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Hovedbudskap
 ■ Identifisering av IgG-antistoff og antigen

typing av pasienter med positiv direkte anti
globulintest (DAT) er relevant både for trans
fusjonsterapi og oppfølging av gravide.

 ■ Elueringsmetoder kan benyttes ved 
utredning av flere problemstillinger innen 
blodtypeserologi.

 ■ CE-IVD-sertifiserte kit for både stripping 
og eluering av IgG-antistoff er tilgjengelige.
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Sammenligning av  
metoder for eluering av 
IgG-antistoff bundet til 
erytrocytter

Innledning 
Antistoff bundet til erytrocytter kan være 
involvert i ulike sykdomsprosesser som 
autoimmun hemolytisk anemi (AIHA), 
hemolytisk sykdom hos nyfødt (HSN) og 
serologiske transfusjonsreaksjoner. Iden
tifisering av disse antistoff ene og antigen
typing av pasienter med positiv direkte 
antiglobulintest (DAT) er relevant for å 
kunne gi mest mulig typelikt blod ved 
transfusjonsterapi, og for oppfølging av 
pasienter, blant annet ved graviditet. 

For identifikasjon av antistoff eller 
antigentyping må man først dissosiere 
antistoff bundet til erytrocyttene i en 
elueringsprosess. Ikke-kovalente bindin
ger mellom antigen og antistoff er rever
sible, og ved å behandle erytrocyttene 
kjemisk, med varme eller ved å endre pH, 
kan antistoff ene dissosieres. På grunn av 
heterogenitet i krefter som binder antigen 
og antistoff er det ingen elueringsmetode 

som er best egnet til å bryte alle typer 
bindinger. Ved multiple antistoff kan 
eluering i kombinasjon med adsorbsjon 
også benyttes til å påvise de ulike antistof
fenes spesifisitet (1, 2). Valg av metode 
avhenger av hva man ønsker å oppnå: Om 
målet er å identifisere antistoff i eluatet, 
eller om det er å antigentype cellene etter 
at bundet antistoff er fjernet fra cellene 
(DAT-negative celler). Dersom målet er 
å identifisere antistoff et som er bundet 
til cellene ønsker man å dissosiere mest 
mulig antistoff, og antigenkonfigurasjo
nen ødelegges for å få med mest mulig 
antistoff over i eluatet. Er målet antigen
typing av cellene etter eluering, bruker 
man mildere metoder for å dissosiere 
antistoff ene og samtidig bevare konfigu
rasjonen (3, 4). For å skille mellom disse 
to målene omtales elueringsprosessen for 
å framstille DAT-negative celler til anti
gentyping heretter som «stripping».

I Norge finnes i dag 27 blodbanker som 
er godkjent av Helsedirektoratet for pro
duksjon av blod og blodprodukter (5). 
De fleste av blodbankene utfører påvis
ning av klinisk relevante antistoff (ABO/
RhD-typing og antistoffscreening), og 

n Bioingeniøren er godkjent som viten
skapelig tidsskrift. Denne artikkelen 
er fagfellevurdert og godkjent etter 
Bioingeniørens retningslinjer.

