SV E UL I L I G TE

VETERINARSKI FAKULTET

DOMAGOJ TRIPALO

CROSSMATCHING U TRANSFUZIOLOGIJI PASA

Diplomski rad

Zagreb, 2017.



Zavod za kemiju i biokemiju i Klinika za unutarnje bolesti

Predstojnica Zavoda za kemiju i biokemiju:
Predstojnica Klinikeza unutarnje bolesti Pr of . dr . sc. Il vana Kig
Mentorice: Prof. dr.cs. Renat a Bar il Raf aj

Prof. dr. €. Ljiljana Bedrica

Povjerenstvo za obranu diplomskog rada:

Prof.dr. <. Ivica Harapin
Prof.dr.sc Renat a Baril Raf aj

prof. dr. £. Ljillana Bedrica

P wDN P

Prof. dr. . Darko Capak (zamjena)



ZAHVALA

Zahvaljuiemmentoricamarof. pr of . dr . sc. Rena LjijaniBetnci | Raf
na otvorenosti i spremnosti za suradnju, prijedlozima i savjetima koji su mi pomogli pri izradi ovog
di pl omskog rada te obitelji oij uprsiu anielpjriunga Inia tr

studija.



1.
2.

LU Y 0 PP STPPP |
PREGLED REZULTATA DOSADAGNJ.L.H..LST.RAGILMANIA
2.1, TranSTUZIJA KIVI....ooooo ettt eeer e e e e e e e e eeeas 2
2.2. INdKACHE ZA trANSTUZIJUL ... ee e et e e e e e e e e e e e s s e e e eeens 3
2.3, KIVNE GIUPE U PASA .. e iieeeeeiiiiiiiietieene e e e e e e et eeee e et smmmr e e s e e e e e s emmn e as 3
2.3. 1. Krvna grupa DEA L1, ...t e 5
2. 4. Met ode odrelivanj a..kr.v.ni.h..gr.up.a..u..malih
2.4. 1. Cr oss matmeldan.g...z.a...p.s..e...i...ma.l.k.e.... 10
RASPRAVA . oottt ettt e e e et e e e e emmae s ettt e e e e e e a b bttt e s eaamt e e e e nnrate e e e e e nrrees 17
A N G I U O O PSPPI 19
SAGET ALK oot eeee ettt en e 20
IS U1 N 21
I A L 22
L Y R I 3 O TSP 25

© N o a bk w

¢



1. UvVOD

Transfuzije pune krvi u veterinarskoj medi ci n
| i j edreintjial no bol esnih givotinja. Uobi |l ajene sit
koje ugrogavaju ¢givot zbog akutnog krvarenja i
toksina, I munol ogki p o sr e d ostianaoeatamazdergrelizai lako t e g k e
su trasfuzije izuzetno vagne za spagavanje givo
mogu biti opasne po ¢givot ako givotinja dobije

| munol ogke opasnost.i transfuziije Kr vi mo g u

podnoglZjbiogo gtoig.a j e odmaedtiivakijwi kodpiazubet nog z

medicini.



2.PREGLED REZULTATA DOSADAGNJIH | STRAGI

2.1. Transfuzija krvi

Transfuzija krvi je metoda |ijelenja keazlilit
zdrave osobkojidisaionnalngreaasi ukoptak krd doleane asobe ili

givotinjeakaj kavsepozmal ac (Kullar, 1964).

Vel i ki doprinos transfuzijsko]j medi ci ni dao |
prvu transfuziju direktnim davanjem krvi jednog pdeugome (Swisher i Young, 196INakon toga
francuski matzermatlielaanr Baptilste Denys daje tri
dugevnom bol esni ku. Treldi zahvat izazvao je sn
sudskog procesa te je tada zabranfemaa ns f uzi j a kI adl i( K ul $rfuziao d 916 &
se nije primjenjivala.

l zmelLu 1819. [ 1827. godine | ondonski gi neko
davanja ljudske krvi rodillama koje su iskrvarile. Uz detaljne prethodne pokuse izvedene na
givotinjama, | i jedai kedslaanni |Jadzahkl kulvkanoge ¢
podcjenjivanom metodom, transfuzijom su postignuti dobri rezultati. Ipak, transfuzijske reakcije su
bile | este i fatalne sve do Landsteiwmlelran,0g9gl ®6 &
Yeston1992).Decast el l o i Struli iduie godin&odme kri va

1911. Ottenberger uvodi prije aplikacije krvi, metodu unakrsne reakcije (crossmatching).

VonDungern i Hi rszfeld su 18 fipédhemdiond i agletinimapi s al
prilikom autoimunizacije psa (Swisher i Young, 1961). U razdoblju od 1937. do 1949. godigre, Wr
Whipple i Eyguem utvrdilsu 6 krvnih grupa kod pasa (Colling i Saison, 1980). Swisher, Young i
Trabold objavili su 1962. godine znal ajnost p s
grupe pasa opisali su Suzuki i suradnici (1975.), Colling i Saison (Colling i Sa@fh) e Symons
i Bell (1992).

|l stragivanja i znalajnost dodatnih krvnih gru



2.2 Indikacije za transfuziju

Transfuzije su u veterinarsko]j medi ci ni sve
ljel enja kritilno bolesnih pasa. Uobi |l ajene sit
ugrogava g@givot od akutnog krvarenja il:i Kirur
i munol ogki posredovane boloeastal naegaerregeherat
2010).

