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UPUTSTVO AUTORIMA ZA PRIPREMANJE RADA

Casopis "ANESTEZIJA, REANIMACIJA,
TRANSFUZIJA" je casopis Udruzenja
anestezista, reanimatora i transfuzista Srbije
registrovan kao glasilo javnog informisanja 1982.
godine, u kojem se objavljuju radovi ¢lanova
Udruzenja, i ¢lanova drugih drustava medicinskih i
srodnih  struka. Casopis objavljuje: originalne
radove, saopstenja, prikaze bolesnika, pregled e iz
literature, radove iz istorije medicine, radove za
praksu, vodice klinicke prakse.

Prispeli  rukopis  Uredivacki odbor 3alje
recenzentima radi struéne procene. Ukoliko
recenzenti predloze izmene ili dopune, Kkopija

recenzije se dostavlja autoru s molbom da unese
trazene izmene u tekst rada ili da argumentovano
obrazlozi  svoje  neslaganje s  primedbama
recenzenta. Kona¢nu odluku o prihvatanju rada za
stampu donosi glavni i odgovorni urednik.

Casopis se Stampa na srpskom jeziku, sa
kratkim sadrzajem prevedeni m na engleski jezik.
Radovi stranih autora se stampaju na engleskom
jeziku sa kratkim sadrzajem na srpskom i
engleskom jeziku.

OPSTA UPUTSTVA

Tekst rada kucati u programu za obradu teksta
Word, latinicom, sa dvostrukim proredom,
iskljucivo fontom Times New Roman i veli¢inom
slova 12 tacaka (12 pt). Sve margine podesiti na 25
mm, veli¢inu stranice na A4, a tekst kucati sa
levim poravnanjem i uvlaéenjem svakog pasusa za
10 mm, bez deljenja reci (hifenacije). lzbegavati
upotrebu tabulatora i uzastopnih prazni h karaktera
(spejsova) radi poravnanja teksta, ve¢ za to koristiti
alatke za kontrolu poravnanja na lenjiru i Toolbars.
Posle svakog znaka interpunkcije staviti samo
jedan prazan karakter. Ako se u tekstu Kkoriste
specijalni znaci (simboli), koristiti font Symbol.

Rukopis rada dostaviti odstampan jednostrano
na beloj hartiji formata A4 u tri primerka, zajedno
sa disketom ili diskom (CD) na koje je snimljen
identican tekst koji je i na papiru. Stranice
numerisati redom u okviru donje margine, pocev
od naslovne strane. Podaci o koris¢enoj literaturi u
tekstu oznacavaju se arapskim brojevima u

uglastim zagradama - npr. [1, 2], i to onim
redosledom kojim se pojavljuju u tekstu.

Naslovna strana: Na posebnoj, prvoj stranici

rukopisa treba navesti sledece:

- naslov rada bez skracenica;
wuw Tt " i " i

koa od njih:
- zvani¢an naziv ustanova u kojima autori rade i
mesto, i to redosledom Kkoji odgovara

indeksiranim brojevima autora;

- ukoliko je rad prethodno saopsten na nekom
stru¢hom sastanku, navesti zvani¢an naziv
sastanka, mesto i vreme odrzavanja;

- nadnu stranice navesti ime i prezime, kontakt -
adresu, broj telefona, faksa i e-mail adresu
jednog od autora radi korespondencije.

Autorstvo: Sve osobe koje su navedene kao autori

rada treba da se kvalifikuju za autorstvo. Svaki

autor treba da je ucestvovao dovoljno u radu na

rukopisu kako bi mogao da preuzme odgovornost

za celokupan tekst i rezultate iznesene u radu.

Autorstvo se zasniva samo na:

- bitnom doprinosu koncepciji rada, dobijanju
rezultata ili analizi i tumacenju rezultata,

- planiranju rukopisa ili njegovoj kritickoj re-
viziji od znatnog intelektualnog znacaja,

- zavrsnom doterivanju verzije rukopisa koji se
priprema za stampanje.

Autori treba da priloze opis doprinosa u ru-
kopisu za svakog koautora pojedina¢no. Fina n-
siranje, sakupljanje podataka ili generalno nadgl e-
danje istrazivacke grupe sami po sebi ne mogu
opravdati autorstvo. Svi drugi koji su doprineli iz-
radi rada, a koji nisu autori rukopisa, trebalo bi da
budu navedeni u zahvalnici s opisom njihovog
rada, naravno, uz pisani pristanak.

Kratak sadrzaj — SAZETAK: Uz originalni rad,
saopstenje, prikaz bolesnika, pregled iz literature,
rad iz istorije medicine i rad za praksu, na posebnoj
stranici treba priloziti kratak sadrzaj rada obima
200-300 reci. Za originale radove kratak sadrzaj
treba da ima slede¢u strukturu: uvod, cilj rada, me-
tod rada, rezultati i zakljucak. Svaki od navedenih
segmenata pisati kao poseban pasus, koji pocinje
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boldovanom re¢i "Uvod", "Cilj rada", "Metod
rada", "Rezultati" i "Zakljucak”. Navesti najvaznije
rezultate (numericke vrednosti) statisticke analize i
nivo znacajnosti.

Kljuéne re¢i: Ispod kratkog sadrzaja navesti
kljuéne reci (od tri do Sest). U izboru kljuénih reci
koristiti Medical Subject Headings - MeSH
(http://gateway.nIm.nih.gov).

Prevod na engleski jezik: Na posebnoj stranici
otkucati naslov rada na engleskom jeziku, puna
imena i prezimena autora, nazive ustanova na
engleskom jeziku i mesto.

Na sledecoj stranici priloziti kratak sadrzaj na
engleskom jeziku (Abstract) sa klju¢nim re¢ima
(Key words), i to za radove u kojima je obavezan
kratak sadrzaj na srpskom jeziku, koji treba da ima
200-300 reci. Apstrakt na engleskom treba da ima
istu strukturu kao i kratak sadrzaj na srpskom.

Prevesti nazive tabela, grafikona, slika, shema,
celokupni srpski tekst u njima i legendu.

Struktura rada: Svi podnaslovi se pisu velikim
slovima i boldovano.

Originalni rad treba da ima slede¢e podnaslove:
uvod, cilj rada, metod rada, rezultati, diskusija,
zakljucak, literatura.

Prikaz bolesnika ¢ine: uvod, prikaz bolesnika,
diskusija, zakljucak, literatura. Ne treba Kkoristiti
imena bolesnika, inicijale ili brojeve istorija
bolesti, narocito u ilustracijama.

Pregled iz literature ¢ine: uvod, odgovarajuci
podnaslovi, zakljucak, literatura. Pregledne radove
iz literature mogu objavljivati samo autori Kkoji
navedu najmanje pet autocitata (reference u kojima
su ili autori ili koautori rada).

Tekst rukopisa: Koristiti kratke i jasne recenice.
Prevod pojmova iz strane literature treba da bude u
duhu srpskog jezika. Sve strane reci ili sintagme za
koje postoji odgovarajue ime u nasem jeziku
zameniti tim nazivom.

Za nazive lekova koristiti iskljucivo genericka
imena. Uredaji (aparati) se oznacavaju trgovackim
nazivima, a ime i mesto proizvodaca treba navesti
u oblim zagradama. Ukoliko se u tekstu koriste
oznake koje su spoj slova i brojeva, precizno
napisati broj koji se javlja kao eksponent ili kao
indeks (npr. *Tc, IL-6, O,, By, CD8).

Skraéenice: Koristiti samo kada je neophodno, i to
za veoma dugacke nazive hemijskih jedinjenja,
odnosno nazive koji su kao skracenice veé
prepoznatljivi (standardne skracenice, kao npr.
DNK). Za svaku skra¢enicu pun termin treba
navesti pri prvom navodenju u tekstu, sem ako nije

standardna jedinica mere. Ne koristiti skracenice u
naslovu. Izbegavati  Kkoris¢enje  skradenica u
kratkom sadrzaju, ali ako su neophodne, svaku
skrac¢enicu ponovo objasniti pri prvom navodenju u
tekstu.

Decimalni  brojevi: U tekstu rada decimalne
brojeve pisati sa zarezom, a u tabelama, na
grafikonima i drugim prilozima, budu¢i da se u
njima navodi i prevod na engleskom jeziku,
decimalne brojeve pisati sa tatkom (npr. u tekstu ¢e
biti 12,5£3,8, a u tabeli 12.5£3.8). Kad god je
moguce broj zaokruziti na jednu decimalu.

Jedinice mere: Duzinu, visinu, tezinu i zapreminu
(volumen) izrazavati u metrickim jedinicama
(metar — m, kilogram — kg, litar — I) ili njihovim
delovima. Temperaturu izrazavati u stepenima
Celzijusa (°C), koli¢inu supstance u molima (mol),
a pritisak krvi u milimetrima zivinog stuba (mm
Hg). Sve rezultate hematoloskih, Klinickih i
biohemijskih  merenja navoditi  u  metrickom
sistemu prema Internacionalnom sistemu jedinica

(S).

Obim rukopisa: Celokupni rukopis rada — koji
¢ine naslovna strana, kratak sadrzaj, tekst rada,
spisak literature, svi prilozi, odnosno potpisi za njih
i legenda (tabele, fotografije, grafikoni, sheme,
crtezi), naslovna strana i kratak sadrzaj na
engleskom jeziku — mora iznositi za originalni rad,
saopstenje, pregled iz literature i vodi¢ Kklinic¢ke
prakse do 5.000 reci, za prikaz bolesnika do 2.000
reci, za rad iz istorije medicine do 3.000 reci, za rad
za praksu do 1.500 reci; radovi za ostale rubrike
moraju imati do 1.000 reci.

Provera broja reci u dokumentu moze s e izvrsiti
u programu Word kroz podmeni Tools -Word
Count ili File—Properties—Statistics.

Tabele: Tabele se oznacavaju arapskim brojevima
po redosledu navodenja u tekstu, sa nazivom na
srpskom i engleskom  jeziku. Tabele raditi
isklju¢ivo u programu Word, kroz meni Table—
Insert-Table, uz definisanje ta¢nog broja kolona i
redova koji ¢e ciniti mrezu tabele. Desnim klikom
na misu — pomocu opcija Merge Cells i Split Cells
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— spajati, odnosno deliti ¢elije. U jednu tabelu, u
okviru iste ¢elije, uneti i tekst na sr pskom i tekst na
engleskom jeziku — nikako ne praviti dve tabele sa
dva jezika! Koristiti font Times New Roman,
velic¢ina slova 12 pt, sa jednostrukim proredom i
bez uvlacenja teksta.

Koris¢ene skracenice u tabeli treba objasniti u
legendi ispod tabele na srpskom i engleskom
jeziku.

Svaku tabelu odstampati na posebnom listu
papira i dostaviti po jedan primerak uz svaku
kopiju rada (ukupno tri primerka tabele za rad koji
se predaje).

Fotografije: Fotografije se oznacavaju arapskim
brojevima po redosledu navodenja u tekstu, sa
nazivom na srpskom i engleskom jeziku. Za svaku

fotografiju dostaviti tri primerka ili tri seta u
odvojenim  kovertama. Primaju se iskljucivo
originalne fotografije (crno-bele ili u boji), na

sjajnom (glatkom, a ne mat) papiru, po moguéstv u
formata 9x13 cm ili 10x15 cm.

Na poledini svake fotografije staviti nalepnicu.
Na njoj napisati redni broj fotografije i strelicom
oznaciti gornji deo slike. Voditi racuna da se
fotografije ne ostete na bilo koji nacin.

Fotografije snimljene digitalnim fotoaparatom
dostaviti na CD i odstampane na papiru, vodeci
racuna o kvalitetu (ostrini) i wveli¢ini digitalnog
zapisa. Pozeljno je da rezolucija bude najmanje
150 dpi, format fotografije 10x15 cm, a format
zapisa *.JPG.

Ukoliko autori nisu u mogucénosti da d ostave
originalne fotografije, treba ih skenirati kao
Grayscale sa rezolucijom 300 dpi, u originalnoj
veli¢ini i snimiti na CD.

Fotografije se mogu objaviti u boji, ali dodatne
troskove stampe snosi autor.

Grafikoni: Grafikoni treba da budu uradeni i
dostavljeni u programu Excel, da bi se videle
pratee vrednosti rasporedene po celijama. Iste
grafikone linkovati i u Word -ov dokument, gde se
grafikoni  oznacavaju arapskim brojevima po
redosledu navodenja u tekstu, sa nazivom na
srpskom i engleskom jeziku. Svi podaci na
grafikonu kucaju se u fontu Times New Roman, na
srpskom i engleskom jeziku.

Koris¢ene skracenice na grafikonu treba
objasniti u legendi ispod grafikona na srpskom i
engleskom jeziku.

Svaki grafikon odstampati na posebnom listu
papira i dostaviti po jedan primerak uz svaku
kopiju rada (ukupno tri primerka za rad koji se
predaje).

Sheme (crtezi): Sheme raditi u programu Corel
Draw ili Adobe llustrator (programi za rad sa
vektorima, krivama). Svi podaci na shemi kucaju se
u fontu Times New Roman, na srpskom i
engleskom jeziku, veli¢ina slova 10 pt.

Koris¢ene skrac¢enice na shemi treba objasniti u
legendi ispod sheme na srpskom i engleskom
jeziku.

Svaku shemu odstampati na posebnom listu
papira i dostaviti po jedan primerak uz svaku
kopiju rada (ukupno tri primerka za rad Kkoji se
predaje).

Zahvalnica: Navesti sve one koji su doprineli
stvaranju rada a ne ispunjavaju merila za autorstvo,
kao §to su osobe koje obezbeduju tehni¢ku pomog,
pomo¢ u pisanju rada ili rukovode odeljenjem koje
obezbeduje opstu podrsku. Finansijska i materijalna
pomoé¢, u obliku sponzorstva, stipendija, poklona,
opreme, lekova i drugo, treba takode da bude
navedena.

Literatura: Reference numerisati rednim arapskim
brojevima prema redosledu navodenja u tekstu.
Broj referenci ne bi trebalo da bude veé¢i od 30,
osim u pregledu iz literature, u kojem je dozvoljeno
da ih bude do 50, dok za vodice klinicke prakse
broj referenci nije ogranicen. Broj citiranih
originalnih radova mora biti najmanje 80% od
ukupnog broja referenci, odnosno broj citiranih
knjiga, poglavlja u knjigama i preglednih ¢lanaka
manji od 20%.

Izbegavati koris¢enje apstrakta kao reference, a
apstrakte starije od dve godine ne citirati.
Reference ¢lanaka koji su prihvaceni za stampu
treba oznagiti kao "u stampi" (in press) i priloziti
dokaz o prihvatanju rada.

Reference se citiraju prema tzv. vankuverskim
pravilima (Vankuverski stil), koja su zasnovana na
formatima koja koriste National Library of
Medicine i Index Medicus. Naslove casopisa
skracivati takode prema nacinu koji Koristi Index
Medicus (ne stavljati tacke posle skracenica!). Za
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radove koji imaju do Sest autora navesti sve autore.
Za radove koji imaju vise od Sest autora navesti
prva tri i et al. Stranice se citiraju tako sto se
navede pocetna stranica, a krajnja bez cifre ili
cifara koje se ponavljaju (npr. od 152. do 157.
stranice navodi se: 152-7).

Prilikom  navodenja literature treba se
pridrzavati pomenutog standarda, jer je to vrlo

bitan  faktor za indeksiranje  prilikom
klasifikacije nauc¢nih ¢asopisa. Pravilnim
navodenjem literature Srpski arhiv bi dobio na
kvalitetu i bolje bi se kotirao na listi svetskih
naucnih ¢asopisa.

Primeri:

1. Clanak u gasopisu:

Maisch B, Seferovic PM, Ristic AD, et al.
Guidelines on the diagnosis and management of
pericardial diseases. Executive summary. Eur
Heart J 2004; 25(7):587 -610.

2. Poglavlje u knjizi:

Maisch B, Ristic AD, Funck R, et al. Dilated
cardiomyopathies and congestive heart failure. In:
Singal PK, Dixon IMC, Kirshenbaum LA, Dhalla
NS, editors. Cardiac Remodeling and Fai lure. Bos-
ton-Dordrecht-London: Kluwer Academic Publis h-
ers; 2003. p.35-65.

3. Knjiga:

Seferovic PM, Spodick DH, Maisch B, editors,
Maksimovic R, Ristic AD, assoc. editors. Perica r-
diology: Contemporary Answers to Continuing
Challenges. Beograd: Nauka; 2000.

Propratno  pismo: Uz rukopis
obavezno priloziti pismo koje su po t-
pisali svi autori, a koje treba da sa-
drzi:

» puna imena i prezimena autora
(bez titula) sa taénom godinom
rodenja svakog od njih:

» izjavu da rad prethodno nije
publikovan i da nije istovremeno

podnet za objavljivanje u nekom
drugom ¢asopisu i

» izjavu da su rukopis proéitali i
odobrili svi autori koji ispunjavaju
merila autorstva.

ww. T T - udi_ koii
doprineli izradi rada.

Slanje rukopisa: Rukopis rada i svi prilozi uz
rad dostavljaju se u tri primerka, zajedno sa CD -
om na kome je snimljen identi¢an tekst koji je i
na papiru. Rad se Salje preporu¢enom posiljkom
(ili donosi licno u Urednistvo) na adresu:
Udrzenje anestezista, reanimatora i transfuzista
Srbije, ul.Svetog Save 39, 11000 Beograd, sa
naznakom za casopis ANESTEZIJA,
REANIMACIA, TRANSFUZIJA, ili e-mailom
glavnom uredniku ¢asopisa.

Napomena: Rad koji ne ispunjava
uslove ovog uputstva ne moze Dbiti
upuéen na recenziju i biée vracen
autorima da ga dopune i isprave.
Pridrzavanjem uputstva za pisanje
rada znatno ¢e se skratiti vreme
celokupnog procesa do objavljivanja
rada u casopisu, S$to ¢e pozitivno
uticati na kvalitet 1 redovnost
izlazenja ¢asopisa.

Adresa:
Udrzenje anestezista, reanimatora i
transfuzista Srbije
ul. Svetog Save 39
11000 Beograd
E-mail: udruzenjeart@gm ail.com
Telefon glavnog urednika: 011 3615-015


udruzenjeart@gmail.com
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STEM CELLS - CRITICAL HEMOBIOLOGICAL ASPECTS AND CLINICAL PRACTICE

Bela Balint"* and Milena Todorovic **
YInstitute for Medical Research, University of Be Igrade, Serbia; 2Institute for Transfusiology of MMA,
Belgrade, Serbia; *Clinic for Hematology, Clinical Center of Serbia, Belgrade, Serbia; *School of Medicine,
University of Belgrade, Belgrade, Serbia.

Abstract

The hematopoiesis is a continuous and complex event in which blood cells from a small number of stem cells
(SCs) are produced through proliferation and differentiation. A complex network of interactive ma tters and
factors organize the toti/pluri/multipotent SC survival, maturation and multiplication. Namely, differentia-
tion and proliferation of SCs in the bone marrow (BM) are regulated by the extracellular matrix and micr o-
environment provided by stromal cells. These cells — including macrophages, fibroblasts, dendritic, endoth e-
lial and other cells — stimulate hematopoietic SCs by producing growth factors like FIt3 -ligand, stem cell
factor or c-kit-ligand, various interleukins, granulocyte -macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF),
granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF). Other cytokines secreted by stromal cells regulate the adh e-
sion molecules positioned on SCs, allowing them to remain in the BM or migrate to an area where the r e-
spective cell type is needed. Thus, hematopoietic SCs could be defined as cells capable for self -renewal with
high proliferative capacity and extensive potential to differentiate into all blood cells or numerous somatic
cell types (so-called SC plasticity due to "dedifferentiation" and/or "transdiffere ntiation") such as osteocytes,

chondrocytes, hepatocytes, myocytes, cardiomyocytes and even endothelial cells.

Key words: stem cell, biology, transplantation, clinical indications.

Introduction

Adult totipotent, pluripotent and multipotent stem
cells (SCs) give rise to repopulation of recipient's
BM (engraftment) with subsequent complete, sta-
ble and long-term reconstitution of hematopoiesis.
In addition, they are also capable of colonizing
different tissues (homing) (1-9). Thus, initial ex-
perimental and clinical studies showed that "i m-
plantation” of autologous SCs into damaged
and/or ischemic area induces their homing and
subsequent "transdifferentiation” into the cell
lineages of host organ, including collateral vessel
formation. Angiogeneic growth factors (or genes
encoding of these proteins) promote the develo p-
ment of collateral arterioles, and the process is
called as "therapeutic angiogenesis" or "neovasc u-
larization" (6—16).

In a few words, SC transplant involves the ad-
ministration of high-dose radio-chemotherapy and
(re)infusion of collected cells in order to obtain an
abolition of disease, as well as to get hematopoietic
reconstitution and general clinical improvement of
patient. SC transplant with reduced -intensity condi-
tioning (RIC) can be offered to patients who are in
eligible for high-dose conditioning because of their
age or comorbidities (17-19). Malignant hematolo

gyical diseases have so far been the most common
indication of this new treatment modality; it has

been less often used for nonmalignant diseases.

Nowadays BM and peripheral blood (PB) SC trans-
plants are more common in adult allogeneic or
autologous setting. Umbilical cord blood (UCB)
transplants have provided hopeful results in pediatry
mainly when a mached unrelated SC donor is uno b-
tainable (20-24).

Therefore, in practice for therapeutic use SCs
can be collected by: (a) multiple aspirations from
BM; (b) cell harvesting by apheresis from perip h-
eral blood after mobilization with chemother apy
and/or growth factors (rHuUG -CSF), and (c) purifi-
cation by processing from UCB. SCs co llected
from the stated sources can be clinically applied
(transplanted) immediately following harvesting
(allogeneic setting) or after a short -term storage in
liquid state or a long-term storage in frozen condi-
tion — cryopreservation (autologous setting) (2, 5,
6, 25-29).

Bone marrow derived stem cells
Historically, BM was the first source of SCs for

transplant in experimental and clinical setting (30—
35). A marrow harvest is the same for an al-
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logeneic donor as for an autologous patient. SCs
are collected by multiple aspir ations from the pos-
terior and anterior iliac crest and (seldom) from
sternum. The posterior iliac crest provides the
richest site of marrow. The procedure is per-
formed under sterile conditions in the operation
room, while the donor is generally anesthetize d.
In order to provide required number of nucleated
cells (TNCs), that is >3x10%kg of body mass
(kgbm), around 200 aspirations are required,
where single aspirate volume is 2 — 5 mL. Imme-
diately after the collection, cell aspirate should be
filtered in order to remove bone and lipid tissue
particles and/or cell aggregates. Anticoagulation is
provided using solution containing citrate and by
heparin diluted in saline (5000 1U/500 mL), using
autologous plasma or one of the cell culture me-
dium for resuspensi on of collected cells (5, 6, 25,
26).

The target dose of collected marrow is 10 — 15
mL per kgbm. Thus, the volume of aspirate is
relatively large (800 — 1000 mL) and it contains a
high count of red blood cells. Accordingly, in or-
der to prevent of anemia in donors, blood for
autologous transfusion (to carry out during SC
collection) should be collected around one week
before SC collection and transplant (36).

On the other hand, of aspirate volume, pre-
cisely red blood cell number and/or plasma qua n-
tity reduction is required (by processing), esp e-
cially for ABO incompatible (major and/or minor)
transplants or when cryopreservation is intended
(autologous setting). A commonly used minimum
target (after processing) of TNC count — for both
autologous and allogeneic transplants — s
2x10%/kgbm (26, 36). The depletion of unwanted
malignant cells or T-cells in final cell suspension
is achieved by the ex vivo purging procedure using
immunomagnetic cell selection (6). These SC p u-
rification procedures (processing and pur ging or
selection) enable reduction of the aspirate volume,
i.e. reduction of red blood cell for around 80 —
90%, or even more precisely, the depletion of
mentioned unwanted (malignant or T -cells) cells
with efficacy > 3 — 4 Logy, (3-6, 36). Develop-
ment of the ability to isolate selected SCs and/or
ex vivo expanded them in a large numbers is e x-
pected to broad their beneficial therapeutic effects,
since the limitation to many of SC applications
has been the absolute number of defined target
cells.

Peripheral blood derived stem cells

CD34 is the cluster designation given to a tran s-
membrane glycoprotein present on SC surface and
some stromal cells. Cells expressing the CD34
antigen (obtained from BM or PB) are capable of
complete reconstitution of hematopoi esis. The
first SC harvests from PB were accomplished in
"steady state hematopoiesis” — but using numer-
ous (6 to 9) collections and following cryoprese r-
vation was needed (32, 37). Currently, SCs are
harvested after mobilization by the use of chem o-
therapy and/or recombinant colony -stimulating
factors (rHuG-CSF). The typical number of
aphereses required is not more than one to three.

Briefly, SC harvesting from PB is performed
by blood cell separators. The apheretic procedure
is completely automated — uniform protocols are
applied, with respect to the required standardiz a-
tion of the collected SC product. During apher e-
sis, anticoagulation is achieved by ACD (solution
A, USP). In allogeneic setting venous access is
commonly realized through peripheral (ante -
cubical) veins. However, for autologous donors —
particularly for them who have received repeated
chemotherapy — SC harvest should be performed
across central venous access to circulation. Cath e-
ter-associated thrombosis is the most frequent
possible complicati on. Also, there is around one
percent hazard of the event of other complications
associated with these catheters including infe c-
tion, bleeding or pneumothorax. Thrombocyt o-
penia has been reported as a complication of
rHuUG-CSF administration and SC collection in
healthy donors (5, 36).

Nowadays peripheral blood have largely re-
placed marrow as the source of SCs. The PB d e-
rived SC transplant is characterized by: (a) less
invasive cell collection procedure; (b) absence of
the risk of bone infections, general anesthesia and
work in the surgical division; (b) faster hemat o-
poiesis reconstruction; (c) lower cell suspension
volume (250 — 300 mL) and (d) absence or
smaller level of contamination with tumor cells
than in marrow aspirate. Clinical data comparing
allogeneic peripheral blood vs. marrow transplants
from HLA-identical siblings have also shown that
peripheral blood derived SC recipients have faster
engraftment, improved hematopoietic and im-
mune reconstitution, lower transplant related mo r-
bidity (TRM), and a similar incidence of acute
GvHD. Earlier studies reported a higher risk of
chronic GvHD in allogeneic peripheral blood SC
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recipients. However, a recent prospective rando m-
ized study found no difference in the incidence of
this complication (36-40).

Due to the mentioned reasons, the number of
patients treated by SCs harvested from PB is ever
increasing worldwide, especially in autologous SC
transplant setting. In order to obtain adequate SC
yield, allogeneic donors are given rHUG —CSF 5 —
10 pg/kgbm per day. The count of CD34" cells in
the circulation begins to rise after 3™ day, and
peaks following 5 — 6 days of rHUG-CSF admini-
stration. In autologous setting, patients are given
higher rHUG-CSF dose (10-16 pg/kgbm daily) (6,
38-40).

In allogeneic setting, the first apheresis is per-
formed typically on the 5" day of the rHUG—CSF
application. The determination of optimal timing
of an autologous SC harvesting is more complex
and controversial. It is suggested than the optimal
time to begin autologous SC collectio n when the
leukocyte count exceeds 5-10x10%L. However,
the leukocyte count commonly does not correlate
with the CD34" number. The count of circulating
CD34" cells evidently correlate with the opti-
mized collection timing, as well as with the sup e-
rior CD34" yield in harvest. Generally, at perip h-
eral blood CD34" count = 10/uL, expected SC
yield = 1x10° per kgbm. It is also presented that
for a CD34" > 20 — 40/uL of peripheral blood the
possibility of the CD34" >2.5x10° per kgbm is
15% using one standard apheresis, and 60% after
one large—volume SC harvesting (36, 38).

The target mononuclear cell count in harvest
should be 314x10® per unit, that is > 2-4x10® per
kgbm, and CD34+ cells should be 330x10° per
unit or > 2-4x10%kgbm of the recipient in order to
expect successful transplant. However, recent data
support a benefit associated with greater CD34 *
yield (> 5x10°/kgbm) compared to the minimum
required cell quantity  for  engraftment
(> 1 x 10%kgbm) in autologous setting. Finally,
results obtained in our SC transplant center con-
firmed that large—volume apheresis is efficient
(CD34" > 5x10%kgbm) if the circulating CD34*
count was around 40 — 60/uL after mobilizing
regiment (6, 38). Although are generally accepted,
the stated values of SC vyields cannot guarant ee
stable and long-term BM repopulation after tran s-
plant. In order to achieve them, the following i s-
sues are needed: (a) quantity of pro cessed blood >
2 — 4 of patient's circulating blood volume per one
apheresis (large-volume leukapheresis), that is

around 12 — 25 L for person with around 70 — 80
kgbm, and/or (b) apheretic procedures should be
performed one to two (occasionally three) times in
the average (5, 38-40).

Selection of CD34" cells is associated with a
reduction of count of tumor cells (autologou s) or
T-cells (allogeneic) in harvest. Since peripheral
blood has become the major source of mobilized
SCs for allogeneic transplant — but with high-level
mononuclear cell contamination - effective tech-
nologies for unwanted cell depletion were deve I-
oped to reduce the risk of disease recurrence or
GvHD. The use of "positive" or "negative" imm u-
nomagnetic cell selection has been shown to be
the most effective method to achieve > 3 — 4 Log,
depletion of tumor or T -cells, while preserving the
high number of CD34" cells in the harvest.
Namely, the CD34" cell recovery (CD34" count in
comparison with the number present before sele c-
tion) should be at least 50 — 70% and cell purity
(ratio of CD34" vs. mononuclear cells) around 70
—90% or more (5, 6, 36).

Patients who have been earlier treated with
high-dose cytostatics may be poor responders to
SC mobilization protocol with rHuG -CSF plus
chemotherapy. The most efficient approach to
obtain a sufficient SC yield in harvest from poorly
mobilized patients is undetermined still. Simulta-
neously harvesting of SCs from BM and PB not
have been improved engraftment rate signif i-
cantly. Mobilization with rHuG -CSF alone is per-
haps more effective than rHuG -CSF plus chemo-
therapy for obtaining adequate CD34 * yield (36).
Increased doses of rHuG-CSF or polyethylene
glycol-conjugated G-CSF (Pegfilgrastim) , as well
as the use of rHuG-CSF plus IL-3 or CXCR4-
inhibitor (Plerixafor) protocols has also effectively
mobilized some autologous donors (41-44). Fi-
nally, application of the mobilizati on regimens
and/or apheresis may result in donor discomfort
and several immediately (bone pain, agrypnia and
lassitude) or delayed adverse events — but the side
effects were rare and manageable (36, 44 —46).