Sammendrag
Bakgrunn: IgG-antistoff bundet til erytro
cytter kan være involvert i ulike sykdoms
prosesser. Identifisering av disse antistof
fene, og antigentyping av pasienter med 
positiv direkte antiglobulintest (DAT) er rele
vant både for transfusjonsterapi og opp
følging av pasienter ved graviditet. Vi har 
sammenlignet elueringseffektivitet og sam
svarende resultat for CE (Communauté 
Européenne)- og IVD (in vitro-diagnostisk)-
merkede metoder og varmeeluering. 
Metode: Elueringsmetoder for stripping 
av DAT-positive erytrocytter og for påvis
ning av antistoff i eluat ble sammenlignet. 
McNemars test ble benyttet til å sammen
ligne metodenes effektivitet. Statisk sig
nifikansnivå ble satt til p-verdi < 0,05 og 
Holm-Bonferronis metode for multiple sam
menligninger ble brukt. Andel samsvarende 
resultat mellom metodene ble beregnet i 
prosent.
Resultat: Vi påviste signifikant forskjell i 
diagnostisk sensitivitet mellom de ulike 
metodene, og andel samsvarende resultat 
mellom metodene var fra 64 til 90 %. Ved 
antigentyping av DAT-negative erytrocytter 
etter stripping av antistoff ble det obser
vert både falskt negative og falskt positive 
reaksjoner. 
Konklusjon: Metoder for eluering av IgG-
antistoff fra erytrocytter bør inngå i rutine 
for utredning ved visse problemstillinger. 
Metodene gir ikke samsvarende resultat 
ved alle problemstillinger, og alternative 
metoder bør være tilgjengelige.
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om lag 40 prosent av laboratoriene utfø
rer utredning av antistoff enes spesifi
sitet med vanlige kommersielle identi
fiseringspanel og teknikker. Etter det 
vi vet, er metoder for in-vitro-eluering 
med påfølgende antistoffi dentifisering i 
eluatet per i dag i bruk til pasientutred
ning ved fem større blodbanker i Norge, 
og når det gjelder metoder for eluering 
av IgG-antistoff med påfølgende antigen
typing (stripping) utføres dette kun ved 
to blodbanker. Ved større sykehus erstat
tes antigentyping med serologiske meto
der etter hvert med genomisk typing. Å 
etablere systemer for genomisk typing 
med «high-throughput» av prøver er 
kostbart, og serologisk typing kan fort
satt være et alternativ (6). Laboratoriene 
er også pålagt, i henhold til krav fra hel
semyndighetene, å benytte godkjente CE 
(Communauté Européenne)- og IVD (in 
vitro- diagnostikk)-sertifiserte reagenser 
til in vitro-diagnostisering. Slike CE-IVD-
sertifiserte elueringskit er tilgjengelig fra 
flere leverandører, også i Norge.

Litteraturen som beskriver ulike 
elueringsteknikker er uoversiktlig, og 
ofte av eldre dato med bruk av hjemme
lagede reagenser og prosedyrer (7, 8). Vi 
har ikke funnet studier som presenterer 
sammenligning av effektivitet og sam
svar mellom kommersielle CE-IVD -serti
fiserte kit fra Immucor og BioRad ved søk 
i PubMed. 

Denne studien ble utført i forbindelse 
med masterstudium i Biomedisin ved 

OsloMet, og hovedmål for oppgaven var 
å utføre en systematisk sammenligning 
av to kommersielle CE-IVD-sertifiserte 
elueringskit og en eldre ikke-kommersi
ell metode for hver problemstilling (figur 
1):

	■ Sammenligne effektivitet og samsvar 
mellom tre elueringsmetoder for å frem
stille DAT-negative celler (stripping): 
Varmestripping ved 45 °C, Gamma® 
EGA-kit (syre-EDTA) og Gamma®-Quin 
(klorokindifosfat)

	■ Sammenligne samsvar for antigen
typing av DAT-negative celler.

	■ Sammenligne effektivitet og samsvar 
mellom tre elueringsmetoder for å kunne 
påvise antistoff i eluatet: Varmeeluering 
ved 56 °C og syreeluering med henholds
vis Gamma® ELU-kit II og DiaCidel. 

Materiale og metode
Regional komite for medisinsk og helse
faglig forskningsetikk (REK) sør-øst vur
derte at studiet er et kvalitetsprosjekt. 
Prøvene ble anonymisert, og det er kun 
antistoffspesifisitet, resultat for DAT og 
blodtype som inngår i resultatbearbei
ding og rapport. 

Utvalg
EDTA- og ACD-blod fra etablerte blod
givere, samt EDTA-blod fra pasienter 
med positiv DAT, ble benyttet. Det ble 
også brukt EDTA-plasma med spesifikke 
alloantistoff nedfrosset rutinemessig 
i forbindelse med svangerskapsutred

ning, og kommersielle antisera (tabell 1). 
For å ha tilstrekkelig prøvemateriale til å 
kunne sammenligne metodene ble blod 
fra etablerte givere sensibilisert in vitro 
med antistoff spesifikt rettet mot antigen 
på erytrocyttene. Det ble utført DAT etter 
in vitro-sensibilisering, og DAT-negative 
prøver ble ekskludert. 

Prøvehåndtering og analysering 
Skjematisk arbeidsflyt er vist i figur 1, og 
reagenser som er benyttet i studien er vist 
i tabell 1. Ved bruk av kommersielle kit er 
all utførelse gjort i henhold til paknings
vedleggene. 

In vitro-sensibilisering: Celler ble 
vasket tre ganger med Diluent pH7, og 
deretter inkubert ved 37 °C i inntil to 
timer sammen med EDTA-plasma, eller 
med kommersielle antisera vist i tabell 1, 
og 20 % polyetylen-glycol (PEG) i forhol
det 1+1+2. Cellene ble deretter vasket tre 
ganger med Diluent pH7.

