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Autoimunitní hemolytické anémie (AIHA)

• Vzácná získaná autoimunitní onemocnění

– Prevalence 1-2 lidé na 100 000 obyvatel 

• Příčina extrakorpuskulární - protilátky proti epitopům (proteiny 

nebo sacharidy) autologních erytrocytů s předčasnou 

destrukcí erytrocytů

– První popis příznaků Galén r.150

– První koncept destrukce erytrocytů r.1871

– Definice mechanizmu hemolýzy (imunizace) Ehrlich r.1899

– Přesný popis PCH r.1900 (D-L test u 90 % syfilitiků)

– Studie patofyziologie nemoci pokračují doposud



Diagnostikování 

• Suspicium na nemoc na základě klinického nálezu

– Odlišný fyzikální nález dle mechanizmu hemolýzy (obvykle ikterus, 

splenomegalie u anemického pacienta)

– Obvykle u pacienta bez předchozí anemie

• Komplex laboratorních vyšetření

– Hematologická, biochemická, imunohematologická aj.

– Jejich interpretace v kontextu s klinickým nálezem

– Zvýšený transfuzní režim jako možný indikátor hemolýzy

• Idiopatické vs. získané onemocnění 

– Infekce, toxiny, systémové, onkologické, kožní nemoci aj. 



Klasifikace dle typu protilátky 

• AIHA s tepelnými protilátkami (WAIHA, optimum 37°C)

– Izotyp IgG důležitý pro aktivaci komplementu

• IgG1+IgG3  vs. IgG2+IgA vs. IgG4

• Většinou nekompletní aktivace C po degradaci na fragmenty C3c/C3d

• AIHA s chladovými protilátkami (CAD, optimum 4°C)

– Monoklonální IgM u primární nemoci

– Polyklonální IgM u sekundární nemoci

• Častá kompletní aktivace C s C6-9 lytickým komplexem

• Paroxysmální chladová hemoglobinurie (PCH)

– IgG hemolyzin působící dvoukrokově při 0°C a 37°C

• AIHA poléková (DIHA)

– Protilátky proti léku nebo jeho metabolitům a/nebo                                         

klasické tepelné autoprotilátky



Patofyziologie

• Destrukce/hemolýza erytrocytů v důsledku vazby protilátky 

a/nebo komplementu na antigenní determinant

– Intravaskulárně 

• Dominantně u PCH a CAD, vzácně u WAIHA 

• Přes CR1 erytrocytů /nosič Knops 

• Jen některé protilátky: auto + AB0, Jk, Vel, Lea, PP1P
k

– Extravaskulárně

• Převážně u WAIHA, také CAD

• Přes FcR I-III sleziny – expresi reguluje INF – závislost na ADCC

• Přes CR1 receptory makrofágů jater 

• IgA FcR působení v destrukci nejasné

– Vychytávání senzibilizovaných erytrocytů příslušnými receptory

– Kompletní destrukce erytrocytu/ i.v. hemolýza vs. ztráta části 

membrány/změna tvaru/ fagocytóza



• Antigeny T- independentní

– Polysacharidové sloučeniny, 

polymery, polyklonálně aktivují    

B bb.

– Stimulují  imunitní odpověď až ve 

vysokých dávkách

– Většinou mikrobiální původ

– Aktivují B bb. bez MHC-T pomoci 

• Antigeny T- dependentní

– V komplexní struktuře obsahují 

proteiny

– Stimulují imunitní odpověď již v 

nízkých dávkách

– Cizí nebo alterované autologní 

proteiny

– Prezentace antigenu vyžaduje pro 

aktivaci B bb. pomoc Th bb.



Imunohematologická vyšetření

• Cíl: Průkaz autoprotilátky 

– na erytrocytech

– v plazmě

– v eluátu

1. PAT /protilátky senzibilizují erytrocyty in vivo

2. NAT /volné protilátky v plazmě nebo eluátu

– Hodnotí se aglutinace nebo hemolýza

– Antiglobulin s anti-IgG, -C3d/povinné složení

• Běžné screeningové testy 

• Při 37°C /tělesné teplotě 

• Včetně enzymových testů



Imunohematologická vyšetření

– Při pozitivitě screeningového testu identifikace protilátky pro objasnění 

její specifity 

• Panspecifické - Panspecifické+Rh specifické (anti-e,-Ce) - Rh specifické 

(anti-f, -Ce, -e)

