m 8m * Kx
IgD 5d / / 6m 7d 7d

IgE 25d / / 6m 7d 7d

19G 3t 11d 1m 8m 8m 4m *, xx
IgM 5d 17 d im 6m 4m 2m x, x

* Topfer in sod., 2000 ** Zhang in sod., 1998
t =teden, d = dan, m = mesec

Preglednica 4: Stabilnost protiteles v serumu pri sobni temperaturi, 4 °C in 30 °C

analit | Serym - serum serum serum | gen serum  serum
RT 4°C RT 4°C 30°C 4°C
Topfer, 1981 Wiggﬁrllggo Young , 2007
RO RO RID RID
19gG >16t >16t >16t >16t 14 d 7d 7d
IgM 41t 16t 8t >16t 14 d 7d 7d
IgA 7d 8t >16t >16t 14 d 7d 7d

RT = sobna temperatura, t = teden, d = dan, RO = Rocket tehnika, RID = radialna imunodifuzija
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Za stabilnost protiteles v polni krvi je v literaturi zelo malo podatkov. Le-ti so prikazani v

preglednici 3.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 EPRUVETE ZA VAKUUMSKI ODVZEM KRVI

Pri odvzemu vzorca venske krvi smo uporabili dva razli¢na tipa epruvete za odvzem krvi s
podtlakom. Proizvajalec obeh tipov epruvet je BD (Becton, Dickinson and Company).
Serijska Stevilka epruvete z rumenim zamaSkom z gelom je 367953, epruvete z rde¢im

zamaSkom pa 369032.

Slika 5: Epruveta s serijsko Stevilko 367953 (BD, 2012)

Preglednica 5: Lastnosti in opis epruvete s serijsko Stevilko 367953(BD, 2012)

Tip izdelka Plus, plasti¢na epruveta

Blagovna znamka BD SST™, BD Hemogard™, BD Vacutainer®
Pospesevalec strjevanja krvi in gel za loCitev seruma.

Dodatki Silikonska notranja prevleka
Barva zamaska rumen

Dimenzija 16 x 100 mm

Material plastika

Varnostne funkcije BD Hemogard™ zamaSek
Zamasek epruvete BD Hemogard™

Tip plasti¢en

Serumsko dolo¢anje v kemiji in serologiji. Ni priporo¢ljivo za
shranjevanje in kasnej3e analize.
Volumen 8.5 ml

Uporaba
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Slika 6: Epruveta s serijsko Stevilko 369032 (BD, 2012)

Preglednica 6: Lastnosti in opis epruvete s serijsko Stevilko 369032 (BD, 2012)

Tip izdelka Plus, plasti¢na epruveta

Blagovna znamka BD SST™, BD Hemogard™, BD Vacutainer®
Dodatki

Barva zamaska rdeca

Dimenzija 13X 75 mm

Material plastika

Varnostne funkcije BD Hemogard™ zamasek

Zama3ek epruvete BD Hemogard™

Tip Plasti¢en

Uporaba Serumsko dolocanje v kemiji in serologiji.
Volumen 4 ml

V nadaljevanju smo uporabili imena epruveta z rumenim zamaskom z gelom in epruveta z

rde¢im zamaskom brez gela, zaradi hitrejSe in lazje locitve med njima.

3.2 VZORCI

Za izvedbo diplomske naloge je dvanajst zdravih, odraslih prostovoljcev darovalo vensko
kri. Vsakemu prostovoljcu je oseba, izurjena za odvzem krvi, vzela 32,5 ml venske krvi, in
sicer v Sestih epruvetah po 4 ml za vakuumski odvzem krvi brez antikoagulantnega
sredstva (epruvete z rde¢im zamaSkom) in 8,5 ml krvi v epruveti z gelom za vakuumski

odvzem brez antikoagulantnega sredstva (epruveta z rumenim zamaskom).
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3.2.2 Priprava serumskih vzorcev za analizo
VSE EPRUVETE HRANJENE 1 h
PRI SOBNI TEMPERATURI
EPRUVETA
HRANJENA V
';:ﬁ{'é”"‘” EPRUVETE HRANJENE V
{/;\ VODNI KOPELI PRI 26 °C
e A\ ' centrifugiranje na
( ( ©/ J J 3000 obr_/min,
L} .
=y
e
24h 4sh ?Zh 120 h 168 h
\ _psml / 1 \ \ \
e centrifugiranje na
zA 3000 obr._/min,
BIOLOSKI 5 min
i ODPAD
I?I ZABOINIK
5 — |za
;rj:{:ma BIOLOSKI
krvi<3h | e
24h agh 72h 120n
| |
tas tas gas tas tas
hranjenja  hranjenja hranjenja hranjenja hranjenja
palne polne polne polne polne
kvi24h ki 4Bh o ki an knil20h krvi168h
0.5ml 0.5 ml 0.5 ml 0.5ml iii iii
|
fas tas fas tas tas
hranjenja  hranjenja  nranjenja hranjenja  hranjenja
polne polne polne polne polne
kvi2ah  knid4Bh o g gan kil20h krvi 168 h

VZORCE SERUMA
HRANIMO PRI --22°C
DO MERITEV

Slika 7: Odvzem venske krvi in priprava serumskih vzorcev posameznega darovalca.

Najprej smo vse odvzete vzorce polne krvi v epruvetah za odvzem pustili eno uro na sobni

temperaturi, da je priSlo do koagulacije krvi. Nato smo epruveto z rumenim zamaskom z

gelom in eno epruveto z rde¢im zamaSkom brez gela centrifugirali 5 minut na 3000

obr./min Iz epruvete z rde¢im zamaskom smo odpipetirali izhodi§¢ni serumski vzorec (Cas

hranjenja polne hrvi >3ure) in ga shranili. Epruveto smo zavrgli. Ostalih pet epruvet z
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rdec¢im zamaSkom pa smo namestili v vodno kopel, kjer je bila stalna temperatura 26 °C

(posnemanje pogojev transporta polne krvi v poletnem casu).

Iz epruvete z rumenim zamaSkom z gelom smo po centrifugiranju odpipetirali 0,5 ml
seruma in ga shranili kot izhodi$¢ni vzorec (Cas hranjenja polne Krvi >3 ure). Epruveto s
preostankom seruma, lo¢enega z gelom od krvnega strdka, smo shranili v hladilnik pri 4
°C. Tako smo dobili vzorec seruma, ¢as hranjenja polne krvi < 3 h v epruveti z rumenim
zamaSkom z gelom in vzorec seruma, ¢as hranjenja polne krvi < 3 h v epruveti z rdec¢im
zamaSkom brez gela. Vse serumske vzorce smo do testiranja hranili pri temperaturi —22
°C.

3.2.2.1 Priprava vzorcev, ¢as hranjenja polne krvi 24 h, 48 h, 72 h, 120 h in 168 h

Iz epruvete z rumenim zamaSkom z gelom, ki je bila hranjena v hladilniku pri 4 °C smo po
zgoraj navedeni ¢asovnici odpipetirali 0,5 ml seruma, nato smo jo vrnili nazaj v hladilnik.
Serum smo shranili pri —22 °C. Po isti ¢asovnici smo pripravili vzorce seruma iz epruvet z
rde¢im zamaSkom brez gela, hranjenih v vodni kopeli pri 26 °C. Kri smo centrifugirali na

3000 obr./min 5 minut. Nato smo odpipetirali serum in ga shranili pri -22 °C.

Na koncu smo od enega darovalca krvi pridobili 12 serumskih vzorcev, in sicer 6 vzorcev
iz epruvet z rde¢im zamaskom in 6 vzorcev iz ene epruvete z rumenim zamaskom z gelom.

Vse vzorce serumov smo do meritev hranili pri -22 °C.

3.2 METODE

Najprej smo za vsako osebo testirali prisotnost izbranih protiteles iz vzorca, ki je bil
hranjen manj kot 3 ure. Po potrjeni prisotnosti Smo v isti seriji izmerili koli¢ino protiteles v
vseh vzorcih, ¢as hranjenja polne krvi 3 h, 24 h, 48 h, 72 h, 120 h in 168 h v epruvetah z

rumenim zamaskom z gelom in v epruvetah z rde¢im zamaSkom brez gela.
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Pri vseh 12 darovalcih krvi smo izmerili koncentracijo specifi¢nih protiteles IgG proti
virusu rdeck in sicer s sistemom Liaison in testom Siemens (Enzygnost® Anti-rubella-
virus/IgG).

Pri osebi 1, 2, 3 in 8 smo dodatno merili Se druge koncentracije protiteles, ki so navedene v
spodnji preglednici.