Eluering 
Stripping for antigentyping ble utført 
med kommersielt tilgjengelige kit, hen
holdsvis EGA-kit og Gamma-Quin. DAT 
ble utført etter stripping for kontroll av 
dissosiasjon. Ved varmestripping ble sen
sibiliserte celler tilsatt Diluent pH7 i for
holdet 1+3, og deretter inkubert i inntil 
90 minutter ved 45 °C. For kontroll av dis
sosiasjon ble DAT utført etter inkubering i 
henholdsvis 30, 60 og 90 minutter. 

Eluering for antistoffi dentifisering ble 

Figur 1. Skjematisk arbeidsflyt for antigentyping, sensibilisering og eluering av antistoff.
1Indirekte antiglobulinteknikk (IAT), 2 Direkte antiglobulintest (DAT).
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utført med kommersielt tilgjengelige kit, 
henholdsvis ELU-kit og DiaCidel. Ved 
varmeeluering av alloantistoff ble prø
vene inkubert ved 56 °C i fem minutter. 
Ved varmeeluering av ABO-antistoff ble 
alle prøvene inkubert i henholdsvis fem 
og ti minutter. Etter inkubering ble rørene 
sentrifugert i tre minutter ved 2000 G, og 
eluatet ble overført til nye glassrør og sen
trifugert før analysering.

Antigentyping
For å vurdere eventuell endring av anti
genkonfigurasjon på strippede ery
trocytter ble det utført antigentyping 
av Duffy, Ss, Lua og Kpa med indirekte 
antiglobulinteknikk (IAT), samt Rh, K og 
Cw med saltvannsteknikk før og etter strip
ping av antistoff. Antigentyping ble utført 
med kommersielle gelkort og antisera.

Påvisning av antistoff i eluat
Ved eluering av alloantistoff ble det utført 
antistoffscreening i eluatet med screen
ingceller og gelkort fra Diagnostics 
Grifols S.A. Ved eluering av ABO-anti
stoff ble det utført påvisning av anti-A og 
anti-B i eluatet på gelkort Coombs Anti-
IgG fra BioRad. Supernatant fra siste vask 
ble analysert parallelt med eluatet som 
kontroll på vaskeprosessen. 

Dataanalyse
Data ble analysert ved hjelp av 
MedCalc® Software testversjon 18.11.6, 
IBM SPSS Statistics versjon 25, og 
GraphPad QuickCalcs. Metodenes 
elueringseffektivitet er angitt i prosent 
med 95 % konfidensintervall (KI), hvor KI 
er beregnet med modifisert Wald-metode 
(GraphPad QuickCalcs). For å sammen
ligne metodenes effektivitet med tanke 
på eluering og overensstemmelse mellom 
antigentyping før og etter stripping av 
antistoff, ble McNemars test for forskjell 
mellom parede kategoriske data benyt
tet. P-verdi < 0,05 ble satt som statis
tisk signifikant. Ved multiple sammen
ligninger, ble den familievise feilraten 
(family-wise error rate) kontrollert med 
Holm-Bonferronis metode for å redusere 
sannsynligheten for feilaktig forkastelse 
av nullhypotesen (type 1-feil) (9). For å 
vurdere samsvar mellom metodene ble 
det beregnet prosentandel prøver med 
samsvarende resultat og 95 % KI (Graph 
Pad Quick Calcs). 

Resultat
Sammenligning av metoder for stripping
Det ble utført stripping av 62 prøver. For 
åtte av prøvene ble prosedyren med var
mebehandling avsluttet etter 30 minut
ters inkubering selv om DAT fortsatt var 
positiv, og prøvene ble derfor ekskludert. 
Antall DAT-negative prøver etter strip
ping av antistoff var 33 for EGA-kit, 30 for 
Gamma-Quin og 23 for varmestripping 
(figur 2A). EGA-kit viste større effektivi
tet enn varmestripping (p = 0,01) (tabell 
2A), men krysstabellen i tabell 3A viser 
at to prøver som var DAT-negative etter 
varmestripping, fortsatt var DAT-positive 
etter stripping med EGA. Det var samsva
rende resultat mellom alle metodene for 
65-76 % av prøvene (tabell 4A).

