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DIAGNOSTIKA PRI PODEZRENI NA IMUNITNE
ZPROSTREDKOVANOU HEMOLYTICKOU ANEMII (IMHA)

Info 1/2023

Kokrspanélé patfi k predisponovanym plemenim s onemocnéni IMHA.

Zdroj: Envato Elements

Kdy mame mit podezieni na hemolyzu?

Hemolyzu pFfedpokladame po vylouceni
krvaceni pfedevsSim u regenerativnich anémii
(obrazek 1).

Hemolytické anémie jsou v mnoha pfipadech
tézké. Casto jsou silngji regenerativni nez
anémie ze ztraty krve. Pfi hemolyze dochazi
k destrukci erytrocytd. Vedle primarnich IMHA
(nazyvané jako neasociované) se vyskytuji
i diverzni sekundarni pfi¢iny hemolyzy
(obrazek 2).
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Obrazek 1: schematicky algoritmus anémie. POZOR: prilis
rana/¢asna anémie jesté nemize byt regenerativni nebo pouze
minimalné (kostni dfen potfebuje nékolik dni, aby mohla na
hemolyzu reagovat). Navic existuji neregenerativni formy IMHA
(tvorba protilatek proti prekurzorim erytrocytt).
Autorka: Dr. Jennifer von Luckner
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Priznaky hemolyzy

1. Primarni (neasociovana)
2. Sekundarni (asociovana)
- infekce
- léky
- neoplazie
3. Alloimunni
- krevni transfuze
- neonatalni (kocka)

Imunitné zprostredkovana

—» babézie

Infekce
—» hemotropni mykoplazmata

— toxiny/léky
— hypofosfatémie
—» vrozené defekty

Poskozeni membrany

Obrazek 2: mozné pri¢iny hemolyzy
Autorka: Dr. Jennifer von Luckner

Jaka vysetieni by méla probéhnout?

Vhodny material pro odbér vzork( pfi
podezieni na onemocnéni IMHA najdete
v tabulce na obrazku &.3.

Material pro diagnostiku IMHA

1 ml EDTA-krev (Cerstvd)  Coombsuv test, krevni obraz, PCR
2-3 natéry cytomorfologie

1 ml séra biochemie

(moc) (bilirubinurie)

Obrazek 3: material pro odbér vzorkt pfri podezieni
na onemocnéni IMHA

Krevni  obraz/cytomorfologie
natér):

(krevni

Toto vySetfeni nam podava informace
0 regeneraci a je smysluplné pro ziskani
pfehledu o potencionalné pfitomnych
infek€nich puvodcich. Morfologie erytrocytu je
také dulezita kvlli poznatkim o pficiné
anémie. Pocet retikulocytd je u Laboklinu
soucasti kazdého krevniho obrazu u psa
a kocCky. VysSetieni krevniho obrazu by mélo
byt provedeno co nejrychleji po odbéru krve,

protoze erytrocyty psu s IMHA jsou vice
fragilni.

Biochemie

Pro stanoveni pfi¢iny anémie a diferenciaci
mezi hemolyzou a krvacenim mulze pomoci
stanoveni hladiny bilirubinu a celkové
bilkoviny ze séra.

VysSetieni moci

V nékterych pfipadech se pfi hemolyze
vyskytuje bilirubinurie nebo hemoglobinurie.
Kazdopadné je dullezité védét, ze psi
(pfedevsim feny) mohou mit fyziologicky
mirnou bilirubinurii.

Infekéni pavodci

Pro prikaz moznych infek&nich pUvodcu,
napf. babezii a hemotropnich mykoplazmat
u akutnich hemolyz, je vhodnym vySetfenim
molekularné biologické vysetfeni (PCR). Mimo
jiné by se mély vyloucit pavodci jako Ehrlichie
a Anaplasma. U Ebhrlichii je navic
doporuditelné vysetfeni protilatek.

