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ABSTRAKT

Bakalarska prace je zaméfena na imunohematologické vySetfeni téhotné Zeny
a novorozence pii riziku hemolytického onemocnéni novorozence (HON).
Teoretickd cast se vénuje krevné skupinovym systémum, imunitni reakci
organismu, rozdéleni HON dle inkompatibility v krevné skupinovém systému a

imunohematologickému vySetfeni.

Prakticka cast je zaméfena na zpracovani dat pacienti s rizikem HON
vysetfenych na Oddéleni krevni banky FN Motol v obdobi let 2018-2022. Kromé
dat pacientt jsou také zobrazeny prehledy provedenych laboratornich metod
v pritbéhu obdobi péti let. Jsou popsany standardni operacni postupy pro
vysetfeni krevni skupiny ABO RhD, screening antierytrocytarnich protilatek,
identifikace antierytrocytdrnich protilatek, vysSetfeni fenotypu, titrace
antierytrocytarnich protilatek, vysetfeni autoprotilatek, vySetfeni volnych

imunnich protilatek a pfimy antiglobulinovy test.

Celkové na Oddéleni krevni banky v FN Motol v obdobi let 2018-2022 bylo
vySetfeno 31 pacienti. Z toho u jednoho pacienta se prokdzala profylaxe
imunoglobulinem anti-D a mohlo se vyloucit riziko HON. Zpracovana data
ukazuji, Ze nejcastéji vySetrené HON bylo zptisobeno inkompatibilitou ABO
systému. Jedna se o 54 % z celkové 30 vySetfenych pacient(i. Pocet provedenych
laboratornich metod na Oddéleni krevni banky se béhem péti let vyrazné
neménil. Vyznamnym zavérem této prace je zjisténi, Ze pocet pacientt: s rizikem

HON od roku 2020 do roku 2022 klesal.

Klicova slova

HON; aloimunizace; krevné skupinové systémy; imunohematologie; pfimy

antiglobulinovy test; novorozenecky ikterus



ABSTRACT

The bachelor's thesis is focused on immunohaematological testing of pregnant
women and newborn at risk of hemolytic disease of the newborn (HDN). The
theoretical section deals with blood group systems, the immune responseof the
organism. The specification and categorization of HDN according to
incompatibility in the blood group system and immunohaematological testing is

also included.

The practical part is focused on processing and presentation of patients” data
at risk of HON examined at the Department of Blood Bank FN Motol in the
period 2018-2022. In addition to patient data, summaries of laboratory methods
performed over a period of five years are also displayed. In accordance with
Standard operating procedures of blood type ABO, RhD testing, anti-erythrocyte
antibody screening, identification of anti-erythrocyte antibodies, phenotype
testing, anti-erythrocyte antibody titration, autoantibody testing, free immune

antibody testing, and direct anti-globulin test are described.

Overall, 31 patients were tested at the Department of Blood Bank at Motol FN
in the period 2018-2022. Of this, one patient had evidence of prophylaxis with
immunoglobulin anti-D and a risk of HDN could be excluded. Processed data
show that the most frequently investigated HDN was caused by compatibility of
the ABO system. This is 54% of the 30 patients examined overall. The number of
laboratory methods performed did not differ significantly over five years. The
decrease of incidence of HDN found in the years 2020-2022 is of the most

importance.

Keywords

HDEN; alloimmunation; blood-group systems; immunoheamatology; direct

antiglobulin test; neonatal icterus



T UVOGuioiiciciencceceenceeeneeeeeeesseeeeesseesesseesessssss s 10
2 CUIE PIACE ..ottt 1
3 Prehled soucasného stavu..........ccccccciviiiiiiiiiiiiniiiiiicce 12
31 Krevné skupinove systemy ........ccccooeveviiiiiiiiiiiiccccccccnees 12
311 ABO SYSLEM....cuiuiiiiiiiiiiiiicc e 12
312  RhSYStEM oo, 15
313 Ostatni krevné skupinoveé systémy ...........cccccoovvvviiininiincccccnnnen. 16

3.2 Imunitni reakce pfi HON ......ccooiiiiiiiiie 17
321  Imunoglobuliny .......ccccoiiviniiiiniiiniiiiiinccee 17
3.2.2  Imunitni odpoved ..o 18
3.2.3 Eliminace inkompatibilnich erytrocytt plodu.........ccccccevueuennnene 19

3.3 Rozdéleni HON.......ccccoooiiiiiiiiiiiiiccc e 20
3.31 ABO inkompatibilita........ccccovioiniiniiiiiiiiiiicccce 21
3.3.2  Rhinkompatibilita .......ccccceoeviriiiniiiniiiiiiinicicincccces 22
3.3.3 Inkompatibilita jinych krevné skupinovych systémfi................... 22

3.4 Imunohematologické vySetfeni téhotné Zeny ..........cccoevevvvuciniecnnnnnne. 23
3.41 VysSetfeni krevni skupiny ABO systému a RhD...............ccccecece. 23
3.4.2 Nepfimy antiglobulinovy test.........ccccevecniiiniiiiniiniiniicnccns 26
3.4.3 Screening nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek ........... 27
3.44  Titracni VySetFen.....ccocecviiviiiiniiiniiiiicireeeeeeeee e 27

3.5 Imunohematologické vySetfeni NOVOrozence ............cccocovueueucviniruennnee. 28
3.51 Primy antiglobulinovy test ..........ccccoceiiiniiiiiiniiiiciicce 29

3.5.2  VysSetfeni ABO SKUPINY .....cccvueirieiniiiiiiciniciecieeceeieceeeen 29



3.6 Klinicky obraz HON .......ccccccooiiiiniiniiiiiiiiicicccce 29

3.61 Novorozeneckd anémie...........ccococeviieiriiiiniiiniiciniicieceeees 30
3.6.2 Novorozenecky iKterus ..., 30
3.7 Prevence HON ..o 31
3.71  Anti-D imunoglobulin..........cccccocviiiiiiiiiniiiiiiiccce 31
3.72  Erytrocyty Kell negativni .........ccccccoouiiviiiiiniiniiiiiiiiiiciicens 32
MetodiKa. ... 34
41 REAZENCIE .....oouviniiiiiiiiiic s 34
4.2 Pfistrojové vybaveni a material.........c.cccccveiniiiiiniiniiiiniiiiiicce 35
4.3 Odbér biologického materidlt.........ccceeciviiiniiiiniiniiiiiiiicccce, 35
4.4 Vysetteni krevni skupiny ABO Rh(D) .....cccccoeeviiviniininiiniiiiiccee 35
441 Sloupcova aglutinace DG Gel.........cccccceviiniiiiniiniiniiiciiccnne, 35
442 Zkumavkovad metoda........ccoiiniiiiiniiiiniiii 36

4.5 Screening antierytrocytarnich protilatek — sloupcova aglutinace Bio-

Rad .o 37

4.6 Identifikace antierytrocytarnich protilatek — Grifols............cccccece... 38
4.7  VySetfeni fenotyPul.....ccccceeiiiiiiiiiiiiiicic s 39
471 V Rhsystému - ImuMed. .........cccccovvviiiiiiiiice 39
4.7.2  Rh-Kell sloupcovou aglutinaci ...........ccceceevvvevininnnininicnecee 40
4.8 Titrace antierytrocytarnich protildtek..........ccocovviiiiiiinniiinnen 40
4.9 Vysetteni autoprotilatek v séru pacienta.........ccccceveveieiiiciniiiiiicicinnnns 41

410  VysSetfeni krevni skupiny novorozence sloupcovou aglutinaci DG

Gl NOWDOTIL oo 42

411 Vysetfeni volnych imunnich protilatek u novorozence ...................... 42



412 Primy antiglobulinovy test...........cccoiiiiiiniiniiiic, 43

4121 Kvalitativni vySetfend ... 43
4122  Kvantitativni vySetfeni ..........cccccveiviiiiniiiniiiniiciciiccieeees 44

413 Microsoft EXCel......cccocooiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciicic 44

5 VYSIEdKY .o 46
51 Data pacientt1 v obdobi let 2018-2022..........c.ccccvvviuiviniiciniiniiiiiiccinne, 46

5.2 Prfehled provedenych laboratornich metod v obdobi let 2018-2022 ... 52

6 DHSKUZE ..o 63
7 ZAVET . 66
8  Seznam pouZitych zkratek..........ccooeviniiiiniiiniiiiiie 67
9 Seznam pouZité literatury..........cccccveiviiiiiniiiiniiiicce 69
10 Seznam pouZzitych OBTAZKU ......ccceuiviiiiiiiiiiiiiicccccee 77
11 Seznam pouzitych tabulek..........ccccoiiviiiiiniiniiiiiiiiiiciccceeee 79

12 SeZNAIMN PTILON .o e e e e et e e e e e e e e e eeeaeeeeeeeaennnnne 80



1 UVOD

Hemolytické onemocnéni novorozence je poskozeni plodu nebo novorozence
nejcastéji pfi inkompatibilité erytrocytarnich antigenti matky a plodu. Pfi odlisné
krevni skupiné si matka vétSinou béhem prvniho téhotenstvi zacne tvorit
protilatky proti erytrocytim plodu. HON nejcastéji zpusobuji klinicky
vyznamné protilatky. Jedna se napfiklad o protilatky Rh systému (anti-D, anti-c,
anti-E), Kell systému (anti-K) a dalsich. Tyto protilatky jsou tridy IgG, které
prochdazi placentou do krevniho obéhu plodu. V nasledujicim téhotenstvi jiz
vytvofené matéiny protilatky rychleji reaguji a zpusobuji dfivéjsi rozpad
erytrocytii plodu a novorozence. To se nejcasté&ji projevi u novorozence ikterem.
U zavaznéjsich pfipadt mtZe dojit az k amrti ditéte.

Pro spravnou diagnostiku HON je dtlezité provést imunohematologické
vySetfeni téhotné Zeny a novorozence. V Ceské republice se
imunohematologické vySetfeni téhotni Zeny provadi béhem 10.-16. tydne a 26.-
32. tydne téhotenstvi. Provadi se vySetfeni krevni skupiny ABO systému a
screening antierytrocytarnich protilatek. V pripadé pozitivniho screeningu se
nasledné provadi identifikace antierytrocytarnich protilatek. Dale se provadi titr
protilatek, ktery je kvantitativnim ukazatelem rizika aloimunizace téhotné zeny.
Novorozenci se po narozeni vysetfuje krevni skupina ABO systému a pfimy

antiglobulinovy test (PAT).
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2 CILE PRACE

Cil prace v teoretické casti md shrnout problematiku hemolytického
onemocnéni novorozence (HON). Budou popsany typy onemocnéni, laboratorni
imunohematologické vysetfeni t¢hotné Zeny a novorozence a klinicky obraz

onemocnéni.

V praktické casti je cil prace predevSim statistické zpracovani dat pacienti
s rizikem HON na Oddéleni krevni banky ve FN Motol z obdobi let 2018-2022.
Ziskana data za jednotlivé roky budou graficky a tabulkové zpracovana. DalSim
cilem prace je podrobny popis laboratornich vySetfeni antierytrocytdrni
protilatky téhotné Zeny a novorozence, ktera zptisobila HON. Jedna se o
vysetfeni krevni skupiny sloupcovou aglutinaci a zkumavkovou metodou,
screening a identifikace nepravidelnych antierytrocytdrnich protilatek, vySetfeni
fenotypu, titrace nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek, pfimy
antiglobulinovy test, volné imunni protildtky u novorozence a vySetfeni

autoprotilatek.
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3 PREHLED SOUCASNEHO STAVU

3.1 Krevné skupinové systémy

3.1.1 ABO systém

ABO systém byl prvni objeveny krevné skupinovy systém. Byl popsan v roce
1901 Karlem Landsteinerem, ktery systém roztadil do tfi skupin A, B a C. Krevni
skupina C se nyni oznacuje 0. Karl Landsteiner dale popsal Landsteinerovo
pravidlo charakterizujici vyskyt urcitych protildtek v plazmé, které nereaguji s
vlastnimi erytrocytarnimi antigeny. Pokud by byly v plazmé pfitomny protilatky
proti erytrocytdrnim antigenim dochéazelo by k imunitni reakci antigen-
protilatka (Ag-Ab). Krevni skupinu AB nasledné Landsteiner popsal za dva roky.
V objevu krevnich skupin také figuroval cesky lékar Jan Jansky, ktery dosahl
stejného objevu jako Karl Landsteiner. Jansky popsal ctyfi krevni skupiny
znacené fimskymi ¢islicemi (I aZ IV) v roce 1907. Od tficatych let 20. stoleti se

pouziva nynéjsi oznaceni krevnich skupin [1; 2].