Antigentyping 
Det ble utført antigentyping på alle 
prøver som var DAT-negative etter strip

ping. For alle tre metoder ble det obser
vert falskt negative reaksjoner ved typing 
av antigen med IAT. Etter eluering med 
EGA-kit og Gamma-Quin ble det også 
observert falskt positive reaksjoner. Ved 
antigentyping med saltvannsteknikk ble 
det observert både falskt positive og falskt 
negative reaksjoner etter varmestripping, 
og falskt negative reaksjoner etter strip
ping med EGA-kit og Gamma-Quin (tabell 
5A). Ved antigentyping med saltvanns
teknikk ble det observert statistisk signi
fikant forskjell mellom Gamma-Quin og 
varmestripping, i overensstemmelse av 
resultat før og etter eluering av antistoff 
(p < 0,01) (tabell 5B). 

Sammenligning av metoder for påvisning av 
alloantistoff i eluat
Det ble utført eluering av 61 prøver. For 
ti prøver ble det ikke påvist antistoff i 
eluat for noen av metodene, og prøvene 

Tabell 1. Oversikt over reagens og gelkort som er benyttet i studien. Produkt, leveran-
dør og produsent

A. Elueringskit

Produkt Leverandør Produsent

Gamma® EGA-kit
Gamma®-Quin 
Gamma® ELU-kit II

Nerliens Meszansky Immucor Medical Diagnostic GmbH, USA

DiaCidel Labex Skandinavia BioRad, DiaMed GmbH, Sveits

B. Direkte antiglobulin test (DAT) og påvisning av antistoff i eluat

Produkt Leverandør Produsent

ID-Diluent 2 
LISS/Coombs
ID-DC Screening II
Coombs Anti-IgG

Labex Skandinavia BioRad, DiaMed GmbH, Sveits

Screen-Cyte® 0,8 % IAT
DG Gel Anti-IgG

Bergman Diagnostika Diagnostics Grifols S.A, Spania

C. Sensibilisering av celler og antigentyping

Produkt Leverandør Produsent

Anti-D ref. reagens
Albumin 6% (bovine)

Labex Skandinavia BioRad, DiaMed GmbH, Sveits

Diluent pH 7 Labex Skandinavia Labex Reagens AB, Sverige

Anti-Fya/Anti-Fyb Nerliens Meszansky Immucor Medical Diagnostic GmbH

Anti-Jka/Anti-Jkb

Anti-K (K1)
Anti-Lea/Anti-Leb

Anti-M/Anti-N
Anti-S/Anti-s
Anti-Lua/Anti-Kpa

Bergman Diagnostika ANTITOXIN GmbH, Grifols, Tyskland

DG Gel Coombs
DG Gel Pheno+Kell
DG Gel SOL

Bergman Diagnostika Diagnostics Grifols S.A, Spania

Polyetylen-glycol (PEG) VWR International Merck KGaA, Tyskland
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ble ekskludert. Det ble påvist antistoff i 
44 eluat fra ELU-kit (diagnostisk sensi
tivitet 86 %), 33 eluat fra DiaCidel (diag
nostisk sensitivitet 65 %) og 15 eluat 
fra varmeeluering (diagnostisk sensi
tivitet 29 %) (figur 2B). Det ble obser
vert statistisk signifikante forskjeller i 
elueringseffektivitet mellom henholds
vis ELU-kit og varmeeluering (p < 0,01), 
DiaCidel og varmeeluering (p < 0,01), og 
ELU-kit og DiaCidel (p = 0,03) (tabell 2B). 
Tabell 3B og 3C viser at det ble påvist anti
stoff i henholdsvis tre og sju eluat etter 
varmeeluering, som ikke ble påvist etter 
eluering med ELU-kit og DiaCidel. Det var 
samsvarende resultat mellom metodene 
for 31-59 % av prøvene (tabell 4B). 

Sammenligning av metoder for påvisning av 
ABO-antistoff 
Det ble utført eluering av 52 prøver. 
For elleve prøver, hvor det var forven
tet å påvise enten anti-A eller anti-B, 
ble begge antistoff påvist. Prøvene ble 
ikke ekskludert, men vurdert som «ikke 

påvist» for respektiv metode. For å se om 
inkuberingstid påvirket resultatet ved 
varmeeluering, ble alle prøvene inku
bert i henholdsvis fem og ti minutter. 
Inkubasjonstid med høyeste diagnos
tiske sensitivitet ble sammenlignet med 
de to andre elueringsmetodene; ELU-
kit og DiaCidel. Det ble påvist antistoff i 
37 eluat fra DiaCidel (diagnostisk sensi
tivitet 71 %), i 36 eluat fra både ELU-kit 
og varmeeluering med fem minutters 
inkubering (diagnostisk sensitivitet 70 
%) og i 19 eluat etter varmeeluering med 
10 minutters inkubering (diagnostisk 
sensitivitet 37 %) (figur 2C). Det ble 
observert statistisk signifikant forskjell 
i elueringseffektivitet mellom varme
eluering med henholdsvis fem og ti 
minutter inkubering (p < 0,01) (tabell 2C), 
og samsvarende resultat mellom meto
dene for 64-90 % av prøvene (tabell 4C). 