3. Test pro detekci chladové protilátky

– Screeningový solný test při 20°C /pool erytrocytů

– Při pozitivním výsledku odlišit patologickou chladovou protilátku od benigního 

chladového aglutininu

1. Titr ≥ 512 zkumavkový test 4°C (proti alogenním i autologním erytrocytům)

2. Teplotní reaktivita protilátky dosahuje 30°C

– Současně průkaz anti-I (pupečníkové erytrocyty /solný test při 20°C)

 Nemusí se jednat o protilátky v rámci CAD (booster efekt tepelných protilátek -

negativní reakce v testu 20°C po jejich odstranění tepelnou adsorpcí)



• Stanovit význam protilátky – typ probíhající hemolýzy, předpokládaná 

odezva na transfuze

– Chladový typ 

– Tepelný typ 

– Kombinace obou typů

• Určit množství protilátky vázané na erytrocytech  i volné v plazmě

– Titr/ředění AGH + určení titračního skóre (vs. FCM)

× Ze síly 1. reakce nelze získat validní informace 

× Nepřeceňovat kvantifikaci, ne vždy je přímá souvislost množství protilátky s hemolýzou

• Odlišit imunologický typ protilátky

– Auto vs. aloprotilátky /transfuziologický význam /adsorpce-eluce

– IgM vs. IgG /diagnostický význam/ redukční činidla DTT, termodestrukce

Správná diagnóza = vyšetření zhodnotit v kontextu klinických i 

laboratorních nálezů. Senzitivita PAT 99 %, specifita 92 %.



Další specifikace protilátek pomocí antiizotypových, 

antiidiotypových, antikomplementových protilátek 



Stručná sérologická charakteristika AIHA 

Abs v plazmě PAT Abs v eluátu Specifita Ab

WAIHA IgG (+A/M) IgG/C3 IgG panreaktivní (+ anti-e)

CAD IgM C3 nereaktivní I-i-Pr

PCH IgG C3 nereaktivní P

Kombinovaná IgG,M IgG/C3 IgG panreaktivní

Léky IgG IgG/C3 IgG často odvozené od Rh



Vyšetření CAD



Vyšetření WAIHA



Transfuzní léčba

• Komplikovaná situace, vyžaduje čas na došetření

– Problémy při stanovení krevní skupiny aj. antigenů 
• Hlásí je i při ověření skupiny u lůžka pacienta

• Vyžadují zařazení promývacích kroků

• Genotypizační vyšetření při alteraci antigenů

– Problémy při vyšetření nepravidelných protilátek
• Adsorpční techniky /auto vs. aloadsorpce/zvláště transfundovaní pacienti

• Eluční testy

– Většinou inkompatibilní transfuze
• Alespoň v základních antigenech shodné s pacientem

• Bez antigenu odpovídajícího aloprotilátce (15-43 % pacientů aloimunizovaných)

• Respektovat hemolyzující auto-anti-e /R2R2 dárci

? Testy kompatibility po adsorpci autoprotilátky

? Tolerance transfuze pacientem a potransfuzní hemolýza / hyperhemolýza

? Riziko potransfuzní imunizace 



Indicie pro „AIHA problém“

CAD

– Spontánní aglutinace erytrocytů při 20° nebo 30°C

– Hemolýza v testu s enzymovanými erys při 20°+30°C

– Komplikace při typizaci antigenů

– Klinicky hemolytická anemie + protilátky 20°+37°C negativní + PAT  

pozitivní (PCH)

– Cave kvalita vzorku – udržet teplotu 37°C, neponížit protilátku

• WAIHA

– Komplikace při vyšetření protilátek + v testech kompatibility 

– Komplikace při vyšetření antigenů

– Klinicky hemolytická anemie + PAT negativní (eluát?)



Poléková AIHA 

• Heterogenní skupina nemocí (autoimunita + alo-like imunita)

• 1 : 1 000 AIHA

• 1 : 1 000 000 lidí

• Známých přes 150 provokujících léků 

– Lék jako pravděpodobná příčina (po vysazení příznaky mizí)

• Dif. dg. složitá = verifikace léku jako příčiny hemolýzy/ průkaz protilátek

1. Lék-dependentních (přidání léku je nutné k průkazu v in vitro reakci)

2. Lék-independentních (autoprotilátky jsou sice navozené lékem, ale k prokázání 

reaktivity nevyžadují přidání léku)

