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Hovedbudskap
 n Iden ti fi se ring av IgG-anti stoff og anti gen-

typing av pasi en ter med posi tiv direkte anti-
glo bu lin test (DAT) er rele vant både for trans-
fu sjons terapi og opp føl ging av gra vide.

 n Elueringsmetoder kan benyt tes ved 
utred ning av flere pro blem stil lin ger innen 
blodtypeserologi.

 n CE-IVD-ser ti fi serte kit for både strip ping 
og eluering av IgG-anti stoff er til gjen ge lige.

Nøk kel ord
IgG-anti stoff, Ery tro cyt ter, Eluering, Direkte 
antigloubulintest, DAT

Sam men lig ning av  
meto der for eluering av 
IgG-anti stoff bundet til 
ery tro cyt ter

Inn led ning 
Anti stoff bundet til ery tro cyt ter kan være 
invol vert i ulike syk doms pro ses ser som 
auto im mun hemo ly tisk anemi (AIHA), 
hemo ly tisk sykdom hos nyfødt (HSN) og 
sero lo giske trans fu sjons reak sjo ner. Iden-
ti fi se ring av disse anti stoff ene og anti gen-
typing av pasi en ter med posi tiv direkte 
anti glo bu lin test (DAT) er rele vant for å 
kunne gi mest mulig typelikt blod ved 
trans fu sjons terapi, og for opp føl ging av 
pasi en ter, blant annet ved gra vi di tet. 

For iden ti fi ka sjon av anti stoff eller 
anti gen typing må man først dis so siere 
anti stoff bundet til ery tro cyt tene i en 
elueringsprosess. Ikke-kovalente bin din-
ger mellom anti gen og anti stoff er rever-
si ble, og ved å behandle ery tro cyt tene 
kje misk, med varme eller ved å endre pH, 
kan anti stoff ene dis so sie res. På grunn av 
hete ro ge ni tet i kref ter som binder anti gen 
og anti stoff er det ingen elueringsmetode 

som er best egnet til å bryte alle typer 
bin din ger. Ved mul tiple anti stoff kan 
eluering i kom bi na sjon med adsorbsjon 
også benyt tes til å påvise de ulike anti stof-
fe nes spe si fi si tet (1, 2). Valg av metode 
avhen ger av hva man ønsker å oppnå: Om 
målet er å iden ti fi sere anti stoff i eluatet, 
eller om det er å anti gen type cel lene etter 
at bundet anti stoff er fjer net fra cel lene 
(DAT-nega tive celler). Dersom målet er 
å iden ti fi sere anti stoff et som er bundet 
til cel lene ønsker man å dis so siere mest 
mulig anti stoff, og anti gen kon fi gu ra sjo-
nen øde leg ges for å få med mest mulig 
anti stoff over i eluatet. Er målet anti gen-
typing av cel lene etter eluering, bruker 
man mil dere meto der for å dis so siere 
anti stoff ene og sam ti dig bevare kon fi gu-
ra sjo nen (3, 4). For å skille mellom disse 
to målene omta les elueringsprosessen for 
å fram stille DAT-nega tive celler til anti-
gen typing her et ter som «strip ping».

I Norge finnes i dag 27 blod ban ker som 
er god kjent av Hel se di rek to ra tet for pro-
duk sjon av blod og blod pro duk ter (5). 
De fleste av blod ban kene utfø rer påvis-
ning av kli nisk rele vante anti stoff (ABO/
RhD-typing og anti stoff screen ing), og 