Diskusjon
Vi har utført en systematisk sammenlig
ning av CE-IVD-sertifiserte elueringskit 

og varmebehandling til eluering av anti
stoff bundet til erytrocytter, og vurdert 
klinisk nytteverdi av å implementere 
metoder for eluering av IgG-antistoff i 
laboratoriet. Vi fant at selv om eluering 
og stripping av IgG-antistoff med varme 
ved henholdsvis 45 ̊C og 56 ̊C er mindre 
effektiv enn de kommersielle metodene, 
kan det i enkelte tilfeller være nyttig å ha 
varmebehandlingsmetodene tilgjengelig.

Sammenligning av metoder for stripping
Det ble funnet signifikant forskjell i effek
tivitet mellom EGA-kit og varmestrip
ping (19 % forskjell i effektivitet). Dette 
er i samsvar med andre studier som også 
viser signifikant forskjell mellom syre-
EDTA og varmebehandling ved stripping 
av antistoff (10, 11). Studien viste også 
at selv om varmestripping er signifikant 
mindre effektiv i dissosiering av antistoff 
enn EGA-kit, var to prøver som ble DAT-
negative etter behandling med varme, 
fortsatt DAT-positive etter stripping med 
EGA-kit. Dette er i samsvar med publi

Figur 2. Metodenes effektivitet. 
A. Stripping av celler som er positive med direkte antiglobulintest (DAT) (n=54). 
B. Eluering av alloantistoff innen Rh-, Kell-, Kidd-, Duffy-, MNSs- og Lutheran-systemene (n=51). 
C. Eluering av ABO-antistoff (n=52). Varme 5' og Varme 10' = varmeeluering i henholdsvis 5 og 10 minutter.

➤
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serte data, hvor det konkluderes med at 
det ikke er en spesifikk elueringsmetode 
som er best egnet til å bryte alle typer 
antigen-antistoffbinding (4).

Antigentyping 
Ved typing med saltvannsteknikk ble det 
observert færrest feiltypinger etter strip
ping med Gamma-Quin. En studie viser 
at behandling med klorokindifosfat ikke 
endrer erytrocyttenes antigenstruk
tur (12), mens andre igjen viser til stu
dier hvor celler som er behandlet med 
klorokindifosfat gir svakere reaksjon 
ved D-typing (13). Det ble observert flest 
feiltypinger etter varmestripping, blant 
annet falskt positive reaksjoner etter 
stripping av Cw-negative prøver. Dette 
samsvarer ikke med andre studier som 
viser til svakere eller falskt negative reak
sjoner for antigentyping etter behandling 
med varme (10, 11). Forskjell i rappor
tert antigenuttrykk etter varmebehand
ling kan skyldes forskjell i inkubering. Vi 
inkuberte ved 45 °C i inntil 90 minutter, 
mens det i andre studier er benyttet 56 °C 
i 10 minutter. 

Ved typing med IAT ble det obser
vert flest falskt positive reaksjoner etter 
behandling med EGA-kit (tabell 5A). I 
henhold til Kosanke kan behandling med 
syre-EDTA føre til svake falskt positive 
reaksjoner ved antigentyping (14), mens 
Horn et al. ikke påviser noen falskt posi
tive reaksjoner etter stripping med EGA-
kit, men derimot en falskt negativ reak
sjon (15). Det er også kjent at antigen i 
Kell-systemet kan bli ødelagt ved behand
ling med syre-EDTA (13, 14). I denne 
studien ble det imidlertid observert at 
D-antigenet for to prøver som var typet 
svak D-positiv før stripping, ble svekket 
eller ikke påvist, og at K-antigenet for fire 
K-positive prøver ble svekket etter strip
ping med alle tre metodene. Selv om det 
er utført få typinger for hvert antigen, 
viser resultatene at det er viktig å være 
klar over mulighet for feiltyping etter 
stripping av cellene. 

