Diagnosticky postup pri podozreni na hemoglobinopatiu
Doc.MUDr.Viera Fabryova,CSc.

Guidelines upravené podl'a odporucania WHO, ENERCA (European Network for Rare and
Congenital Anaemias) a TIF (Thallassaemia International Federation)

Odportcania pre:
1. Krajiny so sporadickym vyskytom hemoglobinopatii
2. Krajiny s vysokym vyskytom hemoglobinopatii

Diagnostika hemoglobinopatie v nasich podmienkach so sporadickym vyskytom choroby sa
vykonava pri klinickom a/alebo laboratornom podozreni na hemoglobinopatiu.

Z diagnostickych metod sa okrem zékladného vysetrenia KO (krvny obraz), KN (krvny
nater), vySetrenia parametrov Zeleza a vitaminov ako Specialne testy najCastejSie vyuzivaji
r6zne druhy ELFO (elektroforézy) hemoglobinu, HPLC (vysokou¢innd kvapalinova
chromatografia), izoelektricka fokusacia. Kone¢nt diagnézu vsak poskytuje az vySetrenie
DNA alebo analyza globinovych retazcov. Na orientacné vySetrenie je mozné pouzit’ niektoré
orientacné kvalitativne testy.

Klinické podozrenie na moZnu hemoglobinopatiu:
I.  Klinicka suspekcia na kosacikovi anémiu (resp. heterozygozitu HbS)
Il.  Klinicka suspekcia na talasémiu alfa, beta, hemoglobin H, hemoglobin Bart’s hydrops
fetalis
I1l.  NevysvetliteI'na mikrocytdza
IV. NevysvetliteInd hemolyza
V. NevysvetliteI'na cyandza
VI.  Nevysvetlitelna sekunddrna erytrocytéza
VII.  Privysetrovani HbAlc sa na HPLC zisti mozny variant hemoglobinu.

I. Diagnosticky postup pri podozreni na kosacikovi anémiu

Kosacikovanie erytrocytov vznika nielen pri kosacikovej anémii v homozygotnom stave, ale aj
pri niektorych d’alSich hemoglobinopatiach (kosacikové choroby).

Postup vySetrenia U pacientov so suspektnou kosacikovou anémiou

1) homozygot pre hemoglobin S HbSS

a) RA (rodinna anamnéza), etnicky povod rodiny (Afrika, ale aj Grécko, Taliansko,
India).

b) klinické vySetrenie: daktylitida, splenicka sekvestracia, aplastické krizy vyvolané
infekciou parvovirusom B19, bolestivé krizy.

c) KO, KN, test solubility hemoglobinu, orienta¢ny test na sklicku po deoxygenacii,

d) ELFO hemoglobinu na celul6zoacetatovych foliach pri alkalickom pH, kapilarna
elektroforéza, HPLC. Testy u deti mladSich ako 6 mesiacov nie st spol'ahlivé (vysoky
obsah hemoglobinu F).

e) DNA analyza

2) heterozygot pre hemoglobin S (HbS)

a) nebyvaju klinické poruchy, avsak pri niektorych zat'azovych situaciach (infekcia,

hypoxia, extrémna ndmaha, horolezectvo, gravidita) sa moze objavit’ nejasna

hematuria, v krvnom natere mikrocyty s predizenou osou az kosagikové formy.
b) V ELFO hemoglobinu méze byt zvySena hodnota hemoglobinu A2.




c) Deficit zeleza ako aj megaloblastové zmeny mézu prekryvat uvedeny obraz. Najmé
u pacientov z vyssie uvedenych etnik je potrebna zvySena pozornost’.

Poznamka: Pred anestetickym a chirurgickym vykonom je u pacienta s podozrenim na
nosicstvo genu hemoglobinu S potrebné vykonat uvedené testy a upozornit anesteziologa
a chirurga na mimoriadnu prevenciu hypoxie, mozného znizZenia objemu krVi, acidozu

a hypotermiu.

I1. Diagnosticky postup pri podozreni na talasémiu

1)

2)

3)

Beta talasémia

Na beta-talasémia major je treba mysliet, ked’ diet'a po 3-6 mesiacoch veku (najcastejSie
urcitého etnického pévodu) méd mikrocytovi anémiu, ktora nie je zapric¢inena deficitom
zeleza.

