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CASUS 1

Patiént A, een 85-jarige vrouw, komt bij de internist van-
wege vermoeidheid, misselijkheid en dyspneu sinds een
week. Een jaar geleden is zij gediagnosticeerd met chro-
nische lymfatische leukemie (CLL). Bij lichamelijk
onderzoek wordt een niet-acuut zieke, adequate, bleke
vrouw gezien. De bloeddruk is 140/60 mmHg, de polsfre-
quentie 8o slagen/min, de saturatie 98% en de tempera-
tuur 37,3°C. Er zijn geen lymfomen voelbaar in de hals,
oksels en liezen. Over het hart en de longen worden geen
afwijkingen geconstateerd. Het abdomen is adipeus, soe-
pel en niet-pijnlijk, met een niet-afwijkende peristaltiek.
Laboratoriumonderzoek toont een normocytaire anemie

(tabel 1).

VRAAG CASUS 1 Wat is uw waarschijnlijkheidsdiagnose?

a Auto-immuunhemolytische anemie.
b Medicatiegerelateerde hemolyse.

¢ Vitamine B,,-deficiéntie.

d lzergebrek.

CASUS 2

Patiént B, een 47-jarige vrouw, wordt door de huisarts
ingestuurd naar de SEH. Ze vertelt dat ze sinds 10 dagen
moe is en daarbij zwak op de benen is, waardoor ze enkele
dagen geleden niet meer overeind kon komen. De laatste
tijd heeft ze ook weinig eetlust. Ze rookt en bij stress
drinkt ze alcohol; ze gebruikt geen drugs. Bij lichamelijk
onderzoek is patiénte bleek en onverzorgd. Laboratorium-
onderzoek toont een macrocytaire anemie (zie tabel 1).

eANTWOORDEN EN UITLEG ELDERS IN DIT NUMMER
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TABEL 1 Laboratoriumuitslagen van patiént A en B

bepaling patiént A patiént B referentiewaarde
Hb 3,9 1,4 7,3-9,7 mmol/I
Mcv 95 114 80-100 fl
trombocyten 150 71 130-350 x 10°/1
reticulocyten 338 9 20-90 x 10°/1
leukocyten 32,6 13,1 2,5-11,0x 10°/1
irregulaire antistoffen positief negatief
DAT positief (4+) negatief
uittypering DAT n.v.t.

19G 4+

Q3d 3+

IgM 1+
eluaat DAT positief n.v.t.
haptoglobine <0,10 <0,10 0,25-1,90 g/I
bilirubine 35,2 72,2 <20 pmol/I
LD 450 1294 97-247 U/1
creatinine 86 86 50-100 pmol/I
homocysteine - 69,3 < 16,6 pmol/I
methylmalonzuur - 285 50-340 nmol/I

DAT = directe antiglobulinetest.

VRAAG CASUS 2 Wat is uw waarschijnlijkheidsdiagnose?

a Vitamine B,,-deficiéntie.

b Foliumzuurdeficiéntie.

¢ Myelodysplastisch syndroom.
d Acute leukemie.
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OPTIE 1A IS JUIST
Het laboratoriumonderzoek bij patiént A toonde een Hb-
waarde van 3,9 mmol/l, met een verhoogd aantal reticu-
locyten (338 x 10°/1). Er is sprake van hemolytische
anemie gezien de onmeetbare haptoglobinewaarde
(< 0,10 g/l), de verhoogd LD-waarde (450 U/I) en de ver-
hoogd bilirubinewaarde (35,2 yumol/l). Het aantal trom-
bocyten was niet-afwijkend (150 x 10°/1) en het aantal
leukocyten was verhoogd (32,6 x 10°/1). Bij de microsco-
pische beoordeling werden kaptogestreken cellen waar-
genomen en viel het grumulée-patroon van de lymfocy-
ten op, wat past bij de CLL.
Vanwege de symptomatische anemie werd een aanvraag
gedaan voor erytrocytenconcentraten voor transfusie.
Hiervoor werd op het laboratorium, naast de bloedgroep-
bepaling, een screening op irregulaire antistoffen tegen
erytrocyten uitgevoerd. Deze screening was positief.
Ook de uitslag van de directe antiglobulinetest (directe
Coombs-test, DAT) was sterk positief (4+). Na uitsplit-
sing van de DAT bleek dat de erytrocyten waren beladen
met IgG en complement en in mindere mate ook met
IgM. Vanwege de belading met IgG-autoantistoffen werd
een eluaat gemaakt om de specificiteit van de DAT te
verhogen. Na elutie van de antistoffen op de erytrocyten
bleek het om warmte-autoantistoffen zonder specificiteit
te gaan. Vanwege de IgM- en complementbelading op de
erytrocyten werd ook nog gedacht aan aanwezigheid van
koude autoantistoffen, maar dit werd in aanvullend
onderzoek uitgesloten.
Patiénte werd opgenomen met de diagnose ‘auto-
immuunhemolytische anemie met aspecifieke warmte-
autoantistoffen’, wat gerelateerd was aan haar onderlig-
gend lijden, CLL. Ze werd behandeld met prednison
1 mg/kg en vanwege de symptomen kreeg ze een erytro-
cytentransfusie, met goed resultaat. Vanwege het reci-
diefrisico werd besloten een lage dosering prednison als
onderhoudstherapie te continueren.