Umbilical cord blood derived stem cells

Patient's request for SCs have only in < 30% (re-
lated) and < 70% (unrelated) possibility of finding
an adult allogeneic donor. Because of the limited
availability of donors, attention has turned to al-
ternative sources of HLA-typed SCs. In recent
years, UCB has emerged as a feasible alternative

source of transplantable CD34" cells for alloge-
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neic transplant, mainly in patients who lack HLA -
matched donors of BM or PB derived SCs (20—
25).

UCB is a relatively rich in "more primitive"
SCs that can be used not only to reconstitute the
hematopoietic system, but have the potential to
give rise to non-hematopoietic cells (myocardial,
neural and endothelial cells, etc) by transdiffere n-
tiation. The "naive" nature of UCB lymphocytes
also permits the use of HLA -mismatched grafts at
1 — 2 loci without higher risk for severe GvHD
relative to BM transplant from a full matched u n-
related donor. On the other hand, UCB is rich in
primitive NK cells, which possess impressive pr o-
liferative and cytotoxic capacities and can be in-
duced Graft versus Leukemia (GvL) effect. The
use of UCB is an accepted cell source for pedia t-
ric patients for whom smaller cell count is enough
for engraftment, and for whom a matched unr e-
lated allogeneic BM or peripheral blood SC donor
is unavailable. However, a higher risk of graft
failure was noticed in children weighing > 45 kg.
Since the number of SCs in UCB is limited and
the collection can occur only in a single occasion
— its use in adult patients can be more proble m-
atic(22-25, 36).

UCB volume is typically 100 mL (range 40 —
240 mL) with a TNC count ~1x10° and CD34*
approximately 3x10°® per unit. UCB can easily be
cryopreserved, thus allowing for the establishment
of HLA-typed SC banks. Because UCB derived
SC banking requires high financial investment and
organizational efforts, banking efficiency should
be optimized. An important determinant of ban k-
ing efficiency is the ratio of co llections that can be
cryopreserved and supplied for transplant. Al-
though there were reasons for removing UCB
units that may be less amenable to improvement,
such as low volumes and low cell counts, a nu m-
ber of obstetric factors influencing the outcome of
collections could be evaluated further, including
the time of cord clamping, length of gestation,
length of labor, the newborn's body weight, and
the weight of the placenta (24, 36).

Autologous SC transplants

When is BM appropriate to use as source of SCs
for autologous resuscitation following myeloabl a-
tive radio-chemotherapy or RIC depends on the
marrow general state and/or infiltr ation with ma-
lignant cells. Fibrosis makes marrow not possible
for SC collection by aspirations. Tumor cell infi I-

trates eliminate marrow as a transplant source as
well. Prior pelvic irradiation, poor anesthesia risk,
obesity, or patient refusal of marrow c ollection
can limit marrow as an option. Mobilized autol o-
gous SCs from PB are commonly used in the
above situations and in heavily treated patients.
This procedure is nowadays in routine clinical
practice and provides more progenitor cell yield
than conventional marrow harvest and therefore
earlier engraftment, that is a faster hematopoietic
recovery. Primarily for this reason, transplant of
PB derived SCs has practically replaced BM
transplant in an autologous setting. As mentioned,
autologous PB harvests involve mobilizing the
SCs from the patient's BM compartment into the
circulation using different growth factors, typ i-
cally in combination with chemotherapy prior to
collection. Once in the circulation, the SCs are
collected by apheresis — conventional or large-
volume leukapheresis (6, 38).

Allogeneic SC transplants

Transplant of allogeneic SCs are indicated in the
treatment of patients with malignant disease - if
they have HLA -matched donors. For patients with
immunodeficiency, marrow failure, metabolis m
disorders, etc, the use of allogeneic SCs is imper a-
tive. However, there are also some atypical data
related to treatment of severe aplastic anemia u s-
ing autologous SCs (40). Allogeneic transplant is
associated with a risk that immunocompetent d o-
nor cells will react again recipient tissues
(GvHD), despite immunosuppressive therapy a d-
ministered. In adult "related allogeneic setting",
the best results are obtained using completely
HLA-matched (HLA-identical, i.e. six-antigen
matched donor/recipient pairs) tr ansplants. There
is a 25% chance of a sibling being a complete
match, a 50% chance of a haplotype match, and a
25% chance of a complete mismatch. Pediatric
patients are more tolerant of partially mismatched
graft (1-4, 36).

Data obtained up till now has shown that the use
of SC donor registers can successfully recruit unr e-
lated donors for collection of BM or PB derived
SCs. Thus, matched unrelated donor searches can be
initiated for approximately 70% of candidates wit h-
out sibling donor. These protocols have possible
benefit since higher engraftment potential of allog e-
neic vs. autologous SCs and following earlier hem a-
topoietic reconstitution, as well as occurrence of
GvL effect (36, 47). For definitive choice, additional
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experimental and clinical trials for comparison of
efficacy and outcome of autologous vs. allogeneic
(related or unrelated) BM vs. PB derived SC tran s-
plant are required.

Syngeneic and haploidentical SC transplants

Finally, seldom recipient has an identical twin — a
syngeneic transplant is o ptimal because the donor
and recipient cells are genotypically identical (the
first transplants performed in humans) (39). On
the other hand, syngeneic grafts do not induce
graft vs. tumor, that is GvL effect in recipient. Ou r
knowledge of the immunobiology of SC transplant
across major histocompatibility complex (MCH)
barriers — haploidentical transplants — has increased
significantly over the past decades. The key reason
(or limitation) for realization potential haploidentical
SC transplant is the absence of a HLA-matched re-
lated donor in the majority of families. On the other
hand, the conversion of a new hypothetical therape u-
tic option into the routine haploidentical SC tran s-
plant clinical practice is accepted and developed
more slowly. The most critical complications of SC
transplants across HLA-barriers, are the graft reje c-
tion and/or occurrence of GvHD. However, these
adverse event maybe could be successfully pre-
vented and treated using current pharmacologic ap-
proaches or manipulations during the haplo identical
hematopoietic grafting process (1).

The clinical use of SCs — conventional trans-
plant setting

High-dose chemotherapy with allogeneic tran s-
plant or autologous SC support is a well -defined
indication and standard approach in the treatment
of presented malignancies and different benign
diseases/disorders. The efficacy of SC transplant
depends on the type of disease, its stage and sens i-
tivity for radio-chemotherapy, age and general
condition of the patient, and level of donor and
recipient HLA-matching. However, an impressive
advance in SC transplant outcome obtained when
scientifics and clinicians recognized that SC
transplants were most effective when used early in
the disease course, rather than as a "last -option
treatment”. During the past decades, various dis-
eases and disorders have been treated by SC
transplants. Namely, different types of leukemia
and additional hematologic malignancies, severe
aplastic anemia and other BM failure states, i m-
mune deficiencies, some congenital disorders of

metabolism, several solid cancers, as well as aut o-
immune disorders were the main indications for
the therapeutic use of SCs (1, 36).

Since 1996. (European Group for Blood and
Marrow Transplantation) EBMT published special
reports on the indications for the hema topoietic
SC transplant in the current practice. Autologous
and allogeneic SC transplant are now actual
treatment options and have been incorporated in
therapeutic algorithms for many diseases (48).
The EBMT recommendations are based on exis t-
ing Clinical trials with guidance which must be
considered together with disease risk factors, as
well as the risk of the transplant procedure. A c-
cordingly, conditioning regimens vary in their
intensity and are classified as standard, RIC or
intensified.

As stated, there are standard, potential (clini-
cal optional and developmental) and usually non
recommended indications for SC transplants.
Standard indications can be preformed in any sp e-
cialistic centre with experience with SC transplant
procedures defined by EBMT and JACIE (Joint
Accreditation Committee EBMT -ISCT) guide-
lines (49).The category - clinical optional is the
most difficult category and should be performed
in a specialist centre with major experience with
SC transplants. In encompasses many rare diso r-
ders and the paucity of data relating to transplant,
variability in transplant procedures and the contr i-
bution of many patients risk factors such as c o-
morbidities. The third category — developmental
are this when there is a little experience, like in
some autoimmu ne diseases. Finally, generally non
recommended category, includes SC transplant in
early stages of disease when results of conve n-
tional treatment do not normally justify the add i-
tional risk of transplant related mortality (TRM)
or when the disorder is so advanced that the pos-
sibility of clinical success is minor. For example,
it can be blast crisis of chronic myeloid leukemia
(CML).

Acute leukemia

Acute myeloid leukemia. Acute myeloid
leukemia (AML) is heterogeneous clonal disease
of hematopoietic progenitor cells which lose the
ability for differentiation and for response to no r-
mal regulators of proliferation. Induction chem o-
therapy is necessary for induce complete remi s-
sion (CR) in AML. Postinduction chemotherapy is
aimed to eradicate/reduce residual disease. Com-
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bined chemotherapy induces CR in an average 60

— 80% of adult patients aged less than 60 years.
After achieving remission, further chemotherapy
is needed to prevent disease relapse. Postremi s-
sion therapy for patients under the age 60 includes
chemotherapy or SC transplant. Generally, SC
transplant is performed after 2 or 3 cycles of ch e-
motherapy. Patients are stratified into 3 main risk
factors based on cytogenetics, molecular biology
and response to induction chemotherapy. About

40 — 50% adult AML patient have normal karyo-

type as intermediate risk factor. Unfavorable
prognosis is associated with several entities in-
cluding Wilms tumor gene 1, bcl -2, bax, the brain
and acute leukemia cytoplasmic gene (BAALC),
FMS-like tyrosine Kinase-3 (FLT3), MLL (mixed
lineage leukemia gene). Some mutations of sp e-
cific genes confer a more favorable prognosis, like
mutations in the CCAT enhancer binding protein -
a (C/EBP-a), CEBPA, and nucleophosmin NPM1
(50).

As concerning autologous SC transplant, be t-
ter outcome is achieved when cells are harvested
after the second or third course of chemotherapy.
There are several advantages over allogeneic SC
transplant, because matched donor is not needed,
without risk of complications such as graft versus
host disease GvHD. Also, immunological recon-
stitution is much faster and more complete. The
major disadvantages are higher relapse rate due to
lack of graft-versus leukemia (GvL) effect and the
contamination of graft with leukemic cells. In
high risk AML the role of autologous SC trans-
plant is minimal, since the final clinical outcome
is bad. The data of the Acute Leukemia Working
Party (ALWP) registry indicate results as fol-
lowed: leukemia free survival (LFS) 43%, overall
survival (OS) 51%, response rate (RR) 53% (51).

Allogeneic SC transplant has had a extreme
relevance in AML, since so many patients have
been cured. In the last ten years it has been
showed that the results of matched unrelated
donor (MUD) transplants are improved, as well as
the results of cord blood traspl antations. The age
limit (>60 years) remains, but older patients are
increasingly considered for a transplant and RIC
protocols. Transplant prodecures consist of se v-
eral steps, first reducing the tumor burden by co n-
ditiong regimen (3 — 4 Log), immunosupres sion as
the prevention of GvHD, as well as the prevention
therapy of infections due to neutropenia. The
HLA barrier remains the most important factor, so
the best results are those using an HLA compat i-

ble family donor. HLA compatible sibling tran s-
plant is standard reference for any other trans-
plant. The results for AML patients transplanted
in CR1 (first complete remission) give a probabi I-
ity of LFS from 45 — 70% (52).The relapse rate is
approximately 20 - 25%. Additionally, MUD
transplant represents the major effort of transplant
centres in last decade. Now, there are more than

10 milion potentional donors. The continious i m-
provement of HLA typing is associated with i m-
proved results.

Current strategies in the treatment of AML p a-
tients suggest that for poor risk patient, allogeneic
SC transplant in CR1 is the only best solution. For
intermediate risk patients, who represent the m a-
jority od AML patients allogeneic SC transplant
probably represents the best option if a HLA
matched sibling donor is available. C hemotherapy
is not inferior to transplant in good risk patients.
Acute promyelocytic anemia is never reco m-
mended for transplat if the PCR for PML -RARa
is negative, and chemotherapy is optimal trea t-
ment option.

Acute lymphoblastic leukemia. Hematopoietic
SC transplant has important role in the treatment
for acute lymphoblastic leukemia (ALL) patients.
Although, indications for SC transplant in first CR
scheduling and procedures are still not completed
yet. Most European ALL study groups define an
indiacation for SC transplant in patients with u n-
favourable prognosis with survival probability
less than 40% with chem otherapy alone (53). Due
to the poor outcome with intensive chemotherapy,
SC transplant has always been the therapy of

choice for Ph™ ALL. Nowdays the majority of

theese patients receive imatinib as front line the r-
apy, without no increase in TRM if SC transplant
is performed thereafter. The survival after alloge-
neic SC transplant in first CR is 27 — 65% (54).
The presence of detectable minimal residual di s-
ease (MRD) beyond first consolidation chem o-
therapy provides an important new indication for
SC transplant. There is a general agreement that
all patients in 2™ or later CR are candidates for
SC transplant. This includes molecular relepse,
which represents the reapearance of MRD above

10" to 1073, Recomendation of Germal Multice n-

ter study Group for Adult ALL (GMALL) are
given according to risk adapted approach. For
high risk patients allogeneic SC transplant (al-
logeneic sibling or allogeneic MUD) is recomen d-
eded. Controversaly is doing of allogeneic SC
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transplant in MRD negative patients. In standard
risk patients, priority is allogeneic SC transplant
in molecular non-responders. Therefore, in pa-
tients with 2™ CR, allogeneic SC transplant is
necessary

Myelodisplasia

Myelodysplasia (MDS) consists of a hetrogenous
group of clonal stem cell disorders. The spectrum
od MDS varies from s disease with an indolent
course over several years to a form with rapid
progression to AML. Disease is characterized by
deficiency of hemopoiesis associated with severe
cytopenias, leading frequently to acute leukemia
The majority of MDS patients are older than 60
years. For this patient supportive care, including
new biologic response modifiers, is the mainstay
of therapy. A therapeutic dilemma exists in MDS,
due to the multifactorial etiopathogenesis and
various stage of the disease, as well as elderly age
of patients at diagnosis. The therapeutic approach
vary from low-intensity treatment plus supportive
therapy to intensive chemotherapy combined with
SC transplant. High-intensity therapies generally
aims to alter the disease's natural history - improv-
ing survival, and decrease progression to acute
leukemia - and are mainly used for high -risk dis-
ease. However, unfortunately most patients with
MDS are too old to be considered for intensive
treatment, such as SC transplant (36). In older age
comorbidites are common, so the RIC regimens
have been widely used in MDS (55). In a mult i-
variate analysis, the 3 year relepse rate was si g-
nificant increased after RIC, but the 3 -year non—
relapse mortality was decreased (56).

Myeloprolipherative disorderes

Chronic myeloid leuke mia. CML is a rare
disorder with incidence od 1 to 2 patients per
100,000 population each year. The translocation
1(9;22) leads to chromosomal abnormality Ph
chromosome who is present in more than 90% of
this patients. Previosly, the only curative option
for CML patients was allogeneic SC transplant,
and for unsutable for SC transplant, interferon
(IFN)-a with or without cytosine -arabinoside.
Imatinib as tyrosine kinase inhibitor (TKI) is
much more superior than previos therapies in
terms of hematological, cytogenetic and molecular
genetic responses (57). However a significant m i-
nority of patients (15 — 20%) will fail to achieve

complete cytogenetic responses, or proportion of
15 — 20% will lose their response (58). The al-
logeneic SC transplant would be se cond line ther-
apy for that group of patients (59). Also, there are
the new generations of TKI like nilotinib or
dasatinib used in terms of resistence on first ge n-
erations of TKI (60).

The decision regarding the use of allogeneic
SC transplant must now take into consideration
prognostic factors like age, duration of CML, n a-
ture of donor stem cells, but also the response to
TKI. Within the EBMT recommendations, allog e-
neic SC transplant from sibling and well matched
donors remains a standard of care for the c hronic
and accelrated phases of CML, representing the
only curative treatrment for CML. Data relating to
the incidence and risk of relapse after allografting
were derived from qualitative RT -PCR for bcr-abl
transcript. But, positive MRD for years post -
transplant without clinical progression may not
always herald relapse. Donor lymphocyte infusion
(DLI) have become the therapy of choice for p a-
tients who relapse after allogeneic SC transplant
especially for patients transplanted and relapsing
in chronic phase (47, 61). Comparing the use of
imatinib to DLI in this group of patients who r e-
lapsed after allogeneic SC transplant (31 pt), mo-
lecular remission is even better in the patients who
received TKI (62).

Other myeloproliferative disorders.  In  other
myeloproliferative  disorders (MPD) including
primary osteomyelofibrosis (OMF), myelofibrosis
secondary to polycythemia vera (PV) and esse n-
tial trombocythaemia (ET), allogeneic SC tran s-
plant can be therapeutical option, but in concern
into risk factors and the course of disease (63).
The allogeneic SC transplant should only be co n-
sidered in patients with intermediate and high risk
scores for OMF, since their exprecet median su r-
vival is less than 2 years. In patients with PV and
ET occurrence of marrow fibrossis is the main
criterion for allogeneic transplant. The use of RIC
regimens mad less TRM and remision in 75% of
the patients (64).

Chronic lymphoprolifetative diseases

Hodgkin lymphoma. Newly diagnosed Hodgkin
lymphoma (HL) although in advanced stage have
good prognosis with standard chemotherapy. In
patients with chemosensitive relapse or in second
CR high dose therapy and autologous SC tran s-
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plant nowdays considered to be therapy of choice
(65). Also, in primary refractory disease, autol o-
gous SC transplant is an option. Allogeneic SC
transplant is still an expreimental procedure for
patients with relapsed or refractory HL (66).

High grade non-Hodgkin lymphoma. The out-
come of patients with high grade non-Hodgkin
lymphoma (NHL) is unsatisfactory with standard
approaches (67). These patients may be cand i-
dates for front line high dose therapy (HDT) and
autologous SC transplant, but in first relapse.
Aprproximately half of this patient can be cure
with immunochemotherapy, usually R -CHOP. In
younger patients with relapsed or refractory
chemosensitive disease, HDT can be curative in a
significant subset. But in the era of anti-CD20
(rituximab) combining whith chemotherapy, the
role of autologous and allogeneic SC transplant is
optional. Other strategy to improve the outcome
of the patients are currently being explored. In
Diffuse large B cell lymphoma (DLBCL) the ad i-
tion of rituximab to pre and post transplant the r-
apy is promissing (68). The role of allog eneic SC
transplant remains uncertain in high grade NHL.
The use of RIC can reduce TRM but evidence of
significant graft versus lymphoma is lacking.

Low grade non-Hodgkin lymphoma.  Folicular
lymphoma (FL) is by far the most common low
grade lymphoma, accounting 20% of malignant
lymohoma in adults, but 40% of all lymp homas
diagnosed in Western Europe and USA. Based on
FL international prognostic index (FLIPI), ther a-
peutic outcome on standard immunochemotherapy
is different (69, 70). The use of HDT with autol o-
gous SC transplant in the treatment of low grade
NHL is not yet been established. The rational for
considering trasplantation is that disease is incu r-
able using standard therapies, and young patients
will die of their disease. Using consolid ation with
autologous SC transplant in first remission de m-
onstrated no statistically significant benefit in fa-
vour of first line autologous SC transplant in p a-
tieits with FL, and it should be reserved for re-
lapsed patients (70). As concerning allogeneic SC
transplant, it is not recommended in first CR,
since high rate of TRM and | ong disease course. It
can be used in relapsed patients with RIC reg i-
mens, consisting of alemtuzumab, flud arabine and
melphalan with short course cyclosporin as GvHD
prohylaxis.

Multiple myeloma. Multiple myeloma (MM)
is plasma cell disorder with incidence 4 — 5 cases
per 100,000/year. It ramains incurable with co n-
ventional therapies. New therapeutic agents like
bortezomib as inhibitor of NFkappaB, or imm u-
nomodulatory drugs, angiogenesis inhibitors, i m-
proved the disease course with and increase overal
response rate >80% (71). Although HDT fol-
lowed by autologous SC transplant prolonged OS
in comparation to standard therapy resulted in
prolongation of the OS more than 10 years. This
approach presents standard of care for younger
patients with MM. Regarding tandem use of
autologous SC transplant, its use will decrease,
mainly due to the thalidomide miantenance (72).
In high risk MM patients including cytogenetic
(t(4; 14), t(14; 16), t(14; 20), del p53, del 13, hy-
podiplody, complex karyotype) or those with pr o-
gressive disease during induction therapy, the use
of novel agents as bortezomib improved the clin i-
cal course of disease. In high risk patients, indu c-
tion therapy followed by autologous SC transplant
plus allogeneic transplant with RIC, represent an
adeqate clinical approach.

Aplastic anemia

Hypoplasia or aplasia of BM and extreme reduction
of polymorphonulclear count in circulation are typi-
cal parameters for categorization of aplastic anemia
(AA): very severe AA < 0.2x10%L, severe AA
(sAA) 0.2-0.5x10%L and mild AA > 0.5x10%/L. Re-
search data confirmed immune -mediated etiology of
disease: (a) reduced hematopoietic progenitor cell
quantity in BM; (b) elevated T cell count and inter-
feron gamma (IFN-y) production; (c) altered mes-
enchimal cells function, expressed in a decreased
inhibitory effect upon T cells (40, 75).

The standard therapeutic approaches for AA
are: the use of immunosuppressive therapy (IST),
mainly for older individuals with mild AA, or al-
logeneic stem cell (SC) transplant, primarily for
younger patients with. Usually BM is the source
of allogeneic SCs and cells can be collected in the
steady state hematopoiesis or following BM -
priming (BM-activation) using rHUGM -CSF or
rHUG-CSF in low doses (1-4, 36, 37).

Syngeneic bone marrow transplant in patients
with severe aplastic anemia is rare, and usually
requires pre-transplant conditioning to provide
engraftment. We report on a patient with hepatitis -
associated SAA who was successfully treated with
syngeneic PB derived SC transplant after a series
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of infectious and bleeding complications. This is
the second case of successful syngeneic SC tran s-
plant in hepatitis-associated SAA in literature
available (40).

The potential treatment by autologous SC
transplant in sAA is still an innovative/pioneering
therapeutic approach. Namely, majority of pa-
tients with sAA have residual hematopoietic SCs
and could be successfully mobilized following
initial IST and extended administration of rHuG -
CSF (75, 76). The collected and cryopreserved
cell could be afterwards clinically applied, that is
reinfused for the treatment of sAA.

Finally, we presented experience with sAA pa-
tient, successfully treated by autologous SC tran s-
plant too. The objective of our research was to o p-
timize of the mobilization/harvesting prot o-
col/timing in order to obtain high CD34 * and es-
pecially a more primitive CD34 */CD90" cell yield
and recovery -—with critical goal of improving
conditions for complete and long-term hemato-
poietic reconstitution following transplant. Results
obtained in this study, clearly confirmed that in
sAA (with no allogeneic donor), autologous SC
transplant can result in a complete and long -term
medullar and hematological remission, as well as
successful clinical outcome. To our best knowl-
edge, it was the second published case of autolo-
gous SC transplant in SAA (40).

*

Although the incidence of TRM have de-
creased, SC transplants continue to pose multiple
potential adverse effects and complications. The
most frequent complications of SC transplants are
even now engrafting failure, infections and acute
or chronic GvHD. Despite the advances made
since the earliest days of transplant therapy, graft
failure following allogeneic SC transplant is still a
life-threatening complication. Antibiotic proph y-
laxis to prevent infections and supportive blood
component care to minimize TRMM are critically
important components in management for all, but
especially for patients with chronic GvHD. To
decrease GvHD incidence, cell harvest can un-
dergo for T-cell depletion and patients are treated
prophylactically with a variety of immunosu p-
pressive drugs. Less toxic transplants, in the form
of RIC, are being actively investigated, with the
promise of expanding indications for allogeneic

transplants. That is, SC tran splant with RIC can be
offered to patients who are disqualified for high -
dose conditioning because of their age or como r-
bidities. A careful proactive assessment to ide n-
tify, treat, and, hopefully, prevent adverse events
is essential to a successful SC transplant.
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ZNACAJ PROTOCNE CITOMETRIJE U ISPITIVANJU TROMBOCITA

Dusan Vugceti¢, Bela Balint, *Danilo Vojvodi¢

Institut za transfuziologiju, * Institut za medicinska istrazivanja
Vojnomedicinska akademija

SAZETAK

Protoc¢na citometrija predstavlja najznacajniji metod za ispitivanje glikoproteina trombocita, gde se
pomoc¢u monoklonskih antitela analiziraju kvantitativne i kvalitativne promene njihove ekspresije, a sve u
cilju utvrdivanja povezanosti ovih promena sa kontrolom njihove funkcije. Mogucénost da se registruju
odnosno prate, odredene grupe stecenih dogadaja ili celije, omogucava izolaciju i analize trombocita u
mesanoj celijskoj populaciji ili u celoj krvi. Ovo se posebno primenjuje za detekciju vezanih proteina, feto -
materinskih i antitrombocitnih antitela, aktivacije i interreakcije sa drugim Ccelijama, ispitivanje
intracelijskog kalcijuma i merenje retikulisanih trombocita. Tehnicki je mnogo teze izvesti ispitivanja
trombocita u odnosu na granulocite ili eritrocite, zbog mogucnosti in vitro aktivacije i agregac ije. Brzina,
reproducibilnost i preciznost ovog metoda uz potpunu automatizaciju, osigurava dobijanje najpouzdanijih
podataka. Trombociti imaju mnostvo povrsinskih glikoproteina, a funkcije pojedinih jos uvek nisu detaljno
proucene. Dostupnost monoklonskih antitela koja prepoznaju ove molekule i njihove neoepitope omogucili
su siroku upotrebu protocne citometrije u dijagnostikovanju Bernar-Soulier sindroma i Glanzmanove
trombastenije, kao i trombocitopenije indukovane heparinom . U transfuzilogiji je prakticna primena u
kontroli kvaliteta jedinica koncentrovanih trombocita, kao i onih koji su zamrznuti, ili za pracenje
trombocita in vivo. Veoma precizno se detektuje spektar specifichih modifikacija na povrsini trombocitne
membrane koje odreduju aktivacioni status i reaktivnost cirkulisu¢ih trombocita. Protocnom citometrijom se
utvrduje: a) procenat ispoljavanja antigena (% trombocita koji se boje pozitivno za odredeno antitelo) i b)
prosecni intenzitet fluorescence ispoljavanja antigena na trombocitima (MFI) . MFI je odraz gustine
antigena ili epitopa, i koristi se kao semikvantitativni test radi merenja koli¢ine vezanog antitela (procene
antigenih molekula po trombocitu). U zavisnosti od eksperimentalnih okolnosti i fizioloske prirode antigena
koji se meri, nekad vecu znacajnost moze imati MFI a nekad procenat pozitivnih trombocita.

uvoD

Uvodenje tehnike proto¢ne citometrije
krajem osamdesetih godina predstavljalo je
ogroman napredak u funkcionalnoj dijagnostici
trombocita (1). Ona predstavlja izuzetno vazno
sredstvo za ispitivanje funkcije i specifi¢nih
promena na povrsini trombocita (1). Porast
upotrebe ove tehnike je sve veéi, zbog preciznosti
i osetljivosti u odnosu na druge metode. Proto¢ni
citometar veoma brzo meri  specifi¢ne
karakteristike velikog broja pojedinacnih celija.
Pre analize proto¢nim citometrom, pojedina¢ne
¢elije u suspenziji se obelezavaju fluorescentnom
bojom, obi¢no fluorescentno  konjugovanim
monoklonskim antitelom. U citometru,
suspendovane celije prolaze kroz proto¢nu
komoru stopom od 1000-100,000 éelija po minuti,
kroz fokusiran snop lasera. Nakon sto laserska
svetlost  aktivira  fluorescentne  boje  na
ekscitacionu talasnu duzinu, detektori procesiraju

emitovani intenzitet fluorescencije i karakteristike
svetlosnog rasipanja svake celije. Intenzitet
emitovanog svetla je direktno proporcionalan
gustini antigena ili karakteristikama celija koje se

mere. Ovako se moze odrediti, veli¢ina
(“forward scatter”), granuliranost (“side scatter”),
i povrsinska  ekspresija  antigena  (“mean
immunofluorescence”) nakon vezivanja antitela
konjugovanog fluorescentnom bojom (1). Kao
antikoagulans se naj¢esce koristi natrijum citrat, a
mogu se Koristiti i drugi antikoagulansi. Stvaranje
trombocitnih agregata se minimizira dilucijom
uzorka.

Upotrebom vise vrsta fluorescentnih boja
sa drugacijim spektrom svetlosnih frekvencija
moguce je istovremeno analizirati razlicite
funkcionalne promene trombocitne membrane (1).
Postoji sirok spektar ovih boja kao §to su
fikoeritrin-PE, fluorescein izotiocijanat- FITC,
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peridinin hlorofil protein -PerCP, fikoeritrin -Cy5,
fikoeritrin-Teksas Red-PE:TR i alofikocianin -
APC. Monoklonsko antitelo (prepoznaje antigen
koji se meri), se dodaje u saturirajucoj
koncentraciji. U testu se mogu Koristiti fizioloski
agonisti kao $to su trombin, aktiviraju¢i peptid
trombinskog receptora (TRAP), adenozin difosfat
(ADP), kolagen, frakcija komplementa C5b -9, i
analozi tromboksana A2. Uzorci se stabilizuju
fiksacijom sa 1% paraformaldehidom.

Antitela se mogu dodati nakon fiksacije,
pod uslovom da fiksacija ne ometa vezivanje
antitela (2), a potom se uzorci analiziraju u
citometru. Nakon idenfikacije trombocita pomocu
tkz. ,light scatteringa® i fikoeritrin pozitivnosti,
vezivanje  fluorescein izotiocijanat  (FITC) -
konjugovanih  test monoklonskih antitela se
odreduje  na osnovu analize 5000 -10.000
pojedinac¢nih trombocita.