– Průkaz v praxi obtížný: často kombinace nálezů, neimunitní vazba léku, 

přítomnost koincidentní AIHA; testy in vivo nelze provádět



Imunitní odpověď na léky

Závisí na faktorech ovlivňujících vznik konjugátu lék + protein

• Charakter nosičské molekuly (lék = hapten pro proteinové struktury)

• Stupeň konjugace protilátky s makromolekulou (epitopová denzita proteinu)

• Typ chemických vazeb mezi nimi (nízkoafinitní = slabé kovalentní)

 Jak tedy léky fungují při vzniku protilátek 

• Několik původních hypotéz - rigidní ilustrativní schéma 

1. Typ adsorpce léku (PNC typ, protilátky jen proti léku)

2. Typ nonpenicilinový (imunokomplexový, protilátky proti části léku i proti 

membráně erytrocytu)

3. Typ pravých autoprotilátek (methyldopový, protilátky proti membráně 

erytrocytu)

4. Typ nonimunitní (antialbuminový, pasivní adsorpce)



Imunitní odpověď na léky

– Později  jednotný koncept 

pro  typy 1.- 3. / zachován samostatný 4. nonimunitní typ

1. krok: Komplex lék nebo jeho metabolit + nosičská makromolekula   

→ konjugát lék + membránový protein  



2. krok: Změna složení membrány → vznik nového epitopu 

„neoantigen“ 



3. krok: Proti tomuto cizímu imunogenu se tvoří protilátky 

• Lék-dependentní (adsorpce + nonpenicilinový typ)

• Lék-independentní (typ pravých AIHA autoprotilátek)



• Lék-dependentní protilátky

– Specifita určená částí léku nebo  

společnou částí léku i membrány 

– Vazba protilátky na samotný lék 

nebo na membránu nefunguje

– Hemolýza po velké i malé dávce 

léku

– PAT IgG+ a/n C3+

– Reagují v přítomnosti léku, jen 

vzácně je in vitro lze navázat na 

erytrocyty, s enzymy zesílení 

reakcí

• Lék-independentní protilátky

– Navozené alterací membrány  

lékem-vazebná místa se však 

nemění

– Epitopem jsou proteiny membrány

– Podobné pravým autoprotilátkám 

– Vazba protilátky na pacientovy i na  

normální erytrocyty, neodliší se od 

WAIHA

– PAT IgG+

– Reakce nevyžaduje přítomnost léku

Obvykle se u jednoho pacienta kombinuje více mechanizmů 



Diagnóza polékové AIHA

• Opírá se o anamnestickou informaci o požití léku

• Po vysazení léku zlepšení klinického i laboratorního nálezu

• Rekurentní nemoc po opakovaném nasazení léku

• Chybí typický imunohematologický nález

– Většinou tepelný typ autoprotilátek

• Testy s použitím léku – sérum reaguje v přítomnosti léku  nebo s 

erytrocyty konjugovanými s lékem

• Pro in vitro průkaz obvykle nelze navázat lék na erytrocyty

• Průkaz při reakci lék + erytrocyty + protilátka (sérum pacienta)

• Transfuze jako u AIHA s tepelnými protilátkami 



Kazuistika



Kazuistika

• Donošený, zdravý 2,5 měsíční chlapec

• Doma spavý, žluté zbarvení kůže a sklér

• Laboratorní parametry

– Hb 56 g/l, ery 1,40 T/l, HTK 0,15 %, MCV 105 fl, rtc 740 x109/l, LFR 58 

MFR 19 HFR 22 %, anisocytóza

– bilirubin  65 umol/l, LD 20 ukat/l

• Klinicky málo vyjádřený anemický syndrom 

• Pracovní diagnóza hemolytické anemie

• Anamnéza negativní?

– Absolvoval 2. dávku povinného očkování hexavakcinou před 14 dny 
• záškrt, tetanus, dávivý kašel, hepatitida B, haemophilus influenzae, dětská obrna



Imunohematologické vyšetření

= statimové předtransfuzní vyšetření /180 ml ERDO

• Problémy s určením erytrocytárních antigenů

• Problémy při stanovení PAT

• Problémy s určením antierytrocytárních protilátek 

• Problémy při testech kompatibility

• Jediný benefit: dítě doposud netransfundované





retikulocyty



Retikulocyty 

periferní krev

Erytrocyty 

periferní krev

Plazma



Vyšetření retikulocytů: Diferenciace/separace 

erytrocytů dle jejich specifické hmotnosti

• Jednoduchá centrifugace  erytrocytů ve skleněných  

mikrohematokritových kapilárách

• Diferenciace novotvořených retikulocytů od starších erytrocytů 

(specifická hmotnost rtc 1,078  vs. ery 1,114)

