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Zusammenfassung

Die Kreuzprobe dient der Bestimmung der serologischen
Kompatibilitit von Spender- und Empfingerblut. Mittels
dieses Verfahrens kénnen mégliche Antikdrper gegen die
Erythrozyten des Spenders detektiert und so das Risiko fiir
immunologische Transfusionsreaktionen reduziert werden.
Fiir die Durchfithrung von Kreuzproben stehen verschie-
dene Verfahren zur Verfiigung: Neben dem Rohrchen-Ag-
glutinationsverfahren, welches hiufig als Referenzmethode
angeschen wird, stehen Gel- und immunchromatographi-
sche Verfahren zur Verfiigung.

In dieser Studie wurden ein Gel-Rohrchen-Verfahren, ein
durch Antiglobuline verstirktes Gel-Réhrchen-Verfahren
sowie ein immunchromatographisches Verfahren im Ver-
gleich zum Réhrchen-Agglutinationsverfahren an 28 ver-
schiedenen Major-Kreuzproben evaluiert. Die Evaluierung
ergab insgesamt eine 85,7 %ige Ubereinstimmung des
durch Antiglobuline verstirkten Gel-Réhrchen-, eine
60,7 %ige Ubereinstimmung des Gel-Rohrchen- und eine
35,7 %ige Ubereinstimmung des immunchromatographi-
schen Verfahrens mit dem Rhrchen-Agglutinationsverfah-
ren. Bei alleiniger Betrachtung der makroskopisch positiven
Testergebnisse war die Ubereinstimmung zwischen dem
Réhrchen-Agglutinationsverfahren und dem durch Antig-
lobuline verstirkten Gel-Rohrchen-Verfahren 100 %, dem
Gel-Rohrchen Verfahren 62,5% und dem immunchro-
matographischen Verfahren 0%.

Mit dem durch Antiglobuline verstirkten Gel-Rohrchen
Verfahren wurden 4/9 schwach positive Kreuzproben, bei
welchen mit dem Réhrchen-Agglutinationsverfahren eine
mikroskopische Agglutination mit einem Agglutinations-
grad von 1+ — 2+ sichtbar wurde, als kompatibel gewertet.
Bei allen weiteren Kreuzproben mit einem stirkeren Agg-
lutinationsgrad stimmten die Ergebnisse mit denen des
Réhrchen-Agglutinationsverfahrens iiberein. Die Transfu-
sion inkompatibler Blutprodukte kann zu himolytischen
Transfusionsreaktionen fiihren; die klinische Relevanz mi-
kroskopisch schwach positiver Kreuzproben ist jedoch un-
klar. Die Durchfithrung der verschiedenen Test-Kits nahm
im Vergleich zum Réhrchen-Agglutinationsverfahren deut-
lich weniger Zeit in Anspruch. Aufgrund der starken Uber-
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Evaluation of different cross-matching
techniques in comparison to the tube
agglutination method in dogs

Cross-matching is used to determine the serological compat-
ibility of donor and recipient blood. This procedure is used
to detect possible antibodies against the donor's erythrocytes,
thereby reducing the risk of immunological transfusion re-
actions. Various methods are available for cross-matching:
In addition to the tube agglutination method, which is often
viewed as a reference method, gel and immunochromato-
graphic methods are available.

In this study, a gel tube method, an antiglobulin-enhanced
gel tube method, and an immunochromatographic method
were evaluated in comparison to the tube agglutination meth-
od in 28 different major cross-matches. The evaluation re-
sulted in 85,7 % agreement between the antiglobulin-en-
hanced gel tube method, in 60,7 % agreement between the
gel tube method and in 35,7 % agreement between the im-
munochromatographic method and the tube agglutination
method. Considering the macroscopically positive test results
alone, the agreement between the tube agglutination method
and the antiglobulin-enhanced gel tube method was 100 %,
the gel tube method 62,5 % and with the immunochromato-
graphic 0%.

Using the antiglobulin-enhanced gel tube method, 4/9 weak-
ly positive cross-matches, which were positive with a micro-
scopic degree of agglutination of 1+ — 2+ using the tube agglu-
tination method, were compatible. In all other cross-matches
with a higher degree of agglutination, the results were consis-
tent with those of the tube agglutination method. Transfusion
of incompatible blood products may result in hemolytic trans-
fusion reactions. However, the clinical relevance of microscop-
ically weakly positive cross-matches is unclear. The application
of the various test kits took significantly less time compared
to the tube agglutination procedure. Due to the strong agree-
ment and reduction in required time, the antiglobulin-en-
hanced gel tube method offers a good alternative to the refer-
ence method, especially in emergency situations. On the
other hand, there was only a weak agreement between the gel
tube and no agreement between the immunochromatograph-
ic method and the reference method.
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einstimmung und der Zeitersparnis bietet das durch Anti-
globuline verstirkte Gel-Rohrchen-Verfahren besonders
in Notfall-Situationen eine gute Alternative zur Referenz-
methode. Hingegen lag lediglich eine schwache Uberein-
stimmung des Gel-Rohrchen- und keine Ubereinstimmung
des immunchromatographischen Verfahrens mit der Refe-
renzmethode vor.

Schliisselworter: Canine Transfusionsmedizin,
Kompatibilitatstestung, Methodenvergleich

Keywords: Canine transfusion medicine,
compatibility testing, method comparison

Einleitung

Die Transfusionsmedizin stellt sowohl in der Human- als
auch in der Veterinirmedizin einen wichtigen Teil der Inten-
siv- und Notfallmedizin dar. Um das Risiko fiir immunolo-
gische Transfusionsreaktionen zu reduzieren, wird die Durch-
fithrung von Kreuzproben angeraten.”!? Dieses Verfahren
dient der Kompatibilititstestung und erméglicht Antikérper
gegen Antigene der Spendererythrozyten zu detektieren. Fiir
die Durchfithrung von Kreuzproben stehen verschiedene
Verfahren zur Verfiigung, welche bereits in mehreren Studi-
en vergleichend untersucht wurden. Bei der Durchfiithrung
von Kreuzproben gilt das R6hrchen-Agglutinationsverfahren
(RA) als Referenzmethode.5 In der Literatur sind verschiede-
ne Protokolle beschrieben.212.15.18.21 Ein Standard fiir die
Durchfithrung ist bisher nicht festgelegt, jedoch folgen alle
Protokolle dem folgenden Prinzip: Das Vollblut von Spender
und Empfinger wird jeweils durch Zentrifugation in Ery-
throzytenkonzentrat und Plasma aufgetrennt. Das Erythro-
zytenkonzentrat wird in einem dreimaligen Waschvorgang
mit PBS (Phosphatgepufferte Salzlosung) gewaschen, um
méglicherweise vorhandene Antikérper von den Erythrozy-
ten zu entfernen. Nachfolgend wird das Erythrozytenkon-
zentrat auf eine 3-5%ige Losung verdiinnt. Anschliessend
werden fiir die Major-Probe Spender-Erythrozytenkonzent-
rat-Lésung und Empfinger-Plasma und fiir die Minor-Probe
Empfinger-ErythrozytenkonzentracLsung und Spen-
der-Plasma vermischt, inkubiert und auf Himolyse und so-
wohl makroskopisch als auch mikroskopisch auf Agglutina-
tion kontrolliert. Da Hunde keine klinisch relevanten
natiirlichen Alloantikérper besitzen? und lediglich noch nie
zuvor transfundierte Hunde fiir eine Blutspende zugelassen
sind, wird beim Hund routinemissig keine Minor-Kreuzpro-
be, sondern lediglich eine Major-Kreuzprobe durchgefiihre.’
Zusitzlich wird eine Empfingerkontrolle durchgefiihrt, um
Alloantikérper gegen korpereigene Erythrozyten aus-
schliessen zu kénnen. Die Sensitivitit dieses Verfahrens va-
riiert je nach angewandtem Protokoll.# Jedoch wurden in
einer Studie auch bei vergleichbarem Versuchsprotokoll ab-
weichende Ergebnisse bei Durchfithrung durch zwei unter-
schiedliche Laboratorien festgestellt.23