Preglednica 7: Dodatni testi na vzorcih posameznega darovalca polne krvi

Oseba Testirana protitelesa Test

Oseba 1l Specifi¢na protitelesa IgG proti Candida spp. analizator ImmunoCAP 100

Oseba 2  Specificna protitelesa proti streptokokni DNAzi B metoda nefelometrija
Imunoglobulini IgG sistem BN ProSpec®
Imunoglobulini IgM sistem BN ProSpec®

Oseba 3 Specifi¢nia protitelesa IgG proti Candida spp. analizator ImmunoCAP 100
Imunoglobulini IgE sistem BN ProSpec®

Specifi¢na protitelesa IgE proti Phleum pratense  analizator ImmunoCAP 100
Oseba 8 Specificna protitelesa IgG proti tetanusnem
toksinu VaccZyme™

Oznake vzorcev za analizo podatkov so podane v preglednici 10.

Preglednica 8: Oznaka vzorcev glede na osebo in merjeno protitelo
Prva Stevilka oznacuje
darovalca krvi

Druga Stevilka oznacuje test

1._. Oseba 1 _.L Specifi¢nih protiteles IgG proti virusu rdeck _Liaison
2. . Oseba 2 _.2. Specifi¢nih protiteles IgG proti virusu rdeck __Siemens
3. Oseba 3 .3 Specifi¢nia protitelesa IgG proti Candida spp.

4. Oseba 4 _4 Specifi¢na protitelesa proti streptokokni DNAzi B
S._. Oseba 5 _.5 Imunoglobulini 1gG

6._ Oseba 6 _.6 Imunoglobulini IgM

7._ Oseba 7 7 Imunoglobulini IgE

8._. Oseba 8 _.8 Specifi¢na protitelesa IgE proti Phleum pratense

9.. Oseba 9 _.9. Specificna protitelesa IgG proti tetanusnem toksinu
10. . Oseba 10

11._. Oseba 11

12._. Oseba 12

Za oznacitev smo uporabili dvomestno oznako. Prva Stevilka ponazarja darovalca krvi,

druga pa testirano protitelo. Oznaka npr. 2.5. pomeni test, Imunoglobulini 1gG izmerjeni v
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kateremkoli vzorcu darovalca St. 2. To oznalitev smo uporabljali v celotnem besedilu

diplomskega dela.

Vse teste smo izvajali skladno z navodili proizvajalca.

3.2.1 Merjenje specificnih protiteles IgG proti virusu rdeck s sistemom Liaison

Virus rdeck je virus z molekulo RNA, ki spada v rod Rubivirusov. Povzroca bolezen
rdecke, ki se kaze z vro¢ino, izpusc€aji in povecanimi bezgavkami. Nevarne so okuzbe pri

nosecnicah, saj virusi rdeck prehajajo skozi placento in povzrocajo okuzbo ploda.

Diagnosti¢ni sistem Liaison (DiaSorin, Saluggia, Italija) je avtomatiziran sistem, ki
omogoca serolosko dokazovanje razlicnih okuzb z metodo kemiluminiscence (CLIA) v
Cloveskem serumu ali plazmi. SeroloSke teste izvajamo v plasticnih kontejnerjih
(integralih), ki vsebujejo vse potrebne reagente za izvedbo testa. Reagenti so specifi¢ni za
dolo¢en parameter merjenja, npr. za protitelesa IgG in IgM. Sistem Liaison nam omogoca
uporabo ve¢ integralov hkrati in tako lahko istoCasno na istem vzorcu izvajamo merjenje

razli¢nih parametrov (DiaSorin, 2008).

Test »LIAISON® Rubella 1gG Assay« je posredni kvantitativni kemiluminiscenéni
seroloski test, s katerim dolocamo specificna protitelesa IgG proti virusu rdeck. Pri tem se
uporabljajo magnetni delci (trdna faza), obdani z antigeni virusa rubele in miSja
monoklonska protitelesa, konjugirana z izoluminolnim derivatom proti ¢loveskim IgG
(konjugat). Pri prvi inkubaciji se specificna protitelesa 1gG proti virusu rdeck iz
bolnikovega vzorca vezejo na antigene virusa. Med drugo inkubacijo pa konjugat reagira
samo s protitelesi, ki so vezana na antigen virusa. Po obeh inkubacijah sledi izpiranje
odve¢nega materiala. Po dodatku vzbujevalnega reagenta nastane kemiluminiscencna
reakcija. Sproscen svetlobni signal merimo s fotopomnozevalnikom v relativnih svetlobnih
enotah (RLU — iz angl. relative light units). Koli¢ina signala je sorazmerna s koncentracijo
vezanih spec. IgG protiteles proti virusu rdeck. Rezultati so podani kot AU/ml (enota na ml

ali angl. arbitray unit) (DiaSorin, 2008).
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3.2.2 Merjenje specificnih protiteles IgG proti virusu rdeck, proizvajalec Siemens

»Enzygnost® Anti-Rubella-virus/lgG« (Siemens, Erlangen, Nemcija) je indirektni
encimsko imunski test (ELISA), ki se uporablja pri kvalitativni in kvantitativni meritvi
specificnih protiteles IgG proti virusu rdeck v Cloveskem serumu ali plazmi. Specificna
protitelesa IgG proti virusu rdeck se veZejo na antigen, ki se nahaja na stenah mikrotitrskih
jamic. Kuncja protitelesa konjugirana s peroksidazo (Anti-human IgG/POD) se veZejo na
specificna protitelesa IgG proti virusu rdeck, ki so vezana na antigen. Peroksidaza
katalizira kromogeno substratno raztopino in kot posledica katalize se raztopina obarva
modro. Reakcijo ustavimo z raztopino »stop« POD, ki spremeni modro obarvano raztopino
Vv rumeno. Intenziteta rumene barve je sorazmerna koncentraciji specifi¢nih protiteles 1gG

proti virusu rdeck. Rezultati so podani v mednarodnih enotah (IU/ml).

3.2.3 Merjenje specifi¢nih protiteles 1gG proti Candida spp. z analizatorjem
ImmunoCAP 100

Candida spp. uvrs¢amo med glive kvasovke. Je del normalne flore, ki poseljuje kozo,
ustno votlino, noznico in debelo ¢revo. Spada med oportunistiéne povzrocitelje okuzb in, v
kolikor se ob prisotnosti ugodnih pogojev prekomerno razmozijo, povzro¢ajo vnetja in
bolezni (Tomalka in sod., 2011).

Z analizatorjem ImmunoCAP 100 smo izmerili koncentracijo specifi¢nih protiteles IgG s
testnim kompletom ImmunoCAP® Specific 1gG (Phadia, Uppsala, Svedska) proti Candida
spp. Metoda je fluoroencimski imunski test. Antigen je kovalentno vezan na trdno fazo
ImmunoCAPa, ki je polimer celuloze. Med inkubacijo antigen reagira s spec. 1gG v
vzorcu. Sledi izpiranje odve¢nega materiala. Po dodatku konjugata (protitelesa oznacena z
encimom) se le-ta veze na protitelesa 1gG, ki so vezana na antigen. Po spiranju nevezanih
protiteles sledi inkubacija z reagentom za razvijanje reakcije. Reakcijo ustavimo z
reagentom za prekinitev reakcije. Temu sledi zadnje spiranje ImmunoCAPa in merjenje
fluorescence. Koncentracija specifi¢nih protiteles IgG je premosorazmerna s signalom
fluorescence. Za vrednotenje rezultata meritve v vzorcu upoStevamo umeritveno krivuljo.

Koncentracija spec 1gG protiteles proti Candida spp. je podana v mg/I.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Tomalka%20J%5Bauth%5D
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3.2.4 Merjenje specifi¢nih protiteles IgE proti Phleum pratense z analizatorjem

ImmunoCAP 100

Phleum pratense (travniski macji rep) spada med trave in je ena izmed najbolj razSirjenih

trav po vsem svetu. Posledi¢no je tudi cvetni prah macjega repa eden izmed najpogostejSih

alergenov v poletnem ¢asu, ki povzroca alergijski rinitis, astmo in alergijski konjunktivitis

v zmerno hladnem pasu (Pepys in sod., 1975).

Koncentracijo specifi¢nih protiteles IgE smo izmerili v analizatoju ImmunoCAP 100 s

testnim kompletom ImmunoCAP® Specific IgE (Phadia, Uppsala, Svedska) proti Phleum

pratense. Princip metode merjenja specifi¢nih protiteles IgE (prikazan na sliki 8) proti

travniSkem macjem repu je isti kot pri merjenju spec. protiteles IgG proti Candida spp.