Postup vySetrenia:

a) rodinna anamnéza, etnicky povod, Vhodné vySetrenie oboch rodi¢ov s konzultaciou

b) klinicky obraz — porucha vyvoja, rozne somatické a organové zmeny

c) KO, KN, bazofilné bodkovanie erytrocytov (inkluzie alfa ret'azcov)

d) v kostnej dreni je erytroidna hyperplazia, dyserytropoéza, bazofilné bodkovanie

e) ELFO hemoglobinu a HPLC st vysoké hodnoty hemoglobinu A2 a F, hemoglobin A
je nepritomny alebo zna¢ne zniZzeny

f) DNA analyza

Na beta-talasémia intermédia je treba mysliet’, ked’ starSie diet’a alebo adolescent

(najcastejsie urcité¢ho etnického povodu) ma mikrocytovii anémiu, hepatosplenomegaliu,

niekedy zltacku, prominujuce nado¢nicové obluky a licne kosti, poruchy vo vyvoji

zubov. Vicsinou obaja rodicia su heterozygoti pre beta-talasémiu, niekedy jeden z nich

moze mat’ ,tichu“ mutaciu. Dieta je dvojity heterozygot.

Postup vySetrenia

a) ako pri talasémia major

b) v ELFO hemoglobinu a v HPLC je pritomny hemoglobin A2 a F, nizke percento
hemoglobinu A.

Beta-talasémia minor — je potrebné vylucit’ najprv deficit Zeleza a anémiu pri ACD.

Postup vySetrenia:

a) rodinna anamnéza, etnicky povod

b) v objektivnom vysetreni niekedy splenomegalia

c) KO v norme, resp. anémia, znizené hodnoty MCV, v krvnom natere mikrocyty,
anizocyty, poikilocyty, bazofilné bodkovanie, tercové bunky, retikulocytoza, zvySena
osmoticka rezistencia erytrocytov,

d) ELFO hemoglobinu a HPLC - zvys$ené hodnoty HbA2 (v 1/3 pripadov aj HbF)

e) DNA analyza

Poznamka: Problémom moéze byt talasémia minima bez akychkolvek laboratornych zmien
(moze sa prejavit' v homozygotnom alebo dvojitom heterozygotnom stave potomstva dvoch
heterozygotnych rodicov).

1)

Alfa talasémia

Alfa+t talasémia v heterozygotnej (-, alfa / alfa, alfa) a homozygotnej (-, alfa/ -, alfa)
forme. Je potrebné vylucit’ najprv beta-talasémiu a deficit Zeleza.

Postup vySetrenia:

a) RA, etnicky povod

b) klinicky obraz je nenapadny




C) anémia nemusi byt pritomna, s znizené hodnoty MCV a MCH
d) ELFO hemoglobinu a HPLC su v norme (zriedka sa zachyti hemoglobin Bart)
e) DNA analyza

Poznamka: Na rozdiel od beta-talasémie maoze byt hned’ po narodeni napadnd mikrocytoza.

2) Alfa0 talasémia v heterozygotnej forme (-, - / alfa, alfa)
Postup vySetrenia:
a) RA, etnicky povod
b) klinicky obraz je nenapadny.
€) moze byt ahka anémia, zvySeny pocet erytrocytov, retikulocytoza, znizené hodnoty
MCYV, obcas sa daji dokazat’ inkluzie hemoglobinu H.
d) ELFO hemoglobinu a HPLC st v norme
e) DNA analyza.

Poznamka: Po narodeni je v krvnom natere napadna mikrocytoza, prechodne sa v ELFO
alebo HPLC moze zachytit hemoglobin Bart.

3) Hemoglobin Constant Spring

Postup vySetrenia:

a) Ma napadnejsi klinicky obraz, moze byt anémia, zltacka, splenomegalia.

b) Laboratérne znizené MCV, MCH, zvySeny MCHC, bazofilné bodkovanie erytrocytov,
retikulocytoza.

c) Je mozné ho dokéazat’ na ELFO hemoglobinu na acetatocelulézovych foliach pri
alkalickom pH a pomocou HPLC

d) DNA analyza.

