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(potentiële) belangenverstrengeling Zie hieronder

Voor bijeenkomst mogelijk relevante relaties met 
bedrijven

Geen relaties met bedrijven

Sponsoring of onderzoeksgeld

Honorarium of andere (financiële) vergoeding

Aandeelhouder

Andere relatie, namelijk …

 n.v.t.

 n.v.t.

 n.v.t.

 n.v.t.

Disclosure belangen spreker t.b.v. GAIA
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• ABO bloedgroep

• Rhesus-D bloedgroep

• Screening op irregulaire antistoffen

• Compatibiliteitsonderzoek

Pretransfusie onderzoek
(Richtlijn bloedtransfusie)
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Uitsluiten

–Klinisch belangrijke allo-As. uitsluiten op homozygote cellen

–Uitzonderingen: anti-K, anti-C en anti-E onder anti-D. 

Aantonen

–p-waarde < 0,01 

–Ten minste 3 pos cellen 

–Alle reacties verklaard

Autocontrole & DAT!

Bepaling specificiteit
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Autocontrole
• Een indirecte antiglobulinetest (IAT) met  

erytrocyten van de patiënt, een reactieversterker en 

plasma of serum van de patiënt. 

Voorbeeld uitvoering:

→ Maak een suspensie van 1%  
erytrocyten van de patiënt in LISS.

→ Voeg 50 µl 1% ery’s in LISS + 25 µl 
plasma in een gel kolom. 

→15 minuten incuberen bij 37 ̊C

→10 minuten afdraaien

→ Reactie beoordelen
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Directe antiglobuline test (DAT)

• Ery’s in vivo beladen met antistoffen en of 

complement.

• Uitgevoerd met polyspecifiek antiglobulineserum

(anti-IgG + anti-C3d)

In vivo gesensibiliseerde ery’s

Gesensibiliseerde 

erytrocyten
AHG reactie
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• Je werkt met erytrocyten

• Geen sensibilisatie fase

• Geen was stap.

• Je werkt met plasma of 

serum
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Afbraakmechanisme in vivo

• Intra vasculair

• Activatie Complementsysteem

C1 t/m C9

( A, B, Jka, Jkb, Vel, I, IH)

• Extra vasculair

• Milt (IgG)

• Lever (C3b)
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• Polyclonaal AHG

• anti-C3d +anti-IgG

–Uittypering

• anti-C3d

• anti-IgG

• anti-IgA

• anti-IgM

• anti-C3c

Directe antiglobuline test positief

0.1- 8.0% van gezonde populatie heeft pos DAT

Positieve  DAT: in 25% van de gevallen: geen hemolyse/anemie
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IgG subklasse bepalen

IgG1, IgG2, IgG3, IgG4

Hemolytische activiteit 

neemt als volgt af:

IgG3>IgG1>IgG2>IgG4

IgA bepaling

Dat negatief, toch verdenking 
op AIHA.

C3d bepaling

Stabiel fragment van 
geïnactiveerd C3b op ery’s
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Positieve Directe Antiglobuline Test (DAT)
• In vivo gesensibiliseerde ery’s

• Allo-antistoffen (actief/passief)

• Auto-antistoffen (warm/koud)

• Medicatie

–Membraan beschadiging (cephalosporinen)

–Medicament adsorptie (penicilline)

–Immuun complex 

–Inductie auto-immuniteit (α-methyldopa) 

Complexe diagnostiek| Ron Straat | maart 2021



Medicijngebruik Membraan

beschadiging

Medicament

adsorptie

Immuun

complexen

Auto-antistof

vorming

DAT IgG/IgA/IgM/C3d IgG (sterk pos) C3d IgG1

As (serum) Geen Geen 1 Geen Wel 

As (eluaat) Geen Geen 1 Geen Wel 

Afbraak Niet versneld Versnelde afbraak 

extra vasculair

Acuut/ernstig (intra 

vasculair)

Extravasculair 

Medicatie 

stoppen

Kan Kan *

Medicament Cefalosporine Penicilline Tolmetine/ Suprofen α-methyldopa

Membraan beschadiging: medicijn verandert membraan ery’s, hierdoor adsorberen serumeiwitten

aspecifiek op de cellen. 