Nadoknada eritrocita neophodna je u slijedel.i
20% kod pasa ilimanje od 125 % kod mal ak a, ako je izgubljeno
krvi, ako je gubitak krvd oveo do kol apsa, ako je krvarenje po
anti gok terapiju ne daje rezultate (Crystal i (

Hale (1995.) navodi da bi se transfuzija, kad

unakrsnih pojedinacS tim se sl agu i Boi s i suradni ci (20
odrelivanja kompatibilnost:.i Krvi i zmelLu pri mat ¢
Set h i suradni ci (2012.) Il stilu da se kod ne
uzoraka pas sa autoimunom hemolitil kom anemiijor

2.3.Krvne grupe u pasa

Krvne grupe pasa definirane su kao sustav glikolipida i glikoproteina koji se nalaze mar g i n i

membr ane eritrocita. Kao i kod drugih vrsta, u
svojstvaPs el i eritrocitni -8 trangueijskih reakdigwpasa (Hald, 19854 z a
U pasa je i dent i fihsostavakmroh gjupad asanatepeva (Feldman) 1099). W

pol etku su krvne grupe bile oznalavane sl ovi ma
se za oznalavanje krvnih grupa kori sDEA1dozv. DE

DEA 8 (Kohn i sur., 1998Feldman, 1999).

Pas moge na svaku krvnu grupu u internacional
negativan. Jedinu iznimku | ini DEA 1 sustav | e
DEA 1. 3.) . ilipaisvamma jgdnu da fri padgrupe ili negativan na sve tri.



Krvna grupa DEA 1 ima dvije podgrupe, DEA 1.1. i DEA 1.2., a navodno je u Australiji otkrivena
i trela podgrupa DEA Kl3&asi(fHKdhmriij as uuad dmit @il ,0s1

krvnih grupa internacionalno standardnog DEA sustava prikazane su u tablici 1.

Tablica 1.Internacionalni sustav klasibkc i | e pselinh k rlasifikacha, gr up a
ul estalost i znalajnost (Hal e, 1995) .
DEA Stara Ul est al|Prisutnost Znal ajnost z3i
grupa klasifikacija | populaciji (%) |pr i r oL en
protutijela
1.1. Al 42 NE Akutna hemol i
1.2. A 20 NE Akutna hemol i
3. B 6 DA OdgolLena rea

stanica, nema hemolize

4. C 98 NE Ne
5. D 23 DA OdgolLena rea

stanica, nema hemolize

6. F 98-99 NE Nepoznata
7. Tr 45 DA OdgolLena rea

stanica, nema hemolize

8. He 40 NE Nepoznata




2.3.1.Krvna grupa DEA 1.1.

Kl'inil ki znalajne krvne ®EAT7p(RchlpraTurawakl, U989 EA 1.
Authement i Wolfsheimer; 1987 Fel d man, 1999) . Krvna grupa DE
kKl inilzknialmg ni ja (Young i sur . ,;Sniit® 4991, Syy\hasw ng | S
Bell, 1992, Grunbaum, 199&igeri sur.,1995;Feldman, 1999).

PrirolLena protutij el a IlRasuWklorietke(Haler199beldmbrE A 1. 1
1999). Zbog toga su vrlo rijetke transfuzijske reakcije nakon prve transfuzije. Kad pas koji je DEA
1. 1. negativan pri mi DEA 1. 1. pozitivnu krv di
perzistirati. Ako se nakon najmanje 4 dana pondvir ansf uzija Vvjerojatno
hemol itil ke transfuzijske reakcije s unigtenje
se mogu pojaviti unutar minute do sata nakon p:¢

nekontrof ano i spugtanj etstyalnioc & iis amd kQigerjGa9%)tned a u m,

Tzv. odgolLena hemolitilka transfuzijska reakc
sni genj em Rdjedaat nakior transtuzijel eksperimentalno jgadana kod DEA 1.1.
negativnih pasa koji su primili DEA 1.1. pozitivnu krv (Young i sur., 1952).

Kl'inilka znal ajnost krvne grupe DEA 1.1. ol it
javlja kod senzibilizaci | eomkiA Katl DEA 1.1npeziiend i vni h
gtenad preko kolostruma dobije protutijela pro
anemija (Cristian i sur., 1949; Young i sur., 19Bichler i Turnwald, 1985).