4) Hemoglobin H (alfa talasémia --, /-, alfa), vytvara sa hemoglobin zo 4 beta retazcov.
Postup vySetrenia:
a) RA, etnicky povod
b) splenomegalia
€) anémia, znizené hodnoty MCV, retikulocytdza, inkluzie hemoglobinu H (,,golfové
lopticky*),
d) ELFO hemoglobinu - pritomny hemoglobin H, nizke hodnoty hemoglobinu A2.
e) HPLC
f) DNA analyza

5) Hemoglobin Bart’s Hydrops Fetalis (alfa talasémia -,- /-,-)

Diet’a sa narodi mftve alebo skoro umiera (najéastejsi etnicky povod je Cina, juhovychodna
Azia, Turecko, oblast’ Stredozemného mora).

I11. Diagnosticky postup pri nevysvetlitePnej mikrocytéze
Potrebné vylucit’ deficit zeleza a anémiu chronickych choréb. Anémia nemusi byt’ pritomna.

Postup vySetrenia:

a) rodinnd anamnéza, etnicky povod

b) klinicky obraz vi¢sinou nenapadny

c) KO, krvny nater- hodnoty MCYV st znizené; ak je MCH menej ako 27 pg treba mysliet
na heterozygotnu beta- talasémiu. Pri hodnote MCH menej ako 25 pg sa mdze jednat’
0 alfa-talasémiu.

d) ELFO hemoglobinu. Ak sa pri vySetreni ELFO hemoglobinu nezisti zvySena hodnota
HbA2, zvazit' ini hemoglobinopatiu.

e) HPLC

f) DNA analyza




V. Diagnosticky postup pri nevysvetlite’'nej hemolytickej anémii

Potrebné vylucit’ CastejSie priciny hemolyzy.

Postup vySetrenia moznej hemoglobinopatie:

1) Hemoglobin H

a)
b)

c)

d)
e)
f)

RA, etnicky povod

klinicky nalez — splenomegalia, Zltacka, tmavy moc, zIcové kamene

Znizené hodnoty MCV, MCH, MCHC, mikrocyt6za, hypochromia, poikilocytoza,
terCové bunky, inklizie hemoglobinu H,

ELFO hemoglobinu

HPLC

DNA analyza.

2) Hemoglobin C

a)
b)

c)

d)
e)
f)

RA, etnicky povod

klinicky nalez — splenomegdlia, Zltacka, tmavy moc, zl¢ové kamene

znizené hodnoty MCV a MCH, ter¢ové bunky, rozne deformované erytrocyty,
hypochromia, krystaly hemoglobinu C v erytrocytoch,

ELFO hemoglobinu

HPLC

DNA analyza.

3) Nestabilné hemoglobiny

a)
c)
d)

e)
f)

V bode a, b, vid’ vyssie. Ikterus sa objavuje len ob¢as, va¢sinou pri infekcii alebo po
uziti oxidujucich latok.

KO, KN, zvysené hodnoty MCV, znizené MCHC, polychromézia, rozne deforméacie
erytrocytov, Heinzove telieska, inkltuzie hemoglobinu H, tepelny alebo isopropanolovy
test na nestabilné hemoglobiny,

ELFO hemoglobinu

HPLC

DNA analyza.

V. Diagnosticky postup pri nevysvetlitel'nej cyandze

Vv pripade normalnej kyslikovej saturacie v arterialnej krvi:

vylicenie enzymovej poruchy (deficit cytochrom b5-Met-Hb-NADH reduktazy,
vyskyt moze byt aj u stirodencov pacienta)

methemoglobin pri moznom hemoglobine M so sklonom k oxidacii (vyskyt je v rodine
vo vertikalnej linii).

variantné hemoglobiny so zniZenou afinitou ku O2 a nestabilné hemoglobiny

Postup vySetrenia:

a)
b)

c)

d)
€)

RA

klinicky nalez cyanozy

KO, KN (Heinzove telieska),tepelny alebo isopropanolovy test na nestabilné
hemoglobiny,

vysetrenie spektralnej absorpcie hemolyzatu

ELFO hemoglobinu (pred elektroforézou vsetky vysetrované hemoglobiny maju byt
zmenené na methemoglobin pridanim KCN).

V1 .Diagnosticky postup pri nevysvetlite’'nej erytrocytoze



Vylucenie primarnej polycytémie a ostatnych pric¢in sekundarnej erytrocytdzy. Mozna je
sekundarna erytrocyt6za vyvolana hemoglobinmi s vysokou afinitou ku kysliku (v¢itane
niektorych hemoglobinov M).