Za vrednotenje rezultata meritve v vzorcu upoStevamo umeritveno krivuljo. Rezultati

meritev specifi¢nih protiteles IgE proti Phleum pratense so podani v KU/I.
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Slika 8: Princip merjenja specifi¢nih protiteles IgE s testnim kompletom ImmunoCAP® Specific IgE (Johansson,

2004).


http://www.google.si/search?hl=sl&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22S.+Gunnar+O.+Johansson%22&source=gbs_metadata_r&cad=4
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3.2.5 Merjenje imunogobulinov razreda IgG in IgM s sistemom BN ProSpec®

Imunoglobuline (1g) izlo¢ajo limfociti B kot odziv na stik imunskega sistema z antigenom.
Primarna reakcija na zacetni kontakt antigena je tvorba protiteles razreda IgM, sledijo
protitelesa 1gG in IgA. Dolocanje koncentracije imunoglobulinov lahko poda pomembno
informacijo glede statusa humoralnega imunskega sistema (Thomas, 1998).

Za kvantitativno dolocitev imunoglobulinov IgG in IgM smo uporabili test »N Antisera to
human immunoglobulins (1gG, IgA in IgM)«. Metoda merjenja s sistemom BN proSpec®
(Siemens, Marburg, Nemcija) je imunonefelometrija. Uporablja se za kvantitativne meritve
imunoglobulinov IgM, IgG in IgA v ¢loveskem serumu in plazmi odvzeti s heparinom ali
EDTA. Za meritve imunoglobulinov IgG je lahko vzorec tudi ¢loveski urin ali likvor.

N Antiserum, pridobljen iz imuniziranih kuncev z visoko o¢is¢enimi ¢loveSkimi protitelesi
razreda IgM, IgG ali IgA, s ¢loveskimi protitelesi v vzorcu tvori imunski kompleks. Ti
imunski kompleksi razprsijo zarek svetlobe, ki potuje skozi vzorec. Intenzivnost razprsene
svetlobe je sorazmerna s koncentracijo merjenega imunoglobulina. Z umeritveno krivuljo

standardnih koncentracij ovrednotimo rezultate, ki so podani v g/l.

3.2.6 Merjenje imunogobulinov razreda IgE s sistemom BN ProSpec®

Imunoglobulini IgE so odgovorni za nastanek alergij. Pri alergijskih boleznih kot so
atopi¢ni dermatitis ali astma, je koncentracija IgE protiteles v korelaciji z intenziteto

izpostavljenosti alergenu in resnostjo alergijskih simptomov.

Za kvantitativno dolo¢anje imunoglobulinov IgE smo uporabili test »N latex IgE mono«
(Dade Behring, Marburg, Nemcija). Princip metode merjenja je imunonefelometrija s
sistemom BN ProSpec® (Siemens, Marburg, Nemcija). Polistirenski delci so obdani s
protitelesi, ki so specificno uperjena proti Cloveskim protitelesom IgE. Ob stiku s
¢loveskimi protitelesi IgE nastanejo imunski kompleksi. Imunski kompleks razprsi Zarek
svetlobe, ki potuje skozi vzorec. Intenziteta razprSene svetlobe je sorazmerna s
koncentracijo protiteles IgE v vzorcu. Rezultati meritev so evalvirani z znanimi

koncentracijami protiteles IgE. Koncentracija merjenih protiteles je podana v 1U/ml.
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3.2.7 Merjenje streptokoknih ADNaza B protiteles

ADNaza B so protitelesa, ki so uperjena proti encimu deoksiribonukleaza, ki ga izlocajo
streptokoki skupine A. Dokaz teh protiteles kaze na moznost obstojecih ali preteklih
streptokoknih okuzb (Skrlatinka, revmatoidna vrocina in druge streptokokne bolezni).

Za merjenje ADNaza B protiteles v serumu smo uporabili test »N-Latex ADNase B.
Metoda merjenja je imunonefelometrija s sistemom BN proSpec® (Siemens, Marburg,
Nemcija). Prisotnost protiteles v serumu proti streptokokni DNazi B povzro¢i vezavo
streptokokne DNaze B (N ADNase B supplementary reagent) na protitelesa v serumu.
Rezultat je Sibka aglutinacija delcev, ali pa je sploh ni. Kadar v serumskem vzorcu ni
protiteles proti streptokokni DNazi B, se streptokokna DNaza veze na kuncja protitelesa, ki
so vezana na polistirenske delce. Rezultat je aglutinacija polistirenskih delcev, na katerih
so vezana kuncja protitelesa proti streptokokni DNazi s streptokokno DNazo B. Visja kot
je vsebnost anti-DNaze B v vzorcu, niZja je intenziteta sipane svetlobe. Tako lahko z
umiritveno krivuljo standardnih koncentracij dolo¢imo koncentracijo anti-streptokokne

DNazo B v vzorcu.
3.2.8 Merjenje protiteles IgG usmerjenih proti tetanusnem toksinu

Protitelesa 1gG proti tetanusnem toksinu proizvaja imunski sistem zaradi okuzbe z
bakterijo Clostridium tetani (odziv na prisotnost toksina, ki ga med rastjo proizvajajo
bakterije), ali kot odziv na cepljenje s cepivom proti tetanusu. Merjenje specifi¢nih
protiteles IgG proti tetanusnem toksinu pred cepljenjem in po cepljenju je pomembno pri
ocenjevanju sposobnosti posameznika, kako se bo njegov imunski sistem odzval na
antigen.

Za merjenje vsebnosti protiteles IgG proti tetanusnem toksinu v vzorcu smo uporabili test
VaccZyme™ Anti-tetanus toxoid 1gG (The Binding Site, Birmingham, Velika Britanija),
ki temelji na principu testa ELISA. Najmanjsa zas¢itna koncentracija protiteles IgG proti

tetanusnem toksinu s to metodo je 0,15 IE/m.


http://www.imi.si/diagnosticna-dejavnost/preiskave/preiskava_TE905%20%20?podrocje=IMUNOLOGIJA
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3.3  STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

Obdelava podatkov je potekala s statisticnima programoma Microsoft Excel in SPSS 17.0.
Izmerjene rezultate smo preracunali v indekse, jih statisticno ovrednotili s pomocjo grafov,
izraCunali smo vrednosti statisticnih parametrov, (aritmeti¢no sredino (x) , standardni
odklon (SD), koeficient variabilnosti (KV %), standardno napako (SE). S Kolmogorov-
Smirnovim testom, ki je vgrajen v program SPSS, smo testirali normalnost porazdelitve
podatkov. Za preverjanje razlik aritmeti¢nih sredin dveh neodvisnih vzorcev smo uporabili
Studentov t-test. T-test je metoda za testiranje hipotez, kjer testna statistika sledi
Studentovi porazdelitvi ob predpostavki, da ni¢elna hipoteza (Ho) drZzi. Mejo statisti¢no

znacCilnih razlik smo postavili pri vrednosti p < 0,05. Na podlagi statisti¢ne obravnave smo

na koncu povzeli zakljucke.
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4 REZULTATI

Po lo¢itvi seruma od krvnih celic smo vizualno pregledali vzorce na hemolizo, saj bi le-ta
lahko vplivala na rezultate merjenja. Pri vzorcih v epruvetah z rumenim zamaskom z
gelom, hranjenih pri 4 °C, v nobenem casu hranjenja polne krvi ni prislo do vidne
hemolize, saj se je gel pri centrifugiranju umestil med serum in krvni strdek ter s tem
vpostavil trdno prepreko med obema. Pri vzorcih, hranjenih v epruvetah z rdefim
zamaSkom brez gela, pri temperaturi 26 °C, pa je prislo do hemolize pri ¢asih hranjenja

polne krvi 72 h, 120 h in 168 h. Rezultati so podani v preglednici 9.

Preglednica 9: Vizualni pregled serumov na hemolizo po lo¢itvi od krvnih celic glede na ¢as
hranjenja polne krvi v epruvetah z rde¢im zamaskom.

cas cas ¢as cas cas
OSEBA  hranjenja hranjenja  hranjenja  hranjenja hranjenja  ¢as hranjenja
polne krvi<  polne krvi  polne krvi  polne krvi polne krvi polne krvi

3h 24 h 48 h 72h 120 h 168 h
1. / / / + ++ +++
2. / / / / ++ +++
3. / / / + ++ +++
4. / / / / ++ +++
5. / / / + ++ +++
6. . / / / / ++ +++
7. / / / ++ ++ +++
8._ / / / / ++ +++
9. / / / / ++ +++
10._. / / / / ++ +++
11. . / / / / ++ +++
12. / / / + ++ +++

Legenda: /: ni hemolize; +: rahla hemoliza; ++: srednja hemoliza; +++: mo¢na hemoliza

Najprej smo vsem rezultatom izracunali indekse tako, da smo rezultat meritve pri casu
hranjenja polne krvi 24 h, 48 h, 72 h, 120 h in 168 h delili z rezultatom meritve pri ¢asu

hranjenja polne krvi <3 h, za vsak test merjenja posebe;j.