Medicament adsorptie: medicijn is geadsorbeerd op celmembraan en de As. gericht tegen het  

medicijn hechten op de met medicijn gecoate ery’s.

Immuun complexen: eerst wordt een As gevormd tegen het medicijn en dit hecht zich als 

een complex op de erytrocyt. Hierdoor ontstaat complementactivatie.

Auto antistof vorming: As. zijn niet gericht tegen medicijn maar het medicijn veroorzaakt 

antistofvorming tegen antigenen op het erytrocytenmembraan.

1 antistoffen aantoonbaar indien ery’s gecoat met medicijn. 

Complexe diagnostiek| Ron Straat | maart 2021



Positieve Directe Antiglobuline Test (DAT)

Medicament 

adsorptie

Immuun 

complex 

Inductie 

auto-immuniteit
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DAT positief door allo-antistoffen

Actief

• Transfusie ery’s

• Stamcel transplantatie

• Orgaan transplantatie

Passief

• Antagonisme / FMT

• Transfusie plasma

• Transfusie trombo’s

• IvIg
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• Warme type:± 70%

• Koude type:± 15%

• Bifasische type:± 1,5%

• Medicament geïnduceerd:± 12% 

(kan warm, koud of bifasisch zijn)

• Bijzondere vormen :± 2% 

DAT positief door auto-antistoffen (AIHA)
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Elutie

Indien de uitypering van de DAT positief is met anti-IgG 
wordt een eluaat gemaakt. 

Elueren is het verbreken van de Ag-As binding.

Doel:

Antistoffen in oplossing verkrijgen
zodat specificiteit ervan kan worden vastgesteld.

Verkrijgen van “schone” erytrocyten
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Waarom elueren

• Elutie kan behulpzaam zijn bij onderzoek naar:

• HZP; aantonen of HZP wordt veroorzaakt door ABO-

of door ander antagonisme. 

• AIHA; om specificiteit van de auto-As aan te tonen of 

om schone ery’s voor Ag-typering of adsorptie te maken.

• Transfusie reactie; om specificiteit van allo-antistoffen 

aan te tonen.
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Elueren bij negatieve DAT

Ook als de DAT negatief is kan er een aanleiding zijn  

om te elueren. 

ABO-antagonisme.

Concentreren van antistoffen.
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Verstoren thermodynamica 

(hitte/vriezen-dooien)

Verstoren complementair zijn Ag-As

(chloroform/ether)

Neutraliseren of terugdringen aantrekkingskracht
Ag-As (bijv. pH verandering)

Methoden elutie

Controle:
Bij iedere elutietechniek waar met het eluaat verder gewerkt wordt is het 

nodig de laatste wasstap te controleren op de aanwezigheid van vrije 

antistoffen.
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Nastolling / Fibrine

Hemolyse

Koude agglutinatie 

Techniek probleem

Antistoffen tegen bewaarmedia 

Combinatie van antistoffen 

As. tegen  HFA

HTLA

AIHA (AWAU en AKAU)

Problemen bij bepalen specificiteit
Alle reacties positief

Bekijk het kaartje, serum/plasma.

Bekijk het kaartje, bekijk het materiaal.

16°screening, Cordcel, Ac.

Andere techniek (PEG,BSA)

Autocontrole & KP

Autocontrole &

Enzym techniek
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HFA vs. HTLA vs. AIHA

HTLA

Autocontrole negatief
DAT negatief

Wisselende sterkte 
positieve reacties

Titer bepaling

Neutralisatie AB 

serum (C4) 

Gamma PEG

Polybreen

AIHA

Autocontrole positief
DAT positief

Pan positief panel  
(zelfde sterkte)

Albumine (BSA-IAT)
Antigeentypering

Adsorptie
2 staps

complementtest

HFA

Autocontrole negatief
DAT negatief

Sterkte positieve 
reacties identiek

Enzym techniek
Antigeentypering

Behandeling 
erytrocyten met     
EGA / AET/ DTT
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Nieuwe ontwikkelingen
Nieuw monoclonale medicijnen kunnen voor nieuwe 

problemen zorgen. 