Laboratorni diagnostika k prakazu
imunitné zprostredkovaného onemocnéni

Sférocyty: pritomnost tzv. sférocytt v krevnim
natéru (obrazek 4) je dualezitym pfiznakem
imunitné zprostfedkované destrukce
erytrocytd. Vhodnym materiadlem pro toto
vySetfeni jsou 2-3 v praxi zhotovené krevni
nateéry.
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Obrazek 4: krevni natér od psa s IMHA se sférocyty,
anizocytozou a polychromazii

Autoaglutinace

Prvni pfiznak autoaglutinace je mozné
pozorovat jiz ve zkumavce s odebranou krvi.
Dale provadime test na podloznim sklicku
a Coombsuv test.

Coombsuv test je vhodny k prikazu
autoprotilatek  na  povrchu  erytrocytd.
Vhodnym materialem pro toto vySetfeni je
c¢erstva EDTA krev. Je-li krev chlazena, muze
byt vySetfeni provedeno az 5 dnu od odbéru.

CASTO KLADENE OTAZKY A ODPOVEDI
KE COOMBSOVU TESTU

Jak funguje Coombsuv test?

Coombsuyv test, nazyvany také DAT (pfimy
antiblobulinovy test), detekuje protilatky na
povrchu cCervenych krvinek (obrazek 5).
K indukci viditelné aglutinace pouzivame
druhové specificky antiglobulin proti 1gG
a/nebo IgM a/nebo C3. Vzorky krve, které
nevykazuji aglutinaci, jsou posuzovany jako

negativni. Aktualné jsou k dispozici razné
metody testovani, jako napf. gelové testy,
prouzkoveé testy, prutokova cytometrie, stejné
jako znamy test na mikrotitracnich destic¢kach.
VSechny zminované testy mohou byt pouzity
k diagnostice IMHA u psa, nékteré z nich jsou
pouzitelné také u kocek a koni.

Obrazek 5: Aglutinace erytrocytl s autoprotilatkami na
jejich povrchu vyvolana Coombsovym cinidlem (zobrazeno
fialové).

Autorka: Dr. Nadine Idalan

Jak funguje test na mikrotitraénich
destickach?

Ve veterinarni mediciné se tato metoda
pouziva nejCastéji. Antiglobulin (Coombsovo
reagens) je stupriovité fedén (1:2, 1:4, 1:8,
1:16, atd.), poté se k antiglobulinu pfidaji
promyté erytrocyty a celek je inkubovan
minimalné 30 minut. Nedojde-li k reakci,
sedimentuji erytrocyty na dno jamky a jsou na
konci inkubace viditelné jako malé Cervené
knofliky na dné jamky. Vysledek pro tuto
jamku je negativni. Pokud dojde k navazani
antiglobulinu na erytrocyty, nemohou tyto
sedimentovat a jsou rozptylené po celé jamce.
Pokud jsou pozitivni pouze o prvni dvé jamky
(1:2 a 1:4), je test stale posuzovan jako
negativni, protoze takto nizké titry mohou
vykazovat nespecifické reakce vzorku
s dodanym antiglobulinem. Titry od 1:8 se
hodnoti jako pozitivni. V pfipadé onemocnéni
IMHA nejsou vzacné i titry 1:1024.
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Co znamena tzv. prozénovy efekt?

Prozénovy efekt (obrazek 6), je fenomeén,
ktery pozorujeme predevSim u vysoce
pozitivnich  vzork(. Vysoké koncentrace
antierytrocytarnich protilatek inhibuji pozitivni
reakci. Tento pfiklad je viditelny na obrazku
6 v poslednim fadku.

DAT-

MGj vzorek autoaglutinuje. Maze byt
i presto vysetiren?

Kazdému Coombsovu testu pfedchazi promyti
erytrocytd. Proto je i pfes autoaglutinaci
u veétSiny vzorkl mozné provést Coombsulyv
test. Vzacna vyjimka: pfi perzistujici
autoaglutinaci i pfes promyti erytrocytl neni
mozné vyhodnotit Coombsiv test.

Negative
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Obrazek 6: 3 Coombsovy testy na mikrotitracni desticce. Titry odecitame zleva (nizké titry) doprava (vysoké titry az k 1:2048).

