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OSNOVNE LABORATORIJSKE PROCEDURE U DIJAGNOSTICI 
IMUNSKI-POSREDOVANE HEMOLITIČKE ANEMIJE PASA

Milica Kovačević Filipović

Kratak sadržaj
Da bi se ostvario napredak u dijagnostici pojedinih patoloških stanja, neophodno 

je uspostaviti protokole koji će omogućiti kvalitetno i reproducibilno testiranje kada 
postoji osnovana sumnja za dato oboljenje. Algoritam dijagnostike imunski-posredova-
ne hemolitičke anemije (IMHA) je publikovan 2019. godine u časopisu Američkog udru-
ženja veterinarske interne medicine. Na osnovu tog algoritma, dijagnoza ovog obolje-
nja se može postaviti kada pas ima regenerativnu ili neregenerativnu anemiju, dve ili 
više promena koje ukazuju na imunski-posredovanu hemolizu kao što su pozitivan test 
aglutinacije sa fiziološkim rastvorom i povećanje broja sferocita na krvnom razmazu i 
barem jednu od promena koje ukazuju na povećan obim hemolize. Algoritam dijagno-
stike takođe omogućava da se u pojedinim slučajevima postavi dijagnoza suspektne bo-
lesti ili dijagnoza osnovane sumnje da pacijent boluje od IMHA. Takođe, neophodno je 
ispitati da li se radi o primarnoj ili sekundarnoj IMHA i kada postoji sekundarna IMHA, 
mora se istovremeno lečiti primarno oboljenje. Terapija IMHA je kompleksna, zahteva 
personalizovani pristup pacijentu i zasniva se na imunosupresivnoj terapiji, korekciji 
anemije, antitrombotičnoj terapiji i „menadžmentu“ dugotrajne terapije imunosupre-
sivnim lekovima. IMHA je oboljenje koje često ima nepovoljan ishod, ali uz brzu dija-
gnostiku i dobro organizovanu terapiju, procenat pacijenata sa dugoročnim preživlja-
vanjem se povećava. 

Ključne reči: duhovi eritrocita, hiperbilirubinemija, hemoglobinemija, sferociti, 
test aglutinacije

UVOD

Anemija je relativno čest znak bolesti kod pasa i mačaka. Osnovna pato-
genetska podela anemija se odnosi na: 1) poremećaje u stvaranju eritrocita; 
2) ubrzanu hemolizu i 3) akutnu hemoragiju (Fleischman, 2012). Poremećaji 
u stvaranju eritrocita izazivaju neregenerativnu anemiju, a ubrzana hemoliza i 
hemoragija dovode do nastanka regenerativne anemije. Pojedina patološka sta-
nja mogu dovesti do nastanka anemije kombinacijom navedenih mehanizma. U 
Laboratoriji za kliničku hematologiju i biohemiju, Katedre za patološku fiziolo-
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giju Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu kod jedne petine 
pacijenata kod kojih se u okviru dijagnostičke procedure određuje i krvna slika, 
može se utvrditi anemija (Kovačević Filipović i sar., 2022). U oko 80 procenata 
slučajeva, dijagnostikovana je blaga do umerena neregenerativna anemija, dok 
je u oko 20 procenata, anemija bila teška ili jako teška i često regenerativnog 
karaktera. U manjem broju slučajeva, prepoznato je da je anemija hemolitičkog 
karaktera. Hemolitičke anemije mogu imati različite patogenetske mehanizme i 
različite etiološke faktore. Ukoliko u patogenezi anemije važnu ulogu igraju an-
ti-eritrocitna antitela, naziv koji se poslednjih godina ustalio kao dijagnoza je 
„imunski-posredovana hemolitička anemija“ ili IMHA (engl. Immune Mediated 
Hemolytic Anemia). Tokom 2022 godine, u našoj laboratoriji je, u više slučajeva 
teške regenerativne, ali i neregenerativne anemije, dijagnostikovana IMHA. U za-
visnosti od osnovnog etiološkog faktora, prognoza IMHA je različita. Literaturni 
podaci se slažu da je u najmanje 50 procenata dijagnostikovanih slučajeva, ishod 
ove anemije nepovoljan (Garden i sar., 2019; Woolhead i sar., 2021). Naša isku-
stva su slična navodima iz literature.  