Voorbeeld Daratumumab:

Behandeling van MM

- Anti-CD38.

- CD38 ook op ery’s.

- Hoe herken je anti-CD38.

- Beleid afspreken.

- CD38 negatieve cellen.
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HFA vs. HTLA vs. AIHA

HTLA

Autocontrole negatief
DAT negatief

Wisselende sterkte 
positieve reacties

Titer bepaling

Neutralisatie AB 

serum (C4) 

Gamma PEG

Polybreen

AIHA

Autocontrole positief
DAT positief

Pan positief panel  
(zelfde sterkte)

Albumine (BSA-IAT)
Antigeentypering

Adsorptie
2 staps

complementtest

HFA

Autocontrole negatief
DAT negatief

Sterkte positieve 
reacties identiek

Enzym techniek
Antigeentypering

Behandeling 
erytrocyten met     
EGA / AET/ DTT
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Casus

•Moeder: 
•O negatief

•DAT: negatief

•Screening: positief

•Identificatie: anti-D 
(waarschijnlijk t.g.v. profylaxe)

•Fenotype: ccdee, K-

neg

•Kind:
•A positief

•DAT: negatief

Kind J. wordt 1 dag na geboorte geel. Kinderarts zet uitgebreid onderzoek in. 

Resultaten : Hb.6,2 mmol/l (8,7-13); Bilirubine  172 μmol/l (3-120).

Opdrachten:

Welk vervolgonderzoek zou je inzetten?

Geef een mogelijke verklaring voor de 

hyperbilirubinemie.

Complexe diagnostiek| Ron Straat | maart 2021



Casus

Opdrachten:

Welk vervolgonderzoek zou je inzetten?

Geef een mogelijke verklaring voor de 

hyperbilirubinemie.

Screening kind:

Eluaat kind:

Uittypering DAT kind:

Cel I: negatief, Cel II negatief, Cel III negatief.

IgG negatief, C3d negatief, IgA negatief, IgM negatief.

A1-cel positief, B-cel negatief.
Cel I: negatief, Cel II negatief, Cel III negatief.

Kind J. wordt 1 dag na geboorte geel. Kinderarts zet uitgebreid onderzoek in. 

Resultaten : Hb.6,2 mmol/l (8,7-13); Bilirubine  172 μmol/l (3-120).

A1-cel positief, B-cel negatief.
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– Man, 31 jaar

– Pre operatieve screening

– Bloedgroep bekend O positief

– Screening 25 dagen geleden negatief

– Transfusie 25 dagen geleden. 

Casus 11
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Casus 11

LISS screening: positief.
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LISS panel wordt ingezet

Casus 11
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Casus 11

Geen duidelijk patroon.

Niet uit te sluiten: M, Le(a), Fy(a), K, E. 

DAT: negatief
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Casus 11 Variatie in techniek en temperatuur.
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Casus 11
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HFA vs. HTLA vs. AIHA

HTLA

Autocontrole negatief
DAT negatief

Wisselende sterkte 
positieve reacties

Titer bepaling

Neutralisatie AB 

serum (C4) 

Gamma PEG

Polybreen

AIHA

Autocontrole positief
DAT positief

Pan positief panel  
(zelfde sterkte)

Albumine (BSA-IAT)
Antigeentypering

Adsorptie
2 staps

complementtest

HFA

Autocontrole negatief
DAT negatief

Sterkte positieve 
reacties identiek

Enzym techniek
Antigeentypering

Behandeling 
erytrocyten met     
EGA / AET/ DTT

Complexe diagnostiek| Ron Straat | maart 2021



Titerbepaling

Onv. 1:2          1:4            1:8 1:16 1:32        1:64          1:128        1:256       

1:512

In de techniek uitvoeren waarin  je de reacties aantoont.