Maastricht UMC+, Maastricht.

Centraal Diagnostisch Laboratorium: dr. H.M. Hamer, klinisch
chemicus in opleiding; dr. Y.M. Henskens, klinisch chemicus.
Afd. Interne Geneeskunde, divisie Hematologie: dr. E.A. Beckers,
hematoloog.

Contactpersoon: dr. H.M. Hamer (h.hamer@vumec.nl).

OPTIE 2B IS JUIST
Het laboratoriumonderzoek bij patiént B toonde een
anemie en trombopenie. Tevens waren de hemolytische
parameters positief: verlaagde haptoglobinewaarde
(< 0,10 g/l), verhoogde bilirubinewaarde (72 pmol/l) en
een verhoogde LD-waarde (1294 U/l). Vanwege deze
aangetoonde hemolyse werd de DAT aangevraagd. De
DAT was negatief, wat een immuungemedieerde hemo-
lyse minder waarschijnlijk maakt. De inflammatiepara-
meters waren niet verhoogd en een rontgenfoto van de
thorax liet geen afwijkingen zien. De ferritinewaarde
was 1428 pg/l (referentiewaarde: 15-200), wat een
ijzergebrek uitsluit. De foliumzuurconcentratie was
4,7 nmol/l (referentiewaarde: 8,0-60,8) en de vitamine
B,,-concentratie was > 1000 pmol/l (referentiewaarde:
145-569).
Om een functioneel tekort aan te tonen werden de waar-
den van homocysteine en methylmalonzuur gemeten. De
homocysteineconcentratie was verhoogd (69,3 pmol/l),
terwijl de methylmalonzuurconcentratie niet-afwijkend
was (285 nmol/l). Hieruit blijkt een functioneel tekort
aan foliumzuur aangezien de homocysteinewaarde stijgt
bij gebrek aan foliumzuur, vitamine B, of beide, terwijl
de methylmalonzuurwaarde alleen stijgt bij een tekort
aan vitamine B,,.
Patiénte werd opgenomen na een episode van zelfver-
waarlozing en malnutritie. Na aanvang van foliumzuur-
suppletie stegen het reticulocytenaantal, de Hb-waarde
en het trombocytenaantal. De anemie werd daarom
geduid als deficiéntie na een periode van malnutritie;
mogelijk speelde alcoholabusus — er waren leverfunctie-
testafwijkingen en echografie was suggestief voor lever-
cirrose — ook een rol bij het ontwikkelen van deze ane-
mie.

e VOOR VERDIEPING EN ACHTERGRONDEN,
ZIE WWW.NTVG.NL, ZOEKEN OP D1290
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ALGEMENE ANALYSE VAN ANEMIE

De NHG-standaard ‘Anemie’ geeft richtlijnen voor de
diagnostiek en het beleid bij patiénten bij wie een te lage
Hb-waarde is vastgesteld.’ Bij de aanvullende diagnostiek
is de morfologische indeling in micro-, normo- en macro-
cytaire anemie vervallen aangezien sommige oorzaken in
meer dan één morfologische groep kunnen worden inge-
deeld. Daarnaast begint vrijwel elke anemie, door welke
oorzaak dan ook, normocytair.

Deze indeling is in de NHG-standaard vervangen door
een pathofysiologische indeling op basis van een vermin-
derde of gestoorde aanmaak en een verhoogde afbraak
(hemolytische anemie). Anemie door acuut bloedverlies
blijft in deze standaard buiten beschouwing.

ANEMIE DOOR VERMINDERDE OF GESTOORDE AANMAAK

Anemie op basis van een verminderde of gestoorde aan-
maak kan veroorzaakt worden door ijzergebrek, vitamine
B,,- of foliumzuurdeficiéntie, erytropoétinetekort bij
nierfunctieverlies, een chronische ziekte of infectie-
ziekte, hemoglobinopathieén en beenmergaandoenin-
gen, zoals beenmergstamcelziekten (myelodysplasie,
acute leukemie) of beenmergverdringing (CLL, lymfoom,
tumormetastasen).

