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Regionale themamiddag Bloedtransfusie

22 maart 2012

Casuistiek in consensus

Tweemaal per jaar organiseert het Kennisplat-
form Transfusiegeneeskunde Regio Zuidoost een
regionale themamiddag bloedtransfusie.

Doel van deze themamiddagen is het aanbieden
van onderwijs op een breed terrein van de bloed-
transfusie met inbreng van sprekers en casuistiek
uit de regio. Op 22 maart 2012 werd in het Maxima
Medisch Centrum te Veldhoven een themamiddag
gehouden, getiteld ‘Casuistiek in consensus'.

01 Een auto met of zonder schade, ken de
voorgeschiedenis!

Mw. drs. A.G. van den Bos, transfusiearts, afdeling Laboratorium-
geneeskunde, Laboratorium Medische Immunologie, UMC St Radboud

Ziekenhuis, Nijmegen

De directe antiglobulinetest (DAT) is een simpele, maar elegante labo-
ratoriumtest om de aanwezigheid van antistoffen en/of complement
op erytrocyten aan te tonen. Een positieve DAT kan gevonden worden
bij de hemolytische ziekte van de pasgeborene (antistoffen van de
moeder aantoonbaar op de erytrocyten van het kind), auto-immuun-
hemolytische anemie (antistoffen gericht tegen de eigen erytrocyten)
en bij een (uitgestelde) hemolytische transfusiereactie. De resultaten
van de DAT en bijbehorende overige bloedgroepserologische bevin-
dingen dienen in samenhang met de medische voorgeschiedenis, de
(recentelijke) transfusie historie en de klinische informatie te worden
geinterpreteerd. De hier gepresenteerde casus illustreert dat nog eens:
antistoffen tegen een hoogfrequent antigeen, resulterend in (uitgestelde)
hemolyse, werden in eerste instantie niet herkend, maar aangeduid als

auto-antistoffen.

Casus: Een 77-jarige patiénte werd opgenomen in verband met resectie
van een (lokaal) recidief coloncarcinoom waarvoor zij in een eerder
stadium al een sigmoidresectie had ondergaan. De bloedgroep van de
patiénte was O-RhD positief, de preoperatieve antistof screening
(BioVue LISS-techniek) was negatief. Tijdens de operatie werden meer-
dere bloedproducten toegediend, één dag postoperatief bedroeg het
Hb 6,2 mmol/l. Vanwege een tot 4,2 mmol/l dalend Hb werden één week
daarna nog eens twee eenheden erytrocytenconcentraat toegediend.
De irrequlaire antistofscreening was nog steeds negatief. Het Hb steeg
na transfusie tot 6,5 mmol/l, maar ruim een week later daalt het Hb
opnieuw, nu tot een waarde van 4,1 mmol/l. Dan is ook de antistof-

screening positief (alle cellen reageren 3+), inclusief de autocontrole
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De bijeenkomst was druk bezocht met ruim 130
deelnemers. Diverse onderwerpen werden be-
handeld en er werd volop gebruik gemaakt van de
gelegenheid tot het stellen van vragen. Onder-
staand de samenvattingen van de verschillende
presentaties.

Mw. drs. A.G. van den Bos, transfusiearts UMC St Radboud
en voorzitter hoofdredactieraad TvB

(Tijdschr Bloedtransfusie 2012;5:19-22)

(2+). Ook een identificatiepanel en een enzympanel zijn positief met
alle geteste cellen. De DAT is positief, met anti-IgG een titer 1:2, met
anti-complement een titer 1:16. In het eluaat wordt een (auto-)
E-patroon gezien. Aanvullend wordt een adsorptie uitgevoerd om
klinisch relevante antistoffen uit te kunnen sluiten. Het eluaat na
adsorptie is positief, in een enzymtechniek zijn (auto-) anti-E antistoffen
aantoonbaar, in het serum na adsorptie zijn niet specifieke (auto-)
antistoffen aantoonbaar, overige klinisch relevante allo-antistoffen
kunnen worden uitgesloten. Vanwege de recentelijke transfusies is
het niet mogelijk een serologische antigeen typering van de klinisch
relevante antigenen uit te voeren, er worden twee rhesus- en K-compa-
tibele eenheden toegediend. Aanvullend wordt dna-genotypering
verricht (Kell-, Kidd- en Duffy-antigenen): de patiénte is Jk(a)- en
Fy(a)-negatief. Klinisch is er sprake van hemolyse: een persisterend
laag Hb ondanks transfusies, stijgende LDH- en bilirubinewaarden.
Onder de diagnose auto-immuun hemolytische anemie bij recidief
maligniteit wordt gestart met prednison. Uiteindelijk wordt de patiénte
twee weken na de laatste transfusie ontslagen; het Hb is op dat moment
stabiel (5,3 mmol/l). Bij poliklinische controle is de DAT met anti-lgG
negatief, met anti-complement nog 1+ (titer 1:4), het Hb stijgt tot
8,4 mmol/l en blijft stabiel na afbouw van de prednison.

Ruim 3,5 jaar later wordt de patiénte opgenomen in verband met
recidiverende urineweginfecties, waarvoor plaatsing van een supra-
pubische catheter noodzakelijk is. Het transfusielaboratorium krijgt een
nieuw monster voor irrequlaire antistofscreening.