Postoje brojne prednosti analize funkcije
trombocita protoénom citometrijom. Trombociti
se direktno analiziraju u fizioloskom miljeu cele
krvi (ukljucujuéi eritrocite i leukocite) koji utic¢u
na aktiviranje  trombocita (3).  Minimalna
manipulacija uzoraka sprecava art efaktno in vitro
aktiviranje i potencijalni gubitak subpop ulacija
trombocita (1, 4). Moze se utvrditi aktivacioni
status i reaktivnost cirkulisuéih trombocita. Ova
metoda omogucava detekciju spektra specifi¢nih
modifikacija na povrsini membrane koje su
zavisne od aktivacije trombocita. Osim toga, kako
se proizvode nova monoklonska antitela usmerena
protiv funkcionalnih epitopa, ona se mogu lako
uklopiti u buduc¢e analize. Subpopulacija od svega
1% delimi¢cno aktiviranih trombocita se moze
otkriti citometrijom cele krvi. Neophodne su
minimalne zapremine krvi od svega 5 uL (1, 4)
§to ¢ini proto¢nu citometriju posebno znac¢ajnom
za ispitivanja kod neonatusa.

Trombociti bolesnika sa znacajnom
trombocitopenijom se takode mogu precizno
analizirati. Kona¢no, ova metoda je prilagodljiva
za istrazivanja na zivotinjama pod uslovom da su
dostupni reagensi (5).

Nedostaci ove metode su visoka cena i
odrzavanje proto¢nog citometra. Drugo, za
klinicku primenu, priprema uzoraka moze biti
prilicno komplikovana, mada je proizvodnja
komercijalnih  test kitova pojednostavila neke
testove. Tre¢e, da bi se izbeglo ,ex vivo”
aktiviranje trombocita, uzorak krvi se mora
obraditi tokom 30 minuta (1). Za procenu nekih

receptora trombocita, ovo vreme se moze zaobici
neposrednom fiksacijom.

PRIMENA PROTOCNE CITOMETRIJE U
ISPITIVANJU TROMBOCITA

Merenje aktivacije trombocita

U nedostatku egzogenog trombocitog
agonista, citometrijom cele krvi (prema vezivan ju
monoklonskih  antitela) moze da se odredi
aktivacioni ~ status  cirkulisu¢ih  trombocita.
Aktivacija kriokonzervisanih trombocita moze se
precizno pratiti proto¢énom citometrijom o ¢emu
postoje i sopstvena iskustva (6-11). Pored toga
procena  funkcije trombocita in vivo uz
ukljucivanje €gzogenog agonista u test,
omogucava analizu  reaktivnosti  cirkulisucih
trombocita u in vitro uslovima. Na kraju, proto¢na
citometrija je fizioloski test funkcije trombocita,
tako sto agonist dovodi do u specifi¢nog
funkcionalnog odgovora — promeni u povrsinskoj
ekspresiji  fizioloskog  receptora  (ili  drugih
antigena ili vezanih liganda), $to se manifestuje
promenom  vezivanja monoklonskih  antitela.
Pored toga, analiza monocitno -trombocitnih
agregata i prokoagulantnih mikropartikula je
takode osetljiva za in vivo aktivaciju trombocita.

MARKERI AKTIVACIJE TROMBOCITA
Monoklonska antitela zavisna od aktivacije

Markere  aktivacije  trombocita  ¢ine
konformacione promene zavisne od aktivacije u
integrin allbp3 (GPIIb -111a kompleksu,
CD41/CD61), ekspozicija membranskih proteina
granula (P-selektin, CD63, LAMP-1, LAMP-2,
CD40L), vezivanje sekretovanih  proteina na
povrsini trombocita (trombospondin, multimerin)
i stvaranje prokoagulantne povrsine (vezivanje
¢inioca koagulacije V/Va, X/Xa i V I1I).

Najcesce koris¢ena monoklonska antitela su
ona usmerena protiv konformacionih promena u
allbB3 i ona usmerena protiv. membranskih
proteina. Integrin allbB3 je receptor za fibrinogen
i von Willebrandov faktor koji je vazan za
agregaciju trombocita. Vecina monoklonskih
antitela usmerena ka allbp3 vezuje se za miruju ce
trombocite, monoklonsko antitelo PACl je
usmereno ka fibrinogen vezuju¢em mestu koje se
eksprimira nakon konformacione promene u
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allbp3 aktiviranog trombocita (12). Dakle, PAC1
se vezuje samo za aktivirane a ne i za mirujuce
trombocite. Ostala monoklonska antitela
specificna za allbp3, su usmerena protiv ligand
indukovanih konformacionih promena u allbp3
(12) ili receptorom indukovanih konformacionih
promena u vezanom ligandu (fibrinoge n) (12).

Umesto allbp3 specifi énih monoklonskih
antitela, fluoresceinom konjugovani fibrinogen
moze da se Koristi i za otkrivanje aktiviranog
oblika allbf3 (13), s tim §to se koncentracija
neobelezenog i obelezenog fibrinogena
oslobodenog iz a granula takode mora uzeti u
obzir u ovim testovima.

P-selektin (CD62P) je najcesce koris¢eno
monoklonsko antitelo usmereno protiv granula
membranskih proteina. P -selektin je komponenta
a granula mirujuéih trombocita, koja je izrazena
na membrani samo nakon sekrecije o granula.
Stoga se ovo antitelo vezuje samo za
degranulisane trombocite, a ne i za mirujuce.
Aktivacijom zavisni porast P -selektina na povrsini
trombocita, nije reverzibilan tokom vremena u in
vitro uslovima (14). Medutim, in vivo, cirkulisuci
degranulisani trombociti brzo gube povrsinski P -
selektin, ali normalno cirkulisu i funkcionisu (15,
16).

P-selektin  nije idealni marker za
otkrivanje cirkulisu¢ih degranulisanih trombocita,
osim ako 1) uzorak krvi nije uzet distalno od
mesta aktivacije trombocita, 2) je uzorak krvi uzet
u roku od 5 minuta od aktivisuc¢eg stimulusa, ili 3)
postoji kontinuirana aktivacija trombocita. Duzina
vremena da drugi povrsinski markeri (zavisni od
aktivacije) ostanu eksprimirani na  povrsini
trombocita in vivo, jo$ nije definitivno odredena.

Leukocitno-trombocitni agregati

P-selektin posreduje u inicijalnoj adheziji
aktiviranih trombocita za monocite i neutrofile
(17) preko P-selektin glikoproteina-1 (PSGL-1)
receptora na povrsini leukocita. Monocitno -
trombocitni i neutrofilno -trombocitni agregati se
lako detektuju proto¢nom citometrijom uzorka
cele krvi (16). Merenje cirkulisu¢ih monocitno -
trombocitnih  agregata moze  biti  osetljiviji
indikator in vivo aktivacije trombocita od
cirkulisu¢ih neutrofilno -trombocitnih agregata ili
cirkulisu¢ih  P-selektin  pozitivnih neagregiranih
trombocita (15, 16).

Mirkodestice koje poti¢u od trombocita

Mirkocestice koje poti¢u od trombocita
(PDM) su heterogena populacija vezikula (<1um)
stvorenih iz plazma membrane (18). Proto¢nom
citometrijom je utvrdeno, da in vitro aktivacija
trombocita razli¢itim agonistima (C5b-
9, kolagen/trombinom , kalcijum-jonoforom
A23187) u prisustvu ekstracelularnih jona
kalcijuma dovodi do stvaranja mikrocestica. One
vr§e snaznu prokoagulantnu ulogu u blizini
aktivnosti trombocita  (monoklonska antitela se
vezuju za aktivirane faktore V ili VIII ili pomocu
aneksina V) (19). Stvaranje mikropartikula u
podru¢ju aktivisanih trombocita je mera za
prokoagulantnu aktivnost zavisnu od trombocita
(20). Predstavljaju posebnu populaciju koja se
razlikuje od egzozoma Koji poticu iz intracelijskih
multivezikularnih tela. PDM se takode razlikuju
od mikropartikula koje poticu od megakariocita
uprkos postojanja nekoliko identi¢nih povrsinskih
markera na megakariocitima (18).

Trombocitno - trombocitni agregati

Trombocitno - trombocitni agregati se
mogu meriti proto¢nom citometrijom na osnovu
svojstava “light scattering -a” (15, 20). Medutim,
ako su trombociti agregirani, koli¢ina antigena po
trombocitu se ne moze odrediti proto¢nom
citometrijom. Ovo je posledica toga s$to se

proto¢nom citometrijom meri kolicina
fluorescencije po pojedina¢noj cestici, bez obzira
da li je cestica jedan trombocit ili agregat

nepoznatog broja trombocita.
DIJAGNOZA SPECIFICNIH POREMECAJA
1. Bernar-Soulier sindrom

U ovom sindromu postoji
nasledni nedostatak GPIb-IX-kompleksa. Proto¢na
citometrija uz koriscenje specifi¢nih
monoklonskih antitela GPIb, GPIX i GPV je brz i
jednostavan naéin za dijagnozu homozigotnih i he
terozigotnih stanja ovog sindroma (21). Proto¢na
citometrija omogucava analizu trombocita, bez
tehnicki  teskog postupka fizickog odvajanja
dzinovskih trombocita od celija sliéne veli¢ine
(crvenih i belih krvnih  zrnaca) kod ovog
sindroma. Vazno je pravilno podesiti ,light
scatter gejtove u protocnom citometru. Ovo
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podesavanje moze dovesti do preklapanja svetlosti
izmedu dzinovskih trombocita i ostalih ¢éelija te je
od sustinskog znacaja da se u ispitivanje ukljuce
specificna monoklonska antitela kao identifikator
trombocita.

2. Glanzmanova trombastenija

U Glanzmanovoj trombasteniji je prisutan
nasledni nedostatak integrin allbB3. Proto ¢nom
citometrijom sa allb i B3  specifi énim
monoklonskim antitelima se brzo i jednostavno
dijagnostikuje homozigotni ili heterozigotni status
(21, 22). Pored toga, panel monoklonskih antitela
se moze Koristiti za procenu bolesnika sa
defektom agregacije,  sekrecije il
prokoagulantnih aktivnosti.

3. Bolesti skladistenog pula

Standardnom  agregometrijom se ova
nasledna deficijencija ne moze detektovati, a
predstavlja  relativno  ¢est  uzrok  blage
hemoragijske dijateze (23). Za razliku od
konvencionalne metode sa fluorescentnom bojom
»mepakrinom“(24), koja je prilicno subjektivna,
dugotrajna i ispituje samo mali broj trombocita,
protoc¢na citometrija jednostavno, brzo u i je dnom
koraku dijagnostikuje ovaj sindrom (25). Metod
pokazuje dobru korelaciju sa fluorescentnom
mikroskopijom ali poboljsava otkrivanje
mepakrinom-obelezenih trombocita
kvantitativnim merenjem fluorescence na velikom
broju (5000) trombocita (25).

Ste¢eni  poremecaj, koji se nalazi u
mijeloproliferativnim bolestima i zavrsnoj fazi
bubrezne insufucijencije, se takode moze
dijagnostikovati citometrijom (25).

4. Heparinom indukovana trombocitopenija

Za razliku od normalnih seruma i seruma
pacijenata sa kinin ili kinin indukovanom
trombocitopenijom, serum pacijenata sa
trombocitopenijom indukovanom heparinom
(HIT) stvara prokoagulantne PDM iz normalnih
trombocita (26). Ovo zapazanje je iskoris¢eno za
razvoj brzog,  specifi¢nog i osetljivog
citometrijskog testa za dijagnozu HIT -a.

PRIMENA U TRANSFUZIOLOSKIM
CENTRIMA

Kontrola kvaliteta koncentrovanih trombocita

Kao sto je odredeno vrednostima P -
selektina, CD63 i allbB3, ispitivanja jedinica
koncentrovanih  trombocita pre transfuzije su
obezbedila direktan dokaz aktivacije trombocita
koja je zavisna od vremena skladistenja (9, 10, 11,
27). Ove promene su u korelaciji sa izmenama u
morfologiji trombocita (smanjenje ,,swirlinga®),
oslobadanje laktat dehidrogenaze kao i
oslobadanje B-tromboglobulina (27, 28).
Predlozeno je da  vrednosti povrsinskog P -
selektina u koncentrovanim trombocitima mogu
predvideti in vivo opstanak trombocita i/ili
funkciju.

Medutim, ima dokaza da infundovani
degranulisani  trombociti  (non-humani  model
primata) brzo gube povrsinski P -selektin u plazma
pul, ali i dalje cirkulisu i funkcionisu in vivo (15).
Dakle, molekuli povrsinskog P -selektina se brzo
eliminisu, pre nego degranulisani trombociti.
Berger je potvrdio da su i trombociti divljeg tipa i
P-selektin ,,nokaut miseva, imali identi¢ ni zivotni
vek (16). Kada su trombociti bili izolovani,
aktivirani trombinom i reinfundovani misevima,
stopa eliminacije trombocita je bila nepromenjena.
Infundovani  trombinom -aktivirani trombociti su
brzo izgubili svoj povrsinski P -selektin u
cirkulaciju, a ovaj gubitak je bio pracen
simultanim pojavljivanjem fragmenata P -selektina
(100-kD) u plazmi (16). Skladistenje trombocita
na 4°C prouzrokuje znac¢ajno smanjenje njihovog
zivotnog veka in vivo, medutim nisu zapazene
znacajne razlike izmedu dva genotipa. Dakle,
rezultati Bergera i sar. (16) potvrduju da P-
selektin ne posreduje u eliminaciji trombocita.

U modelu povrede bubrega kod
trombocitopenijskog zeca, Krishamurti i sar. (29)
su objavili da trombinom -aktivirani ljudski
trombociti: a) gube povrsinski  P-selektin u
cirkulaciji kunic¢a, b) prezivljavaju u cirkulaciji
isto tako dugo kao i svezi ljudski trombociti, i $to
je najvaznije, c¢) podjednako su efikasni u
smanjenju gubitka krvi kao i svezi ljudski
trombociti.

Ukratko, ove studije (15, 16, 29) ukazuj u
da merenje povrsinskog P -selektina trombocita u
jedinicama koncentrovanih trombocita, ne treba
koristiti kao prediktor prezivljavanja trombocita
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ili funkcija in vivo. Medutim, povrsinski P-
selektin moze ipak biti koristan u kontroli
kvaliteta ~ tokom obrade,  skladistenja i
manipulacije (filtriranje, pranje) (27, 28). To je
zato $to, za razliku od situacije in vivo (15, 16,
29), porast povrsinskog  P-selektina  nije
reverzibilan tokom vremena, pod standardnim
uslovima skladistenja (30).

Ostale primene u transfuzioloskim centrima

Proto¢éni  citometar se takode moze
koristiti za identifikaciju leukocitne kontaminacije
koncentrovanih  trombocita, imunofenotipizaciju
trombocita HPA-1a (31) i drugih polimorfizama,
otkrivanje maj¢inih i fetalnih anti -HPA-1a antitela
(32) i ,,crossmatch” tro mbocita, $to je znacajno za
aloimunizovane bolesnike za koje HLA
kompatibilni trombociti nisu uvek na raspolaganju
(33).

IMUNOGLOBULINI KLASE 1gG VEZANI
ZA TROMBOCITE

Merenje  imunoglobulina  klase  1gG
vezanih  za trombocite metodom  protoc¢ne
citometrije je korisno u imunim

trombocitopenijama (34) i aloimunizacijama (35).
Kao test za imunu trombocitopeniju, predlozena je
kvantitativna direktna imunofluorescenca za IgG
vezane za trombocite.

BROJ TROMBOCITA

Proto¢na citometrija se moze Koristiti za
lako i precizno brojanje trombocita kada je njihov
broj u uzorku veoma nizak (36). Trombociti se
identifikuju  prema  karakteristikama  ,light
scatteringa“ i uz Koris¢enje jednog ili dva
specificna ~ monoklonska  antitela. Merenje
trombocita protoénom citometri jom zahteva mali
uzorak krvi (oko 5 pL). Metoda proto ¢ne
citometrije je posebno povoljna za teske
trombocitopenije gde je elektronsko brojanje
trombocita manje precizno (37) kao i za ostecenja
gde dolazi do promene veli¢ine trombocita (npr.
Bernard-Soulier sindrom).

RAZNA ISTRAZIVANJA TROMBOCITA

Prezivljavanje trombocita, praéenje i funkcija
in vivo

Proto¢na citometrija sa vise boja se moze koristiti
za pracenje trombocita in vivo uz odredivanje
njihovog opstanka i funkcije (15, 38). Proto¢na
citometrija sa tri  boje uz fluorescentno
obelezavanje identifikuje: 1) trombocite u Kkrvi
(npr., fikoeritrinom -konjugovani  GPlb, GPIX,
allb-, ili B3- specificna monoklonska antitela), 2)
infundovane trombocite i 3) od aktivacije zavisno
monoklonsko antitelo (FITC-om konjugovana P -
selektin  specificna, ili aktivirana allb-ili B3
specificna monoklonska antitela). Ovako, funkcija
trombocita in vivo, moze biti odredena u
razli¢itim vremenskim tackama ukljucujuéi ugesce
u agregaciji trombocita, ekspoziciju fibrinogen
vezujuéeg  mesta  na allbB3,  stvaranje
prokoagulantnin PDM (15).

Transdukcija signala

Proto¢na citometrija se moze koristiti za
istrazivanje transdukcije trombocitnih signala. Na
primer, za otkrivanje i kvantifikovanje odredene
intracelijske  fosforilacije ~ proteina  pomocu
specifi¢nih antitela (39).

SPECIFICNOSTI VAZNE ZA USPESNOST
1IZVODPENJA ANALIZA

Uzimanje krvi

Nakon odbacivanja prva 2 ml krvi,
prikupljanje krvi u 3,2% natrijum citratnim
vacutainer epruvetama ne dovodi do znacajne
aktivacije trombocita. Medutim, svaka laboratorija
mora utvrditi da li njihov metod prikupljanja,
ukljucuju¢i uzimanje uzoraka kroz angioplastiku
ili druge katetere dovodi do arteficijalne in vitro
aktivacije trombocita, sto se vidi vezivanjem
monoklonskih antitela. lako je natrijum citrat
(slabi  helator Kkalcijuma) najéesce  Korisceni
antikoagulant mogu se upotrebljavati i drugi
antikoagulansi  (40). EDTA (jak helator
kalcijuma) treba izbegavati, zbog uticaja na
allbp3.
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Fiksacija

Fiksacija trombocita je znacajna kada
nema uslova za neposrednu analizu na citometru.
Ona sprecava naknadnu arteficijelnu aktivaciju
trombocita in  vitro. Za vec¢inu  antitela
"obelezavanje antitelima pre fiksacije“ ne dovodi
do znacajne razlike u intenzitetu fluorescencije
izmedu neposredno i uzoraka analiziranih u roku
od 24 sata nakon fiksacije (1). Metoda "fiksacija
pre obelezavanja antitelima” takode ne rezultuje
znac¢ajnim razlikama u intenzitetu fluorescencije
izmedu neposredno i uzoraka analiziranih u roku
od 24 sata.

Medutim, fiksacija je vazna varijabla koja
mora biti  kontrolisana, posebno u metodi
"fiksacija pre obelezavanja antitelima”, jer je
vezivanje monoklonskih antitela za fiksirane
trombocite c¢esto smanjeno u odnosu na ne
fiksirane trombocite (2). Nadalje, vezivanje nekih
antitela dalje pada nakon fiksacije u funkciji
vremena. Optimalna fiksacija za svako novo
monoklonsko antitelo mora biti definisana od
svake laboratorije.

Izbor antitela

Posto  ekspozicija  razlicitih  antigena
odrazava razlicite aspekte aktivacije trombocita,
pozeljno je koristiti panel monoklonskih antitela.
Monoklonska antitela su bolja od poliklonskih
antitela u proto¢noj citometriji cele krvi jer oni
mogu pouzdanije saturisati sve specifi¢ne epitope
i rezultirati u manje nespecificnom vezivanju.
Specificna monoklonska antitela su sada dostupna
iz giroke palete komercijalnih izvora i ¢esto su veé
konjugovana fluoresceinom, biotinom, fikoeritri-
nom, PerCP, APC ili tandem konjugovano (npr.
fikoeritrin-Cy5 ili RED-670). Upotreba antitela
konjugovanih direktno sa fluoresceinom, fikoeri-
trinom, PerCP, APC, ili tandem konjugovano,
eliminise potrebu za dodavanjem sekundarnih an-
titela, ¢ime se izbegava dodatna inkubacija i pos-
tupak pranja, koji kod ne fiksiranih uzoraka mogu
dovesti do arteficijalne in vitro aktivacije trombo-
cita. Pored toga, koris¢enje sekundarnog antitela
¢e rezultovati u povecéanju pozadinske fluorescen-
cije i smanjenju osetljivosti testa. Kona¢no, upot-
reba direktno konjugovanih antitela omogucéava
da se analizira vise boja sa, na pr. drugacije kon-
jugovanim antitelima misa.

Saturaciona koncentracija svakog antitela
za trombocite se mora odrediti u laboratoriji. Ova
koncentracija je obi¢no izmedu 0,25 i 20g/mL.
Osim toga, kada se koristi vise od jednog monok-
lonskog antitela (standard u citometriji uzorka
cele krvi), potrebno je utvrditi da oni ne ometaju
jedni druge u vezivanju za povrsinu trombocita.

Ekspresija vezivanja antitela

Vezivanje antitijela se moze izraziti kao
prosecni intenzitet fluorescence (MFI) ili kao pro-
cenat pozitivnog bojenja trombocita za odredeno
antitelo (zasnovano na analizi pozitivnog regiona
postavljenog s desne strane fluorescentnog histo-
grama negativne kontrole). U zavisnosti od okol-
nosti eksperimenta i fizioloske prirode antigena
koji se meri, vise znacaja moze imati MFI ili pro-
cenat pozitivnih trombocita. Za razliku od MFI
metoda, "procenat pozitivnih trombocita” je
nezavisna od varijacija u amplifikaciji signala
(npr, kao rezultat promene u PMT naponu), jer
signal negativne kontrole raste u proporciji sa test
uzorkom. Metod “procenat pozitivnih trombocita”
moze otkriti subpopulacije trombocita koje pro-
izlaze iz lokalnog in vivo inzulta. Medutim, vazno
je shvatiti da "antitelo pozitivni" trombociti mogu
imati vrlo malo antigena izrazenih na svojoj
povrsini. Na primer, u odredenoj klini¢koj situa-
ciji moze se dobiti podatak da cirkulise 20% akti-
viranih trombocita na temelju P-selektin pozitiv-
nosti. Medutim, ako svaki P-selektin pozitivni
trombocit eksprimira samo 10% maksimalnog
povrsinskog P-selektina trombocita , tad je sveu-
kupni prose¢ni porast povrsinskog  P-selektina
samo 2%. Ako je cilj da se odredi ukupna kolic¢ina
povrsinskog antigena trombocita, MFI je za to
precizniji nacin prikaza podataka.

Smanjenje povrsinskog GPlb-1X-V trom-
bocita treba biti kvantifikovano pomoéu MFI, pre
nego metodom “procenat pozitivnih trombocita"
jer pad u GPIb-1X-V na svakom trombocitu je
obi¢no nedovoljan da rezultuje u “negativnhom
trombocitu” (41). Donja granica detekcije protoc-
nom citometrijom je oko 500 molekula antitela po
trombocitu.

Na kraju, moze se konstatovati da je me-
toda proto¢ne citometrije trombocita izuzetno
korisna tehnika u savremenoj transfuziologiji koja
se koristi pri kontroli kvaliteta jedinica koncentro-
vanih trombocita kao i dokazivanja prisustva leu-
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kocita u
trombocita,

istim, odredivanja stepena aktivacije
imunofenotipiziranja, detekciji feto-

materinskih antitrombocitnih antitela, unakrsnom
testu za trombocite. Pored ovoga, nasla je primenu

u dijagnozi
antitrombocitnih

specifi¢nih  oboljenja, monitoringu
lekova, pracenju trombopoeze,

istrazivanja trombocita i njihove funkcije ne samo
u oblasti transfuziologije ve¢ i hematologije od-
nosno kardiologije.

LITERATURA

1.

. Alugupalli

Shattil S, Cunningham M, Hoxie J. Detection
of activated platelets in whole blood using
activation-dependent monoclonal antibodies
and flow cytometry. Blood 1987 ; 70: 307-15.

. Michelson A, Barnard M, Benoit S, Mitchell

J, Knowles C, Ault K. Characterization of
platelet binding of blind panel mAb. In
Leucocyte  Typing V, Schlossman S,
Boumsell L, Gilks W, Harlan J, Kishimoto T,
Morimoto C, Ritz J, Shaw S, Silverstein R,
Springer T, Tedder T, Todd R. Eds. Oxford:
Oxford University Press, 1995, p. 1207 -
1210.

. Santos M, Valles J, Marcus A, Safier L,

Broekman M, Islam N, et al. Enhancement of
platelet reactivity and modulation of
eicosanoid production by intact erythrocytes.
A new approach to platelet activation and
recruitment. J Clin Invest 1991; 87: 571 -580.

. Michelson A, Ellis P, Barnard M, Matic G,

Viles A, Kestin A. Downregulatio n of the
platelet surface glycoprotein Ib-1X complex
in whole blood stimulated by thrombin, ADP
or an in vivo wound. Blood 1991; 77: 770—
79.

K, Michelson A, Barnard M,
Leong J. Serial determinations of platelet
counts in mice by flow cytometry. Thromb
Haemost 2001; 86: 668—671.

B. Balint, D. Paunovi¢, D. Vuceti¢, D.
Vojvodi¢, M. Petakov, M. Trkulji¢.
Controlled-rate versus  uncontrolled -rate

freezing as  predictors  for  platelet
cryopreservation efficacy. Transfusion 20 06;
46: 230-5.

. Balint B, Vuceti¢ D, Vojvodi¢ D, Petakov M,

Brajuskovi¢ G, lvanovi¢ Z, Trkulji¢ M,
Stojanovi¢ N. Cell recovery, cryothermal
micro-damages and surface antigen

expression as predictors for cold-induced

10.

11

12.

13.

14.

15.

GPIba/CD42b-cluster
clearance after controlled-rate VS.
uncontrolled-rate  cryopreservation. Blood
Banking and Transfusion Medicine 2004; 2
(1): 31-35.

mediated platelet

. Balint B, Vuceti¢ D, Draskovi¢ B, Vojvodi¢

D, Brajuskovi¢ G, Coli¢ M, Trkulji¢c M.
Microprocessor -controlled vs.
"dump-freezing” platelet and
cryopreservation: a
qualitative comparative
Pregl 2006; 63(3): 261-70.

lymphocyte
quantitative and
study. Vojnosanit

. Vuceti¢ D, Balint B, Vojvodi¢ D, Trajkovi¢—

Laki¢ Z, Mandi¢-Radi¢ S, Subota V, Trkulji¢
M. Cryopreserved vs. liquid stored platelets :
a quantitative and functional analysis. Mak
med pregled 2004, 58 (Suppl 63) : 136.
Vugetic D, Balint B, Vojvodi¢ D, Mandi¢ -
Radi¢ S, Subota V, Trkulji¢ M. Flow
cytometric and functional incestigations of
cryopreserved and liquid stored platelets.
Abstract book of the 15" International
Meeting Danubian League against
thrombosis and haemorrhagic disorders, May
14-16, 2009: 27.

Vugetic D, Balint B, Vojvodi¢ D, Mandi¢ -
Radi¢ S, Subota V,  Trkulji¢ M.
Cryopreserved vs. liquid stored platelets —
from the basic to the up to date findings.
Abstracts of the 17" Regional Congress of
the ISBT, Europe, June 23-27, 2007, Madrid,
Spain. Vox Sang 2007; 93(Suppl. 1): 111.
Shattil SJ, Hoxie JA, Cunningham M, Brass
LF. Changes in the platelet membrane
glycoprotein Ilb-1lla complex during platelet
activation. J Biol Chem 1985; 260: 11107 —
11114,

Faraday N, Goldschmidt -Clermont P, Dise K,
Bray PF. Quantitation of soluble

fibrinogen binding to  platelets by
fluorescence-activated flow cytometry. J Lab
Clin Med. 1994; 123(5): 728-40.

Ruf A, Patscheke H. Flow cytometric de-
tection of activated platelets: comparison of
determining  shape  change,  fibrinogen
binding, and P-selectin expression. Semin
Thromb Hemost. 1995; 21(2): 146-51.
Michelson AD, Barnard MR, Hechtman HB,
MacGregor H, Connolly RJ, Loscalzo J,

Valeri CR. In vivo tracking of platelets:
circulating degranulated platelets rapidly lose
surface P-selectin but continue to circulate



Vol. 41 br. 1-2 2014.

ANESTEZIJA, REANIMACIJA, TRANSFUZIJA 30

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

and function. Proc Natl Acad Sci U S A.
1996; 93(21): 11877-82.
Berger G, Hartwell
P-Selectin and platelet clearance.
1998; 92(11): 4446-52.

Larsen E, Celi A, Gilbert GE, Furie BC, E rban
JK, Bonfanti R, Wagner DD, Furie B.
PADGEM protein: a receptor that mediates
the interaction of activated platelets with
neutrophils and monocytes. Cell. 1989;
59(2): 305-12.

Siljander P. Platelet-derived microparticles —
an updated perspective. Thrombosis Research
2011; 127 Suppl 2: S30-S33.

Sims PJ, Faioni EM, Wiedmer T, Shattil SJ.
Complement proteins C5b -9 cause release of
membrane vesicles from the platelet surface
that are enriched in the membrane receptor
for coagulation factor Va and express
prothrombinase activity. J Biol Chem. 1988;
263(34): 18205-12.

Gawaz M. Flow cytom etric investigations. In:
Blood platelets. Georg Thieme Verlag
Stuttgart, 2001. p 49-56.

Michelson AD. Flow cytometric analysis of
platelet surface glycoproteins: phenotypically
distinct  subpopulations of platelets in
children with chronic myeloid leukemia. J
Lab Clin Med. 1987; 110(3): 346-54.