IJzergebrek is veruit de meest voorkomende oorzaak van
anemie door verminderde of gestoorde aanmaak (inci-
dentie: 4,3 per 1000 patiénten/jaar), met name bij vrou-
wen. In Nederland wordt dit veelal veroorzaakt door
hevig menstrueel bloedverlies of door een verhoogde
ijzerbehoefte tijdens de zwangerschap. Op oudere leeftijd
is naast ijzergebrek ook vaak een chronische ziekte of
chronisch bloedverlies in het maag-darmkanaal de oor-
zaak van een ijzergebreksanemie. IJzergebrek wordt
gekenmerkt door een lage ferritinewaarde en een —
meestal — laag MCV.

Maastricht UMC+, Maastricht.

Centraal Diagnostisch Laboratorium: dr. H.M. Hamer, klinisch
chemicus in opleiding; dr. Y.M. Henskens, klinisch chemicus.
Afd. Interne Geneeskunde, divisie Hematologie: dr. E.A. Beckers,
hematoloog.

Contactpersoon: dr. H.M. Hamer (h.hamer@vumec.nl).

Vitamine B, ,- of foliumzuurdeficiéntie komt minder vaak
voor (incidentie: 1,8 per 1000 patiénten/jaar) en wordt
vooral gezien bij ouderen, bij patiénten die een auto-
immuunreactie vertonen tegen pariétale cellen van de
maagwand of tegen intrinsic factor (atrofische gastritis),
bij patiénten met een ziekte die leidt tot malabsorptie en
bij mensen met een verhoogd risico op een onevenwichtig
voedingspatroon. Hierdoor ontstaat een verstoorde DNA-
synthese, die zich manifesteert in een gestoorde bloed-
aanmaak en een megaloblastaire anemie, wat gepaard kan
gaan met hemolyse, zoals beschreven in de casus 2.
Vitamine B,,- of foliumzuurdeficiéntie gaat meestal
gepaard met een verhoogd MCV. Bij een gecombineerde
deficiénte van vitamine B , of foliumzuur en ijzer kan een
niet-afwijkend MCV gemeten worden. Aanvullend kan
dan gekeken worden naar de ‘red cell distribution width’
(RDW); deze zal bij een gecombineerde deficiéntie ver-
hoogd zijn.

Bij anemie door een chronische ziekte wordt veronder-
steld dat er sprake is van anemie vanwege een gestoorde
inbouw van ijzer in hemoglobine en een verkorte levens-
duur van de erytrocyten. Anemie van de chronische
ziekte gaat vaak gepaard met een verhoogde hepcidine-
waarde.? De belangrijkste aandoeningen die dit type
anemie kunnen veroorzaken zijn chronische inflamma-
toire aandoeningen zoals reumatoide artritis, chronische
infectieziekten, maligniteiten en acute — al dan niet ern-
stige — ziekte, bijvoorbeeld na pneumonie.

Omdat ferritine een acute-fase-eiwit is, kan de ferritine-
concentratie bij dit type anemie binnen de referentie-
waarde vallen of zelfs verhoogd zijn, zelfs als er sprake is
van ijzergebrek. Analyse van de transferrine- en ijzer-
waarde kan dan bijdragen aan het diagnosticeren van een
ijzergebrek. Bij ijzergebrek is de ijzerconcentratie ver-
laagd en de transferrineconcentratie verhoogd.?

Een andere oorzaak van anemie door een verminderde
of gestoorde aanmaak vormen de hemoglobinopathieén.
Ook al is de primaire oorzaak van dit soort anemieén
een stoornis in de aanmaak, secundair kan dit afbraak
(hemolyse) tot gevolg hebben. De incidentie van hemo-
globinopathie is in de laatste 30 jaar in Nederland toege-
nomen door immigratie. Dragerschap van een hemoglo-
binopathie bij autochtone Nederlanders is zeldzaam,
maar kan worden verwacht bij een persisterende micro-
cytaire hypochrome anemie die niet reageert op ijzer-
suppletie.
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FIGUUR 1 Beslishoom voor analyse van aangetoonde hemolyse.

DAT = directe antiglobulinetest; AIHA = auto-immuunhemolytische anemie; HZP = hemolytische ziekte van de pasgeborene; PNH = paroxysmale nachtelijke

hemoglobinurie; TMA = trombotische microangiopathieén.
* Negatieve DAT-uitslag sluit anti-lgA-gemedieerde AIHA niet uit.

t Negatieve DAT-uitslag sluit AIHA niet uit; bij sterke aanwijzingen voor AIHA en negatieve DAT-uitslag toch elueren.

t Ondersteunende kenmerken voor AIHA: geldrolvorming, erytroblasten en sferocyten.