HEMOLITIČKA ANEMIJA

Fiziološki, makrofagi slezine u toku jednog dana uklone iz cirkulacije oko 
1 odsto ostarelih eritrocita, dok se istovremeno u kostnoj srži stvori podjednak 
broj retikulocita koji ulaze u cirkulaciju. Na taj način, broj eritrocita se u fizio-
loškim uslovima ne menja značajno. Obim hemolize može da se poveća usled 
stvaranja auto-antitela protiv antigena koji se nalaze na membrani eritrocita. Na 
osnovu razloga nastanka antitela, IMHA se može okarakterisati kao primarna 
ili sekundarna. Primarna IMHA je ona koja se javlja zbog poremećaja imunskog 
sistema koji se najčešće zasniva na gubitku regulatornih T limfocita i posledič-
noj pojavi auto-antitela. Ipak, u praksi se dijagnoza ovog tipa anemije postavlja 
tako što se isključe svi poznati uzroci sekundarne IMHA. Rase koje su predis-
ponirane za pojavu primarne IMHA su: koker španijel, springer španijel, stari 
engleski ovčarski pas, bišon frize, pudle, retriveri i bradati koli (Wollhead i sar., 
2021). Sekundarna IMHA nastaje zbog vezivanja antigena za membranu eritro-
cita i stvaranja antitela protiv tih „vezanih“ antigena. Izvor antigena mogu biti 
infektivni agensi, neoplastične ćelije, inflamirano tkivo i lekovi. Za naše područje 
se najverovatnije može tvrditi da se primarna IMHA pojavljuje ređe u odnosu na 
sekundarnu. Primarna IMHA ima veću  učestalost kod mlađih sterilisanih ženki 
pasa i kod mladih mačora. Oba tipa IMHA su povezana sa teškom kliničkom sli-
kom i sa visokim mortalitetom. U slučaju sekundarnih IMHA, ukoliko se uspešno 
leči primarna bolest, prognoza može biti povoljna. Najčešći poznati agensi koji 
izazivaju IMHA su kod pasa: Babesia gibsoni, druge vrste Babesia, Bartonella spp. 
Anaplasma phagocytophilum, Ancylostoma caninum i Blastomyces dermatitides 
(Garden i sar., 2019).
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PREPORUKE ZA LABORATORIJSKU DIJAGNOSTIKU 
IMUNSKI-POSREDOVANIH HEMOLITIČKIH ANEMIJA

Američki koledž za veterinarsku internu medicinu je 2015. godine, formi-
rao radnu grupu sastavljenu od 22 člana. Njihov zadatak je bio da na osnovu po-
uzdanih publikacija i sopstvenog iskustva napišu preporuke, odnosno postave 
relevantne kriterijume neophodne za definitivnu dijagnostiku IMHA kod pasa i 
mačaka. Publikacija je izašla 2019. godine u Journal of Veterinary Internal Medici-
ne (Garden i sar., 2019). U daljem tekstu će biti navedeni i objašnjeni kriterijumi 
koji se moraju zadovoljiti da bi se postavila dijagnoza IMHA.

ANEMIJA

Prvi kriterijum koji treba da bude zadovoljen je da pas ili mačka imaju ane-
miju. U metodološkom smislu se može evaluirati hematokritska vrednost dobi-
jena analizom krvi na hematološkom analizatoru ili dobijena mikrohematokrit-
skom metodom. Anemija može biti regenerativna, ali i neregenerativna. Naime, 
dokazano je da se u oko 2/3 slučajeva, IMHA pojavljuje u regenerativnoj, a kod 
jedne trećine u neregenerativnoj formi. Broj retikulocita svakako treba zabeležiti 
i pratiti tokom terapije (Garden i sar., 2019).

ZNACI IMUNSKI-POSREDOVANE DESTRUKCIJE ERITROCITA

Sferociti su eritrociti koji nastaju tako što u slezini dolazi do fagocitoze dela 
njihove membrane za koji su vezana antitela. Površina membrane se smanjuje i 
eritrociti dobijaju oblik sfere. Na krvnom razmazu se prepoznaju kao mikrociti 
bez centralnog prosvetljenja. Mogu se uočiti samo kod pasa, zbog činjenice da 
njihovi eritrociti fiziološki imaju centralno prosvetljenje. Krvni razmaz mora biti 
pravilno napravljen i obojen, a prisustvo sferocita se procenjuje na površini gde 
su eritrociti razvučeni u monosloj i ne preklapaju se. Mimo tog područja može 
se dobiti lažno pozitivan nalaz usled prisustva artefakata. Neophodno je da se 
na jednom vidnom polju, na uveličanju × 100 (imerzioni objektiv), izbroji pet 
sferocita. Nalaz treba potvrditi brojanjem sferocita na 10 vidnih polja. Ukoliko na 
jednom vidnom polju ima tri do četiri sferocita, a ne mogu se utvrditi drugi etio-
loški faktori koji bi mogli dovesti do nastanka sferocitoze i taj manji broj sferocita 
može podržati dijagnozu IMHA. Faktori koji mogu dovesti do pojave sferocitoze 
su: neoplastična oboljenja, hemolitičko-uremijski sindrom i trovanje pojedinim 
lekovima (Garden i sar., 2019).