De screening in zowel een LISS-, PEG- en Bovine albuminetechniek is
nog steeds positief met alle cellen, echter de autocontrole is nu negatief.
Een 11-cels identificatie panel geeft met alle testcellen een 2+ reactie.
Deze reacties vermoeden een antistof tegen een hoogfrequent antigeen.
De erytrocyten van de patiénte blijken Lu(b)-positief, Kp(a)-positief,
maar Kp(b)-negatief. Alle testcellen van de gebruikte screenings- en
identificatiepanels waren Kp(b)-positief. De aanwezigheid van anti-Kp(b)
antistoffen wordt bevestigd door een negatieve kruisproef met erytro-

cyten van een Kp(b)-negatieve donor.
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De op basis van de positieve DAT geduide autoantistoffen zijn achteraf
te verklaren door Kp(b)-antistoffen op getransfundeerde donor-
erytrocyten, immers de DAT was positief geworden na recentelijke
transfusie(s). Het feit dat na adsorptie (alle adsorptiecellen waren
Kp(b)-positief) geen negatieve reacties werden gevonden, is mogelijk te
verklaren door onvolledige adsorptie en/of (tijdelijke) aanwezigheid van

autoantistoffen ten tijde van de primaire allo-immuunrespons.

Conclusie: De combinatie allo-antistof tegen een hoogfrequent antigeen
en een positieve autocontrole kan onterecht worden geinterpreteerd
als autoantistoffen zoals in deze casus. Een positieve DAT dient altijd
geinterpreteerd te worden in relatie tot de (recentelijke) transfusie-

voorgeschiedenis en het klinisch beloop (hemolyse) bij de patiént.

Referentie:
1. Reid ME, Lomas-Francis C. The Blood Group Antigen facts Book,
Elsevier Academic Press 2004:236-7.

02 Warm of koud, DAT Is de Wra-ag?

M. van Berkel, K. Boonen, T. Kox, J. van der Mark* P. Ligthart?,
C. Folman*, D. van de Kerkhof
Catharina Ziekenhuis, Laboratorium Klinische Chemie, Eindhoven,

*Sanquin Bloedvoorziening, Amsterdam

Inleiding: Auto-immuun gemedieerde hemolytische anemie (AIHA)
wordt meestal veroorzaakt door koude of warmte autoantistoffen.
Koude autoantistoffen zijn meestal IgM-antistoffen met specificiteit
anti-I die vaak leiden tot geringe, chronische afbraak van erytrocyten
vanwege hun werkzaamheid bij lage temperaturen. Lysis van erytrocyten
vindt plaats door complementactivering met vorming van het MAC-
complex (intravasculaire hemolyse) of via C3-gemedieerde afbraak in
de lever (extravasculaire hemolyse). Hierdoor is er sprake van chronisch
verbruik van complementfactoren wat beschermend werkt tegen
ernstige hemolyse. Wel zijn exacerbaties in een acute fasereactie
bekend, omdat complementfactoren dan in verhoogde concentratie
geproduceerd worden. Behandeling vindt primair plaats met rituximab
(anti-CD20), maar de respons is vaak slechts partieel en frequent
treden relapses op. In casus 1 wordt een auto-immuun hemolytische
anemie op basis van een koude anti-I beschreven.

Bij de warmte autoantistoffen wordt onderscheid gemaakt tussen
incomplete antistoffen en hemolysinen. Incomplete warmte auto-
antistoffen zijn meestal van de lgG-klasse en zijn gericht tegen een
onderdeel van het rhesus-systeem. Ze kunnen echter ook aspecifiek
zijn. Afbraak van de erytrocyten kan op twee verschillende manieren
gebeuren: via complementactivering of FcR-gemedieerde afbraak in de
milt. Warmte hemolysinen zijn meestal van de IgM-klasse en zijn vaak
aspecifiek. Ernstige in-vivohemolyse treedt meestal alleen op als het
hemolysinen betreft die in staat zijn om in-vitro direct erytrocyten te
lyseren. Als dit niet het geval is, leiden ze slechts tot een verkorte
overleving van de erytrocyten. In eerste instantie worden warmte

autoantistoffen behandeld met corticosteroiden. Bij refractairiteit
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zou een splenectomie kunnen worden overwogen of behandeling met
rituximab. In casus 2 wordt een ernstige AIHA, waarin alle boven-
genoemde type antistoffen gevonden zijn, gepresenteerd. Zowel bij
koude als warmte autoantistoffen dient, indien mogelijk, transfusie
te worden vermeden. Daarnaast moet Parvo-B19 veilig worden

getransfundeerd.

Casus 1: Een 80-jarige mevrouw met een blanco voorgeschiedenis
meldde zich op de Eerste Hulp, nadat door de huisarts een anemie was
vastgesteld na klachten van vermoeidheid. Het lichamelijk onder-
zoek toonde geen bijzonderheden en het laboratoriumonderzoek liet
duidelijk tekenen van een hemolytische anemie zien (Hb 4,2 mmol/L;
ref 7,5-10 mmol/L, bilirubine 65 umol/L; ref < 17 pmol/L en LD 600
U/L; ref <247 U/L). De 3-cels screening voor irregulaire antistoffen was
negatief. Hierop werd de patiénte opgenomen en vervolgonderzoek
werd ingezet. Dit toonde een onmeetbaar lage concentratie hapto-
globine (<0,1 g/L; ref 0,3-2,0 g/L), een verhoogd aantal reticulocyten
(140/nL; ref 30-120 /nL) en een directe antiglobulinetest (DAT) die 4+
positief was met anti-C3d en negatief met anti-IgG. Dit alles pastte bij
de hemolytische anemie. Later werden ook de uitslagen bekend van de
cryoglobulinen (negatief), de koude agglutininen (positief bij 16°C en
negatief bij 30°C) en de uitgebreide DAT (alleen C3d positief). Hierop
werd in eerste instantie de hemolytische anemie aangeduid als niet-
immunologisch, de positieve DAT zou dan worden veroorzaakt door de
klinisch minder relevante koude agglutininen (niet actief bij 30°C).
Om de oorzaak van de hemolyse te achterhalen, werd nog een hand-
differentiatie (negatief voor fragmentocyten, maar wel indrukwekkende
agglutinatie) en een PNH-test (negatief) ingezet.