ANEMIE DOOR VERHOOGDE AFBRAAK

Wanneer anemie optreedt vanwege een verhoogde afbraak
van erytrocyten, is er sprake van hemolytische anemie.
Hemolyse ontstaat door versnelde afbraak van erytrocy-
ten. Door de compensatoire beenmergrespons gaat hemo-
lyse gepaard met een verhoogde erytropoése. Bij massale
hemolyse kan er schade ontstaan aan organen door vrij
hemoglobine, onder andere acute nierinsufficiéntie.
Laboratoriumuitslagen die passen bij hemolyse zijn een
lage of onmeetbare haptoglobinewaarde, verhoogde
waarde van (ongeconjugeerd) bilirubine, verhoogde
lactaatdehydrogenase(LD)-waarde, verhoogde plasma-
waarde van vrij hemoglobine, verhoogde ASAT-waarde
(in afwezigheid van verhoogde ALAT-waarde), en toege-
nomen aantallen voorloperstadia van erytrocyten (reti-
culocyten). Het reticulocytenaantal is indicatief voor de
mate van erytropoése. Omdat het reticulocytenaantal

afhankelijk is van het erytrocytenaantal, dient hiervoor
gecorrigeerd te worden. Donkergekleurde urine kan wij-
zen op hemoglobinurie als teken van intravasculaire
hemolyse, en is vaak aanleiding om vervolgdiagnostiek
voor hemolyse in te zetten.

Hemolyse kan een immunologische oorzaak hebben.
Immuungemedieerde afbraak van erytrocyten kan pas-
sen bij verschillende ziektebeelden zoals auto-immuun-
hemolytische anemie (AIHA), directe of uitgestelde
hemolytische transfusiereactie, ‘passenger’-lymfocyten-
syndroom, hemolytische ziekte van de pasgeborene, en
medicatiegerelateerde of postvirale hemolyse (figuur 1).
Niet-immuungemedieerde hemolyse kan onderverdeeld
worden in aangeboren en verworven vormen van hemo-
lyse. Aangeboren aandoeningen die kunnen leiden tot
hemolyse zijn hemoglobinopathieén,* enzymdeficiénties
(G6PD, pyruvaatkinase),” en defecten in de erytrocyten-
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TABEL 2 Oorzaken van anemie en gericht laboratoriumonderzoek dat aangevraagd dient te worden volgens de NHG-standaard ‘Anemie’

oorzaak laboratoriumonderzoek uitslag
verminderde of gestoorde aanmaak
ijzergebrek MCv MCV <N
ferritine ferritine < 100 pg/I
ijzer <N
transferrine > N
vitamine B, - en/of foliumzuurdeficiéntie mcv MCV > N
vitamine B,, vitamine B12 < N en/of
foliumzuur foliumzuur < N

reticulocyten

reticulocyten < N

LD LD >N
(methylmalonzuur/homocysteine)
chronische ziekte of infectieziekte MCv BSE=N
BSE MCV < N
ijzer ijzer <N
transferrine transferrine < N
eGFR eGFR < 45 ml/min per 1,73 m? — anemie
trombocyten mogelijk renaal bepaald
leukocyten

hemoglobinopathieén
met DNA-onderzoek
erytrocyten
beenmergstamcelziekten, beenmergverdringing reticulocyten
leukocyten
trombocyten
verhoogde afbraak
hemolyse reticulocyten
LD

haptoglobine en DAT*

Hb-elektroforese of -chromatografie, eventueel in combinatie

afwijkende HbP-diagnostiek volgens
rapportage laboratorium

reticulocyten < N
leukocyten en/of trombocyten afwijkend

MCV = N
reticulocyten > N
LD>N

eGFR = geschatte glomerulaire filtratiesnelheid; HbP = hemoglobinopathie; N = niet-afwijkend; DAT = directe antiglobulinetest.

* Deze bepalingen worden niet in de NHG-standaard genoemd.

membraan (hereditaire sferocytose of elliptocytose).° De
vorm van de erytrocyten (sikkelcellen, ovalocyten, sfero-
cyten), het MCV en aanvullende speciéle (moleculaire)
diagnostiek kunnen hierin verdere richting geven.**
Verworven niet-immuungemedieerde hemolyse kan ver-
oorzaakt worden door multivitaminedeficiénties,
mechanische en toxische schade, paroxysmale nachte-
liike hematurie,® trombotische microangiopathieén
(zoals trombotische trombocytopenische purpura, (aty-
pisch) hemolytisch-uremisch syndroom, maligne hyper-
tensie of diffuse intravasale stolling), pre-eclampsie,
medicatie of een maligniteit. Kenmerkend voor het
merendeel van deze verworven vormen van hemolyse is,
naast een negatieve DAT-uitslag, de aanwezigheid van
fragmentocyten en een verhoogde erytropoése.