Alternativ steht das Gel-R6hrchen-(GR)-Verfahren zur Ver-
fiigung, bei dem Erythrozyten-Konzentrat und Plasma nach
Inkubation auf ein Dextran-Acrylamide-Gel gegeben wer-

den. Durch Zentrifugation sinken ungebundene Erythro-
zyten durch das Gel auf den Boden des Réhrchens, wihrend
agglutinierte Erythrozyten im Gel sichtbar sind. Dieses
Verfahren steht auch als kommerzielles Test-Kit zur Verfii-
gung. Vorteile sind die objektivere Auswertung und die
Bestindigkeit der Ergebnisse. In bisherigen Studien konnte
eine weitgehende Ubereinstimmung der Ergebnisse mit
denen des RA-Verfahrens bestitigt werden.2!8:2! Allerdings
wurde in mehreren Studien gezeigt, dass die Sensitivitit bei
geringgradiger Ausprigung der Agglutination deutlich he-
rabgesetzt ist. In einer Studie, in welcher 80 Kreuzproben
vergleichend durchgefiihrt wurden, stimmten alle Ergeb-
nisse der Major-Kreuzproben (Agglutinationsgrad 3+ — 4+)
tiberein, jedoch wurde mit dem RA-Verfahren bei 8 Min-
or-Proben eine Inkompatibilitit detektiert (Agglutinations-
grad 1+), wihrend diese Proben mit dem GR-Verfahren
kompatibel waren.2 Ahnliche Ergebnisse wurden auch in
einer Studie, in welcher ein Vergleich verschiedener Kreuz-
proben mit Seren, die Antikérper in verschiedenen Verdiin-
nungsstufen enthielten, deutlich. Dabei konnte eine Uber-
einstimmung des GR- mit dem RA-Verfahren bei einer
Verdiinnung von 1:10 und 1:400, jedoch eine sinkende
Sensitivitit der GR-Methode bei niedrigerer Antikérper-
konzentration ab einer Verdiinnung von 1:1600 festgestellt
werden.2! Wihrend eines weiteren Vergleichs dieser beiden
Testverfahren wurden nur 35 % der Kreuzproben mit dem
RA-Verfahren als inkompatibel bewertet, wihrend mit dem
Gel-Verfahren alle Kreuzproben kompatibel waren.!2 Eine
héhere Sensitivitit des RA-Verfahrens im Vergleich zur
Gel-Methode wurde auch in einer weiteren Studie nach-
gewiesen.!’> Des Weiteren konnte teilweise eine geringere
Spezifitit der GR-Methode im Vergleich zum RA-Verfahren
nachgewiesen werden: In zwei Studien wurden teilweise (bei
1,4% bzw. bei 3,7 % der durchgefithrten Kreuzproben)
falsch-positive Ergebnisse im Vergleich zum RA-Verfahren
beschrieben. 15:21

In den letzten Jahren wurden mehrere Methoden entwi-
ckelt, um Kreuzprobenreaktionen zu verstirken. So erleich-
tert der Zusatz von Enhancern, wie das LISS-Reagenz, die
Bindung von Antikérpern und dadurch die Agglutination.!?
Zusitzlich ldsst sich durch den Zusatz von Antiglobulinen
die Sensitivitit verstirken. Beide Methoden kommen in der
Humanmedizin kombiniert als Tube-LISS-Indirekter-An-
tiglobulin-Test (tube LISS IAT) zum Einsatz. Dieser bens-
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tigt durch den Zusatz von LISS-Reagenz und Antiglobuli-
nen eine deutlich kiirzere Inkubationszeit und bietet ein
ebenso hohes oder sogar héheres Mass an Spezifitit und
Sensitivitit.” Vergleichbare Methoden wurden bereits in
mehreren veterinirmedizinischen Studien getestet.>!515 Im
Vergleich zum konventionellem RA- und auch im Vergleich
zur GR-Methode konnte durch den Zusatz von Antiglobu-
linen eine Steigerung der Sensitivitit erreicht werden.?!>
Daneben ist die Kompatibilititstestung mittels eines im-
munchromatographischen Verfahrens (ICS) méglich. Das
ICS-Assay besteht aus einem Teststreifen, welcher mit anti-
caninen Antiglobulinen benetzt ist und sowohl IgG, IgM
und Komplement C3 detektiert. Die Bindung wird durch
einen roten Farbstreifen sichtbar und zeigt die Inkompati-
bilitit der Proben an. Auch dieses Verfahren wurde bereits
in mehreren Studien evaluiert: Wihrend zweier Evaluierun-
gen war eine gute Ubereinstimmung der Ergebnisse mit
denen eines durch Antiglobuline verstirkten Gel-Testver-
fahrens (AGR) zu verzeichnen.>!! Dennoch wurde in einer
weiteren Studie im Jahre 2018, bei der drei verschiedene
Kreuzprobenverfahren auf die Erfassung von DEA 7-Anti-
kérpern bei 40 DEA 7 negativen Hunden getestet wurden,
eine deutliche Abweichung der Ergebnisse festgestellt: Wih-
rend sowohl mit dem GR- als auch mit dem RA-Verfahren
21 Kreuzproben positiv ausfielen, wurde mit dem ICS-Ver-
fahren nur ein inkompatibles Kreuzprobenpaar detektiert.!s
Auch in einer weiteren vergleichenden Studie wurden ledig-
lich 2,1% der Kreuzproben mit dem ICS-Assay als inkom-
patibel ausgewertet, wihrend mit dem RA-Verfahren 18,3 %
der Kreuzproben positiv ausfielen.!> Dariiber hinaus war die
Ubereinstimmung der Ergebnisse des ICS- mit dem
RA-Verfahren auch in einer weiteren Studie lediglich ge-
ring.2> Das AGR-Verfahren wurde in der Literatur bisher
lediglich im Vergleich zum ICS-Verfahren aber nicht zum
RA-Verfahren evaluiert und beschrieben.