– Časté použití pro odlišení autologních a transfundovaných erys

– Čerstvý EDTA vzorek, centrifuga, mikrohematokritové kapiláry, plastelina,

jehla, pilník

– Sedimentem promytých erytrocytů naplnit

kapiláry-zatavit konec-centrifugovat-odříznout

konec kapilár-vypláchnout horní vrstvu 



Další vyšetření

• Chladové aglutininy nezjištěny

• Nepravidelné protilátky 37°C papain/NAT vše 3+/ erys cord 3+

37°C solný test  vše 1+ / erys cord negativní

• Testy kompatibility 0 D-ccee K-Jka-S- reakce 3+

• Vyšetření eluátů

– Mražená eluce - průkaz AB0 protilátky proti A,B,0 erys/NAT: vše reakce 1+

– Kyselá eluce - průkaz nepravidelné protilátky  proti screening. erys: reakce 4+

- identifikace autoprotilátky: panspecifické/nespecifické reakce

• Plazma po adsorpci /WAIHA autoadsorpce na erytrocyty  PAT-

získané elucí

– Proti erytrocytům screeningovým + cord /papain + NAT:  negativní

– Použita pro další testy k vysycení lék-independentních autoprotilátek



Rozvaha

• Jednoznačně WAIHA 

– Tepelné panspecifické autoprotilátky + anti-I 

• Postvakcinační?

– Lék dostupný – ale mimo seznam inkriminovaných léků – proto testování na 

polékovou AIHA

• Vyšetření časově náročné a zatěžující v rutinním provozu

× Nepřipravovány erytrocyty konjugované s lékem – nejistý výsledek

• Málo léku, jaké pH? vazba léku? jaká pozitivní ctl? 

 Testování séra na lék-dependentní protilátky (reagují v přítomnosti léku)

Sérum po adsorpci lék-independentních autoprotilátek (WAIHA autoadsorpce)     

+ erytrocyty + lék 

– Relevantní kontroly



Poléková AIHA

Interpretace výsledků 

NAT hodnocení
» sérum pac. + lék + erys DK pozitivní pozitivní, protilátka proti léku

sérum pac. + FR + erys DK negativní negativní, bez protilátky

» sérum pac. + lék + C + erys DK pozitivní pozitivní, protilátka proti léku

sérum pac. + FR + C + erys DK negativní negativní, bez protilátky

lék + C + erys DK negativní negativní

FR + C + erys DK negativní negativní

Sérum po WAIHA adsorpci + erytrocyty v přítomnosti léku 



Poléková AIHA

Sérum  po WAIHA adsorpci + erytrocyty v přítomnosti léku

NAT 

37°C

 Sérum pacienta + lék + erys DK pozitivní

Sérum dárce      + lék + erys DK negativní

Sérum pacienta  + FR + erys DK negativní



Průběh

• Chronický při terapii kortikoidy

• Do 2 měsíců 

– Regrese v ctl

– Určení antigenů

– Změna avidity protilátky

– Relativně stacinární KO: Hb cca 70 g/l, rtc 700 G/l; bilirubin 50-70 umol/l

• Za 3 měsíce

– Stále aktivní onemocnění/ produkce protilátky

– Změna léčby

– Co dál? Fórum (steroidy, IVIG, Rituximab, Bortezomib, splenektomie)

• Za více jak 4 měsíce stacionární nález, relativně kompenzovaná 

hemolytická anemie Hb cca 70-80 g/l, bilirubin 50 umol/l

– Anti-CD20 + kortikoidy



Est rerum omnium magister usus

Praxe je učitelkou všech věcí

Při suspiciu na AIHA

• Diferencovat nálezy 

– Různé „nespecifické“ příčiny PAT+ (NAT+)

– AIHA „sérologická“ vyžaduje jiný přístup

– Řada zbytečných a nákladných vyšetření

• Odlišit typ AIHA

– Nezaměňovat boost efekt tepelné protilátky za kombinovanou AIHA

• Správně určit erytrocytární antigeny

• Rozlišit a specifikovat aloprotilátky

– Kompatibilita transfuze s ohledem na aloprotilátky

– Průběžné verifikování nálezu protilátek?