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

Sam men drag
Bak grunn: IgG-anti stoff bundet til ery tro-
cyt ter kan være invol vert i ulike syk doms-
pro ses ser. Iden ti fi se ring av disse anti stof-
fene, og anti gen typing av pasi en ter med 
posi tiv direkte anti glo bu lin test (DAT) er rele-
vant både for trans fu sjons terapi og opp-
føl ging av pasi en ter ved gra vi di tet. Vi har 
sam men lig net elueringseffektivitet og sam-
sva rende resul tat for CE (Communauté 
Européenne)- og IVD (in vitro-dia gnos tisk)-
mer kede meto der og varmeeluering. 
Metode: Elueringsmetoder for strip ping 
av DAT-posi tive ery tro cyt ter og for påvis-
ning av anti stoff i eluat ble sam men lig net. 
McNemars test ble benyt tet til å sam men-
ligne meto de nes effek ti vi tet. Sta tisk sig-
ni fi kans nivå ble satt til p-verdi < 0,05 og 
Holm-Bonferronis metode for mul tiple sam-
men lig nin ger ble brukt. Andel sam sva rende 
resul tat mellom meto dene ble bereg net i 
pro sent.
Resul tat: Vi påviste sig ni fi kant for skjell i 
dia gnos tisk sen si ti vi tet mellom de ulike 
meto dene, og andel sam sva rende resul tat 
mellom meto dene var fra 64 til 90 %. Ved 
anti gen typing av DAT-nega tive ery tro cyt ter 
etter strip ping av anti stoff ble det obser-
vert både falskt nega tive og falskt posi tive 
reak sjo ner. 
Kon klu sjon: Meto der for eluering av IgG-
anti stoff fra ery tro cyt ter bør inngå i rutine 
for utred ning ved visse pro blem stil lin ger. 
Meto dene gir ikke sam sva rende resul tat 
ved alle pro blem stil lin ger, og alter na tive 
meto der bør være til gjen ge lige.
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om lag 40 pro sent av labo ra to ri ene utfø-
rer utred ning av anti stoff e nes spe si fi-
si tet med van lige kom mer si elle iden ti-
fi se rings panel og tek nik ker. Etter det 
vi vet, er meto der for in-vitro-eluering 
med påføl gende anti stoff den ti fi se ring i 
eluatet per i dag i bruk til pasi ent utred-
ning ved fem større blod ban ker i Norge, 
og når det gjel der meto der for eluering 
av IgG-anti stoff med påføl gende anti gen-
typing (stripping) utfø res dette kun ved 
to blod ban ker. Ved større syke hus erstat-
tes anti gen typing med sero lo giske meto-
der etter hvert med geno misk typing. Å 
etab lere syste mer for geno misk typing 
med «high-through put» av prøver er 
kost bart, og sero lo gisk typing kan fort-
satt være et alter na tiv (6). Labo ra to ri ene 
er også pålagt, i hen hold til krav fra hel-
se myn dig he tene, å benytte god kjente CE 
(Communauté Européenne)- og IVD (in 
vitro- dia gnos tikk)-ser ti fi serte rea gen ser 
til in vitro-dia gnos ti se ring. Slike CE-IVD-
ser ti fi serte elueringskit er til gjen ge lig fra 
flere leve ran dø rer, også i Norge.

Lit te ra tu ren som beskri ver ulike 
elueringsteknikker er uover sikt lig, og 
ofte av eldre dato med bruk av hjem me-
la gede rea gen ser og pro se dy rer (7, 8). Vi 
har ikke funnet stu dier som pre sen te rer 
sam men lig ning av effek ti vi tet og sam-
svar mellom kom mer si elle CE-IVD -ser ti-
fi serte kit fra Immucor og Bio Rad ved søk 
i PubMed. 

Denne stu dien ble utført i for bin delse 
med mas ter stu dium i Bio me di sin ved 

OsloMet, og hoved mål for opp ga ven var 
å utføre en syste ma tisk sam men lig ning 
av to kom mer si elle CE-IVD-ser ti fi serte 
elueringskit og en eldre ikke-kom mer si-
ell metode for hver pro blem stil ling (figur 
1):

 n Sam men ligne effek ti vi tet og sam svar 
mellom tre elueringsmetoder for å frem-
stille DAT-nega tive celler (strip ping): 
Varme strip ping ved 45 °C, Gamma® 
EGA-kit (syre-EDTA) og Gamma®-Quin 
(klorokindifosfat)

 n Sam men ligne sam svar for anti gen-
typing av DAT-nega tive celler.

 n Sam men ligne effek ti vi tet og sam svar 
mellom tre elueringsmetoder for å kunne 
påvise anti stoff i eluatet: Varmeeluering 
ved 56 °C og syreeluering med hen holds-
vis Gamma® ELU-kit II og DiaCidel. 