Ziel dieser Studie war es, verschiedene kommerziell erhile-
liche Kreuzproben-Testkits im Vergleich zum RA-Verfahren
auf Ubereinstimmung der Ergebnisse sowie deren Praxis-
tauglichkeit bei der Durchfithrung von Major-Kreuzproben
beim Hund zu untersuchen.

Material und Methoden

Probenmaterial

Fiir die Evaluation verschiedener Kreuzprobenmethoden
im Vergleich zum RA-Verfahren wurden Blutproben jeweils
eines Spenders und eines Empfingers benétigt. Als Emp-
finger-Blutproben dienten EDTA-Blutproben von gesun-
den Hunden, welche im Rahmen einer Blutspende-Vorun-
tersuchung entnommen wurden, von Hunden, welche eine
Bluttransfusion benétigten und von Hunden, welche bereits
eine Bluttransfusion erhalten hatten und deren Blutbild
kontrolliert wurde. Es wurden lediglich Reste von zu diag-
nostischen Zwecken entnommenen Proben verwendet. Die
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Einwilligung der Patientenbesitzer zur Verwendung von
Probenresten zu wissenschaftlichen Zwecken wurde routi-
nemissig bei der Patientenannahme eingeholt. Als Spender-
blutproben dienten Proben der Blutkonserven. Die Entnah-
me erfolgte iiber eine sterile Spritze mit einer 20G-Kaniile
entweder wihrend der Herstellung des Erythrozytenkon-
zentrats oder direkt vor der Transfusion. Die Spenderblut-
proben wurden in einem Réhrchen ohne Zusatz eines wei-
teren Antikoagulanz bei 4°C bis zur Durchfithrung der
Kreuzproben (bis zu 6 Wochen) gelagert.

Kreuzproben

Der Vergleich der verschiedenen Kreuzproben-Methoden
erfolgte an 28 Major-Kreuzproben, welche zuvor durch das
konventionelle RA-Verfahren getestet wurden. Die Proben
wurden mit folgender Verteilung der Kreuzprobenergebnis-
se, bezogen auf das RA-Verfahren, ausgewihlt: Zehn nega-
tive Kreuzproben, zehn nur mikroskopisch positive Kreuz-
proben gleichmissig verteilt auf die verschiedenen
Agglutinationsgrade 1+ — 3+ und 8 makroskopisch positive
Kreuzproben gleichmiissig verteilt auf die verschiedenen
Agglutinationsgrade 1+ — 2+. Kreuzproben mit einer posi-
tiven Empfingerkontrolle (Agglutinationsgrad > 1+) wur-
den ausgeschlossen. Alle Proben wurden zusitzlich zum
konventionellem RA-Verfahren mit einem kommerziellen
Gel-Rohrchen-Test (RapidVet-H-Major Crossmatch, DMS
Laboratories, Flemington, New Jersey), einem durch Anti-
globuline verstirkten Gel-Réhrchen-Verfahren (Gel Test
Major Canine Crossmatch, Alvedia, Limonest, France),
sowie einem immunchromatographischen Verfahren (Lab-
Test Crossmatch Canine, Alvedia, Limonest, France) durch-
gefiihre. Die Durchfithrung der Testkits erfolgte nach Her-
stellerangaben. Zusitzlich wurde die Zeit gemessen, welche
fiir die Durchfithrung der Kreuzproben benétigt wurde.
Um die Stabilitit der Ergebnisse beurteilen zu kdnnen, wur-
den die Test-Ergebnisse sowohl sofort sowie am Folgetag
abgelesen.

Die Durchfiihrung erfolgte immer von derselben Person.
Die Ergebnisse wurden fotografisch dokumentiert und von
einer zweiten Person, geblindet zu den Ergebnissen der
durchfithrenden Person, ausgewertet.

Rohrchen-Agglutinationsverfahren

Die Durchfithrung des RA-Verfahrens erfolgte wie in der
bisherigen Literatur beschrieben.? Fiir die Durchfithrung
wurden je 200 ul Vollblut vom Empfinger sowie 100 ul Ery-
throzytenkonzentrat vom Spender verwendet. Neben jeder
Major-Kreuzprobe wurde auch eine Empfingerkontrolle
durchgefiithrt. Empfinger-Vollblut und Spender-Erythro-
zytenkonzentrat wurden bei 385 x g (Zentrifuge: Hima Pico
17; Heraeus; Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham, USA)
fiir 2 Minuten zentrifugiert. Das Empfinger-Plasma wurde
abpipettiert, auf Anzeichen von Himolyse untersucht und
in einem weiteren Réhrchen fiir die Kreuzprobe verwahrt.
Spender- und Empfinger-Erythrozytenkonzentrat wurden
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wurde die Probe innerhalb von 60 Sekunden zunichst bei
einer 100-fachen und schliesslich bei einer 500-fachen Ver-
grosserung auf Erythrozyten-Agglutination untersucht. Der

Evaluation verschiedener
Kreuzproben-Techniken
im Vergleich zum
Réhrchen-Agglutinations-
verfahren beim Hund

je dreimal gewaschen. Dafiir wurde dem Erythrozytenkon-
zentrat 500 ul PBS-Losung (Roti®Cell PBS, Carl Roth
GmbH, Karlsruhe) zugesetzt und erneut bei 385 x g fiir 1

Minute zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert ~ Grad der Agglutination wurde hier mit 0 — ++++ (0 = keine

und der Vorgang wurde zweimal wiederholt. Zur Herstel-  Agglutination, + = viele feine Agglutinate, ++ = mehrere

L. Herter, C. Weingart,
N. Merten, N. Bock,
B. Kohn

lung einer 3-5 %igen Erythrozytenkonzentrat-Lésung wur-  grosse und kleine Agglutinate, +++ = mehrere grosse Agg-

den 500l PBS mit 20 ul Erythrozytenkonzentrat ver-  lutinate, ++++= 1-2grosse Agglutinate) beschrieben. Eine

mischt. Fiir die Major-Kreuzprobe wurden 2 Tropfen (50 ul)
des Empfingerplasmas mit 1 Tropfen (25ul) der Spen-
der-Erythrozytenkonzentrat-Lésung vermischt. Zur Her-
stellung der Empfingerkontrolle wurden 2 Tropfen (50 pul)
des Empfingerplasmas mit 1 Tropfen (25 pl) der Empfin-
ger-Erythrozytenkonzentrat-Lésung vermischt (Abbildung
1). Die Probenréhrchen wurden anschliessend mit Parafilm
verschlossen und fiir 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Dar-
aufhin wurden die Kreuzproben-Réhrchen zentrifugiert (15
s bei 100 x g [Zentrifuge: Hettich Eba 20, Hettich, Tuttlin-
gen, Deutschland]). Zur makroskopischen Beurteilung
wurde zunichst der Uberstand auf Himolyse untersucht.
Der Grad der Himolyse wurde mit 0 — ++++ (0 = Plasma
erscheint nahezu transparent, (+) = Plasma erscheint leicht
verfirbt, + = Plasma ist leicht rotlich, ++ = Plasma ist rotlich,
+++ = Farbe des Plasmas nahezu identisch mit Farbe der
Erythrozyten, ++++ = Farbe des Plasmas und der Erythro-
zyten kann nicht mehr differenziert werden) beurteilt.
Nachfolgend wurde die Probe durch Tippen gegen das
Réhrchen resuspendiert. Ein Tropfen dieser Probe wurde
auf einem Objekttriger untersucht. Der Grad der makros-
kopischen Agglutination wurde mit 0 — +++ (0 = keine, + =
geringgradig, ++ = mittelgradig, +++ = hochgradig) beur-
teilt. Bei der anschliessenden mikroskopischen Beurteilung

o ™

Kreuzprobe galt bei einem mikroskopischen Agglutinati-
onsgrad von = 1+ als positiv.