Sammenligning av metoder for påvisning av 
alloantistoff i eluat
Det er ikke ønskelig å innføre en metode 
med høy grad av uspesifikke reaksjoner. 
Prøvene med falskt positive reaksjoner 
i tillegg til forventet reaksjon, ble derfor 
ikke ekskludert, men vurdert som «ikke 
påvist» for respektiv metode. I våre stu
dier var ELU-kit mest effektiv sammen

Tabell 2. Sammenligning av metodenes effektivitet. Der det er statistisk signifikant for-
skjell i effektivitet mellom to metoder er p-verdi uthevet.

A. Metoder for stripping av celler som var positive med direkte antiglobulintest (DAT) (n=54).

Forskjell i effektivitet angitt i % 
(95 %KI)1

p-verdi2 Holm-Bonferroni3

Kritisk p-verdi

EGA/Varme 19 (-3 til 28) 0,01 0,02

Gamma-Quin/Varme 13 (6 til 31) 0,17 0,03

EGA/Gamme-Quin 6 (-8 til 19) 0,58 0,05

B. Metoder for eluering av alloantistoff innen Rh-, Kell-, Kidd-, Duffy-, MNSs- og Lutheran-systemene 
(n=51).

Forskjell i effektivitet angitt i % 
(95 %KI)1

p-verdi2 Holm-Bonferroni3

Kritisk p-verdi

ELU/Varme 57 (41-73) <0,01 0,02

DiaCidel/Varme 35 (17-53) <0,01 0,03

ELU/DiaCidel 22 (5-38) 0,03 0,05

C. Metoder for eluering av ABO-antistoff (n=52).

Forskjell i effektivitet angitt i % 
(95 %KI)1

p-verdi2 Holm-Bonferroni3

Kritisk p-verdi

Varme 5/Varme 10 33 (15-51) <0,01 0,01

DiaCidel/Varme 5 2 (-16-20) 1,00

DiaCidel/ ELU 2 (-16-20) 1,00

Varme 5/ELU 0 (0-8) 1,00

1: Forskjell i elueringseffektivitet mellom metodene 2: McNemars test 3: Korrigering for multiple sammenligninger med Holm-

Bonferroni, target alfa = 0,05. Varme 5 og Varme 10 = varmeeluering i henholdsvis 5 og 10 minutter.

Tabell 3. Krysstabeller med sammenlikning av utvalgte metoder. Rød farge viser antall 
prøver hvor varmebehandling er mer effektivt enn kommersiell metode.

A. Sammenligning av EGA-kit og varmestripping 

EGA-kit

Negativ DAT Positiv DAT Total

Varmestripping Negativ DAT1 21 2 23

Positiv DAT1 12 19 31

Total 33 21 54

B. Sammenligning av ELU-kit og varmeeluering

ELU-kit

Ikke påvist antistoff Påvist antistoff Total

Varmeeluering Ikke påvist antistoff 4 32 36

Påvist antistoff 3 12 15

Total 7 44 51

C. Sammenligning av DiaCidel og varmeeluering 

DiaCidel

Ikke påvist antistoff Påvist antistoff Total

Varmeeluering Ikke påvist antistoff 8 8 16

Påvist antistoff 7 29 36

Total 15 37 52
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lignet med de andre metodene som ble 
undersøkt, med en observert effektivi
tet på 86 %. Dette samsvarer med funn 
i andre studier (7). Resultatene bekref
ter også her at ingen elueringsmetode er 
best egnet til å bryte alle typer antigen-
antistoff-bindinger. Selv om DiaCidel 
og varmeeluering er signifikant mindre 
effektive til å dissosiere antistoff enn 
ELU-kit, påvises likevel fem antistoff i 
eluat fra DiaCidel og tre antistoff i eluat 
fra varmeeluering som ikke blir påvist i 
eluat fra ELU-kit. 

Sammenligning av elueringsmetoder for 
påvisning av ABO-antistoff 
Varmeeluering er antatt å være en egnet 
metode til eluering av ABO-antistoff (14), 
men det ble ikke påvist signifikant for
skjell mellom eluering med syre-EDTA og 
varmeeluering med fem minutters inku
bering. Det ble påvist falskt positive reak
sjoner i eluat for alle metoder. I henhold 
til Judd (4) vil det ikke være vanskelig å 
skille mellom en sann positiv reaksjon og 
en falskt positiv reaksjon i disse tilfellene, 
da den falskt positive reaksjonen alltid vil 
være mye svakere. Resultatene i denne 
studien viser imidlertid at det ikke alltid 
stemmer. For ti av seksten eluat med 
falskt positiv reaksjon, var de falskt posi
tive reaksjonene like sterke eller sterkere 
enn de sanne positive reaksjonene. 