ABO systém obsahuje ¢tyfi krevni skupiny. Jedna se o skupiny oznacované A,
B, AB, 0. Rozdé&luji se podle pfitomnosti antigent na povrchu erytrocytti, tyto
povrchové antigeny se oznacuji jako aglutinogeny. Vyskyt aglutinogent
nachdzime prevazné na povrchu erytrocytd a ddale v télnich tekutindch,
epitelovych a endotelovych burkach. Jsou popsany tfi aglutinogeny A, B, H.
Aglutinogen H, ktery nachazime u osob s krevni skupinou 0, je prekurzorem A
a B antigenu. Aglutinogeny ABO systému, jsou zbiochemického hlediska
oligosacharidy. Skladaji se z N-acetylgalaktosaminu, N-acetylglukosaminu, L-
fukozy, D-galaktozy. Déle je dtilezity pro jejich vznik enzym glykosyltransferaza,
ktera na prekurzor H pripojuje jednotlivé cukerné zbytky. Jednotlivé krevni
skupiny ABO systému se od sebe odlisuji podle navazaného koncového

cukerného zbytku. Pokud se koncovy cukerny zbytek N-acetyl-D-galaktosamin
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vaze pomoci A-transferazy na prekurzor H, jedna se o antigen A. Navazdnim
cukerného zbytku D-galaktozy B-transferazou na prekurzor H vznika antigen B.
Podrobnéjsi biochemické slozeni aglutinogentt ABO systému zndzornuje obrazek

111, 3].
[ ] L-fukéza

O D-galaktéza

A N-acetyl-D-galaktosamin

£ \ N-acetyl-D-glukosamin
4
N

L

prekurzor antigen H anl]gen B antigen A

L L- fukosyitrans(erazal l L galaktosyl ransfera‘zau J

a-N- acetylgala»(tosammy!tram!eraza

Obrazek 1 - Biochemické sloZeni krevnich skupin ABO systému [4]

Protilatky, které se vyskytuji v plazmé proti A a B aglutinogenu se nazyvajt
aglutininy (anti-A, anti-B). Jednd se o pfirozené protilatky, jejichz nazev je
odvozen od vzniku. Protilatky k podmétu své tvorby nepotiebuji pfedchozi
imunizaci. Tvorba antierytrocytarnich protildtek podle literatury zac¢ind béhem
2.-8. mésice od narozeni a jejich nejvy3si koncentrace v plazmé je kolem 5.-9. roku
zivota. Pfirozené protilatky jsou obvykle typu IgM. Novorozenci mtzou ziskat
prirozené protilatky tfidy IgG od matky s krevni skupinou 0, kdy protilatky anti-
A a anti-B pfi hemolytickém onemocnéni plodu/novorozence (HON) prochazeji

pres placentu [1; 3].

Krevni skupina A ma na povrchu erytrocytu aglutinogeny A a v plazmé se
vyskytuje aglutinin anti-B. Jak uvadi tabulka 1, krevni skupina A je v populaci
Ceské republiky zastoupena nejcastéji a jeji vyskyt se pohybuje kolem 42 %.
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Tabulka 1 - Charakteristika krevnich skupin ABO systému [1]

krevni . .. populace v
skupina genotyp | aglutinogeny | aglutininy CR
A 0A, AA A anti-B 42 %
B 0B, BB B anti-A 15 %
AB AB A, B - 4 %
0 0 0 anti-A 39 %
anti-B

Druhd nejvice zastoupena skupina je 0 s 39 %. Nejmensi populacni zastoupeni
v Ceské republice maji krevni skupiny B s 15 % a AB s 4 %. U krevni skupiny A
byly popsany podskupiny A: az Ae. Jednotlivé podskupiny se od sebe odlisuji
poctem antigennich mist a mutaci transferdzy. Kazd4 transferaza je rozdilna
v typu fetézce. Nejcastéji rozliSujeme podskupiny A1 a Az, kdy podskupina A1ma
vice antigennich mist neZ podskupina A:. Dle literatury je vyskyt podskupiny A:
u krevni skupiny A v populaénim zastoupeni castéjsi, nez ma podskupina A-.
Ostatni podskupiny skupin A a B maji slaby vyskyt antigenti, a proto jsou vzacné.
Krevni skupina B obsahuje aglutinogeny B a aglutininy anti-A. Na povrchu
erytrocyti krevni skupiny AB jsou pfitomny oba aglutinogeny A, B, v plazmé
nejsou piitomné zadné aglutininy. Naopak v plazmé krevni skupiny 0 jsou
pfitomny oba aglutininy anti-A, anti-B, ale na povrchu erytrocytt je absence
aglutinogenti. V pfipadé vyskytu stejnych aglutinogent a aglutinini dojde
knavadzani protildtky na antigen. Vysledkem této reakce Ag-Ab je vznik

hemolytické reakce [1; 3].

Vyskyt krevni skupiny ABO systému u osob je dan geneticky. Na devatém
chromozomu se nachazeji geny ABO systému. Alely se dédi od obou rodict, které
jsou odlisné v dominantnosti a recesivité. Dominantni alela potlacuje projev
znaku recesivni alely. Alely A, B jsou dominantni vci alele krevni skupiny 0,
ktera je recesivni. Krevni skupina AB se vyznacuje kodominanci. Kodominance
je jev, kdy dochazi k projevu alely A a zaroven alely B. V systému ABO jsou
varianty Sesti genotypt (AA, A0, BB, B0, AB, 00). Vyskyt jednotlivych variant
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genotypti u krevnich skupin ABO systému je podrobnéji zobrazeno v tabulce 1.
Vzacné se muiZze vyskytovat genotyp hh, ktery se vyznacuje absenci aglutinogenu
H. Jeho absenci se nepfipojuji cukerné zbytky na prekurzor H a tim nedochazi
k tvorbé aglutinogenti A, B. Tento jev se oznacuje jako Bombay fenotyp.
V zavislosti na genotypu vznikaji ¢tyfi fenotypy, kdy se projevi urcity znak genu

(A, B, AB, 0) [L; 3].

3.1.2 Rh systém

Rh systém byl dle literatury objeven Karlem Landsteinerem v roce 1940.
Systém je pojmenovan podle opice Makak rhesus. Karl Landsteiner ve
svém experimentu imunizoval krali¢i sérum opicimi erytrocyty a nasledné v séru

doslo k tvorbé protilatky proti erytrocytarnimu antigenu opice [1; 3].

V Rh systému bylo dle klasifikace International Society of Blood Transfusion
(ISBT) dosud zjisténo ptes 50 antigenti. Nejvyznamnéjsimi antigeny systému jsou
D, C, ¢, E, e. Zhlediska transfuzniho lékafstvi je antigen D zdsadni, jelikozZ ma

velmi silnou schopnost imunogenicity [1; 4].

Protilatky v Rh systému se oznacuji jako nepravidelné aglutininy. Tyto
aglutininy se v plazmé od narozeni nevyskytuji, kjejich tvorbé dochazi po

pfedchozi imunizaci. Podnéty pro imunizaci jsou nejcastéji podani
transfuze inkompatibilni krve s Rh faktorem, porod nebo potrat. Aglutininy Rh
systému jsou typem IgG protilatek. Tento typ protildtek ma schopnost prochazet

placentou. Dale mohou zptisobit HON pfevazné protilatkami anti-D, anti-c nebo

hemolytickou potransfazni reakci (HTR) pozdniho typu [1; 2].

Antigen D se vyskytuje ve formé antigennich determinant na proteinu RhD.
Osoby, u kterych se detekuje antigen D oznacujeme jako RhD pozitivni. Oznaceni

RhD negativni je u osob, které maji misto proteinu RhD protein RhCcEe. Proteiny
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se od sebe odliSuji v 30-35 aminokyselinach. Tvorbu antigentt Rh systému dale
ovliviiuje pfitomnost dvou gent, které se nachazeji na prvnim chromozomu.
Jedna se o gen RHD, ktery vyjadiuje antigen D a gen RHC vyjadfujici ostatni
antigeny C, ¢, E, e. Pfi mutaci nékterého z genti dochazi ke vzniku dvou
atypickych forem antigenu D. Tyto formy se nazyvaji slaby antigen D (D<)
nebo variantni antigen D (Dvaiant), Dweak se od normadlniho antigenu D odliSuje
kvantitativné. M4 tedy vSechny D epitopy, ale jejich exprese je slaba. Osoby Deak
jsou schopny slabé imunizace, a proto maji malé riziko tvorby protilatek anti-D.
Dvariant se odliSuje kvalitativné od antigenu D. Hlavni rozdil mezi Dvariant g Dweakje
v poctu epitopti, kdy Dviant mg absenci jednoho nebo vice D epitopii. Osoby
s timto antigenem mohou po kontaktu snormalnim antigenem D tvofit
protilatky anti-D. Vyskyt téchto mutaci je vétSinou vzacny. Z celkového poctu
RhD negativnich osob podléha imunizaci pfiblizné 75 %, aby se pfi podani
transfuzniho pfipravku vyvarovalo nasledné imunizaci méla by byt

transfundovand RhD negativni krev [3; 4].

3.1.3 Ostatni krevné skupinové systémy

Po objeveni systémtt ABO a Rh byly popsany dalsi systémy napfiklad MNS,
Kell, Duffy, Lewis, Lutheran, Kidd a dal$i. Nékteré krevné skupinové systémy
zplsobuiji tézké formy HTR nebo HON [1].

Antigenni struktura systému MNS je glykoproteinova s kyselinou sialovou.
Nejcastéji zastoupené antigeny v systému jsou M, N, S, s, U. Vyskytuji se
fenotypové kombinace M+N+, M+N-, M-N+, Sts+, Sts-, S-s+. Mezi pfirozené
protilatky se obvykle zafazuji anti-M a anti-N. Tyto protilatky na rozdil od anti-

S, anti-s jen vzacné zptisobuji HTR nebo HON [2; 3].

Systém Kell obsahuje 27 antigenti a kazdy antigen ma své ciselné oznaceni

(KEL1-KEL27). Vyskyt genu Kell systému nalézame na sedmém chromozomu. Po
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antigenu D maji druhou nejsilnéjsi imunitni odpovéd. Nejvyznamnéjsimi
antigeny systému jsou Ka k. Jejich antigenni struktura je glykoproteinova.
Antigen K (KELI) je v literatufe také oznacovan jako Kel. Jeho zastoupeni
v kavkazské populaci se pohybuje kolem 9 %. Vyskyt u Afri¢anti, Asiati a Indt
je vzacny. Procentualni zastoupeni antigenu K u Afri¢ant se pohybuje kolem 1,5
%. Protilatky anti-K zpusobuji tézké formy HTR a HON. Antigen K pfi HON
nezpusobuje pouze hemolyzu, ale i potlacuje v kostni dfeni erytropoézu. Pti
podani transfuze je tfeba divkam a mladym Zendm podavat krevni pfipravky bez
pritomnosti antigenu K, tim lze zabrani tvorbé velmi imunogennich anti-K.
Nejvétsi zastoupeni 91 % v populaci ma antigen k (KEL2). V literatufe se také
setkavame s ndzvem Cellano. Dale jsou v systému zastoupeny antigeny Kp? Kp®,

Js?, JsPa dalsi [3; 5].

3.2 Imunitni reakce pfi HON

Imunitni systém ma velmi dtleZitou tlohu v lidském organismu. V ramci jeho
tyziologického fungovani rozeznava latky télu cizi. Latky, které vyhodnoti jako
cizi nasledné prisluSnymi mechanismy odstrariuje. Imunitni systém se déli na
dvé slozky. Na pfirozenou a adaptivni. Pfirozend imunita spousti ochranné
mechanismy pfed cizimi antigeny jiz pfi prvnim kontaktu. Dale se déli na
vrozenou a nespecifickou. Mechanismy adaptivni imunity zahdji obrannou

reakci az po setkani s cizim antigenem. Déli se na ziskanou a specifickou [6].

3.2.1 Imunoglobuliny

Protilatky maji stavbu imunoglobulinu (Ig). Ig tvar pfipomind pismeno Y,
jehoz skelet tvofi ¢tyfi fetézce. Jak je uvedeno na obrazku 2 jedna se o dva shodné
tézké fetézce a dva shodné lehké fetézce. Imunoglobulinové fetézce jsou spojeny
disulfidickou vazbou a wvnitini fetézce jsou také navzdjem propojeny

disulfidickymi vazbami. Vnitro fetézcové vazby napomahaji vzniku domén, kdy
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lehké fetézce maji variabilni a konstantni domény. Konstantni domény maji
schopnost aktivovat komplement. V misté variabilnich domén se nachazi

vazebnd mista pro antigen [7].

vazebné misto
lehky / pro antigen
NH? / fetézec NHS

\/<rariabilni
/ oblast

konstantni
oblast

tézky
fetézec

OO Do

Obrazek 2- Stavba IgG [8]

Imunoglobuliny se rozdéluji do péti tfid: IgG, IgM, IgA, IgE, IgD. Zastoupeni
pfi HON ma prevazné IgG a IgM. IgM je nejvétsi imunoglobulin, jelikoZ ma
stavbu pentameru. Jeho velikost je divod, pro¢ nema schopnost prochazet pres

placentu. IgG, ktery ma stavbu monomeru je mnohem mensi nez IgM [7; 9].