Kreuzproben-Test-Kits

Insgesamt wurden 1 ml Empfinger-Vollblut und 100 pl
Spender-Erythrozytenkonzentrat bendtigt. Zur Separierung
des Empfinger-Plasmas wurde das Vollblut bei 1000x g
(Hettich Eba 270; Hettich, Tuttlingen, Deutschland) fiir 5
Minuten zentrifugiert.

Gel-Réhrchen Verfahren (GR) (RapidVet-H-Major
Crossmatch®, DMS Laboratories, Flemington, New
Jersey)

Zur Durchfiithrung der Kreuzprobe wurden 200 pl Empfin-
ger-Plasma in das Reaktions-Réhrchen und 50l Spen-
der-Erythrozytenkonzentrat in das Priparier-Réhrchen mit
einer NaCl-Losung, speziell fiir den Gebrauch fiir im-
munohimatologische Testverfahren, pipettiert. Anschlie-
ssend wurden je 100 pul aus dem Priparier-Réhrchen in ein
Rahrchen fiir die Positiv-Kontrolle mit einem Lektin-Ge-
misch, in ein Réhrchen fiir die Negativ-Kontrolle mit einer
NaCl-Lésung, speziell fiir den Gebrauch fiir immunohi-
matologische Testverfahren, sowie in das Reaktions-Rohr-
chen pipettiert. Nach einer Inkubation von fiinf Minuten bei
Raumtemperatur wurden je 50 pl aus jedem Réhrchen in das
dazugehérige Gel-Réhrchen pipettiert. Anschliessend wur-
den die Test-Rohrchen bei 900 x g (Zentrifuge: Hima Pico
17; Heraeus; Thermo Scientific GmbH, Schwerte, Deutsch-
land) fiir 8 Minuten zentrifugiert. Agglutinierende Erythro-
zyten sinken nicht durch das Gel zum Boden, sind innerhalb
des Gels sichtbar und zeigen so ein inkompatibles Testergeb-
nisan, ungebundene Erythrozyten sinken bis zum Boden des
Réhrchens und zeigen so ein kompatibles Testergebnis an.

Antiglobulin verstirktes Gel-R6hrchen Verfahren
(AGR) (Gel Test Major Canine Crossmatch®, Alvedia,
Limonest, France)

Zur Vorbereitung wurden die Gel-Tests (Gel tube + Gel
support) fiir 2 Minuten bei 1000 x g zentrifugiert. Darauf-
hin wurde 1ml einer ionenarmen Kochsalzlosung (LISS
Reagenz) als Pufferlésung in ein Testrohrchen gefiille und
10 ul Spender-Erythrozytenkonzentrat hinzugegeben. Von
dieser Erythrozyten-Lésung wurden nun 50 pl in einem
zweiten Testrohrchen mit 25 ul Empfinger-Plasma ver-

mischt und bei Raumtemperatur fiir zehn Minuten inku-

Abbildung 1: Durchfiihrung von Kreuzproben mit dem Réhrchen-Agglutinationsverfahren;
Vordere Reihe von links: Rohrchen (R) 1: Empfangerkontrolle, R 2; erste Kreuzprobe, R 3;
Empfénger-Plasma, R 4; Erythrozytenkonzentrat-Losung von Empféanger und R 5-7:
diversen moglichen Spendern, hintere Reihe von links: R 1; zweite und R 2; dritte Kreuzprobe,
R 3; Empfanger-Erythrozytenkonzentrat, R 4-6: Erythrozytenkonzentrat diverser Spender.

biert. Anschliessend wurden 30 ul der Suspension in das
Gel-Test-Rohrchen pipettiert und bei 2000 x g fiir zehn
Minuten zentrifugiert (spezielle Zentrifuge: Hettich Eba
270; Tuttlingen, Deutschland). Agglutinierende Erythro-
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zyten sinken nicht durch das Gel zum Boden und werden
innerhalb des Gels sichtbar. Je nach Lage der Erythrozyten
im Gel ist eine Einteilung in verschiedene Agglutinations-
grade 1+ — 4+ moglich. Alle Ergebnisse > 1+ zeigen eine
inkompatible Kreuzprobe an.

Immunchromatographisches Verfahren (ICS) (Lab-
Test Crossmatch Canine®, Alvedia, Limonest, France)
Zunichst wurden vier Tropfen der ersten Pufferlssung, eine
ionenarme Kochsalzldsung (LISS Reagenz) in das Testrohr-
chen gegeben und mit 10 pl Spender-Erythrozytenkonzentrat
vermischt. Anschliessend wurden 120 pul Empfingerplasma
hinzugegeben und mit der Erythrozytenkonzentrat-Losung
vermischt. Die Lésung wurde fiir zehn Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschliessend erfolgte ein drei-
maliger Waschvorgang mit PBS: Dafiir wurden jeweils 3 ml
PBS mit der Lésung vermischt und bei 1000 x g (Hettich Eba
20; Turttlingen, Deutschland) fiir 2 Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abpipettiert und verworfen. Nach drei
Waschvorgingen wurden drei Tropfen einer zweiten Puffer-
16sung, eine Verdiinnungslésung, welche in den Testkits
enthalten ist, dem Sediment zugefiihrt und mit diesem ver-
mischt. Nun konnte der Kreuzproben-Streifen in die Suspen-
sion gestellt werden. Nach bis zu zehn Minuten wird neben
einem roten Kontrollstreifen eine Inkompatibilitit als rote
Test-Linie sichtbar.

makroskopisch negativ

makroskopisch AG 1+
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Statistische Analysen

Die statistische Auswertung erfolgte iiber IBM SPSS Stati-
stics 27 (IBM Corp. Released 2020. IBM SPSS Statistics
for Windows, Version 27.0. Armonk, NY: IBM Corp). Das
Mass der Ubereinstimmung der Ergebnisse der verschiede-
nen Kreuzproben Verfahren gegeniiber dem RA-Verfahren
wurde mit Cohens Kappa bestimmt. Mégliche Abweichun-
gen wurden mit dem McNemar-Test ausgewertet. Zur Be-
rechnung der Spezifitit und Sensitivitit wurde das RA-Ver-
fahren als ausgewihlte Vergleichsmethode verwendet. Als
signifikant wurden alle Werte p<0,05 angesehen.