Jennings LK, Ashmun RA, Wang WC,
Dockter ME. Analysis of human platelet
glycoproteins  Ilb-Illa  and  Glanzmann's
thrombasthenia in whole blood by flow cy-
tometry. Blood. 1986; 68(1): 173-9.
Nieuwenhuis HK, Akkerman JW, Sixma JJ.
Patients with a prolonged bleeding time and
normal aggregation tests may have storage
pool deficiency: studies on one hundred six
patients. Blood. 1987; 70(3): 620-3.

Lorez HP, Richards JG, Da Prada M, Picotti
GB, Pareti FI, Capitanio A, Mannucci PM.
Storage pool disease: comparative
fluorescence  microscopical,  cytochemical
and biochemical studies on amine -storing
organelles of human blood platelets. Br J
Haematol. 1979; 43(2): 297-305.

Gordon N, Thom J, Cole C, Baker R. Rapid
detection of hereditary and acquired platelet
storage pool deficiency by flow cytometry.
Br J Haematol. 1995; 89(1): 117-23.
Warkentin TE, Hayward CP, Boshkov LK,
Santos AV, Sheppard JA, Bode AP, Kelton

DW, Wagner DD.
Blood.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

JG. Sera from patients with heparin -induced
thrombocytopenia generate platelet -derived
microparticles with procoagulant activity: an
explanation for the thrombotic complications
of heparin-induced thrombocytopenia. Blood.
1994; 84(11): 3691-9.

Fijnheer R, Modderman PW, Veldman H,
Ouwehand WH, Nieuwenhuis HK, Roos D,
de Korte D. Detection of platelet activation
with  monoclonal antibodies and flow
cytometry. Changes during platelet storage.
Transfusion. 1990; 30(1): 20-5.

Vuceti¢ D. Procena kvaliteta
kriokonzervisanih trombocita u odnosu na
trombocite skladistene u te¢nom stanju.
Doktorska teza 2007. god. Vojnomedicinska
akademija, Beograd.

Krishnamurti C, Maglasang P, Rothwell SW.
Reduction of blood loss by infusion of hu-
man platelets in a rabbit kidney injury model.
Transfusion. 1999; 39(9): 967-74.

Holme S, Sweeney JD, Sawyer S, Elfath MD.
The expression of p-selectin  during
collection, processing, and storage of platelet
concentrates: relationship to loss of in vivo
viability. Transfusion. 1997; 37(1): 12-7.

. Forsberg B, Jacobsson S, Stockelberg D, Kutti

J, Rydberg L, Wadenvik H. The plate-
let-specific alloantigen PIA1 (HPA-1a): a
comparison of flow cytometric
immunophenotyping and genotyping using
polymerase chain reaction and restriction
fragment length polymorphism in a Swedish
blood donor population. Transfusion. 1995;
35(3): 241-6.

Marshall LR, Brogden FE, Roper TS, Barr
AL. Antenatal platelet antibody testing by
flow cytometry--results of a pilot study.
Transfusion. 1994; 34(11): 961-5.

Gates K, MacPherson BR. Retrospective
evaluation of flow cytometry as a platelet
crossmatching procedure. Cytometry. 1994;
18(3): 123-8.

Holme S, Heaton A, Kunchuba A, Hartman P.

Increased levels of platelet associated 1gG in
patients with thrombocytopenia are not
confined to any particular size class of
platelets. Br J Haematol. 1988; 68(4): 431-6.

. Rosenfeld CS, Bodensteiner DC. Detection of

platelet alloantibodies by flow cytometry.
Characterization and clinical significance.
Am J Clin Pathol. 1986; 85(2): 207-12



Vol. 41 br. 1-2 2014.

ANESTEZIJA, REANIMACIJA, TRANSFUZIJA 31

36.

37.

38.

Dickerhoff R, Von Ruecker A. Enumeration
of platelets by multiparameter flow
cytometry using platelet -specific antibodies
and fluorescent reference particles.

Clin Lab Haematol . 1995; 17(2): 163-72.

Kunz D, Hoffkes H, Kunz WS, Gressner AM.
Standardized flow cytometric method for the
accurate determination of platelet counts in
patients with severe thrombocytopenia.
Cytometry. 2000; 42(5): 284-9.

Heilmann E, Friese P, Anderson S, George
JN, Hanson SR, Burstein SA, Dale GL.
Biotinylated platelets: a new approach to the
measurement of platelet life span. Br J
Haematol. 1993; 85(4): 729-35.

39. Schwarz UR, Geiger J, Walter U, Eigenthaler

M. Flow cytometry analysis of intracellular

VASP phosphorylation for the assessment of
activating and inhibitory signal transduction
pathways in human platele ts--definition and
detection of ticlopidine / clodogrel effects.
Thromb Haemost. 1999;82(3):1145-52.

40. Schneider DJ, Tracy PB, Mann KG, Sobel BE.

Differential effects of anticoagulants on the
activation of platelets ex vivo. Circulation.
1997; 96(9): 2877-83

41. Coller BS, Peerschke El, Scudder LE,  Sulli-

van CA. Studies with a murine mono-
clonal antibody that abolishes risto-
cetin-induced binding of von Willebrand fa c-
tor to platelets: additional evidence in
support of GPIb as a platelet receptor for von
Willebrand factor. Blood. 1983; 61(1): 99-
110.



Vol. 41 br. 1-2 2014.

ANESTEZIJA, REANIMACIJA, TRANSFUZIJA

32



Vol. 41 br. 1-2 2014. ANESTEZIJA, REANIMACIJA, TRANSFUZIJA 33

PRINCIPI PRIPREME KONCENTRATA TROMBOCITA

Stanojkovi¢ Zoran®, Anti¢ Ana', Macukanovi¢ Golubovi ¢ Lana?,
Stanojkovi¢ Mirjana®, Jeli¢ Marija*
! Zavod za transfuziju krvi Ni§, Srbija, *Klini¢ki centra Ni§, Klinika za hematologiju i
imunologiju, * Klini¢ki centra Ni§, Centar za medicinsku biohemiju, *Vojna bolnica Ni§,
Klini¢ko-biohemijska laboratorija, Ni§, Srbija

SAZETAK

Transfuzije koncentrata trombocita jesu sastavni deo lecenja bolesnika sa trombocitopenijom koja je
proistekla iz smanjene produkcije trombocita usled osnovne bolesti ili primene mijelotoksicnih lekova,
potroshje ili dilucije krvi, ali i nekih stanja sa poremecenom funkcijom trombocita.

Koncentrati trombocita se mogu dobiti separacijom iz jedinica cele krvi dobrovoljnih davalaca ili
primenom separatora krvnih celija (aferezni trombociti). Koncentrati trombocita se iz cele kr vi mogu
pripremati iz prethodno prikupljene plazme bogate trombocitima (PRP) ili izdvajanjem iz “buffy
coata ”(leukocitno -trombocitnog sloja - BC). Terapijska doza trombocita za odrasle dobija se puliranjem 4 -
6 koncentrata trombocita iste ABO krvne grupe, a puliranje moze da se vrsi primenom komercijalnog kita za
puliranje ili lancanom metodom (,,chain reaction ).

Aferezni trombociti se dobijaju trombocitafereznom procedurom od jednog davaoca, pomocu
automatskog separatora krvnih celija. Na ovaj nacin sm anjuje se HLA aloiminizacija i efikasnije lece veé
aloiminizovani pacijenti. Smanjenjem izlaganja veéem broju davalaca, takode, se smanjuje i rizik prenosenja
virusnih infekcija.

Kvalitet pripremljenih koncentrata trombocita zavisi od velikog broja faktor a, kao sto su: metoda
pripreme, duzina skladistenja, vrsta kese u kojoj se ¢uvaju, bakteriolosko ispitivanje koncentrata, a u novije

vreme i primena inaktivacije patogena.

uvoD

Koncentrati trombocita se primenjuju u
prevenciji i le¢enju krvarenja kod bolesnika sa
trombocitopenijom ili trombocitopatijom.
Najées¢e se primenjuju u lecenju hematoloskih
bolesti, kod presadivanja kostane srzi i drugih
organa, u lecenju kardiohirurskih bolesnika i pri
gastrointenstinalnim krvarenjima. Povecanje
primene agresivnih medicinskih  postupaka i
hemioterapije povecala je ucestalost le¢enja
transfuzijama trombocitnih koncentrata 2.

Primena trombocitnih koncentrata ima
sledece ciljeve:

1. transfuzijom treba u bolesnikovu cirkulaciju
uneti dovoljan broj trombocita kako bi se povecao
njihov broj i omogu¢ila normalna hemostaza,

2. transfundovani  trombociti  moraju biti
efikasni u prevenciji i le¢enju krvarenja,

3. transfuzije trombocita ne smeju uzrokovati
nuspojave,

4. smanjenjem  broja  transfundovanih
koncentrata trombocita treba pokusati smanjiti
udestalost nuspojava, infekcija i aloimunizacija **.

Od pre 50-tak godina kako je otkriveno ovo
terapijsko sredstvo mnogo promena je bilo u
na¢inu  pripreme, pakovanja i skladistenja
produkta.

KONCENTRAT TROMBOCITA 1Z
JEDINICE CELE KRVI

Tokom dugog niza godina jedinica cele
krvi bila je glavni izvor trombocita za transfuziju.
Potrebno je da davanje jedinice krvi iz koje ¢e se
pripremiti koncentrat trombocita ne traje duze od
12 minuta, jer slab protok krvi tokom davanja
vodi povecanom utrosku trombocita. Krv se moze
uzeti samo od davaoca koji ne uzimaju aspirin
(ako je koristio aspirin ili neki lek koji u sebi
sadrzi aspirin u prethodnih 72 sata, funkcija
trombocita ¢e biti ozbiljno poremeéena) 2.
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Cela krv iz koje ¢e se pripremiti
koncentrat trombocita, takode, ne sme da se
stavlja u frizider, jer bi to iniciralo agregaciju
trombocita i smanjilo njihovu funkcionalnost.
Jedinice krvi treba da se ¢uvaju na temperaturi 22
+ 2°C, koja treba da se postigne u sto kracem roku
od davanja krvi. To se najéesce postize primenom
izolovane transportne kutije i vrecama ili plo¢ama
rashladne tecnosti (npr.butan diol) °.

Centrifugiranjem jedinice cele krvi lako
se izdvajaju krvne komponente: eritrociti, plazma
i trombociti. Dve su osnovne metode Kkoje se
koriste za proizvodnju trombocita: iz PRP (plazme
bogate trombocitima) i iz buffy coat -a (BC).

Standardna terapijska doza trombocita za
odrasle je pripremljena iz 4 -6 jedinica krvi. Prinos
trombocita iz jedne jedinice cele krvi je 50-70 x
10° u zapremini 50-60 ml, i on se postize
primenom razli¢itih tehnika. Prinos trombocita
predstavlja ukupan broj trombocita prisutan u
finalnoj kesi za skladistenje i preracunat
koriséenjem broja trombocita u jednom litru i
ukupne zapremine u kojoj su tromboc iti
suspendovani*®.

Koncentrati trombocita mogu da se izdaju
u terapijske svrhe kao pojedinac¢ni, ili mogu da se
puliraju u jednu kesu kao terapijska doza (zbog
lakse administracije). Tokom puliranja moze da se
koristi i leukocitni filter i tako pripreme filtrirani
(leuko-redukovani) pulirani koncentrati
trombocita. Pripremljeni koncentrati trombocita
moraju da se skladiste u posebnim uslovima kako
bi sacuvali svoju funkcionalnost i hemostatsku
aktivnost:

e Koncentrat ~ trombocita mora da  se
kontinuirano c¢uva na temperaturi 22 + 2°C,
koja je posebno pogodna za brzi razvoj
bakterija koje mogu da kontaminiraju
trombocite (a poti¢u sa mesta venepunkcije ili
su prisutne u cirkulaciji davaoca). 1z tog
razloga maksimalna duzina  skladistenja
trombocita je samo 5 dana, a moze se
produziti na 7 dana ako se primene
odgovarajuée metode patogene redukcije ili
mikrobiolosko testiranje trombocita ®”.

e PVC kese u kojima se skladiste trombociti se
razlikuje od kesa za uzimanje krvi ili transfer
kesa u tome §to se sastoje od posebnih vrsta
plastike koje propustaju gasove i garantuju
dostupnost kiseonika, pa se tako prevenira pad
pH. Kese su velike, obi¢no se kesa od 1000
mL Koristi za skladistenje 300 mL puliranih

trombocita, te se tako ubrzava transport
kiseonika kroz veliku pov rsinu kese. Kolic¢ina
potrebnog  Kkiseonika  zavisi od  broja
trombocita u kesi — vise trombocita trazi vise
kiseonika®.

e Tokom perioda skladistenja obavezna je
lagana, ali Kkontinuirana agitacija na ravnom
agitatoru (priblizno 70 ciklusa u minutu),
kako bi se sprecila agregacija trombocita i
ubrzao transfer kiseonika. Pregrade agitatora
treba da dozvoljavaju dotok vazduha do donje
strane kese (da budu mrezaste ili perforirane).
Koncentrati ~ trombocita  se  postavljaju
pojedinaéno na agitator, nikako jedan na
drugi, jer to sprecava protok vazduha.
Velicina i broj etiketa koje su postavljene na
kesi treba da budu s$to manje. Adekvatna
velicina kese | agitacija odrzavaju pH
koncentrata trombocita izmedu 6,4 i 7,4, sto
predstavlja optimum skladistenja ".

METODE RADA

1. Metoda iz plazme bogate trombocitima
(PRP)

Jedinica cele krvi se centrifugira brzinom i u
vremenu validiranim da se dobije maksimalni broj
trombocita i minimalni broj eritrocita i leukocita u
plazmi. To je Klju¢ni korak u proizvodnji
koncentrata tromboci ta ovom metodom.
Centrifugirana kesa se potom postavlja u plazma
ekstraktor ili automatsku masinu za procesiranje
krvi, pomo¢u Kkojih se polako izdvaja plazma
bogata trombocitima u posebnu kesu. Da bi se
maksimalno redukovala kontaminacija finalnog
produkta eritrocitima ili leukocitima posebno
mora da se vodi racuna da se ne osteti sloj izmedu
eritrocita i plazme, separacija treba da bude lagana
i da se zaustavi kada ostane oko 8 mm plazme
iznad sloja eritrocita %%,

Trombociti u PRP se sedimentiraju na dnu
kese centrifugiranjem na veéem broju obrtaja u
duzem vremenskom intervalu. Ako je drugo
centrifugiranje na jo§ veéem broju obrtaja onda
trombocitno dugme na dnu kese nece biti
dezagregirano. Zato je vrlo vazno da se povede
racuna o  karakteristikama  centr ifugiranja.
Supernatantna plazma siromasna u trombocitima
se odstranjuje u transfer kesu ostavljaju¢i 50 — 70
mL plazme sa trombocitima.
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Ako se ne ispostuje usvojena procedura moze
biti otezana resuspenzija trombocita. Kesa mora
da se ostavi da ,,odmori 1-2 h pre postavljanja na
agitator. Ne preporuéuje se da se proces
resuspenzije ubrzava manuelnom manipulacijom
trombocitnog dugmeta jer moze da izazove
ireverzibilnu agregaciju. Posle resuspendovanja,
4-6 koncentrata trombocita iste ABO krvne grupe
mogu da se puliraju u terapijsku dozu za odrasle.
U ovom procesu koncentrati trombocita se spajaju
u veliku kesu za skladistenje koris¢enjem
sterilnog  konektora ili laminarnog protoka.
Preporucuje se primena sterilnog konektora, jer
pul trombocita ima isti rok vazenja kao i
pojedina¢ni  koncentrati (5 dana), dok se
ubadanjem igle otvaraju sistemi kojima je rok
skladistenja samo 6 sati ***2,

Metoda iz PRP-a ima odredena
ogranic¢enja. Ostro centrifugiranje u drugom
koraku povecava osetljivost celija na odredene
stimuluse, kao §to je aktivacija trombocita, slozeni
lanac reakcija dovodi do promene oblika (od
diskoidnog do sfericnog) i oslobadanja sadrzaja
unutrasnjih  granula.  Zavisno od intenziteta
aktivacije, proces moze biti reverzibilan il
ireverzibilan. Ipak, iako proces moze biti
reverzibilan, ponovljeni  ciklusi  aktivacije i
deaktivacije na kraju dovode do dubokih promena
u funkciji trombocita, $to je poznato kao ,lezija
skladistenja™**.

Obzirom da se ovom metodom dobijaju
pojedina¢ni koncentrati trombocita  brojne su
kontroverze o bezbednosti i efikasnosti puliranih
koncentrata trombocita nakon skladistenja i
kasnije transfuzije. Sweeny i autori su u
najnovijim ispitivanjima  pokazali mogucénost
resuspendovanja trombocita u aditivnoj soluciji za
trombocite (umesto u plazmi) i njihovom ,pre-
storage” puliranju, S§to odrzava in  vitro
karakteristike ¢ak i do 7 dana™.

Heddle i autori su ispitivali znacaj ,,pre-
storage” i ,after-storage” puliranja (pre i posle
skladistenja) u periodu od 7 dana'*. Sedmog dana
skladistenja uocena je statisticki znacajna razlika
u vrednosti pH, pCO, i hipotonicnom Sok
odgovoru, Kkoji su nizi u puliranom produktu pre
skladistenja, dok su pO,, laktati i morfoloski skor
poviseni. Autori se slazu, da i pored uocene
statisticki znacajne razlike, njena veli¢ina je takva
da se ne ocekuje uticaj na efikasnost trombocita.
Klinicka studija koja je Stampana u istom broju
Transfusion-a  pokazuje da se trombociti

pripremljeni iz PRP-a mogu skladistiti u pulu
pripremljenom pre skladistenja do 5 dana
dovode¢i do ocekivanog CCI, komparabilnog sa
trombocitima koji su se skladistili pojedinacno i
koji su pulirani neposredno pre transfuzije *°.

2. Metoda iz ,,buffy coat“-a

Krajem sedamdesetih godina proslog veka
u Evropi je poceo da se uklanja sloj buffy coat -a
(BC), formiran tokom centrifugiranja izmedu
plazme bogate trombocitima na vrhu i
napakovanih eritrocita na dnu, kako bi se na taj
nacin  redukovalo prisustvo mikroagregata i
hemolize tokom skladistenja jedinica eritrocita.
Vrlo brzo nakon toga uoceno je da se iz BC mogu
pripremati koncentrati trombocita i da se prinos
trombocita moze znacajno povecati ako se za
prikupljanje cele krvi koriste “top and bottom”
kese!’. Kao i mnogo puta u istoriji medicine,
tehnoloska inovacija je omoguc¢ila primenu novih
kesa i nove metode rada: pojava sterilne
konekcije.

U poredenju sa metodom pripreme
koncentrata trombocita iz PRP -a, metoda iz BC
omogucava proizvodnju produkta sa priblizno
jednakim sadrzajem (10% manje kontaminacije
leukocitima pre leukoredukcije), preko 20 mL
manje eritrocita u jedinici eritrocita, ali 30 -75 mL
vise plazme?®. Pored toga, kako je prvi korak
centrifugiranja ostar, a drugi lagan, aktivacija
trombocita indukovana metodom pripreme je
mnogo manja.

Jedinica cele krvi se skladisti krace od 24
sata na temperaturi 22+2°C, a zatim centrifugira
kako bi se izdvojio sloj buffy coat-a u kome su
trombociti i leukociti. Ovako centrifugirana krv se
najcesce  separise  koris¢enjem  automatske
opreme, ali moze da se koristi i manuelna metoda.
Buffy coat (BC) moze da se pripremi na dva
nacina™®*:

e Klasicnom metodom iz cetvorostrukih kesa -
tokom separacije centrifugirane cele krvi
odredena koli¢ina se plazme se prebacuje u
kesu, a BC sa malom koli¢inom plazme se
prebacuje u drugu kesu, ostavljajué¢i eritocite
u originalnoj primarnoj kesi;

o Koris¢enjem ,,top and bottom* kesa —tokom
separacije centrifugirane cele krvi odredena
koli¢ina plazme se prebacuje u kesu dodatu na
vrhu (top), eritrociti se prebacuju u drugu
kesu na dnu (bottom), ostavljaju¢i buffy coat
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sa malom kolicinom plazme u originalnoj

primarnoj kesi®’.

Pripremljeni  koncentrati buffy coat-a se
¢uvaju na temperaturi 22+2°C bez agitacije do
daljeg procesiranja u koncentrate trombocita,
najkasnije do 48 sati od davanja krvi. Trombocitni
koncentrati mogu da se proizv ode kao pojedina¢ni
ili pulirani.

POJEDINACNI KONCENTRATI
TROMBOCITA 1Z BC

U jedinici buffy coat-a treba da ostane 50-
60 mL plazme kako bi finalni produkt imao
dovoljni volumen za suspenziju trombocita. Kesa
za buffy coat (BC) treba da ima dodatnu kesu u
kojoj c¢e se skladistiti koncentrat trombocita. Ova
kesa moze biti integrisani deo sistema kesa ili se
dodaje koris¢enjem sterilnog konektora.

Nakon temeljnog, ali laganog mesanja,
BC se centrifugira kako bi se sedimentirali
rezidualni eritrociti i leuko citi, dok trombociti
ostaju resuspendovani u ¢istoj supernatantnoj
plazmi. Ovaj korak centrifugiranja je kljuéni kako
bi se proizveo koncentrat trombocita koji sadrzi
veliki broj trombocita sa minimalnim brojem
eritrocita i leukocita. Kako je volumen BC jako
mali, treba voditi racuna o postavljanju kese
vertikalno u kivete centrifuge, kako bi se izbegla
preklapanja kese ili formiranje dzepova. Nakon
centrifugiranja supernatantna plazma koja sadrzi
trombocite se prebacuje u kesu za skladistenje
trombocita. Koncentrat trombocita se skladisti na
linearnom agitatoru, a jedinica je spremna za
transfuziju nakon propisnog obelezavanja *8*°.

Metoda pripreme koncentrata trombocita
iz BC daje brojne prednosti u smislu organizacije
rada u velikim transfuzijskim centrima — moguce
je da se odlozi proizvodnja koncentrata trombocita
do 24 sata.

Suprotno metodi iz PRP-a, gde je
obavezno procesiranje krvi unutar 8 sati od
kolekcije, kada se jedinice cele krvi postavljaju na
plo¢e koje ubrzano hlade kese cele krvi na
temperaturi 22 2 °C do 24 sata, separacija
trombocita koji se pripremaju iz BC moze biti
odlozena do 18 sati ™.

PULIRANJE KONCENTRATA
TROMBOCITA 1Z BC

4-6 jedinica BC iste ABO krvne grupe
mogu da se puliraju pre centrifugiranja. BC
spreman za puliranje je prose¢nog volumena 50
mL i hematokrita 0,40 — 0,50. Dilucija pula vrsi se
plazmom (jedna od jedinica iz koje je izdvojen
BC), ili aditivhom solucijom za trombocite (PAS).
PAS odrzava funkciju trombocita i pH bolje od
plazme?. BC mogu da se puliraju korigéenjem
kita za puliranje ili lancanom metodom.

I Kit za puliranje:

Puliranje BC moze da se wvrsi upotrebom
komercijalnih kitova za puliranje. Koris¢enjem
sterilnog  konektora kese sa BC se svaka
pojedina¢no konektuju sa jednim od multipnih
krajeva kita za puliranje, a zatim se dodaje plazma
ili PAS. BC se prebacuju u transfer kesu
zapremine 600 mL, a plazma ili PAS prolazi kroz
sve prazne kese u kojima je bio BC kako bi sprala
zaostale celije. Na kraju se sadrzaj svih kesa sa
BC i priblizno 300 mL PAS-a ili plazme pulira u
spojenu  kesu sa ukupnom zapreminom od
priblizno 600 mL>*(slika 1). Kesa za puliranje
ima fabricki spojenu kesu za skladistenje
trombocita, a ako je potrebno moze biti ukljucen i
in-line* filter.
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Slika 1: Puliranje ,,buffy coat“-a i priprema rombocita primenom Kita za puliranje

Il  Landana metoda:

BC separisan iz ,,top and bottom* kese
moze biti puliran vrlo efikasno i ekonomicno
primenom ove metode. Linija na vrhu ke se za BC
se povezuje sa linijom na dnu (bottom) druge kese
sa BC koris¢enjem sterilnog konektora. Na taj
na¢in zeljeni broj BC se povezuje u lanac, a
plazma ili PAS za diluciju BC se spaja za liniju na
vrhu lanca. Lanac se okaci sa dilentom na vrhu.

Sadrzaj svih BC se propusta do BC na dnu, a
onda diluent prolazi kroz prazne BC kese (jednu
po jednu), kako bi se isprao BC iz njega. Finalnha
kesa ima ukupnu zapreminu od 600 mL BC koji je
diluiran u plazmi ili PAS. Kesa za skladistenje
trombocita, koja moze u sebi sadrzati i “in-
line”trombocitni  filter, spaja se kesom sa
puliranim BC (slika 2).
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Slika 2: Puliranje ,,buffy coat“-a i priprema trombocita primenom lan¢ane metode

Kesa sa puliranim BC (prip remljenim bilo
primenom kita za puliranje ili lan¢anom
metodom), sa spojenom kesom za skladistenje
trombocita, se centrifugira  brzinom  koja
omogucéava sedimentiranje eritrocita i leukocita,
ostavljajuci trombocite suspendovane u
supernatantu (plazma ili PAS).

Uslovi centrifugiranja su kljuéni za uspesnu
proizvodnju koncentrata trombocita sa visokim
brojem trombocita i niskim brojem leukocita i
eritrocita.

Centrifugirani  pul se pazljivo vadi iz
centrifuge i postavlja u plazma ekstraktor ili
automatski aparat za procesiranje. Pod pritiskom
supernatant bogat trombocitima se prebacuje u
kesu za skladistenje trombocita (moguée kroz
filter, ako je potrebno). Kesa sa BC koja sadrzi
sedimentirane leukocite i eritrocite se
odbacuje?*"#.

Termin ,trombociti sludajnog davaoca“
(random donor platelets) oznacava pojedinacne
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ili pulirane koncentrate trombocita proizvedene iz
jedinice cele krvi®*®. Trombociti iz 4-6 jedinica
krvi ¢ine terapijsku dozu koja izlaze pacijenta

AFEREZNI TROMBOCITI

Uvodenje afereznih tehnologija kasnih
Sestdesetin godina proslog veka omogucilo je
kolekciju  najmanje jedne terapijske  doze
trombocita (za odrasle) od jednog davaoca. U
pocetku se ova metoda primenjivala za pripremu
trombocita za pacijente koji su imali refraktarnost
na transfuzije standardnih koncentrata trombocita
kao rezultat HLA aloimunizacije. Sredinom
osamdesetih godina razvio se jo$ jedan trend
primene afereznih trombocita za transfuziju, koji
je podrazumevao smanjeno izlaganje pacijenta
vecem broju davaoca (koje je prisutno kod
standardnih trombocita — terapijsku dozu cini 4-6
pojedinacnih koncentrata trombocita) i
jednostavnije snabdevanje trombocitima?. Kao
rezultat tog trenda u USA 2001. godine 74 %
transfundovanih  koncentrata trombocita su bili
aferezno prikupljeni 2. U vecini evropskih zemalja
situacija je suprotna, vecina transfundovanih
koncentrata trombocita je pripremlje na iz BC-a.
Tehnicke novine koje se dodaju u moderne
separatore za  trombocitaferezu doprinose
znac¢ajnom poboljsanju  karakteristika finalnog
produkta. Moderne aferezne platforme
dozvoljavaju  prikupljanje  trombocita  jednim
venskim pristupom, sa vrlom niskim sadzajem
eritrocita i leukocita (moze dalje produkt da se
leukoredukuje, prema vrlo strogim Evropskim
direktivama manje od jednog miliona c¢elija po
jedinici je standard), pri ¢emu davalac vrlo lako
podnosi proceduru.

Posto su tehnologije koje koriste sadasnji
licencirani  aferezni sistemi za separaciju i
kolekciju trombocita razlicite, prikazane su razlike
u  karakteristikama  trombocitnih  produkata,
uglavhom odnose¢i se na nivo aktivacije
trombocita’***. Ipak ne postoje dokazi da ove
razlike mogu da doprinesu Klinickim razlikama
kada se produkti transfunduju.

Dugo godina je plazma bila standardni
medijum za skladistenje afereznih trombocita.
Poslednjih godina, u cilju smanjenja
posttransfuzijskih  reakcija koje su posledica
prisustva plazme, kao i uvodenja metoda patogene
inaktivacije, uvedena je aditivna solucija za
trombocite (PAS) i hiperkoncentrovani

znac¢ajnom riziku transfuzijom prenosive infekci je
ili aloimunizaciji na HLA antigene, mnogo veéem

nego prilikom transfuzije afereznih trombocita.

koncentrati trombocita. Bakterijska sepsa
udruzena sa transfuzijom koncentrata trombocita

je i dalje najcesci infektivni rizik za pacijenta. 1z

tog razloga, u brojne zemlje je uvedeno rutinsko

bakteriolosko ispitivanje trombocita. Evropske

direktive dozvoljavaju produzenje roka
skladistenja koncentrata trombocita na 7 dana

ukoliko se validiranom metodom dokaze odsustvo

bakterisjike  kontaminacije®. U  Sjedinjenim
Ameri¢kim Drzavama, FDA (Food and Drug
Administration) dopusta  produzenje roka
trombocita na 7 dana ako su prikupljeni afarezom
na aparatima Amicus (Baxter) ili Trima
(Gambro)®, i ako BacT-Alert (Biomerieux)
pokazuje negativne rezultate ispitivanja.

U proceduri trombocitafereze uzima se krv
davaoca, obradjuje u afereznom aparatu i
prikupljaju  samo trombociti, a sve ostale
komponente krvi se vracaju davaocu, tako da
on/fona moze biti davalac na separatoru mnogo
CeS¢e nego Sto bi dao/la celu krv. Ovako
prikupljeni trombociti mogu biti leuko -redukovani
dodatnim centrifugiranjem ili filtracijom.

Aferezni trombociti se mogu cuvati u plazmi
ili mesavini plazme i PAS-a. Uslovi ¢uvanja su
isti kao i za standardne koncentrate trombocita,
obzirom da je to zatvoren sistem. Prinos
trombocita u koncentratu dobijenom od jednog
davaoca varira i zavisi od samog davaoca, vrste
aparata i procedure, ali je u proseku ekvivalent
najmanje 3 do 13 koncentrata trombocita slu¢ajnih
davalaca®?.