3.2.2 Imunitni odpovéd

Imunitni systém matky po kontaktu sinkompatibilnimi erytrocyty plodu
spusti obranné mechanismy. Antigen prezentujici buriky (APC) se navdzou na
cizi erytrocytarni antigen. Mezi APC se fadi dendritické a monocytomakrofagové
butiky. T a B lymfocytiim jsou prezentovany cizi antigeny pomoci APC. Cast
cizich erytrocytli je odstranéna pomoci makrofagi a z dalsi casti se tvori
pamétové buriky. Tyto pamétoveé buriky se uplatiiuji pfi dalsim kontaktu s cizim
antigenem béhem dalsich téhotenstvi maji rychlejsi reakci. Po prezenci APC se T

lymfocyt preménuje na plazmatické bunky, které maji schopnost tvofit
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protilatky. Jako prvni se tvofi protilatky IgM, jednd se o primarni odpovéd.
Nasleduje sekundarni odpovéd, pfi které dochdzi k tvorbé IgG a to prevazné
podtiid IgGl, IgG3. Tvorba protilatek IgG oproti IgM trva déle. Béhem prvniho
tehotenstvi se IgG nestaci dotvofit ve velkém mnoZstvi. Malé mnozstvi IgG
béhem prvniho téhotenstvi ve vétsiné piipadi nezpisobuji zadvazny pribéh

HON, ale vytvofené protilatky se uplatiiuji az pri dalsim tehotenstvi [9].

3.2.3 Eliminace inkompatibilnich erytrocyti plodu

Odstranovani ciziho antigenu ptsobenim specifickych protilatek probiha
reakci IL. typu, kterd se oznacuje cytotoxicka. Specifické protilatky jsou tfidy IgG.
Protilatky obecné nemaji schopnost pfimo nicit cizi antigeny, ale
s erytrocytarnimi antigeny plodu vytvori komplex Ag-Ab. Pomoci protilatky
dojde k opsonizaci Ag-Ab. Opsonizace je jev, kdy se latka oznaci a prislusné
buriky ji zni¢i. Na odstranéni ciziho antigenu se podileji mechanismy: fagocytdza,

aktivace komplementu, opsonizace komplementem [9].

Fagocytoza je proces navazani fagocytujicich bun€k na opsonizovanou bunku.
Po navazani ji fagocytujici buniky adsorbuji a ndsledné zniéi. Buriky uplatiiujici
se pri fagocytdze jsou monocyty a makrofagy. Niceni erytrocyt probihd hlavné
ve sleziné. Pfi zniceni erytrocytu se uvoliiuje hemoglobin, ktery se nasledné

preménuje na bilirubin [9].

Komplement se sklddd ze sérovych a membranovych proteind. Slozky
komplementu se znaci jako C1-C9. IgGl a IgG3 maji schopnost aktivovat
komplement. Podminkou pro aktivaci je pfitomnost velkého mnozstvi protilatek.
IgG je mald molekula s malo Fc vazebnymi misty, C1 pro svoji aktivaci potfebuje
nejméné dvé Fc oblasti. Po vzniku imunokomplexu Ag-Ab se na Fc cast
protildtky navaze Cl slozka komplementu. Nasledné se spousti fada

mechanismti az do C9. Jednda se o niceni cizi bunky pomoci aktivace
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komplementu klasickou cestou, kdy nastane rozpad erytrocytu. Aktivace
komplementu klasickou cestou vznika prevazné u ABO inkompatibility. Pfi
tomto obranném mechanismu vznika riziko intravaskuldrni hemolyzy. Béhem
téhotenstvi je ve vétSiné pfipada lehky prabéh intravaskularni hemolyzy.
Dtivodem je nizka koncentrace inkompatibilnich erytrocyti v krevnim fecisti

matky [9].

Opsonizace komplementem neprobihd do C9 jako tomu je pri aktivaci
komplementu klasickou cestou. Aktivace probihd do faze slozky C3.
Imunokomplex Ag-Ab se premisti do jater, zde se na Ag-Ab navaZe makrofag.
Vazbu makrofdgu na imunokomplex zajiStuje C3b slozka komplementu.
Makrofag nasledné adsorbuje a nici tento imunokomplex. K likvidaci Ag-Ab

dochdzi v jatrech [9].

3.3 Rozdéleni HON

HON je patologicky stav plodu nebo novorozence. Jako dal$i oznaceni pro
HON se také pouziva hemolytic disease of the fetus and newborn (HDEN). Pti
HON dochézi k neslucditelnosti mezi antigeny plodu a matky. Ve vétsiné pfipadii
se tento patologicky stav vyskytuje béhem druhého téhotenstvi matky. HON se
rozdéluje dle protilatky krevné skupinového systému, ktera zptisobila
aloimunizaci. Délime na HON pfi inkompatibilité systému ABO, Rh a ostatnich
systému jako je napfiklad Kell. Prtibéh zavisi na mnozstvi protilatky a stafi

plodu. Ve vaznych pripadech dochézi k tmrti plodu [3; 4].

MtiZe nastat situace, kdy plod zdédi antigeny po otci. Béhem tfetiho trimestru
téhotenstvi erytrocyty plodu proniknou do matcina krevniho obéhu. Pranik
erytrocytli je pfes placentu, tento proces se nazyva fetomaterndlni krvaceni
(Fetomaternal hemorrhage FMH). Matc¢in imunitni systém pii inkompatibilité

vyhodnoti antigeny plodu jako cizi. Matka si zacne tvofit protilatky proti

20



antigeniim plodu, jedna se o aloimunizaci. Erytrocytarni aloimunizace je
imunologicky stav, kdy imunitni reakci dochazi k tvorbé protilatek proti cizimu
erytrocytarnimu antigenu. Transport vytvofenych protilatek k plodu je umoZznén

placentarnimi receptory (FcRn) [3; 4].

Reakce matcinych protilatek santigeny plodu zptisobi pfedéasny rozpad
erytrocytt plodu, které jsou ve sleziné fagocytovany pomoci monocyto-
makrofagového systému (MMS). Nasledné dojde k hemolyza erytrocytti. BEhem
hemolyzy je vysoky vyskyt nekonjugovaného bilirubinu. Jatra novorozence po
narozeni nezvladaji konjugovat bilirubin, ktery byl v pribéhu téhotenstvi
konjugovan jatry matky. Vysoka koncentrace nekonjugovaného bilirubinu mtze
na novorozenci zanechat nasledky, které jsou popsany v kapitole 3.6 Klinicky

obraz HON [3; 4].

Tabulka 2- Nejcéastéjsi protilatky zptisobujici HON [4]

Klinicky vyznamné

-D, -¢, -K, -E, -C, -e, -Ce, -cE, -Fy?, -Jk? -A, -B a dalsi
protilatky ¢ &G y) acast

Klinicky nevyznamné

o, -P1, -Le?, -Leb, -H, -1, -HI, -N, -Lutheran a dalsi
protilatky

3.3.1 ABO inkompatibilita

B

se tento typ HON vyskytuje u matky s krevni skupinou 0, kterd ma protilatky
anti-A, anti-B. Plod s krevni skupinou A nebo B nema pfitomny obé stejné
protilatky jako matka. Matciny protilatky anti-A, anti-B k plodu prochazi
placentou. Nejcastéji se pii ABO inkompatibilité vyskytuje u plodu krevni
skupina A. Pokud md plod krevni skupinu A, matka krevni skupinu 0 dochazi
k reakci antigenu A plodu a protilatky od matky anti-A. K podobnému
mechanismu by dochdazelo, kdyby plod mél krevni skupinu B a matka krevni

skupinu 0. K HON ABO inkompatibility mtze dojit jiz béhem prvniho
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téhotenstvi. Na projevu onemocnéni nezaleZi na poctu téhotenstvi, to je jedna z
odlisnosti s Rh inkompatibilitou. Typicky projev HON v ABO inkompatibilité je
vznik novorozenecké Zloutenky. Zloutenka se u novorozence objevuje do 24
hodin po porodu. HON ABO inkompatibility ma vétSinou mirny prabéh, ktery je

snadno lécitelny [3; 4].

3.3.2 Rh inkompatibilita

Tento typ HON je zptsobeny pifevazné protildtkami anti-D, anti-D+C,
anti-D+E. V pribéhu prvniho téhotenstvi matka s RhD negativnim faktorem je
aloimunizovana erytrocyty plodu. Plod zdédil pozitivni RhD faktor po otci. Ve
tfetim meésici prvniho té€hotenstvi dojde k FMH. Matcin imunitni systém
vyhodnoti RhD pozitivni erytrocyty plodu jako cizi a spusti se obranny

mechanismus tvorbou protilatek anti-D. Vytvofené protilatky jsou tridy IgG [4].

Neni pravidlem, ze pfi kazdé inkompatibilité RhD negativni matky a RhD
pozitivniho plodu vzdy dochdzi k aloimunizaci matky. K aloimunizaci nemusi
dojit pti nizkém poctu proniklych erytrocytti plodu do matcina krevniho obéhu
a dale pfi ABO inkompatibilité. V matéiné krevnim obéhu jsou erytrocyty plodu
s antigeny D niceny aglutininy ABO systému. ABO inkompatibilita mtize branit

projevu Rh aloimunizaci matky [4].

V dalsich téhotenstvich pfi inkompatibilité RhD dochdzi pfi praniku RhD
pozitivnich erytrocytli k vyraznéjsi tvorbé protilatek anti-D. Jako prevence proti

vzniku HON pfi RhD inkompatibilité se zendm podava IgG anti-D. [4]

3.3.3 Inkompatibilita jinych krevné skupinovych systémi

Pti HON zptisobenym krevné skupinovym systémem Kell se castéji objevuje
utlum erytropoézy v kostni dfeni. Protilatky anti-K ptisobi na prekurzory

erytropoézy nebo mohou zptsobit destrukci prekurzord. K aloimunizaci
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vétsinou nedochazi béhem téhotenstvi, jak tomu bylo v jiz zminénych typech
HON, ale v podani transfuznich p¥ipravki Kell pozitivni. Zenam v obdobi
fertility je doporuceno z preventivniho déivodu podavat transfuzni ptipravek

Kell negativni. Pfi tomto typu HON jsou ¢asto pfitomny tézké anémie [3; 4].

3.4 Imunohematologické vysSetfeni téhotné zeny

Béhem téhotenstvi se provadi fada laboratornich vySetfeni. Mt{izeme je délit
na biochemickd, hematologickd, imunologickd a dalsi. Odbéry pro
hematologické vysetfeni se provadéji do zkumavky s protisrazlivym cinidlem

obsahujici kyselinu ethylendiamnintetraoctovou (EDTA) [10].

V Ceské republice se na zacatku téhotenstvi béhem 10.-16. tydne provadi
laboratorni vySetfeni krevné skupinového systému ABO a screening
nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek. VySetfeni se opakuje ke konci

téhotenstvi, literatura uddva rozmezi 26.-32. tyden téhotenstvi [11].

3.4.1 Vysetfeni krevni skupiny ABO systému a RhD

Principem vySetfeni krevné skupinového systému ABO je pfima aglutinacni
reakce, kterd je viditelnd pouhym okem. Aglutinogeny se vySetfuji komercné
dodavanymi diagnostickymi antiséry, kdy se pouzivaji minimalné dvé antiséra
(anti-A, anti-B). Nékteré laboratofe vyuZzivaji jesté tfeti diagnostické antisérum
anti-AB. Pfi stanoveni aglutininti se vyuZzivaji diagnostické erytrocyty Al a B, také
se mohou vyuzit diagnosticka erytrocyty 0. V pfipadé vyskytu aglutinace se
makroskopicky hodnoti jeji stupné intenzity. Intenzita aglutinace se udava

v rozmezi 0 az 4+ [12].

Ve vétsiné piipadli se vysetfeni antigenu D provadi zdroven s vySetfenim
krevni skupiny ABO. Urceni antigenu D je dtlezity hlavné pro RhD negativni
téhotné Zeny, kterym muze byt profylakticky aplikovan anti-D jako prevence
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pfed HON. Stanoveni opét vyuziva principu pfimé aglutinacni reakce. Pfi
vySetfeni antigenu D se vyuzivaji diagnostickd monoklondlni antiséra anti-D,
které jsou tfidy IgM. PouZzivaji se dvé diagnosticka antiséra s riznymi klony
protilatek a jedna kontrola. VySetfované erytrocyty, které se resuspendovaly
v LISS-NAT (low ionic strenght solution) se inkubuji s diagnostickym antisérem.
Inkubace probiha pfi teploté 37 °C. V pfipadé pozitivity se protilatky
z diagnostického séra navaZou na antigen a dochazi ke vzniku komplexu Ag-Ab.
Antiglobulinum humanum (AGH) ndasledné reaguje s navazanou protilatkou na
antigenu. Pozitivni vysledek ma viditelnou aglutinaci u obou pouzitych
diagnostickych antisér. Vysledky jednotlivych krevnich skupin ABO systému a
antigenu D jsou podrobnéji zndzornény na obrazku 3. V pfipadé odlisného
vysledku mezi diagnostickymi antiséry (pozitivni/negativni), rozdilna intenzita
reakce nebo pfi tézko detekovatelné aglutinaci se vySetfuje Dwek nebo Dvariant,
Stanoveni variant antigenu D se provadi nepfimym antiglobulinovym testem
(NAT). Pro stanoveni jsou potfeba dvé antiséra tfidy IgG, pozitivni kontrola
obsahujici Dk a negativni kontrola. Pokud pozitivné reaguje na variantu
antigenu D alespon jedno diagnostické sérum, t€hotna Zena se povazuje za RhD

pozitivni s variantou antigenu D [12; 13].
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Obrazek 3 — Vysledky vysetteni krevnich skupin AB0 systému a antigenu D [14]

Preklad k obrazku 3: Blood group (krevni skupina), Control (kontrola), Not

valid (neni platné).