Ergebnisse

R6hrchen-Agglutinationsverfahren
(Referenzmethode)

Mit dem RA-Verfahren waren insgesamt 10 Kreuzproben
kompatibel und 18 Kreuzproben inkompatibel. Himolyse
trat nicht auf. Die Verteilung der Agglutinationsgrade war
wie folgt: makroskopischer AG 1+ (n=3), 2+ (n=5) (Abbil-
dung 2); nur mikroskopischer AG 1+ (n=5), 2+ (n=4), 3+
(n=1) (Abbildung 3). Die mikroskopischen Agglutinations-
grade der insgesamt 18 positiven Kreuzproben waren wie
folgt: AG 1+ (n=5), AG 2+ (n=5), AG 3+ (n=8). Bei fiinf
Kreuzproben (makr. AG 2+ — 3+, mikr. AG 3+), war die

makroskopisch AG 2+

Sy

Abbildung 2: Makroskopische Auswertung von Kreuzproben mit dem Réhrchen-Agglutinationsverfahren: negativ und
positiv mit makroskopischen Agglutinationsgraden (AG) 1+ - 2+
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Abbildung 3: Mikroskopische Auswertung von Kreuzproben mit dem Rohrchen-Agglutinationsverfahren: negativ und positiv mit mikroskopischen

Agglutinationsgraden (AG) 1+ - 3+
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dazugehorige Empfingerkontrolle mikroskopisch schwach
positiv (mikr. AG 1+). Die Durchfiithrung beanspruchte 30
—43 Minuten (Median 36). Die Ergebnisse waren bei keiner
Probe stabil und am Folgetag auswertbar.

Gel-Roéhrchen Verfahren (GR)

Mit dem GR-Verfahren waren 19 Kreuzproben kompatibel,
neun waren inkompatibel (Abbildung 4). Eine Kreuzprobe
war verglichen mit dem RA-Verfahren falsch positiv. Die
Spezifitit lag bei 90% (95 % Konfidenzintervall 60 % —
98%). Bei drei von zehn Kreuzproben, welche mit dem
RA-Verfahren lediglich eine mikroskopische Agglutination
zeigten, wurde mit dem GR-Verfahren ebenfalls eine In-
kompatibilitit nachgewiesen. Zudem waren fiinf von acht
Proben (62,5 %), bei denen mit dem RA-Verfahren bereits
makroskopisch eine Agglutination sichtbar war, mit der
GR-Methode inkompatibel (Tabelle 1). Die Sensitivitit lag
bei 44 % (95 % Konfidenzintervall 25 % — 66 %). Insgesamt
wurde bei 17/28 Proben (60,7 %) eine Ubereinstimmung
der Ergebnisse festgestellt (k=0,29, p=0,06). Die Abwei-
chung der Ergebnisse des GR-Verfahrens zu denen des
RA-Verfahrens war signifikant (p=0,01). Die Durchfiithrung
des GR-Tests war sehr einfach und beanspruchte lediglich
14 — 17 Minuten (Median 17). Jedoch war die Auswertung
bei drei Proben erschwert. Nach weiterer Beratung durch

Abbildung 4: Kreuzprobenergebnisse mit dem Gel-Réhrchen Verfahren: kompatibel und

inkompatibel.

den Hersteller wurden diese Proben als inkompatibel ge-
wertet. Die Ergebnisse blieben bei 26/28 Proben iiber min-
destens 24 Stunden stabil.

Durch Antiglobuline verstirktes Gel-Réhrchen Verfah-
ren (AGR)

Durch das AGR-Verfahren wurde bei 14 Kreuzproben eine
Inkompatibilitit (AG 1+ [n=6], AG 2+ [n=3], AG 3+ [n=4],
AG4+ [n=1]) festgestellt, 14 Kreuzproben waren kompatibel
(Abbildung 5). Bei allen Proben, welche mit dem RA-Ver-
fahren kompatibel waren, wurde auch mit dem AGR-Ver-
fahren eine kompatible Kreuzprobe angezeigt. Es wurde
eine Spezifitit von 100 % erreicht (95 % Konfidenzinterva-
11 72% — 100 %). Von 10 Proben, welche mit dem RA-Ver-
fahren lediglich eine mikroskopische Agglutination aufwie-
sen, wurden sechs Proben (AG 1+ [n=2/5], AG 2+ [n=3/4],
AG 3+ [n=1/1]) mit dem AGR-Verfahren als inkompatibel
bewertet. Zudem waren bei jeder Probe, welche mit dem
RA-Verfahren makroskopisch inkompatibel war, auch Ag-
glutinate im Gel sichtbar (Tabelle 1). Die Sensitivitit lag
insgesamt bei 77 % (95 % Konfidenzintervall 54 % — 91 %).
Die Ausprigung der Ergebnisse war in zehn Fillen geringer,
in 17 Fillen identisch und in einem Fall stirker ausgeprigt
als die mikroskopische Auswertung mit dem RA-Verfahren.
Insgesamt stimmten 85,7 % der Ergebnisse bei diesem Ver-

Abbildung 5: Kreuzprobenergebnisse mit dem durch Antiglobuline verstarktem Gel-Rohrchen- Verfahren: negativ und positiv (Grad 1+ - 4+); Aggluti-
nierende Erythrozyten sinken nicht durch das Gel zum Boden und werden innerhalb des Gels sichtbar. Je nach Lage der Erythrozyten im Gel ist eine
Einteilung in verschiedene Agglutinationsgrade maglich: Grad 1+: Erythrozyten sind hauptséchlich am Boden sichtbar, wenige Agglutinate verteilen sich
innerhalb des Gels; Grad 2+: Erythrozytenagglutinate verteilen sich innerhalb des Gels; Grad 3+: Erythrozytenagglutinate sinken nur teilweise durch das
Gel; Grad 4+ Erythrozytenagglutinate passieren das Gel nicht und bilden oberhalb des Gels eine Linie.
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fahren mit denen des RA-Verfahrens iiberein. Im Vergleich
zeigte dieses Verfahren eine starke Ubereinstimmung
(k=0,71, p<0,01). Die Durchfiithrung war sehr einfach und
beanspruchte 21 — 23 Minuten (Median 22,5). Die Auswer-
tung war in einem Grossteil der Proben eindeutig. Lediglich
zwei Proben waren fraglich schwach inkompatibel und
wurden nach Beratung durch den Hersteller als inkompa-
tibel (AG 1+) gewertet. Bei allen Proben waren die Ergeb-
nisse mindestens iiber 24 Stunden stabil.