[ — Rezultat meritve pri casu hranjenja polne krvi 24 h,48 h,72 h, 120 h,168 h

Rezultat meritve pri ¢as hranjenja polne krvi << 3 h ..(1)



Locan A. Vpliv pogojev hranjenja vzorcev v predanaliti¢ni fazi na rezultate merjenja specifiénih protiteles in imunoglobulinov. 29
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani., Biotehniska fakulteta, Enota medodd. Stud. mikrobiologije, 2013

Indekse smo izracunali zato, da smo lahko rezultate meritev pri razlicnim metodah
posredno primerjali med seboj. Vsi nadalje predstavljeni rezultati in izrauni so Ze

predstavljeni kot indeksi.

V nadaljevanju smo predstavili rezultate v epruvetah z rde¢im zamaskom, hranjene pri
temperaturi 26 °C, lo¢eno od rezultatov v epruvetah z rumenim zamaskom z gelom,
hranjene pri temperaturi 4 °C. Ta dva poskusa med seboj nimata nobene korelacije, saj
vsebujeta dve razli¢ni spremenljivki, temperaturo (26 °C in 4 °C) in embalaZzo hranjenja

polne krvi (epruvete brez gela in epruvete z gelom).

4.1  VZORCIV EPRUVETAH Z RDECIM ZAMASKOM, HRANJENI PRI
TEMPERATURI 26 °C

Pred dolocitvijo vrednosti diskretnih statistik smo preverili prisotnost osamelcev, ki bi
lahko motili nadaljnjo statisticno obdelavo. Iz grafi¢nega prikaza kvartilov (slika 8) lahko
razberemo, da se osamelec — vrednost, ki bistveno odstopa od vecine ostalih vrednosti —
pojavi v dveh grafih, in sicer pri ¢asu hranjenja 48 h (vrednost indeksa 1,48) in 168 h
(vrednost indeksa 0,42). Vrednosti osamelcev v nadaljnji statisticni obdelavi nismo
upostevali. Sklepamo, da je priSlo do teh odstopanj zaradi napake pri meritvi (izvedbi
metode). 1z slike 9 vidimo, v kakSnem razponu se porazdeljujejo podatki posamezne
skupine: osrednja ¢rta oznacuje mediano, robovi okvirja oznacujejo spodnji in zgornji
kvartil, medtem ko rocaji okvirja predstavljajo najniZjo in najvisjo ekstremno vrednost
spremenljivke. Obmocje znotraj okvirja predstavlja kvartilni razmik, s katerim pridobimo

podatke o razprsenosti podatkov.

1,257

00— —_
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Slika 9: Indeksi (< 3 h = 1) specifi¢nih in celokupnih protiteles glede na ¢as hranjenja polne krvi v epruvetah z
rde¢im zamas$kom, pri 26 °C. Okvirji z rodaji izrisani s programom SPSS
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Preglednica 10: Prikaz izmerjenih vrednosti specifi¢nih in celokupnih protiteles v polni krvi, hranjeni v epruvetah z rde¢im zamaskom, pri
temperaturi 26 °C in izracuni njihovih indeksov (< 3h=1)
Specifi¢na cas cas cas cas cas cas cas cas cas cas cas cas
oznaka protitelesa + hranjenja  hranjenja  hranjenja  hranjenja  hranjenja  hranjenja  hranjenja  hranjenja  hranjenja  hranjenja  hranjenja  hranjenja
vzorcev razredi polne krvi  polne krvi  polne krvi  polne krvi ~ polne krvi ~ polne krvi ~ polne krvi ~ polne krvi  polne krvi ~ polne krvi ~ polne krvi  polne krvi
imunogloblinov <3h 24 h 48 h 72h 120 h 168 h <3h 24 h 48 h 72 h 120 h 168 h
IZMERJENE VREDNOSTI INDEKSI preracunani na ¢as hranjenja polne krvi < 3h
11 Rubella_Liaison 121,00 111,00 127,00 127,00 111,00 115,00 1,00 0,92 1,05 1,05 0,92 0,95
1.2 Rubella_Siemens 210,00 230,00 170,00 160,00 140,00 155,00 1,00 1,10 0,81 0,76 0,67 0,74
Spec.lgG Candida
13 albicans 145,00 145,00 148,00 132,00 130,00 136,00 1,00 1,00 1,02 0,91 0,90 0,94
2.1 Rubella_Liaison 55,80 61,50 45,90 56,00 53,00 47,70 1,00 1,10 0,82 1,00 0,95 0,85
2.2 Rubella_Siemens 96,00 69,00 54,00 65,00 95,00 65,00 1,00 0,72 0,56 0,68 0,99 0,68
Anti-streptokokna
2.4 DNA-za 356,00 297,00 296,00 297,00 371,00 316,00 1,00 0,83 0,83 0,83 1,04 0,89
25 Celokupni 1gG 11,50 9,77 9,21 10,40 12,10 10,20 1,00 0,85 0,80 0,90 1,05 0,89
2.6 Celokupni IgM 0,79 0,66 0,65 0,71 0,83 0,74 1,00 0,84 0,82 0,89 1,06 0,94
3.1 Rubella_Liaison 50,70 41,00 46,60 47,00 45,20 41,50 1,00 0,81 0,92 0,93 0,89 0,82
3.2 Rubella_Siemens 87,00 96,00 89,00 88,00 80,00 93,00 1,00 1,10 1,02 1,01 0,92 1,07
Spec.lgG Candida
33 albicans 158,00 145,00 151,00 151,00 134,00 145,00 1,00 0,92 0,96 0,96 0,85 0,92
3.7 Celokupni IgE 197,00 244,00 253,00 229,00 218,00 206,00 1,00 1,24 1,28 1,16 1,11 1,05
Spec.IgE Phleum
3.8 pratense 38,00 36,60 38,10 50,00 38,80 37,00 1,00 0,96 1,00 1,32 1,02 0,97
4.1 Rubella_Liaison 189,00 223,00 203,00 185,00 197,00 159,00 1,00 1,18 1,07 0,98 1,04 0,84
4.2 Rubella_Siemens 240,00 280,00 240,00 270,00 240,00 240,00 1,00 1,17 1,00 1,13 1,00 1,00
5.1 Rubella_Liaison 261,00 334,00 216,00 270,00 265,00 196,00 1,00 1,28 0,83 1,03 1,02 0,75
5.2 Rubella_Siemens 300,00 310,00 300,00 210,00 240,00 240,00 1,00 1,03 1,00 0,70 0,80 0,80
6.1 Rubella_Liaison 48,80 44,60 48,60 49,40 41,20 43,80 1,00 0,91 1,00 1,01 0,84 0,90
6.2 Rubella_Siemens 70,00 62,00 63,00 70,00 61,00 56,00 1,00 0,89 0,90 1,00 0,87 0,80
7.1 Rubella_Liaison 22,60 21,70 23,00 26,20 24,20 17,80 1,00 0,96 1,02 1,16 1,07 0,79
7.2 Rubella_Siemens 41,00 44,00 53,00 30,00 42,00 40,00 1,00 1,07 1,29 0,73 1,02 0,98
8.1 Rubella_Liaison 57,00 55,20 57,50 54,80 50,90 47,90 1,00 0,97 1,01 0,96 0,89 0,84
8.2 Rubella_Siemens 87,00 64,00 85,00 81,00 100,00 100,00 1,00 0,74 0,98 0,93 1,15 1,15
8.9 Tetanus 2,68 2,28 2,56 1,88 2,10 1,71 1,00 0,85 0,95 0,70 0,78 0,64
9.1 Rubella_Liaison 52,80 75,10 66,10 61,70 61,60 58,00 1,00 1,42 1,25 1,17 1,17 1,10
9.2 Rubella_Siemens 130,00 110,00 110,00 110,00 110,00 55,00 1,00 0,85 0,85 0,85 0,85 np*

*Nnp —ni podatka, osamela vrednost izlo¢ena iz statisticne obravnave

Se nadaljuje
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Nadaljevanje
Preglednica 10: Prikaz izmerjenih vrednosti specifi¢nih in celokupnih protiteles v polni krvi, hranjeni v epruvetah z rde¢im zamaskom, pri temperaturi
26 °C in izracuni njihovih indeksov (< 3 h =1)