AANVULLENDE DIAGNOSTIEK B1J ANEMIE

De NHG-standaard adviseert om bij anemie als aanvul-
lend onderzoek altijd het MCV en de ferritinewaarde te
bepalen. Daarnaast dienen, op basis van gegevens uit de
anamnese en voorgeschiedenis, direct aanvullende bepa-
lingen toegevoegd te worden, zoals weergegeven in tabel
2. Als uit deze laboratoriumuitslagen geen ijzergebrek
blijkt en ook de gerichte bepalingen geen of onvoldoende
verklaring geven voor de anemie, kunnen de overige
bepalingen uit tabel 2 aangevraagd worden om tot een
verklaring van de anemie te komen, met uitzondering
van hemoglobinopathiediagnostiek, die alléén op indica-
tie aangevraagd dient te worden.

Meestal heeft de huisarts ook de mogelijkheid om bij het
regionale laboratorium zogeheten ‘reflexdiagnostiek bij
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KLINISCHE PRAKTIJK

A: Directe antiglobuline test :
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B: Elueren gevolgd door de indirecte antiglobuline test :
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FIGUUR 2 (a) In de directe antiglobulinetest (DAT) worden patiénterytrocyten geincubeerd met antistoffen gericht tegen humane globulinen (lgG, IgA, IgM),

complementfactoren of beide. (b) Bij een positieve DAT-uitslag voor IgG kunnen de antistoffen van de erytrocyten worden geélueerd. Met de indirecte

antiglobulinetest kan de specificiteit van deze geélueerde antistoffen worden onderzocht. (Bron: Overbeeke et al.”)

anemie’ aan te vragen via het probleemgeoriénteerde
aanvraagformulier. Hierbij kruist de huisarts niet de
gewenste specifieke bepalingen aan, maar bijvoorbeeld
‘anemiediagnostiek’. Het laboratorium zal dan vervol-
gens reflexmatig meerdere bepalingen tegelijk uitvoeren
of automatisch doortesten. Niet elk laboratorium han-
teert echter hetzelfde pakket aan testen met dezelfde
timing. Daarom dient de huisarts zich bij het regionale
laboratorium op de hoogte te stellen van de inhoud van
de reflexdiagnostiek bij anemie ter plaatse.

AANVULLENDE DIAGNOSTIEK BIJ HEMOLYTISCHE ANEMIE

Volgens de NHG-standaard ‘Anemie’ is er mogelijk
sprake van hemolytische anemie bij een niet-afwijkend of
verhoogd MCV, een verhoogd aantal reticulocyten en
een verhoogde LD-waarde.' Vervolgens dient aanvullend
onderzoek te worden gedaan naar de oorzaak hiervan.
Hemolyse kan extra- of intravasculair zijn. Bij extravas-
culaire hemolyse worden erytrocyten op indirecte wijze
afgebroken. Erytrocyten die beladen zijn met antistoffen,
complement of beide (met name IgG, IgA of C3b) worden
dan gefagocyteerd door macrofagen in de milt of lever.
Het aantonen van sferocyten in de perifere bloeduitstrijk
wijst op een dergelijke extravasculaire hemolyse.
Intravasculaire hemolyse kan enerzijds het gevolg zijn
van complementgemedieerde afbraak van erytrocyten
door antistoffen, met name IgM. Anderzijds kan intrava-
sale hemolyse optreden door mechanische schade van-
wege bijvoorbeeld kunstkleppen, aortaklepstenose of

trombotische microangiopathieén. Dit leidt tot vrij
hemoglobine in het plasma, dat vervolgens bindt aan
haptoglobine. Dit haptoglobine-hemoglobinecomplex
wordt gemetaboliseerd door het reticulo-endotheliale
stelsel. Als de bindingscapaciteit van haptoglobine verza-
digd is, komt vrij hemoglobine terecht in urine en plasma.
Extravasculaire hemolyse leidt in veel mindere mate tot
vrij hemoglobine in plasma.

Omdat de oorzaken van hemolyse divers zijn dient in de
eerste plaats ex-vivohemolyse uitgesloten te worden, bij-
voorbeeld ten gevolge van een moeizame bloedafname of
bij gebruik van afname via een infuus.® Bij ex-vivohemo-
lyse gaan de erytrocyten tijdens de bloedafname kapot,
waardoor de inhoud in het serum of plasma vrijkomt. Dit
veroorzaakt, ook al bij lichte hemolyse, onder andere een
verhoogde waarde van LD, ASAT en kalium.

Daarnaast kunnen door ex-vivohemolyse interferenties
ontstaan die de analytische fase beinvloeden. De mate
van beinvloeding op verschillende analyses is afthankelijk
van het laboratorium en de gebruikte methode. De con-
centratie van haptoglobine en bilirubine kunnen gebruikt
worden voor het onderscheiden van een ex-vivo- en in-
vivohemolyse. In tegenstelling tot ex-vivohemolyse zal
bij in-vivohemolyse de haptoglobinewaarde onmeetbaar
laag en de bilirubinewaarde verhoogd zijn.