Immunchromatographisches Verfahren
(IcS)

Mit dem ICS-Verfahren waren alle Proben kompatibel (Ab-
bildung 6). Nur bei den Kreuzproben, welche mit dem
RA-Verfahren kompatibel waren, stimmten die Ergebnisse
iiberein (Tabelle 1). Dies war bei 10/28 Proben (37,5 %)
zutreffend. Die Spezifitit lag bei 100 % (95 % Konfidenzin-
tervall 72% — 100 %). Die Sensitivitit lag bei 0% (95 %
Konfidenzintervall 0% — 0,18). Die Cohens-Kappa-Analyse
war bei diesem Verfahren nicht signifikant (k=0,00, p=1,00).
Die Durchfithrung des McNemar-Tests war aufgrund der
Probenverteilung nicht méglich. Das Ergebnis war bei einer
Probe nicht eindeutig. Auf Grundlage einer Beratung durch
den Hersteller wurde diese Probe als kompatibel gewertet.
Auch bei diesem Testverfahren waren die Ergebnisse iiber
mindestens 24 Stunden stabil. Die Durchfithrung war
durch den Waschvorgang aufwendiger und beanspruchte

29 — 36 Minuten (M 30,5).

Diskussion

In dieser Studie wurden verschiedene kommerziell erhilt-
liche Kreuzproben-Testkits im Vergleich zum RA-Verfahren
auf Ubereinstimmung der Ergebnisse sowie deren Praxis-
tauglichkeit bei der Durchfithrung von Major-Kreuzproben
beim Hund untersucht. Die in dieser Studie verwendeten
Verfahren wurden bereits in mehreren Studien angewandt
und beschrieben,”12:1518.21 jedoch wurde bisher kein Stan-
dardverfahren fiir die Veterinirmedizin festgelegt.> Wih-
rend der Evaluation wurde eine deutliche Ubereinstimmung
des AGR-Verfahrens mit 85,7 %, jedoch lediglich eine
schwache Ubereinstimmung des GR-Verfahrens mit 60,7 %
und keine Ubereinstimmung des ICS-Verfahrens mit

35,7 % mit dem RA-Verfahren festgestellt.

Da das RA-Verfahren nach wie vor als Referenzmethode
gilt, wurde dieses Verfahren als Vergleichsmethode ausge-
wihlt. Auch in anderen vergleichenden Studien wies dieses
Verfahren eine sehr gute Sensitivitit auf.2121518.2! Jedoch
kann es auch zu fehlerhaften Ergebnissen kommen. So
kénnte Rouleaux-Bildung oder ungeniigendes Waschen der
Erythrozyten in falsch-positiven Ergebnissen und zu starkes
Verdiinnen der Erythrozyten oder Zerstérung fragiler Ag-
gregate durch zu starkes Tippen gegen das Rohrchen in
falsch-negativen Ergebnissen resultieren.! Weiterhin werden
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fiir dieses Verfahren unterschiedliche Protokolle beschrie-
ben, welche teilweise lediglich eine direkte Zentrifugation,
eine Inkubation bei Raumtemperatur, eine Inkubation bei
37°C, den Zusatz von Albumin oder auch von Antiglobu-
linen beinhalten. Auf diese Weise variieren Sensitivitit und
Spezifitit je nach angewandtem Protokoll.# Jedoch wurde
in einer Studie, bei der die Ergebnisse zweier RA-Verfahren
verglichen wurden, auch bei Verwendung einer dhnlichen
Methode durch zwei unterschiedliche Laboratorien ledig-
lich eine schlechte Ubereinstimmung der Ergebnisse fest-
gestellt.23 Daraus lisst sich folgern, dass die Ergebnisse
dieser Methode durch verschiedene Faktoren beeinflusst
werden kdnnen und die Auswertung einer gewissen Subjek-
tivitdt unterliegt. Um die Fehlerquelle méglichst gering zu
halten, wurden Kreuzproben in dieser Studie immer von
derselben Person durchgefiihrt und die Auswertung wurde
zudem durch eine zweite Person, geblindet zu den Ergeb-
nissen der durchfithrenden Person, reevaluiert.

Bei fiinf Kreuzproben (makr. AG 2+ — 3+, mikr. AG 3+)
war die dazugehorige Empfingerkontrolle bei Durchfiih-
rung des RA-Verfahrens mikroskopisch schwach positiv
(mikr. AG 1+). Aufgrund der schwachen Ausprigung dieser
Reaktion wurden diese Kreuzproben nicht aus der Ver-
gleichsuntersuchung ausgeschlossen. Jedoch ist der Einfluss
einer positiven Empfingerkontrolle auf das Ergebnis der
Kreuzprobe insbesondere in Bezug auf die verschiedenen
Kreuzproben-Verfahren bisher noch unklar.

| Original contributions
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B

Abbildung 6: Kreuzprobenergebnis mit dem immunchromatog

raphischen Verfahren:

kompatibel; im positiven Fall wird neben einem roten Kontrollstreifen eine
Inkompatibilitat als rote Test-Linie sichtbar, in dieser Abbildung ist lediglich der rote

Kontrollstreifen sichtbar.

Tabelle 1: Ubereinstimmung verschiedener Kreuzproben Methoden (Gel-Réhrchen
Verfahren [GR], Antiglobulin verstarktes Gel-Réhrchen Verfahren [AGR] und immunchro-

matographisches Verfahren [ICS]) im Vergleich zum Réhrchen-

Agglutinationsverfahren.

GR AGR ICS
Negativ 9/10 (90 %) 10/10 (100 %) 10/10 (100 %)
Mikroskopisch positiv 3/10 (30 %) 6/10 (60 %) 0/10 (0 %)
Makroskopisch positiv 5/8 (62,5 %) 8/8 (100 %) 0/8 (0%)
Gesamtheit 17/28 (60,7 %) 24/28 (85,7 %) 10/28 (35,7 %)
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Das konventionelle Gel-Verfahren ohne Verstirkung durch
Antiglobuline, welches als Labormethode sowie auch als
Testkit durchgefithrt werden kann, weist laut mehreren
Studien eine vergleichbare Sensitivitit und Spezifitit wie
das RA-Verfahren auf.21418 In einer Studie bei Katzen wur-
den mehrere Kreuzproben aufgrund von Rouleaux-Bildung
mit einem konventionellen GR-Verfahren falsch-positiv
ausgewertet.!® In anderen Untersuchungen wurde vermutet,
dass diese Methode lediglich starke Agglutination anzeigt
und feine Agglutinate durch die Gel-Matrix bis zum Boden
des Gel-Réhrchens absinken.2:12:15:21 In dieser Studie wurde
das GR-Verfahren als Test-Kit angewandt. Eine Inkompa-
tibilitit wurde bei 30 % der nur mikroskopisch und bei
62,5% der makroskopisch positiven Kreuzproben festge-
stellt. Die Ubereinstimmung war insgesamt lediglich
schwach (k=0,29, p=0,06). Das angewandte Test-Kit wurde
bereits in mehreren vergleichenden Studien eingesetzt: In
einer Untersuchung wurden zwar iibereinstimmende Er-
gebnisse von GR- und RA-Verfahren bei hoher Antikérper-
konzentration, jedoch eine sinkende Sensitivitit bei niedri-
ger Antikdrperkonzentration ab einer Verdiinnung von
1:1600 festgestellt.2! In zwei weiteren Studien, in denen
dieses Verfahren im Vergleich zum RA-Verfahren getestet
wurde, wurden keine der mit dem RA-Verfahren als inkom-
patibel gewerteten Kreuzproben detektiert.!2!5 Jedoch wur-
den teilweise (in 1,42 — 3,73 % der durchgefiihrten Kreuz-
proben) falsch-positive Ergebnisse im Vergleich zum
RA-Verfahren beschrieben.!>2! Auch in der vorliegenden
Evaluierung war eine Kreuzprobe mit dem GR-Verfahren
inkompatibel, wihrend das RA-Verfahren ein kompatibles
Ergebnis anzeigte.