Specifi¢na cas cas cas cas cas cas cas cas cas cas cas cas
oznaka protitelesa + hranjenja  hranjenja  hranjenja  hranjenja  hranjenja  hranjenja  hranjenja  hranjenja  hranjenja  hranjenja  hranjenja  hranjenja
vzorcev razredi polne krvi  polne krvi  polne krvi  polne krvi ~ polne krvi  polne krvi ~ polne krvi ~ polne krvi  polne krvi  polne krvi ~ polne krvi  polne krvi

imunogloblinov <3h 24 h 48 h 72h 120 h 168 h <3h 24 h 48 h 72h 120 h 168 h

IZMERJENE VREDNOSTI INDEKSI prerac¢unani na ¢as hranjenja polne krvi < 3h
10.1 Rubella_Liaison 62,40 68,80 61,80 62,50 62,60 61,30 1,00 1,10 0,99 1,00 1,00 0,98
10.2 Rubella_Siemens 63,00 89,00 93,00 75,00 72,00 74,00 1,00 1,41 np* 1,19 1,14 1,17
111 Rubella_Liaison 93,30 95,50 85,50 88,10 70,50 89,40 1,00 1,02 0,92 0,94 0,76 0,96
11.2 Rubella_Siemens 120,00 110,00 100,00 120,00 140,00 150,00 1,00 0,92 0,83 1,00 1,17 1,25
12.1 Rubella_Liaison 126,00 136,00 145,00 138,00 118,00 134,00 1,00 1,08 1,15 1,10 0,94 1,06
12.2. Rubella_Siemens 130,00 140,00 160,00 150,00 130,00 150,00 1,00 1,08 1,23 1,15 1,00 1,15

*np —ni podatka, osamela vrednost izlocena iz statisticne obravnave
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Preglednica 11: Vrednosti statisti¢nih parametrov indeksov (< 3 h = 1) specifi¢nih in celokupnih
protiteles glede na ¢as hranjenja polne krvi v epruvetah z rde¢im zamaskom, pri temperaturi 26 °C
cas cas cas cas cas cas
hranjenja  hranjenja hranjenja  hranjenja  hranjenja hranjenja
polne krvi polne krvi  polne krvi polne krvi polne krvi  polne krvi

<3h 24 h 48 h 72 h 120 h 168 h

X 1,00 1,01 0,97 0,97 0,96 0,93
SD 0,00 0,18 0,16 0,16 0,13 0,15
KV % 0,00 17,4 16,4 16,0 13,0 16,00
ST. VZORCEV 32 32 31 32 32 31
SE 0,00 0,03 0,03 0,03 0,02 0,03
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Slika 10: Prikaz standardnih napak in vrednosti aritmeti¢nih sredin indeksov (< 3 h = 1) specifi¢nih in celokupnih
protiteles glede na ¢as hranjenja polne krvi v epruvetah z rde¢im zamaskom, brez gela, pri temperaturi 26 °C

Iz slike 10 je razvidno padanje aritmeti¢ne sredine indeksov (< 3 h = 1) glede na ¢as
hranjenja polne krvi v epruvetah z rde¢im zamaSkom brez gela, pri temperaturi 26 °C.
Padec je ponazorjen s trendno Crto. Standardna napaka na sliki 9 oznacena s ¢rnimi ¢rtami
na vrhu stolpcev, je pri vseh ¢asih 0,03 enote, razen pri ¢asu hranjenja polne krvi 120 h, ki
je 0,02 enoti, in pri ¢asu < 3 h. Pri ¢asu hranjenja polne krvi < 3 h ni standardne napake, saj

S0 vsi podatki iste vrednosti (< 3 h =1).

Za preverjanje normalnosti smo uporabili Kolmogorov Smirnov test, ki je vgrajen v
program SPSS. Pri testiranju smo upostevali stopnjo tveganja o = 0,05. VVrednost p je bila
pri vseh Casih hranjenja polne krvi (3 h, 24 h, 48 h,72 h, 120 h in 168 h) vecja od o, kar
pomeni, da so podatki normalno porazdeljeni.
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S pomocjo T-testa smo v Excelu preverili razlike med aritmeti¢nimi sredinami dveh
neodvisnih vzorcev, da bi ugotovili, pri katerem ¢asu hranjenja polne krvi pride do
signifikantnih razlik. Indekse pri ¢asih hranjenja polne krvi 24 h, 48 h, 72 h, 120 h in 168 h
(matrika 2) smo primerjali z indeksi pri ¢asu hranjenja polne krvi < 3 h (matrika 1).

Postavili smo ni¢elno domnevo, da sta aritmeti¢ni sredini matrike 1 in matrike 2 enaki.

Preglednical2: Rezultati T-testa indeksov (< 3 h = 1) specifi¢nih in celokupnih protiteles glede na
¢as hranjenja polne krvi v epruvetah z rde¢im zamaSkom, pri temperaturi 26 °C

cas cas cas cas cas cas
hranjenja hranjenja hranjenja  hranjenja hranjenja hranjenja
polne krvi  polne krvi  polne krvi  polne krvi  polne krvi  polne krvi
<3h 24 h 48 h 72h 120 h 168 h

p vrednost |/ 0,753 0,359 0,339 0,121 0,015

Vrednosti p pri T-testu so pri vseh ¢asih vecje od o = 0,05, kar pomeni da ni¢elno domnevo
potrdimo. Izjema je le pri Casu hranjenja polne krvi 168 h, katere p vrednost je 0,015. Pri
tem Casu hranjenja ovrzemo nicelno domnevo. Aritmeticna sredina matrike 1 ni enaka
aritmetic¢ni sredini matrike 2, torej se vzorec, ¢as hranjenja polne krvi 168 h, signifikantno

razlikuje od vzorca, ¢as hranjenja polne krvi <3 h.
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4.2 VZORCI V EPRUVETAH Z RUMENIM ZAMASKOM Z GELOM, HRANJENI
PRI TEMPERATURI 4 °C

Postopek statisticne obdelave indeksov polne krvi hranjene v epruvetah z rumenim
zamaSkom, z gelom, pri 4 °C je enak kot pri indeksih polne krvi hranjene v epruvetah z
rde¢im zamaskom, pri temperaturi 26 °C. Najprej smo preverili prisotnost osamelcev; le-ti
se pojavijo pri ¢asih hranjenja polne krvi 24 h (vrednost indeksa 1,43), 72 h (vrednost
indeksa 1,43) in 120 h. Pri Casu hranjenja polne krvi 120 h se pojavijo tri osamele
vrednosti. Prvi je ekstremni osamelec, katerega vrednost indeksa je 2,79. Isti vzorec smo
dvakrat testirali, misle¢, da je priSlo do laboratorijske napake, vendar se vrednost ni
razlikovala od prvotne vrednosti. Zamenjavo vzorcev z drugo osebo smo tudi ovrgli, saj je
bil isti vzorec 3.3. pri ¢asu hranjenja polne krvi 120 h, testiran Se z drugimi metodami in v
teh primerih ni bistveno odstopal od povpreéja. Zakaj je prislo do tako velikega
odstopanja, ne znamo razloziti. Druga dva osamelca, vrednosti indeksa 1,28 in 0,65, sta
verjetno nastala zaradi laboratorijske napake. Vse osamele vrednosti smo izkljuéili iz

nadaljnje statisticne obravnave.
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Slika 11: Indeksi (< 3 h = 1) specifi¢nih in celokupnih protiteles glede na ¢as hranjenja polne krvi v epruvetah z
rumenim zamaskom z gelom, pri 4 °C. OKkvirji z roéaji izrisani s programom SPSS.
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Preglednica 13: Prikaz izmerjenih vrednosti specifi¢nih in celokupnih protiteles v polni krvi, hranjeni v epruvetah z rumenim zamaskom, pri
temperaturi 4 °C in izracuni njihovih indeksov (< 3 h = 1)