Aferezni trombociti su trombociti izbora,
njihova primena je limitirana samo obaveznim
aparatom za proizvodnju i cenom troskova.

Termin ,trombociti jednog davaoca“ (single
donor platelets) oznacava trombocite dobijene od
jednog davaoca postupkom trombocitafereze °.
Tako se dobija prihvatljiva terapijska doza
trombocita od jednog davaoca. Metoda pokazuje
prednost u smislu redukcije rizika transfuzijom
prenosive infekcije i HLA aloimunizacije.

Deljenje afereznih trombocita

Prinos  trombocita  dobijen  jednom
afereznom procedurom moze biti veliki za
skladistenje u jednoj kesi. Vecina setova za
aferezno davanje ima dve kese za skladistenje
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koje dozvoljavaju da se produkt podeli i ¢uva sa
adekvatnim dotokom Kkiseonika. Najcesée je
prinos trombocita u svakoj kesi dovoljan da se
primeni kao standardna terapijska doza za odrasle
(prlbllzno 240 x 10° po kesi, ne manje od 200 x

10°%), i svaka kesa se moze primeniti drugom
pacijentu. U nekim slucajevima ako druga kesa

ne moze da zadovolji standardnu terapijsku dozu,
moze da se podeli dalje na manje jedi nice koje su
pogodne za pedijatrijsku primenu (vise od od 60 x

10° trombocna u 40-60 mL plazme ili PAS-a po

kesi)®?
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PRIMENA GEL AGLUTINACIONE TEHNIKE U PRETRANSUZIJSKIM ISPITIVANJIMA

Anti¢ Ana’, Stanojkovi¢ Zoran', Magukanovi¢ Golubovié Lana?, Jeli¢ Marija3, Stanojkovi¢ Mirjana4
! Zavod za transfuziju krvi Ni§, Srbija, > Klini¢ki centra Ni§, Klinika za hematologiju i
imunologiju, Vojna bolnica Ni§, Klini¢ko -biohemijska laboratorija, Nig, Srbija,
*Klinigki centra Ni§, Centar za medicinsku biohemiju

SAZETAK

Primena gel aglutinacione tehnike u pretransfuzijskim ispitivanjima predstavlja trend savremene
transfuziloske prakse. Ona omogucava standardizaciju imunohematoloskih ispitivanja, visoku senzitivnost,
specificnost i efikasnost u radu. Pipetiranje i centrifugiranje 1D -kartica je precizno, parametri testiranja su
strogo kontrolisani, sirok je spektar dijagnostickin mogucnosti, postoji mogucénost ponovnog cditanja i
uporedivanja rezultata, fotografisanja rezultata i njihovog cuvanja. Nema pranja eritrocita, a mogucnost
otkrivanja slabih antigena i podgrupa, kao i nizih koncentracija antieritrocitnih anti tela je je podignuta na

najvisi nivo.

Gel aglutinaciona tehnika utice i na organizaciju rada u laboratoriji za pretransfuzijska ispitivanja
u smislu smanjenja broja zaposlenih i znacajne ustede laboratorijskog stakla, a, takode, je smanjen i rizik
infekcije, nema mogucnosti kontaminacije ID -kartica i test reagenasa, jer su svi resursi koji se koriste

biorazgradljivi.
UvoD

Tehniku  aglutinacije  antigen -antitelo
mikrometodom aglutinacije u gelu prvi je opisao i
uveo u rutinsku transfuzijsku praksu Lapiere Y.
1985. godine u Francuskoj. Metoda se zasniva na
kontrolisanom centrifugiranju kroz
dekstranakrilamid gel u specijalno dizajniranim
mikrocev¢icama u kojima se nalaze partikule gela,
sfericnog oblika, koje imaju ulogu reakcionog
medijuma i filtera. Gornji deo cewvgice je
dizajniran  tako da dozvoljava  prethodnu
inkubaciju test seruma i eritrocita u prostoru iznad
gela. Cestice gela zadrzavaju aglutinate eritrocita,
a propustaju slobodne eritrocite na dno. Time je
olaksano i ujednaceno ocitavanje rezultata
reakcije tj. smanjene su varijacije u ogitavanju
rezultata koje  su prisutne primenom
konvencionalne tehnike u epruveti *2.

Princip testa je direktna aglutinacija (u
slanoj sredini) ili indirektna aglutinacija eritrocita
(primenom  antihumanglobulin  testa) sa
specificnim  antitelima na  partikulama  gela.
Postoje tri vrste gela u ID-karticama:

e neutralni gel (sadrzi gel u osmotski
izbalansiranoj sredini, Koristi se za testove
direktne aglutinacije),

e gel sa specificnim antitelima (sadrzi
mesavinu gela i specifi ¢nog anti-seruma, kao

§to su anti-A, anti-B, anti-D, koristi se za

tipiziranje antigena),

e gel sa AHG reagensom (sadrzi antihuman
globulin  (AHG), koristi se za izvodenje
direkthog Coombs-

ovog testa, skrininga iregularnih anitela ili
probe kompatibilnosti)*°.

U jednoj plasticnoj Kkartici smesteno je 6
mikrocev¢ica, pri ¢emu svaka od njih moze da
sadrzi isti gel ili mesavinu razli¢itih gelova,
zavisno od namene. Kartice su prema proizvodacu
napunjene gelom i oznacene.

Gel tehnika u mikrocevéicama se danas
koristi  rutinski za izvodenje skoro  svih
imunohematoloskih  ispitivanja, kao §to su
odredivanje ABO Rh(D) krvne grupe, skrining
iregularnih  antieritrocitnin  antitela i njihova
identifikacija, direktni antihuman globulin test
(DAT), odredivanje titra antitela, elucija i
adsorpcija antitela, probe kompatibilnosti %°. U
savremenoj literaturi posebno se naglasava da se
ova metoda moze Koristiti za pracenje perifernog
oporavka posle alogene transplantacije kostne
srzi, za  detekciju  paroksizmalne  noéne
hemoglobinurije” i fetomaternalnog krvarenja®.
Zahvaljujuéi  mogucénosti  otkrivanja  antitela
niskog afiniteta gel tehnika se moze Koristiti i za
otkrivanje antitela koja nastaju unosenjem lekova
i multipnih antitela. Danas se ova metoda koristi u



Vol. 41 br. 1-2 2014.

ANESTEZIJA, REANIMACIJA, TRANSFUZIJA 44

preko 100 zemalja Evrope, Srednjeg Istoka,
Severne i Juzne Amerike, Afrike, Azije i
Australije. Prema zvani¢nim podacima DiaMed-a
(Svajcarska), koji je vodeéa firma u proizvodnji
gel Kartica, dnevno se primeni oko 1.000.000
testova u svetu®. U Zavodu za transfuziju krvi Nis
gel aglutinaciona tehnika je uvedena jos 1989.
godine, a u pretransfuzijska ispitivanja jula 2008.
godine uvodenjem automatske linije Swing ID-
Sampler, Saxo ID-reader i Lyra-MP reader
(DiaMed, Svajcarska) na kojima se vrse svi
elementi testiranja. D anas je ova automatska linija
deo rutinskog rada u Odeljenju za pretransfuzijska
ispitivanja i distribuciju krvi i produkata od krvi
Zavoda.

METODA RADA

Pretransfuzijska ispitivanja se u Zavodu
za transfuziju krvi u Nisu izvode prema
Preporukama Britans kog Komiteta za Standarde u
Hematologiji (BCSH - British Comittee for
Standards in Haematology ) i predstavljaju jasno
definisana i standardizovana ispitivanja uzoraka
krvi davaoca i primaoca, sa ciljem postizanja
maksimalnog terapijskog ucinka transfuzije, uz
ocekivano prezivljavanje celija u cirkulaciji *°.
Sastoje se od potpune identifikacije uzorka Kkrvi i
pacijenta, odredivanja ili provere i potvrde
krvnogrupne pripadnosti ABO Rh(D) pacijenta i
jedinice krvi koja se testira, ispitivanja Klinicki
znacajnih  iregularnih  eritrocitnih  antitela u
serumu pacijenta (skrining antitela), izvodenja
direktnog Coombs-ovog testa za pacijenta i
imunoseroloske probe kompatibilnocti
(crossmatch, interreakcija).

Svi elementi pretransfuzijskih ispitivanja
u Zavodu za transfuziju krvi Ni§ izvode se
automatizovano na gel karticama (ID -kartice) i
mikroplocama (MP) iz uzoraka krvi pacijenata
uzetih na EDTA (etilendiamin -tetrasiréetna
kiselina) kao antikoagulansu. Provera krvne
grupe ABO Rh(D) pacijenta i jedinice krvi koja se
testira vrsi se na mikroplocama sa dodatim
monoklonskim antitelima DiaMed-MP test A, B,
DVI+, ctl / A, B, DVI+, ctl, dok se skrining
iregulatnih eritrocitnih antitela, DAT i intereakcije
izvode gel tehnikom na  ID-LISS/Coombs
karticama. Kod svih pacijenata sa pozitivnim
skriningom  antitela  testiranje se  nastavlja
identifikacijom antitela tj. utvrdivanjem njihove
specifi¢nosti primenom iste metode (gel tehnika).

Priprema suspenzije eritrocita koja se
koristi u mikroplo¢ama vrsi se dodavanjem ID-
Diluent-a 1 (DiaMed, Svajcarska), koji je po
svom sastavu modifikovani bromelin, dok se za
pripremu suspenzije eritocita za ID -kartice Koristi
Diluent 2 (DiaMed, Svajcarska), koji predstavlja
modifikovani LISS. U testiranju iregularnih
eritrocitnih antitela i probama kompatibilnosti
koriste se skrining eritrociti DiaCell 1, I
(DiaMed, Svajcarska), a za identifikaciju antitela
koristi se ID-DiaPanel (DiaMed, Svajcarska).

Automatsku liniju na kojoj se wvrse
pretransfuzijska ispitivanja cine tri aparata, koji su
povezani sa Maestro Master Softverom. Swing
ID-Sampler je automatski pipetor ID-kartica i
mikroploca, koji u jednom aktu pipetiranja moze
da primi 19 uzoraka, 12 reagenasa, 24 1D -kartica i
jednu mikroplo¢u. Saxo ID-reader je automatski
¢itat ID-kartica koji u jednom aktu moze da
centrifugira, ocita i interpretira rezultate testiranja
na 24 ID-kartice. Lyra-MP reader je automatski
¢ita¢  mikroplo¢a, koji  vrsi  centrifugiranje,
agitaciju, citanje i interpretiranje rezultata ABO
Rh(D) krvnih grupa, ima ugradenu kameru u boji
visoke rezolucije, sto omogucava fotografisanje i
Cuvanje rezultata krvnih grupa davaoca i
pacijenata u boji. Svi aparati su povezani sa
softverskim sistemom u kome se ¢uvaju rezul tati
testiranja.

PREDNOSTI PRIMENE GEL TEHNIKE

Gel-aglutinaciona tehnika pokazuje
pokazuje brojne prednosti primene u odnosu na
klasichu metodu u epruveti. Pre svega, to je
visoka senzitivnost testa zasnovana na preciznom
odmeravanju reaktanata, upotrebi pojacivaca
reakcije antigen-antitelo u rastvoru niske jonske

jacine, enzimom obradenih eritrocita ili AHG
reagensa. Povecana je mogucénost otkrivanja
slabih antigena i podgrupa, kao i nizih
koncentracija  antieritrocitnih  antitela.  Gel

aglutinaciona tehnika moze da detektuje celijsku
subpopulaciju od 1%, odnosno subpopulaciju od 2

— 4 % eritrocita u ukupnoj celijskoj zapremini.

Neutralizacijom antitela moze da detektuje
subpopulaciju od 0,2 - 0,4 % ¢celija (npr. u
skriningu za  fetomaternalno  krvarenje) 3.
Identifikacija antieritrocitnih antitela je brza i
jednostavnija, posebno je olaksana identifikacija
multipnih antitela u serumu, antitela koja nastaju
unosenjem lekova, kao i ispitivanje eluata.
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Suspenzije eritrocita  su precizno
propisane, i za razliku od klasicne metode u
epruveti gde se koriste 3-5 % supenzije eritrocita,
u gel tehnici se koriste 0,8 % suspenzije, ¢ime je
postignut visok odnos serum:eritrociti. Dilucija do
0,8 % suspenzije eritrocita se postize specijalno
puferisanom LISS-om koja je ve¢ dodata u ID-
kartice. Pipetiranje se vrsi poluautomatskim ili
automatskim  pipetama sa taéno odredenim
volumenima reagenasa, inkubiranje i
centrifugiranje  kartica  je, takode, strogo
kontrolisano***.

Nema potrebe za pranjem eritrocita u toku
izvodenja testova, jer se eritrociti jasno izdvajaju
od okolne te¢nosti. Na pocetku centrifugiranja,
eritrociti prvi ulaze u gel i lako se odvajaju od
imunoglobulina u serumu pacijenta, te su slobodni
da se vezu za AHG reagens. Manuelna tehnika
izvodenja testova u epruveti zahteva pranje
eritrocita, koje ¢ak i ako se izvede najpreciznije,
moze da izazove disocijaciju antitela niskog
afiniteta sa povrsine. To je jedan od najznacajnijih
razloga zasto je ova metoda daleko osetljivija za
pojedina antitela nego klasi¢na metoda u epruveti,
posebno za ona koja imaju nisku konstantu
vezivanja, ali i antitela koja su usmerena ka
antigenima prisutnim u malom broju na ¢elijskoj
membrani®®.

Aglutinati u gelu su postojani i lako
uocljivi, tako da je ogitavanje rezultata lako i
ujednaceno. Mogucée je ¢itanje  gradacije
aglutinacije  (od ++++ do ) odmah po
centrifugiranju, ali i posle 24 do 48 casova, ako se
ID-kartica ¢uva na temperaturi +4°C do +6 °C.
Aglutinisane c¢elije su uhvacene u prostore izmedu
pojedina¢nih partikula gela, S$to reak ciju cini
stabilnom i omoguéava njeno c&uvanje. Rezultati
¢ak mogu biti fotografisani i na taj nacin se
obezbeduje trajan medicinski dokument koji je
sigurnost za pacijenta, ali i deo bezbednosti svih
zaposlenih u Sluzbi za transfuziju. Rezultati se na
ovaj nacin lako mogu uporedivati, $to je posebno
vazno za adekvatno gradiranje rezultata u
slugajevima multipnih imunizacija '**.

Standardizacijom uslova i tehnike
izvodenja testiranja postignuta je konzistentnost u
radu koja se ogleda u ¢injenici da se svi u zorci
krvi testiraju na identican nacin i pod identi¢nim
uslovima, ¢ime je ljudski faktor kao uzrok greske
potpuno eliminisan. Bezbednost u
pretransfuzijskim ispitivanjima je podignuta na
najvisi nivo i smanjenjem mogucénosti greske, u
smislu zamene wuzoraka pacijenata, zamene

epruveta u  manuelnom radu, pogre$nog
ukapavanja reagenasa i slicnog *°.
Pojednostavljeno je obelezavanje u izvodenju
testova (Sest mikrocevcica na jednoj ID -kartici, 96
polja na mikroploci).

Obzirom da nema pranja eritrocita tokom
izvodenja testiranja, smanjen je rizik od infekcije,
nema moguénosti kontaminacije reagenasa, ID -
kartica ili mikroplo¢a, a takode je prevenirano
stvaranje aerosola. Pored toga, postoji i znacajna
usteda na laboratorijskom staklu, ali i u oblasti
uklanjanja otpada, obzirom da su ID-kartice i
mikroploce biorazgradljive. Nema mogucénosti
infekcije za zaposlene u laboratoriji, a radne
povriine ostaju ciste* 3.

ZAKLJIUCAK

Primena gel aglutinacione tehnike u
pretransfuzijskim ispitivanjima omogucava
uniformnost i standardizaciju izvodenja svih
elemenata pretransfuzijskih ispitivanja, saglasno
Preporukama za pripremu, upotrebu i obezbedenje
kvaliteta komponenata krvi Saveta Evrope,
poboljsava kvalitet rada, omogucava visoku
specificnost i efikasnost i povecava sigurnost u
radu.
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ANALIZA PETOGODISNJEG RADA NA PRIKUPLJANJU | OBRADI KRVI U INSTITUTU
ZA TRANSFUZIOLOGIJU VMA

Rajko Graovac, Dusan Vuceti¢, Nemanja Borovéanin, Bela Balint
Institut za transfuziologiju, Voj nomedicinska akademija, Beograd

Uvod: Transfuzioloski centri zavise od dobrovoljnih davalaca koji obezbeduju krv neophodnu za potrebe

bolesnika. Jedan od glavnih zadataka Instituta za transfuziologiju VMA je prikupljanje, obrada i racionalna
distribucija optimalnih kolicina hemoprodukata za potrebe VMA, a drugih zdravstvenih ustanova prema

potrebi i mogucnostima. Sve veca potreba za krvnim produktima i sve vece u cesc¢e civilnih osiguranika na
lecenju u VMA zahteva stalno osavremenjivanje pristupa i strategija prikupljanja i obrade krvi, kao i

njihovu optimizaciju tokom terapijske primene.

Cilj: Analizirati podatke o broju i strukturi izvora prikupljenih i procesiranih jedinica krvi u p eriodu od
januara 2006. do decembra 2010. godine.

Materijal i metode: Krv se prikuplja u Institutu od heterogene populacije davalaca i na terenu od

pripadnika Vojske Srbije (VS), kao i od davalaca krvi civilnih udruzenja. Koriste se cetvorostruke i trostruke
kese proizvodjaca Terumo i Macopharma. Procesiranje krvi se izvodi u Institutu koriséenjem centrifuga

proizvodjaca Heraeus i Jouan i automatskih procesora krvi T —ACE 2 Terumo.

Rezultati: U posmatranom periodu, ekipe Instituta za transfuziologiju VMA pri kupile su ukupno 89438
jedinica cele krvi. Od tog broja 45010 davalaca u Institutu i 44428 na terenima. U 2006. godini prikupljeno

je 18201 jedinica cele krvi, odnosno 45,28% u Institutu i 54,72% na terenima. Tokom 2007. godine, dolazi

do porasta broja davalaca krvi te je prikupljeno 18589 jedinica cele krvi. Od tog broja 43,79% cine davaoci
krvi u Institutu a 56,21% na terenima. Medutim, tokom 2008. godine dolazi do smanjenja broja davalaca na

terenima a povecanja u Institutu. Prikupljeno je ukupno 18081 jedinica cele krvi, odnosno 52,81% u

Institutu i 47,19% na terenima. U 2009. godini, taj trend se odrzava, te je prikupljeno 17166 jedinica cele

krvi, odnosno 51,73% u Institutu i 48,27% na terenima. U 2010. godini je prikupljeno 17401 jedinica cele

krvi. Od tog broja 58,62% cine davaoci krvi u Institutu a 41,38% na tereni ma. Uvodjenjem NAT-PCR
tehnologije za rutinsko testiranje davalaca krvi i zbog povecanja broja procedura vezanih za transplantaciju

tkiva i organa, dolazi do povecanja broja dijagnostickih procedura. U navedenom periodu u Institutu od
prikupljenih jedinica krvi proizvedeno je 23739 L krvi siromasne u leukocitima resuspendovane u SAGM,

2161 L filtrovanih eritrocita, 16885 L plazme, 485 jedinica cele krvi (CK), 50011 jedinica koncentrovanih

trombocita, 7770 jedinica krioprecipitata, 176 jedinica fibrinskog le pka i 1641 jedinica deplazmatisane Krvi.

Zakljucak: Analizom navedenih podataka ustanovljeno je odrZavanje broja davanja krvi, uz izmenjenu

procentualnu zastupljenost davalaca, kao i promenjen odnos davanja na Institutu u odnosu na teren. Takve

promene su srazmerne povecanju broja civilnih osiguranika lecenih u VMA. Postoji tedencija porasta
pripremanja svih hemoprodukata u cilju sto efikasnije usmerene hemoterapihje —prvenstveno koncentrovanih
trombocita, krioprecipitata, filtrovanih eritrocita i fibrinskog lepka. Pravilo da “KRV-CEKA
povredjene/obolele “ je u ovom periodu bio osnovni motiv za rad svih zaposlenih u Institutu. Sve prikupljene

jedinice cele krvi su preradjene u one hemoprodukte neophodne za uspesno lecenje usmerenom

hemoterapijom.

Kljuéne recil: dobrovoljni davaoci krvi, jedinice cele krvi, hemoprodukti, usmerena hemoterapija

uvoD

U nasoj zemlji transfuzioloski centri zavise
od dobrovoljnih davalaca koji obezbeduju krv
neophodnu za potrebe bolesnika. Da bi se privukli
davaoci krvi i podstaklo njihovo kontinuirano
ucesce, najvaznije je obezbediti odgovarajuce
uslove u kojima ¢e se tokom

davanja krvi osecati prijatno, udobno i sigurno.
Adekvatno opremljene prostorije moraju biti
dobro osvetljene, stalno provetravane, diste i
prikladne za prijem davalaca u ono vreme Kkoje
njima najvise odgovara. Osoblje mora biti
profesionalno obuceno, dobro tehnic¢ki edukovano
i ljubazno sa svakim davaocem. Bez obzira da li
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se krv prikuplja u transfuzioloskoj ustanovi ili od
strane mobilnih ekipa, mora se uginiti sve da
davanje krvi bude prijat no iskustvo. Neophodno je
da svaka transfuzioloska ustanova propise svoje
propise i regulative za izbor davalaca krvi koje ¢e
biti tako napravljene da ¢e zastititi i davaoca i
primaoca krvi. Svi koji rade na poslovima
prikupljanja, obrade i distribucije krvi moraju se
pridrzavati zahteva propisanih od strane drzavnih
institucija  koji ¢e biti u skladu sa svetskim
normativima (1,2). Transfuzioloski centri u nasoj
zemlji se oslanjaju na dobrovoljne, neplacene
davaoce krvi, §to je uskladeno sa politikom i
etickim stavovima Medunarodne organizacije za
transfuziju krvi (ISBT), Svetske zdravstvene
organizacije (WHO) i Medunarodne federacije
crvenog krsta i crvenog polumeseca (3,4). U cilju
obezbedjenja dovoljnih koli¢ina krvi za potrebe
Vojnomedicinske  akademije, mobilne ekipe
Instituta obilazile su vec¢inu garnizona u VS. Jedan
od glavnih zadataka Instituta za transfuziologiju
VMA je prikupljanje, obrada i racionalna
distribucija optimalnih  koli¢ina hemoprodukata
kako za VMA tako i za druge zdravstvene
ustanove prema potrebi i moguénostima. Sve ve Ci
zahtevi za krvnim produktima i sve ve ¢ce ucesce
civilnih osiguranika na lecenju u VMA iziskuje
stalno osavremenjivanje pristupa i strategija
prikupljanja i obrade krvi, kao i njihovu
optimizaciju tokom terapijske primene.

CILJ RADA

Analizirali smo podatke o broju i strukturi
izvora prikupljenih i procesiranih jedinica krvi u

periodu od januara 2006. do decembra 2010.
godine.

MATERIJAL | METODE

Krv se prikuplja u Institutu, na terenu od
pripadnika Vojske Srbije, kao i od davalaca krvi
civilnih udruzenja. Koriste se cetvorostruke i
trostruke kese proizvodjaca ,,Terumo* (Japan) i
»Macopharma* (Francuska). Procesiranje Kkrvi se
izvodi  Kkoris¢enjem  centrifuga  proizvodjaca
,Heraeus“ (Nemacka) i ,Jouan* (Francuska) i
automatskih procesora krvi T-ACE 2 (Terumo,
Japan).

REZULTATI
U posmatranom periodu, kao sto je
prikazano u tabeli 1, ekipe Instituta za

transfuziologiju VMA su prikupile ukupno 89438
jedinica cele krvi (CK). Od tog broja 45010
davalaca u Institutu i 44428 na terenim a. U 2006.
godini prikupljeno je 18201 CK (45,28% u
Institutu i 54,72% na terenima). Tokom 2007.
godine dolazi do porasta broja davalaca, te je
prikupljeno 18589 CK. Od tog broja 43,79% ¢ine
davaoci krvi u Institutu a 56,21% na terenima.
Medutim, u 2008. godini dolazi do znacajnog
smanjenja broja davalaca krvi na terenima, a
povecanja u Institutu. Od prikupljenih 18081 CK,

52,81% davalaca je bilo u Institutu a 47,19% na

terenima. Taj trend se odrzava u 2009. godini,
kada je prikupljeno 17166 CK, odnosno 51,73% u
Institutu i 48,27% na terenima. Naredne godine je
prikupljeno 17401 CK, gde znacajno veci
procenat (58,62%) cine davaoci krvi u Institutu u
odnosu na terene (41,38%).

Tabela 1: Broj prikupljenih jedinica krbi od 2006. do 2010.

PRIKUPLJENE JED. KRVI INSTITUT TEREN UKUPNO
2006 8241 9960 18201
2007 8140 10449 18589
2008 9548 8533 18081
2009 8880 8286 17166
2010 10201 7200 17401
UKUPNO 45010 44428 89438
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Procentualna  zastupljenost usmerenih da- ranje davalaca krvi. Taj broj pokazuje tendenciju
valaca je od 2008. godine postepeno rasla, da bi u rasta i u 2008 godini (215517), zbog povecanja
2010. godini dostigla 35%. broja imunohematoloskih dijagnostickih proc e-

Tokom 2006 god. na Institutu za trans- dura vezanih za transplantaciju tkiva i organa. U
fuziologiju je bilo 159573 dijagnosti¢kih usluga, narednom periodu broj dijagnostickih procedura
odnosno izvedenih procedura (tabela 2). U 2007 se odrzava na istom nivou, te je u 2009 god. iz-
god. dolazi do njihovog porasta na 181190, uvo d- vrseno 176285, a naredne godine 167900 proce-
jenjem NAT-PCR tehnologije za rutinsko testi- dura.

Tabela 2: Dijagnosti¢ke usluge/procedure — Institut za transfuziologiju VMA

GODINE 2006. 2007. 2008. 20009. 2010.
BROJ USLUGA/
PROCEDURA 159 573 181 190 215 517 176 285 167 900
Za brzo, kvalitetno i sigurno lecenje = 23739 L krvi siromasne u leukocitima
bolesnika, potrebno je unapred obezbediti resuspendovane u SAGM,
dovoljne kolicine krvi i hemoprodukata u rezervi, = 2161 L filtrovanih eritrocita,

16885 L plazme,

485 jedinice CK,

50011 jedinica koncentrovanih trombocita,
7770 jedinice krioprecipitata ,

176 jedinica fibrinskog lepka i

1641 jedinica deplazmatisane krvi (5,6)

a to se jedino moze posti¢i blagovremenim
prikupljanjem jedinica krvi od dobrovoljnih
davalaca krvi.

Kao §to se vidi iz tabele 3, u navedenom
periodu od prikupljenih  jedinica krvi je
proizvedeno ukupno:

Tabela 3: Hemoprodukti

PRIKUPLJE KRV SIR.U
GODINA NE KRIO gg(c)|'\1/-l| FE';:—T'T?%VCA#: LEUK.RESU PLAZMA CK FL DK
JEDINICE SAGM
2006 18201 1682 7406 294 L 4889 L 3521 L 47 23 671
2007 18589 1362 9811 237L 4566 L 3554 L 105 25 397
2008 18081 1410 10015 382 L 5686 L 3368L 89 26 259
2009 17166 1039 10324 718 L 3857 L 3045L 123 30 271
2010 17401 2277 12455 530L 4741 L 3397L 121 72 43
UKUPNO 89438 7770 50011 2161 L 23739L 16885L 485 176 1641
DISKUSIJA
Prvenstveni zadatak Instituta za trans- davalaca (rodbina, prijatelji, kolege sa posla). U
fuziologiju VMA je snabdevanje krvlju bolesnika viSe navrata, u urgentnim situacijama, apelovalo
lecenih u VMA. Krv se prikuplja u Institutu i na se da i pripadnici Vojnomedicinske akademije
terenu od heterogene populacije davalaca. Zbog daju krv u Institutu. Broj autolognih transfuzija
fluktuacije u broju prijavljenih davalaca krvi, krvi u VMA je mali, ali sa tendencijom stalnog
prikupljene  kolicine krvi od profesionalnih porasta. Mobilne ekipe Instituta za
pripadnika Vojske Srbije (VS) u pojedinim transfuziologiju ~ VMA  prikupljaju  krv  od
periodima nisu bile dovoljne, pa je bilo dobrovoljnih davalaca u jedinicama VS prema
neophodno da se za neke bolesnike le¢ene u VMA planovima koji se prave jednom u tri meseca.
organizuje prikupljanje krvi od namenskih Planovi su podlozni promenama i prilagodeni su

potrebama za krvlju, kao i zeljama, odnosno
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aktivnostima jedinica u kojima se krv prikuplja.
Za motivaciju davalaca i organizaciju davalastva u
jedinicama VS uglavnhom je zaduzeno sanitetko
osoblje, mada u pojedinim jedinicama i komande
jedinica ucestvuju u tome. Za motivaciju se
koriste predavanja, filmovi, flajeri, a ve liku ulogu
u motivaciji imaju pored saniteskog osoblja i
komandiri jedinica. Tokom 2008 god. u saradnji
sa "Zastava filmom" iz Beograda snimljen je
propagadno-nastavni film o aktivnostima Instituta
za transfuziolofiju VMA, koji se takode koristi u
motivaciji davalaca krvi. Slicna je situacija i sa
dobrovoljnim  davaocima  civilnih  udruzenja.
Planovi se prave u dogovoru sa njihovim
predstavnicima odnosno  organizatorima,  Kkoji
ujedno i motivisu davaoce, a prikupljanje krvi se
vrsi uz obostrano zadovoljstvo. U 20 08. godini,
VMA je otvorila svoja vrata za lecenje civilnih
osiguranika tako da se srazmerno pove ¢anju broja
pacijenata le¢enih u VMA pove ¢ao i broj davalaca
krvi u Institutu. U to vreme je poceo proces
reorganizacije vojske, a sa smanjenjem broja
regruta, smanjio se i broj davalaca na terenima u
jedinicama VS. Sve veée uces¢e civilnih
osiguranika na lecenju u VMA odrazilo se na
povecanje broja civilnih davalaca u Institutu.
Ostvarena je dobra saradnja sa drugim
transfuzioloskim ustanovama kao i sa drugim
zdravstvenim ustanovama u pogledu snhabdevanja
krvlju. Takode je uspostavljena izuzetno dobra
saradnja sa Savezom dobrovoljnih davalaca Krvi
Srbije. U Savezu su posebno bili aktivna drustva
davalaca krvi iz: "Zeleznice Srbije" "Galenike",
"NIS Naftagasa”, "GSP-a", "Elektrodistribucije"
,Beogradskog  vodovoda i  kanalizacije®,
,Kostolca®, ,,Zelvoza“ iz Smedereva, ,Kolubare*,
,McDonald's“a i dr. Pored toga, saradnja je
uspostavljena i sa Savezom dobrovoljnih davalaca
krvi iz Republike Srpske, te je doslo do znatno g
povecanja davalaca krvi iz civilnih udruzenja. U
2009. godini prikupljeno je 1093, a u 2010. godini
835 jedinice krvi iz civilnih  udruzenja.
Uvodjenjem NAT-PCR tehnologije za rutinsko
testiranje davalaca krvi, tokom 2007. godine, kao i
zbog poveéanog broja  imunohematoloskih
dijagnostickih procedura vezanih za
transplantaciju tkiva i organa, dolazi do ukupnog
povecanja broja dijagnostickih usluga. Postoji
tedencija  porasta broja  pripremanja  svih
hemoprodukata, u cilju sto efikasnije usmerene
hemoterapije povredenih/obolelih  (p/0). To se
prvenstveno odnosi na jedinice koncentrovanih

trombocita, filtrovanih eritrocita (upotreba in line
filtera, i drugih strategija  leukodeplecije),
krioprecipitata i fibrinskog lepka. Nasuprot tome,
zapaza se drasticno smanjenj e broja izdvojenih
jedinica deplazmatisane krvi, odnosno CK, kao i
njihova primena u lecenju p/o. (Sto je u skladu sa
trendom u savremenoj transfuzioloskoj praksi u
celom svetu).