Durch den Zusatz von Antiglobulinen (Coombs’-Reagenz)
konnte die Sensitivitit des Testverfahrens verstirkt wer-
den.81 Die Verstirkung durch den Zusatz von Antiglobu-
linen kann bei verschiedenen Verfahren angewandt werden.
Neben der Verstirkung des RA-Verfahrens oder der
GR-Methode kann ein durch Antiglobuline verstirktes im-
munchromatographisches (ICS) Verfahren Anwendung
finden.

Obgleich in verschiedenen vergleichenden Evaluationen
tibereinstimmende Ergebnisse mit dem AGR-Verfahren
erzielt wurden,?!! wies das ICS-Verfahren in mehreren Stu-
dien jedoch lediglich eine Sensitivitit von unter 50 %
auf.1518:23 In unserer Studie wurde bei keiner Kreuzprobe
eine Inkompatibilitit mit dem ICS-Verfahren nachgewie-

sen.

Die AGR-Methode, welche ebenfalls als Labormethode
sowie als Testkit Anwendung findet, wies in bisherigen Un-
tersuchungen eine 100 %ige Ubereinstimmung mit dem
ICS-Verfahren bei Verwendung eines Test Kits auf.>!! Es
lag eine hohere Sensitivitit im Vergleich zur konventionellen
GR-Methode ohne Verstirkung durch Antiglobuline bei
Anwendung der Labormethode (bei 27 % der Proben war

die Agglutination im Vergleich stirker) vor.8 Im Vergleich
zum RA-Verfahren wurde dieses Verfahren bisher noch
nicht evaluiert. In unserer Studie wurde ein Testkit ange-
wandt. Zwei von fiinf Kreuzproben mit einem mikroskopi-
schen Agglutinationsgrad von 1+, 3/4 Kreuzproben mit ei-
nem mikroskopischen Agglutinationsgrad von 2+ und alle
Kreuzproben mit einem stirkeren Agglutinationsgrad wur-
den mit diesem Verfahren als inkompatibel erkannt. Insge-
samt wurde so eine deutliche Ubereinstimmung von 85,7 %

mit dem RA-Verfahren (k=0,71, p<0,01) festgestellt.

35% der Kreuzproben wiesen mit dem RA-Verfahren le-
diglich eine mikroskopisch sichtbare Agglutination auf. Die
klinische Relevanz niedriger Antikérper-Titer ist unklar.
Das Auftreten akuter Transfusionsreaktionen ist unwahr-
scheinlich, jedoch ist es moglich, dass auch die Transfusion
einer schwach kreuzproben-inkompatiblen Blutkonserve
den Transfusionserfolg mindern kénnte. Zudem kénnte es
zu einer Erhéhung des Antikérpertiters kommen, wodurch
bei weiteren Transfusionen Komplikationen entstehen
kénnten. Empfinger mit sehr niedrigen Alloantikérperspie-
geln konnten méglicherweise nicht sofort auf eine Transfu-
sion reagieren, sondern die Alloantikérperproduktion nach
der Transfusion hochregulieren.?2 Verzogerte Transfusions-
reaktionen sind insbesondere aufgrund der Grunderkran-
kungen der Empfinger klinisch schwer nachzuweisen und
koénnten daher unbemerkt bleiben. Durch die Transfusion
ausschliesslich kreuzprobenkompatibler Blutprodukte wur-
de ein hoherer Transfusionserfolg beschrieben.!” Die Trans-
fusion einer makroskopisch kreuzproben-inkompatiblen
Blutkonserve kann das Auftreten einer akuten himolyti-
schen Transfusionsreaktion zur Folge haben und stellt somit
ein hohes Risiko fiir den Patienten dar.31© Aus diesem
Grund ist besonders die korrekte Erfassung makroskopisch
positiver Kreuzprobenergebnisse von klinischer Relevanz.
Wihrend durch die AGR-Methode 100 % der makrosko-
pisch positiven Kreuzproben als inkompatibel detektiert
wurden, erkannte die GR-Methode 62,5% und das
ICS-Verfahren keine der makroskopisch inkompatiblen

Kreuzproben.

Falsch-positive Kreuzproben im Vergleich zur Referenzme-
thode traten in dieser Studie selten auf. Lediglich bei einer
Probe, welche mit dem RA-Verfahren als kompatibel gewer-
tet wurde, wurde mit dem GR-Verfahren eine inkompatib-
le Kreuzprobe detektiert. Das Auftreten falsch-positiver
Proben spielt eine untergeordnete Rolle fiir den Patienten,
kann allerdings zur Einschrinkung der Verfiigbarkeit von
Blutprodukten und somit zu einer Verzdgerung der Trans-
fusion fiihren.

Da Bluttransfusionen hiufig in Notfallsituationen indiziert
sind, bleibt hiufig nicht geniigend Zeit fiir eine umfassende
Kompatibilititstestung.20 Aus diesem Grund ist es essenzi-
ell, dass praxistaugliche Verfahren verfiigbar sind, welche
eine schnelle und einfache Durchfithrung erméglichen und
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eine hohe Sensitivitit und Spezifitit aufweisen. Die Durch-
fithrung der Kreuzproben ist besonders bei den Gelverfah-
ren durch Entfallen des Waschvorgangs und kiirzere Inku-
bationszeiten vereinfacht und deutlich schneller. Wihrend
die Durchfithrung des RA-Verfahrens in dieser Studie im
Median 36 Minuten in Anspruch nahm, wurde fiir das
ICS-Verfahren 30,5 Minuten, fiir die AGR-Methode 22,5
Minuten und fiir die GR-Methode lediglich 17 Minuten
benétigt. Einen weiteren Vorteil bieten die beschriebenen
Testkits durch die weitgehende Stabilitit der Ergebnisse,
wodurch eine Reevaluierung zu einem spiteren Zeitpunkt
ermdglicht wird.

Obgleich Kreuzproben unabhingig von der angewandten
Methode mit einem Agglutinationsgrad von 2 1+ als inkom-
patibel gewertet werden, kann es in der Praxis zu Situatio-
nen kommen, in denen aufgrund fehlender Verfiigbarkeit
von Blutkonserven die Transfusion geringgradig kreuzpro-
ben-inkompatibler Blutkonserven unvermeidbar ist. Aus
diesem Grund ist die Einteilung in verschiedene Grade der
Inkompatibilitit von Bedeutung. Diese wird laut Herstel-
lerangaben lediglich fiir die AGR-Methode beschrieben,
jedoch wird in verschiedenen Studien auch die Bandstirke
des ICS-Verfahrens in die Grade 1+ — 4+ eingeteilt.!! Die
Auswertung der GR-Methode hingegen erméglicht ledig-
lich die Einteilung in kompatible und inkompatible Kreuz-

proben.