Specifi¢na cas cas cas cas cas cas cas cas cas cas cas cas
oznaka  protitelesa + hranjenja  hranjenja hranjenja hranjenja hranjenja hranjenja | hranjenja hranjenja hranjenja hranjenja hranjenja hranjenja
vzorcev  razredi polne krvi polne polne krvi polne krvi polne krvi polne krvi | polne krvi polne krvi polne krvi polne krvi polne krvi polne krvi

imunogloblinov <3h krvi24h 48h 72 h 120 h 168 h <3h 24 h 48 h 72h 120 h 168 h

IZMERJENE VREDNOSTI INDEKSI preracunani na ¢as hranjenja polne krvi < 3h
11 Rubella_Liaison 110 132 105 115 109 120 1,00 1,20 0,95 1,05 0,99 1,09
12 Rubella_Siemens 200,00 200,00 190,00 190,00 130,00 150,00 1,00 1,00 0,95 0,95 np 0,75
Spec.lgG Candida
1.3 albicans 135,00 152,00 136,00 143,00 128,00 133,00 1,00 1,13 1,01 1,06 0,95 0,99
2.1 Rubella_Liaison 63,10 60,80 50,10 45,30 54,20 55,60 1,00 0,96 0,79 0,72 0,86 0,88
2.2 Rubella_Siemens 77,00 110,00 73,00 62,00 70,00 110,00 1,00 np 0,95 0,81 0,91 1,43
Anti-streptokokna
2.4 DNA-za 362,00 357,00 341,00 354,00 342,00 332,00 1,00 0,99 0,94 0,98 0,94 0,92
25 Celokupni 19G 11,50 11,40 11,30 11,00 11,60 11,40 1,00 0,99 0,98 0,96 1,01 0,99
2.6 Celokupni IgM 0,78 0,78 0,78 0,71 0,80 0,76 1,00 1,00 1,00 0,91 1,03 0,98
3.1 Rubella_Liaison 43,10 38,90 45,70 41,60 40,00 50,40 1,00 0,90 1,06 0,97 0,93 1,17
3.2 Rubella_Siemens 88,00 72,00 82,00 95,00 84,00 79,00 1,00 0,82 0,93 1,08 0,95 0,90
Spec.lgG Candida
3.3 albicans 150,00 165,00 166,00 167,00 419,00 154,00 1,00 1,10 1,11 1,11 np 1,03
3.7 Celokupni IgE 247,00 225,00 218,00 228,00 223,00 239,00 1,00 0,91 0,88 0,92 0,90 0,97
Spec.IgE Phleum
3.8 pratense 35,90 37,40 36,50 34,20 32,80 34,80 1,00 1,04 1,02 0,95 0,91 0,97
4.1 Rubella_Liaison 189,00 183,00 207,00 179,00 170,00 159,00 1,00 0,97 1,10 0,95 0,90 0,84
4.2 Rubella_Siemens 220,00 270,00 230,00 240,00 250,00 250,00 1,00 1,23 1,05 1,09 1,14 1,14
5.1 Rubella_Liaison 280,00 293,00 288,00 255,00 263,00 269,00 1,00 1,05 1,03 0,91 0,94 0,96
5.2 Rubella_Siemens 280,00 290,00 340,00 250,00 250,00 250,00 1,00 1,04 1,21 0,89 0,89 0,89
6.1 Rubella_Liaison 39,50 45,80 39,50 44,70 50,40 46,50 1,00 1,16 1,00 1,13 np 1,18
6.2 Rubella_Siemens 74,00 58,00 63,00 68,00 71,00 63,00 1,00 0,78 0,85 0,92 0,96 0,85
7.1 Rubella_Liaison 24,20 23,90 23,70 24,80 23,80 21,20 1,00 0,99 0,98 1,02 0,98 0,88
7.2 Rubella_Siemens 35,00 39,00 43,00 29,00 36,00 43,00 1,00 1,11 1,23 0,83 1,03 1,23
8.1 Rubella_Liaison 57,10 53,00 53,90 50,40 57,60 44,40 1,00 0,93 0,94 0,88 1,01 0,78
8.2 Rubella_Siemens 82,00 68,00 66,00 73,00 98,00 120,00 1,00 0,83 0,80 0,89 1,20 1,46
8.9 Tetanus 1,88 2,00 1,82 1,96 1,51 1,82 1,00 1,06 0,97 1,04 0,80 0,97
9.1 Rubella_Liaison 72,90 65,60 68,50 68,10 75,20 62,10 1,00 0,90 0,94 0,93 1,03 0,85
9.2 Rubella_Siemens 120,00 140,00 96,00 97,00 96,00 110,00 1,00 1,17 0,80 0,81 0,80 0,92

*Nnp —ni podatka, osamela vrednost izlo¢ena iz statisticne obravnave
Se nadaljuje
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36

Nadaljevanje

Preglednica 13: Prikaz izmerjenih vrednosti specifi¢nih in celokupnih protiteles v polni krvi, hranjeni v epruvetah z rumenim zamaskom, pri
temperaturi 4 °C in izracuni njihovih indeksov (< 3 h=1)

Specifi¢na cas cas cas cas cas cas cas cas cas cas cas cas
oznaka  protitelesa + hranjenja  hranjenja hranjenj hranjenja hranjenja hranjenja hranjenja hranjenja hranjenja hranjenja hranjenja hranjenja
vzorcev  razredi polne krvi  polne apolne polne krvi polne krvi polne krvi polne krvi polne krvi polne krvi polne krvi polne krvi polne krvi

imunogloblinov <3h krvi 24 h  krvi 48 h 72 h 120 h 168 h <3h 24 h 48 h 72h 120 h 168 h

10.1 Rubella_Liaison 59,20 59,30 65,20 63,70 57,00 60,30 1,00 1,00 1,10 1,08 0,96 1,02
10.2 Rubella_Siemens 70,00 80,00 80,00 100,00 76,00 71,00 1,00 1,14 1,14 np 1,09 1,01
111 Rubella_Liaison 75,50 75,40 79,70 65,70 78,00 83,60 1,00 1,00 1,06 0,87 1,03 111
11.2  Rubella_Siemens 120,00 130,00 120,00 120,00 120,00 150,00 1,00 1,08 1,00 1,00 1,00 1,25
12.1  Rubella_Liaison 158,00 154,00 177,00 156,00 170,00 187,00 1,00 0,97 1,12 0,99 1,08 1,18
12.2. Rubella_Siemens 110,00 140,00 130,00 140,00 140,00 140,00 1,00 1,27 1,18 1,27 1,27 1,27

*np —ni podatka, osamela vrednost izloCena iz statistiCne obravnave.
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Preglednica 14: Vrednosti statisti¢nih parametrov indeksov (< 3 h = 1) specifi¢nih in celokupnih
protiteles glede na ¢as hranjenja polne krvi v epruvetah z rumenim zamaskom z gelom, pri
temperaturi 4 °C

cas cas cas cas cas cas

hranjenja hranjenja hranjenja hranjenja hranjenja  hranjenja

polne krvi  polne krvi  polne krvi  polne krvi  polne krvi  polne krvi

<3h 24 h 48 h 72 h 120 h 168 h

X 1,00 1,02 1,00 0,97 0,98 1,03
SD 0,00 0,12 0,11 0,11 0,10 0,18
KV% 0,0 11,6 111 11,7 10,6 17,1
ST.VZORCEV 32 31 32 31 29 32
SE 0,00 0,02 0,02 0,02 0,02 0,03
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Slika 12: Prikaz standardnih napak in vrednosti aritmeti¢nih sredin indeksov (< 3 h = 1) specifi¢nih in celokupnih
protiteles glede na ¢as hranjenja polne krvi v epruvetah z rumenim zamaskom z gelom, pri temperaturi 4 °C

Iz slike 12 lahko razberemo zelo rahlo padanje trendne Crte aritmeti¢nih sredin indeksov

(< 3 h =1) glede na ¢as hranjenja polne krvi v epruvetah z rumenim zamaskom z gelom,
pri temperaturi 4 °C. Aritmeti¢na sredina pri Casu hranjenja polne krvi 168 h je viSja od
aritmeti¢ne sredine Casa hranjenja polne krvi < 3 h za 0,03 enote. TolikSna pa je tudi
standardna napaka pri ¢asu hranjenja polne krvi 168 h, medtem ko je pri vseh ostalih Casih,
razen pri Casu hranjenja polne krvi < 3 h, standardna napaka 0,02 enoti. Koeficient
variabilnosti je okoli 11 %, razen pri ¢asu hranjenja polne krvi 168 h, ki je 17,1 %.

Za preverjanje normalnosti smo uporabili Kolmogorov Smirnov test, stopnja tveganja
a = 0,05. Vrednost p je bila pri vseh Casih hranjenja polne krvi vecja od a, kar pomeni, da

so podatki normalno porazdeljeni.
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S pomocjo T-testa smo v Excelu preverili razlike med aritmeti¢nimi sredinami pri dveh
neodvisnih vzorcih pri ¢asu hranjenja polne krvi < 3 h (matrika 1) in ostalimi Casi
hranjenja polne krvi 24 h, 48 h, 72 h, 120 h in 168 h (matrika 2), da bi ugotovili, pri
katerem casu hranjenja polne krvi pride do signifikantnih razlik. Postavili smo nicelno

domnevo, da sta aritmeti¢ni sredini matrike 1 in matrike 2 enaki.