2311.U]l est al ost krvne grupe DEA 1. 1.

|l stragivanja o ulestalosti krvne grupe DEA 1.
istragivala pravdajuli to ogranilenim mogulnos
(Giger, 1995).



SwisheriYomg (196} odr edi | ir wue ukrespal DEA k. 1. u 332 Kkr
44,6%. Swisher i suradnici (1973)u u sl i jedelem istragivanju ut
DEA 1.1. u 40% istragivanih pasa.

Suzuki i suradnici (1975su odredili krvnu grupu u 61 psa i dol#8% pozitivnih rezultata na krvnu
grupu DEA 1.1.

Wriesedorp i suradnici (19Y6&u odredili zastupljenost krvne grupe DEA 1.1. u pojedinih pasmina

pasa. Utvrdili su krvnu grupu DEA 1.1. u 37,5%

Ejima i suradnici (198podredili su zastupljenost krvne grupe DEA 1.1. u 545 pasa rijetkih japanskih

pasmina i dobili su pozitivne rezultate u 44% pasa.

Giger (1999 odredio je krvne grupe u 224 pasa, od

Zastupljenoskrvne grupe DEA 1.1. iznosila je 33%.

Kohn i suradnici (1998su u razdoblju od 1961. do 1998. godine ustanovili da je krvna grupa DEA
1. 1. zastupljena u 33% do 52% istragivani h pas:c

Giger (1993 te Kohn i suradnic{1998) pretpostavljajudahi a z luilleisttaal o pa DERKr vne ¢

1. 1. mogla biti zbog malog broja istragivanih
Gralner i guwuadmnoivi (2060 krvnu grupu DEA 1. 1.
Gubl il i s)odeednilci s(u2ul8stalost krvne grupe DE

pasa utvrlLena je krvna grupa DEA 1. 1.

Gralner i 9 uroaddrreidciil i ( 20ul lul est al ost krvne gr upe
%%pasa utvrlLena je krvna grupa DEA 1. 1.

Gi VI i suradnacriedi2l0il3su ul estal ost krvne grupe

tornjaka. Ustanovljena je krvnagrupa DEALU1. 6 0 % posav s kitdmjakponi | a i 56



24Met ode odrelivanja krvnih grupa u malih

Postopal vhgeodr el i van]j assrkatchingmetodaigipizrgmjakrnvu p as a
na aparatim@Slika 1i 2) i test karticamdSlika 3, 4 i 5.

Slika 1.Quick Veft Analyzer (Denmark)

Slika2. Ekramnal i zat ora sa i konama za odrelene pretre



Slika3. Testkartica(RapidVvéd) za odrelivanje krvne grupe I

Slika 4. Pribor (Rapid Vel) zaa r eLi vanj e krvni h grupa u mal a



Rapid 21

(Feline A, B, AB) (Feline A, B, AB) (Feline A, B, AB)
Cat ﬁ Date 27 &Y. cat L0 ¥ cak . Brma o Wb/

Auto- Auto-
tination tination
Screen Screen

Patient- Patient

Test Test
2 2 2
i : :
A Product of dms'agrolabo products = A Product of dms\agrolabo products = x
Neuhausen-am-Rheinfall, Mmrhn? T Neuhaum-um-Rhg.Infall. witzerial kL
RapidVet is a tradermark of dms laboratories, inc. RapidVvet is a of dms ies, inc. RapidVet is a trademark of dms laboratories, inc.

Slika 5. Test kartice (Rapid\V#t) za odreli vanje krvnih grupa

Guzman i suradnici (20)6z a k | j dd jej tehnika manualnog crossmatchinga
jednostavast andar dni test za odrelivanje kompatibiln
Za kvalitetnu pretransfuzijsku provjeru vag

krvi za determinaciju krvne grup€ro s s mat ching smanjuje rizik od he
ali u potpunosti ne eliminira rizik od drugih vrstarséuzijskih reakcija u veterinarskih pacijenata i
zbogtogss ve reakcije transfuzije mor aj wkojileirebkcijut ol no

izazvao(Tocci Ewing, 2009).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tocci%20LJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19691586
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ewing%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19691586

2.4. 1.Crossmatching za psé ma | kneetoda

1. 2 mLpune krvidavatelja (D) i 2 mlpune krvi primatelja (P) izvaditi u epruests EDTA(Slika
6).

Slika 6.Epruvetepunekrvi primateljai davatelja

10



2. Centrifugirati 5 min. na 1500 okretaf&lika 7), odpi pet i r at i [ pohraniti
uzorke)(Slika 8).

.

Slika 7.Centrifugiranjeepruvetgpunekrvi.

i

m 0L i
| 4/
S ‘ !