Diese Studie weist mehrere Limitationen auf. So wurde le-
diglich eine kleine Anzahl von Proben verglichen, sodass
eine statistische Signifikanz nicht immer gegeben war. Zu-
dem wurden keine Kreuzproben mit einem mikroskopi-
schen Agglutinationsgrad von 4+ oder einem makroskopi-
schen Agglutinationsgrad von 3+ verglichen. Eine solch
starke Reaktion in der Kreuzprobe ist dusserst selten und
wurde lediglich bei Kreuzproben beobachtet, welche auf-
grund deutlicher Agglutination in der Empfingerkontrolle
aus der Studienpopulation ausgeschlossen werden mussten.
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Originalarbeiten | Original contributions

In mehreren Studien wurde vermutet, dass die mikrosko-
pische Auswertung des RA-Verfahrens zu sensitiv sein kénn-
te und schwach mikroskopisch positive Kreuzproben még-
licherweise keine klinische Relevanz haben.!>23 Da auch im
Rahmen dieser Untersuchung méglichst kompatible Trans-
fusionen verabreicht wurden, konnte die klinische Relevanz
der verglichenen Kreuzproben in dieser Studie nicht unter-
sucht werden.
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Evaluation de différentes techniques
de compatibilité croisée par rapport

a la méthode d’agglutination en tube
chez le chien

Le test de compatibilité croisée permet de déterminer la com-
patibilité sérologique du sang du donneur et du receveur. Cette
procédure permet de détecter d’éventuels anticorps dirigés
contre les érythrocytes du donneur et de réduire ainsi le risque
de réactions transfusionnelles immunologiques. Différentes
méthodes sont disponibles pour la réalisation d’échantillons
croisés: Outre la méthode d’agglutination en tube, qui est sou-
vent considérée comme la méthode de référence, il existe des
méthodes sur gel et immunochromatographiques.

Dans cette étude, une méthode sur tube-gel, une méthode
sur tube-gel renforcée par des antiglobulines et une méthode
par immunochromatographie ont été évaluées par rapport
3 la méthode d’agglutination en tube sur 28 échantillons
croisés majeurs différents. L'évaluation a montré une concor-
dance globale de 85,7% entre la méthode des tubes-gel
renforcés par des antiglobulines, de 60,7 % entre la méthode
des tubes-gel et la méthode d’agglutination des tubes, et de
35,7 % entre la méthode immunochromatographique et la
méthode d’agglutination des tubes. Si 'on considére uni-
quement les résultats des tests macroscopiques positifs, la
concordance entre la méthode d’agglutination sur tube et
la méthode sur tube-gel renforcée par des antiglobulines
était de 100 %, celle sur tube-gel de 62,5 % et celle immu-
nochromatographique de 0%.

Avec la méthode du gel-tube renforcé par des antiglobulines,
4/9 échantillons croisés faiblement positifs, pour lesquels
une agglutination microscopique avec un degré d’aggluti-
nation de 1+ - 2+ a été visible avec la méthode d’agglutina-
tion en tube, ont été jugés compatibles. Pour tous les autres
échantillons croisés présentant un degré d’agglutination plus
important, les résultats étaient conformes a ceux obtenus
par la méthode d’agglutination en tube. La transfusion de
produits sanguins incompatibles peut entrainer des réac-
tions transfusionnelles hémolytiques, mais la pertinence
clinique d’échantillons croisés faiblement positifs au micros-
cope n'est pas claire. La réalisation des différents kits de test
a pris beaucoup moins de temps que la procédure d’agglu-
tination en tube. En raison de la forte concordance et du
gain de temps, la méthode des tubes-gel renforcés par des
antiglobulines constitue une bonne alternative a la méthode
de référence, en particulier dans les situations d’urgence.
En revanche, il n’y avait qu'une faible concordance entre la
méthode des tubes en gel et la méthode de référence et au-
cune concordance entre la méthode immunochromatogra-
phique et la méthode de référence.

Mots clés: médecine transfusionnelle canine,
test de compatibilité, comparaison des méthodes

Valutazione di diverse tecniche di
cross-matching messe a confronto
con il metodo di agglutinazione in
provetta nei cani

Il cross-matching ¢ una procedura utilizzata per determina-
re la compatibilita sierologica tra il sangue del donatore e
quello del ricevente. Questo metodo consente di rilevare
eventuali anticorpi diretti contro gli eritrociti del donatore,
riducendo cosi il rischio di reazioni trasfusionali immuno-
logiche. Esistono diversi metodi per eseguire il cross-
matching: oltre al metodo di agglutinazione in provetta,
considerato spesso come metodo di riferimento, sono dispo-
nibili anche metodi basati su gel e tecniche immunocro-
matografiche.

In questo studio sono stati valutati un metodo con gel in
provetta, un metodo con gel in provetta potenziato con
antiglobuline e un metodo immunocromatografico, con-
frontandoli con il metodo di agglutinazione in provetta su
28 campioni di maggiore cross-matching. I risultati della
valutazione hanno mostrato una concordanza complessiva
dell’85,7 % per il metodo con gel in provetta potenziato con
antiglobuline, del 60,7 % per il metodo con gel in provetta
e del 35,7 % per il metodo immunocromatografico rispetto
al metodo di agglutinazione in provetta. Considerando solo
i risultati positivi a livello macroscopico, la concordanza tra
il metodo di agglutinazione in provetta e il metodo con gel
in provetta potenziato con antiglobuline ¢ stata del 100 %,
quella con il metodo con gel in provetta del 62,5 %, mentre
con il metodo immunocromatografico dello 0%.

Il metodo con gel in provetta potenziato con antiglobuline
ha valutato 4 su 9 campioni di cross-matching debolmente
positivi come compatibili. In questi campioni, il metodo di
agglutinazione in provetta aveva evidenziato un’agglutina-
zione microscopica di grado 1+ — 2+. Per tutti gli altri cam-
pioni con un’agglutinazione di grado maggiore, i risultati
sono stati concordi con quelli del metodo di riferimento.La
trasfusione di emocomponenti incompatibili puo portare a
reazioni trasfusionali emolitiche; tuttavia, la rilevanza cli-
nica dei campioni debolmente positivi al microscopio non
¢ chiara. I vari kit di test hanno richiesto molto meno tem-
po rispetto al metodo di agglutinazione in provetta. Grazie
alla forte concordanza e al risparmio di tempo, il metodo
con gel in provetta potenziato con antiglobuline rappresen-
ta una valida alternativa al metodo di riferimento, soprat-
tutto in situazioni di emergenza. D’altra parte, il metodo
con gel in provetta ha mostrato solo una debole concordanza
e il metodo immunocromatografico non ha evidenziato al-
cuna concordanza con il metodo di riferimento.

Parole chiave: Medicina trasfusionale canina,
test di compatibilita, confronto tra metodi
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