Velmi casto se vlaboratorni praxi vysetfuje krevni skupina metodou
sloupcové gelové aglutinace. Komercné dodavané plastové karty obsahuji
mikrozkumavky s35 pl dextranakrylamidovym gelem ve kterych dochazi
k reakci mezi erytrocyty a antiséry. Mozné vysledky sloupcové aglutinace
znazornuje obrazek 4. Na automatickych analyzatorech se krevni skupina
vysetfuje v mikrotitracnich destickdch, tento typ vySetieni je vhodny pro zafizeni

s velkym pocétem vzorkd na vySetfeni. Diive se v laboratofich vyuzivalo
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vysetfeni ve zkumavkach, kdy se vysledna aglutinace hodnotila makroskopicky

pod svétlem. Od této metody se dnes jiz ustupuje [12].

I
I\ 7\ /l\ ATE /\ /\ / \

Obrazek 4 - Vyhodnoceni sloupcové gelové aglutinace [15]

Popis obrazku 4: — Negativita, W+ malé viditelné shluky aglutinovanych bunék
a dolni ¢ast s peletou neaglutinovanych bunék, 1+ malé shluky aglutinovanych
bunék v dolni ¢asti kolony, 2+ malé a stfedni shluky aglutinovanych bunék v celé
kolonég, 3+ stfedni shluky aglutinovanych bunék v horni ¢asti kolony, 4+ pruh

aglutinovanych bunék v horni ¢asti kolony, mf dvoji populace, H hemolyza

3.4.2 Neptimy antiglobulinovy test

NAT je v literaturdch uvadén také jako nepfimy Coombsiiv test. NAT detekuje
volné protildtky pfitomné v plazmé. Tento test ma vyuZiti nejenom
v imunohematologickém vySetfeni t€hotné zeny, ale i pfi testovani kompatibility
krevnich pripravka pred jejich vydanim pacientovi. Princip stanoveni NAT
spociva v inkubaci stanovovanych erytrocyti a diagnostického AGH séra pfi
teploté 37 °C. Pokud jsou pfitomny na stanovovanych erytrocytech hledané
antigeny, které reaguji s diagnostickym AGH sérem dochdzi k aglutinaci.

Aglutinace znadi pozitivitu vySetfeni [12; 16].
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3.4.3 Screening nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek

Screeningem nepravidelnych protilatek se miZou stanovit klinicky vyznamné
protilatky zpusobujici HON. Vysetfeni vyuzivd metody NAT. Pouziva se
pacientova plazma nebo sérum a tfi panely diagnostickych erytrocyti.
Diagnostické erytrocyty musi minimalné obsahovat antigeny C, Cw, ¢, D, E, e, K,
k, Fy?, Fy®, Jk2, Jkb, S, s, M, N, Le Pacientova plazma nebo sérum se inkubuje
s diagnostickymi erytrocyty pfi teploté 37 °C. Pfi vySetfeni je moZnost pouZiti
enzymoveého testu, ktery je doplnkovy a umoznuje stanovit IgG i IgM. Enzymovy
test napt. u krevné skupinovych systémti Rh a Kell zvy3Suje intenzitu reakce
protilatek. V pfipadé pozitivniho vysledku se nasledné provadi identifikace

nepravidelnych protilatek [12; 17].

Pfi identifikaci protildtek se vyuziva stejné metody, kterd byla vyuzita pri
screeningu. PouZivaji se certifikované identifikaéni panely diagnostickych
erytrocytii se zastoupenim fenotyptt DCe/DCe, DcE/DcE, D negativni. Tyto
identifikacni panely by mély mit schopnost urcit klinicky vyznamné protilatky
také ve smési (napt. anti-D+C). V pfipadé nizké protildtkové reaktivity v NAT
nebo pfi vyskytu smési protildtek je moznost vyuziti diagnostickych erytrocytt,

které jsou enzymaticky upravené [13].

V Ceské republice je ro¢né laboratorné diagnostikovéano ptes 15000 RhD
negativnich téhotnych zZen. Pozitivni vysledek screeningu nepravidelnych

protilatek dle literatury ma vice nez 5 000 téhotnych Zen za rok [18].

3.4.4 Titracni vysetfeni

Titracni vySetfeni se provadi pfi pozitivnim screeningu nepravidelnych
antierytrocytarnich protilatek. Jedna se o kvantitativni stanoveni aloprotilatek,

kdy titr je ukazatelem rizika aloimunizace téhotné Zeny. VySetfeni sloupcovou
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aglutinaci je presnéjsi nez zkumavkovou metodou, proto se pouziva castéji [17;

19].

Hodnoty vysledného titru aloprotilatek se posuzuji dle metody provedeni a
typem aloprotilatky. Pfi vyhodnocovani se zohledniuje, zda u opakovaného
téhotenstvi ma Zena zaznamenané predchozi vysledky titracniho vySetfeni.
Hodnoty titracnich vySetfeni, které jsou dle literatury jiZ na hrané referenéniho
rozmezi jsou zaznamenane v tabulce 3. Pokud je prvni zachyceny titr mensi nebo
roven 8 je téhotna Zena sledovana a dochazi na kontrolu jednou za ¢tyfi tydny.
Vysledny vysoky titr nebo také nazyvan kriticky titr téhotné zeny ukazuje na
riziko tézké formy HON nebo hydrops. Vysledek titrace antigenu K je specificky
v tom, Ze jiz pfi nizkych hodnotach miize zptisobit téZkou formu HON. Kriticka
hodnota titru antigenu K je uddvana jiz pfi vysledku 4, naopak antigen E i pti

vysokych hodnotdch titrace nemusi zptisobit HON [17; 19].

Tabulka 3 — Kritické titry aloprotilatek [17]

Kriticky titr sl p Kriticky titr zk Kové
Aloprotilatka riticky t1t1: sloupcove riticky titr zkumavkove
aglutinace metody
anti-D, anti-C, anti-E >1:128 >1:32
ostatni >1:128 >1:64

3.5 Imunohematologické vySetfeni novorozence

U novorozencti se odbér krve se provadi z prstu nebo paticky. Nejcastéji se
odbér provadi z laterdlni a medidlni ¢asti chodidla nebo paticky. Je moznost
odebirat pupecnikovou krev, ze které Ize stanovit krevni skupinu ABO a RhD.
Krev pupecéniku obsahuje Whartontiv rosol, ktery mize pfi vySetfeni zptisobovat
falesnou aglutinaci erytrocytt. Odbér plazmy nebo séra novorozence se provadi
do odbérového systému mikrotaineru, jeho kapacita je 600 pl. Jako u vétSiny
hematologickych vySetfeni se jako antikoagulaéni ¢inidlo vétSinou pouziva

EDTA [12; 13].
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3.5.1 Pfimy antiglobulinovy test

Pfimy antiglobulinovy test zkracené PAT je metoda vysetfujici erytrocyty,
které maji na svém povrchu navazanou protilatku nebo komplement. V praxi se
nejcastéji na stanoveni pouziva gelova aglutinace. VySetfované sérum se
promyje, aby se protilatky, které nejsou navazané na erytrocytech neudavaly
faleSné negativni vysledek. Jako promyvaci roztok se nejcastéji pouziva 0,9%
tyziologicky roztok. Principem metody PAT je reakce stanovovanych erytrocytii
s diagnostickym AGH sérem. V pfipadé vyskytu erytrocytti snavazanou
protildtkou nebo komplementem dochdzi k reakci s diagnostickym AGH sérem

a nasledné k aglutinaci [12].

3.5.2 Vysetieni ABO skupiny

Novorozenciim se stanovuji antigeny krevné skupinového systému ABO.
Aglutininy ABO systému (anti-A, anti-B) novorozence se nevysettuji. Jak jiz bylo
zminéno v prvni kapitole jejich tvorba zac¢inad béhem 2.-8. mésice zivota. Z toho
dtivodu se pomoci diagnostickych sér opakuje vySetfeni aglutinogent pro
ovéfeni jejich spravné detekce. Pokud je tfeba vySetfit novorozenci protilatky pfi
podezieni na HON jesté pred jejich pocatkem tvorby, vySetfuji se protilatky

z plazmy nebo séra matky [13].

3.6 Klinicky obraz HON

Na zdkladé klinického priabéhu HON se odviji pfipadné postizeni plodu nebo
novorozence. Projev klinického obrazu zalezi na nékolika faktorech napft. stari
novorozence, typu a koncentraci protilatky, ktera zptsobila HON. Neékteré
klinické stavy mohou byt pro plod nebo novorozence fatalni. Ve vétsiné pfipadu
je hydrops fetalis pro plod smrtelny. Mezi hlavni pfiznaky HON se fadi
novorozeneckd anémie (¢asnd, pozdni) a novorozenecky icterus, ktery se pfi
vyskytu onemocnéni projevuje nejcastéji [19; 20].
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3.6.1 Novorozenecka anémie

Novorozenecka anémie se déli na ¢asnou a pozdni. Vznik ¢asné anémie je
zplisoben protildtkami od matky, které se vyskytuji vkrevnim fecisti
novorozence. Tyto aloprotilatky i po porodu zptsobuji nadale hemolyzu

erytrocytt [19].

Pozdni anémie nejcastéji vznikd po podavanych transfuzich a nésledné
dochdazi k potlaceni erytropoézy. Velmi casto se pfi laboratornim vySetfeni
pozdni anémie nachdzi snizené hladiny retikulocytd a erytropoetinu. Pfi
aloimunizaci novorozence antigenem RhD mitize byt vyskyt pozdni anémie
umoznén nekolika zptsoby. Prvni zptisob mtize byt pomoci protilatky anti-D,
ktera ptlisobi na prekurzory erytrocyti v kostni dfeni. Pisobenim protilatky
anti-D dochdzi k ndslednému zniceni prekurzorti. Dalsi zptisob vzniku anémie
je opét v ucinku anti-D, ale tentokrat dochdazi k niceni nezralych forem erytrocytti
neboli retikulocyti. A v poslednim zptisobu dochdzi k vyluc¢ovani nizkého
mnozstvi hormonu erytropoetinu, ktery je dtlezity pro tvorbu erytrocytti. Pri
terapii pozdni anémie se podavaji transfuzni piipravky, které jsou

resuspendované a ozarené [19].

Tézka anémie je velmi vaznd forma HON. Pfi této anémii hemoglobin
novorozence dosahuje hodnot 50-100 g/l. Mezi téZkou anémii se fadi hydrops
fetalis. Pfi hydropsu dochdzi k nedostatecnému okyslicovani tkani plodu,
hypoproteinemii, hromadéni télni tekutin v dutindch a nasledné selhavani srdce.

Tento stav ¢asto vede k tumrti plodu [20].

3.6.2 Novorozenecky ikterus

Novorozenecky ikterus (icterus neonatorum) je stav, ktery se projevuje
zvySenou koncentraci bilirubinu neboli hyperbilirubinémii. Pfi rozpadu

erytrocytu se uvolnuje hem, ktery je katabolizovdn pomoci enzymu
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hemoxigenazy a vysledkem této reakce je CO a biliverdin. Biliverdin je nasledné

redukovan enzymem biliverdin reduktdzou na bilirubin [20; 21].

Fyziologicky ikterus se objevuje nejdfive den po porodu a jeho vrchol
dosahuje béhem tfetitho a ctvrtého dne Zivota. Poté sam ustupuje. Hladina
bilirubinu se béhem prvnich ¢tyfech dnii Zivota novorozence pohybuje okolo
200-300 pumol/l. Pokud se ikterus odlisuje od fyziologického prtibéhu jedna se o
patologicky ikterus. Nejcastéji se jedna o ikterus zptlisobeny inkompatibilitou
ABO nebo RhD krevné skupinového systému. Zde se sleduje hodnota
koncentrace bilirubinu stanoveného v krvi, ale i stafi novorozence. Rychlejsi
vzestup koncentrace bilirubinu signalizuje zavazné&jsi riziko pro novorozence. Pfi
klinickych pfiznacich ikteru dochazi u kiZe, sliznic a sklér ke zbarveni do Zluta

[22].

Pfi vyssich hodnotach je novorozenec vystaven riziku jadrového ikteru. Pri
tomto typu ikteru dochdzi k vdznému poskozeni mozku a naslednému tumrti.
V piipadé, Ze novorozenec jadrovy ikterus pfezije ma neurologické nasledky.
Vyskyt jadrového ikteru v Ceské republice je vyjimeény z diivodt zavedenych
preventivnich opatfenich jako je sledovani novorozence na specializovanych

oddélenich nejméné po dobu tfi dnt [22].