Vurdering av klinisk nytteverdi
Klinisk er det flere situasjoner hvor strip
ping av IgG-antistoff og elueringsstudier 
kan være nyttige å utføre. Ved å ha meto
dene tilgjengelig kan man redusere for
sinkelse av transfusjonsbehandling, og 
behovet for genomisk typing hos pasi
enter med komplekse problemstillinger. 
Antigentyping inngår i utredning ved 
flere problemstillinger, og IgG-antistoff 
bundet til erytrocytter in vivo vil gi falskt 
positiv reaksjon ved typing med IAT. For 
å unngå at multitransfunderte pasienter 
danner alloantistoff av klinisk betydning, 
bør det gis så typelikt blod som mulig 
(17). For pasienter med AIHA er det, av 
samme årsak, anbefalt å type klinisk rele
vante antigen i blodtypesystemene Rh, K, 
Duffy, Kidd og MNSs (18, 19). Ved utred
ning av multiple alloantistoff kan anti
gentyping brukes til å si noe om hvilke 
antistoff pasienten kan danne, og hvilke 
antistoff som kan utelukkes. Også ved 
alloadsorbsjon er det nyttig å kjenne pasi
entens Rh-, K- Duffy-, Kidd- og MNSs- ➤

Tabell 4. Oversikt over antall prøver med samsvarende resultat mellom metodene etter 
stripping og eluering 

A. Stripping (n=54)

DAT-negativ 
med begge 

metoder

DAT- positiv 
med begge 

metoder

Samsvarende resultat
Antall (%, 95% KI)

DAT-negativ 
med en av 
metodene

EGA-kit/Gamma-Quin 25 16 41 (76, 63-85) 8/5

EGA-kit/Varme 21 19 40 (74, 61-84) 12/2

Gamma-Quin/Varme 17 18 35 (65, 51-76) 13/6

B. Eluering av alloantistoff innen Rh-, Kell-, Kidd-, Duffy-, MNSs- og Lutheran-systemene (n=51).

Påvist 
antistoff 

med begge 
metoder

Ikke påvist 
antistoff med 
noen metode 

Samsvarende resultat
Antall (%, 95% KI)

Påvist 
antistoff 

med en av 
metodene

ELU-kit/DiaCidel 28 2 30 (59, 49-68) 16/5

DiaCidel/Varme 11 14 25 (49, 39-59) 22/4

ELU-kit/Varme 12 4 16 (31, 23-41) 32/3

C. Eluering av ABO-antistoff (n=52).

Påvist 
antistoff 

med begge 
metoder

Ikke påvist 
antistoff med 
noen metode 

Samsvarende resultat
Antall (%, 95% KI)

Påvist 
antistoff 

med en av 
metodene

DiaCidel/ELU-kit 34 13 47 (90, 82-95) 3/2

DiaCidel/Varme 5 29 8 37 (71, 61-79) 8/7

ELU-kit/Varme 5 27 7 34 (65, 55-74) 9/9

Varme 5/Varme 10 18 15 33 (64, 54-73) 18/1

DAT = Direkte antiglobulin test. Varme 5 og Varme 10 = varmeeluering i henholdsvis 5 og 10 minutter.

Tabell 5. Samsvar mellom antigentyping utført før og etter stripping.

A. Antall feiltypinger med henholdsvis indirekte antiglobulin teknikk (IAT) og saltvannsteknikk etter 
stripping.

Saltvannsteknikk IAT

Metode n1 Feiltyping2

Antall (%, 95 % KI)
n1 Feiltyping2

Antall (%, 95 % KI)

EGA-kit 182 6 (3, 1-9) 199 12 (6, 3-13)

Gamma-Quin 154 1 (1, 0-6) 191 7 (4, 1-10)

Varme 168 14 (8, 4-15) 115 2 (2, 0-7)

1: Totalt antall typinger utført etter stripping med hver enkelt metode 2: Antall typinger med forskjell i resultat før og etter 

stripping av antistoff

B. Samsvar i antigentyping mellom metodene etter stripping. Der det er statistisk signifikant forskjell 
mellom to metoder er p-verdi uthevet.