Preglednica 15: Rezultati T-testa indeksov (< 3 h = 1) specifiénih in celokupnih protiteles glede na
¢as hranjenja polne krvi v epruvetah z rumenim zamaSkom z gelom, pri temperaturi 4 °C

cas cas cas cas cas cas
hranjenja hranjenja hranjenja  hranjenja hranjenja hranjenja
polne krvi  polne krvi ~ polne krvi  polne krvi ~ polne krvi  polne krvi
<3h 24 h 48 h 72h 120 h 168 h

p vrednost |/ 0,284 0,899 0,107 0,377 0,404

Vrednosti p pri T-testu so pri vseh ¢asih hranjenja polne krvi veéje od a = 0,05, kar

pomeni, da ni¢elno domnevo potrdimo. Glej preglednico 15.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

O stabilnosti protiteles v polni krvi je bilo narejenih zelo malo Studij v primerjavi s
stabilnostjo protiteles v cloveskem serumu. V literaturi se podatki glede stabilnosti
protiteles istih razredov v serumu med seboj razlikujejo, kar je razvidno iz preglednic 3 in
4. Podatki se med seboj lahko razlikujejo zaradi razlicnih metod merjenja in zaradi
razli¢nega pristopa k raziskavi (drugacCen Cas hranjenja, temperatura, embalaza, vsi vzorci

niso testirani v isti seriji).

V nadaljnji razpravi bomo lo¢eno obravnavali rezultate meritev v vzorcih iz epruvet z
rde¢im zamaSkom, hranjenih pri temperaturi 26 °C, ter rezultate meritev v vzorcih iz
epruvet z rumenim zamaskom z gelom, hranjene pri temperaturi 4 °C. Teh dveh skupin
vzorcev ni smiselno primerjati neposredno, ker se razlikujejo v ve¢ spremenljivkah (dve

razli¢ni temperaturi in dve razli¢ni embalazi).

51  VZORCIV EPRUVETAH Z RDECIM ZAMASKOM BREZ GELA, HRANJENI
PRI TEMPERATURI 26 °C

Standard NCCLS H18-A3 priporoca, da se serum ali plazma od krvnih celic lo¢i najhitreje,
v kolikor je to mogoce, razen Ce so Studije pokazale, da podaljSan stik seruma ali plazme s
krvnimi celicami nima vpliva na rezulte merjenja analita. Priporoca tudi maksimalno 2-
urni kontakt seruma in krvnih celic (NCCLS H18-A3, 2004). Ker o stabilnosti protiteles v
polni krvi ni bilo narejenih veliko $tudij, smo se odlo¢ili, da preverimo, v kolikSem ¢asu je
stik seruma s krvnim strdkom pri temperaturi 26 °C Se primeren za merjenje protiteles. To
smo naredili z namenom, da ne bi po nepotrebnem zavrnili Se primerne vzorce polne krvi
za testiranje protiteles, katerih transport do laboratorija je dalj$i kot priporoca NCCLS
H18-A3.

V raziskavi smo spremljali in merili koncentracije protiteles pri ¢asih hranjenja polne krvi
<3 h,24h,48 h, 72 h, 120 h in 168 h. Meritev pri ¢asih hranjenja polne krvi 96 h in 144 h
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niso bile vkljucene v raziskavo z namenom, da darovalcu krvi le-te ne bi odvzeli Se vec. Za
vsak Cas hranjenja polne krvi smo izmerili 32 vzorcev. Rezultate smo preracunali v indekse

in z njimi nadaljevali statisti¢no obdelavo.

V objavljeni literaturi, ki smo jo nasli, so podatki za stabilnost protiteles IgG in IgM v
polni krvi pri temperaturi 25 °C vecji od 7 dni (WHO, 2002), zato smo se odlocili, da jih
vklju¢imo v isto statisticno obdelavo, saj smo testirali stabilnost protiteles le do Casa
hranjenja polne krvi 168 h. Prav tako smo v isto statistiéno obdelavo vkljucili protitelesa
IgE. Stabilnosti protiteles posameznih razredov, razen 1gG, nismo dolo¢ili, ker smo imeli
premalo koli¢ino vzorcev, da bi lahko v vseh vzorcih merili vse razrede imunoglobulinov.
Celotni IgM je bil merjen samo pri enem darovalcu krvi, in sicer z metodo nefelometrije
(2.6.). Celotni IgE je bil prav tako merjen samo pri enem darovalcu krvi, vendar z dvema
razlicnima metodama. V kon¢no statisticno obdelavo smo torej vkljucili rezultate merjenj

razredov Ig (IgG, IgM in IgE) ter specificnih protiteles 1gG in IgE.

Po lo¢itvi seruma od krvnih celic (po protokolu iz poglavja 3.2.2) smo najprej vizualno
pregledali vzorce na prisotnost hemolize, saj bi le-ta lahko vplivala na rezultate merjenja.
Hemolizo smo opazili pri ¢asu hranjenja polne krvi 72 h, in sicer pri 41 % vzorcev, od tega
rahlo hemolizo pri 33 % in srednjo hemolizo pri 8 % vzorcev. Pri 8 % pojav srednje
hemolize ni nujno odvisen od pogojev hranjenja, ampak je lahko posledica travmati¢nega
odvzema krvi ali nepopolne izhlapelosti etanola pri razkuzevanju mesta odvzema. Pri
daljsih Casih hranjenja polne krvi smo opazili hemolizo pri vseh vzorcih, in sicer srednjo
hemolizo pri ¢asu hranjenja polne krvi 120 h ter mo¢no hemolizo pri €asu hranjenja polne
krvi 168 h. Pri Casih hranjenja polne krvi manj kot 72 h hemolize vizualno nismo opazili.
Da bi lahko Se natancneje dolocili ¢as nastanka hemolize pri vecini vzorcev, bi morali
vizualno spremljati rezultate Se pri ¢asu hranjenja 96 h. Prav tako bi morali za prehod iz
srednje do mocne hemolize spremljati Se rezultate pri ¢asu hranjenja polne krvi 144 h.
Vizualno dolo¢anje hemolize je subjektivna metoda, zato bi lahko druga oseba drugace

vrednotila intenziteto hemolize.

Po pri¢akovanjih so vrednosti aritmeti¢nih sredin indeksov (< 3 = 1) padale glede na Cas

hranjenja polne krvi. Z izracunom SD smo pridobili podatke o razprSenosti. Pri vseh ¢asih
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hranjenja polne krvi je bil SD znotraj 0,18, kar pomeni, da so bile vrednosti indeksov dokaj
zgoscene okoli aritmeticne sredine. S pomocjo T-testa smo dolocili, pri katerem Casu
hranjenja polne krvi je vzorec Se primeren za merjenje protiteles, pri ¢emer ne bi prislo do
signifikantnih odstopanj pri rezultatih merjenja. Izkazalo se je, da se vrednost aritmeti¢ne
sredine indeksov pri Casu hranjenja polne krvi 168 h statisti¢no razlikuje od vrednosti
aritmeti¢ne sredine indeksov pri Casu hranjenja polne krvi < 3 h, saj je bila vrednost p
0,015, Kkar je nizje od intervala zaupanja, ki smo ga postavili pri 0,05. Tudi v tem primeru
ne moremo to¢no dolociti stabilnosti protiteles v polni krvi, saj le-teh nismo merili pri ¢asu
hranjenja polne krvi 144 h, ki je lahko mejni ¢as. Trdimo lahko samo, da je serum, ki je bil
v kontaktu s krvnim strdkom 120 h, Se primeren za merjenje protiteles, medtem ko serum,
ki je bil v kontaktu s krvnim strdkom 168 h, ni veC primeren za testiranje. Torej, ¢e bi

transport polne krvi pri 26 °C trajal 7 dni, tega vzorca ne bi smeli sprejeti.

52  VZORCIV EPRUVETAH Z RUMENIM ZAMASKOM Z GELOM, HRANJENI
PRI TEMPERATURI 4 °C

Za dodatno raziskavo smo se odloc¢ili, ker nas je zanimalo, ali je serum, ki je v stiku z
lo¢ilnim gelom 168 h, pri 4 °C Se primeren za kvantitativno doloCevanje protiteles, saj
proizvajalec epruvet za vakuumski odvzem krvi, Becton, Dickinson and Company,

odsvetuje hranjenje in kasnejSo analizo v epruvetah s serijsko Stevilko 367953.