3.7 Prevence HON

3.7.1 Anti-D imunoglobulin

Preventivné se protilatka anti-D tfidy IgG podava téhotnym Zendm, u kterych
nebyly detekovany zadné protilatky anti-D. Davka imunoglobuliny zavisi na
obdobi, v jakém trimestru se téhotna zena nachdzi. Minimalni davka obdobi do

20. tydnu gravidity je 50 ug a po 20. tydnu gravidity je 100 pug imunoglobulinu
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anti-D. Po 20. tydnu gravidity se zaroven doporucuje pro specifikaci mnozstvi

davky vysetfit objem FMH [23].

V prvnim trimestru se imunoglobulin vétSinou podava pfi umélém nebo
pfirozeném ukonceni téhotenstvi, po operativnim zakroku k ukonceni
mimodélozniho téhotenstvi a dalsi. Téhotné Zené staci mensi davka a to 50 ug
anti-D imunoglobulinu. Ve druhém a tfetim trimestru se aplikuje davka dvakrat
vyS$i nez v prvnim trimestru a to 100 pg. Davka se podava po prenatdlnich
diagnostickych vykonech jako je aminocentéza nebo kordocentéza. Dale se
podava pfi poporodnim krvaceni, po odumfeni plodu intrauterinné, poranéni
v oblasti bficha nebo po umélym potratu. Stejna davka jako béhem druhého a
trettho trimestru se také podava po porodu RhD pozitivnhiho novorozence.
Davka 250 pg imunoglobulinu anti-D se podava béhem 28. tydne gravidity jako
predporodni profylaxe. Anti-D imunoglobulin by mél byt Zené aplikovan co
nejdfive. Nejpozdéji se Zené imunoglobulin aplikuje do 72 hodin po jiz
zminénych pfikladech stavii. Pokud se imunoglobulin nestihne podat do 72
hodin je moZnost ho podat do 13 dnt od uplynuti uddlosti pfi které dochdzi
k senzibilizaci antigenem RhD. Ve vyjimecnych situacich se doporucuje po 28

dnech od porodu podat dalsi davku imunoglobulinu [23].

3.7.2 Erytrocyty Kell negativni

Kell negativni Zena se miize imunizovat pouze po podané Kell pozitivni
krevni transfuzi nebo diky prenosu Kell pozitivnich erytrocytti plodu pres
placentu. Rotné je v Ceské republice béhem screeningu nepravidelnych
antierytrocytarnich protiladtek stanovena klinicky vyznamna protilatka anti-K
priblizné u 100 téhotnych Zen. Pokud ma plod pfitomné komplementarni antigen
na povrchu svych erytrocytt, tak je plod ohrozen HON. Komplementdarni
antigen se stanovuje pomoci KEL genotypu. Pfiblizné u 95 plodii se nachazi tento
komplementarni antigen. Protildtka anti-k je béhem screeningu nepravidelnych
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antierytrocytarnich protilatek stanovena pfiblizné u 10 t¢hotnych Zen a u 9 plodt
je stanoven komplementarni antigen. Hlavni prevence proti vzniku HON
zplsobeny Kell systémem je v podavani Kell negativnich krevnich pripravki
béhem transfuze Zendm v reproduktivnim stadiu, kterym nebyly detekovany

anti-k protilatky [24].
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4 METODIKA

4.1 Reagencie

e Serigrup Diana A1/B (vyrobce Grifols)

e DG Gel Sol (vyrobce Grifols)

e Karta DG Gel ABO/Rh (vyrobce Grifols)

e 0,9% NaCl (vyrobce Baxter)

e Referencells Ai, B (vyrobce Immucor)

e Anti-A, anti-B (vyrobce ImuMed)

e Anti-D IgM RUM]I, anti-D IgM P3x61 (vyrobce ImuMed)
e Control solution (vyrobce ImuMed)

e ID-karta LISS/Coombs (vyrobce Bio-Rad)

e ID-karta Neutral (vyrobce Bio-Rad)

e ID-karta Reverse grouping with antibody screening (vyrobce Bio-Rad)
e ID-dilulent 2 (LISS) (vyrobce Bio-Rad)

e ID-dilulent 1 (bromelin) (vyrobce Bio-Rad)

e Screeningové erytrocyty DiaCell I-II-III (vyrobce Bio-Rad)
¢ Identisera Diana (vyrobce Grifols)

e Identisera Diana P (vyrobce Grifols)

e Identisera Diana Extend (vyrobce Grifols)

e Identisera Diana Extend P (vyrobce Grifols)

e DG Gel Coombs (vyrobce Grifols)

e DG Gel Neutral (vyrobce Grifols)

¢ DG Gel Neutral/Coombs (vyrobce Grifols)

e Anti-C, ¢ E, e, C¥(vyrobce ImuMed)

e Karta DG Gel Rh Pheno+Kell

e Karta DG Gel Newborn (vyrobce Grifols)

e ID-karta DAT IgG - Dilution (vyrobce Bio-Rad)
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4.2 Pristrojové vybaveni a material

e Centrifuga Rotanta 460R

e Centrifuga DG Spin

e Promyvaci centrifuga Rotolavit

e Centrifuga MPV

e [D-centrifuga 24S

e Inkubator DG Therm

e Automatické pipety a plastové pipetovaci Spicky
e Laboratorni stojan

e DPlastové zkumavky

e Venozni krev, pupecnikova krev

4.3 Odbér biologického materialu

Krev pacienta se odebira prevazné do odbérovych systémti Vacuette KsEDTA,
Serum 2 ml. Déle je moZzné vyuzit odbérovych systémii obsahujici protisrazliva

¢inidla EDTA, heparin, ACD, CPD, CPDA anebo bez protisrazlivého ¢inidla [25].

4.4 Vysetfeni krevni skupiny ABO Rh(D)

4.4.1 Sloupcova aglutinace DG Gel

Popis metody

Karta DG Gel obsahuje osm mikrozkumavek, ve kterych je gel se specifickymi
protildtkami. V pfipadé reakce mezi vySetfovanymi erytrocyty a protilatkami,
které jsou pfitomny v gelu dochdzi k aglutinaci. Aglutinované erytrocyty se
béhem centrifugace zachytavaji v gelovém sloupci dle sily reakce. Na dnu

zkumavky se zachytavaji neaglutinované erytrocyty [25].
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Pracovni postup

Prijaty a zkontrolovany krevni vzorek se vloZi do centrifugy Rotanta 460 R
na 3000 ot/min po dobu 5 minut. Oddéli se erytrocyty od séra nebo plazmy. Kartu
DG Gel popiSeme jménem vySetfovaného pacienta a odstranime ochrannou folii
karty. Do nové a cisté zkumavky si pfipravime 5% suspenzi vySetfovanych
pacientovych erytrocytt v dilulentu DG Gel Sol. Napipetuje se 50 pl sedimentu
pacientovych erytrocytth a 1 ml dilulentu. Do oznacenych mikrozkumavek A, B,
AB, D, D’, Ctl se napipetuje 10 ul pfipravené 5% suspenze pacientovych
erytrocytli. Do mikrozkumavky N/Ai;, N/B napipetujeme 50 pl vySetfované
plazmy nebo séra a 50 pl diagnostickych erytrocyti A1 a B. Napipetovana karta
DG Gel se centrifuguje v DG Spin. Po centrifugaci se karta DG Gel odedita proti

svétlu vysledek, ktery se udava v rozsahu negativni az pozitivni [25].

ﬂ “®|@chtl.’N/Al‘NlB
2

3008443 Diagnostic Grifols, S.A.

Obrazek 5- Karta DG Gel ABO/Rh (Grifols) [26]

4.4.2 Zkumavkova metoda
Popis metody
Princip metody spocivda ve stanoveni neznamych aglutinogenti na

vysetfovanych erytrocytech pomoci znamych antisér. Pro vysetfeni neznamych

aglutinint v pacientové séru se pouzivaji znamé aglutinogeny na typovych Al a
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B erytrocytech. Znamymi antiséry anti-D se duplicitné stanovuje antigen D na

vySetfovanych erytrocytech [27].
Pracovni postup

Prijaty a zkontrolovany krevni vzorek se vlozi do centrifugy Rotanta 460 R na
3000 ot/min po dobu 5 minut. Oddéli se erytrocyty od séra nebo plazmy. Do
laboratorniho stojanu se vloZi oznacené zkumavky pro vysetfeni aglutinogent
A, B (predni fady), pro vysSetfeni aglutinintt Ai, B (zadni fady) a vySetfeni Rh(D)
IgM RUMI, IgM P3x61, Ctl. Do zkumavek pro vysetfeni aglutinogenti se nakape
pomoci Pasteurovy pipety 1 kapka anti-A, anti-B. Do zkumavek pro vySetfeni
aglutinin®i se nakapou dvé kapky vysetfovaného séra pacienta. Do zkumavek na
vySetfeni Rh(D) se kape po jedné kapce IgM RUM], IgM P3x61, Ctl. V plastové
zkumavce se pripravi 5% suspenze erytrocytli vySetfovanych erytrocyti
pacienta v 0,9% NaCl. Suspenze se jedenkrat propere v 0,9% NaCl. Do kazdé
zkumavky na vySetfeni aglutinogentt a Rh se prida 1 kapka 5% suspenze
erytrocyti. Do zkumavek na vySetfeni aglutinint se pfida 1 kapka
diagnostickych erytrocyti A1 a B. Zkumavky se lehce promichaji a nechaji se
inkubovat po dobu 5 minut pfi laboratorni teploté. Po inkubaci se zkumavky
centrifuguji po dobu 30 vtefin v promyvaci centrifuze. Poklepanim na dno

zkumavky se odeditd vysledek v rozsahu negativni-pozitivni [27].

4.5 Screening antierytrocytarnich protilatek - sloupcova
aglutinace Bio-Rad

Popis metody

Screening antierytrocytarnich protilatek ve vySetfovaném séru pacienta
vyuziva metody NAT. Zaroven se provadi enzymaticky test, ktery umoZzni

aglutinaci malého zastoupeni protilatek. Aglutinované erytrocyty znaci
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pozitivitu reakce, kdy se inkompletni nepravidelné protilatky IgG navazou na
povrch diagnostickych erytrocytti. Umisténi vytvoreného aglutinatu vyjadfuje
silu reakce. Erytrocyty, které neaglutinuji sedimentuji na dno mikrozkumavky

[28].
Pracovni postup

Krevni vzorek se vlozi do centrifugy Rotanta 460 R na 3000 ot/min po dobu
5 minut. Oddéli se erytrocyty od séra nebo plazmy. ID-kartu Reverse grouping
with antibody screening identifikujeme pacientem a vyznac¢ime Cdislici
screeningové erytrocyty. Do mikrozkumavek ID-karty dle cisel pipetujeme 50 ul
screeningovych erytrocyti. Do vSech mikrozkumavek pipetujeme po 25 ul
vySetfovaného séra pacienta. Do mikrozkumavek ID-Neutral karty
napipetujeme 25 ul ID-dilulentu. Do ID-inkubatoru se vlozi napipetovana ID-
karta na 15 minut pfi 37°C. Po skonceni inkubace se ID-karta centrifuguje v ID-
centrifuze pfi 910 ot/min po dobu 10 minut. Pozitivita aglutinace se hodnoti

semikvantitativné + az ++++ [28].

4.6 Identifikace antierytrocytarnich protilatek — Grifols

Popis metody

Identifikaci antierytrocytdrnich protilatek se stanovuji neznamé protilatky ve
vySetfovaném séru pomoci zndmych aglutinogent na typovych erytrocytech

[29].
Pracovni postup

Prijaty a zkontrolovany krevni vzorek se vlozi do centrifugy Rotanta 460 R
na 3000 ot/min po dobu 5 minut. Oddéli se erytrocyty od séra nebo plazmy. Na

DG Gel karteé se 11 az 15 mikrozkumavek identifikuje pacientem a cislici typovych
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erytrocytl. Do mikrozkumavek se napipetuje 50 ul 0,8% suspenze
diagnostickych erytrocytt a 25 ul pacientova vysetfovaného séra. DG Gel karta
se inkubuje 15 minut pfi 37°C. Po inkubaci se karta centrifuguje v DG Spin.

Pozitivita aglutinace se hodnoti semikvantitativné + az ++++ [29].