Metode n3 p-verdi4 Holm-
Bonferroni5

Kritisk p-verdi

Observert 
samsvar %
(95 % KI)6

Saltvanns-teknikk

Gamma-Quin/Varmes 98 <0,01 0,02 91 (84-95)

EGA-kit/Gamma-Quin 91 0,13 96 (90-99)

Varme/EGA-kit 140 0,22 96 (90-99)

IAT

Varme/EGA-kit 110 0,63 96 (90-99)

EGA-kit/Gamma-Quin 150 0,73 95 (86-98)

Varme/Gamma-Quin 79 1,00 94 (86-98)

3: Antall prøver som var DAT-negative etter stripping med begge metoder 4: McNemars test 5: Korrigering for multiple 

sammenligninger med Holm-Bonferroni, target alfa = 0,05 6: Observert samsvar mellom metodene for antigentyping etter 

stripping av antistoff
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fenotype. Det vil forenkle valg av donor
celler, og antall ulike giverceller som 
brukes til adsorbsjon kan reduseres til én 
eller to (18, 20). For å identifisere de ulike 
antistoff ene ved multiple alloantistoff 
kan elueringsstudier benyttes i kombina
sjon med adsorbsjon (8, 21). Eluering kan 
også brukes ved positiv DAT hos nyfødte. 
For at barnet skal kunne affiseres av anti
stoff overført fra mor, må barnet ha anti
genet som antistoff et er rettet mot. For 
antigentyping med IAT vil positiv DAT 
in vivo hos barnet normalt føre til falskt 
positiv reaksjon. Det er imidlertid vist at 
både anti-D, -K og -Fya kan blokkere til
svarende antigen på barnets erytrocyt
ter (22-25). Dersom barnet har kliniske 
symptomer på HSN med positiv DAT, og 
antigen for aktuelt alloantistoff ikke kan 
påvises, kan barnets erytrocytter strippes 
for antistoff før antigentyping utføres. 

Studiens styrker og begrensninger
Studiens hovedstyrke er at det er utført 
en parvis sammenligning av metodene, 
med identiske prøver, og et høyt antall 
prøver for hver problemstilling. Sann
synligheten for feil som skyldes person
avhengige variasjoner er redusert ved at 
èn bioingeniør med lang erfaring innen 
blodtypeserologiske utredninger har 
utført henholdsvis 89 og 95 % av analy
seringen ved de to problemstillingene. 
Ved gjennomgang av resultatene ser man 
at enkelte prøver burde vært reanalysert, 
men fordi resultatene ble vurdert i etter
kant, vanligvis dagen etter analysering, 
var det ikke mulig å gjenta analyserin
gen. Det burde vært vurdert om det var 
mer hensiktsmessig å analysere færre 
prøver, og at prøvene ble satt opp i paral
leller for å sikre at tilfeldige feil ikke førte 
til feil resultat. Det er også mulig at DAT-
positive erytrocytter fremstilt in vitro kan 
gi en forskjell i elueringseffektivitet sam
menlignet med DAT-positive erytrocyt
ter dannet in vivo. Vi har sammenlignet 
de tre metodene med de samme prøvene 
for å redusere usikkerheten forbundet 
med dette. Det kan likevel tenkes at de 
forskjellige metodene har ulik evne til å 
eluere antistoff fra DAT-positive erytro
cytter fremstilt in vitro.

Konklusjon 
CE-IVD-sertifiserte elueringskit som er 
brukt i denne studien er egnet til hen
holdsvis stripping og eluering av IgG-

antistoff bundet til erytrocytter. Metoder 
for eluering av antistoff bør inngå i rutine 
ved utredning av ulike problemstillinger 
innenfor avansert blodtypeserologi. Stu
dien viser at ingen elueringsmetode er 
best egnet i alle situasjoner, og alterna
tive metoder bør derfor være tilgjenge
lige. Det er imidlertid viktig å være klar 
over muligheten for feiltyping, og det bør 
utføres typing også for andre klinisk vik
tige antigen enn de som er utført i denne 
studien. Videre studier kan også se på om 
forskjell i inkubasjonstemperatur og tid 
vil kunne påvirke antigentyping. n

Takk: 
Det praktiske arbeidet er utført ved enhet 
for blodtypeserologi på blodbanken i 
Arendal, Laboratorieavdelingen, Sørlan
det sykehus. Forfatterne ønsker å takke 
Laboratorieavdelingen i Arendal for til
rettelegging og støtte, slik at det var prak
tisk mulig å gjennomføre prosjektet. 

Interessekonflikter: Ingen oppgitt	
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