Mate riale og metode
Regio nal komite for medi sinsk og hel se-
fag lig forsk nings etikk (REK) sør-øst vur-
derte at stu diet er et kva li tets pro sjekt. 
Prø vene ble ano ny mi sert, og det er kun 
anti stoff spe si fi si tet, resul tat for DAT og 
blod type som inngår i resul tat bear bei-
ding og rap port. 

Utvalg
EDTA- og ACD-blod fra etab lerte blod-
gi vere, samt EDTA-blod fra pasi en ter 
med posi tiv DAT, ble benyt tet. Det ble 
også brukt EDTA-plasma med spe si fikke 
alloantistoff ned fros set ruti ne mes sig 
i for bin delse med svan ger skaps utred-

ning, og kom mer si elle anti sera (tabell 1). 
For å ha til strek ke lig prøve mate riale til å 
kunne sam men ligne meto dene ble blod 
fra etab lerte givere sen si bi li sert in vitro 
med anti stoff spe si fikt rettet mot anti gen 
på ery tro cyt tene. Det ble utført DAT etter 
in vitro-sen si bi li se ring, og DAT-nega tive 
prøver ble eks klu dert. 

Prø ve hånd te ring og ana ly se ring 
Skje ma tisk arbeids flyt er vist i figur 1, og 
rea gen ser som er benyt tet i stu dien er vist 
i tabell 1. Ved bruk av kom mer si elle kit er 
all utfø relse gjort i hen hold til pak nings-
ved leg gene. 

In vitro-sen si bi li se ring: Celler ble 
vasket tre ganger med Diluent pH7, og 
der et ter inku bert ved 37 °C i inntil to 
timer sammen med EDTA-plasma, eller 
med kom mer si elle anti sera vist i tabell 1, 
og 20 % poly ety len-glycol (PEG) i for hol-
det 1+1+2. Cel lene ble der et ter vasket tre 
ganger med Diluent pH7.

Eluering 
Strip ping for anti gen typing ble utført 
med kom mer si elt til gjen ge lige kit, hen-
holds vis EGA-kit og Gamma-Quin. DAT 
ble utført etter strip ping for kon troll av 
dis so sia sjon. Ved varme strip ping ble sen-
si bi li serte celler til satt Diluent pH7 i for-
hol det 1+3, og der et ter inku bert i inntil 
90 minut ter ved 45 °C. For kon troll av dis-
so sia sjon ble DAT utført etter inku be ring i 
hen holds vis 30, 60 og 90 minut ter. 

Eluering for anti stoff den ti fi se ring ble 

Figur 1. Skje ma tisk arbeids flyt for anti gen typing, sen si bi li se ring og eluering av anti stoff.
1Indirekte antiglobulinteknikk (IAT), 2 Direkte anti glo bu lin test (DAT).
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utført med kom mer si elt til gjen ge lige kit, 
hen holds vis ELU-kit og DiaCidel. Ved 
varmeeluering av alloantistoff ble prø-
vene inku bert ved 56 °C i fem minut ter. 
Ved varmeeluering av ABO-anti stoff ble 
alle prø vene inku bert i hen holds vis fem 
og ti minut ter. Etter inku be ring ble rørene 
sen tri fu gert i tre minut ter ved 2000 G, og 
eluatet ble over ført til nye glass rør og sen-
tri fu gert før ana ly se ring.

Anti gen typing
For å vur dere even tu ell end ring av anti-
gen kon fi gu ra sjon på strip pede ery-
tro cyt ter ble det utført anti gen typing 
av Duffy, Ss, Lua og Kpa med indi rekte 
antiglobulinteknikk (IAT), samt Rh, K og 
Cw med salt vanns tek nikk før og etter strip-
ping av anti stoff. Anti gen typing ble utført 
med kom mer si elle gel kort og anti sera.

Påvis ning av anti stoff i eluat
Ved eluering av alloantistoff ble det utført 
anti stoff screen ing i eluatet med screen-
ing celler og gel kort fra Diagnostics 
Grifols S.A. Ved eluering av ABO-anti-
stoff ble det utført påvis ning av anti-A og 
anti-B i eluatet på gel kort Coombs Anti-
IgG fra Bio Rad. Super na tant fra siste vask 
ble ana ly sert paral lelt med eluatet som 
kon troll på vas ke pro ses sen. 