HTLA ≥ 1:64

1 deel serum + 1 deel vloeistof (PBS, AB serum, FCS)
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Casus 11

Ter bevestiging: titer wordt ingezet met PBS en AB (vers) serum 

Remming met AB serum treedt op  HTLA antistoffen wrs van 
type Chido en/of Rodgers.

De antigenen aanwezig in het AB serum neutraliseren het 
serum door de antistoffen weg te vangen.
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Casus 11

Conclusie:

HTLA-antistoffen.

Waarschijnlijk van het type Chido/Rodgers

CH/RG bloed groep systeem bevat 9 antigenen

Ch1 96% positief

Rg1 98% positief

C4 glycoproteïnes geadsorbeerd aan het celmembraan. 
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HTLA-antistoffen

High Titer Low Avidity

Hoge titer en een lage bindingscapaciteit

Low Antigen-density

Verklaart beter de zwakke reacties in combinatie met 

de hoge titer

Vaak IgG4 antistoffen (minder klinisch relevant)

Titer

Neutralisatie/Inhibitie

Gamma PEG

Polybreen
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Neutralisatie/Inhibitie

Antigeen-Antistof binding
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Neutralisatie/Inhibitie

Toevoegen losse antigenen  Antigeen-Antistof binding
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Neutralisatie/Inhibitie

Geen Antigeen-Antistof binding
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Neutralisatie/Inhibitie

Geen Antigeen-Antistof binding

Voorbeelden gebruik inhibitie technieken:

• AB serum (C4) bij Chido en Rodgers.

• P1 substantie bij anti-P1

• Lewis substantie bij Lea, Leb of Lea+b
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Polybreen

Polybreen is een positief geladen molecuul dat 

agglutinatie door een reactie met het negatief geladen 

celoppervlak bevordert .

Als polybreen in een hoge concentratie wordt 

toegevoegd, treedt spontane agglutinatie van 

erytrocyten op (aspecifieke binding). 

Mogelijk aanwezige IgG antistoffen kunnen zich nu aan 

twee erytrocyten binden.
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Nadeel:

1. Lastig aflezen, men gaat van een positieve reactie naar 
een negatieve reactie.

2. Test is tijdsgevoelig.

3. Verminderde gevoeligheid voor antistoffen tegen 
antigenen van het Kell-systeem.

Voordeel:

• Minder gevoelig voor HTLA antistoffen.

• Snel.

Door toevoeging van een natriumcitraat oplossing wordt 

het effect van polybreen opgeheven en zal de agglutinatie 

alleen in stand blijven als erytrocyten door IgG antistoffen 

gebonden zijn.
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Gamma PEG vs. Sanquin PEG

Gamma PEG

LISS PEG

Minder viskeus

3*wassen

Anti-IgG

IgG1

IgG2

IgG3

Sanquin PEG

NaCl PEG

Viskeuzer

4*wassen

Anti-IgG

IgG1

IgG2

IgG3

IgG4
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– Vrouw, 52 jaar

– Laag Hb

– Bloedgroep bekend O positief

– Screening verleden (>5 jaar) negatief

– Transfusie niet bekend

Casus 12
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Casus 12

LISS screening: positief.
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Casus 12

Alle cellen positief. (Panpositief panel)
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Casus 12 Overige resultaten LIS
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Casus 12 Variatie in techniek en temperatuur.