V raziskavi smo spremljali in merili vzorce pri Casih hranjenja polne krvi <3 h, 24 h, 48 h,
72 h, 120 h in 168 h. Meritve pri ¢asih hranjenja polne krvi 96 h in 144 h niso bile
vkljucene v raziskavo. Po odvzemu seruma, lo¢enega z gelom od krvnega strdka (po
protokolu iz poglavja 3.2.2), in pred meritvami smo vzorce vizualno pregledali na
prisotnost hemolize. Hemoliza ni bila prisotna pri nobenem ¢asu hranjenja polne krvi, saj
se je gel pri centrifugiranju umestil med serum in krvni strdek ter s tem vzpostavil trdno
prepreko med obema. Za vsak ¢as hranjenja polne krvi smo izmerili 32 vzorcev. Prav tako
smo Vv isto statisticno obdelavo vkljucili protitelesa IgG (specificna in celokupna), IgE
(specifiéna in celokupna) ter IgM. Rezultate smo preracunali v stalne indekse in z njimi

nadaljevali statisti¢no obdelavo.
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Pri preverjanju prisotnosti osamelih vrednosti indeksov se je poleg ostalih osamelcev
pojavil Se ekstremni osamelec pri Casu hranjenja polne krvi 120 h. Njegova vrednost
indeksa je bila 2,79, medtem ko so bile druge vrednosti priblizno 1. Pojavil se je pri
darovalcu 3, in sicer pri meritvi specifi¢nih protiteles IgG proti Candida spp. Isti vzorec
smo dvakrat testirali, misleC, da je prisSlo do laboratorijske napake, vendar se vrednost ni
razlikovala od prvotne izmerjene vrednosti. Zavrgli smo tudi moznost zamenjave vzorcev z
drugo osebo, saj je bil isti vzorec z oznako 3.3. pri ¢asu hranjenja polne krvi 120 h testiran
Se z drugimi testi in v teh primerih ni bistveno odstopal od povprecja. Teoreti¢no bi to
lahko razlozili tako, da se je vzorec nekje med postopkom kontaminiral samo s
specificnimi protitelesi IgG proti Candida spp. V takSnem primeru vzorec ne bi vplival na
rezultate merjenja pri ostalih razredih protiteles. TakSna kontaminacija je pri izvedbi testa
zelo malo verjetna, zato tako velikega odstopanja Se vedno ne znamo razloziti. Ekstremni

osamelec smo poleg ostalih osamelcev izkljucili iz nadaljnje statisti¢ne obdelave.

Vrednosti aritmeti¢ne sredine indeksov (< 3 = 1), sodec€ po trendni ¢rti, rahlo padajo glede
na Cas hranjenja polne krvi (y = —0,000x + 1,002). Aritmeti¢na sredina pri ¢asu hranjenja
polne krvi 168 h je visja od aritmeti¢ne sredine ¢asa hranjenja polne krvi < 3 h za 0,03
enote. Toliksna je tudi njena standardna napaka, zato ima formula trendne ¢rte Se vedno
negativen predznak. RazprSenost podatkov, razvidna iz SD, se pri vseh Casih hranjenja
polne krvi giblje okoli 0,11 £ 0,1, razen pri Casu hranjenja polne krvi 168 h, ki je 0,18. S T-
testom smo preverili, ¢e je priSlo pri katerem Casu hranjenja polne krvi do signifikantnih
razlik. Ugotovili smo, da so vse vrednosti p vecje od intervala zaupanja 0,05, torej se
vrednosti aritmeti¢nih sredin med Casi hranjenja polne krvi statisti¢no ne razlikujejo. Zato
lahko trdimo, da je stabilnost protiteles v serumu, lo¢enim z gelom od krvnih celic, vsaj
168 h. Da bi tocno dolocili Cas stabilnosti protiteles, bi morali v raziskavo vkljuciti Se

daljSe case hranjenja.
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5.3

SKLEPI

Hemoliza se pojavi ob 72-urnem stiku seruma s krvnimi celicami, pri temperaturi
26 °C.

Srednja hemoliza je prisotna pri 120-urnem stiku seruma s krvnimi celicami, pri

temperaturi 26 °C.

Moc¢na hemoliza je prisotna pri 168-urnem stiku seruma s krvnimi celicami, pri

temperaturi 26 °C.

Serum, ki je bil v kontaktu s krvnim strdkom 120 ur, pri temperaturi 26 °C, je Se

ustrezen za merjenje protiteles.

Serum, ki je bil v kontaktu s krvnim strdkom 168 ur, pri temperaturi 26 °C, ni veé

ustrezen za merjenje protiteles.

Serum, ki je bil lo¢en z gelom od krvnih celic 168 ur in hranjen v isti epruveti pri
temperaturi 4 °C, je Se ustrezen za merjenje protiteles.
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6 POVZETEK

Protitelesa so glikoproteini, ki specificno spoznajo in odstranijo antigene. Prisotni so na
povrsini limfocitov B, kjer so receptorji za specifi¢ne antigene in kot prosta protitelesa, ki
jih izlo¢ajo plazmatke. Imunoglobuline najdemo v krvi, v limfni tekocini in drugih telesnih
tekocCinah. Pri Cloveku poznamo pet razli¢nih razredov protiteles in sicer IgA, IgD, IgE,
IgG in IgM, ki se med seboj razlikujejo po velikosti, zgradbi in po vlogi, ki jo imajo v
imunskem sistemu. Visoka specificnost reakcij antigen-protitelo je omogocila razvoj
razlicnih imunskih preskusov, ki jih lahko uporabimo za dolo¢evanje navzocnosti
protiteles ali antigena. Taki preskusi so tudi bistvenega pomena za diagnozo bolezni, za
spremljanje ravni humoralnega imunskega odziva in istovetenje biolosko in medicinsko
pomembnih molekul. Ti preskusi se razlikujejo po hitrosti izvedbe in po obcutljivosti.
Nekateri so samo kvalitativni, drugi pa kvantitativni (Vozelj, 2000). Da so meritve
zanesljive, morajo biti protitelesa v vzorcu stabilna. Najveckrat se protitelesa testirajo v
krvnem serumu. Protitelesa IgA, IgE, IgG in IgM so v serumu stabilna sedem dni pri 4 °C,
sobni temperaturi in pri 30 °C (Young, 2007). V laboratorij v veliko primerih prispe vzorec
kot polna kri. O stabilnosti protiteles v polni krvi ni navedenih veliko podatkov, zato smo

se odloéili za raziskavo.

V diplomski nalogi smo Zeleli dolociti stabilnost protiteles v polni krvi, hranjeni v
epruvetah z rde¢im zamaskom pri temperaturi 26 °C. Preverili smo tudi stabilnost
protiteles v serumu, ki je bil lo¢en z gelom od krvnih celic in hranjen v isti epruveti pri
temperaturi 4 °C.V teh dveh raziskavah smo spremljali in merili vzorce pri ¢asih hranjenja
polne krvi <3 h, 24 h, 48 h, 72 h, 120 h in 168 h. Za vsak ¢as hranjenja smo izmerili 32

VZOrcev.

Ugotovili smo, da je serum, Ki je bil v kontaktu s krvnim strdkom 120 h pri temperaturi 26
°C, Se primeren za merjenje protiteles, medtem ko serum, ki je bil v kontaktu s krvnim
strdkom 168 h pri temperaturi 26 °C, ni ve¢ primeren za merjenje protiteles. Torej, ¢e bi
transport polne krvi trajal 7 dni pri temperaturi 26 °C, bi ta vzorec zavrnili. Prvi pojav
hemolize smo opazili pri ¢asu hranjenja polne krvi 72 h, in sicer pri 41 % vzorcev, od tega

rahlo hemolizo pri 33 % in srednjo hemolizo pri 8 % vzorcev. Pri daljSih ¢asih hranjenja
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polne krvi smo opazili hemolizo pri vseh vzorcih, in sicer srednjo hemolizo pri ¢asu

hranjenja polne krvi 120 h ter mo¢no hemolizo pri ¢asu hranjenja polne krvi 168 h.

Pri merjenju stabilnosti protiteles v serumu, ki je bil locen z gelom od krvnih celic in
hranjen v isti epruveti pri temperaturi 4 °C, smo ugotovili, da je serum hranjen 168 h pri 4
°C Se vedno primeren za merjenje koncentracije protiteles. Da bi to¢no dolo¢ili ¢as

stabilnosti protiteles, bi morali v raziskavo vkljuciti Se daljSe Case hranjenja.

Da bi lahko dolocili stabilnost protiteles v polni krvi pri 26 °C bi morali v raziskavo
vkljuciti tudi ¢as hranjenja polne krvi 144 h, ki bi lako bil mejni ¢as. Za natan¢no dolocitev
stabilnosti protiteles v serumu, ki je bil loen z gelom od krvnih celic in hranjen v isti

epruveti pri temperaturi 4 °C, bi morali podaljsati ¢as hranjenja.
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