Data ana lyse
Data ble ana ly sert ved hjelp av 
MedCalc® Software test ver sjon 18.11.6, 
IBM SPSS Statistics ver sjon 25, og 
GraphPad QuickCalcs. Meto de nes 
elueringseffektivitet er angitt i pro sent 
med 95 % kon fi dens in ter vall (KI), hvor KI 
er bereg net med modi fi sert Wald-metode 
(GraphPad QuickCalcs). For å sam men-
ligne meto de nes effek ti vi tet med tanke 
på eluering og over ens stem melse mellom 
anti gen typing før og etter strip ping av 
anti stoff, ble McNemars test for for skjell 
mellom parede kate go riske data benyt-
tet. P-verdi < 0,05 ble satt som sta tis-
tisk sig ni fi kant. Ved mul tiple sam men-
lig nin ger, ble den fami lie vise feil ra ten 
(family-wise error rate) kon trol lert med 
Holm-Bonferronis metode for å redu sere 
sann syn lig he ten for feil ak tig for kas telse 
av null hypo te sen (type 1-feil) (9). For å 
vur dere sam svar mellom meto dene ble 
det bereg net pro sent an del prøver med 
sam sva rende resul tat og 95 % KI (Graph 
Pad Quick Calcs). 

Resul tat
Sam men lig ning av meto der for strip ping
Det ble utført strip ping av 62 prøver. For 
åtte av prø vene ble pro se dy ren med var-
me be hand ling avslut tet etter 30 minut-
ters inku be ring selv om DAT fort satt var 
posi tiv, og prø vene ble derfor eks klu dert. 
Antall DAT-nega tive prøver etter strip-
ping av anti stoff var 33 for EGA-kit, 30 for 
Gamma-Quin og 23 for varme strip ping 
(figur 2A). EGA-kit viste større effek ti vi-
tet enn varme strip ping (p = 0,01) (tabell 
2A), men kryss tabel len i tabell 3A viser 
at to prøver som var DAT-nega tive etter 
varme strip ping, fort satt var DAT-posi tive 
etter strip ping med EGA. Det var sam sva-
rende resul tat mellom alle meto dene for 
65-76 % av prø vene (tabell 4A).

Anti gen typing 
Det ble utført anti gen typing på alle 
prøver som var DAT-nega tive etter strip-

ping. For alle tre meto der ble det obser-
vert falskt nega tive reak sjo ner ved typing 
av anti gen med IAT. Etter eluering med 
EGA-kit og Gamma-Quin ble det også 
obser vert falskt posi tive reak sjo ner. Ved 
anti gen typing med salt vanns tek nikk ble 
det obser vert både falskt posi tive og falskt 
nega tive reak sjo ner etter varme strip ping, 
og falskt nega tive reak sjo ner etter strip-
ping med EGA-kit og Gamma-Quin (tabell 
5A). Ved anti gen typing med salt vanns-
tek nikk ble det obser vert sta tis tisk sig ni-
fi kant for skjell mellom Gamma-Quin og 
varme strip ping, i over ens stem melse av 
resul tat før og etter eluering av anti stoff 
(p < 0,01) (tabell 5B). 

Sam men lig ning av meto der for påvis ning av 
alloantistoff i eluat
Det ble utført eluering av 61 prøver. For 
ti prøver ble det ikke påvist anti stoff i 
eluat for noen av meto dene, og prø vene 

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 eks klu dert. Det ble påvist anti stoff i 
44 eluat fra ELU-kit (dia gnos tisk sen si-
ti vi tet 86 %), 33 eluat fra DiaCidel (diag-
nos tisk sen si ti vi tet 65 %) og 15 eluat 
fra varmeeluering (dia gnos tisk sen si-
ti vi tet 29 %) (figur 2B). Det ble obser-
vert sta tis tisk sig ni fi kante for skjel ler i 
elueringseffektivitet mellom hen holds-
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 hen holds vis tre og sju eluat etter 
varmeeluering, som ikke ble påvist etter 
eluering med ELU-kit og DiaCidel. Det var 
sam sva rende resul tat mellom meto dene 
for 31-59 % av prø vene (tabell 4B). 