Test aglutinacije sa fiziološkim rastvorom je veoma jednostavan i ekonomi-
čan i izvor je važnih informacija vezanih za dijagnostiku IMHA. Izvodi se tako što 
se na jedan kraj mikroskopske pločice supsti kap pune krvi, a na drugi kraj ploči-
ce se spuste pomešane 4 kapi fiziološkog rastvora i jedna kap krvi i pokriju ljus-
picama pokrovnicama. Oba polja se pregledaju na uveličanju × 10 i × 40. U slučaju 
inflamacije eritrociti su agregirani i formiraju tzv.  rouleaux formacije, slažući se 
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jedan na drugi. Dodavanje fiziološkog rastvora oslabi veze koje ih drže vezane i 
rasprši ih u monosloj ispod pokrovnice. Ukoliko su eritrociti međusobno vezani 
posredstvom antitela, dolazi do aglutinacije, koja gomilice eritrocita pretvara u 
tvorevine nalik punim grozdovima, čija se zrna ne mogu rastaviti uz pomoć fi-
ziološkog rastvora. Lažno pozitivan test agultinacije se može pojaviti u slučaju 
hiperproteinemije kod lajšmanijaze, infektivnog peritonitisa mačaka i multiplog 
mijeloma. Test ne treba raditi sa uzorcima krvi koji su držani u frižideru i tada 
mogu nastati lažno pozitivni rezultati (Garden i sar., 2019). 

Dokazivanje anti-eritrocitnih antitela. Test detekcije anti-eritrocitnih anti-
tela se naziva i direktni Coombs-ov test ili direktni anti-globulinski test (DAT). 
U isprane eritrocite pacijenta se dodaju antitela protiv imunoglobulina G klase i 
prati se pojava aglutinacije. Može se izvoditi u pločama od 96 polja, ili u optimi-
zovanim uslovima na gelu. Takođe se može raditi uz pomoć protočne citometrije. 
Međutim, ukoliko je aglutinacija prisutna i posle pranja eritrocita, nije potrebno 
raditi ovaj test. Nedavna opsežnija ispitivanja su dokazala da se među uzorcima 
koji su poslati da se IMHA dokaže uz pomoć Coombs-ovog testa, u oko 50 proce-
nata može detektovati stimulisana aglutinacija (Idalan i sar., 2021). Tokom po-
slednjih dvadesetak godina se na tražištu pojavljuju različite varijante ovog testa 
i njegova osetljivost i specifičnost za IMHA se poboljšavaju. Na performanse testa 
negativno utiču: stajanje krvi, transfuzija i prethodna terapija kortikosteroidima, 
a lažno pozitivne reakcije se mogu dobiti kod inflamatornih stanja. Svaka teža si-
stemska inflamacija dovodi do stvaranja anti-eritrocitnih antitela, mada svakako 
nema svaka inflamacija za posledicu nastanak IMHA (Garden i sar., 2019).

DOKAZIVANJE HEMOLIZE

Sferocitoza – kao što je već rečeno, postajanje sferocitoze upućuje kod pasa 
na hemolizu. 

Hiperbilirubinemija – ikterus, hiperbilirubinemija ili bilirubinurija mogu 
biti dokaz povećanog obima hemolize ukoliko se eliminiše sumnja da postoji 
smanjena funkcionalna masa jetre, opstruktivna holestaza ili sepsa. 

Hemoglobinemija/hemoglobinurija – hemoglobinemija se može uočiti pri-
likom izdvajanja seruma ili plazme i/ili merenjem slobodnog hemoglobina, ali 
vađenje krvi mora da bude izvedeno tako da ne proizvede hemolizu kao artefakt. 
Vađenje krvi iz jugularne vene ređe dovodi do hemolize nego vađenje krvi iz vene 
safene. Hemoglubinurija se može utvrditi ukoliko sediment urina ne sadrži eri-
trocite i ukoliko nema mioglobinurije.  