4.7 VysSetfeni fenotypu

4.7.1 V Rh systému - ImuMed

Popis metody

Pokud erytrocyt nese odpovidajici antigen dochdzi k aglutinaci, kterd
znamena pozitivni vysledek vySetfeni. Naopak nepfitomnost odpovidajiciho
antigenu nezptisobuje aglutinace a dochazi k negativnimu vysledku vySetfeni.
Kontrolni séra, kterd se pouzivaji ptfi vySetfeni neobsahuji specifické protilatky
jako diagnosticka antiséra. Fenotyp v Rh systému uzavfit nelze pokud maji

kontrolni séra jiny vysledek nez negativni [30].
Pracovni postup

Krevni vzorek se vlozi do centrifugy Rotanta 460 R na 3000 ot/min po dobu 5
minut. Oddéli se erytrocyty od séra nebo plazmy. Do laboratorniho stojanu se
pfipravi jedna plastova zkumavka a ctyfi sklenéné zkumavky, které jsou
oznacené. Do plastové zkumavky se pfipravi 2-5% suspenze vySetiovanych
erytrocytti v 0,9% fyziologickém roztoku. Do kazdé sklenéné zkumavky se prida
po jedné kapce 2-5% suspenze vySetfovanych erytrocytti. Déle se do zkumavek
prida jedna kapka ImmuMed (C, ¢, E, e, Cv, ctl). Inkubuje se pfi teploté 15-30 °C
po dobu 10 minut. Po inkubaci se zkumavky centrifuguji pfi 1000 ot/min po dobu

jedné minuty [30].
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4.7.2 Rh-Kell sloupcovou aglutinaci

Popis metody

Metoda ma stejny princip stanoveni jako v kapitole 4.7.2 V Rh systému -
ImuMed.

Pracovni postup

Krevni vzorek se vlozi do centrifugy Rotanta 460 R na 3000 ot/min po dobu 5
minut. Oddéli se erytrocyty od séra nebo plazmy. Pfipravi se 5% suspenze
vysetfovanych pacientovych erytrocyti smichanim 50 ul sedimentu erytrocytt a
1 ml dilulentu DG Gel Sol. Do kazdé mikrozkumavky (D, C, Cw, ¢, E, e, K, Ctl)
karty DG Gel se pipetuje po 10 ul pfichystané 5% suspenze erytrocytti. Karta se

vlozi do centrifugy DG Spin. Po centrifugaci se vysledek proti svétlu odecita [31].

4.8 Titrace antierytrocytarnich protilatek

Popis metody

Titraci se geometrickou fadou zfeduje vySetfované sérum. Titr pfislusné
antierytrocytarni protilatky se vyjadfuje podle maximalné dosazeného zfedéni,
pfi kterém jesté doslo k aglutinaéni reakci. VySetfenim zjisStujeme aglutinacni

schopnost séra [32].
Pracovni postup

Krevni vzorek se vlozi do centrifugy Rotanta 460 R na 3000 ot/min po dobu
5 minut. Oddéli se erytrocyty od séra nebo plazmy. Do vSech zkumavek se
napipetuje 200 pl DG Gel Sol. Do prvni zkumavky se napipetuje 200 ul

vySetfovaného séra a promichd. Z prvni zkumavky se odpipetuje 200 pl, které se

40



prenesou do druhé zkumavky. Opét se cely objem zkumavky promichd a prenese
do dalsi zkumavky. Pokracuje se timto zptisobem az na konec titracni rady.
Z posledni zkumavky titracni fady se odebere 200 ul pacientova séra s DG Gel
Sol do prazdné zkumavky. Do mikrozkumavek oznacené ID karty se napipetuje
50 ul 0,8% typovych erytrocytd s antigenem proti titrované protilatce a 25 ul
pfipraveného séra. ID karta se inkubuje pti 37 °C po dobu 15 minut. Po skonceni

inkubace se ID karta cetrifuguje v centrifuze DG Spin po dobu 10 minut [32].

4.9 Vysetfeni autoprotilatek v séru pacienta

Popis metody

V séru pacienta se autoprotilatky stanovuji nepfimym antiglobulinovym
testem a enzymatickym testem. Provadi se inkubace vySetfovaného pacientského

séra s vlastnimi erytrocyty [33].
Pracovni postup nepfimého antiglobulinového testu

Do mikrozkumavky ID karty LISS/Coombs se pipetuje 50 ul pfipravené 0,8%
suspenze vySetfovanych erytrocyti. Déle se napipetuje 25 ul séra nebo plazmy
pacienta a inkubuje se pii nastavené teploté (37 °C, 18-25 °C, 2-8 °C) pfi 15

minutdch. Po skondeni inkubace se centrifuguje v centrifuze 24S [33].
Pracovni postup enzymatického testu

Do mikrozkumavky ID karty Neutral se pipetuje 50 pl pripravené 0,8%
suspenze vySetfovanych erytrocytti. Ddle se napipetuje 25 pl séra nebo plazmy
pacienta a 25 pl ID-Diluentu 1 (bromelin). Inkubuje se pfi nastavené teploté (37
°C, 18-25 °C, 2-8 °C) po dobu 15 minut. Po skonceni inkubace se centrifuguje v ID-
centrifuze 24S [33].
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4.10 VysSetfeni krevni skupiny novorozence sloupcovou
aglutinaci DG Gel Newborn

Popis metody

Princip stanoveni krevni skupiny novorozence sloupcovou aglutinaci DG Gel

Newborn je stejny jako v kapitole 4.4.1. Sloupcova aglutinace DG Gel.
Pracovni postup

Prijaty a zkontrolovany krevni vzorek se vlozi do centrifugy Rotanta 460 R na
3000 ot/min po dobu 5 minut. Oddéli se erytrocyty od séra nebo plazmy. Do nové
a Cisté zkumavky si pfipravime 1% suspenzi vySetfovanych pacientovych
erytrocytt v dilulentu DG Gel Sol. Napipetuje se 10 pl sedimentu pacientovych
erytrocytti alml dilulentu. Pfipravena 1% suspenze se pipetuje po 50 ul do kazdé
mikrozkumavky karty DG Gel Newborn. Napipetovana karta DG Gel Newborn
se centrifuguje v DG Spin. Po centrifugaci se karta DG Gel odecita proti svétlu

vysledek, ktery se udava v rozsahu negativni az pozitivni [25].

4.11 Vysetteni volnych imunnich protilatek u novorozence

Popis metody

Vysetfenim volnych imunnich protilatek se prokazuji anti-A, anti-B tfidy IgG,
které byly pfeneseny placentou od matky. Vyuzivd se metoda nepfimého
antiglobulinového testu, kdy se vySetfuje sérum novorozence s erytrocyty

totozné krevni skupiny novorozence [34].
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Pracovni postup

Krevni vzorek se vlozi do centrifugy Rotanta 460 R na 3000 ot/min po dobu 5
minut. Oddéli se erytrocyty od séra nebo plazmy. Do mikrozkumavky na karté
DG Gel Coombs se podle krevni skupiny novorozence napipetuje 50 ul 0,8%
Serigroup Diana Al nebo Serigroup Diana B. Dale se pfida 25 pul séra nebo plazmy
novorozence. Pripravend karta DG Gel Coombs se inkubuje pfi teploté 37 °C po
dobu 15 minut. Po skonceni inkubace se centrifuguje v centrifuze DG Spin po

dobu 10 minut. Nésledné se makroskopicky vyhodnoti vysledek [34].

4.12 Pf¥imy antiglobulinovy test

4.12.1 Kvalitativni vySetfeni

Popis metody

Pfimy antiglobulinovy test je kombinaci principti gelové filtrace a aglutinace.
Gel v mikrozkumavkach karty LISS/Coombs obsahuje nasyceny antiglobulinovy
reagent. V pribéhu centrifugace karty LISS/Coombs neaglutinované erytrocyty
klesaji ke dnu zkumavky a aglutinované erytrocyty jsou umistény v gelovém

sloupci, kdy poloha ve sloupci urcuje silu reakce [35].
Pracovni postup

Krevni vzorek se vloZi do centrifugy Rotanta 460 R na 3000 ot/min po dobu 5
minut. Oddéli se erytrocyty od séra nebo plazmy. Pfipravi se 0,8% suspenze
erytrocytti v ID-Dilulentu 2 (1 ml ID-Dilulentu 2 + 10 pl sedimentu erytrocyti).
Erytrocyty musi byt pred jejich pouzitim resuspendovany. Do mikrozkumavky
ID-karty se napipetuje 50 pl 0,8% suspenze erytrocyti. ID-karta LISS/Coombs se

v ID-centrifuze 24S centrifuguje pfi 910 ot/min po dobu 10 minut [35].
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4.12.2 Kvantitativni vySetfeni

Popis metody

ID-karta DAT IgG-Dilution obsahuje Sest mikrozkumavek, kdy gel péti
mikrozkumavek je nasycen monospecificky AGH reagentem anti-IgG v fedénich
1:10, 1:30, 1:100, 1:300, 1:1000. Posledni tedy Sesta mikrozkumavka neni nasycena a

vyuziva se pro negativni kontrolu [36].

Pracovni postup

Krevni vzorek se vloZi do centrifugy Rotanta 460 R na 3000 ot/min po dobu 5
minut. Oddéli se erytrocyty od séra nebo plazmy. Pfipravi se 0,8% suspenze
erytrocyth v ID-Dilulentu 2 (1 ml ID-Dilulentu 2 + 10 ul sedimentu erytrocyti).
Do mikrozkumavek ID-karty DAT IgG-Dilution se pipetuje po 50 ul 0,8%
suspenze erytrocytti. ID-karta DAT IgG-Dilution se v ID-centrifuze 24S

centrifuguje pfi 910 ot/min po dobu 10 minut [36].

4.13 Microsoft Excel

Data pro statistické zpracovdni imunohematologickych vysSetfeni HON
z obdobi let 2018-2022 byla poskytnuta Oddélenim krevni banky v FN Motol.
Nasledné byla data zpracovana v programu Microsoft Excel. Ziskana data
pacienti za jednotlivé roky se nejprve se tabulkové zpracovaly. Vytvorené
tabulky obsahuji zdkladni informace pacienti, vysledky provedenych
imunohematologickych vySetfeni a typy HON. Vytvorily se dvourozmérné

vysecové grafy s typy HON v daném roce.

Dale byly tabulkové a garficky zpracovana data prehledd prenatdlnich
laboratornich vySetfeni v daném roce. Jedna se pfevazné o prenatalni vySetfeni

krevni skupiny, screening antierytrocytdrnich protildtek a identifikace
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antierytrocytarnich protilatek. Graficky je také zndzornéno kolisani vySetfenych

protilatek zptisobujici HON za obdobi péti let.
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5 VYSLEDKY

5.1 Data pacienti v obdobi let 2018-2022

e Piehled vysSetfenych pacientt s rizikem HON v roce 2018

Tabulka 4 obsahuje data imunohematologického vysetfeni matky a ditéte pri

podezieni HON. Krevni skupinu ABO systému u ditéte VA 18 neSla uzaviit

z dtivodu zjisténi dvoji populace s diagnostickym sérem anti-B a anti-AB. U

vzorku ditéte VN 18 nebyl vzorek matky k dispozici.

Tabulka 4 - VySetfené HON na Oddéleni krevni banky v FN Motol v roce 2018
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31.01.2018 | KL 76 | VR 18 | A Rh(D) neg. | A Rh(D) poz. |poz.|poz.| anti-D |poz. - anti-D
15.02.2018| VZ 84 |VME 18| 0 Rh(D) poz. | A Rh(D) poz. |neg. |neg. - neg. | anti-A (2+) | ABO
15.02.2018| DP 90 | VA 18 | 0 Rh(D) neg. - poz. | poz. | anti-D | neg. anti-B ABO
02.05.2018 | FH 89 | FB 18 | BRh(D) neg. | 0 Rh(D) poz. |poz.|poz.| anti-D |poz. - anti-D
11.05.2018 | SL 87 | PM 18 | A Rh(D) poz. | 0 Rh(D) poz. |poz.|neg. | anti-M | neg. - anti-M
13.05.2018| NP 81 | HL 18 | 0 Rh(D) poz. | 0 Rh(D) poz. |poz.|poz.| anti-s |poz. - anti-s
11.06.2018| TB79 | TT 18 | 0 Rh(D) neg. | A Rh(D) poz. |poz.|neg. | anti-D |poz. | anti-Al (2+) | anti-D
13.09.2018| - VN 18 - A Rh(D) poz. | - |neg. - poz.| anti-A (2+) | ABO
24.09.2018 MH 87| MA 18 | 0 Rh(D) poz. | A Rh(D) poz. |neg. |neg. - neg. | anti-A (2+) | ABO

Obrazek 6 znazornuje graf s procentudlnim zastoupenim vySetfenych typt
HON za rok 2018. Nejvétsi zastoupeni s45 % mél HON zplsobeny
inkompatibilitou v ABO systému. HON vyvolany aloprotilatkou anti-D ma
procentualni zastoupeni 33 %. Nasledné byly po 11 % detekovany aloprotilatky

anti-M a anti-s.
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= ABO = anti-D = anti-M anti-s

Obrazek 6 -Vysecovy graf procentudlniho zastoupeni typtt HON v roce 2018

o Piehled vySetfenych pacienti s rizikem HON v roce 2019

Tabulka 5 zndzorniuje pacienty s rizikem HON v roce 2019. U pacienttt ME 19
a HN 19 nesla uzavfit krevni skupina ABO systému ze stejného divodu jako u
pacienta VA 18 v roce 2018. U pacienta NH 19 nebyl vzorek matky k dispozici pro
laboratorni vysSetfeni. U matky ZL 85 byla pfi prvnim vysetfeni zjiSténa
aloprotilatka anti-c. Pfi kontrolnim vySetfeni byla u matky zjiSténa smés
aloprotilatek jak je zobrazeno v tabulce 5. U ditéte ZZ 19 vsak screening
nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek odpovida protilatce anti-c, ktera

byla pfenesena od matky.
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Tabulka 5 - VySetfené HON na Oddéleni krevni banky v FN Motol v roce 2019
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31.01.2019| GY 90 |GM 19| 0 Rh(D) poz. | A Rh(D) poz. |neg. |neg. - poz.| anti-A (2+) | ABO
13.02.2019|MR 70| ME 19 | 0 Rh(D) poz. - neg. |neg. - neg. | anti-B (1+) | ABO
23.03.2019 | HP 84 |HN 19 | 0 Rh(D) poz. - neg. - poz. neg. ABO
02.04.2019| VL 79 MK 19 | A Rh(D) poz. | A Rh(D) poz. |poz. |poz. anti-c poz. - anti-c
09.08.2019| - |[NH19 - A Rh(D) poz.| - |neg. - poz. |anti-Al (2+) | ABO
06.09.2019| ZL 85 | ZZ 19 | 0 Rh(D) poz. | 0 Rh(D) poz. |poz. |poz. |alo-anti-c + E + Fy(a) | poz. - anti-c

Obrazek 7 znazornuje graf procentudlniho zastoupeni typt detekovanych

HON v roce

2019.