Sam men lig ning av meto der for påvis ning av 
ABO-anti stoff 
Det ble utført eluering av 52 prøver. 
For elleve prøver, hvor det var for ven-
tet å påvise enten anti-A eller anti-B, 
ble begge anti stoff påvist. Prø vene ble 
ikke eks klu dert, men vur dert som «ikke 

påvist» for respek tiv metode. For å se om 
inku be rings tid påvir ket resul ta tet ved 
varmeeluering, ble alle prø vene inku-
bert i hen holds vis fem og ti minut ter. 
Inku ba sjons tid med høy este dia gnos-
tiske sen si ti vi tet ble sam men lig net med 
de to andre elueringsmetodene; ELU-
kit og DiaCidel. Det ble påvist antistoff i 
37 eluat fra DiaCidel (diagnostisk sensi-
tivi tet 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 
obser  vert sta tis tisk sig ni fi kant for skjell 
i elueringseffektivitet mellom varme-
eluering med hen holds vis fem og ti 
minut ter inku be ring (p < 0,01) (tabell 2C), 
og sam sva rende resul tat mellom meto-
dene for 64-90 % av prø vene (tabell 4C). 

Dis ku sjon
Vi har utført en syste ma tisk sam men lig-
ning av CE-IVD-ser ti fi serte elueringskit 

og var me be hand ling til eluering av anti-
stoff bundet til ery tro cyt ter, og vur dert 
kli nisk nyt te verdi av å imple men tere 
meto der for eluering av IgG-anti stoff i 
labo ra to riet. Vi fant at selv om eluering 
og strip ping av IgG-anti stoff med varme 
ved hen holds vis 45 ̊C og 56 ̊C er mindre 
effek tiv enn de kom mer si elle meto dene, 
kan det i enkelte til fel ler være nyttig å ha 
varme behand lings me to dene til gjen ge lig.

Sam men lig ning av meto der for strip ping
Det ble funnet sig ni fi kant for skjell i effek-
ti vi tet mellom EGA-kit og varme strip-
ping (19 % for skjell i effek ti vi tet). Dette 
er i sam svar med andre stu dier som også 
viser sig ni fi kant for skjell mellom syre-
EDTA og var me be hand ling ved strip ping 
av anti stoff (10, 11). Stu dien viste også 
at selv om varme strip ping er sig ni fi kant 
mindre effek tiv i dis so sie ring av anti stoff 
enn EGA-kit, var to prøver som ble DAT-
nega tive etter behand ling med varme, 
fort satt DAT-posi tive etter strip ping med 
EGA-kit. Dette er i sam svar med pub li-

Figur 2. Meto de nes effek ti vi tet. 
A. Strip ping av celler som er posi tive med direkte anti glo bu lin test (DAT) (n=54). 
B. Eluering av alloantistoff innen Rh-, Kell-, Kidd-, Duffy-, MNSs- og Lutheran-syste mene (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 kon klu de res med at 
det ikke er en spe si fikk elueringsmetode 
som er best egnet til å bryte alle typer 
anti gen-anti stoff bin ding (4).

Anti gen typing 
Ved typing med salt vanns tek nikk ble det 
obser vert fær rest feiltypinger etter strip-
ping med Gamma-Quin. En studie viser 
at behand ling med klorokindifosfat ikke 
endrer ery tro cyt te nes anti gen struk-
tur (12), mens andre igjen viser til stu-
dier hvor celler som er behand let med 
klorokindifosfat gir sva kere reak sjon 
ved D-typing (13). Det ble obser vert flest 
feiltypinger etter varme strip ping, blant 
annet falskt posi tive reak sjo ner etter 
strip ping av Cw-nega tive prøver. Dette 
sam sva rer ikke med andre stu dier som 
viser til sva kere eller falskt nega tive reak-
sjo ner for anti gen typing etter behand ling 
med varme (10, 11). For skjell i rap por-
tert anti gen uttrykk etter var me be hand-
ling kan skyl des for skjell i inku be ring. Vi 
inku berte ved 45 °C i inntil 90 minut ter, 
mens det i andre stu dier er benyt tet 56 °C 
i 10 minut ter. 