Duhovi eritrocita – kada je prisutna intravaskularna hemoliza na razmazu 
se mogu videti membrane eritrocita koji su se raspukli. 

Ukoliko postoji opravdana sumnja da psi imaju vektorski prenosive patoge-
ne koji su izazvali IMHA ili oni postoje kao ko-morbiditet, neophodno je izvršiti 
kompletnu dijagnostiku uključivši i molekularnu dijagnostiku (Milanović i sar., 
2020; Beletić i sar., 2021).
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Komplikacija IMHA – kod pasa u komplikacije IMHA spadaju: tromboza, 
tromboembolija i diseminovana intravaskularna koagulacija.  

Terapija može biti uspešna, pogotovu ukoliko se radi o sekundarnoj IMHA, 
odnosno ukoliko se otkrije i leči uzrok stvaranja auto-antitela. Po povlačenju kli-
ničkih znakova bolesti relapsi se javljaju u oko 15 procenata slučajeva.

TERAPIJA

Kada je utvrđena dijagnoza IMHA, može se sprovesti odgovarajuća, dosta 
složena terapija koja uključuje primenu imunosupresivnih lekova, ali i takozva-
ni „menadžment“ te terapije. Sama IMHA, ali i imunosupresori, kod pasa, mogu 
izazvati trombozu, a kao najteži oblik plućnu tromboemboliju. Kao prognostički 
nepovoljni faktori su identifikovani porast koncentracije uree i bilirubina (Swann 
i sar., 2019).

Imunosupresivna terapija - početak imunosupresivne terapije se preporu-
čuje tek kada se obavi kompletna dijagnostika i odbaci sumnja na eventualno pri-
sustvo neoplazija ili infektivnih agenasa. Prednizolon ili prednizon treba davati 
per os u dozi od 2-3 mg/kg/dan ili 50-60 mg/m2/dan kod pasa težih od 25 kg. 
Terapija se može davati jedanput dnevno ili dva puta podeljeno na jednake doze. 

Šema 1. Algoritam dijagnostike imunski-posredovane hemolitičke anemije (IMHA).  
Direktni anti-globulinski test (DAT). Prema Garden i sar., (2019).
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Ukoliko životinja ne toleriše prednizolon, može se i.v. aplikovati deksametazon 
(0,2-0,4 mg/kg/dan) tokom prvih nekoliko dana terapije. Ako pacijent odgovori 
na terapiju porastom hematokrita već u prve dve nedelje, doza se može smanjiti 
ispod 2 mg/kg/dan i to za 25 procenata. Potom treba smanjivati za narednih 25 
procenata na svake 3 nedelje ili eventualno svake 2 nedelje. Kriterijumi za sma-
njenje doze mogu biti vraćanje bilirubina u referentne vrednosti, gubitak agluti-
nacije i sferocitoze. Treba proveriti krvnu sliku pre svakog smanjenja doze.

Ukoliko pacijent loše podnosi kortikosteroide, ili oni nisu efikasni, treba 
uvesti drugi imunosupresivni lek. Indikacije mogu biti sledeće: teška klinička sli-
ka pri pregledu, hematokrit pada za više od 5 procenata za 24 sata, neophodne 
su transfuzije i posle 7 dana terapije. 

Kao drugi imunosupresivni lek može se uključiti (lekovi su navedeni abe-
cednim redom): 1. azatioprin 2 mg/kg/dan ili 50 mg/m2/dan per os. Posle 2-3 
nedelje se može davati svakog drugog dana i potom dalje proredjivati do pre-
stanka davanja. 2. Ciklosporin 5 mg/kg/12 sati per os. 3. Mikofenolat mofetil 8- 
12 mg/kg/12 sati per os. Ne preporučuje se davanje ciklofosfamida (Mason i sar., 
2003). Na žalost, ni za jedan od navedenih lekova se ne može u potpunosti tvrditi 
da značajno povećavaju šansu za dugoročnije preživljavanje pacijenata.