BSA-IAT & 16°C
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HFA vs. HTLA vs. AIHA

HTLA

Autocontrole negatief
DAT negatief

Wisselende sterkte 
positieve reacties

Titer bepaling

Neutralisatie AB 

serum (C4) 

Gamma PEG

Polybreen

AIHA

Autocontrole positief
DAT positief

Pan positief panel  
(zelfde sterkte)

Albumine (BSA-IAT)
Antigeentypering

Adsorptie
2 staps

complementtest

HFA

Autocontrole negatief
DAT negatief

Sterkte positieve 
reacties identiek

Enzym techniek
Antigeentypering

Behandeling 
erytrocyten met     
EGA / AET/ DTT
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Albumine
Door toevoeging van albumine (een negatief geladen 
eiwit), zullen er minder positieve deeltjes aan het 
membraan hechten.

De watermantel wordt gereduceerd en de afstand 
tussen de erytrocyten wordt verkleind. 

Albumine verlaagt het zèta-potentiaal.
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• Adsorberen is het verwijderen van auto-

antistoffen met behulp van cellen met een 

bekende typering (As hechten aan ery’s).

• Door de adsorptie worden de auto-antistoffen 

uit serum verwijderd evenals de eventueel 

aanwezige allo-antistoffen mits de antigenen 

op de adsorptiecellen aanwezig zijn. 

• Antistoffen tegen antigenen die afwezig zijn op 

de adsorptie cellen blijven in het serum achter.

Adsorberen (allogeen)
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Mengsel van antistoffen
Toevoegen cellen bekende Ag

Allo-antistof

Auto-antistof

Adsorberen
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Binding van (auto) antistoffen

Adsorberen
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Scheiding d.m.v. centrifugeren

Adsorberen
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Adsorberen (allogeen)
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S1 + + 0 0 + + 0 + + w 0 + 0 + + + 0 + 0 0 (+) 2+ 2+

S2 0 + + + 0 0 0 + + 0 + + 0 + + 0 + 0 + 0 0 0 0

S3 0 0 0 + + 0 + + 0 + + 0 + 0 + + + 0 + 0 0 (+) 0

A + + 0 0 + 0 0 + 0 + 0 + 0 + + 0 + + + 0 1+

B 0 + + + 0 0 0 + 0 + + + 0 + + + 0 + 0 0 0

C 0 + 0 + + 0 + + 0 + 0 + 0 + + + + + 0 0 0

D 0 0 0 + + 0 + + 0 + + 0 0 + + + + + + + 2+

E 0 0 0 + + 0 0 + + + + 0 0 + 0 + + 0 + + 2+

Kp 1 t/m 5; O neg ccdee K neg, Wr(a) neg = Kp negatief R1R1 & rr

Kp 1 t/m 5; O neg ccdee K neg, Wr(a) neg = Kp positief R2R2

na adsorptie

• Nadat de auto-antistoffen uit de sera zijn

verwijderd kunnen kruisproeven en screening 

ingezet worden om zo onderliggende allo-

antistoffen uit te sluiten.
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Casus 12

Adsorptie panel
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Casus 12

Conclusie:

Aspecifieke warmte auto antistoffen.

Anti-Wra.

Eén op de drie patiënten met een AIHA heeft een anti-Wra

Profylactisch beleid: 
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Selectie compatibele eenheden

1. Compatibel met allo-antistoffen

2. Rhesus-compatibel en K-compatibel

3. Compatibel met auto-antistoffen

• PB19 veilig?

• Bestraald?
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Selectie compatibele eenheden

1. Compatibel met allo-antistoffen

2. Rhesus-compatibel en K-compatibel

3. Compatibel met auto-antistoffen

Wra-negatieve eenheden

Profylactisch c- en E-negatieve eenheden
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Geen bloedgroep of Rhesus fenotype

Als geen bloedgroep of fenotype bepaalt kan 

worden op de cellen van de patient, b.v. door 

recente transfusie kan m.b.v. genotypering 

een aantal bloedgroepen worden bepaald.

ABO: A, B, AB, O.

Rhesus: D, C, c, E, e.

Kell: K, k.

Duffy: Fya, Fyb.

Kidd: Jka, Jkb.