Ved typing med IAT ble det obser-
vert flest falskt posi tive reak sjo ner etter 
behand ling med EGA-kit (tabell 5A). I 
hen hold til Kosanke kan behand ling med 
syre-EDTA føre til svake falskt posi tive 
reak sjo ner ved anti gen typing (14), mens 
Horn et al. ikke påvi ser noen falskt posi-
tive reak sjo ner etter strip ping med EGA-
kit, men der imot en falskt nega tiv reak-
sjon (15). Det er også kjent at anti gen i 
Kell-syste met kan bli øde lagt ved behand-
ling med syre-EDTA (13, 14). I denne 
stu dien ble det imid ler tid obser vert at 
D-anti ge net for to prøver som var typet 
svak D-posi tiv før strip ping, ble svek ket 
eller ikke påvist, og at K-anti ge net for fire 
K-posi tive prøver ble svek ket etter strip-
ping med alle tre meto dene. Selv om det 
er utført få typinger for hvert anti gen, 
viser resul ta tene at det er viktig å være 
klar over mulig het for feil typing etter 
strip ping av cel lene. 

Sam men lig ning av meto der for påvis ning av 
alloantistoff i eluat
Det er ikke øns ke lig å inn føre en metode 
med høy grad av uspe si fikke reak sjo ner. 
Prø vene med falskt posi tive reak sjo ner 
i til legg til for ven tet reak sjon, ble derfor 
ikke eks klu dert, men vur dert som «ikke 
påvist» for respek tiv metode. I våre stu-
dier var ELU-kit mest effek tiv sam men-

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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lig net med de andre meto dene som ble 
under søkt, med en obser vert effek ti vi-
tet på 86 %. Dette sam sva rer med funn 
i andre stu dier (7). Resul ta tene bekref-
ter også her at ingen elueringsmetode er 
best egnet til å bryte alle typer anti gen-
anti stoff-bin din ger. Selv om DiaCidel 
og varmeeluering er sig ni fi kant mindre 
effek tive til å dis so siere anti stoff enn 
ELU-kit, påvi ses like vel fem anti stoff i 
eluat fra DiaCidel og tre anti stoff i eluat 
fra varmeeluering som ikke blir påvist i 
eluat fra ELU-kit. 

Sam men lig ning av elueringsmetoder for 
påvis ning av ABO-anti stoff 
Varmeeluering er antatt å være en egnet 
metode til eluering av ABO-anti stoff (14), 
men det ble ikke påvist sig ni fi kant for-
skjell mellom eluering med syre-EDTA og 
varmeeluering med fem minut ters inku-
be ring. Det ble påvist falskt posi tive reak-
sjo ner i eluat for alle meto der. I hen hold 
til Judd (4) vil det ikke være van ske lig å 
skille mellom en sann posi tiv reak sjon og 
en falskt posi tiv reak sjon i disse til fel lene, 
da den falskt posi tive reak sjo nen alltid vil 
være mye sva kere. Resul ta tene i denne 
stu dien viser imid ler tid at det ikke alltid 
stem mer. For ti av seks ten eluat med 
falskt posi tiv reak sjon, var de falskt posi-
tive reak sjo nene like sterke eller ster kere 
enn de sanne posi tive reak sjo nene. 