ZAKLJIUCAK

Analizom navedenih podataka ustanovljena
je konstantnost broja davanja krvi (oko 18000
godisnje), generalno izmenjena procentualna
zastupljenost kao i odnos broja davalaca u
Institutu i na terenu. Takve promene su srazmerne
povecanju broja civilnih osiguranika le ¢enih u
VMA. Sva prikupljena krv se preradjuje u hem o-
produkte koji su trenutno najpotrebniji (u zavi s-
nosti od stanja rezervi), a krv se izdaje
bolesnicima postujudi princip usmerene
hemoterapije. Postoji tedencija porasta pripre-
manja svih hemoprodukata, u cilju sto efikasnije
usmerene hemoterapije, prvenstveno koncentro-
vanih trombocita, filtrovanih eritrocita, kriopr e-
cipitata i fibrinskog lepka. Kontroli kvaliteta h e-
moprodukata poklanja se velika paznja. Pravilo da
“KRV-CEKA plo“ je u posmatranom periodu
bio osnovni motiv za rad svih zaposlenih u Inst i-
tutu. Takvim stavom i zalaganjem osoblja ni je d-
nog trenutka nije, zbog nedostaka krvi, bio
ugrozen zivot bolesnika.
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PROMOCIJA REGISTRA DAVALACA KOSTNE SRZI - ISKUSTVA SLUZBE ZA
TRANSFUZIJU KRVI LOZNICA

Jasmina Rangelov Kulezi¢', Tomislav Miji¢, Zorana Andri¢?
'Zdravstveni centar Dr Milenko Marin, Loznica
’Institut za transfuziju krvi Srbije, Be ograd

SAZETAK

Svetski registar davalaca kostne srzi formiran je 1 989. godine sa ciljem da omogu¢i pronalazenje pod u-
darnog davaoca kostne srzi sto vecem broju pacijenata, a time i veéi broj alogenih transplantacija maticnih
celija hematopoeze. Svetski Registar sadrzi podatke o vise od 19 miliona ljudi. Registar d avalaca kostne srzi
Srbije postoji od 2005. i za sada ima oko 2600 ¢lanova. Sluzba za transfuziju krvi u Loznici godisnje prikupi
blizu 4000 jedinica krvi. Za 13 meseci intenzivnhog rada u nasoj Sluzbi Registru se prikljucilo 428 osoba u z-
rasta 18-50 godina. Rad je timski, podrzan od strane Zdravstvenog centra u Loznici i Odeljenja za HLA tip i-
zaciju Instituta za transfuziju krvi Srbije, i propracen od strane lokalnih medija. Svakodnevni kontakt sa v e-
likim brojem ljudi daje moguc¢nost zaposlenima da kroz rad u maloj gr upi i individualni pristup priblize i
pojasne potrebu ukljucivanja stanovnistva u Registar. Akcije dobrovoljnog davanja krvi na terenu -u seoskim
skolama, ambulantama i mesnim zajednicama pruzaju priliku terenskoj ekipi nase Sluzbe da pricu o Registru
priblizi i dovede u sve sredine i omogucuju registrovanje potencijalnih davaalaca u njihovoj sredini. U m o-
gucnosti smo da neposredno informisemo 0 znacaju transplantacije za obolelog, o nacinima prikupljanja
maticnih ¢celija hematopoeze od davaoca, 0 mogucéim riz icima i ishodima transplantacije. Nizom akcija
odrzanih u Sluzbi i na terenu upoznali smo nase sugradjane sa ovim novim vidom humanosti i stvorili povo |-
jnu klimu za buduce aktivnosti koje su ve¢ u pripremi. Bo Inicke sluzbe za transfuziju krvi u Srbiji treba da
budu aktivno ukljucene u motivaciju i regrutovanje novih ¢lanova nacionalnog Registra davaoca kostne srzi.

UvoD
sopstvenim ¢elijama prikupljenim pre inte nzivne

Transplantacija mati¢nih ¢elija hematopoeze
(MCH) je terapijski metod kojim se obezbedjuje
zamena oste¢enih, odnosno funkcionalno ma nje
vrednih ¢elija hematopoeze zdravim mati¢nim
¢elijama. Osobine pluripotentne matic¢ne Celije
hematopoeze su samoobnavljanje, diferencijacija,
proliferacija i plasticnost. Mesto stvaranja celija
krvi se menja tokom embrionalnog, fetalnog i
postnatalnog zivota. Prvo je to zumancana kesa,
zatim slezina i jetra, a od petog meseca intra u-
terinog zivota kostna srz postaje glavni hemat o-
poezni organ. Transplantacijom MCH obezbe d-
juje se kompletna i dugotrajna rekonstitucija he-
matopoeznog sistema Kkoji je oste¢en usled urod-
jenog ili stecenog hematoloskog ili nehem a-
toloskog, benignog ili malignog oboljenja. Tran s-
plantaciie MCH mogu biti singene, alogene i
autologne. Singene transplantacije izvode se kod
genetski  podudarnih  osoba -jednojajéanih  bli-
zanaca. Kod autologne transplantacije repop u-
lacija kostne srzi vrsi se

radio ili hemioterapije. Alogene tran splantacije se
izvode izmedju genetski neidenti¢cnih osoba, ali
uskladjenih na osnovu ispitivanja pod udarnosti
antigena u sistemu humanih leukocitnih antigena
(HLA).

Jedan od kljuénih parametara koji uti¢e na
klini¢ki ishod transplantacije je podudarnost HLA
davaoca i primaoca. Medjutim, verovatnoc¢a
pronalazenja podudarnog davaoca je mala s obz i-
rom na veliki polimorfizam sistema HLA. Oko
30% bolesnika ima odgovarajuceg davaoca medju
¢lanovima porodice. Svi ostali bolesnici upuéeni
su na Registar davalaca kostne srzi.

Svetski registar davalaca kostne srzi sadrzi
bazu podataka o tipizacijama HLA davalaca MCH
i HLA fenotipove jedinica umbilikalne krvi. For-
miran je 1989. godine. Danas sadrzi podatke za
preko 19 miliona davalaca iz 66 registara iz 47
zemalja i 44 banaka umbilikalne krvi iz 29 ze-
malja (www.bmdw.org). Na grafikonu 1 prikazan
je porast broja davalaca u Svetskom regi stru od
formiranja do danas.


http://www.bmdw.org/
http://www.bmdw.org/
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Grafikon 1: Porast broja davalaca u Svetskom registru

Zadatak Svetskog registra je da prikuplja
podatke iz nacionalnih registara sirom sveta i da
omoguci pretrazivanje i distribuciju podataka
nacionalnim registrima i centrima  za
transplantaciju. U pocetku je lista sadrzavala
podatke o seroloski definisanim fenotipovima

HLA. Od 1993. godine prijavljuju se podaci o Q
molekulskim tipizacijama za klasu Il, a od 2001.

godine i za klasu I. Po zavrsenom pretrazivanju A(gg?;fws %i
upucuje se zahtev za dalja ispitivanja odabranih nada koja traje
potencijalnih davalaca radi potvrde tipizacije o
molekulskim tehnikama za klasu | i Il, kao i za l

ostala  laboratorijska i  klinicka ispitivanja
izabranog davaoca. Preporuka je da se dalja
ispitivanja potencijalnog davaoca rade samo
ukoliko ne postoji vise od jedne nepod udarnosti.

Registar davalaca kostne srzi Srbije (RDKS)
je formiran 2005. godine u Institutu za transfuziju
krvi Srbije a u saradnji sa Ministarstvom za
zdravlje  Republike  Srbije i sluzbama za
transfuziju krvi u Srbiji. Za sada sadrzi podatke o
oko 2600 davalaca, a promovise se pod sloganom
»Davalac kostne srzi-nada koja traje (Grafikon
2).

eyt

Grafikon 2:Logo Registra davalaca kostne srzi Srhije

Sluzbe za transfuziju krvi u Srbiji zaduzene
su za regrutovanje novih davalaca. To
podrazumeva informisanje davalaca o postupku
transplantacije, metodama prikupljanja mati¢nih
¢elija  hematopoeze, o svim rizicima uzimanja
mati¢nih celija i mogu¢im ishodima
transplantacije.  Davalac mora biti  potpuno
informisan od strane medicinskog osoblja ili
preko brosura i internet stranica RDKS -a
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(www.rdks.org.rs). Prilikom prijavljivanja u
RDKS, davalac popunjava formular saglasnosti i
daje uzorak krvi za HLA tipizaciju. Davanje
kostne srzi zashiva se na istim principima Kkoji
vaze za davalastvo krvi - dobrovoljno, solidarno,
neplac¢eno i anonimno. U bilo kojoj fazi testiranja
i pripreme za davanje davalac ima pravo da
odustane.  Medutim, podudarni davalac je
jedinstven za bolesnika. Zbog toga je neophodno
davaocu prilikom upisivanja u Registar detaljno
objasniti znaaj transplantacije za bolesnika,

duzinu trajanja postupka pronalazenja
odgovarajuzeg davaoca i cenu  potrebnih
testiranja.
METODE

Davaoci krvi su informisani o Registru u
Sluzbi za transfuziju krvi Loznica i tokom akc ija
davanja krvi na terenu lozni¢kog okruga. Potrebne
informacije je davalo medicinsko osoblje, a
koris¢ene su i brosure RDKS-a. U Registar je
mogla da se prijavi zdrava osoba uzrasta od 18 do
50 godina. Svaki prijavljeni davalac je popunio
formular Prijava u Registar davalaca kostne srzi
Srbije. Uzorci krvi uzimani su u sterilne
vakutejnere (3-4 mL). Na etiketi je napisano ime i
prezime davaoca, kao i datum uzimanja Kkrvi.
Formulari i uzorci krvi su dostavljani Odeljenju za
tipizaciju tkiva Instituta za transfuziju krvi Srbije.
Uzorci su transportovani na sobnoj temperaturi do
5 dana od venepunkcije.

REZULTATI

U Sluzbi za transfuziju krvi lozni¢kog
zdravstvenog centra na promociji  Registra
davalaca kostne srzi Srbije intenzivno se radi od
januara 2010. Do kraja januara 2011. godine u
nasoj sluzbi u Registar se prijavilo 428 osoba. U
tom periodu bilo je 24 akcije na terenu. DDK je
bilo 3415 u sluzbi, a 685 na terenu. Od ukupnog
broja davalaca koji su se prijavili u Registar,
29,66% pripada starosnoj grupi 18-30 godina,
40,20% je u grupi 30-40 godina, a 30,14% u grupi
40-50 godina. 79,67% upisanih je muskog pola, a
20, 33% su zene. 63,32% registrovanih zivi u
gradskoj, a 36,68% u seoskoj sredini.

DISKUSIJA

Na$ rad je timski, ukljucuje sve zaposlene
transfuzijske tehnicare i lekare, a podrzan je od

strane Zdravstvenog centra u Loznici i Instituta za
transfuziju krvi — Odeljenja za HLA tipizaciju.
Godisnje se u nasoj sluzbi prikupi blizu 4000
jedinica krvi i upravo taj svakodnevni kontakt sa
velikim brojem zdravih ljudi daje nam moguénost
da kroz rad u maloj grupi i individualni pristup
priblizimo i pojasnimo potrebu  ukljugivanja
stanovnistva u Registar. Akcije dobrovoljnog
davanja krvi na terenu- u seoskim skolama,
ambulantama i mesnim zajednicama pruzaju
priliku da se omogudi registrovanje potenc ijalnih
davalaca u njihovoj sredini.

Osim svakodnevnih usmenih izlaganja i

razgovora sa davaocima  krvi i povremenih
obracanja lokalnim medijima, ovu temu smo
predstavili i na internet stranici Zdravstvenog
centra Loznice (www.zcloznica.co.rs).

Organizovali smo i odrzali nekoliko akcija u cilju
promovisanja nacionalnog Registra na podrucju
Loznice. U oktobru 2010. godine ucenicima
srednje medicinske skole u Loznici odrzan je deo
prakticne nastave iz predmeta Hirurgija i
zdravstvena nega u prostorijama Sluzbe za
transfuziju. Tom prilikom ugenici su upoznati sa
dobrovoljnim davalastvom krvi i kostne srzi, a
neki od njih su tada postali ¢lanovi Registra. U
novembru 2010. obelezili smo Svetski dan
davalaca kostne srzi i na konferenciji za novinare,
koja je tim povodom odrzana u nasem
zdravstvenom centru, predstavili rezultate
dotadasnjeg rada i pozvali sugradjane da nam se
prikljuce. U januaru 2011. u nasoj ustanovi na
inicijativu Eparhije sabacke SPC odrzana je akcija
pod nazivom ,Podrska donorskim projektima u
oblasti zdravstva“. Predstavljeni su postignuti
rezultati i planovi ali i iznet pozitivan stav Crkve
o0 donorstvu krvi i kostne srzi i zavestanju organa.

Prema nasim saznanjima, osobe sa kojima
se susrecemo u svakodne vnom radu veoma su
zainteresovane za ovaj ,,novi vid humanosti“, sa
paznjom slusaju nasa izlaganja i mnogi od njih
se rado  prikljuéuju  Registru.  Najéesce
nedoumice i pitanja vezana su za duzinu trajanja
afereznog izdvajanja mati¢nih ¢elija od davaoca
i vreme koje je potrebno za oporavak od
intervencije.

U planu je priprema predavanja o ovoj temi
za srednjoskolce zavrsnih razreda svih srednjih
skola u gradu, kreiranje Facebook profila
namenjenog potencijalnim i aktuelnim ¢lanovima
Registra, kao i prikljuciv anje promocije Registra
akcijama  dobrovoljnog  davanja  krvi  koje
organizuje Opstinska organizacija Crvenog krsta


http://www.rdks.org.rs/
http://www.zcloznica/
http://www.zcloznica.co.rs/
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sa idejom da te akcije ubuduce nose naziv ,,Akcija
DDK i promocija Registra davalaca kostne srzi‘.

Bolnicke sluzbe za transfuziju krvi u Srbiji
treba da budu aktivnije ukljucene u motivaciju i
regrutovanje novih ¢lanova nacionalnog Registra
davalaca kostne srzi Srbije. Do ostvarenja ovog
cilja dolazi se svakodnevnim, timskim radom Koji
bi trebalo biti koordinisan od strane Instituta za
transfuziju krvi Srbije. Na taj nacin se u svim
sredinama mogu posti¢i ovakvi ili bolji rezultati a
time i pruziti $ansa §to vecem broju bolesnika da
nadju podudarnog davaoca kostne srzi za
transplantaciju.
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ZNACAJ ZBRINJAVANJA DISAINOG PUTA KOD TRAUMATIZO VANOG PACIJENTA —
POVREDE LICA | VRATA

I. Krsti¢ Leci¢, M. Veljovi¢, M. Stevovi¢, K. Mladenovi¢, I. Udovici¢, A. Popadié¢
Vojnomedicinska akademija Beograd, Klinika za anesteziologiju i intenzivnu terapij

SAZETAK

Specificnost povreda lica i vrata karakterise se prisustvom mnogobrojnih vitalnih struktura u ovoj regiji
— gornjih disajnih puteva, karotidnih arterija, jugularnih vena, kranijalnih nerava... Teske povrede larinksa,
traheje i velikih krvnih sudova vrata, izolovane ili udruzene sa povredama fa rinksa i jednjaka vitalno
ugrozavaju bolesnika bilo da su pracene opstrukcijom disajnog puta ili obilnim krvarenjem. Radi se
zapravo, 0 povredama prvog reda hitnosti koje zahtevaju dobru obucenost i pravilnu procenu od strane
lekara i tehnicara koji ih zbrinjavaju.

Brza procena opsteg stanja traumatizovanog, osim orjentacije o stanju svesti, podrazumeva da se na
osnovu prisustva pojedinih simptoma (trizmus, hemoptizije, hemoptoje, Kkasalj, promuklost, cijanoza,
inspiratorni stridor, potkozni emfizem, oslablj eno — necujno disanje i dr.) donese zakljucak o prirodi,
lokalizaciji i obimu povrede. Sustina anestezioloskog tretmana sastoji se u obezbedenju disajnog puta,
odrzavanju hemodinamske stabilnosti i prevencije infekcije.

uvoD

Specifi¢nost povreda lica i vrata karakterise se
prisustvom mnogobrojnih vitalnih struktura u ovoj
regiji — gornjih disajnih puteva, karotidnih arterija,
jugularnih  vena, kranijalnih  nerava... Teske
povrede larinksa, traheje i velikih krvnih sudova
vrata, izolovane ili udruzene sa povredama
farinksa i jednjaka vitalno ugrozavaju bolesnika
bilo da su pracene opstrukcijom disajnog puta ili
obilnim  krvarenjem. Radi se zapravo, O
povredama prvog reda hitnosti koje zahtevaju
dobru obucenost i pravilnu procenu od strane
lekara i tehnicara koji ih zbrinjavaju .

Anesteziolosko reanimacioni postupci,
usmereni u cilju odrzavanja vitalnih funkcija
(uspostavljenje disajnog puta, venska linija),
nastavljaju se anestezijom za ogovarajuci hirurski
zahvat, a zavrsavaju u jedinicama intezivne nege
do potpunog oporavka povredenog.

Ako su ove povrede udruzene sa
kraniocerebralnim povredama, a u slucaju da nisu
pracene opstrukcijom disajnog puta i znatnim
krvarenjem, mogu se tretirati tek po stabilizaciji
vitalnih funkcija povredenog i onda ulaze u
kategoriju povreda drugog reda hitnosti *.

Preoperativna procena

U neposrednom preoperativnom periodu vrsi se:
- brza procena opsteg stanja povredenog i
obima povrede,
- obezbedenje prohodnosti disajnog puta,
- oksigeno terapija i
- nadoknada cirkulatornog volume na.

Kod povredenih sa poremecajem svesti,
prisustvo stranih tela, koaguluma i kostano -
tkivnog detritusa moze dovesti do mehanicke
opstrukcije, pa je pre primene oksigeno terapije
neophodna dobra i efikasna aspiracija °.

Brza procena opsteg stanja povreden og, osim
orjentacije o stanju svesti podrazumeva da se na
osnovu prisustva pojedinih simptoma (trizmus,
hemoptizije, hemoptoje, kasalj, promuklost,
cijanoza, inspiratorni stridor, potkozni emfizem,
oslabljeno - necujno disanje i dr.) donese
zakljugak o prirodi, lokalizaciji i obimu povrede.

Prema procentualnoj zastupljenosti, najcesce
su povrede®:

- donje vilice sa dislokacijom fragmenata

(20%),



Vol. 41 br. 1-2 2014.

ANESTEZIJA, REANIMACIJA, TRANSFUZIJA 56

- sredisnjeg dela lica po tipu Le Fort I, II,
11 (20%),
- povrede nosnhe piramide sa epistaksom
(40%),
- otvorene i zatvorene povrede vrata (10%)
Kod svesnog i komunikativnog bolesnika
uzimaju se podaci znacajni za anesteziju
(eventualno postojanje alergija, komorbiditet i sl.).
Na osnovu Klinicke procene i laboratorijskih
parametara, zapocinje se $to pre nadoknada
cirkulisu¢éeg volumena infuzionim rastvorima
elektrolita, plazma ekspanderima i transfuzijama
krvi kroz odgovarajuci broj venskih linija®.

Obezbedjenje disajnog puta

Jedan od glavnih anestezioloskih problema
kod povrede glave i vrata je problem otezane
intubacije, kao jedne od najsigurnijih metoda
obezbedenja disajnog puta.

Ukoliko su povredene kosti lica i nosa,
primenjuje se orotrahealna intubacija. Intubacija
se izvodi nezno, lagano, u tehnici analgo -sedacije
uz oduvano spontano disanje .

Orotrahealna intubacija se primenjuje i kod
penetrantnih  povreda vrata uz  obaveznu
preoksigenaciju i razraden plan za otezanu
intubaciju.

Kod izolovanih povreda donje vilice sa ili bez
trizmusa treba da se wuradi nazotrahealna
intubacija.

Poseban oprez postoji kod Le Fort Il fra kture,
gde postoji opasnost da se pri nazotrahealnoj
intubaciji unese strani materijal iz nazofarinksa u
subarahnoidalni prostor ili da endotrahialni tubus
prodre u mozdanu masu i zato se najéesce izvodi
preliminarna traheostomija .

Traheostomija je intervencija koja se
primenjuje  onda Kkada se preoperativnom
procenom zaklju¢i da intubacija nije moguca ili da
bi ona zbog moguc¢nosti povrede tkiva i krvarenja
bila rizicna za povredenog. To su obiéno
dramati¢na stanja, pracena krvarenjem i sokom u
kojima bi gubitak vremena zbog neuspesnog
pokusaja intubacije mogao da bude poguban po
povredenog.

U izuzetno hitnim stanjima radi se
krikotireoidotomija —  perkutana  punkcija
krikotireoidne membrane sa primenom ventilacije
100% kiseonika®.

Razliciti  oblici orofaringe alnih  tubusa i
laringealnih maski se zbog traumom narusenih
anatomskih odnosa, standardno ne primenjuju u
zbrinjavanju povreda lica i vrata.

Anestezija

Dalje zbrinjavanje povredenog podrazumeva
vodjenje anestezije za odgovarajuéi  hirurski
zahvat.

Od procene opsteg stanja i vrste povrede
zavisi izbor indukcione tehnike i vrste anestezije.

Indukcija predstavlja kriticnu fazu anestezije
zbog problema otezane intubacije i punog
stomaka, te uvek treba imati rezervni plan
obezbedenja disajnog puta.

Pozeljno je da se wuradi tamponada
hipofarinksa za sve intervencije na licu i vratu
iznad glotisa.

Tehnika balansirane anestezije predstavlja
anesteziju izbora za hirurske zahvate kod trauma
ove oblasti.

Monitoring  vitalnih  parametara  koji  se
apsolutno preporucuje je:

- kontinuirano pracenje EKG -a,

- srednjeg arterijskog pritiska,

- sréane frekvence,

- kapnometrije,

- saturacije krvi kiseonikom.

Budenje iz anestezije i vreme ekstubacije
zavise od lokalizacije i opseznosti operativnog
zahvata, kao i njegovog odraza na funkciju
ventilacije zbog razvoja lokalnog edema tkiva *.

Tamo gde se postoperativno ne ocekuju
problemi u prohodnosti disajnog puta, vrsi se
ekstubacija uz potpuno ocuvane zastitne reflekse.

Medjutim, tamo gde se ovakvi problemi
o¢ekuju operacija se zavrsava traheo stomijom ili
odlozenom ekstubacijom (npr. intermaksilarna
fiksacija).

Postoperativni period

Sprecavanje infekcije je od izuzetno velikog
znacaja. Bliski odnosi vitalnih struktura (mozak i
mozdanice, veliki krvni sudovi) sa mestom
povredivanja namecu potrebu za intezivnom
antibiotskom terapijom.
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Standarna preporuka je trojna antibiotska
terapija (cefalosporini, aminoglikozidi,
metronidazol). Obavezno se sprovodi
antitetanusna zastita.

Gastricna sonda je neophodna zbog primena
rane enteralne ishrane kao i odrzavanje hidro-
elektrolitnog i kalorijskog  balansa  zbog
kompromitovane ishrane ovih bolesnika.

ZAKLJUCAK

Povrede lica mogu, zbog blizine disajnih
puteva, praviti veliki problem za obezbedjenje
adekvatne  ventilacije i  oksigenacije  tim
pacijentima. Dobro utrenirana anestezioloska
ekipa moze te probleme resiti. Dobru utreniranost
prati stalno vezbanje, protokolisanje postupaka
kod otezanih intubacija i pracenje savremenih
trendova i tehnoloskih inovacija.
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INHALACIONA POVREDA

K. Mladenovi¢, M. Veljovi¢, I. Krsti¢ -Leci¢, B. Kojic¢i¢, S.Baji¢ -Batalo
Vojnomedicinska akademija - Klinika za anesteziologiju i intenzivnu terapiju

SAZETAK

Inhalaciona povreda je cesta kod pacijenata sa opekotinama. Indikator je lose prognoze. Stopa
mortaliteta kod prisutne inhalacione povrede je veéa od 50%.

Razvija se u tri faze:
1. Faza reanimacije traje 48 sati
2. Rana postreanimaciona faza traje 2-6 dana
3. Faza zapaljenja, pocinje 7 dana nakon povrede

Posle termicke povrede, uobicajeni su poremecaji oksigenacije i ventilacije. Respiratorna funkcija se, ta-
kodje, moze pogorsati inicijalnom nadoknadom volumena rastvorima, d ok inhalacija dima i cestica moze

dovesti do primarne povrede pluénog parenhima.

Procena ostecenog disajnog puta se obavlja direkthom laringoskopijom, fiberoptickom nazofari n-
goskopijom i bronhoskopijom, radiografski, kao i analizom gasova u arterijskoj krv i.

Znaci povrede donjih disajnih puteva, obiléno se javljaju 24h nakon povredivanja. Anasteziolog bi tr e-

balo da prepozna moguci razvoj opstrukcije. Veoma je vazna ta inicijalna procena zbog bezbednosti dis a-

jnog puta.

Osnova terapije je oksigenacija putem intubacije. Ako je pacijent budan daje se prednost
nazotrahealnoj intubaciji. “Zlatni standard” terapije inhalacionih povreda je i dalje protektivna mehanicka
ventilacija uz primenu malih disajnih volumena i visok PEEP. Novina je primena azot -monoksida u cilju
smanjenja poremecaja ventilaciono -perfuzionog odnosa. Primenjuje se i inhalacija nebulizovanog haparina

pomesanog sa albuterolom

uvoD

Inhalaciona povreda je Cesta, narocito kod
pacijenata sa teskim opekotinama. Prisutna je kod
3 do 21% opekotina, sa stopom mortaliteta ve¢om
od 50%."

Sumnja na inhalacionu povredu (pozar u
zatvorenom prostoru, opekotine lica), apsolutna je
indikacija za hitnu endotrahealnu intubaciju.
Precizna istorija bolesti, takode je vrlo vazna za
postavljanje dijagnoze.

Mehanizam dejstva

Jedna Kkategorija inhalacionih povreda
prouzrokovana je inertnim gasovima, kao §to su
ugljen-dioksid i naftni gasovi (metan, etan,
propan), koji zamenjuju vazduh i Kiseonik,
izazivajuéi asfiksiju. 2 Druga kategorija izazvana je
iritantnim  gasovima: amonijak, formaldehid,
hloramin, azot-dioksid, koji rastvoreni u mukozi
respiratornogtrakta, dovode do hemijskih

opekotina i inflamatornog odgovora. Gasovi iz
vise ostecuju gornje disajne putev e, dok ovi drugi,
manje rastvorljivi, vise oste¢uju pluéa.

U trecu kategoriju spadaju gasovi koji su
sistemski toksini, kao S$to su ugljen -monoksid,
vodonik-cijanid i vodonik -sulfid. Oni
onemogucavaju isporucivanje kiseonika
neophodnog za ¢elijski metaboli zam.

Patofiziologija

Povrede gornjih disajnih puteva posledica
su direktnog termickog dejstva, bilo wvrelim
vazduhom, bilo u sklopu opekotina lica i vrata
tezeg stepena. Manifestuju se edemom, eritemom
i ulceracijom. Jezik, aritenoidne hrskavice i epi-
glotis mogu oteci, suzavajuéi disajni put. Edem se
obi¢no povladi posle 4-5 dana.
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U gornjim disajnim putevima, dolazi do
trenutnog hladjenja vrelih gasova. Jedino vrela
para, sa 4000 puta ve¢im toplotnim kapacitetom
od vazduha, dospeva do donjih disajnih puteva,
vrieci njihovo termicko ostecenje.