Kombinovanje tri i više od tri imunosupresivna leka se ne preporučuje. Uko-
liko se drugi imunosupresor uvodi da bi se smanjila doza glukokortikosteroida, 
nju treba smanjiti za 25 do 50 procenata ukoliko je pacijent stabilan. Kao jedna 
od mogućnosti se navodi da se drugi imunosupresivni lek nastavi četiri do osam 
nedelja posle prestanka davanja glukokortikosteroida. Poslednji korak u terapiji 
je uvođenje trećeg imunosupresivnog leka ili splenektomija. Očekivano je da te-
rapija traje između tri i šest meseci.

Transfuzija – uopšteno gledano, odluka da li treba dati transfuziju zavisi od 
individualnih slučajeva. Psu kome se anemija brzo pogoršava potrebno je dati 
transfuziju pre nego psu kod koga se anemija sporo razvija čak iako prvi pas ima 
nešto viši hematokrit od drugog. Granična hematokritska vrednost kada treba 
primeniti transfuziju je 12 procenata. Bolje je primeniti transfuziju samih eri-
trocita nego punu krv. Aglutinacija eritrocita može biti problem prilikom odre-
đivanja krvnih grupa kao i kompatibilnosti krvnih grupa. Taj problem moraju 
razrešiti proizvođači testova koji se koriste. Kod terapije IMHA se ne preporučuje 
infuzija sveže zamrznutre plazme zato što je dokazano da ne utiče na veću stopu 
preživljavanja. Takođe, intravenska aplikacija imunoglobulina se ne preporučuje 
i nema dokaza da utiče pozitivno na ishod bolesti.

Monitoring neželjenih efekata imunosupresivne terapije - vlasnici se mora-
ju obučiti da pažljivo nadgledaju svoje ljubimce. Analiza urina sa urinokulturom 
se preporučuje na svakih 8 do 12 nedelja. Preporučuje se da se biohemijske ana-
lize urade pre davanja imunosupresora i da se potom prate promene.

Neželjeni efekti terapije glukokortikosteroidima su: poliurija, polidipsija, 
polifagija i dahtanje. Dugoročni neželjeni efekti su: stanjivanje kože, kalcinoza, 
pojavljivanje modrica, atrofija mišića, redistribucija masti u regiju abdomena, 
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hepatomegalija, piodermija, demodikoza, urinarne infekcije, pogoršanje konge-
stivne srčane slabosti i predispozicija za šećernu bolest ili pankreatitis. Neželje-
ni efekti terapije azatioprinom su mijelosupresija i hepatotoksičnost, tako da na 
svaka dva meseca treba kontrolisati krvnu sliku i biohemijske parametre. Uko-
liko se pojavi mijelosupresija treba prestati administraciju leka. Ukoliko je broj 
neutrofilnih granulocita manji od 1 × 109/l, preventivno treba dati antibiotike. 
Može se prepisati rekombinantni faktor rasta granulocita i monocita. Neželjeni 
efekti terapije ciklosporinom su nauzeja, povraćanje i dijareja, ali nema mijelosu-
presije. Gastroprotektivna terapija se sprovodi inhibitorima protonske pumpe.

Antitrombotični tretman – termin „tromboprofilaksa“ ili „antitrombotična 
terapija“ uključuje lekove koji inhibiraju funkciju trombocita kao i aktivnost fak-
tora koagulacije. Preporučuje se da se tromboprofilaksa sprovede kod svih pa-
sa kojima je dijagnostikovana IMHA, osim kod onih kod kojih je broj trombocita 
manji od 30 × 109/l. Tromboza se kod pacijenata sa IMHA prevashodno javlja u 
venama. Tromb nije bogat trombocitima, ali jeste fibrinom. Najveći rizik za trom-
botične događaje postoji u prve dve nedelje po tretmanu. Preporučuje se davanje 
klopidogrela i/ili aspirina i nefrakcionisanog heparina uz kontrolu aktiviranog 
parcijanog tromboplastinskog vremena i individulano prilagođavanje doze he-
parina. Detaljniji prikaz antitrombotične terapije je prikazan u radu Swann i sar. 
(2019).

ZAKLJUČAK

U radu su prikazane sve ključne analize važne za dijagnostiku IMHA. Za sve 
analize koje zahtevaju rad sa mikroskopom, neophodno je imati određeni stepen 
laboratorijske veštine, ali upornost u primeni navedenih procedura će biti nagra-
đena većim brojem postavljenih dijagnoza i pravilno vođenih terapija.

Zahvalnica:
Rad je podržan sredstvima Ministarstva prosvete, nauke i tehnološkog razvoja 
Republike Srbije (Ugovor broj 451-03-68/2022-14/200143).
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