Vur de ring av kli nisk nyt te verdi
Kli nisk er det flere situa sjo ner hvor strip-
ping av IgG-anti stoff og elueringsstudier 
kan være nyt tige å utføre. Ved å ha meto-
dene til gjen ge lig kan man redu sere for-
sin kelse av trans fu sjons behand ling, og 
beho vet for geno misk typing hos pasi-
en ter med kom plekse pro blem stil lin ger. 
Anti gen typing inngår i utred ning ved 
flere pro blem stil lin ger, og IgG-anti stoff 
bundet til ery tro cyt ter in vivo vil gi falskt 
posi tiv reak sjon ved typing med IAT. For 
å unngå at multitransfunderte pasi en ter 
danner alloantistoff av kli nisk betyd ning, 
bør det gis så typelikt blod som mulig 
(17). For pasi en ter med AIHA er det, av 
samme årsak, anbe falt å type kli nisk rele-
vante anti gen i blod type syste mene Rh, K, 
Duffy, Kidd og MNSs (18, 19). Ved utred-
ning av mul tiple alloantistoff kan anti-
gen typing brukes til å si noe om hvilke 
anti stoff pasi en ten kan danne, og hvilke 
anti stoff som kan ute luk kes. Også ved 
alloadsorbsjon er det nyttig å kjenne pasi-
en tens 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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feno type. Det vil for enkle valg av donor-
celler, og antall ulike giver celler som 
brukes til adsorbsjon kan redu se res til én 
eller to (18, 20). For å iden ti fi sere de ulike 
anti stoff ene ved mul tiple alloantistoff 
kan elueringsstudier benyt tes i kom bi na-
sjon med adsorbsjon (8, 21). Eluering kan 
også brukes ved posi tiv DAT hos nyfødte. 
For at barnet skal kunne aff se res av anti-
stoff over ført fra mor, må barnet ha anti-
ge net som anti stoff et er rettet mot. For 
anti gen typing med IAT vil posi tiv DAT 
in vivo hos barnet nor malt føre til falskt 
posi tiv reak sjon. Det er imid ler tid vist at 
både anti-D, -K og -Fya kan blok kere til-
sva rende anti gen på bar nets ery tro cyt-
ter (22-25). Dersom barnet har kli niske 
symp to mer på HSN med posi tiv DAT, og 
anti gen for aktu elt alloantistoff ikke kan 
påvi ses, kan bar nets ery tro cyt ter strip pes 
for anti stoff før anti gen typing utfø res. 

Stu di ens styr ker og begrens nin ger
Stu di ens hoved styrke er at det er utført 
en parvis sam men lig ning av meto dene, 
med iden tiske prøver, og et høyt antall 
prøver for hver pro blem stil ling. Sann-
syn lig he ten for feil som skyl des per son-
av hen gige varia sjo ner er redu sert ved at 
èn bio in ge niør med lang erfa ring innen 
blodtypeserologiske utred nin ger har 
utført hen holds vis 89 og 95 % av ana ly-
se rin gen ved de to pro blem stil lin gene. 
Ved gjen nom gang av resul ta tene ser man 
at enkelte prøver burde vært reanalysert, 
men fordi resul ta tene ble vur dert i etter-
kant, van lig vis dagen etter ana ly se ring, 
var det ikke mulig å gjenta ana ly se rin-
gen. Det burde vært vur dert om det var 
mer hen sikts mes sig å ana ly sere færre 
prøver, og at prø vene ble satt opp i paral-
lel ler for å sikre at til fel dige feil ikke førte 
til feil resul tat. Det er også mulig at DAT-
posi tive ery tro cyt ter frem stilt in vitro kan 
gi en for skjell i elueringseffektivitet sam-
men lig net med DAT-posi tive ery tro cyt-
ter dannet in vivo. Vi har sam men lig net 
de tre meto dene med de samme prø vene 
for å redu sere usik ker he ten for bun det 
med dette. Det kan like vel tenkes at de 
for skjel lige meto dene har ulik evne til å 
eluere anti stoff fra DAT-posi tive ery tro-
cyt ter frem stilt in vitro.

Kon klu sjon 
CE-IVD-ser ti fi serte elueringskit som er 
brukt i denne stu dien er egnet til hen-
holds vis strip ping og eluering av IgG-

anti stoff bundet til ery tro cyt ter. Meto der 
for eluering av anti stoff bør inngå i rutine 
ved utred ning av ulike pro blem stil lin ger 
innen for avan sert blodtypeserologi. Stu-
dien viser at ingen elueringsmetode er 
best egnet i alle situa sjo ner, og alter na-
tive meto der bør derfor være til gjen ge-
lige. Det er imid ler tid viktig å være klar 
over mulig he ten for feil typing, og det bør 
utfø res typing også for andre kli nisk vik-
tige anti gen enn de som er utført i denne 
stu dien. Videre stu dier kan også se på om 
for skjell i inku ba sjons tem pe ra tur og tid 
vil kunne påvirke anti gen typing. n

Takk: 
Det prak tiske arbei det er utført ved enhet 
for blodtypeserologi på blod ban ken i 
Aren dal, Labo ra to rie av de lin gen, Sør lan-
det syke hus. For fat terne ønsker å takke 
Labo ra to rie av de lin gen i Aren dal for til-
ret te leg ging og støtte, slik at det var prak-
tisk mulig å gjen nom føre pro sjek tet. 
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