Postup vySetrenia:
a) RA (autozomalne dominantna dedi¢nost), etnicky povod
b) klinicky nalez pletory
c) KO (zvysené hodnoty hemoglobinu, erytrocytov, hematokritu), KN, tepelny alebo
isopropanolovy test na nestabilné hemoglobiny,
d) ELFO hemoglobinu (pri alkalickom aj kyslom pH),
e) HPLC
f) izoelektricka fokusacia
g) erytropoetin

Problémy pri diagnostike hemoglobinopatii:

¢ Organizacné
o nemysli sa na moznu hemoglobinopatiu
o nevykona sa prislusny test, aj ked’ sa nait mysli (podcenenie diagnostiky, finan¢né
problémy)
o laboratérium vykonavajuce prislusné testy nema dost’ informacii na stanovenie
spravnej diagndzy (nie je uvedeny etnicky povod pacienta, transfuzna liecba,
podavanie liekov)

e Technické

o bezné laboratorne chyby rézneho druhu, nesktsenost’ personalu v uvedenej
diagnostike

o potrebné zvolenie spravneho diagnostického postupu, overenie vysledku
viacerymi metddami

o V krajinach len so sporadickym vyskytom beta-talasémii sa beta-talasemické ¢rta
hodnoti mylne ako hepatopatia, deficit zeleza a vitaminov, u¢inok niektorych
liekov a pod.

o pri vySetrovani KO skladovanych vzoriek sa MCV erytrocytov po 24 hodinach
od odberu krvi zvysuje

o diagnostika beta-talasémie sa ma vykonat’ aj pri hraniénych hodnotach HbA2
3,5% a MCH menej ako 27 pg. Tiché formy beta- talasémie pri normalnych
hodnotéach parametrov krvného obrazu a beznej diagnostike unikajii zachyteniu.

o podceneny vyznam rodinnej anamnézy

o po prelieceni deficitu Zeleza je potrebna kontrola krvného obrazu; dolezité
mysliet’ aj na to, Ze deficit zZeleza zniZuje frakciu HbA2 pri ELFO hemoglobinu

o zvySeny HbA2 moze mat’ aj iné pri¢iny ako je napr. HIV infekcia alebo nestabilné
hemoglobiny.

Poznamka: Podrobny postup jednotlivych testov vid' v prislusnej literature



Centra pre vySetrenie hemoglobinopatii

V pripade objavenia sa pacienta so suspektnou hemoglobinopatiou mézete po dohovore
poslat’ na dorieSenie jeho krvné vzorky (1x skiimavka s krvou ako na KO odobrata do EDTA
a 1x krvny nater nativny nezafarbeny) na jedno z uvedenych pracovisk:

Ing. Jana Netriova, MUDr.Peter Bozek,CSc., OKBH, Nemocnica sv. Michala (NMO), Cesta
na Cerveny most 1, 83331 Bratislava

MUDr. Monika Drakulova, Synlab SK s.r.o0., Limbova 5, 833 05 Bratislava

MUDr. Zuzana Laluhova-Striezencovd,MPH, Ing. M. Oslancovd, OKBH, DFNsP, 833 40
Bratislava

RNDr. Michaela Macichovd, OKBH, FN L. Pasteura, Trieda SNP 1, 040 01 KoSice

RNDr. Andrea Kollarova, VLM- lab. lekarskej genetiky FN Nitra, Spitalska 6, 95001, Nitra

Register hemoglobinopatii na Slovensku

Register pre hemoglobinopatie bol vytvoreny za ucelom epidemiologického vyskumu
talasémii a inych hemoglobinopatii na Slovensku. Centrum poskytuje informécie a
konzultacie u pacientov so suspektnymi alebo diagnostikovanymi hemoglobinopatiami.
Adresa:

Doc.MUDr.Viera Fabryova,CSc.

Nemocnica sv. Michala (NMO), hematologia

Cesta na Cerveny most 1, 83331 Bratislava

E-mail: viera.fabryova@nsmas.sk

Tel.c.: 02-59351-372.

V pripade novo zachytenej hemoglobinopatie prosime hlasit’ na uvedent adresu.

Informacia mé obsahovat’:

Meno a priezvisko pacienta, rodné ¢islo alebo datum narodenia, etnickd prislusnost’, rodinna
anamnéza, klinicky nalez (zakladné udaje), vysledky KO a ELFO hemoglobinu, prip. ostatné
potrebné laboratorne vySetrenia.
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