Aangezien de patiént klinisch niet verbeterde ondanks behandeling
met corticosteroiden werd de diagnose AIHA alsnog overwogen.
De 3-cels screening was weliswaar negatief, maar pas na enkele malen
warm wassen in de PEG-methode. Aangezien koude AIHA vaak wordt
veroorzaakt door anti-I werden kruisproeven uitgevoerd met serum
van de patiént en ABO-compatibele neonatale (I-negatieve) en
volwassen (I-positieve) erytrocyten. Het serum liet een agglutinatie
reactie zien met alle volwassen erytrocyten en niet met neonatale
erytrocyten, wat een anti-| specificiteit waarschijnlijk maakte. Het is
bekend dat anti-| antistoffen vaak niet reageren op corticosteroiden,
aangezien deze vooral de lgG-gemedieerde fagocytose in de milt
remmen en niet de C3b-gemedieerde afbraak in de lever. De patiént
kreeg daarom viermaal (wekelijks) een gift rituximab waarop haar
klinische situatie sterk verbeterde en zij in goede conditie kon worden

ontslagen. Een jaar later was zij nog steeds in remissie.

Casus 2: Een 27-jarige patiénte bekend met beta-thalassemie minor
en thyreoiditis in de voorgeschiedenis, presenteerde zich op de Spoed-
eisende Eerste Hulp met moeheid, duizeligheid en palpitaties. Lichamelijk
onderzoek toonde een bleke, niet acuut ziek ogende vrouw, met verder
geen bijzonderheden. Uitgebreid laboratoriumonderzoek liet onder
andere een verhoogd bilirubine (48 pmol/L, ref <17 pmol/L) en LD
(380 U/L; ref <247 U/L) zien met een haptoglobine <0,1 g/L (ref 0,3-2,0

gr/L). Het hemoglobine was door koude agglutininen slechts te bepalen
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na lang (>30 min) incuberen bij 37°C, met opvallende snelle agglutinatie
direct weer bij afkoelen. Er bleek een macrocytaire anemie (Hb 3,0 mmol/L;
ref 7,5-10 mmol/L, MCV-109 fmol; ref 80-100 fmol) met reticulocytose
(220/nL, ref 30-120 /nL). Bij bloedgroepserologie waren alle testen
en de autocontrole positief, ook na herhaaldelijk warm wassen.
Uiteindelijk konden na zesmaal bij 37°C, driemaal bij 45°C wassen en
DTT-behandeling, de koude antistoffen verwijderd worden en kon een
bloedgroep bepaald worden (0-CcDee). Uit de DAT kon na driemaal bij
37°C wassen geconcludeerd worden dat er sprake was van aspecifieke
warmte en koude antistoffen van IgA-, IgG-subklasse en zwak-positief
van lgM-subklasse. In het serum was na differentiéle adsorptie twee-
maal bij 37°C, gevolgd door tweemaal bij 4°C een specificiteit anti-Wra
en (auto) anti-E+ Ce vastgesteld. Bovendien konden de antistoffen in
het serum van de patiént enzymbehandelde cellen lyseren bij zowel
16°C als bij 37°C. Concluderend zijn er bij de patiént aspecifieke warmte
en koude antistoffen, allo anti-Wr(a) antistoffen, auto anti-E en anti-Ce
en monofasische koude en warmte hemolysinen gevonden. Het trans-
fusie advies was Wr(a)"e9 Knegfnes,

De patiénte werd opgenomen met diagnose AlHA-eci en er werd
besloten om de patiénte te behandelen met een hoge dosering prednison.
Corticosteroiden werken met name bij de behandeling van warmte
autoantistoffen, omdat onder andere door FcR-gemedieerde erytrocyten
de afbraak in de milt wordt geremd. De patiént werd uiteindelijk
niet getransfundeerd. Door prednison steeg het Hb aanvankelijk tot
maximaal 6,1 mmol/L. Na het afbouwen van de prednison kreeg de
patiénte echter een recidief AIHA en werd wederom opgenomen
met een ernstige anemie (Hb 3,8 mmol/L). Er werd gestart met methyl-
prednisolon, nu in combinatie met rituximab en fludaribine (cytotoxiche
drug), om het immuunsysteem en met name de antistofproductie en
effectiviteit te remmen. Onder deze behandeling steeg het Hb na twee
maanden naar uiteindelijk 6,2 mmol/L bij de laatste controle.

Omdat er bij deze patiénte geen sprake was van splenomegalie, is verder
onderzoek gedaan naar de plaats van afbraak van de erytrocyten met
behulp van een scintigrafie van de milt. Hiervoor worden autologe ery-
trocyten radioactief gelabeld en teruggeven aan de patiént. De mate
van activiteit in de organen toont aan waar de afbraak plaatsvindt.
Bij deze pati€nte bleek de afbraak van de rode bloedcellen preferentieel
in de milt plaats te vinden. Bij frequent relapse in de toekomst kan

derhalve een splenectomie overwogen worden.

Conclusie: Er werden twee verschillende patiénten met ernstige
symptomatische AIHA waarbij de diagnostiek zeer complex was,
gepresenteerd. In het eerste geval zat de uitdaging in het aantonen
van de koude antistoffen in het laboratorium, terwijl de patiént in de
temperatuurgecontroleerde omgeving in het ziekenhuis ernstige
klachten van hemolyse bleef houden. Het in-vivogedrag van deze
antistof verschilde dus behoorlijk van het in-vitrogedrag. In de tweede
casus is er een scala aan antistoffen aangetoond waarbij niet duidelijk
is geworden welke antistoffen nu uiteindelijk de in-vivoklachten
veroorzaakt hebben. Bovendien is er ondanks uitgebreid onderzoek
naar een hematologische of infectiologische uitlokkende factor bij

beide casussen geen onderliggende oorzaak gevonden.
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03 Anti-D vliegt massaal uit de bocht!

SJM. Rouwette, RJM.H.E. Straat, M. Lancé, Y.M.C. Henskens,
E.A.M. Beckers
Maastricht Universitair Medisch Centrum, Centraal Diagnostisch

Laboratorium, te Maastricht

Inleiding: In het Maastricht Universitair Medisch Centrum worden
TAAA-operaties verricht die vanwege de hoge behoefte aan bloed-
producten ook voor het transfusielaboratorium een uitdaging vormen.
Hierbij wordt een vaatprothese ingebracht in de zieke en sterk verwijde
borst- en buik lichaamsslagader (zie Figuur 1, op pagina 93). Afhankelijk
van de uitgebreidheid van het aneurysma wordt eerst het thoracale
gedeelte geopereerd en na voldoende herstel volgt dan het abdominale
traject. Het transfusielaboratorium heeft voor dit type operatie 30
erytrocytenconcentraten (EC), 30 eenheden plasma (FFP) en vier
trombocytenconcentraten (TC) extra in voorraad. Er wordt hier een
patiént gepresenteerd waarbij vanwege een massale transfusiebehoefte
aanpassingen noodzakelijk waren aan het bestaande protocol en die
door antistofvorming onvoorziene gevolgen opleverde voor de routine

werkzaamheden.

Ziektegeschiedenis: Een 61-jarige man afkomstig uit Denemarken
bekend met het marfansyndroom heeft tengevolge hiervan een ernstig
verbrede thoracale en abdominale aorta (zie Figuur 2, op pagina 93).
De indicatie voor een TAAA-operatie wordt gesteld en de procedure

wordt in gang gezet.

Laboratoriumonderzoek en uitgifte bloedproducten: De patiént
wordt getypeerd als bloedgroep A RhD-negatief. De antistofscreening
(Biorad, LISS-IAT) is positief. Op een transfusiekaartje uit Denemarken
staat vermeld dat er antistoffen met de specificiteit anti-C en anti-D
zijn aangetoond. In het LISS-panel (Bio-rad, LISS-IAT) worden alle
testerytrocyten inclusief de autocontrole positief gevonden. De directe
antiglobulinetest (DAT) is positief met anti-IgG. In het eluaat (Gamma,
ELU-kit) worden aspecifieke warmte autoantistoffen aangetoond.
In een albuminepanel (Sanquin, BSA-IAT) worden naast de anti-D en
anti-C tevens antistoffen met anti-K specificiteit aangetoond. Alle
overige klinisch belangrijke antistoffen kunnen worden uitgesloten.

Gedurende de eerste operatie worden 14 gekruiste EC, 14 FFP en 3 TC
getransfundeerd. Postoperatief kunnen overige klinisch belangrijke
antistoffen worden uitgesloten in de LISS-IAT. Volgens protocol wordt
in verband met de anti-lgG positieve DAT regelmatig een eluaat
gemaakt. Bij controle van de laatste wasstap bleven echter antistoffen
met de specificiteit anti-D detecteerbaar in de wasvloeistof. Zelfs na
een extra wasstap waren deze antistoffen nog sterk aantoonbaar.
In het eluaat werden vervolgens alle klinisch belangrijke antistoffen
uitgesloten met RhD-negatieve testerytrocyten. Analyse van de anti-D
titer toonde een stijging van pre-operatief 16.000 naar een post-operatieve
waarde van 260.000! Als mogelijke verklaring hiervoor geldt de trans-
fusie van twee RhD-positieve TC die tijdens de OK zijn toegediend

waardoor een enorme boostering van de anti-D kan optreden.
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Vervolg casus: Na drie weken volgde een tweede operatie met gecom-
pliceerd beloop. Gedurende deze tweede operatie werden naast 14 liter
cellsaver bloed ook 50-EC, 30-FFP en 7-TC toegediend. Postoperatief
en gedurende de nachtelijke re-operatie werden nog eens 17-EC, 17-FFP,
3TC uitgegeven. Alle TC werden RhD-negatief getransfundeerd.

De patiént bleef nog twee maanden opgenomen en ontving nog regel-
matig bloed. In deze periode werden bij opvallend veel pati€nten positieve
screeningen gevonden, die niet bij identificatieonderzoek bevestigd

konden worden.

Beschouwing: Bij deze patiént is een boostering opgetreden van de anti-D
welke zeer waarschijnlijk door de transfusie van twee RhD-positieve TC
gedurende de eerste operatie is veroorzaakt. In de richtlijn Bloedtransfusie
2011 staat als aanbeveling over de toediening van RhD-compatibele TC:
"Bij voorkeur dienen trombocytentransfusies RhD-compatibel te worden
getransfundeerd, RhD-negatieve vrouwelijke patiénten <45 jaar dienen
uitsluitend RhD-negatieve trombocytenconcentraten te ontvangen en
als transfusie met RhD-positief trombocytenconcentraat niet is te ver-
mijden, dan dient eventuele immunisatie te worden voorkomen door
toedienen van een ampul anti-RhD immuunglobuline met 375 IE"!

Bij RhD-negatieve mannelijke patiénten wordt dus geen strikte indicatie
voor RhD-negatieve TC-gesteld. In het jaarverslag van TRIP worden mel-
dingen gepresenteerd van primaire immunisatie tegen erytrocytantigenen
na transfusie van een TC.2 Om boostering (secundaire immunisatie) te
voorkomen, zoals in deze casus was opgetreden, wordt er door de auteurs
voorgesteld om het RhD-negatieve TC-beleid uit te breiden naar alle
patiénten (dus ook mannelijke) met aangetoonde anti-D. De extreem
hoge anti-D titer leidde tot een tweetal technische problemen in het
transfusielaboratorium. Ten eerste, bij de uitvoering van het eluaat werd
de noodzakelijke laatste wasstap niet negatief. Als negatieve controle
dient de bovenstaande wasvloeistof van de laatste wasstap vrij te zijn
van antistoffen. Dit om er zeker van te zijn dat de antistoffen aange-
toond in het eluaat ook daadwerkelijk afkomstig zijn van de gebonden
antistoffen aan de erytrocyten. Als oplossing voor dit probleem werden
alleen RhD-negatieve testcellen voor uitsluiting van overige antistoffen
ingezet ter beoordeling van het eluaat. Ten tweede, in het transfusie-
laboratorium werden opvallend meer positieve screeningen bij andere,
verschillende patiénten aangetroffen, die echter bij herhaling negatief
bleken te zijn. Deze werden veroorzaakt door een carry-over effect in
de bloedgroepenanalyser. Navraag bij Bio-rad leerde dat er een risico
op carry-over is bij een antistoftiter van 1.000. Hierna werd besloten

om bij deze patiént alle bepalingen handmatig uit te voeren.

Compatibiliteitsonderzoek bij massaal bloedverlies: Conform de
aanbeveling van de Richtlijn Bloedtransfusie 2011 werd bij deze patiént
met allo-antistoffen de compatibiliteit van de erytrocyteneenheden
gecontroleerd met kruisproeven in de indirecte antiglobulinetest. Door
de extreme hoeveelheid van de benodigde EC en de vereiste hoge snel-
heid van uitgifte, bleek deze aanbeveling in de praktijk niet uitvoerbaar.
Over het kruisbeleid bij massale transfusies zijn geen richtlijnen vast-
gesteld. Het kruisen van uitgetypeerde EC (antigenen negatief voor de

aangetoonde allo-antistoffen) is vooral bedoeld om de relatief kleine
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Figuur 1. Aneurysma thoracale aorta met plaatsing van
vaatprothese.

Figuur 2. CT-bevindingen: sterk verwijde aorta thoracalis en

abdominalis.

VOL. 5 NR. 3 - 2012 93




94

kans op incompatibele laagfrequente antigenen zoveel mogelijk uit te
sluiten. Dit risico lijkt echter in de praktijk vrijwel verwaarloosbaar.?
Bovendien rijst bij een dergelijke massaal bloedverlies de vraag in hoe-
verre incompatibele erytrocytenantigenen lang genoeg in de circulatie
zijn bij een bloedende patiént om tot een hemolytische transfusie-
reactie te leiden. Door het massale bloedverlies zal de pati€nt reeds ernstig
verdund zijn waardoor pre-existent aanwezig incompatibele antistoffen
waarschijnlijk niet meer aantoonbaar zijn. Daarentegen kan ook worden
betoogd dat het moment van het stoppen van de bloeding, waardoor
donorerytrocyten wel tot 90 dagen kunnen circuleren, moeilijk kan
worden voorspeld. Intensieve communicatie met het behandelend
team is zonder meer een vereiste. Ten slotte, bij onvoldoende pré-trans-
fusieserum heeft verder kruisen met nieuw verkregen serum (afgenomen
tijdens transfusies) geen nut, omdat op dat moment feitelijk alleen met

(getransfundeerd) donorplasma wordt gewerkt.

Conclusie: In deze casus met massaal bloedverlies trad een onver-
wacht sterke stijging op van de anti-D tengevolge van boostering door
een RhD-positieve trombocytenconcentraat. Bij patiénten met anti-D
is aan te bevelen om ook bij trombocyten toedieningen vast te houden
aan RhD-negatieve eenheden. Het kruisbeleid bij geimmunisserde
pati€énten zoals aanbevolen in de Richtlijn Bloedtransfusie 2011, is bij
massaal bloedverlies niet te handhaven. Het lage risico op hemolyse
door antistoffen gericht tegen laagfrequente antigenen weegt niet op
tegen de acute problemen van de actief bloedende patiént, waardoor

uitgifte van ongekruiste eenheden te rechtvaardigen is.