Alleen wanneer in-vivohemolyse aannemelijk is, dient in
eerste instantie de DAT te worden uitgevoerd om een
eerste onderscheid te maken in de oorzaak van de hemo-
lyse. De DAT onderscheidt immunologische oorzaken
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van niet-immunologische oorzaken van hemolyse (zie
figuur 1), maar is geen screeningstest voor het aantonen
van hemolyse. Het uitvoeren van de DAT zonder aanwij-
zingen voor in-vivohemolyse wordt ten zeerste afgeraden
vanwege het groot aantal fout-positieve uitslagen. De
DAT is dus wel een sensitieve, maar een weinig specifieke
test. Dit bespreken we verderop in dit artikel ook.

DIRECTE EN INDIRECTE ANTIGLOBULINETEST

DAT

Om te onderzoeken of de hemolyse het gevolg is van ver-
snelde afbraak veroorzaakt door antistoffen gericht tegen
antigenen op de eigen erytrocyten (bloedgroepen), kan
de DAT aangevraagd worden.” Hiermee kunnen anti-
stoffen en complementfactoren aangetoond worden die
in vivo zijn gebonden aan de erytrocyten van de patiént
(figuur 2a).

In de DAT worden de erytrocyten geincubeerd met anti-
stoffen gericht tegen humane globulinen (IgG, IgA, IgM),
complementfactoren of beide. Als eerste stap wordt
polyspecifiek antiglobulineserum gebruikt; dit bevat
meestal alleen anti-IgG en anti-complement. Als IgG-
antistoffen, complement of beide in vivo op de erytrocyt
gebonden zijn, zal agglutinatie optreden. Is de reactie met
polyspecifiek antiglobulineserum positief, dan wordt
bepaald wat de oorzaak is van de positieve DAT-uitslag.
Hiertoe wordt de DAT nogmaals uitgevoerd met monospe-
cifieke antistoffen tegen de verschillende immunoglobuli-
nesubklassen (IgG, IgA, IgM) en complement (C3c en C3d).
Hiermee kan onderscheid gemaakt worden tussen welke
antistoffen aan de patiénterytrocyten gebonden zijn."

Er zijn verschillende methoden waarmee een DAT uitge-
voerd kan worden."” De meest gebruikte zijn de kaartjes
en de buisjesmethode. De kaartjes bevatten 6 kolommen
met de verschillende anti-humane globulinen in een dex-
trangelmatrix. De erytrocytensuspensie wordt in het

bovenste deel van de kolom gepipetteerd. Tijdens de cen-
trifugeerstap worden agglutinaten door de gel tegenge-
houden, terwijl bij negatieve reacties de erytrocyten door
de gel naar de bodem sedimenteren. Wanneer gebruikge-
maakt wordt van de buisjes methode, wordt macrosco-
pisch afgelezen of er agglutinatie is opgetreden (figuur 3).

INDIRECTE ANTIGLOBULINETEST

Als de DAT positief is voor IgG, worden de antistoffen
van de erytrocyten verwijderd (geélueerd) om de aanwe-
zigheid van antistoffen in het eluaat te bevestigen. Door
de patiénterytrocyten met een zuur reagens te incuberen
laten de gebonden antistoffen los. Het dan verkregen
antistofmengsel (eluaat) kan getest worden op aanwezig-
heid van antistoffen met de indirecte antiglobulinetest.
In tegenstelling tot de DAT — waarbij antistoffen, com-
plementfactoren of beide aangetoond worden die in vivo
zijn gebonden aan de erytrocyten — worden bij een indi-
recte antiglobulinetest vrije, ongebonden, antistoffen
aangetoond (figuur 2b)." Bij de indirecte antiglobuline-
test wordt gebruikgemaakt van een panel getypeerde
donorerytrocyten. Deze donorerytrocyten worden ver-
volgens geincubeerd met de antistoffen die van de patién-
terytrocyten zijn geélueerd. De aanwezige antistoffen
kunnen vervolgens binden aan de getypeerde donorery-
trocyten, waardoor de specificiteit bepaald kan worden.
De indirecte antiglobulinetest wordt ook toegepast bij de
screening op irregulaire anti-erytrocytenantistoffen
voor bloedtransfusie.

Er kan ook geélueerd worden om de specificiteit van de
uitslag van de DAT te verhogen. Het is bijvoorbeeld
mogelijk dat de DAT negatief is, terwijl na elueren toch
antistoffen gedetecteerd worden. Dit komt doordat het
elueren zorgt voor concentratie van de antistoffen, waar-
door er gevoeliger gemeten kan worden.