Posledni sloupec obsahuje pouze roztok NaCL a krevnich bunék, ale bez reagencii a je pouzivan jako negativni kontrola. Titry,

které jsou mensi neZ 1:8, jsou posuzovany jako negativni. V prvnim fadku se nachazi negativni vzorek (DAT-), ve druhém fadku

pozitivni vzorek s titrem 1:32 (DAT+). V poslednim fadku jsou titry od 1:2 do 1:16 negativni (prozénovy efekt), pfesto je vzorek
vysoce pozitivni (1:2048). Autorka: Dr. Nadine Idalan a kol.

Ve vzorku EDTA krve je srazenina. Mize
byt i presto proveden Coombsliv test?

Bohuzel neni mozné provést Coombsuyv test
ze srazeného vzorku, protoze pro korektni
vysledek musi byt erytrocyty intaktni. Krevni
srazenina je ireversibilni. K zabranéni vzniku
srazeniny by mél byt vzorek ihned po odbéru
nékolikrat ve vodorovné poloze promichan.

Prosim rozliSujte mezi krevni srazeninou
a aglutinaci. Krevni srazenina je vysledkem
fyziologické koagulace a vznika, pokud
nedojde ke spravnému promiseni krve
s EDTA. Aglutinace (obrazek 7) mize mit
rizné pficiny a je ve vétsiné pripadu
reverzibilni, napf. kdyz zahfejeme vzorek krve
v ruce nebo po promyti erytrocyta.

MGj vzorek autoaglutinuje. Je i presto
nutné provést Coombsiiv test nebo staci
autoaglutinace k potvrzeni IMHA?

Dulezité je rozliSit mezi perzistentni
autoaglutinaci po  promyti  erytrocytl
a autoaglutinaci pred promytim erytrocyta.
Aglutinace pfed promytim erytrocytd neni
v mnoha pfipadech diagnosticka. Perzistujici
autoaglutinace po promyti erytrocytli znamena
vazné podezieni na onemocnéni IMHA.
Pokud se tato vyskytne, najdete o ni zaznam
v laboratornim nalezu.
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Obrazek 7: autoaglutinace krve ve zkumavce s EDTA,
pfed promytim erytrocyti

Jiz jsem zapoc€al/a imunosupresivni 1é€bu.
Ma jesté smysl provadét Coombsuv test?

Coombsuv test mlze po  oSetfeni
imunosupresivy pretrvavat pozitivni i tydny.
Negativni vysledek pfesto onemocnéni IMHA
nevylucuje.

Jiz jsem provedl/a vysSetfeni krevniho
natéru pod mikroskopem a naSellla
sférocyty. Musim i presto provést
Coombsiv test nebo mohu rovnou
stanovit diagnézu IMHA?

Sférocyty se obcas vyskytuji i u zdravy psu
v omezeném poctu a mohou se vyskytovat
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i u jinych onemocnéni (intoxikace zinkem,
otravy, ...). Pokud se vSak vyskytuje vice nez
5 sférocytd na zorné pole pfi 100nasobném
zvétSeni, je IMHA velice pravdépodobna.
Hereditarni sférocytdza je sice velmi vzacna,
ale je to dulezita diferencialni diagnéza.
U kocCek pozor na fyziologicky vyskyt kulatych
erytrocytt  bez centralniho  projasnéni.
Posuzovani natéru na pfitomnost sférocytu
neni proto u ko¢ek spolehlivé.

Jiz jsem obdrzel/a vysledek Coombsova
testu mého pacienta. Titr je vysoky. Co to
znamena?

Vysokeé, stejné jako nizké titry znamenaji to
samé: erytrocyty nesou na svém povrchu
autoprotilatky. Ani v humanni ani ve
veterinarni mediciné zatim neexistuji ddkazy,
ze by vysoké titry poukazovaly na silngjsi
anémii nebo hemolyzu nebo Ze progndza
odvisi od vyse titru.

Dr. Nadine ldalan, Dr. Maria Brockmann
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