Referenties:

1. Richtlijnen Bloedtransfusie 2011

2. TRIP rapport 2010 Hemovigilantie: nieuwe antistofvorming.

3. Schonewille H, et al. Transfusion. The importance of antibodies
against low-incidence RBC antigens in complete and abbreviated
cross-matching 2003;43(7):939-44.

04 lJzersuppletie in transfusiebeleid: 1Jzersterk!?

J. de Vries', C. Janssen?, J. Anderson®, P.Bus* en J. Heemskerk®

"klinisch chemicus, Centraal Klinisch Chemisch en Hematologisch Labo-
ratorium, Laurentius Ziekenhuis, Centraal Klinisch Chemisch, Roermond,
2huisarts, Maasbracht, *anesthesioloog, Vakgroep Anesthesiologie,
Laurentius Ziekenhuis, “MDL-arts, Vakgroep Interne, Laurentius Zieken-

huis, °chirug, Vakgroep Chirurgie, Laurentius Ziekenhuis, Roermond.

Inleiding: De CBO-richtlijn Bloedtransfusie 2011 vermeldt verminderde
transfusiebehoefte rondom operaties van patiénten met colorectale
kanker door preoperatieve ijzersuppletie. Bij microcytaire anemie door
ernstig, langdurig ijzertekort is een positief effect van ijzersuppletie
in de reticulocyt aantoonbaar, twee tot drie dagen na start van de
therapie.?® Tevens is een positieve respons in de eerste week voorspel-
lend voor een normalisatie van de hemoglobinewaarde op de lange
termijn.® Bovenstaande is echter bij veel huisartsen en medisch specia-

listen onbekend, maar kennis hiervan is noodzakelijk voor het inzicht
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dat een actief ijzersuppletiebeleid een bijdrage levert aan vermindering
van transfusies en kan leiden tot een beter postoperatief beloop.
De onderstaande casus wil dit illustreren en gaat kort in op hemoglobine

in de reticulocyt als snelle responsparameter op ijzersuppletie.

Casus: Een 73-jarige man presenteert zich bij de huisarts met ver-
moeidheidsklachten. Het hemocytometrisch en biochemisch beeld op
16 maart 2011 past bij een anemie op basis van een aanmaakstoornis
door een langdurig, nu ernstig ijzertekort (zie Tabel 1, op pagina 95).
De pati€ént wordt doorverwezen naar de internist, die op 18 maart 2011
lichamelijk onderzoek verricht, poliklinisch twee ECLV's transfundeert
en verder vervolgonderzoek aanvraagt bij de MDL-arts, radioloog en
de functieafdeling. Eindconclusie: Maligne tumor in het colon
ascendens met, mogelijk benigne, gesteelde poliep in het sigmoid.
Er zijn geen aanwijzingen voor metastasen. Een open hemicolectomie
rechts met sigmoidresectie wordt gepland op 21 april 2011.

Op de dag van de operatie ontvangt het bloedtransfusielaboratorium
EDTA-volbloed voor screening en kruisproef. De anesthesioloog wil
twee ECLV's achter de hand hebben. De screening is echter positief.
Aangezien op 16 maart 2011 een transfusie is geweest, dienen de
positieve reacties uitgezocht te zijn voordat ECLV's kunnen worden
vrijgegeven. Bij de hemoglobinewaarde van 5,5 mmol/L is de beschik-
baarheid van ECLV's voor de anesthesioloog een vereiste om de operatie
door te laten gaan. Omdat er geen ECLV's beschikbaar zijn, besluit de
anesthesioloog de operatie te annuleren.

De positieve reacties in de screening blijken te berusten op a-specifieke

warmte antistoffen en zijn een week later niet meer aantoonbaar.

Hemocytometrisch beeld 21 april 2011: In de voorgaande weken is
geen ijzer gesuppleerd. De verbetering in het hemoglobine gehalte en
de marginale toename in het 'mean corpuscular volume’ (MCV) en het
‘mean corpuscular hemoglobin' (MCH), kan komen door de eerdere
toediening van twee ECLV's. Passend bij een persisterend ijzertekort is
het, voor de hemoglobinewaarde, te lage percentage reticulocyten en
een sterk verlaagd hemoglobine in de reticulocyt (HiR).*

De patiént lag bedrijfsklaar toen het besluit werd genomen om de ope-
ratie uit te stellen. De bevindingen van het hemocytometrisch beeld
werden voorgelegd aan de chirurg met het voorstel om de patiént een
ijzerinfuus toe te dienen. De pati€ént kreeg vervolgens 2x500 mg ijzer
als Ferinject (Vifor Frankrijk SA) toegediend. Een nieuwe operatie werd

gepland voor 28 april 2011.

Hemocytometrisch beeld 28 en 29 april 2011: De hemoglobine-
waarde neemt toe en het MCV en MCH is verder genormaliseerd.
Het percentage reticulocyten is hoger, nog wel aan de lage kant, maar
de HiR is binnen het referentie-interval. Dit betekent dat de nieuw
gevormde reticulocyten, en daarmee de toekomstige nieuwe erythro-
cyten, weer een normale hoeveelheid hemoglobine bevatten. Er is dus
sprake van een goede respons van het beenmerg op het ijzerinfuus van
21 april 2011. De stijging van het ferritine geeft tevens aan dat het
Fer-inject gezorgd heeft voor een stijging van de ijzervoorraad.