Medjutim, povreda samog plu¢nog parenhima,
najces¢e je prouzrokovana proizvodima nepot-
punog sagorevanja. Najvazniji medju njima su
aldehidi i oksidi sumpora i azota. Goru¢i PVC
oslobadja najmanje 75 toksi¢nih produkata, uklju-

¢uju¢i  hlorovodoni¢nu  kiselinu i ugljen-
monoksid.2
Dolazi do deepitelizacije u

traheobronhijalnom  stablu. Polja edema i
kongestije se smenjuju sa poljima kolapsa i
pneumonije. Progresivno odvajanje epitela sa
stvaranjem pseudomembrana u disajnim
putevima, dovodi do njihove delimi¢ne ili potpune
opstrukcije. Lezije variragju od blage, povrsne
deskvamacije do stvaranja pseudomembrana koje
sadrze mukus, celijski debris, fibrinski eksudat,
polimorfonukleare i bakterije. Pluéni parenhim
koji okruzuje zahvacene disajne puteve pokazuje
kongestiju, intersticijalni i alveolarni edem, neu-
trofilnu infiltraciju, hijaline membrane i polja
atelektaze. Vremenom, ove lezije progrediraju,
stvaraju¢i materijal prvenstveno sastavljen od fi-
brina. Jednom formiran, moze dovesti do potpune
respiratorne opstrukcije.

Jos jedan vazan faktor u patofiziologiji
inhalacione povrede je i znafajno smanjenje
pluéne komplijanse, koja moze biti smanjena i za
50%.

Inhalaciona povreda dovodi do trenutne inak-
tivacije surfaktanta, sa posledi¢nim mikroatelek-
tazama i odgovaraju¢im poremecajem ventila-
ciono-perfuzionog odnosa. Kod teskih povreda,
fizioloski sant koji dovodi do duboke hipoksemije
i akutna mikrovaskularna povreda sa povec¢anom
transvaskularnom ekstravazacijom stvaraju
klinicku sliku akutnog respiratornog distres sin-
droma (ARDS).

Ugljen-monoksid ima mnogo puta veci
afinitet za hemoglobin od kiseonika, dovodeci do
drasti¢cnog smanjenja u dopremanju kiseonika
tkivima, sa pomeranjem krive disocijacije oksi-
hemoglobina u levo i poslediénim razvojem me-
tabolicke acidoze.

Dijagnoza

Cesto se postavlja indirektnom opservacijom.
Ovo podrazumeva opecéenost lica, oprljenost

nazalnih dlacica, podatak o pozaru u zatvorenom
prostoru. Takodje, karbonifikovani sputum, pred-
stavlja jo§ jedan Klasican znak inhalacije dima,
mada nije tacan prediktor ozbiljnosti povrede.

Neophodno je uraditi gasne analize arterijske
krvi, naime, prisustvo metabolicke acidoze bez
nekog drugog razloga, govori u prilog trovanja
ugljen-monoksidom ili vodonik-cijanidom. U tom
slucaju, treba ispitati nivo cijanida u krvi.

Dispnea, kasalj i vizing, retko su prisutni na
prijemu, javljaju¢i se samo u sklopu najtezih
povreda i ukazuju¢i na ekstremno losu prognozu.
Rendgenski snimak plu¢a na prijemu, takodje se
pokazao losim indikatorom. lako dve trec¢ine paci-
jenata razviju difuzne ili fokalne infiltrate ili
plu¢ni edem u okviru 5-10 dana, film na prijemu
retko ima dijagnosticki znacaj.

Trenutni standard sto se dijagnoze tice je fi-
beropticka bronhoskopija. Medjutim, korisna je
samo kod identifikovanja povrede gornjih disajnih
puteva. Bronhoskopija bez klinickog nalaza, ne
iskljucuje moguc¢nost povrede plué¢nog parenhima.

Da bi se to utvrdilo, koristi se skeniranje
radioaktivnim Xenonom. To je brz i siguran test
koji zahteva minimalnu kooperativnost pacijenta.
Prikazuje polja sa smanjenim ispiranjem alveolar-
nog gasa, sto identifikuje mesta obstrukcije malih
disajnih puteva.

Terapija

Potrebno je ukloniti pacijenta sa mesta nesrece
i postaviti ga u vodoravni polozaj.

Ukoliko ne dise adekvatno, ili postoji
verovatno¢a pogorsanja respiratorne  funkcije,
treba ga intubirati. Kiseonik se moze primeniti i
preko kiseoni¢ne maske sa protokom od 6 do 12
I/min.

Bronhijalna higijena je termin koji opisuje
nekoliko modaliteta, kojima se postize cisc¢enje
disajnih puteva. Forsiranje Kkasljanja, fizioterapija
grudnog kosa, rano podizanje, aspiracija disajnih
puteva, terapijska bronhoskopija i farmakoloski
agensi, efikasni su u otklanjanju zaostalog sekreta.

Vecdina lekova  koji se koriste u terapiji
bronhospazma, smatraju se korisnim u kontroli
bronhijalnog misi¢cnog tonusa. Simpatikomimetici
su efikasni na dva nacina: dovode do relaksacije
bronhijalne muskulature i stimulisu mukocilijarno
ciscenje.

Aerosolizirani  N-acetilcistein, mocan je
mukolitik koji se koristi za respiratornu negu.
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Racemski epinefrin Kkoristi se kao aerosol-
izirani vazokonstriktor , bronhodilatator i sekreto-
litik.

Na osnovu trenutnih podataka, $to se ti¢e me-
hanicke ventilacije, sluzimo se preporukama
Americkog Koledza lekara koji se bave grudnim
kosem*:

e Plato primenjenog pritiska ne bi trebalo da
bude ve¢i od 35cm05,.

e Pozitivan endekspiratorni pritisak (PEEP) je
znac¢ajan u podrzavanju oksigenacije

e Da bi se postigao cilj limitiranja plato
pritisaka, PCO, moze da raste (permisivna
hiperkapnija)

e Veliki respiratorni volumen (8-10ml/kg), sa

PEEP-om, moze  biti  neophodan  za

poboljsavanje oksigenacije.

Kasne komplikacije

Trahealne komplikacije se cesto vidjaju i
podrazumevaju traheitis, trahealne ulceracije,
stvaranje granuloma.

Mesto stenoze je gotovo uvek subgloti¢cno i
javlja se na mestu kafa endotrahealne ili
traheostomske tube.

Hroni¢na bolest pluca je relativno retka
komplikacija inhalacione povrede i moze biti
opstruktivnog ili restriktivnog tipa, ili o boje.

ZAKLJUCAK

Inhalaciona povreda udruzena sa opekotinama
predstavlja izazov za one koji ugestvuju u le¢enju.
Tehnicki i fizioloski problemi koji komplikuju
respiratornu  podrsku, zahtevaju  sistemati¢ni
pristup. Uspesni ishod zahteva obraanje paznje
na lecenje prioriteta, pridrzavanje protokola i
vodjenje rac¢una o detaljima.
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\ Vec vise od sto godina kompanija Dragerwerk AG & Co, je vodeéa u svetu
u obezbedivanju inovativnih sistema aparata u oblasti anestezije i intenzivne
akutne nege, kao i kompletnih reSenja sistema razvoda medicinskih gasova.

Kompanija Drager prisutna je na naSem trzi$tu od 1952. qodine. zahvaliuiuci
izuzetnom kvalitetu poslovanja kao i uslugama servisa koji na nasem trzistu
posluje saglasno svim svetskim standardima vise od 37 godina, kompanija
Dréger je izgradila renome ozbiljnog i korektnog partnera svim zdravstvenim
ustanovama u Srbiji i Crnoj Gori.

Kao jedan od generatora razvoja EN normi i standarda u oblasti razvoda
medicinskih gasova i sistema Driiger je postao prepoznatljivo ime
u pomenutoj oblasti.

Pored pomenutog Driger nudi kompletne radne stanice za hitnu pomo¢,
neonatalnu medicinu, oprema za operacione sale, fleksibilna reSenja za
pracenje pacijenata, obezbedujuci pri tom optimalnu terapije u svim oblastim
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PREHOSPITALNA NADOKNADA VOLUMENA KOD TRAUMATIZOVANIH PACIJENATA

M. Veljovi¢, A. Milovanovi¢, A. Popadi¢, 1. Udovici¢, M. Stevovi¢, B. Milutinovi¢
Vojnomedicinska akademija Beograd, Kl inika za anesteziologiju i intenzivnu terapiju

SAZETAK

Primarni cilj u tretmanu politraumatizovanih pacijenata je da minimizira posledice hemoragickog soka i
tako obezbedi prezivljavanje. Agresivha nadoknada volumena moze biti stetna zato sto dovodi do povecanja
krvnog pritiska i cirkulatornog volumena koji moze dovesti do ra zbijanja stvorenog krvnog ugruska, diluirati
faktore koagulacije i preokrenuti prirodni odgovor organizma na krvarenje. Koncept dozvoljene h ipotenzije
sa malim volumenom infuzije, sa hipovolemijom i hipotenzijom koja se tolerise do defin itivnog zbrinjavanja
krvarenja je strategija koja daje sanse za vecim preziv ljavanjem. Brojna animalna i humana istraZivanja

podrZavaju strategiju dozvoljene hipotenzije.

uvoD

Trauma je vodeci uzrok smrti u populaciji od
joki %ok nastao iskrvarenjem. Sok dovodi do
cirkulatorne insuficijencije koja ima za posl edicu
neadekvatnu perfuziju i oksigenaciju tkiva. Ovi
pormecaji dovode do organske insuficije ncije i
smrti. Primerni cilj tretmana politraumatizov anih
pacijenata je da minimizira posledice soka ili
preokrene negativnu kaskad u ¢ime ¢ée se omogu-
¢iti vece prezivljavanje. Traumatizovani pacijenti
su heterogena grupa pacijenata pa je tesko smisliti
jednu strategiju za nadoknadu volumena koja bi
bila optimalna za sve situacije. Krajnji cilj terapije
traumatizovanog pacijenta bi trebalo da bude sto
pre definitivna kontrola krvarenja sa normalizac i-
jom tkivne perfuzije

Nadoknada volumena

Nadoknadom volumena postize se sprecavanje
Soknog stanja ili se preokrec¢u ve¢ stvoreni Stetni
mehanizmi kao posledica hipovolemije. Problem
nadoknade volumena postoji odavno sa razli¢itim
strategijama za resavanje. Sprovedena su brojna
istrazivanja na zivotinjama i ljudima da bi se u t-
vrdio pravi nacin za nadoknadu volumena kod
traumatizovanih pacijenata.

Najveéi broj saznanja o korisnim efektima
nadoknade volumena je objavljen upotebom an i-
malnog modela za kontrolu krvarenja u period

od 1950- 1960 godine®. Brojnim istrazivanjima je
potvrdjeno da se ektracelijski deficit moze
nadoknaditi samo kristaloidima, volumenom 2 -3
puta ve¢im od procenjenog gubitka krvi, zato je
tradicionalna strategija nadoknane volumena 3:1,
kristaloidi : krv.

Preporu¢ena agresivna nadoknada volumena
bazirana na animalnim modelima je proble m-
aticna. Prvo, animalni model za kontrolu krvarenja
ne opisuje ta¢no patofizilo giju krvarenja

kod traumatizovanog pacijenta. Odrzavanje
krvnog pritiska je kontrolisano od strane is-
trazivaca S§to ne predstavlja pravi fizioloski odg o-
vor na Kkrvarenje. Krvarenje na modelu je sporo,
pa taj model ne reprezentuje pacijenta sa traumom
koji obi¢no umire zbog brzog iskrvarenja, povrede
centralnog nervnog sistema, a ne zbog produzene
hipotenzije. Drugo, mali je broj randomizovanih
istrazivanja sa agresivnom nadoknadom volumena
kod traumatizovanih pacijenata sa nekontrolisanim
krvarenjem.

U pokusaju da se poboljsa fizioloski model trau-
matizovanog pacijenta, razvijen je model
krvarenja sa nekontrolisanom vaskularnom povr e-
dom 80-tih godina. Eksperimenti na ovom modelu
su pokazali da nadokana volumena moze biti
stetna®*°. Nekoliko je stetnih mehanizama koji
ucestvuju u agresivnoj nadoknadi volumena, npr
povec¢anjem krvnog pritiska i cirkulatornog vol u-
mena, kao rezultat nadoknade volumena, nastaje
razbijanje krvnog ugruska, dilucija faktora koag u-
lacije i menja se prirodni odgovor organizma na
krvarenje (gubi se vazokonstrikcija koja skrece
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krv iz periferije za odrzavanje perfuzije vitalnih
organa).

Model povrede unutrasnjeg organa razvijen je
da bi se simulirala tupa povreda. U ovim eksper i-
mentima agresivna nadoknada sa krist aloidima
povecava gubitak krvi i §to je najvaznije ne sman-
juje mortalitet®"®,
Razvijanjem koncepta hipotenzivne resust i-
tucije da se malim nadoknadama volumena, sa
hipovolemijom i hipotenzijom koja se tolerise kao
nuzno zlo, do definitivhe kontrole krvarenja moze
posti¢i uspeh u reSavanju traumatizovanih paci-
jenata. Mali volumen nadoknade (npr 500ml
kristaloida) treba da je dovoljan da odrzava si s-
tolni pritisak od 80-90 mmHg™.
Walter B Cannon je zasluzan kao prvi Kkoji je
predlozio kontrolisanu hipotenziju kao mehan i-
zam za smanjenje unutrasnjeg krvarenja tokom
nekontrolisanog  krvarenja  pre  definiti vnog
resavanja povrede®®.
Postoje dve moguce strategije kontrolisane h i-
potenzije za reSavanje traumatizovanih pac ijenata:
1. Odlozena resuscitacija, gde se hipote nzivni
period namerno produzava bez nadoknade
volumena, dok se operativho ne napravi d e-
finitivna hemostaza ili

2. Dozvoljena  hipotenzija, gde se  wvrsi
nadoknada  volumena ali  odrzavanje
krvnog pritisaka manjeg od normotenzije
(normotenzija se definise kada je srednji ar-
terijski pritisak 80 mmHg ili veci).

U praksi, ova dva nagina se mogu
kombinovati i prilagoditi individulanim
potrebama pacijenata.

Radi lakseg pracenja traumatizovani pacijenti
su podeljeni prema vrsti povrede na pacijente sa
penetrantnim povredama, na pacijente sa tupi m
povredama i pacijente sa karniocerebralnim
povredama. Razli¢iti oblici povreda zahtevaju i
razligiti tretman.

Kod penetrantnih  povreda na postoje
randomizovana klinicka istrazivanja koja bi
uporedila hipotenzivnu i normotenzivnu
nadoknadu volumena. Neka sprovedena
istrazivanja su pokazala povecanje mortaliteta kod
rane u odnosu na kasnu nadokanadu volumena ** i
povecanje  prezivljavanja  kod  hipotenzivne
nadoknade volumena *2.

Kod tupih povreda istrazivanja na zivotinjama

su pokazala superiornost hipotenzivn e u odnosu na
agresivhu  nadoknadu volumena. Istrazivanja na
ljudima su veoma limitirana, nema randomizovanih

klinickih  istrazivanja  koja  bi  uporedila
hipotenzivnu sa normotenzivnom strategijom.

Postoje brojna istrazivanja na zivotinjama
koja podrzavaju glediste da hipotenzivna
resuscitacija smanjuje gubitak krvi i samim tim
smanjuje potrebe za transfuzijom u svim
subgrupama trauma. U istrazivanjima na ljudima
kod penetrantnih povreda gubitak krvi je veéi kod
pacijenata koji su imali agresivnhu nadoknadu
volumena'®. Kod tupih povreda znacajno veéa
koli¢ina krvi je upotrebljavana kod pacijenata koji
su imali agresivnu nadoknadu volumena u odnosu
na pacijente koji su imali restriktivnu nadoknadu
volumena®.

Ne postoje Klinicka istrazivanja na ljudima
za hipotenzivnu nadoknadu volumena kod trauma
glave i efekat na volumen krvarenja i potrebe
transfuzije. Udruzenja, Brain Trauma Foundation,
American Association of Neurological Surgeons i
Joint Section on Neurotrauma and Critical Care,
preporucuju  da kod povreda glave sa
hemoragi¢cnim  sokom nadoknadom  volumena
treba odrzavati sistolni pritisak od 100 mmHg *°.

Postoje dve dileme o upotrebi strategije
hipotenzivne nadoknade volumena. Prvo,
iskrvarenje  moze biti tako da se malim
volumenom ne moze prevenirati sréani za stoj kao
posledica hipovolemije. Drugo, prezivljavanje
moze biti smanjeno zbog kasnih komplikacija koje
nastaju kod multiorganske disfunkcije i sepse kao
ostecenja koja nstaju u periodu hipotenzivne
resustitucije.

Skorasnji vodici bazirani su na misljenjim a
eksperata u patofizioloskoj racionalnosti prema
istrazivanjima na ljudima i zivotinjama. Cilj je
ograniceno davanje volumena te¢nosti prema
niskom sistolnom pritisku koji je bezbedan u
odredjenoj situaciji. Titracija tec¢nostima je u
volumenu od 250 do 500 ml kristaloida. Ovo je u
suprotnosti  sa  tradicionalnom  nadoknadom
volumena davanjem u startu 2l kristaloida u cilju
odrzavanja normotenzije. Nadoknadu volumena
kod hipotenzivne resuscitacije treba poceti kada su
ispunjena tri uslova:

1. Promena senzorijuma
2. Nemoguénost  palpacije
pulsa

3. Sistolni pritisak manji od 80 mmHg

Ponavljati infuziju od 250 ml kristaloida sa
kontinuiranim monitoringom, cilj je obnova
svesnosti, radijalnog pulsa i sistolnog pr itiska
od 80 mmHg.

radijalnog
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ZAKLJUCAK

Hipotenzivha nadoknada volumena smanjuje
gubitke Kkrvi i transfuzioloske potrebe. | strazivanja
na zivotinjama pokazala su da obilna nadoknada
krvi povecava cirkulatorni volumen i sistolni prit i-
sak i time povecava ili restartuje krvarenje.

Kao i sa ve¢inom tretmana u medicini i ovde
postoje nezeljeni efekti. Hipotenzivna
resuscitacija moze poboljsati prezivljavanje u
ranom period, ali kasne komplikacije koje nastaju
kao posledica hipoperfuzije mogu potencijalno
izazvati organske disfunkcije i kasnije smrt.
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Firma BIOTEC International je dugogodisnji generalni i ekskluzivni zastupnik
kompanije Teleflex Medical RUSCH, koja predstavlja sinonim najviseg kvaliteta u
oblasti anestezije, urologije i hirurgije. Dugogodisnji smo partner svih vecih
medicinskih centara na prostoru Srbije i Crne Gore i sa timom nasih saradnika
prisutni na gotovo svim edukacijama stru¢njaka u domenu anestezije. (kongresima
i seminarima.).

Program kompanije Teleflex Medical RUSCH podrazumeva potrosni materijal
najviseg standarda, cime se obezbedjuje visok stepen zastite pacijenata i pri
najslozenijim operativnim procedurama.

Proizvodni program RUSCH-a sa originalnom produkcijom obuhvata u domenu
aneszezije najkvalitetnije tubuse na svetu sa malim pritiskom u kafu i velikim
volumenom ¢ime se obezbeduje najvisi komfor pacijenta i pri duzim intubacijama,
tubuse za produzZene intubacije (inovativnhog uvecanog kafa koji se pri disanju
pomera sa toraksom pacijenta), armirani tubusi razli¢itog materijala (PVC,
Silikolatex) , visoko prefinjeni 100% silikonski tubusi (jednokratni i armirani),
program razli¢itih maski, trahealnih kanila (PVC i armiranih) airweja, styleta, Citavu
paletu creva za anesteziju i filtera (najviSseg HEPA Class 13 standarda) , kao i
najsavremenije, inovativhe proizvode, koji omogucavaju veci stepen komfora
pacijenta, kao $to je kapa za neinvazivnu mehanicku ventilaciju (4VENT CPAP)-
proizvod sa kojim smo jedinstveni na trzistu.

Sa programom urologije koji obuhvata visoko kvalitetne razlicite katetere,
sonde, stentove, punkcione setova, setove za percutanu nefrostomiju, takodje
smo prepoznatljivi na trzistu. Program za oblast hirurgije uklju¢uje razlicite vrste
drenaza, sondi, alii proizvode za vaskularne procedure.

Srdacan pozdrav,

BIOTEC International
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SAZETAK

Pristup traumatizovanom pacijentu (TP) je kompleksan, multidisciplinaran, gde vreme i brzina re a-
govanja imaju presudnu ulogu u njihovom prezivljavanju. An esteziolosko vodjenje TP ima za cilj da spreci
pet smrtonosnih HIPO: hipoksiju, hipovolemiju, hipoperfuziju, hipotermiju i hipoterapiju, sve u cesto
ogranicenom vremenu od 20 min i manje i da optimizira stanje TP pre hirurske obrade. SCOR sistemima i
trijazom TP usmeravaju se ka neodloznoj ili odloZenoj hirurskoj kontroli ostecenja sve u cilju sprecavanja
letalne trijade. Anestezioloski princip podrazumeva kod uvoda u opstu anesteziju, brz uvod, imobilizaciju
vratne kicme i odrZavanje hemodinamske stabilnosti TP, a kod odrzavanja anestezije, resavanje ocekivanih i
neocekivanih promena stanja TP. Regionalana anestezija takodje ima ulogu u zbrinjavanju TP. Postoper a-
tivni tretman u jedinicama intenzivne nege podrazumeva monitoring, laboratoriju, anelgeziju i pr evenciju

komplikacija.

uvoD

Zbrinjavanje TP predstavlja veliki izazov za
svakog lekara a posebno anesteziologa, jer zahteva
kompeksan i multidisciplinaran pristup sa liderom
tima u cilju da se brzo i na vreme dijagnostikuju i
resavaju povrede, sto je presudno u prezivljavanju i
prevenciji komplikacija TP. Primarana reanimacija
TP pocinje na mestu povredjivanja i podrazumeva:
obezbedjivanje disajnog puta, ventilaciju i oks i-
genaciju TP, odrzavanje cirkulacije, zastitu cerv i-
kalne ki¢me i imobilizaciju a nastavlja se u jedini-
cama intenzivnog le¢enja (JIN).

Anesteziolosko vodjenje

Anesteziolosko vodjenje TP podrazumeva p o-
getnu procenu opsteg stanja povredjenog, monito r-
ing, laboratorijske analize i dijagnosti¢cke proc e-
dure, uvod u anesteziju, vodjenje anestezi je, pov-
ratak i pracenje povredjenog u JIN-e.

Monitoring i dijagnosti¢ke metode

TP se prikljucuje na osnovni monitoring koji
podrazumeva merenje krvnog pritiska (NIBP),
temperature tela, SpO2, EKG, ukoliko vreme
dozvoljava invazivni monitoring omogucice pra-
¢enje CVP-a, PCWP-a i direktno merenje arteri-
jskog pritiska. Laboratorijske analize svedene

su na osnovne: kompletna krvna slika, krvna grupa i
Rh faktor, INR, urin, ukoliko vreme dozvoljava TP
se podvrgava Rtg-u glave, grudnog kosa, Karlice i
ekstremiteta, radi se CT, MR, MSCT, ultrason o-
grafija i Dopler krvnih sudova, dijagnosticko per i-
tonealno ispiranje, konsultacije sa lekarima drugih
specijalnosti.

Pocetna procena disanja

TP u JIN-e najces¢e dolazi intubiran, $to nije
uvek slucaj, kada proveravamo pozicioniranje en-
dotrahealnog tubusa (ETT) koji je zlatni sta ndard u
obezbedjivanju  disajnog puta, vrsimo zamenu
COMBI tubusa ETT ili kod nazotrahealne intub a-
cije pacijenta proveravamo da li postoji povreda
baze lobanje'. Ukoliko je pacijent neintubiran sti-
gao u JIN-e, obezbedjivanje disajnog puta (DP) kod
TP predstvlja veliki izazov i za iskusnhog
anesteziologa, posebno ako imamo pacijenta sa
povredom maksilofacijalne regije, disajnog puta i
vratne ki¢me gde asimetri¢ni pokreti grudnog kosa,
cijanoza, potkozni emfizem, SpO2, EtCO2 ukazuju
da se radi o neadekvatnoj ventilaciji, sto zahteva
torakalnu drenazu ili punkciju Il medjurebarnog
prostora kod pneumo, hemato -toraksa i obezbed-
jivanje ventilacije sa oksigenac ijom?.
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Procena cirkulacije

TP naj¢es¢e umiru od hemoragijskog $oka.
Ovi pacijenti mogu biti i u kardiogenom i spina I-
nom soku. Neophodna je brza procena kakva je
kontrola cirkulacije na osnovu EKG -a, NIBP-a,
kapilarnog punjenja, diureze, temperature, diste n-
zije vena na vratu, znakova soka i obezbediti
adekvatnu nadoknadu volumena. Ovo podr a-
zumeva obezbedjivanje venskog puta bilo perife r-
nog ili centralnog i primenu kristaloida, koloida,
krvi i krvnih derivata zagrejanih od 38-40°C,
Brzina infuzije moze biti do 1500ml/min, preko
vise venskih puteva, pomocéu sistema koji su
prenosivi zbog transporta TP®. Agresivnom
nadoknadom volumena raste arterijska tenzija,
smanjuje se viskoznost krvi, vrednost Hct i fa k-
tora koagulacije, smanjuje imuni odgovor, dovodi
do elektrolitnog disbalansa i rane reperf uzije, sto
potvrdjuju klinicke studije da je odrzavanje
umerene hipotenzije znacajno za ranu koag u-
laciju®.

Neuroloska procena

Neuroloska procena TP podrazumeva procenu
ostecenja CNS-a na osnovu Glazgov koma skale
(GCS), pa tako razlikujemo lako ostecen je mozga
kada je GCS 13-15, umereno ostec¢enje kada je
GCS 9-12 i tesko oSecenje mozga kada je GCS
manji od 9, na osnovu motornih i senzitivnih i s-
pada i rekcije pupila®.

Cilj reanimacije

Sve preduzete mere i postupci imaju za cilj da
spre¢e pet smrtonosnih HIPO: hipoksiju, hipo-
volemiju, hipoperfuziju, hipotermiju, hip o-
terapiju, $to podrazumeva odrzavanje sistolnog
pritiska izmedju 80-100mmHg, vrednosti Hct od
25-30%, trombocita preko 50000, PT/APTT u
granicama normale, temperature tela preko 35 °C,
normalizaciju Ca®" i laktata®.

Trijaza

U klini¢koj praksi se koristi nekoliko razligitih
SCOR sistema kojima se boduju vitalne funkcije i
objektivizuje stanje pacijenta na prijemu i u toku
lecenja, kao i trijaziranje TP.Trijaza je podela
pacijenata na osnovu individualnih terapijskih
potreba i raspolozivih sredstava na zivotno

ugrozene pacijente, koji zahtevaju neodlozno hi-
rursko zbrinjavanje (HCO) i na one koji nisu
zivotno ugrozeni, koji zahtevaju odlozenu HCO.

Hirur§ka kontrola osteéenja

Urgentne hirurske intervencije za spasavanje
zivota TP moraju se sprovesti bez odlaganja. U te
postupke spadaju: hirursko obezbedjivanje dis a-
jnog puta-traheotomija, eliminisanje patoloski
povisenog intratoraka Inog pritiska, pleuralnom
drenazom, punkcijom Il m.p., resavanje tampo-
nade srca-punkcijom perikarda ili torakotomijom,
normalizovanjem patoloskog intrakranijalnog pr i-
tiska (IKP)-kraniotomijom i hirursko zbrinjavanje
masivnih krvarenja“. Odlozena kontrola osteéenja
odnosi se na zbrinjavanje intraabdominalnih i in-
tratorakalnih  krvavljenja ® lezije  supljih organa,
povrede kiémenog stuba, compartment sindroma,
otvorenih preloma, fraktura dugih kostiju i Kkarlice,
evakuaciju intrakarnijalnin  hematoma. HCO ima
za cilj da spre¢i pogorsanje metabolickog stanja
TP, stanje soka i time letalnu trijadu: acidozu, k o-
agulopatiju i hipotermiju®.

Anestezija

TP koji zahteva neodloznu HCO najcesce se
uvodi u opstu anesteziju (OA). Premedikacija
ovih pacijenata podrazumeva sedaciju i anal-
geziju. Kao indukcioni agens mogu se Kkoristiti
propofol u dozi 2mg/kg, tiopenton u dozi 3-
4mg/kg, koji imaju depresivno dejstvo na KVS,
zbog cega se primenjuju u manjim dozama i ti-
trirano, midazolam u dozi 0,2mg/kg, ketamin 0,5 -
1mg/kg koji obezbedjuje analgeziju uz simpaticku
stimulaciju §to mu daje prednost kod pacijenata u
Soku ali povecava IKP sto ga cini nepozeljnim
kod TP sa povredom glave. Etomidat 0,1-
0,3mg/kg pruza najvecu stabilnost KVS. Inhal a-
cioni anestetici nisu indikovani za uvod u opstu
anesteziju TP ali po postizanju HD stabilnosti,
mogu se koristiti za odrzavanje anestezije. Od
misi¢nih relaksanata sukcinil -holin 1,5mg/kg je
relaksant izbora za brz uvod u anesteziju TP i
sumnje na pun stomak. Njegova nezeljena dejstva,
hiperkalijemija, aritmije, porast IKP i introkula r-
nog pritiska ograni¢avaju njegovu upotrebu kod
pacijenata sa masivnom traumom, opekotinama,
povredom ki¢mene mozdine, kras povredom, de n-
ervacionih povreda. Alternativa ovom relaksantu
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jeste rokuronijum 1,2mg/kg ili vekuronijum
2mg/kg®.

Odrzavanje anestezije

TP u toku OA se utopljava greja¢ima i zagr e-
vanjem infuzionih teénosti i krvi. Odrzavanje
anestezije vrsi se kod HD stabilnih pacijenata
kombinacijom 0O2/gas/inhalacioni anestetik, N20O
se ne primenjuje kod pneumo -toraksa, encefalusa,
peritoneuma. Kod HD nestabilnih TP o bezbed-
jenje hemodinamske stabilnosti zahteva primenu
inotropa, vazopresora posle resavanja hemostaze.
Primena krvi i volumena, stalni monitoring TP
kod koga se stanje moze menjati, ne dozvoljavaju
opustanje anesteziologa kod resavanja ovakvih
pacijenata. Pacijenti kod kojih su ispunjeni kriter i-
jumi za ekstubaciju treba ekstubirati’. Ne treba
ekstubirati pacijente koji su intoksicirani, starije
sa edemom, HD nestabilne, sa teskim opekot i-
nama, povredama grudnog kosa i glave, koji su
primili masivnu transfuziju...