B s i |y, U

Slika 8. Centrifugiraneepruvetepune krvi primateljai davateljaiz kojih treba izdvojiti
plazmu

11



3. Resuspendirati stanice u 0,9% NaCl, centrifugirati 5 min. Na 1500 okretaja i dekantirati
supernatant (ponoviti 3 putéjlika 9).

Slika 9.DodavanjeNaCl u epruvesastanicama (epruvetentrifugirati)

4. Pripremti 2% suspenziju stanica davatelja i primatelja (0,02 ml RBC i 0,98 ml 0,9% NaCl)
(Slika 10)

Slika 10.Posebno u epruveiedvojenestaniceprimateljai stanicedavatelja

12



5. Major CM (Slika 11)

- 2 kapidavateljevih stanica + 2 kapi primateljeve plazme

Slikall.Umal u pl a st stavlijene? kappstanica davatelja i 2 kapi stanica primatelja

6. Minor CM (Slika 12)

- 2 kapi primateljevih stanica + 2 kapi davateljeve plazme

Slika12Umalup | a st i | nstavljenp2rkapistrtica primatelja i 2 kapi stanica davatelja

13



7. Kontrola(Slika 13)

- 2 kapi davateljevih stanice + 2 kapi davateljeve plazme

Slikal3Umal u pl a st staviene2 keppstanica davaielja i 2 kapi plazme davatelja

8. Major, minor i kontrolu inkhirati 20 min. @ 25 stupnjeva CSlika 14).

Slika14.Svarima | e p |l a st stdjenasobeopemperaterrt 26 minuta

14



9. 1z svake epruvete staviti po 1 kappgradmetno stakl¢Slika 15).

Slika 15.Predmetnatakalcanakojasuiz svakema | e p | a s t dtavljanekap§iqe otopin@ t e

10. Podedatinativno pod mikroskopom (i&a 16).

Slika 16.Mikroskopskiprikaz: Lijevo 1 aglutinacija- pozitivhareakcija, krvi nisu kompatibilne
desna’ kompatibilne krvi

15



Slika 17.Pozitivha reakcija k r v i ni su kompatibilne, nemogu

wJ E’) C & Q L YN O Pe= e
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Slika 18.Negativna reakcijgk r vi su kompati bilne, mogula t
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3. RASPRAVA

Vel ina autorhkl sei skagendhajDEfulk DEMIL. iPEAI7Tpe pas
(Pichler i Turnwald, 1985; AuthemenWolfsheimer, 1987Feldman, 1999). Krvna grupa DEA 1.1.
antigeno j e naznjaadlag nii jka i(noahgksgr. d993sBellr 1983; Sinigh4 9 ;
1991; Symons i Bell, 1992; Grunbaum, 1993; Giger i sur., 1B86iman, 1999).

PrirolLena protutijela na krvne grupe DEA 1. 1.
1999). Zbog toga swrlo rijetke transfugske reakcije nakon prve transfuzije.

Ako se nakon najmanje 4 dana ponovi transf uz
transfuzijske reakc$ijmptso miniagktuetnnee mh eemaltirtoicliktea
pojaviti unutar minute do sataakon pol etka transfuzije su drt

nekontrolirano ispugtanje stolice i mokrale te

Tzv.odgolLena hemol it i |,kaoakojeddan dofstvaranjq pokutjelarsibra k c i j a
sni genj em RRdjedaat nakor transtzijel eksperimentalno je dokazana kod DEA 1.1.
negativnih pasa koji su primili DEA 1.1. pozitivhu krv (Young i sur., 198 z ul t at i ul es:
krvne grupe DEA 1. 1. dostNajsreanrjauz luil kewsjtua | koosdt r(a3z
Giger (1995) dok su Kohn i suradnici (1998razdoblju od 1961. do 1998. godine ustanovili da je

krvna grupa DEA 1. 1. zastupljena u 33% do 52%
Giger (1995) te Kohn i suradnici (199Bretpostayl aj u da b razlilita u
DEA 1. 1. mogla biti zbog malog broja istragive

Odrelivana |je krvna grupa DEA 1. 1. u hrvat sk

ul estal ost kr .\b6786 udprnjaka,&0%Dupadsavigiolni | a ( Gi v|66,4 i su
% ui starskih gon)| ag(&Graltmpedn | i REODdgovara ul est
popul aci ji. Nasuprot nji ma, ustanovl! j(@0fopi j e zn

dalmatinskih pasa (95%).

U Turskoj Ergul Ekiz i suradnici (2001 odr eli val i Ssu krvne grupe u
pasa. Ul estal ost kr vne gr pasmine@&aiburan, 60% u pasnene a | a
Akbash, 76,9% u pasmine Kangal db,2% u pasmine Kars.

17



