MNS: S, s, M, N.
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CASUS

•Dhr S. 66 jaar

•EHBO

•Maandag 11-12-2014 20:56.

•Patiënt uit andere regio, maar bekend uit 2004 – 2006 

•Bloedgroep: Opos

•Screening in LISS: pan positief (1+)

•Panel in LISS: pan positief (1+) 

•Autocontrole: negatief

•Hb: 5,6
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CASUS
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Resultaten serologisch onderzoek
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Resultaten serologisch onderzoek
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Resultaten serologisch onderzoek

HFA

HTLA
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Anti-CD38 - Daratumumab

• Geneesmiddel om Multiple Myeloom te behandelen.

• Monoklonaal IgG antistof tegen CD38.

CD38
• Myeloom cellen

• Plasma cellen

• Trombocyten

• Erytrocyten
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Bloedgroepen op erytrocyten

CD38
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DARA en pretransfusie onderzoek.

Negatieve reacties werden gevonden in

BSA-IAT

16 ̊C screening

Enzym screening

Anti-CD38 stoort niet in de bloedgroep bepaling.

Anti-CD38 reageert in veel verschillende technieken.

Buisjes (LISS-IAT, PEG-IAT, BSA-IAT)

Kolom agglutinatie technieken (BioRad, Ortho, Sanquin, Griffols)

Solid Phase
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Anti-CD38 in plasma/serum.

1+ tot 3+ reacties in standaard technieken

Pan positief panel

Negatieve autocontrole vs. positieve autocontrole

Hoge titer antistoffen 

~40% patiënten krijgt transfusie (SIRIUS study)

Aantoonbaarheid is afhankelijk van laatste toediening
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Anti-CD38 in plasma/serum.

Half waarde tijd is 21 dagen

Kolom testen bleven positief met een mediaan van 103 

dagen (63-190)

Aantonen van de antistoffen is afhankelijk van:

Laatste tijdstip toedienen DARA

Gebruikte methode aantonen antistoffen

Patiënt
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Strategie

AABB Bulletin, January 15, 2016.

Mitigating the Anti-CD38 Interference with Serologic Testing.

Before a patient begins taking anti-CD38:

Perform a baseline type & screen

Perform a baseline phenotype or genotype

After a patient is taking anti-CD38:

Test patient serum/plasma vs. DTT treated RBC’s.

Provide K-negative RBC’s

AABB Bulletin #02-16
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Strategie: CD38 verwijderen van testcellen

DTT behandeling van erytrocyten (0,2 mol/l)

Kost ongeveer 3 uur

Vers behandelde cellen

Controles!

Kell systeem!

Erytrocyten met AET behandelen (6%)

Kost ongeveer 3 uur

Cellen bewaren?

Controles!

Kell systeem!

DTT behandelde 

cellen bewaren op 

CelStab tot  

vervaldatum 
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Strategie: Neutralisatie anti-CD38

Toevoegen van losse CD38-antigenen aan 

serum/plasma van patiënt.

Nog niet commercieel verkrijgbaar!

AHG

Idiotype As.

Anti-CD38 idiotype antistoffen.

Nog niet commercieel verkrijgbaar!
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Strategie: cellen met lage CD38 expressie

Eigen cel panel maken

DARA cellen.

Navelstreng cellen.

Lu(a-b-) cellen.

Beschikbaarheid van deze cellen!
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→ Anti-CD38 (Daratumumab)

→ Anti-CD47 (Hu5F9-G4)

→ CTLA 4 Mab (Ipilimumab)

→ Anderen?
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Antistofvorming (ISBT 2013)   Data 2004-2011.

•Risico op positieve screening door eerder niet bekende 

antistoffen is 1,27%

•Onderscheid man/vrouw (1,06% vs. 1,41%)

•Anti-E, anti-K, anti-D, anti-C & anti-c = ⅔ nieuwe As.
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Bedankt voor uw aandacht

Complexe diagnostiek| Ron Straat | maart 2021