.+

FIGUUR 3 Negatieve en positieve uitslag van de directe antiglobulinetest (DAT), uitgevoerd in (a) kaartjes of (b) buisjes.
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DAT BIJ DIFFERENTIELE DIAGNOSTIEK VAN HEMOLYSE

Een positieve DAT-uitslag geeft aan dat er waarschijnlijk
een immunologische oorzaak is voor de hemolyse. AIHA
is een zeldzame ernstige aandoening gekenmerkt door
een versnelde afbraak van erytrocyten veroorzaakt door
autoantistoffen gericht tegen erytrocyten (IgG, IgM of
— zelden — IgA), met of zonder complementactivatie. Bij
50% van de patiénten gaat AIHA samen met een onder-
liggende ziekte, bijvoorbeeld lymfomen, CLL of auto-
immuunziekten (systemische lupus erythematodes, reu-
matoide artritis). Het optreden van AIHA kan een
voorbode zijn voor een pas later gediagnosticeerde ziekte.
Vooral bij kinderen komt AIHA voor na infectieziekten
(postvirale hemolyse).

Immuungemedieerde hemolyse kan ook optreden na een
bloedtransfusie. Bij een directe of uitgestelde hemolyti-
sche transfusiereactie zijn alloantistoffen gevormd tegen
erytrocytenantigenen van donorerytrocyten, waardoor
de donorerytrocyten worden afgebroken. Met het eluaat
kan de specificiteit van deze antistof bepaald worden. Bij
hemolyse veroorzaakt door het passenger-lymfocyten-
syndroom treedt de hemolyse op na transplantatie van
een gevasculariseerd orgaan. Hierbij worden antistoffen
geproduceerd door circulerende donor-B-lymfocyten uit
het donororgaan. Hemolyse bij de pasgeborene wordt
veroorzaakt door IgG-antistoffen van de moeder tegen
erytrocyten van het kind.”

Ten slotte kan ook een aantal geneesmiddelen op ver-
schillende manieren een positieve DAT-uitslag geven,
soms met hemolyse tot gevolg. Kenmerkend hierbij is dat
het eluaat dan negatief is."”

KAN DAT DIFFERENTIEREN TUSSEN OORZAKEN VAN HEMOLYSE?

Bij immuungemedieerde vormen van hemolyse kan met
de verdere uittypering (IgG, IgM, IgA, complement) van
de DAT en gericht vervolgonderzoek onderzocht worden
welk type antistoffen betrokken zijn bij de hemolyse.
Hiermee is een positieve uitslag van de DAT niet alleen
van belang om een immunologische oorzaak aan te
tonen, maar geeft deze ook richting voor de therapie.

De eigenschappen van de autoantistoffen (isotype en
optimale temperatuur) zijn van groot belang, omdat zij
de wijze en efficiéntie van de erytrocytenafbraak bepa-
len. Antistoffen kunnen worden verdeeld in warmte- en
koude antistoffen, wat aangeeft of de optimale reactie-
temperatuur boven of onder de 30°C ligt. Warmte-auto-
antistoffen hebben een optimale bindingstemperatuur
> 30°C en zijn meestal van het type IgG. Koude antistof-
fen zijn meestal van het type IgM en hebben een bin-
dingsoptimum < 30°C, waardoor deze antistoffen minder
klinisch relevant zijn. Bifasische antistoffen zijn uiterst
zeldzaam; deze hebben een bindingsoptimum < 30°C en
kunnen bij een temperatuur > 37°C tot complementacti-

vatie leiden. Dit zijn vaak antistoffen van het type IgG.
Het isotype (IgG, IgM, IgA) bepaalt de mate van comple-
mentactivatie. Het IgG-molecuul komt alleen voor als
monomeer en kent vier subklassen (IgG1, IgG2, IgG3 en
IgG4). Het is de enige antistof die de placenta kan passe-
ren en mogelijk hemolytische ziekte van de pasgeborene
kan veroorzaken. IgG1 en IgG3 kunnen goed comple-
ment binden, IgGz2 slechts incidenteel. Erytrocyten bela-
den met IgG1 of IgG3 worden vervolgens effectiever ver-
nietigd dan erytrocyten beladen met IgG2 of IgG4.

Het IgM-molecuul is een pentameer en een efficiénte acti-
vator van het complementsysteem. Complementactivatie
door autoantistoffen (IgM, IgG1/3) leidt tot complement-
depositie op de erytrocyten. Dit wordt met C3d aange-
toond in de DAT. De eigenschappen van de autoantistof-
fen kunnen bijdragen aan de inschatting van de ernst van
de hemolyse en bepalen mede de therapiekeuze."

CORRELEERT DAT-UITSLAG MET ERNST VAN DE ZIEKTE?

De rapportage van de sterkte van de DAT-uitslag is
semikwantitatief. In sommige laboratoria wordt als uit-
slag alleen ‘negatief’ of ‘positief’ gerapporteerd (zie figuur
3). Andere laboratoria vermelden ook de reactiesterkte
(negatief, 1+, 2+, 3+, 4+). Er is echter een slechte correlatie
tussen de sterkte van de DAT-uitslag en de ernst van de
hemolyse. Dit heeft verschillende oorzaken.