Regionalna anestezija

Pacijenti sa bilo kojom vrstom povrede, ¢esto
imaju apsolutnu ili relativnu kontraindikaciju za
primenu regionalne anestezije (RA) . Medjutim,
kod pacijenata sa traumom mogu biti prisutne
razlicite povrede i za zbrinjavanje nekih od njih
RA (centralni i periferni blo kovi) nudi odredjene
prednosti i moze biti primenjena kao samostalna
anestezija ili uz OA®.

Postoperativno praéenje

Pracenje TP u postoperativnom period u JIN -
e, podrazumeva monitoring, laboratorijske anal-
ize, analgeziju, koja je ¢esto zapostavljena, gde
adekvatna terapija bola smanjuje kratkoro¢ni i
dugoroc¢ni morbiditet i mortalitet kod pacijenata

koji trpe razlic¢ite traume tkiva kao i preve nciju
komplikacija tipa atelektaze, hipotermije i
koagulopatije®.

ZAKLJUCAK

Od mesta povredjivanja do postoperativnog
pracenja TP u JIN-e, ucestvuje citav tim lekara,
srednjeg  medicinskog  kadra i  bolni¢ara.
Anestezioloski tim ima vodeéu ulogu u trauma
timu u resavanju vemo problemati¢nih TP. Dobra
uvezbanost i pracenje savremenih trendova u
lecenju tesko povredjenih pacijenata smanjice broj
komplikacija i smrtnih slucajeva.
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TROMBOEMBOLIIJSKE KOMPLIKACIJE KOD TRAUMATIZOVANIH PACIJENATA

I. Popovi¢, M. Veljovi¢, B. Djordjevi¢, J. Obradovi¢, M. Stevovi¢, I. Udovici¢
Vojnomedicinska akademija Beograd, Kl inika za anesteziologiju i initenzivnu terapiju

SAZETAK

Venska tromboembolija (VTE) u traumi bolesnika, je ozbiljan problem u jedinicama intenzi vnog lecenja.
VTE uglavnom nastaje trombozom dubokih vena, cije komplikacije dovode do mort aliteta kod vise od 50%
pacijenata. Farmakolosk a prevencija od VTE s antikoagulansima, cesto su kontraindikovana kod politra u-
matizovanih pacijenata zbog rizika od krvarenja. Mehanicka prof ilaksa u obliku venske kompresijske c¢izme,
cesto je neizvodljiva fizicki, zbog vrste povrede, spoljasnjih fiksatora , otoka, itd. Pruzanje efikasne VTE pro-
filakse, dok se u isto vreme pruza defin itivni tretman politraumatizovanog pacijenta, moze biti no¢na mora.
Venski tromboembolizam, ostaje u prostoru aktivnog istrazivanja, fokusiranog na dijagnosticke tehnike, nove
metode hemijske i mehanicke profilakse, poboljsanje razumevanja etioloskih faktora za razvoj postrauma t-

skih tromboembolijskih komplikacija

uvoD

Tromboembolijske komplikacije, duboka ve n-
ska tromboza (DVT) i pluéna tromboembolija
(PTE) su znacajan uzrok morbiditeta i mortaliteta
kod politraumatizovanih pacijenata. Klinicka d i-
jagnostika je nepouzdana i leGenje moze biti
kasno, neadekvatno ili ¢ak stetno, tako da je pre-
vencija ovih komplikacija od sustinskog znacaja *.

Etiologija

Tromboembolijske komplikacije nastaju zbog
ostecenja endotela krvnih sudova, venske staze i
hiperkoagulabilnosti  krvi, sto ¢ini  Virhovljevu
trijadu.  Kod  politraumatizovanih  pacijenata
postoji povisen rizik zbog produzene imobil i-
zacije, tj. produzene venske staze, ili zbog intra-
operativne manipulacije hirurskim instrumentima
i prolongiranog pritiska pneumatske manzetne 2.

Rizi¢éne grupe

Postoje cetiri visoko rizi¢ne grupe politraum a-
tizovanih pacijenta za nastanak tromboembol i-
jskih komplikacija. To su pacijenti sa povredom
glave, kicmene mozdine, kompleksnom povredom
karlice i prelomom kuka i butne kosti. Ucestalost
pojave DVT kod politraumatizovanih pac ijenata
je 58%. Inace incidenca DVT prema mnogim
autorima ne zavisi samo od vrste povrede, vec i
od dijagnosti¢ke procedure i vrste profilakse **.

Postoji vodi¢ klinickog predvidanja prema
Wells-u, koji odreduje verovatno¢u nastanka DVT

i klinicarima omogucava da Klasifikuju pac ijente
na pacijente visokog, srednjeg i niskog rizika.
Vodi¢ klinickog predvidanja po Wells -u, uzima u
obzir faktore rizika, klinicke znake i pri sustvo ili
odsustvo alternativne dijagnoze.

Gradacija rizika za nastanak tromboembol i-
jskih komplikacija kod hirurskih pacijenata:

e nizak rizik- ukoliko pacijent ima manje od 40
godina starosti, a obavlja se hirurska inter-
vencija koja nije komplikovana i koja zahteva
minimalnu postoperativnu imobilizaciju

o umeren rizik- ukoliko pacijent ima manje od
40 godina starosti, a obavlja se opsezan hi-
rurski zahvat ili ukoliko pacijent ima izmedju
40 i 60 godina starosti i jedan ili vise faktora
rizika, a obavlja se manji hirurski zahvat.

e visoki rizik- ukoliko pacijent ima vise od 60
godina, a obavlja se opsezna hirurska in-
tervncija ili ukoliko pacijent ima izmedju 40 i
60 godina i ima vise faktora rizika.

e veoma Visok rizik- ukoliko pacijent ima preko
40 godina starosti i predistoriju venskog
tromboembolizma, a obavlja se opsezna or-
topedska operacija ili pacijent ima multiplu
traumu. U pacijente veoma visokog rizika
spadaju i pacijenti sa akutnom pavredom
ki¢me.

U svetu su radene tri velike studije (Class I, I,
1), koje su imale za cilj da formulisu vodice za
profilaksu tromboembolijskih ko mplikacija kod
politraumatizovanih pacijenata®. One su pokazale
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da su pacijenti sa prelomom ki¢me i posledi¢nom
povredom ki¢émene mozdine, veoma izlozeni
riziku za nastanak DVT®® Takode je pokazana
povezanost izmedu starosti i rizika za nastanak
DVT*®*". Studije su pokazale i da donedavno
smatrani visoko rizi¢nim, pacijenti sa prelomom
butne kosti, karlice ili glave nisu tako podlozni
dobijanju tromboembolijskih komplikacija °.

Profilaksa

Profilakticke mere podrazumevaju one za
sprovodenje  postupaka kojima se sprecava
nastanak komplikacija- primarna profilaksa i
sekundarna, primena mera i postupaka kod veé
ispoljenih  tromboembolijskih  komplikacija, tj.
opsta i specificna profilaksa. Pod opstim merama
tromboprofilakse podrazumevaju se mere koje
sprecavaju  nastanak  posttraumatskog  Soka,
dehidracije,  hemokoncentracije i  povecanja
viskoziteta krvi, kao i atraumatska tehnika rada i
rano podizanje pacijenta iz kreveta. Specifi¢ne
mere tromboprofilakse su mehani¢ka sredstva i
medikamenti. Mehanic¢ka sredstva su ona koja se
koriste za sprecavanje nastanka venske staze i ona
potpomazu vensku drenazu iz donjih ekst remiteta.
To su kompresivni zavoji i Carape, pneumatske
naprave za sekvencijalnu kompresiju misica,
(sequential ~ compression  devices — SCD),
elektrostimulatori misica i IVC filteri (inferior
vena cava filters). Rezultati koji su postignuti
primenom mehani¢kih sredstava su dobri, a
njihova primena je veoma znacajna ukoliko
postoje kontraindikacije za primenu
medikamenata.

Prevencija tromboembolijskih  komplikacija
medikamentima, zasniva se na primeni lekova sa
antikoagulantnim efektima. Naj¢es¢e se Koriste
derivati kumarina, kao i heparin, odnosno
niskomolekularni ~ heparin ~ (Low  Molekular
Weight Heparin- LMWH). Zbog efikasnosti i
sigurnosti,  jednostavnosti  primene, kao i
prihvatljive cene, niskomolekularni  heparini
danas predstavljaju lekove izbora za profilaksu i
lecenje tromboembolijskih komplikacija.

Primena malih doza heparina LDH, 2 -3 puta
dnevno 5000 ij sc, pokazala se medutim malo
efikasnom™®. LDH povecava aktivnost
antitrombina 111, koji je potentan prirodni inhibitor
faktora X, pa samim tim utic¢e na spoljasnji i na
unutrasnji put koagulacije.

Sa druge strane, primena LMWH u profilaksi
DVT se preporucuje narocito ako se radi o
povredama koje zahtevaju prolongirano lezanje
(npr. prelom Karlice, kompleksni prelomi kost iju
donjih ekstremiteta, prelom ki¢me sa povredom
kicmene mozdine, gde ne postoje udruzene
povrede koje mogu dovesti do krvavljenja), ali se
ne preporucuje kod pacijenata sa teskom
povredom glave, gde postoji rizik od
intrakranijalnog krvarenja, ili kod pacijenata kod
koga se plasira ili je nedavno uklonjen epiduralni
kateter!,

Kod politraumatizovanih, prevencija
tromboembolijskih komplikacija je kompleksna,
pa apsolutne kontraindikacije za primenu
madikamentozne profilakse su: povreda glave sa
intrakranijalnim hematomom, povreda Kki¢ mene
mozdine, akutha hemoragija i poremecaj
koagulacionog statusa. U tom slucaju se pribegava
primeni  nekih od mehanickih sredstava za
prevenciju DVT, kao sto su SCD*® ili IVCF
(inferior vena cava filter)'**

Klini¢ka slika i dijagnoza DVT

Veoma c¢esto, DVT ostaje neprepoznata, zato
§to su simptomi suptilni i skriveni. Moze se
primetiti  hladan, izrazito bolan ekstremitet,
pretibijalni edem ili induracija koze.

Dijagnostikuje  se uz pomo¢  Dopler
sonografije  krvnih  sudova, zatim MSCT
angiografije, kao suverenije metode.

Sekundarna profilaksa DVT

Sekundarna profilaksa obuhvata mere i
postupke za uklanjanje ve¢ stvorenog tromba u
dubokim krvnim sudovima donjih ekstremiteta i
male Karlice i spre¢avanje nastanka ozbiljnije i

potencijalno smrtonosne pluéne
tromboembolije(PTE).

Pribegava se uklanjanju tromba,
trombektomiji, primeni trombolitika

(streptokinaza, lanetoplaza, retaplaza, urokinaza),
ili  primeni heparina, kao najznacajnijeg
antikoagulannog leka.

Peroralni antikoagulantni lekovi su derivati
kumarina i inandiona i primenjuju se posle
parenteralne heparinske terapije. Tokom oralne
terapije, neophodno je pratenje  vrednosti
protrombinskog ~ vremena, PT-INR testom
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(Prothrombin ~ Time-International ~ Normalised

Ratio).
Pluéna embolija

To je najozbiljnija komplikacija DVT sa
visokom smrtnos¢u u toku prvih nekoliko sati, a
kod pacijenata koji su preziveli inicijalni napad,
rekurentne embolije i smrtni ishod se mogu
sprecCiti  brzom  dijagnostikom i adekvatnom
terapijom, a propusti su  mogu¢i  zbog
nespecificnih simptoma i znakova. Ako se ne leci,
tre¢ina pacijenata koji su preziveli inicijalnu PE,
umire od narednih tromboemboliskih
komplikacija.

Respiratorne posledice PE su: poremecaj
alveolarnog mrtvog prostora, vazokonstrikcija,
hipoksija, hiperventilacija, a kasnije se mogu
javiti dve dodatne posledice: regionalni gubitak
surfaktanta i infarkt pluca.

Hemodinamske posledice su: smanjenje
popreénog preseka pluénog vaskularnog korita,
povecanje pluénog vaskularnog otpora, povecanje
afterloada desne komore, poremeéaj rada i
otkazivanje desne komore.

Tezina klini¢ke slike zavisi od toga koliki je
deo pluéne cirkulacije zahvacen trombom, pa se
moze razviti masivna plu¢na embolija, kao najtezi
oblik, akutni infarkt pluca, akutna emb olija bez
infarkta ili multiple plu¢ne embo lije.

Najces¢i fizicki znakovi su: dispneja, bol u
grudima, kasalj, hemoptizije, tahikardija,
hipotenzija, poremecaj senzorijuma i groznica.

Od dijagnosti¢kih procedura validni su: EKG,
grudna radiografija, CT, plu¢na scintigrafija i
pluéna angiografija.

Od laboratorijskih testova korisni su: D -dimer
test, gasne analize krvi, troponin, mozdani
natriuretski peptid.

Masivha pluéna embolija manifestuje se
nalazom na EKG zapisu (QRS-kompleks i T-
talas). Klasi¢cno se opisuje prominiraju¢i S talas u
standardnom | odvodu, dubok Q, negativni T talas
i blaga elevacija ST segmenta u Il odvodu,
negativan T u desnim prekordijalnim odv odima
(V1-V3), sto se skraceno belezi S1-Q3-T3 i takav
nalaz je prisutan samo kod 20% pacijenata sa
pluénom embolijom. EKG nije dijagnost icko
sredstvo izbora za dijagnostikovanje pluéne
embolije, jer takav nalaz moze biti prisutan i
ukoliko je u pitanju bronhospazam, pneumotoraks
i bilo koji drugi uzrok nastanka Cor pulmonale, ali

je koristan da bi se iskljucilo postojanje infarkta
miokarada.

Na radiografskom snimku plu¢éa se ne moze
uvek potvrditi dijagnoza PE, ali ukoliko je
prisutna masivna PE moze se videti klinasta ili
trouglasta senka na plu¢ima, linearna atelektaza ili
pleuralni izliv. Za kona¢no postavljanje dijagnoze,
potrebno je uraditi kompjuterizovanu plué¢nu
angiografiju.

Terapija obuhvata 100% oksigenaciju i
primenu heparina i to inicijalno 70 ij/kg, a zatim
kontinuirano u infuziji 18 ij/kg/h, uz monitoring
efikasnosti, 6-8h posle inicijalnog  bolusa.
Vrednost APTT-a treba da se krece izmedu 51 i
68s.

Vecina pacijenata kod kojih nastane masivna
pluéna embolija umire u toku prva dva sata od
nastanka te komplikacije, pa je prevencija veoma
vazna.

ZAKLJUCAK

VenskKi tromboembolizam i pluéna
tromboembolija, kao najteza komplikacija su
veoma opasne i potencijalno smrtonosne kod
politraumatizovanih pacijenata. Obzirom na vrstu
i tezinu povrede, moguéu hemoragiju, treba
prona¢i adekvatno resenje za prevenciju ovih
komplikacija, sto je nekada veoma tesko. Buduca
istrazivanja u sferi medikamenata i mehani¢kih
sredstava ¢e, nadamo se, pomoc¢i u smanjenju
morbiditeta i mortaliteta  politraumatizovanih
pacijenata.
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SINDROM MASNE EMBO LIJE KOD POLITRAUMATIZOVANIH PACIJENATA

Jovana Obradovi¢, Mili¢ Veljovi¢, Zaklina Spasi¢
Vojnomedicinska akademija Beograd - Klinika za anesteziologiju i intenzivnu terapiju

SAZETAK

Sindrom masne embolije karakterisan je trijadom simptoma, a to su: res piratorna insuficijencija, neuroloska
disfunkcije i prisustvo petehija na kozi i sluznici u gornjim partijama tela.

Najcesée je posledica traume, pre svega preloma dugih kostiju i preloma kostiju karlice, ali moze da se
javi,mnogo rede, i netraumatska masn a embolia.

Ne postoje jasno definisani kriterijumi za dijagnozu, ona se zasniva nha nizu nespecifi¢nih i nesenzitivnih
testova, pa je tesko odrediti i tacnu incidencu.

Ipak, sindrom masne embolije je znacajan uzrok morbiditeta i mortaliteta sto zahteva dalj a istrazivanja u
smislu usavrsavanja terapijskih i profilaktickih mera.

Znamo da rana fiksacija znacajno umanjuje mogucénost nastanka masne embolije, ali postoji nedoumica oko
tehnika fiksacije. Isto tako , poznato je da kortikosteroidi imaju uticaj na prev enciju nastanka embolije kod
visokorizi¢nih pacijenata, ali jos ne postoji definitivna potvrda o njihovoj efikasnosti. Na Zalost, ne postoji

specificha terapija, vec¢ se terapijske mere zasnivaju na nizu suportativnih mera.

uvoD

Sindrom masne embolije je znadajan uz-
rocnik morbiditeta i mortaliteta kod politraum a-
tizovanih pacijenata *.Masna embolija predstavlja
okluziju malih krvnih sudova masnim kapima koji
najcesce poticu iz povredene butne kosti ili kar-
licnih Kkostiju. Vrlo cesto ne izazivaju znacajnije
poremecaje u zahvacenom organu. Medutim, u
slu¢aju masivne okluzije bivaju zahvaceni svi o r-
gani u organizmu i dolazi do razvoja niza sim p-
toma koje zajedni¢kim imenom nazivamo Sin-
dromom masne embolije. Kompromitovani organi
su oni isti koji su zahvaceni i mashnom embolijom,
pre svega pluc¢a i mozak, $to znac¢i da u klini¢koj
slici dominiraju simptomi respiratorne insufic i-
jencije i oste¢enja mozdanog parenhima.

Sredinom 19. veka, Zenker® prvi opisuje
ovj sindrom na autopsiji kod torakoabdom inalne
povrede radnika na zeleznnici, desetak godina
kasnije, von Bergman® klinicki dijagnostikuje
sindrom masne embolije po prvi put kod pacijenta
sa frakturom femura, §to je nakon toga i potv rdio
na obdukciji. Daljim proucavanjem  ovog
fenomena, pocetkom dvadesetog veka, Lehman i
Moore su definisali patofizioloski mehaniam
nastanka ovog sindroma biohemij skom teorijom.

Ta¢na ucestalost sindroma masne em-
bolije je nepoznata kako zbog submanifestne
klinicke slike, tako i zbog pratecih oboljenja i
povred , i nedostatka visokospecifi¢nih i senziti v-
nih testova koji bi potvrdili dijagnozu ovog si n-
droma. Smatra se da se sindrom masne embolije
razvija kod skoro svih pacijenata sa frakturama
dugih kostiju i/ili tokom ortopedskih procedura i
ona je asimpomatska.

Sindrom masne embolije se razvija kod
malog broja pacijenata i rezultuje disfunkcijom
organa i mortalitetom u 10 -20% ( prema novim
istrazivanjima 11% u specijalizovanim zdravs t-
venim ustanovama).

Etiologija

Najées¢i uzroci sindroma masne emb olije
su traumatskog porekla, pre svega prelom butne
kosti, prelom Kkarlice, ortopedske procedure (u g-
radnja vestackih proteza kuka, kolena) *®’, lipo-
sukcija’.

Medutim, ovaj sindrom se moze dijag-
nostikovati i kod akutnog pankreatitisa, Secerne
bolesti, opekotina, kardiopulmonalno g by-pass-a,
bolesti srpastih ¢elija itd.
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Veoma retko moze biti posledica egzogenog
unosa lipidnih emulzija kao $to su parenteralna
ishrana, infuzija propofola i limfografijom.

Predisponijaéi faktori

Sindrom masne embolije  se najéesce javlja kod
mladih muskaraca, takode je veca ucestalost p o-
jave kod zatvorenih preloma u odnosu na ot-
vorene, kod multiplih fraktura i odlozene imobil i-
zacije fraktura.

Patofiziologija

Oslobodene masne kapljice u cirkulaciji do ciljnih
organa mogu dospeti na razlicite nacine: kroz
anatomske arteriovenske santove, samom defo r-
macijom kapi, koje formiraju izduzeniju formu
koja moze da prode kroz pluéne kapilare ili pak
kroz "Foramen Ovale", kao posledica povecanog
intrapulmonalnog pritiska koji nastaje u toku m a-
sivne masne embolije, sto je slu¢aj u 25 - 30%
pacijenata.

| pored toga s§to je sindrom masne embolije jako
slozen fenomen, njegov nastanak mozemo tum a-
¢iti kroz dve teorije koje se medusobno nadopu n-
juju. Prva je mehanicka teorija, i ona objasnjava
razvoj sindroma masne embolije kao posledicu
visestruke mehanicke opstrukcije krvnih sudova
slobodnim masnim kapljicama, koje ne mogu da
produ kroz male kapilare, izazivaju lokalnu
ishemiju i oste¢enje tkiva. Za razliku od ostalih
embolijskih dogadaja, embolija masnim kaplj i-
cama je privremena i prolazna zbog fizi¢kih

karakteristika masnih kapljica®®.

Druga je biohemijska teorija koja objasnjava to k-
si¢ni uticaj slobodnih masnih kiselina na pneum o-
cite i kapilarni endotelijum u plu¢ima, uzrokujuci
intersticijalno krvarenje, edem i hemijski pneu-
monitis i razvoj klinicke slike 24 -72 h od traume.
Naime, hormonske promene uzrokovane traumom
i/ili sepsom indukuju sistemsko oslobadanje sl o-
bodnih masnih kapljica i hilomikrona. Hidrolizom
masnih kapljica pod dejstvom fosfolipaze A2
oslobadaju se slobodne masne kiseline koje po k-
reéu inflamatornu kaskadu, oslobadaju¢i dalje
medijatore zapaljenske reakcije, slobodne rad i-
kale, proinflamatorne citokine koji dalje dovode
do ostecenja tkiva.

Slobodne masne kiseline imaju i direktno toksi¢no

dejstvo na pneumocite i endotelne celije pluénih
kapilara. Takode, imaju svojstvo i da aktiviraju

tkivni tromboplastin i tako pokrenu koagulacionu
kaskadu, izazivajuc¢i i poremecaj koagulacije do
eventualnog nastanka DIK -a.

Medijatori akutne faze menjaju fizicko hemijska
svojstva lipida, normalno prisutnih u cirk ulaciji,
utuc¢udi na njihovu solubilnost i dovodeéi do agl u-
tinacije hilomikrona u vece partikule, $to dodatno
izaziva  mikrovaskularnu  opstrukciju,  razvoj
ishemije i dodatnog ostecenja tkiva.

Vecina autora danas smatra da je patofizioloski
mehanizam nastanka sindroma masne embolije
kombinacija mehanicke i biohemijske teorije.

Kliniéka slika

Klinickom slikom dominiraju simptomi od strane
respiratornog trakta, centralnog nervnog sistema i
koze.

Rana manifestecija potice od respirato r-
nog sistema (75% slucajeva), u vidu dispneje, t a-
hipneje, cijanoze i hipoksije. Javlja se 12 -72 h
od povrede i posledica je poremecenih ventil a-
ciono perfuzionih odnosa.

Hipoksemija moze biti dijagnostikovana
pre pojave respirator nih simptoma. U 10 % sluc a-
jeva Kklinicka slika moze se pogorsati do slike
akutne pluéne insuficijencije (ARDS).

Neuroloski simptomi se javljaju kod 85%
pacijenata, obi¢no su nespecificni i najcesce se
ogledaju u izmeni mentalnog statusa, izuzetno su
retki neuroloski ispadi. Inicijalno se manifestuju
agitiraniscu, konfuzijom, somnolencijom koja
moze da progedira do razvoja stup ora i kome.
Dermatoloske znake karakterisu crvenkasto braon
nepalpabilne petehije pretezno na gornjoj polovini
tela (fizicka osobina masnih kapljica da plutaju),
narocito u predelu aksila, vrata, gornje polovine
grudnog kos$a i ruku. Javljaju se 24 -36sati, traju
od 6h-7 dana, patognomoni¢na su za sindroma
masne embolije, ali se javljaju u samo 20 -50%
pacijenata.

U Klini¢ukoj slici mozemo primetiti i
Purtscher's-ovu retinopatiju, koja predstavlja ret i-
nalnu hemoragiju sa masnim kapljicama u arter i-
jskim krvnim sudovima koja se moze videti fu n-
doskopskim pregledom o¢nog dna.

Od nespecifiénih znakova Klini¢koj slici
se pridruzuju tahikardija i hiperpireksija.

Klinicki tok moze biti: akutni fulmi-
nantni, pod slikom akutnog popustanja srca,
pluéne insuficijencije i najéesce zavrsava letalno,
subakutni, sa asimptomatskim periodom od 12 -48
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h i spontanom evaluacijom simptoma, u 10% je
pracen teskim momplikacijama, a koji uz pra-
vovremenu terapiju zavrsava izle¢enjem bez se k-
vela i kona¢no subklini¢ki, u vidu tranzitorne
kratkotrajne hipoksemije, uz diskrethu promenu
mentalnog statusa koji se Kkoriguje primenom
Kiseonicne terapije.

Dijagnoza

Dijagnoza se pre svega zashiva na Kklini¢koj
slici’®™ .Postoje razliciti kriterijumi, koji pomazu
u dijagnozi, ali ne postoji univerzalni. Najcesce se
koristi Guard-ovi kriterijumi? , koji podrazume-
vaju podelu simptoma na minor i major Kriter i-
jume. U major Kkriterijume ubrajamo-aksilarna,
subkonjuktivalne petehije, hipoksemija  sa
PaO2<g60 mmHg, depresija centralnog ner vhog
sistema i pluéni edem. U minor kriterijume ubr a-
jamo- tahikardiju > 120/ min, hipe rtermija,
masni embolusi u retini, masne kapljice u urinu,
trombocitopenija, pad hematokrita, masne kap I-
jice u sputumu.

Za dijagnozu je potrebno da postoji

najmanje jedan major i 4 minor simptoma.
Takode postoje i Shonfeld-ovi kriterijumi ° koji
imaju kvantitativno znacenje, pa tako petehije
nose 5, RTG promene -4, hipoksemija- 3,
hiperpireksija >38° C- 1, tahipneja >30- 1,
konfuzija- 1. Kumulativni skor > 5 je
odgovaraju¢i za dijagnozu.

Laboratorijske  analize su uglavnom
nespecificne i ne postoji patognomotican test **.
Masne kapljice u urinu su ¢este posle traume, tako
da nisu specifican ili senzitivan nalaz koji
ukazuje na opasnhost nastanka ili na sam sindrom
masne embolije.

Trombocitopenija, anemija i hipofibrinogemija su
indikativne za sindrom masne embolije.

U toku akutne faze sindroma masne embolije
moze biti pozitivan D-dimer test,
trombocitopenija i drugi poramecaji

koagulacionog statusa.

Hipokalcijemija moze biti posledica
saponifikacije.

Arterijske gasne analize, zavise od stanja
pacijenta.

Citoloska ispitivanja urina, sputuma, Krvi
i cerebrospinal ne te¢nosti ukazuju na prisustvo
masnih kapljica.

Bronhoalveolarna lavaza, sa nalazom
masnih mrlja u alveolarnim makrofagima, ukazuje

na postojanje, ili na opasnost od razvoja sindroma
masne embolije, medutim invazivna priroda same
procedure ograni¢ava njenu upotrebu.

RTG grudnog kosa pokazuje difuzna mrljasta
zasencenja koja se opisuju kao "shezna mecava",
a kasnije slika moze biti prisutna i kod infekcije ili
pluénnog edema.

CT glave moze biti normalan ili sa znacima
difuznog petehijalnog krvarenja u beloj mozdanoj
masi. CT grudnog kosa moze da pokaze
parenhimalne promene u plu¢ima.

MRI glave prikazuje kofluentne difuzne pr omene
u sivoj mozdanoj masi, Cciji broj korelira sa
tezinom Kklinicke slike, i ima veliki dijagnosticki
znacaj®.

Transkranijalni dopler , u toku operativnog
zahvata moze da dijagnostikuje mozdane
mikroembolije.

Terapija

Ne postoji specificha medikamentozna
terapija, ve¢ samo suportativna i simptomatska,
koja podrazumeva odrzavanje vitalnih funkcija,
odrzavanje adekvatne oksigenaci je_i ventilacije,
odnosno korekcija hipoksemije i hiperkapnije
(neinvazivna i invazivha  oksigenoterapija),
postizanje i odrzavanje hemodinamske stabilnosti
(nadoknada volumana i krvnih derivata, korekcija
acidobazne ravnoteze)

U slugaju razvoja klinicke slike ARDS-a
lecenje podrazumeva odgovarajuce protok ole.

Neki autori preporucuju upotrebu albumina ™,
kako zbog odrzavanja volumena , a vise zbog

sposobnosti da vezu slobodne masne Kiseline, i na
taj nacin sprece dalja ostecenja tkiva.

Heparin stimulise lipaze koje smanjuju koli¢inu

masnih kapljica u serumu, ali postoji visoki rizik
od krvarenja zbog traume.

Adekvatna analgezija je veoma znacajna
jer ogranicava simpatomimetski odgovor na
povredu.Primena dekstrana, hipertone glikoze i
aspirina nije dala zadovoljavajuce rezultate.

Drugi aspekat podrazumeva profilakticke mere,
koje mozemo podeliti u dve grupe-hiruske i
medikamentozne mere prevencije nastanka i
razvoja sindroma masne embolije.

Hiruske mere podrazumevaju ranu fiksaciju
preloma’® i hirugke tehnike koje manje uticu na
porast intramedularnog pritiska u toku rada.
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Sto se medikamentozne prevencije tice,
jo§ uvek nije potvrdena korist kod primene
kortikosteroida®.

ZAKLJIUCAK

Sindrom masnhe embolije je znacajan

uzroénik  morbiditeta i mortaliteta  kod
politraumatizovaninh ~ pacijenata, ali i kod
pacijenata u elektivnim  ortopedskim

procedurama. | pored odredjenih laboratorijskih i
radioloskih analiza, Kklinicka slika je dominatna u
dijagnozi ovog  sindroma.Pravovremena i
odgovaraju¢a terapija dovodi do potpun og
oporavka.

Ipak i dalje stoji nepoznanica zasto samo
mali procenat pacijenata sa masnom emb olijom
razvija klinicku sliku sindroma masne embolije?
Odgovor zahteva dalja istrazivanja i i spitivanja
patofiziologije ovog poremecaja.
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