V tomto

roce

bylo nejvice

detekovanych HON

s inkompatibilitou v ABO systému a to s 67 %. U dvou pfipadt zptisobily HON

aloprotilatky anti-c, kdy se z celkového poctu rovnaji 33 %.

= ABO = anti-c

Obrazek 7 - Vysecovy graf procentualniho zastoupeni typtt HON v roce 2019

Prehled vysSetfenych pacientii s rizikem HON v roce 2020

V Tabulce 6 u pacienta Z] 20 nelze s jistotou uzavrit krevni skupinu ABO

systému z dtivodu dvoji populace s diagnostickymi séry anti-A a anti-B. Krevni
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skupina ABO systému také nesla uzavtit u pacienta HM 20 z dtivodu dvoji

populace s diagnostickymi séry anti-A a anti-AB. Matce TA 91 byla podadvana

anti-D profylaxe, kdy protilatky anti-D byly nasledné pfeneseny pres placentu

ditéti TM 20. U ditéte TM 20 byl nasledné vylouc¢en HON.

Tabulka 6 - VySetfené HON na Oddéleni krevni banky v FN Motol v roce 2020
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31.01.2020| HK 98 |HV 20| 0 Rh(D) poz. |A Rh(D) poz. |neg. |neg. - poz.|anti-A (2+)| ABO
19.04.2020| SL91 | SZ20 | 0 Rh(D) poz. | A Rh(D) poz. |neg. |neg. - neg. |anti-A (1+)| ABO
12.05.2020|CHZ 75| ZJ 20 | A Rh(D) poz. - poz. | poz. anti-c poz. - anti-c
24.06.2020| HI86 |HM 20|A Rh(D) neg. | 0 Rh(D) poz. |poz. |poz. |anti-D, anti-C |poz. - anti-D+C
10.07.2020| BI91 |BM 20 |0 Rh(D) poz. | A Rh(D) poz. |neg. neg. - neg. |anti-A (2+)| ABO
06.08.2020| MZ 84 | MJ 20 | 0 Rh(D) poz. | A Rh(D) poz. |neg. |neg. - poz.|anti-A (2+)| ABO
18.08.2020| BM 89 |KM 20 | 0 Rh(D) poz. | A Rh(D) poz. |neg. neg. - neg. |anti-A (1+)| ABO
11.09.2020| HV 85 |HM 20| A Rh(D) poz. - poz. | poz. anti-E poz. - anti-E
22.10.2020| TA 91 |TM 20 | A Rh(D) neg. | A Rh(D) neg. |poz. |poz. ani-D neg. - profylaxe
27.11.2020| PB94 | PZ20 | 0 Rh(D) neg. | 0 Rh(D) poz. |poz. |poz. anti-D poz. - anti-D
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Na Obrazku 8 je zndzornén graf procentudlniho zastoupeni typtt HON za rok

2020. Pres polovinu vysSetfenych typa HON tvori

HON zptsobeny

inkompatibilitou ABO systému. Nasledné po 11 % byly detekovany aloprotilatky

anti-c, anti-D, smési aloprotilatek anti-D+C a anti-E.

= ABO = anti-c = anti-D

anti-D+C = anti-E

Obrazek 8 - Vysecovy graf procentudlniho zastoupeni typtt HON v roce 2020

o Piehled vySetfenych pacienti s rizikem HON v roce 2021

Tabulka 7 zobrazuje pacienty s rizikem HON v roce 2021. Pacient OP 2021

nemél vzorek matky k dispozici.

Tabulka 7 - VySetfené HON na Oddéleni krevni banky v FN Motol v roce 2021

[
E g g 2 2 <
Q > ] —

N c ) v =4 N v =l Z

g ) 5 i~ N | e 9 =

3 ~ N < o €| 5 s = 5 ©

E E g wn (=) m g ﬁ m oy &

£ 2 * A x| 5§ £ =

S ¥, 9| = S
28.01.2021| DL 92 DK 2021 | 0 Rh(D) poz. |A Rh(D) poz.|neg.|neg. - neg. |anti-A (1+)| ABO
16.03.2021 [HCHTT 85|NHD 2021| A Rh(D) poz. | 0 Rh(D) poz. |poz.|poz. |anti-c+E | poz. - anti-c+E
19.10.2021| HJ 83 HR 2021 | A Rh(D) poz. |A Rh(D) poz.|poz.|poz.|anti-c+S |poz. - anti-c+S
21.06.2021| PL 88 KA 2021 |AB Rh(D) poz. |A Rh(D) poz. |poz.|poz.| anti-c |poz. - anti-c
29.10.2021 - OP 2021 - A Rh(D) poz.| - |neg. - neg.| anti-A ABO
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Na Obrazku 9 je znazornén graf procentualniho zastoupeni typtt HON v roce

2021. Z nasledujiciho grafu vyplyva, Ze nejvétsi zastoupeni ma opét jako

v predchozich letech HON zptisobeny inkompatibilitou v ABO systému a to s 40

%. Dalsi zastoupeni po 20 % maii aloprotilatky anti-c a smési aloprotilatek anti-
pent p ] P y P

c+E a anti-c+S.

= ABO w® anti-c+E = anti-c+S

anti-c

Obrazek 9 - Vysecovy graf procentualniho zastoupeni typtt HON v roce 2021

e Ptfehled vySetfenych pacientii s rizikem HON v roce 2022

Jak je zndzornéno v Tabulce 8 béhem roku 2022 byl vySetfeny pouze jeden

pacient s rizikem HON. V prfipadé pacienta DA 22 je jednalo o HON zptsobeny

inkompatibilitou ABO systému.

Tabulka 8 - VySetfené HON na Oddéleni krevni banky v FN Motol v roce 2022
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04.08.2022 |DA 89 |DA 2022 |0 Rh(D) poz. | A Rh(D) poz. |neg. |neg.| - |neg.|anti-A (2+) |ABO
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¢ Souhrn typid HON v obdobi let 2018-2022

Nasledujici Obrazek 10 zobrazuje grafické zndzornéni souhrnu
detekovanych typt HON. Nejvétsi zastoupeni 54 % ma inkompatibilita ABO
systému, ktera nejcastéji zptisobila HON. Po inkompatibilité ABO systému byl
HON zptisobeny aloprotilatkami anti-D a anti-c, kdy kazda ma procentudlni
zastoupeni z celkového poctu HON 14 %. Dale po 3 % byly detekovany
aloprotilatky zpusobujici HON anti-E, anti-M, anti-s a smési aloprotilatek anti-

D+C, anti-c+E, anti-c+S.

® ABO = anti-D = anti-c = anti-D+C m anti-E = anti-c+E m anti-c+S ® anti-M m anti-s
Obrazek 10 - Vysecovy graf procentudlniho zastoupeni HON v obdobi let 2018-
2022

5.2 Piehled provedenych laboratornich metod v obdobi let
2018-2022

Tabulka 9 obsahuje pocet celkové provedenych vySetfeni krevnich skupin,
screeningli  antierytrocytarnich  protilatek a  pfipadnych identifikaci
antierytrocytarnich ~ protilatek ~ vobdobi  let  2018-2022.  Screening

antierytrocytarnich protilatek je kazdy rok nejcastéji provedena metoda.
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Tabulka 9- Prehled celkovych laboratornich metod provedenych na Oddéleni
krevni banky v FN Motol v obdobi let 2018-2022

2018 | 2019 | 2020 | 2021 | 2022
Celkem vysetfenych krevnich skupin 8730 | 9143 | 8313 | 8671 | 9148
Celkem screening antierytorcytarnich protilatek 20340 | 20849 | 19504 | 19992 | 21220
Celkem identifikace antierytorcytarnich protilatek | 705 | 675 | 786 | 700 | 568

Na obrazku 11 je zobrazen celkovy pfehled provedenych metod za jednotlivé
roky. Podle vytvofeného grafu je na Oddéleni krevni banky FN Motol za

poslednich 5 let setrvaly trend v poc¢tu provedenych metod.
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=@==_Celkem vysetienych krevnich skupin
Celkem screening antierytorcytarnich protilatek

Celkem identifikace antierytorcytarnich protilatek

Obréazek 11 - Pfehled celkové provedenych laboratornich metod na
Oddéleni krevni banky v FN Motol v obdobi let 2018-2022

V tabulce 10 jsou zobrazeny pocty provedenych prenatalnich vySetfeni za
obdobi péti let. Nejméné prenatalné vysetrenych krevnich skupin a screeningti
antierytrocytarnich protilatek bylo v roce 2020. V tomto roce bylo provedeno 181
urceni krevnich skupin a 235 screeningli antierytrocytdrnich protilatek.
Provedenych identifikaci antierytrocytarnich protilatek metodou sloupcovou
aglutinaci bylo vysetfenych nejméné v roce 2019 a to 10 testt1. Jak jiz bylo uvedeno
v kapitole 3.4 Imunohematologické vysetfeni téhotné Zeny pacientky
v prenatalnim obdobi dochdzi na vySetfeni béhem 10.-16. tydne a 26.-32. tydne

téhotenstvi.
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Tabulka 10 - Prenatalni vySetfeni provedend na Oddéleni krevni banky v FN

Motol v obdobi let 2018-2022

2018 2019 | 2020 | 2021 | 2022
Prenatalni vysSetfeni krevnich skupin 215 | 208 | 181 | 215 | 222
Prenatédlni screening antierytrocytarnich protilatek 278 | 253 | 235 | 244 | 261
Prenatalni identifikace antierytrocytarnich protilatek sloupcovou aglutinaci | 26 | 10 | 26 | 24 | 16

Na obrazku 12 je zobrazen pfehled provedenych prenatdlnich metod za

jednotlivé roky. Tak jako u obrazku 11 také sledujeme setrvaly trend v poctu

provedenych metod.

Pocet provedenych metod
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o o o o o o
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==@==Prenatalni vySetfeni krevnich skupin

2021

Prenatalni screening antierytrocytarnich protilatek

Prenatalni identifikace antierytrocytarnich protilatek sloupcovou anglutinaci

Obrazek 12 — Piehled prenatalné provedenych laboratornich metod

\/—*

2022

na Oddéleni krevni banky v FN Motol v obdobi let 2018-2022

Tabulka 11 a obrazek 13 zobrazuje pfehled vysetfenych krevnich skupin

novorozence a krevnich skupin vysetfenych z pupecnikové krve béhem péti let.

Tabulka 11 - Pfehled laboratorné vysetfenych krevnich skupin novorozence na
OddéIni krevni banky v FN Motol v obdobi let 2018-2022

2018 | 2019 | 2020 | 2021 | 2022
KS novorozence 685 | 656 | 586 | 630 | 635
KS z pupecnikové krve| 1405 | 1488 | 1270 | 1195 | 1082
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Obrazek 13 - Pfehled laboratorné vysetfenych krevnich skupin
novorozence v obdobi 2018-2022

Tabulka 12 zobrazuje pocty provedenych laboratornich metod. Jedna se o
provedené piimé antiglobulinové testy (PAT), autoprotilatky, volné imunni
protilatky (VIP) a pocet provedenych titraci protilatek. Z uvedené tabulky lze
pozorovat pokles provedenych prfimych antiglobulinovych testti v prabéhu

analyzovaného c¢asového obdobi.