De lichte postoperatieve daling van de hemoglobinewaarde wordt
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verklaard door perioperatieve hemodilutie en door peroperatief bloed-
verlies van 100 ml. Er is een kleine, maar duidelijk waarneembare verdere
stijging van het MCV, MCH en HiR, die past bij een verdere structurele
verbetering van de kwaliteit van de reticulocyt. De hemoglobinewaarde,

MCV en MCH zijn volledig genormaliseerd op 17 januari 2012.

Rijping reticulocyt in de circulatie: Reticulocyten rijpen 2 tot 3 dagen
in het beenmerg en schuiven dan door naar de circulatie. Daar zijn ze
nog 1 tot 2 dagen herkenbaar met de huidige hemocytometrie analysers
door aankleuring van het RNA in de reticulocyt. De uitgerijpte erytrocyt
bevat geen RNA.

Bij anemie door ijzertekort wordt ervan uitgegaan dat reticulocyten
eerder in de circulatie komen. Dit is gebaseerd op bevindingen bij een
sterk verlaagd hematocriet, verkregen door flebotomie. Reticulocyten
verschijnen dan al na 1 tot 2 dagen in de circulatie. Ze zijn dan nog 2 tot
3 dagen herkenbaar aanwezig. Dit 'shift'-effect zorgt voor een over-

schatting van het aantal reticulocyten bij een sterk verlaagd hematocriet.®

Het gebruik van HiR als responsparameter op ijzersuppletie: Bij een
positieve respons van het beenmerg verschijnen reticulocyten met een
hogere HiR al één tot twee dagen na ijzersuppletie in de circulatie.
Na één week is de HiR nagenoeg genormaliseerd. Evaluatie van het
beleid bij orale ijzersuppletie voor een microcytaire anemie op basis
van een ijzertekort, kan dus al na één week plaatsvinden. Nu gebeurt
dat veelal pas na vier tot zes weken. Als het ijzer gedurende vier tot
zes weken niet wordt geslikt, geresorbeerd of ingebouwd, zal de hemo-
globinewaarde verder dalen. Leidt de daling tot een symptomatische
anemie, dan moet er alsnog een bloedtransfusie plaatsvinden of in

bovenstaande casus, een OK worden uitgesteld.

Meerwaarde actief ijzersuppletie beleid in deze casus: De operatie
op 21 april 2011 zou waarschijnlijk door zijn gegaan, als ijzersuppletie
eerder was gestart, omdat de hemoglobinewaarde dan vermoedelijk
boven de 6,0 mmol/L zou zijn geweest. Actief ijzersuppletie beleid
op 21 april 2011, in dit geval vanuit het laboratorium, heeft ervoor
gezorgd dat alsnog ijzer intraveneus werd toegediend, waardoor de
hemoglobinewaarde kon stijgen en doorgang van de operatie op

28 april 2011 verzekerd was.

Conclusie: Gegeven de huidige analysemogelijkheden van de moderne
hemocytometrie analysers, kan op basis van de verschuivingen in de HiR
een actief ijzerbeleid opgezet worden om het effect van ijzersuppletie
snel in kaart te brengen. Op basis hiervan lijkt het haalbaar om bloed-
transfusies te verminderen of te voorkomen en een beter ziektebeloop
te bieden bij bepaalde patiéntengroepen en zodoende een ijzersterk

(transfusie)beleid te voeren.

Referenties:

1. Richtlijn Bloedtransfusiebeleid. Centraal Begeleidings Orgaan. 2011.
Te raadplegen op: http://www.cbo.nl/thema/Richtlijnen/Overzicht-Richt-
lijnen/Bloedtransfusie.

2. Brugnara C, Laufer MR, Friedman AJ, et al. Reticulocyte hemoglobin
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Tabel 1. Beloop hemocytometrie (XT-4000i; Sysmex)
en biochemie (Architect; Abbott).
Bepaling | Datum Ref. Eenheid
interval

16 21 28 29 17

mrt |apr' |apr? |apr® |jan
Hb 45 |55 |61 57 195 [85-10,7 | mmol/L
MCV 68 70 75 76 91 84 - 101 fL
MCH 1,11 [1,24 (1,31 {1,35 (1,92 [1,75-2,10 | fmol
Reticu- 0,52 [ 1,98 | 1,61 07-27 %
locyt
Hb in 1,24 | 1,91 | 2,08 19-23 fmol
reti
Ferritine |7 45 20-275 |ug/L
1=Na 2 ECLV's, 18 maart 2011, 2= Na Fer-inject, 2x 500 mg,
21 april 2011, 3= Na hemicolectomie en sigmoidresectie,
28 april 2011.
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05 xxxxCxxxx-afhankelijke hemolyse

H. de Waard', W. Vleeming', L. van Pampus?, A.G. van den Bos?
'Rijnstate Ziekenhuis, Klinische Chemisch en Hematologisch Labora-
torium, Arnhem, 2 UMC St Radboud, Nijmegen

Casus: Een 70-jarige man heeft in een zelfstandig behandelcentrum
een behandeling voor een totale knieprothese ondergaan. Na ontslag
heeft de man vanwege klachten van duizeligheid en kortademigheid
opnieuw contact opgenomen met zijn behandelaar. Drie dagen later
bleek bij controle het Hb gedaald te zijn tot 2,1 mmol/l (pre-operatief
7.7 mmol/l), wat resulteerde in een doorverwijzing naar de Spoed-
eisende Eerste Hulp van het Rijnstate Ziekenhuis te Arnhem.

Bij presentatie in het Rijnstate Ziekenhuis werd onder meer laboratorium-
diagnostiek verricht, met als meest opvallende bevindingen een Hb van
3,0 mmol/l, een LD van 856 U/l en een haptoglobine van 0,1 g/I; waarbij
gedacht werd aan hemolyse. Gezien het lage Hb en de klinische presentatie,
werd bloed aangevraagd voor transfusie. De screening op irregulaire
antistoffen was positief, met daarbij een positieve DAT ten gevolge van
19gG-3. Bij het vervolg onderzoek naar de positieve antistof-screening
werden in een identificatiepanel positieve reacties gevonden met rhesus

C-positieve cellen in de LISS-techniek, die versterkt werden in de papaine-
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techniek, passend bij een anti-C. Het rhesus-fenotype van de patiént is

CCdee, zodat er hier mogelijk sprake was van auto-anti-C antistoffen.

Het ingezette eluaat was echter negatief. Uit overleg met de behandelaar

bleek dat de patiént sinds de OK (zeven dagen daarvoor) rivaroxaban

(Xarelto; Bayer, een factor Xa-remmer) en diclofenac gebruikt had, waar-

bij hij drie dagen geleden gestopt was met de diclofenac. De behandelaar

besloot te starten met prednison en, omdat gedacht werd aan een
mogelijk medicijngeinduceerde hemolytische anemie, werd de oorzake-
lijke medicatie blijvend gestopt. In het UMC St Radboud Nijmegen
werd vervolgdiagnostiek ingezet naar medicijn-geinduceerde hemolyse.

Hiermee werd een diclofenac geinduceerde hemolytische anemie

aannemelijk gemaakt; er werd geen verband aangetoond tussen de

hemolyse en rivaroxaban.

Medicatie-geinduceerde hemolytische anemie heeft een geschatte

incidentie van 1:1.000.000, waar de gewone autoimmuun hemolytische

anemie een incidentie heeft van 1:80.000. Er worden verschillende
oorzaken van medicijn-geinduceerde hemolytische anemie onder-
scheiden, namelijk:

- interferentie met het metabole proces van de erytrocyt;

- membraamveranderingen van de erytrocyt waardoor a-specifieke
binding van eiwitten (waaronder immunoglobulinen) plaatsvindt;

- vorming van echte autoantistoffen (bijvoorbeeld door aldomet of
fludarabine), waarbij de antistoffen serologisch niet te onder-
scheiden zijn van gewone autoantistoffen; antistoffen zijn aan-
toonbaar in het eluaat;

- covalente binding van het medicijn aan de erytrocyt, waarbij
antistoffen ontstaan gericht tegen het medicijn (bijvoorbeeld
penicilline en cefalosporinen). Bij deze vorm is er wel een positieve
DAT (IgG, soms complement-specifiek), maar zijn er geen antistoffen
aantoonbaar in het eluaat;

- het immuuncomplex-mechanisme. Klassiek wordt hier gesteld dat
het medicijn samen met antilichamen een immuuncomplex vormt
wat vervolgens als complex bindt aan de erytrocyt (bijvoorbeeld

rifampicine of kinine).

Het exacte mechanisme van de antistofvorming is veelal niet bekend
en is onderdeel van discussie. Er wordt zelfs gesteld dat de laatste drie
oorzaken samengevoegd kunnen worden in een 'unifying hypothesis’,
waarbij de specificiteit van de antistof onderscheidend is. Als de
antistof vooral het drager-eiwit (een mogelijke bloedgroepantigeen)
herkent, is er sprake van een autoantistof, herkent de antistof vooral
het medicijn, dan lijkt het over het vierde mechanisme (covalente
binding, zoals bij penicilline) te gaan, en wordt zowel het drager-eiwit
als het medicijn herkent, dan is er sprake van het immuuncomplex-
achtige autoantistof. Waarschijnlijk zal omtrent het mechanisme van
medicijngeinduceerde antistofvorming, de komende jaren nog veelvuldig
onderzoek plaatsvinden, artikelen verschijnen en gediscussieerd worden.
Met een tweetal in-vitrotechnieken kunnen de covalente binding en de
immuuncomplexachtige reactie nagebootst worden:
1) medicament-bindingmethode: donorerytrocyten worden gecoat met
het betreffende medicament (binding) en vervolgens wordt met de

gecoate erytrocyten en patiéntserum een IAT verricht,
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2) immuuncomplex methode: patiéntserum en medicament (in oplossing)

worden beide toegevoegd aan ongecoate donorerytrocyten waarna een
IAT wordt verricht. In deze test bleek bij bovengenoemde patiént een
immuun-complex-achtige antistof aantoonbaar. Medicijn-geindu-
ceerde hemolyse bij diclofenac is eerder beschreven, waarbij meer-
dere van de hier genoemde mechanismen een rol kunnen spelen.' Een
opvallend leerpunt is dat ook bij relatief gangbare medicatie antistof-
vorming en (soms fataal verlopende) hemolyse kan optreden, zoals ook
recentelijk beschreven in het Nederlands Tijdschrift voor Geneeskunde.?
Hoewel medicijn-geinduceerde hemolyse een zeldzaam fenomeen
is, dient dit bij elke nieuwe patiént met hemolyse, in het bijzonder bij
een negatief eluaat en bij een positief DAT, overwogen te worden.
Dit, omdat het bij veel medicatie (>125 soorten) beschreven is en het

eenvoudig te behandelen is door het staken van de medicatie.

Referenties:
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