Ten eerste kunnen IgM-antistoffen tijdens de DAT-pro-
cedure worden weggewassen. Hierdoor is een DAT die
alleen positief is voor complement, zonder dat er andere
antistoffen gevonden worden, meestal een teken voor de
aanwezigheid van IgM. Daarnaast kan de antistoftiter
hoog zijn terwijl hemolyse uitblijft. Meestal behoren de
antistoffen dan tot de IgG2- of IgG4-subklasse. De eigen-
schappen van de autoantistof die de hemolyse veroor-
zaakt, zijn dus van groter belang."

1S DAT GESCHIKT VOOR DE MONITORING VAN HEMOLYSE?

De DAT, en eventueel het eluaat als de DAT-uitslag posi-
tief is voor IgG, wordt met name gebruikt voor het diag-
nosticeren van de oorzaak van de hemolyse. De behande-
ling van de onderliggende ziekte is dan ook afhankelijk
van de uitkomsten van dit onderzoek. Maar de DAT wordt
vervolgens niet gebruikt om het beloop te vervolgen.

KOSTEN

De kosten voor de bepalingen gerelateerd aan de diag-
nostiek van hemolyse en de DAT staan in tabel 3. Deze
prijzen zijn conform de huidige tarieven van de Neder-
landse Zorgautoriteit.

VALKUILEN
De aanwezigheid van autoantistoffen betekent niet auto-
matisch dat er ook sprake is van hemolytische anemie. Er
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TABEL 3 Kosten van analyses naar oorzaken van anemie en hemolyse

bepaling kosten in €*
ferritine 6,58
ijzer 1,91
transferrine 4,23
vitamine B,, 6,32
foliumzuur 5,74
creatinine 1,53
differentiéle telling 1,68
LD 1,43
reticulocyten 2,33
hemoglobine/MCV 1,51
bilirubine 1,53
DAT (polyspecifiek) 19,34
indirecte antiglobulinetest (eluaat of antistofscreening) 7,34

DAT = directe antiglobulinetest.
* Prijzen conform tarieven van de Nederlandse Zorgautoriteit.

zijn autoantistoffen die geen invloed hebben op de overle-
vingsduur van de erytrocyt. Ongeveer 1 per 1000-14.000
gezonde bloeddonoren heeft een positieve DAT-uitslag; in
een ziekenhuispopulatie wordt zelfs geschat dat 1-15% van
de patiénten een positieve DAT-uitslag heeft.”** De meer-
derheid van de positieve DAT-resultaten is dus niet kli-
nisch relevant. Daarom dient de DAT niet gebruikt worden
als screeningstest voor hemolyse. Alleen bij aangetoonde
hemolyse dient een DAT aangevraagd te worden.

Om de specificiteit van de uitslag van de DAT te verho-
gen kan het eluaat getest worden. De eigenschappen van
de autoantistoffen en de specificiteit van het eluaat kun-
nen dan verdere aanwijzingen geven voor de oorzaak van
de immuungemedieerde hemolyse.

Voor een bloedtransfusie moet er een geldige antistof-
screening zijn. In het ‘kruisbloed’ wordt met de indirecte
antiglobulinetest een antistofscreening uitgevoerd. Als
er sprake is van een positieve DAT-uitslag, zal dit vaak
ook aan het licht komen tijdens dit onderzoek, afhanke-
lijk van de gebruikelijke procedures op het betreffende
laboratorium. Maar wanneer er geen afwijkingen gevon-
den worden bij het bepalen van de bloedgroep of de
screening, sluit dit immuungemedieerde hemolyse niet
uit. Een DAT is hiervoor specifieker en gevoeliger. Daar-
naast kan met de DAT ook aangetoond worden om welk
type antistof het gaat.

Een negatieve DAT-uitslag sluit echter een immuunge-
medieerde hemolyse niet volledig uit. Een enkele patiént
heeft symptomen van auto-immuunhemolyse, maar een
negatieve DAT-uitslag.” Bij een sterk vermoeden van
immuungemedieerde hemolyse is het daarom aan te
bevelen om toch een uittypering en een eluaat aan te
vragen (zie stippellijnen in figuur 1). Het elueren concen-
treert antistoffen, waardoor er gevoeliger gemeten zal
worden. Dit kan onder andere toegepast worden bij aan-
wijzingen voor ABO-incompatibiliteit bij pasgeborenen
bij wie de DAT vaak in eerste instantie negatief kan zijn.
Ten slotte moet men erop bedacht zijn dat IgA-autoan-
tistoffen aanwezig kunnen zijn die niet worden opgepikt
in de eerste stap met een polyspecifiek antiglobulinese-
rum. IgA-autoantistoffen gericht tegen erytrocyten zijn
echter zeldzaam.
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