Tabulka 12 — Pfehled provedenych laboratornich metod na Oddéleni krevni
banky v FN Motol v obdobi let 2018-2022

2018 | 2019 | 2020 | 2021 | 2022

PAT 5393 | 5512 | 4994 | 4972 | 4670
Autoprotilatky | 1002 | 997 | 1117 | 1174 | 1087
vIP 14 15 10 9 10

Titrace protilatek | 20 | 10 | 15 | 16 9
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Obrazek 14 a 15 znazornuji pocéty provedenych vysetieni PAT, autoprotilatek,

VIP a titraci protilatek.
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Obrazek 14 -Graf s pfehledem poctu vysettenych PAT a autoprotilatek za
obdobi let 2018-2022
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Obrazek 15 - Graf s pfehledem poctu vysetfenych VIP a provedenych titraci
protilatek
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Nasledujici tabulka 13 zobrazuje pocet laboratorné vysetfenych pacientti

s rizikem HON. Kazdy rok se vyskytuji pouze jednotky ptipadi.

Tabulka 13 — Pfehled poctu novorozencti s HON za jednotlivé roky

2018120192020 (2021 {2022
Pocet novorozencti s HON 9 6 9 5 1

Obrazek 16 zobrazuje jak od roku 2020 pocet vySetfenych pacientti s HON

postupné klesa.
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Obrazek 16 - Pfehled novorozencti s HON za jednotlivé roky
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e Piehled pozitivné vySettenych protilatek ABO systému v obdobi let
2018-2022

Na obrazku 17 je zobrazeno kolisani pozitivné vySetfenych protilatek ABO
systému za jednotlivé roky, které zptisobuji HON. Nejvice pozitivné vySetfenych
protilatek bylo vroce 2020 a od té doby je klesajici trend v poctu pozitivné

vySetfenych protilatek.

Pocet pozitivné vysetfenych
HON

protilatek ABO systému zpUsobujici

2018 2019 2020 2021 2022
Rok

Obrazek 17 - Pfehled pozitivné vySetfenych protilatek ABO
systému zptlisobujici HON v obdobi 2018-2022

o Priehled pozitivné vysetfenych protilatek Rh systému v obdobi let 2018-
2022
Na obrazku 18, 19, a 20 jsou zobrazeny grafické prehledy pozitivné
vySetfenych protilatek anti-D, anti-c a anti-E, které zptsobily HON. U protilatky
anti-D sledujeme od roku 2018 postupné klesajici trend v poctu pozitivné
vysetfenych protilatek a od roku 2021 nebyly zadné pozitivné vySetfeny.
Protilatka anti-c byla pozitivné vySetfena u HON v obdobi 2019-2021. Pouze
jednou, a to v roce 2020 byla pozitivné vySetfena samostatné protilatka anti-E,

ktera zptisobila HON.
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Obrazek 18 — Piehled pozitivné vySetfenych protilatek anti-D
zpusobujici HON v obdobi 2018-2022
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Obrazek 19 - Pfehled pozitivné vySetfenych protilatek anti-c v
obdobi 2018-2022
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Obrazek 20 - Pfehled pozitivné vySetfenych protilatek anti-E
zpusobujici HON v obdobi 2018-2022
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e Piehled pozitivné vysetfenych smési protilatek v obdobi let 2018-2022

Na obrazku 21, 22, 23 jsou graficky zobrazeny pfehledy pozitivné vysetfenych

smeési protilatek, které zptisobily HON v obdobi let 2018-2022. Jedna se o smési

protilatek anti-D+C, anti-c+E, anti-c+S. Smés protilatek anti-D+C byla pozitivné

vysetfena u jednoho pfipadu v roce 2020. V roce 2021 byla smés anti-c+E a anti-

c+S také pozitivné vySetfena pouze u jednoho pripadu.
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Obrazek 21 - Prehled pozitivné vySetfenych smési protilatek
anti-D+C v obdobi 2018-2022
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Obrézek 22 — Prehled pozitivné vySetienych smési protilatek

anti-c+E v obdobi 2018-2022
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Obrazek 23 - Pfehled pozitivné vySetfenych smési protilatek
anti-c+S v obdobi 2018-2022

e Ptehled pozitivné vySetfenych protilatek MNS systému v obdobi let 2018-
2022

Obrazek 24 a 25 zobrazuje graficky prehled pozitivné vysetfenych protilatek
anti-M a anti-s, které zptisobily HON za poslednich pét let. Obé protilatky byly
jednokrat pozitivné vysetfeny v roce 2018.
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Obrézek 24 — Ptehled pozitivné vySetfenych protilatek
anti-M v obdobi 2018-2022

61



P~
[l N

o
[

Pocet pozitivné vysetrenych
protilatek anti-s zpUsobujici HON
o
@

0,4
0,2
0 @ 4 o
2018 2019 2020 2021 2022
Rok

Obrazek 25 - Pfehled pozitivné vysetfenych protilatek
anti-s v obdobi 2018-2022

62



6 DISKUZE

Predmétem bakaldfské prace je imunohematologické vysSetfeni HON.
Zahrnuje vySetfeni téhotné Zeny a novorozence. Pro zpracovani byla poskytnuta
data 31 pacientd, ktefi byli vySetfeni Oddélenim krevni banky FN Motol v obdobi
let 2018-2022.

Na Oddéleni krevni banky FN Motol byla provedena vysetieni krevni skupiny
ABO Rh(D), screeningu nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek,
identifikace antierytrocytdrnich protilatek, fenotypu, titru protilatek,
autoprotilatek, krevni skupiny novorozence a pfimého antiglobulinového testu
jak kvantitativné, tak kvalitativné. Tato vySetfeni jsou relevantni a dobfe detekuji
riziko HON. Na Oddéleni krevni banky FN Motol bylo béhem péti let provedeno
prenatalné vysetfenych 1041 krevnich skupin, 1271 screeningti antierytrocytarnich
protilatek, 102 identifikaci antierytrocytarnich protildtek. Behem zkoumaného
obdobi se pocet provedenych laboratornich metod béhem let vyrazné nemeénil.
V Ceské republice ma roéné 5 % téhotnych zen pozitivni screening protilatek a u
1,5 % je identifikovana klinicky vyznamna protilatka [37]. Dle nejnové&jsich studii
se odhaduje, ze HON postihuje 3-8 na 100 000 pacientt za rok. Déle se odhaduje,
Ze béhem téhotenstvi je 15-20 % inkompatibilit zptisobenych v ABO systému a
z toho sejen1 % rozvine do HON. Vyskyt onemocnéni se také odliSuje podle rasy
populace. V bélosské populaci se vyskytuje okolo 10 % RhD negativnich
téhotnych Zen. Nejvétsi zastoupeni HON je u bilé rasy s 15-16 %. Druha nejcastéji
postihnuta rasa je Afroamericanti s 8 %. U Asiatli je procentudlni zastoupeni

onemocnéni pod 1 %. Je vhodné vénovat vétsi pozornost rase [38].

Mtij soubor obsahoval 28 téhotnych Zen a 31 novorozencti s rizikem HON.
V roce 2018 a 2020 bylo u deviti novorozencti stanovené riziko HON. Jedna se o
nejvice vySetfenych rizik HON za celych pét let. Z vyhodnocenych dat 1ze
povazovat HON za ojedinélé onemocnéni, které se ro¢né ve FN Motol vyskytuje
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maximdlné v desitkdch pripadt. Dale z dat vyplyva, Ze nejcastéji byl HON
zpusobeny inkompatibilitou ABO systému. Jednda se o 16 pripadtt (54 %) z 30
novorozencti. Toto tvrzeni souhlasi i s literaturou ve které autofi tvrdi, Ze vyskyt
HON s pfi¢inou v inkompatibilité ABO systému je zptlisoben castéji nez HON
v inkompatibilité v Rh systému [39]. Dale 4 pripady (14 %) s HON zptusobila
protilatka anti-D. Pocet pozitivné vysetfenych protildtek anti-D mda béhem
poslednich péti let klesajici trend. Také anti-c se vyskytovalo u 4 ptipada (14 %) s
HON. Dalsi protilatky, které zptisobily HON byly jednotlivé vySetfeny pozitivné
u ostatnich ptipadi (3 %). Jedna se o smési protilatek anti-D+C, anti-c+E, anti-c+S

a protilatky anti-s, anti-M.

Byl zaznamendam pokles novych pripadd HON v letech 2020-2022. Toto
klesani mtiZze byt zplisobeno diislednou profylaxi napt. podanim anti-D Zenam
v druhém a dalSim téhotenstvi po porodu RhD pozitivniho novorozence. Od
roku 1970 po zavedeni profylaxe se sleduje pokles aloimunizace téhotné zeny
zptisobenou anti-D z 14 % na 2 %. Umrtnost zptisobenda HON RhD klesla ze
46/100 000 porodii na 1,6/100 000 porodti. Dal$im diivodem v castéjSim vyskytu
HON v inkompatibilité ABO systému autor uvadi ve vétsi frekvenci zastoupeni

antigentt ABO systému v téle [40].

Kromé aplikovani anti-D je dal$i moznost profylaxe, a to v podavani Zendm
ve fertilnim véku krevni transfuzni pfipravky, které jsou Kell negativni. Na
Transfuznim oddéleni FN Olomouc byl zkouman soubor 45 435 vysetfenych
téhotnych pacientek v obdobi let 2000-2011. Za jedenact let byl wvyskyt
aloimunizace anti-K u 1,2 %o téhotnych Zen. Pfi porovnani ziskanych dat z
Transfuzniho oddéleni FN Olomouc a mych zpracovanych dat z Oddéleni krevni
banky v FN Motol lze vypozorovat nulovy vyskyt protilatky anti-K, ktera by
zpusobila HON [41].
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Klinické pfiznaky jako je anémie, hyperbilirubinémie a dalsi se vyskytujiiu
jinych onemocnéni a stavii. Proto je dtleZitd spravna diagnostika pro potvrzeni
anebo vyvraceni HON. V mediciné neustale dochazi k novym pokrokim
v diagnostice. Tyto pokroky vedou ke zlepSeni laboratorniho vysetfeni a

nasledné diagnostice [40].
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7 ZAVER

Tato bakalarskd prace se vénuje imunohematologickému vysetfeni HON.
Teoretickd c¢ast je zaméfena na krevni skupiny, typy HON,
imunohematologickému vySetfeni téhotné Zeny a novorozence a popis

klinického obrazu novorozence s HON.

Prakticka ¢ast popisuje standardni operacni postupy vysetfeni téhotné Zeny a
novorozence, které vedou k pripadnému vyslednému riziku HON. Dadle se
praktickd c¢ast zaméfuje na statistické zpracovani dat téhotnych ZzZen a
novorozenct s rizikem HON, ktefi byli vySetfeni na Oddéleni krevni banky

v obdobi let 2018-2022.

Po statistickém zpracovani dat bylo nejvétsi zastoupeni HON zptisobenych
inkompatibilitou v ABO systému. Statisticky vysledek pfehledu laboratornich
metod ukazuje na setrvaly a béhem péti let vyrazné neménny stav v poctu
provedenych vysetfeni na Oddéleni krevni banky v FN Motol. Na rozdil od
poctu pozitivné vysetfenych novorozencti s rizikem HON, kterych od roku 2020

ubyva.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACD

Ag-Ab

AGH

APC

CPD

CPDA

Ctl

Dvariant

Dweak

EDTA

FcRN

FMH

HDFN

HON

HTR

protisrazlivé ¢inidlo s adeninem, citratem a dextrosou

antigen-protilatka

antiglobulinum  humanum  (protilatka  proti = lidskému

imunoglobulinu)

antigen prezentujici buriky

protisrazlivé ¢inidlo s citratem, fosfatem a dextrosou

protisrazlivé ¢inidlo s citratem, fosfatem, dextrosou a adeninem

Control

variantni antigen D

slaby antigen D

kyselina ethylendiamnintetraoctova

placentarni receptory

fetomaternalni krvaceni

hemolytic disease of the fetus and newborn

hemolytické onemocnéni plodu/novorozence

hemolytickd potransfuzni reakce
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Ig

ISBT

KS

imunoglobulin

International Society of Blood Transfusion

krevni skupina

LISS-NAT low ionic strenght solution

MMS

Napt.

NAT

ot/min

PAT

SCR

monocyto-makrofagovy systém

naptiklad

neprimy antiglobulinovy test

otacky za minutu

piimy antiglobulinovy test

screening antierytrocytarnich protilatek
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12 SEZNAM PRILOH

F31: Imunchematologické vySetfeni u suspekinibo HON Platnost ad: 1. 4. 2013
Verze: 02 Odd. krevni banky FN Motol

IMUNOHEMATOLOGICKE VYSETRENI U SUSPEKTNIHO HON

MATKA DITE
Pfijmeni: PHjmeni:
Jméno: Jméno:
Rodné Eislo: Rodné Eislo:
Vysledky vySetfeni
Krevni skupina: Krevni skupina:
Screening nepravidelnych protilatek: Primy antiglobulinovy test: IgG:

VySetfeni volnych protilatek v systému ABD
2 séra ditéte:

s dg.enyirocyty KS

Kontrolni screening nepravidelnych protilatek:

Dalsi vysetfeni

Fenotyp Rh/Hr: Fenatyp Rhihr:
Diatwm: Diatum:

VyEetfeni proved!: ViySetfenl provedl:
Zaver:

Hodnotil:



