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Abstrakt

Pfedmétem bakalafské prace je zjistit procentudlni podil darcti krve krevni
skupiny 0 s tzv. nizkym titrem protildtek anti-A a anti-B v plazmé. Titrace byla
provadéna na analyzatoru Galileo NEO Iris a ¢ast z nich porovnana s vysledky

manudlnich metod — zkumavkovym testem a sloupcovou aglutinaci.

Teoreticka cast bakaldfské prace se zabyva imunohematologii erytrocyti, kde
jsou probrana predevSim nasledujici témata - erytrocytdrni antigeny,
antierytrocytarni protilatky a krevni skupiny s dtirazem na ABO a Rh systém. Kromé
toho jsou zde popsany zdkladni imunohematologické techniky. Dale jsou v praci
popsany transfuzni pfipravky, které jsou vsoucasné dobé pouzivany,
predtransfuzni vySetfeni provadéna pied jejich aplikaci a také zdklady tcelné
hemoterapie. V neposledni fadé jsou v praci také zminény potransfuzni reakce

a komplikace, které mohou v dasledku podani transfuze nastat.

Metodika prace popisuje zadkladni principy a pracovni postupy u pouZitych
metod — analyzatoru Galileo NEO Iris, zkumavkového testu a manualni sloupcové

aglutinace.

Ve vysledcich jsou naméfené hodnoty zpracované pomoci grafti a tabulek,
nechybi ani jejich statistické zhodnoceni, které poskytuje mj. informace o vzajemné
korelaci pouZzitych metod. Ziskané vysledky jsou porovnany s vysledky z jinych

zemi svéta.

Klicova slova

hemoterapie; masivni krvaceni; plnd krev; potransfuzni reakce; protilatky proti

erytrocytim; titrace protilatek



Abstract

The subject of the Bachelor’s thesis is to find out the percentage of blood donors
type O with low titer of anti-A and anti-B antibodies. The titration was made on the
analyzer Galileo NEO Iris and some of them compared with the manual methods -

the tube test and the column agglutination.

Theoretical part of the Bachelor’s thesis describes the immunohematology of the
red blood cells, especially these topics: red blood cells antibodies and antigens and
blood groups (mainly ABO and Rh systems). There are also described the basic
immunohematological tests. Blood products, pre-transfusion testing and the
principles of effective hemotherapy and post-transfusion reaction and complication

are also described there.

In the methods are the principles and the workflows of the used techniques

— analyzer Galileo NEO Iris, tube test and column agglutination.

The results of the Bachelor’s thesis are compared using the diagrams and tables.
There is also a statistic evaluation of the results, which also provides information on
the correlation of the methods used. The obtained results are compared with the

results from other countries.

Keywords

hemotherapy; massive bleeding; whole blood; post-transfusion reactions; red

blood cells antibodies; titration of antibodies
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1 UVOD

Imunohematologie erytrocytli se zabyva riliznymi erytrocytarnimi antigeny
a antierytrocytarnimi protilatkami. Pokud neni v krvi pfitomen dany antigen,
je pritomna protilatka proti tomuto antigenu. V pripadé, Ze by doslo k sou¢asnému
vyskytu antigenu a protildtky proti danému antigenu v krvi jedince (napf. po
podani transfuze), dojde k destrukci vlastnich erytrocyti. Pfirozené protilatky proti
erytrocytlim anti-A a anti-B patfi do tfidy IgM. Jsou produkovany B lymfocyty jako
odpovéd na pfitomnost antigenti na povrchu cervenych krvinek, které jsou v krvi
daného jedince. Anti-A a anti-B protilatky mohou byt i tfidy IgG, ovSem ty jiZ nejsou

prirozené a vznikaji jako diisledek imunizace (napt. béhem téhotenstvi).

Stanoveni titru anti-A a anti-B protilatek neni rutinnim imunohematologickym
vySetfenim v ramci klinické imunohematologie ani pfi screeningu darct krve a jejich
slozek. Transfuzni pfipravky jsou pacientim podavany s ohledem na jejich krevni
skupinu, tudiz je riziko reakce inkompatibilnich antigent a protilatek minimalni.
V piipadé indikace transfuznich pfipravkil z vitalni indikace, kdy neni zndma
krevni skupina piijemce, jsou podavany univerzdlni pfipravky (plazma AB,
erytrocyty 0). Soucasna transfuzni sluzba, v souladu se zasady ticelné hemoterapie,
vyrabi pfedevsim jednotlivé krevni slozky (erytrocyty, plazmu, trombocyty) a plna
krev byla dlouhou dobu povazovana za prezity pripravek zatizeny fadou rizik.
V posledni dobé ale ve svété dochdzi ke zméné pohledu na pouziti plné krve, jako
idedlniho prfipravku pro tzv. hemostatickou resuscitaci pfi masivnim krvaceni
a polytraumatech. Aby mohla byt plnd krve krevni skupiny 0 pouzivana jako
univerzalni transfuzni pfipravek z vitdlni indikace, je vhodné mit k dispozici
pripravky s nizkym titrem prirozenych protilatek anti-A anti-B. O bezpecné vysi
,nizkého titru” se vedou diskuze, jednou z obecné akceptovatelnych mozny hornich

hranic je titr 1:128.
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2 SOUCASNY STAV

2.1 Obecné pojmy imunologie

Mezi zékladni pojmy imunologie patfi mj. antigeny a protilatky. [1]

2.1.1 Antigeny

Antigeny jsou obecné definovdny jako substance, které je imunitni systém
schopen rozpoznat a reagovat na né prostfednictvim protilatek (produktii specifické
imunitni odpovédi). Mohou to byt v podstaté jakékoliv chemické struktury.
Aby vsak antigen vyvolal reakci imunitniho systému, je potteba, aby byl rozeznan
ve formé makromolekuly. Hapten (mald antigenni molekula) neni sdm o sobé
schopen navodit imunitni odpovéd, proto musi byt navazan na imunogenni nosic.
Nejcastejsimi zastupci téchto makromolekul jsou proteiny ¢ komplexni
polysacharidy, dale pak lipidy & lipoproteiny. Cast antigenu, kterou imunitni

systém rozeznd a reaguje na ni, se nazyva epitop (antigenni determinant). [2, 3, 4]

2.1.2 Antigenicita

Jako antigenicitu oznacujeme schopnost antigenu specificky vazat protilatky
¢i receptory T lymfocytli. V radmci imunohematologie se ve vétsiné pfipadii jedna
o antigeny, které pfimo aktivuji B lymfocyty a tim zahdji proces tvorby protilatek,
nepotfebuji k tomu pomoc T lymfocyth. Jako pifiklad mohou byt uvedeny
polysacharidové antigeny krevnich skupin. B lymfocyt nebo jiz vytvofena protilatka
rozpoznaji tento antigen podle uspofddani jeho molekuly v epitopu. Dojde
k aktivaci B lymfocytti, pfi které rtizné klony lymfocytt, jez jsou specifické pro dany
antigen, za¢nou produkovat protilatky (heterogenni smés protilatek), kdy kazda

z nich je specificka pro rizné antigenni determinanty antigenu. [3]
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2.1.3 Imunogenicita

Pojmem imunogenicita se rozumi navozeni imunitni odpovédi na patogenni
molekulu, pficemz intenzita této odpovédi zavisi na nékolika faktorech. Antigeny,
které jsou schopny vyvolat imunitni odpovéd organismu, se nazyvaji imunogeny.
Obecné plati, Ze ¢im vétsi je patogenni molekula, tim silnéjSim je imunogenem; vice
imunogenni jsou také slozené komplexy oproti ,jednoduchym” molekuldm; co se
tyka fyzikalni formy, plati, Ze pevna ¢astice je vice imunogenni nez solubilni formy.
Vliv na miru projevu imunogenicity ma také zptisob podani (napf. intravendzni,

subkutdnni, peroralni apod.) [1, 3, 5]

2.1.4 Protilatky

Protilatky (imunoglobuliny) jsou hlavni slozkou vy-globulinové frakce
plazmatickych bilkovin. Z biochemického hlediska se jednd o glykoproteiny.
Vznikaji jako odpovéd na pfitomnost imunogenu (antigenu, ktery dokdze vyvolat
imunitni odpovéd organismu) v organismu, kdy stimto antigenem zacnou
specificky reagovat. Tato reakce spocéivda v komplementarité protilatky
a specifického antigenniho epitopu. Dalsi funkci imunoglobulinti je napt. schopnost
vazat komplement, ¢imZ dojde k uvolnéni biologicky aktivnich molekul, coz mtze
vést jednak k lyze buriky, nebo se tyto molekuly mohou pfipojit na jiné buriky, které

pro né maji receptor (napt. lymfocyty, zirné bunky) a tim je aktivovat. [3, 6]

Molekula vsech imunoglobulinti ma obdobnou strukturu — sklada se ze dvou
lehkych a ze dvou tézkych polypeptidickych fetézcti, které jsou vzdjemné spojeny
disulfidickymi mustky. RozliSujeme pét typt tézkych fetézct (v, a, W, O a ¢€), které
se lisi ve sloZeni a poctu aminokyselin. Na zdkladé téchto odlisnosti rozliSujeme
jednotlivé tfidy imunoglobulinti — IgG, IgM, IgA, IgE a IgD. Lehké fetézce jsou
dvojiho typu — lambda nebo kappa. Molekula imunoglobulinu ma vzdy oba tézké
a lehké fetézce identické. Kazdy ze zminénych typu fetézcti md variabilni (Fab)

a konstantni (Fc) ¢ast. Vazba antigenu na protilatku je zprosttedkovdna pomoci
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oblasti variabilnich c¢asti (tzv. paratopt) lehkého a téZkého fetézce, které se
u rtznych protilatek 1isi, a diky tomu se mohou jednotlivé protilatky zamérovat
proti rozdilnym antigenim. Kazdy imunoglobulin mtZe vazat dva totozné

antigeny. Konstantni oblasti jsou u vSech protilatek jedné tfidy stejné. [4, 5, 6]

2.2 Imunohematologie erytrocytu

Imunohematologie erytrocytti se zabyva pfedevsim krevnimi skupinami a s nimi
spojenou problematikou, ktera se tyka zejména antigent krevnich skupin

a protilatek proti nim tvorenych. [7]

2.2.1 Erytrocytarni antigeny (aglutinogeny)

Z pohledu imunohematologie je antigen struktura membrany krevni burky,
ktera je definovana lidskou aloprotilatkou. Erytrocytdrni antigeny zastavaji
v bunice razné funkce. Do membrany erytrocytu integrované strukturalni
glykosylujici membréanové lipidy a proteiny, vyskytujici se u krevnich skupin ABO,
H, I, Lewis a P, se podili na udrZeni tvaru erytrocytu. Oproti tomu funkéni
proteiny, které se vyskytuji u krevnich skupin Rh, Kidd, Colton, MNS, Lutheran,
Kell a Ch/Rg, maji enzymatickou aktivitu, podili se na transportu v buiice, reguluji
komplement, plni funkce receptorti pro ligandy a uplatiiuji se i v adhezi. Celkem
bylo k roku 2016 identifikovdno 346 erytrocytarnich antigenti. Z tohoto poctu jich
je 308 zafazeno do 36 systému krevnich skupin, 15 antigentd je v 6 kolekcich
antigent, dalSich 17 je v LFA sérii (antigeny snizkou frekvenci vyskytu)
a zbyvajicich 6 antigent je v HFA sérii (antigeny s vysokou frekvenci vyskytu).

Podle biochemického sloZeni se jedna o:

e proteiny ¢ glykoproteiny (proteinové antigeny), které se odliSuji bud
pritomnosti ¢i absenci celé bilkoviny — pfikladem je RhD antigen, nebo zménou

jedné aminokyseliny v fetézci, coz je pfipadem vétsiny ostatnich antigenty;
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e termindlni sacharidové/karbohydratové oblasti glykoproteinti a glykolipida

(sacharidové antigeny). [3, 4, 7, 8]

Erytrocytarni antigeny rozliSujeme podle mista syntézy na endogenni a exogenni.
Syntéza endogennich antigenti probiha pfimo v erytrocytech a jsou zakotveny
v jejich membrané. Radi se sem vétsina systémii krevnich skupin. Exogenni antigeny
jsou syntetizovany v jinych bunkach neZ v erytrocytech; po uvolnéni z mista
syntézy jsou transportovany az k samotnym erytrocytiim, na jejichz povrch adheruji
a tim se stavaji jejich antigeny. Mezi exogenni antigeny patfi pouze dva systémy —

Lewis a Chido/Rodgers. [4]

2.2.2 Antierytrocytarni protilatky (aglutininy)

V rdmci imunohematologie se setkavame s protilatkami tfidy IgG a IgM, vzacné
s IgA protilatkami. Nejvice jsou v plazmé zastoupeny protilatky tridy IgG, které se
vyskytuji ale i extravaskuldrné, avSak v obou mistech vyskytu jsou pfitomny ve
formé monomert. Na rozdil od IgM protildtek mohou prochazet ptes placentarni
bariéru do obéhu plodu a zptisobit senzibilizaci a destrukci erytrocyti plodu.
IgG protilatky se oznacuji jako imunitni ¢i nepravidelné a tvori se v pfitomnosti
cizich erytrocytdi, které se do téla dotyéného dostanou pomoci krevni transfuze.
Dalsi zptisob, jak mohou vznikat je v priibéhu téhotenstvi. IgM protilatky se
vyskytuji v plazmé ve formé pentamerti. Oproti IgG protilatkdm maji IgM vysokou
lytickou schopnost, dokazi zptisobit hemolyzu (napf. pfi podani ABO inkompatibilni
transfuze). Tvar pentameru jim umoznuje snadnéji aglutinovat. Protilatky tfidy IgM
jsou oznacovany jako pfirozené ¢i pravidelné a v plazmé se bézné vyskytuji —jedna
se o protilatky anti-A a anti-B (vyjimku tvori krevni skupina AB, ktera tyto protilatky

pritomné nema). [3, 6, 7]
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2.2.3 Krevni skupiny

Krevni skupina je definovana jako popis vlastnosti sacharidii a bilkovin (jedna se
o ,znaky” neboli antigeny erytrocytt1) vyskytujicich se na bunécné membrané
cervenych krvinek daného jedince. Antigeny na povrchu erytrocytt tedy urcuji

krevni skupinu. [9, 10]

Jedna se o vlastnosti jedince, které jsou dédény, prostfednictvim genti, od obou
rodi¢h — kazdy zrodi¢h pfedavd svému potomkovi vzdy polovinu genetické
vybavy. Kazdy jedinec ma tak krevni skupinu tvofenou dvéma geny, které urcuji
genotyp jeho krevni skupiny. Pokud zdédi jedinec dva totozné geny, jeho antigen
bude ve vysledku homozygotni. Naopak pokud zdé oba geny odliSné, projevi se

jako heterozygot. Ve fenotypu jedince se pak uplatiiuji nasledujici genetické vztahy:

e dominance — dominantni alela tpIlné potlaci projev druhé alely (recesivni);
e kodominance - obé alely se projevi spolecné¢;
e recesivita — projev recesivni alely je potlacen alelou dominantni, tudiz se ve

fenotypu neprojevi. [9]

2.2.4 ABO(H) systém krevnich skupin

Tento systém byl objeven a popsan jiz v roce 1900 Karlem Landsteinerem. Svymi
pokusy rozliSil tfi krevni skupiny, které oznac¢il A, B a C (pozdé&ji byly
reklasifikovany na dnes znamé A, B a 0). Tohoto rozliSeni docilil tak, Ze sledoval, jak
cervené krvinky vysetfovanych osob reaguji na pridani séra jinych osob. Timto svym
objevem postavil zdklady praktické imunohematologie. O dva roky pozdé€ji byla
objevena i ¢tvrta krevni skupina — AB, na jejimZ objeveni se podilel i ¢esky lékaf

Jan Jansky. [3, 7, 10]

Jednd se o systém, ktery ma z transfuzniho hlediska nejvétsi vyznam. Oproti
ostatnim systémiim krevnich skupin ma jednu jedinecnou vlastnost, a to pritomnost

tzv. pfirozenych protilatek proti antigenu (anti-A a anti-B), ktery se nenachdazi
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na erytrocytech dané konkrétni osoby. Tyto protilatky maji velmi casto hemolyticky
potencidl - pfi podani inkompatibilni transfuze jsou schopné, pomoci aktivace
komplementu, zptsobit hemolyzu cervenych krvinek. Nasledkem toho muze dojit

u doty¢né osoby k akutni hemolytické reakci, majici casto az fatalni nasledky. [7]

ABO antigeny se vyskytuji na erytrocytech a na ostatnich krevnich burikach kromé
granulocyt;; na trombocyty jsou adsorbovany z plazmy. Pravdépodobné jsou
pritomny i na burikach kmenovych a progenitorovych. Kromé krevnich bun¢k se
vyskytuji i na vétsiné endotelovych a epitelovych bunék (napt. ledvin, srdce, plic
a slinivky); v plazmé, v télnich tekutinach a v sekretech jsou pfitomny v rozpustné

formé (u sekretort1). ABO antigeny nejsou pfitomny v mozkomisnim moku. [4, 9]

Z chemického pohledu se jedna o termindlni oligosacharidy glykosylacnich
fetézcl glykolipidi a glykoproteinti, pfitomnych v membranach bunék. Tyto
oligosacharidy se skladaji zfetézci D-glukézy, D-galaktozy, D-manozy,

N-acetyl-D-glukosaminu, N-acetyl-D-galaktosaminu a L-fukdzy. [3, 7]

ABO systém ma celkem tfi antigeny — A, B a H, které vSak nejsou pfimym
produktem alel genu ABO (gen ma celkem tfi alely — dvé kodominantni — A, B a jednu
recesivni — 0), ale alely tohoto genu kdéduji syntézu glykosyltransferazy. Jedna se
o enzym, jez ma za ukol katalyzovat pfenos a pfipojeni jednotlivych molekul
monosacharidu ke galaktéze prekurzorového H antigenu. O tom, jaky

monosacharid bude pfipojen rozhoduji ABO alely genu. [3, 4, 10]

Gen H podminuje syntézu H-transferdzy — ta pfipojuje monosacharid L-fukézu
ke galaktoze oligosacharidového fetézce, ¢imz vznika prekurzorovy H antigen. Pro
krevni skupinu 0 je tento monosacharid termindlni a imunodominantni, nebot u alel
genu 0 nebyl zjisStény zadny proteinovy produkt a pravdépodobné postrada
transferdzovou aktivitu — je inaktivni. V dasledku toho nedochézi k pfipojeni

zadného dalsiho monosacharidu na H prekurzor. Pro ostatni krevni skupiny je
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pouze receptorem pro pripojeni dalSich sacharidi. Lidé s krevni skupinou A maji
gen A, ktery dava vzniku A-transferdze. A-transferaza katalyzuje pripojeni
N-acetyl-D-galaktosaminu  k prekurzorovému H  antigenu. Termindlnim
a imunodominantnim monosacharidem antigenu A je tedy
N-acetyl-D-galaktosamin. Obdobné je to i u krevni skupiny B — gen B podminuje
tvorbu B-transferazy, ktera k H antigenu pfipojuje D-galaktézu. Pro antigen B tak
plati, Ze jeho termindlni imunodominantni monosacharid je D-galaktoza.

[3,4,7,9]

Schopnost sekretovat A, B a H substance mé na starost sekretovy gen, ktery ma
dvé alely — dominantni Se a recesivni se. Alely genu neovliviiuji pfimo transferazy,
ale maji vliv na pfitomnost ¢i deficit H substance v sekretech. Pfiblizné 80% jedincti
ma schopnost tyto substance sekretovat, tim padem musi byt nosici alespon jedné
dominantni alely genu — jejich genotyp je bud Se/Se, nebo Se/se a fikdme jim
sekretofi. Naopak jedinci s genotypem se/se tuto schopnost postradaji, proto

oznaceni non-sekretori. [3, 9]

V disledku vzniku transferdz s odliSnymi vlastnostmi jsou u jednotlivych
fenotypt krevnich skupin pfitomny rtizné podskupiny. U fenotypu A jsou nejéastéji
pfitomny podskupiny A1 nebo A:. Lisi se napt. rozdilnym poctem antigennich mist
(A1 jich ma pfiblizné 3,5x vice), dale pfitomnosti antigenu — A1 ma kromé antigenu
A iantigen A1. Podskupina A2 ma pfitomné protilatky anti-B a nékdy navic i anti-Ai.
Kromé Aia A2 podskupin existuji i dalsi —napt. As, Ax, Am, které vznikaji pfi mutacich
alel, maji snizenou biologickou aktivitu, coZz vede k slabé expresi A antigenu na
povrchu erytrocytt. Jejich vyskyt je vSak spiSe vzacny. U fenotypu B vétSinou

nebyvaji pfitomné podskupiny, B-transferaza je obvykle uniformni. [3]
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Tabulka 1 - Fenotypové projevy genotypii ABO systému [9, vlastni zdroj]

Fenotyp Genotyp
A A/A A/0
B B/B B/0
AB A/B
0 0/0

Protilatky, které se zde pravidelné vyskytuji, se nazyvaji anti-A a anti-B. Tyto
protilatky vznikaji pfirozenou imunizaci a jejich vyskyt u kazdého jedince zavisi na
jeho krevni skupiné. Nejcastéji se jednd o imunoglobuliny tfidy IgM. U jedinct
s krevni skupinou 0 se vyskytuje protildtka anti-A, B, ktera je namifena proti

antigenu A i B. V tomto pfipadé se jedna o IgG protilatky. [3]

Pfi vysetfeni ABO skupiny se prokazuje pfitomnost resp. absence A a B antigenu
na povrchu membrany erytrocytii a ABO protilatek v séru (¢i v plazmé€) vySetfované
osoby. Je vyloucené, aby se v krvi jedince nachdzel soucasné antigen a protilatka
proti nému. V rutinnim provozu se erytrocytové antigeny vysetfuji pomoci
monoklondlnich diagnostickych protilatek anti-A a anti-B. ABO protilatky se
prokazuji diagnostickymi erytrocyty A: a B. VySetfeni se provadi pfi pokojové

teploté na sklicku, v gelu, ve zkumavce aj. [3]

Tabulka 2 - Prehled antigenii a protildtek jednotlivyjch krevnich skupin [3, vlastni zdroj]

Krevni ABO ABO
skupina antigeny protilatky
0 H anti-A, anti-B
A A anti-B
B B anti-A
AB A, B zadné
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2.2.5 Rh systém krevnich skupin

Tento systém je, hned po ABO, druhym nejvyznamnéj$im systémem krevnich
skupin. Celkové je u Rh systému zndmo 56 antigenti, pficemZ mezi nejvyznamn¢jsi
patii antigeny D, C, ¢, E a e. Tyto geny jsou kodovany dvéma homolognimi geny —
RHCE a RHD, pfi¢emz gen RHCE kdduje expresi antigenti C, ¢, E a e, zatimco gen
RHD koduje expresi D antigenu. Antigeny se vyskytuji pouze na erytrocytech,
pripadné i na jejich prekurzorech. V Zadnych jinych tkanich a burikdch neni jejich

pritomnost detekovana. [3, 4]

Fyziologicky nejsou v séru zZadného jedince pfitomny pfirozené protilatky proti
antigenim tohoto systému, ojedin€le se muze vyskytovat anti-E. Pfi¢inou vzniku

Rh protildtek je poddni inkompatibilni krevni transfuze, pfipadné gravidita Zen. [3]

vvvvvv

jedinec antigen D mda ¢i zda jej postradd, rozliSujeme RhD pozitivni (maji
D antigen) nebo RhD negativni (antigen D jim chybi) jedince. RhD pozitivni lidé
mohou byt pro tento antigen bud homozygoti (D/D), nebo hemizygoti (D/d).
Antigen D nemad k sobé antiteticky antigen d, toto oznaceni se pouziva k vyjadreni

D negativniho fenotypu. [3]

D antigen ma za normalnich okolnosti vice nez 30 epitopt. Existuji ale p¥ipady,
kdy se tyto epitopy odchyluji, jak z kvalitativniho, tak z kvantitativniho pohledu od
,normélu” a takovym to antigentim ¥ikame variantni D antigeny. Radime sem
v zasadé dva druhy, pfi¢emz prvni z nich je tzv. slaby D antigen (D", D). Pfi¢inou
vzniku takovéhoto antigenu je mutace genu, vedouci k zdméné aminokyselin
D proteinu v jeho cytoplazmatické ¢i membranové casti. Dtsledkem takovéto
mutace je slaba exprese epitopti, ale jejich pocet se neméni; lisi se také reaktivitou
s anti-D séry. Nositel této varianty genu nema riziko vzniku anti-D protilatek a lze
jej povazovat za RhD pozitivniho jedince. Druhou odchylku tvori tzv. varianty
antigenu D (Dviant), kdy pricinou jejich vzniku je mutace RHD genu ¢i hybridni gen,
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ktery vede k alteraci proteinu v jeho extraceluldrni c¢asti. V tomto pripadé dochdzi
ke sniZeni poctu epitopti; s anti-D séry reaguji téZ odlisné. Anti-D protilatky mohou
vznikat u nékterych variant této mutace. Nositel Dviant antigenu je bézné povaZovan
jako RhD negativni jedinec, ovSem v pfipadé, Ze se jedna o darce krve, bere se jako

RhD pozitivni. [3, 4, 7]

Pfi vySetfeni fenotypu krevnich skupin se vySetfuje i C*antigen. V tomto pfipadé
se nejednd o oznaceni slabého antigenu C (jako je tomu u antigenu D,
resp. Dv), ale pritomnost tohoto antigenu zeslabuje expresi antigenu C. V nasi
populaci je nositeli C* antigenu zhruba 5 aZ 6 % obyvatel. I pfes nizkou ¢etnost jeho
vyskytu je potieba jej vySetfovat, nebot tento antigen je fazen k lokalné klinicky

vyznamnym antigentim. [3, 4, 7]

2.2.6 Ostatni systémy krevnich skupin

Kromé ABO a RhD systémt existuje fada dalSich, jejichz pfehled je shrnut
v nasledujici tabulce. Vznik potransfuznich reakci zptisobenych protildtkami
nékterych z niZze uvedenych systémt neni pfilis casty, jedna se vétSinou o vyjimecné
pfipady. Pfi¢inou této ,vyjimecnosti” je velmi casto fakt, Ze vyskyt protilatek proti

antigentim danych systémti je malo casty. [3, 7]

21



Tabulka 3 - Ptehled systémii krevnich skupin [7, vlastni zdroj]

ISBT No. Systém Hlavni antigeny
001 ABO AB
002 MNS M, N,S,s, U
003 P1Pk P1
004 Rh D,C E, ¢ e Cv
005 Lutheran Lu?, Lub
006 Kell K, k, Kp?, Kpb, Js?, JsP
007 Lewis Lea, Lep
008 Duffy Fy?, Fy®, Fy3
009 Kidd Jka, Jkb, Jk3
010 Diego Dia, Dib, Wra, Wrb
011 Yt Yta, Ytb
012 Xg Xg?
013 Scianna Scl, Sc2
014 Dombrock Do, Do, Gy?, Hy, Jo?
015 Colton Co?, Cob, Co3
016 Landsteiner-Wiener LWa LWt
017 Chido/Rodgers Ch/Rg
018 H H
019 Kx Kx
020 Gerbich Ge2, Ge3, Ge4d
021 Cromer Cra
022 Knops Kna, Knb
023 Indian Ina, Ind
024 Ok Oka
025 Raph MER2
026 John Milton Hagen JMH
027 I I
028 Globoside P
029 Gill GIL
030 RHAG RHAGI1, RHAG2

2.3 Zakladni imunohematologické techniky

Zakladni technikou pouzivanou pro vysSetfovani antigenti a protilatek jsou

sérologické testy, které jsou zaloZeny na hemaglutinaci (dale jen aglutinaci)

erytrocytu. [7]

22



2.3.1 Reakce antigenu a protilatky

Pfipojeni protilatky na antigen je mozné diky nekovalentnim vazbam. Mezi tyto
vazby patii elektrostatické sily, vodikové mustky, hydrofobni vazby
a Van der Waalsovy sily. Jedna se o slabé reverzibilni vazby, které jsou schopny
pusobit jen na malé vzdalenosti. Aby doslo k pevnému spojeni antigenu a protilatky,
je zapotfebi velké mnoZstvi vazeb a zdroven jejich vzdjemnd komplementarita.

Vliv na vznik spojeni antigenu a protilatky maji nasledujici faktory:

teplota — teplotni optimum pro vétsinu klinicky vyznamnych IgG protilatek
je 37°C, protilatky tfidy IgM reaguji nejlépe pfi laboratorni ¢i niZsi teploté
(patfi sem i chladové protilatky, jejichz teplotni optimum je nizsi nez 20°C);
e pH - optimdlni pribéh u vétSiny reakci nastava pfi hodnotach pH kolem 7,
k jehoZ udrZeni béhem vysetfeni se pouziva pufrovany fyziologicky roztok (PBS);
e kvalitativni a kvantitativni vlastnosti antigen a protilatek — vysledek reakce je
ovliviiovan jak hustotou exprese antigenu na membrané erytrocytu, tak
i mnozstvim (koncentraci) protilatky — protilatka je oproti antigenu v nadbytku,
ovsem jedna-li se o extrémni nadbytek, dochdazi k inhibici aglutinace;
¢ iontova sila prostfedi —ionty vyskytujici se v prostfedi reakce ,,obaluji” nabité
oblasti antigenti a protilatek, ¢imZ znesnadnuji jejich interakci — z toho tedy
vyplyva, Ze snizenim koncentrace Na* a Cl- ionti dojde ke usnadnéni vazby
protilatky, ¢ehoZz docilime pouZitim roztoku s niz$im obsahem iont(i (LISS);
bézné se viak jako diluent pouziva izotonicky fyziologicky roztok, ktery ma

vyznamny obsah Na* a CI- iontt. [3, 7]

2.3.2 Aglutinace

Ke shluku krvinek dochdazi pfi splnéni dvou podminek. Prvni podminka spociva
v navazani protilatky na antigen, tzv. senzibilizace erytrocytu. Druhou podminkou
je pak navazani alesponi jednoho dalsiho erytrocytu na protilatku pomoci

protilatkovych vazeb. Zminéné dvé podminky spliuji protilatky tfidy IgM, proto se
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v imunohematologii nazyvaji jako kompletni protilatky. Naopak IgG protilatky ve
vétsiné pripadi spliuji pouze jednu podminku, proto jsou oznacovany protilatkami
inkompletnimi. Molekuly IgM aglutinuji snadné&ji nez IgG ze dvou hlavnich diivodii
— IgM protilatka ma vétsi vzdalenost mezi vazebnymi misty pro antigen a zaroven

ma pétkrat vice vazebnych mist nez IgG. [3, 4, 7]

Obecny princip aglutinace je nasledujici: erytrocyty maji na svém povrchu slaby
zaporny naboj. Diluent, ktery tvofi prostfedi, v némz jsou erytrocyty rozptyleny,
obsahuje ionty. Kolem erytrocytt tak tyto ionty vytvari dalsi elektrostatické vrstvy,
diky kterym se k sobé erytrocyty nemohou tésné pfiblizit. Podle toho, zda dokaze
urcitd protilatka prekonat takto vzniklou vzdéalenost mezi dvéma erytrocyty,

rozliSuje aglutinaci pfimou a nepfimou. [3, 4, 7]

Pfim4 aglutinace je typicka pro protilatky tfidy IgM, nebot jsou schopny pfekonat
vzdalenost mezi dvéma erytrocyty, ¢imz dochdzi ke vzniku aglutinace. Pfimo
aglutinujici IgG protilatky se vyskytuji pouze ojedinéle, jako pfiklad miizeme uvést
nékteré protilatky anti-A a anti-B. V laboratofich se pfimé aglutinac¢ni testy mohou
provadét sklickovou metodou, zkumavkovym testem, metodou pevné faze
¢i technikou sloupcové aglutinace. V praxi se pfima aglutinacni vysSetfeni pouzivaji
mj. k detekci erytrocytovych antigenti ABO systému, Rh systému ¢i k detekci
antierytrocytovych protilatek. Aglutinacni testy je mozné také vyuzit pro
kvantitativni stanoveni protilatky v geometricky fedéném vzorku séra. Nejvyssi
fedéni, pfi kterém dojde jesté k aglutinaci, oznacujeme jako titr. VySetfovani titru
protilatek se pouziva napft. u téhotnych Zen a pfi vySetfeni protilatek ABO systému

u darcti krve. [3, 4, 7]

Nepfima aglutinace je typickad pro vétsinu IgG protilatek, které nejsou schopny
preklenout vzdalenost mezi dvéma erytrocyty, tudiz nedochdzi k aglutinaci
erytrocytti, ale pouze k jejich senzibilizaci. Pro dosaZzeni aglutinace je potfeba do

reakce pfidat dalsi substance — napf. anti-IgG antiglobulinové sérum (AGH)
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¢i enzym, které zajisti spojeni senzibilizovanych erytrocytti a vizualizuje tak
aglutinaéni reakci. NejdulezZit€jsi testy vramci nepfimé aglutinace jsou
antiglobulinové testy (téz. AGH testy, Coombsovy testy), které rozliSujeme pfimé
a nepfimé. Pfimy antiglobulinovy test (PAT) ndm umozZnuje detekovat erytrocyty,
které byly senzibilizovany protilatkou pfimo v organismu. V praxi se PAT provadi
pri prikazu imunitniho typu hemolyzy u pacientti po transfuzich, u potransfuznich
reakci, u hemolytického onemocnéni novorozence a dalsi. Pomoci nepfimého
antiglobulinového testu (NAT) detekujeme protilatky proti erytrocytiim, které jsou
volné v plazmé ¢i v séru. K jejich priikazu je potieba pouzit AGH sérum a nasledna
inkubace vySetfovaného séra s antigeny erytrocyti. NAT se uplatriuje pfi prikazu
klinicky vyznamnych nepravidelnych protilatek proti erytrocytim, zjistuje
kompatibilitu, resp. inkompatibilitu erytrocyth vramci predtransfuzniho

vySetfeni a dalsi. [3, 4, 7]

2.4 Transfuzni ptipravky

Transfuzni ptipravky (TP) patfi mezi individudlné vyrabéné lécivé piipravky
(IVLP), které jsou vyrabény z krve dobrovolnych dérci v zafizenich transfuzni
sluzby. TP je obvykle vyroben od jednoho darce z jednotlivého odbéru plné krve
nebo z aferézy. Vyjimku tvori smésné trombocyty, ziskdvané z plné krve a smésny
kryoprecipitat, které obvykle predstavuji smés krevnich sloZzek od 4 — 6 rtiznych

darcti nebo kryokonzervované trombocyty rekonstituované v plazmé. [3, 11]

Bézné pouZzivanou jednotkou pro TP je transfuzni jednotka (T.U.). Ta udava
mnozstvi transfuzniho pfipravku, pro jehoz vyrobu byl zpracovan jeden standardni
odbér plné krve, véetné konzervacniho ¢i nahradniho roztoku. Bézny odbér plné
krve od jednoho darce cini 450 ml + 10 %. Neékteré pripravky, jako

napf. trombocytarni, jsou definovany jako terapeutické davky (T.D.). [3]
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TP jsou oznacovany Stitkem, na kterém musi byt nasledujici adaje:

¢ identifika¢ni ¢islo transfuzniho pfipravku;

e nazev transfuzniho pfipravku;

e nazev a sidlo vyrobce (zafizeni transfuzni sluzby);

e mnozZstvi transfuzniho pfipravku (hmotnost nebo objem);

e ndzev a objem pouzitého antikoagulacniho roztoku, pfipadné dalSich
pouzitych roztoku;

e teplota pro uchovavani a transport;

e datum odbéru;

e datum pouZitelnosti;

e krevni skupina ABO systému;

e antigen D krevni skupiny Rh, pfipadné dalsi antigeny erytrocytu;

e vysledky pfedepsanych vySetfeni infekci pfenosnych krvi. [3]

2.4.1 Plna krev

Odebrana plna krev ma v soucasné dobé své vyuziti predevsim jako surovina pro
dalsi zpracovani, kdy se z ni vyrabi jednotlivé TP — erytrocyty, trombocyty a plazma.
Podavani plné krve jakozto homologniho TP je dnes malo casté a povaZuje se jako
za prekonané. Hlavni indikaci plné krve jsou protozejména autotransfuze.
V posledni dobé ale ve svété dochazi ke zméné pohledu na pouziti pIné krve, jako
vhodného pfipravku pro tzv. hemostatickou resuscitaci pfi masivnim krvaceni
a polytraumatech. PInd krev s skladuje pfi teploté 2 — 6°C s dobou pouzitelnosti

35 dni. [7, 11, 12]

2.4.2 Erytrocytarni transfuzni pfipravky

Lécebnou slozkou erytrocytdrnich transfuznich pfipravki jsou erytrocyty, které
jsou ziskavany bud z pIné krve centrifugaci a naslednou extrakci, nebo odbérem na

separatoru — erytrocytaferézou. Piipravky musi byt skladovany pii teploté
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od +2°C do +6°C sdobou pouZitelnosti 42 dni. Existuje nékolik druht

erytrocytarnich transfuznich pripravku:

e erytrocyty (E) —jsou vyrabény z plné krve, centrifugaci je odstranéna vétSina
plazmy; leukocyty a trombocyty (buffy-coat) ziistavaji;

e erytrocyty bez buffy-coatu (EB) — jsou vyrabény z plné krve, vétSina plazmy
a buffy-coatu je odstranéna centrifugaci;

e erytrocyty resuspendované (ER) — jsou vyrabény z plné krve, centrifugaci
se odstrani prevaznd cast plazmy a pfida se resuspenzni roztok; leukocyty
a trombocyty v pfipravku zlstavaji;

e erytrocyty bez buffy-coatu, resuspendované (EBR) — jsou vyrabény z plné
krve, centrifugaci je odstranéna vétSina plazmy a buffy-coat, prida se
resuspenzni roztok; pocet leukocytti a trombocytti je sniZeny;

¢ erytrocyty deleukotizované (ED) — vyrabi se bud deleukotizaci erytrocytu (E)
¢i erytrocyti bez buffy-coaut (EB), nebo odstranénim plazmy po centrifugaci
deleukotizované plné krve; pocet leukocytti v pfipravku je sniZen;

e erytrocyty resuspendované, deleukotizované (ERD) — vyrabi se deleukotizaci
ER nebo EBR, nebo pfidanim resuspenzniho roztoku do deleukotizované plné
krve, ze které je odebrdna plazma (po centrifugaci); pocet leukocytti
v pfipravku je snizeny;

o erytrocyty z aferézy (EA, EAR, EAD) - jsou ziskavany odbérem darce na
separatoru pri erytrocytaferéze ¢i pfi multikomponentnim odbéru; u EAR
pripravki je pouzit resuspenzni roztok, EAD pfipravky jsou deleukotizovany;

e erytrocyty promyté - jsou pripravovany dodatecnym zpracovanim
ptvodniho pfipravku; po centrifugaci je odstranén supernatant a pfidan
resuspenzni roztok — tento postup se opakuje 2 — 3 krat;

e erytrocyty kryokonzervované — k erytrocytiim se do 7 dnti od odbéru prida

jako kryoprotektivum glycerol a nasledné se smés zmrazi. 3, 7]
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V soucasné dobé vyrabéné a pouzZivané erytrocytarni transfuzni pfipravky jsou
EBR a ERD s tim, Ze celosvétova tendence je pfechod vyhradné na ERD. Specidlni
indikace pak maji EP. Resuspenzni roztok zvysuje dobu pouZitelnosti pfipravki.
Erytrocytarni pfipravky je mozné ozarit (davka 25 — 30 Gy), aby doslo ke zniceni
imunokompetentnich lymfocytt, a tim ke sniZeni pravdépodobnosti vzniku reakce
Stépu proti hostiteli. Ozafeni je nutné provést kratce pred predpokladanou dobou
podani transfuze. V dtsledku ozafeni se v pripravcich uvolni z erytrocytt draslik,
tim padem je jeho koncentrace v pfipravku zvysSend a je nezbytné konzultovat
podani ozafené krevni transfuze s hematologem. . Ozafené TP jsou urcené pro tézce
imunokompromitované pacienty, tj. napf. pro novorozence, pacienty po

imunosupresivni terapii, po transplantaci kostni dfené apod. [7, 11]

2.4.3 Trombocytarni transfuzni p¥ipravky

Suspenze trombocytti, 1écebnd slozka trombocytarnich TP, jsou ziskavany bud
zpracovanim plné krve, nebo z trombocytaferéz. Trombocytarni pripravky musi byt
uchovavany na tfepackach, které jsou v nepretrzitém rezimu tfepani, pfi teploté od

+20°C do +24°C. Doba skladovani je kratka — 5 az 7 dnti. Mezi trombocytarni TP patfi:

e trombocyty z pIné krve — ziskavaji se centrifugaci plné krve; k jejich pripravé
se pouziva plazma bohaté na krevni desticky nebo buffy-coat, kdy pfi druhé
centrifugaci dojde k oddéleni trombocytt resuspendovanych v plazmé bud
z plazmy bohaté na desticky, nebo z buffy-coatu;

e trombocyty z pIné krve smésné — ziskdvaji se smisenim 4 az 6 buffy-coatd,
nebo 4 az 6 jednotek trombocytli z plné krve, v obou pfipadech jsou oddéleny
centrifugaci; trombocyty z plné krve smésné mohou byt i deleukotizované —
jsou navic filtrovany pres deleukotizaéni filtr za tcelem snizeni poctu
leukocytt;

e trombocyty z pIné krve smésné v nahradnim roztoku — vyrabéji se smisenim

4 az 6 buffy-coatt a pfidanim resuspenzniho roztoku, nasleduje centrifugace,
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pfi které dojde koddéleni trombocytli resuspendovanych v plazmé
a v ndhradnim roztoku; trombocyty z plné krve smésné v ndhradnim roztoku
mohou byt i deleukotizované;

e trombocyty z aferézy — jsou ziskavany odbérem darce na separatoru bud pfi
trombocytaferéze, nebo prfi multikomponentnim odbéru; trombocyty
z aferézy mohou byt i deleukotizovane;

e trombocyty =z aferézy resuspendované - jsou ziskavany aferézou
a resuspendovany ve smési plazmy a ndhradniho roztoku; trombocyty
z aferézy resuspendované mohou byt i deleukotizované;

e trombocyty kryokonzervované — k trombocytadrnimu pripravku je pfidan
kryoprotektivni roztok (do 24 hodin po odbéru) a nasleduje zamraZeni
pripravku; skladovani je pfi teploté -80°C (v elektrickém mrazicim boxu).

[3, 7]

2.4.4 Plazmatické transfuzni pfipravky

Hlavni lé¢ebnou slozkou plazmatickych transfuznich pfipravki jsou predevsim
koagulacni faktory a pfirozené inhibitory koagulace, jejichz funkce je potfeba
zachovat. Pfipravky mohou byt ziskdny z plné krve, z plazmaferézy nebo téz jako
vedlejsi produkty pfi trombocytaferéze ¢i erytrocytaferéze. Pro zachovani labilnich
koagulacnich faktort musi byt plazma béhem jedné hodiny Sokové zmraZena na
teplotu -30°C vjadie vaku. ZmraZend plazma mutZze byt skladovdna pfi
teploté -25°C a nizsi po dobu 36 mésicti, pri teploté -18°C az -25°C po dobu 3 mésict.

Druhy plazmatickych TP jsou nasledujici:

e plazma cerstvé zmrazena (FFP) — jedna se o Sokové zmrazenou plazmu, ktera
byla oddélena z pIné krve ¢i o plazmu ziskanou z aferézy;

e kryoprotein — jednd se o slozku plazmy; po rozmrazeni je plazma
centrifugovana a kryoprotein je oddélen od supernatantni plazmy, nasledné

je Sokové zamraZen; obsahuje podstatnou cast faktoru VIII,
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von Willebrandova faktoru, fibrinogenu, faktoru XIII a fibronektinu
z ptivodni jednotky plazmy;
e plazma bez kryoproteinu (K plazma) — jednd se o cast jednotky cerstvé

zmrazené plazmy, ze které byl odebran kryoprotein. [3, 7]

2.5 Predtransfuzni vySetfeni

Hlavnim ukolem pfedtransfuzniho vysetfeni je pomoci laboratornich testti
potvrdit, respektive vyvratit, Ze krev prijemce je slucitelnd s krvi darce (transfuznim
pfipravkem). Diky témto testim (imunohematologickym vySetfenim) je mozné
pacientovi zajistit relativné bezpecnou transfuzi a minimalizovat nezadouci reakce.
Predtransfuzni vySetfeni jsou provadéna pred podanim TP, v némzZ jsou obsazeny

erytrocyty. [3]
Predtransfuzni vysetfeni se skladaji:

e zurceni ABO skupiny a D antigenu,
e ze screeningového vySetfeni nepravidelnych protilatek proti erytrocytim,

e z testu kompatibility. [3]

2.5.1 VysSetteni krevni skupiny ABO a antigenu D

vvvvv

A a B antigenu na erytrocytech pomoci minimalné diagnostickych
anti-A a anti-B sér soucasné se stanovenim pravidelnych ABO protilatek v séru ¢i
v plazmé pomoci A: a B diagnostickych erytrocytt. Druhou ¢asti vysetfeni je
stanoveni antigenu D systému Rh (RhD). To se provadi duplicitné pomoci dvou
riznych  klond IgM  monoklondlnich  anti-D  diagnostickych  sér.
U RhD negativnich pfijemcti neni potfeba (jako je tomu u dércd)
doSetfeni  variantnich D  antigent pomoci AGH  testu, nebot

piijemce by v takovémto pfipadé mél vzdy dostat RhD negativni transfuzi.
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VySsetfeni ABO skupiny a D antigenu u prijemce erytrocytli je nezbytné provést
z kazdého vzorku krve, ktery je odebran a urcen pro nové predtransfuzni
vySetfeni. Pokud ma laboratof o pfijemci jiz pfedchozi zdznamy, je nutné s nimi
nové vysledky porovnat; v pfipadé jiz zjisténé krevni skupiny je dostacujici
pouze orientacni vySetfeni pomoci diagnostickych sér anti-A a anti-B a jednoho

séra anti-D. [3, 4]

2.5.2 Screeningové vysSetfeni nepravidelnych protilatek proti erytrocytiim

Sérum ¢i plazma piijemce je inkubovana s diagnostickymi erytrocyty za ticelem
prokdzani pfitomnosti resp. nepfitomnosti nepravidelnych protilatek. Pozitivita
screeningového testu se projevi aglutinaci erytrocyti. Doporucuje se vySetfeni
provadét pomoci nepfimého antiglobulinového testu (NAT) s pouzitim erytrocytii
resuspendovanych v roztoku o nizké iontové sile (LISS) a inkubaci pfi teploté 37°C.
Screening je mozné doplnit také o dalsi enzymové testy; tento postup se doporucuje
predevsim u pacienti po opakovanych transfuzich ¢i pfi vySetfeni potransfuznich

reakci. [3, 4]

Vramci screeningového vySetfeni se pouziva panel tii ¢ Ctyr typa
diagnostickych erytrocyti krevni skupiny 0, u kterych jsou zastoupeny tyto
antigeny: C, C%, ¢, D, E, e, K k, Fy?, Fy®, S, s, M, N, P1, Le2 a Le>. Hodnoceni vysledku
se provadi pomoci pfibalového letdku. Pozitivni vysledek signalizuje pfitomnost
jedné & vice nepravidelnych protilatek a je nezbytné protilatku identifikovat.
Identifikace se provadi pomoci diagnostického panelu s vice typy erytrocytd, jehoz
soucasti je i autologni kontrola, kterd muzZe odhalit napf. ndlez autoprotilatky.
Po identifikaci protilatky je vhodné prokazat na erytrocytech pfitomnost antigenu,
ktery koresponduje s pfitomnou protilatkou. V piipadé, Ze zjisténa protilatka
je aloprotilatka, bude vysledek detekce antigenu negativni. Pozitivni vysledek

signalizuje, Ze se muze jednat o autoprotilatku. [3]
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Pokud identifikujeme protilatku, je podstatné stanovit jeji klinicky vyznam. Mezi
klinicky vyznamné patfi kromé ABO protilatek ty, které jsou detekovatelné v NAT
pri teploté 37°C. Jedna-li se o protilatky klinicky vyznamné, budou pfijemci podany
erytrocytové pfipravky, které budou pro dany antigen negativni a nebo pokud
vysledek NAT ukaze, Ze je krev pfijemce s danym erytrocytovym piipravkem

kompatibilni. [3]

2.5.3 Test kompatibility

Testem kompatibility se rozumi tzv. test slucitelnosti krve darce a pfijemce.
Sérum ¢i plazma piijemce je smichdna s erytrocyty ztransfuzniho pripravku.
Test kompatibility krve darce a pfijemce je obvykle provadén sérologickym testem,

alternativou muze byt tzv. elektronicky test kompatibility. [3]

Sérologické testy kompatibility zarucuji podani kompatibilni transfuze. Testy
pomahaji zachytit klinicky vyznamné protilatky. U pfijemct, u kterych byly tyto
nepravidelné protilatky detekovany je nezbytné sérologicky test provést vzdy;
v laboratofich jsou vSak tyto testy vétSinou provadény bézné i u osob

neimunizovanych. [3]

Pfi elektronickém testu kompatibility je transfuzni pfipravek pro ,kiiZeni” krvi
vybirdn pocitacem. Podminkou je, Ze u pfijemce nesmi byt detekovany Zadné
nepravidelné protilatky proti erytrocytim a jeho krevni skupina musi souhlasit
skrevni skupinou ddarce. Ddle musi byt do pocditate zanesené zdznamy
o predchozich imunohematologickych vySetfenich a musi se s nimi shodovat.
V pripadé, Ze laboratorni informacni systém, ktery ma cely tento proces na starost,

vyhodnoti neshodu vysledkil, neumozni vydej transfuzniho pfipravku. [3, 4]

2.5.4 Mimoradné situace

Mezi mimoradné situace, které mohou nastat patfi naptiklad potfeba masivnich

transfuzi nebo vydani TP z vitalni indikace. [7]
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Masivni transfuze

Pfi masivni transfuzi dochdzi k ndhradé ztraty jednoho krevniho objemu za
24 hodin. BéZné se jedna o podani vice nez 10 T.U. erytrocytii. DalSimi mozZnymi
definicemi jsou nadhrada poloviny krevniho objemu pfijemce transfuznimi
pripravky béhem 2 az 3 hodin (vétSinou podani vice nez 5 T.U. erytrocyti1); podani
alesponi 4 T.U. erytrocytti béhem jedné hodiny; pokracujici krevni ztraty 1,5 ml/kg
télesné vahy po dobu delsi nez 20 minut a nebo krevni ztraty vice nez 150 ml krve
za minutu. Potfeba masivni transfuze nastdvd zhruba u 1 - 2 % pacientii
s traumatem. Pro takovéto pripady musi byt ve zdravotnickém zafizeni

vypracovany postupy a krizové krevni plany. [7]

Pokud ma pacient pouze minimum své vlastni krve, test kompatibility nema smysl
provadeét a dodrzuje se pouze shoda krevni skupiné ABO. Jestlize byly pfijemci nejprve
transfundovany  univerzdlni erytrocyty krevni skupiny 0, je potfeba

co nejdiive zacit podéavat transfuzi, kterd je shodna s jeho ptivodni krevni skupinou. [3, 7]

Terapeutické cile pfi masivnim krvaceni:

e udrzeni perfuze a okysliceni tkani, zabranéni hypovolemického Soku
v diisledku rychlého podani krystaloidii a koloidi — je potfeba dbat na
prevenci hypotermie (a snizit tak riziko koagulopatie a nezvratného
organového selhani);

e zastava krvaceni — pomoci chirurgickych postupty;

e korekce koagulopatie — dochazi ke zhorseni krevniho srazeni, které miize
vést az k diseminované intravaskuldrni koagulopatii (DIC); feSenim je
podani plazmy, pfipadné kryoprecipitatu ¢ napf. koncentrati
koagulacnich faktord;

e substituce krevni ztraty transfuznimi pfipravky — kromé doplnéni

krevniho objemu slouZi také jako prevence vzniku koagulopatie. [7]
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Vitalni indikace

Pfikladem dalS$i mimoradné situace je pozadavek transfuze z vitalni indikace.
MiZeme sem zafadit i masivni krvaceni, ale i jiné situace (nahlé krvaceni apod.).
V pfipadé, Ze od pfijemce neni dorucen vzorek do laboratofe, jsou automaticky
vydany univerzalni transfuzni pfipravky — erytrocyty krevni skupiny 0, pficemz
0 RhD negativni pfipravky jsou preferovany pfedevSim pro transfuzi divkam
a Zenam fertilniho véku, a plazma krevni skupiny AB. Pokud je moZné béhem velmi
kratké doby vysetfit vzorek krve prijemce, stanovi se alespon krevni skupina, aby
mohly byt vydavany pripravky stejnoskupinové. VSechna vySetfeni, kterd
z ¢asovych divod(i nemohla byt provedena pfed vydanim transfuznich pfipravk,
musi byt co nejdfive dovySetfena a ptipadné dalsi transfuze jiz budou vySetfovany

standardnim postupem. [3, 7]

2.6 Hemoterapie

Termin hemoterapie je oznacenim pro lé¢bu pomoci transfuznich ptipravka
a krevnich derivatt. Pfed zahdjenim hemoterapie musi lékat posoudit rizika podani
a nepodani transfuze a také jeji ocekdvany pfinos pro pacienta, nebot v pripadé,
Ze je mozné pacienta 1é¢it jinymi lé¢enymi postupy ¢ilé¢ivy, neméla by byt transfuze
podédna. Rizika spojend s podanim krevni transfuze alespon castecné eliminuji
zasady ucelné hemoterapie, podle kterych jsou pacientovi podavany pouze ty
slozky krve, které vzhledem ke své diagnéze potiebuje, a nikoliv plnd krev
obsahujici v nékterych pfipadech pro pacienta zbytecné slozky. Indikace podani
krevnich slozek mtize byt terapeutickd (u pacienta jiz nastalo krvaceni), nebo

profylaktickd (u pacienta je riziko, Ze krvaceni nastane). [3, 7, 13, 14]

2.6.1 Imunologicka rizika hemoterapie — stimulac¢ni a inhibiéni aéinky

Stimulace pacientovy imunity spociva v tvorbé protilatek proti antigentim

erytrocytim, trombocytim a leukocytim (vcetné anti-HLA protilatek).
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Vytvorené protilatky predstavuji riziko pro pripadnou dalsi hemoterapii,
u téhotnych Zen mohou znamenat riziko reakce protildtek matky s antigeny plodu
a u pacientti ¢ekajicich na transplantaci organt miize dojit ke sniZeni Sance pfeziti

transplantovaného organu. [3]

Inhibi¢ni tucinek je odpovédi imunitniho systému na pfitomnost
mononukledrnich  bunék, medidtord zdnétu (uvolnénych =z leukocyti)
a solubilnich HLA peptidi, které jsou do krevniho obéhu pfijemce
transfundovany (jsou soucdsti plazmy v transfuznich pfipravcich). Prestoze
mechanismus inhibice imunity v dasledku hemoterapie neni zatim pifesné
popsan, je zfejmé, ze v krevnim ob€hu piijemce dochdzi ke snizeni poméru
CD4+/CD8+ cirkulujicich T lymfocytt, snizeni funkce NK bunék (natural killer)
a zhorseni protilatkové odpovédi lymfocytti. Pozitivni dopad mtize mit inhibice
pro pacienty po transplantaci orgdnti, kdy mtize byt zvySeny efekt prezivani
transplantatt. Naopak mezi nezadouci komplikace zptisobené inhibici patfi
napft. aktivace vird, pfitomnych v organismu pacienta, potenciace ristu nddoru
¢i zvySené riziko infekénich komplikaci u zdkladnich onemocnéni.
Béhem skladovani transfuznich pfipravki jsou z leukocyti (které zbyly
v transfuznim pfipravku) uvoliovdny cytotoxické enzymy a mediatory, diky
kterym mtize dojit az k multiorgdnovému selhani. Riziko inhibiénich tuc¢ink l1ze

snizit deleukotizaci transfuznich pfipravki. [3]

2.6.2 Lécba erytrocytarnimi transfuznimi p¥ipravky

Substitucni lécba erytrocyty je pomeérné castd u krvacejicich pacientt. Cilem
transfuze erytrocytt je zvysSeni transportni kapacity krve pro kyslik a nasledné
zmirnéni pfiznakti anemické hypoxie, pfedevsim v piipadech, kdy neni mozné
aplikovat jiny léc¢ebny postup. Rozhodnuti o podani transfuze musi vzdy vychazet
z komplexniho zhodnoceni stavu pacienta a je ovlivnéné nékolika faktory (pricina

a tize anémie, ocekdvané pokracovani krevnich ztrat aj.). [3, 11, 13]

35



Nejcastejsimi indikacemi k podani erytrocytti jsou:

e akutni ztraty krve;

e anémie chronickych chorob (ACD);

e anémie pfi selhani kostni dfené u pacientti s leukemii, nddorovou infiltraci
kostni dfené nebo po chemoterapii;

e talasémie; autoimunitni hemolyticka anémie (AIHA);

e srpkovitd, aplasticka nebo sideropenicka anémie. [3]

Jednim zhlavnich parametri pro poddni transfuze erytrocytti je hodnota
koncentrace hemoglobinu v krvi. Fyziologické hodnoty se pro muzZe pohybuji
v rozmezi 130 — 175 g/1, pro Zeny jsou hodnoty nizsi, 120 — 160 g/l. Pokud ma pacient
hodnotu nad 100 g/l, vétSinou neni potfeba podavat erytrocyty. Pfi poklesu
hemoglobinu na hodnotu nizsi nez 70 g/l je transfuze téméf vzdy nutna. Pohybuji-li
se hodnoty mezi témito dvéma hranicemi, neni indikace jednoznacna.
U dospélého stabilizovaného pacienta (pramérné hmotnosti), u kterého jiz krevni
ztraty nepokracuji, jsou obvykle podany 2 T.U. erytrocytarniho TP, pficemz 1 T.U.

zvysi koncentraci hemoglobinu pfiblizné 0 10 g/1. [3, 15]

2.6.3 Lécba trombocytarnimi transfuznimi pfipravky

Trombocytarni pripravky jsou uzivany k 1écbé ¢i profylaxi krvaceni navozeného
trombocytopenii (vzacné i trombocytopatii). Z terapeutického pohledu jsou

nejcastéjsimi indikacemi k podani trombocyti:

tézka trombocytopenie u hematologickych a hematoonkologickych
onemocnéni, trombocytopenie iatrogenni po chemoterapii nebo radioterapii;
e masivni krvaceni ¢i poddvani masivni transfuze;

e diseminovana intravaskularni koagulopatie (DIC);

e krvacivé projevy pii  chirurgickych  zdkrocich, zejména  pfi

kardiopulmondlnim bypassu. [11, 13]
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Rozhodnuti o podani trombocyt{i neni jednoznacéné definovano, zavisi na lékari,
jak zhodnoti danou situaci. Je potfeba vzit do tvahy pocet a funkcénost trombocyti,
dale pak velikost krvaceni a vyskyt rizikovych faktorti zvysujicich pravdépodobnost
krvaceni (napf. infekce, horecka nad 38°C ¢i koagulacni poruchy). Fyziologické
hodnoty poctu trombocytii jsou 150 — 350 x10°/1. Hrani¢ni hodnota pro terapeutické
podani trombocytti je 40 — 50 x10°/1. Existuji ale vyjimky (napf. polytrauma, poranéni
centralniho nervového systému), kdy se tato hranice miize posunout i na 100 x107/1.

U profylaktického podani je hranice sniZena pfiblizné na 10 x10%/1. [7, 13]

2.6.4 Lécba plazmatickymi transfuznimi pfipravky

Indikaci pro transfuzi plazmy je krvaceni ¢i hrozici krvaceni, které souvisi
s operaénimi ¢i jinymi invazivnimi vykony. Hlavnim cilem pfi podani cerstvé
zmraZzené plazmy je predejit ¢i zastavit krvaceni, které vzniklo v dusledku
nedostatku ¢i vzdjemném nepoméru koagulacnich faktorti. Vzhledem k moZnosti
podani krevnich derivatt (koncentraty jednotlivych koagula¢nich faktori)
namisto plazmy, které je méné rizikové, je plazma indikovana hlavné
v ptipadech, kdy jsou poruchy krevniho srdaZeni kombinované (je potfeba dodat

vice raznych faktora). [3, 11]

Pro zlepSeni krevni srazlivosti je potfeba dospélému pacientovi (s normadlni
hmotnosti) podat asi 4 — 6 T.U. plazmy, které by mély zvysit hladinu faktort
a inhibitorti zhruba o 20 — 25 %. U vétSiny pacienti je tato ddvka dostacujici a diky
ni dosdhne minimalnich hemostatickych hodnot a klinického zlepsSeni. V nékterych
pfipadech (napt. DIC) je potfeba v podavani plazmy pokracovat, nebot spotfeba

koagulacnich faktort je zvysena. [11]
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2.6.5 Lécéba masivniho krvaceni

O masivnim krvaceni hovofime tehdy, pokud dojde v priibéhu 3 hodin
ke ztratdam a ndhradam poloviny celkového objemu krve (masivni transfuze).
Pfi velkych krevnich ztratdch dochazi k dalsim komplikaci vznikem diluéni
koagulopatie — doplnénim obéhu pacienta krystaloidy a koloidy dochdazi k poklesu
hladin jednotlivych koagulac¢nich faktortt pod hemostatické hodnoty. Proto je nutné
transfundovat kromé erytrocyti také koagulaéni faktory plazmatickych

transfuznich pfipravcich. [7, 11, 13]

2.7 Polytrauma

Polytraumata jsou spolecné s mnohocetnymi poranénimi a zavaznymi
monotraumaty klasifikovana jako tézké urazy. Smrt v disledku téZkych trazua

muze nastat:

e v prvnich minutdch pfimo na misté nehody;
e béhem prvnich hodin po pfijeti do nemocnice;
e po osmi dnech, kdy jsou pfic¢inou septické komplikace a multiorgdnové

selhani. [16]

Polytrauma je poranéni vice télesnych systému ¢i regionti najednou, pficemz
alespon jednim z nich je Zivot ranéného bezprostfedné ohrozen. Zavazna poranéni

v jednotlivych regionech jsou napf-.:

e pfi poranéni hlavy — nitrolebni krvaceni, zlomeniny oblicejového skeletu aj.;

e pri poranéni hrudniku — sériové zlomeniny Zeber (tfi a vice), zlomeniny
hrudni kosti, poranéni nitrohrudnich organu;

e prfi poranéni bficha — poranéni nitrobfisnich a retroperitonedlnich organt;

e pfi poranéni pohybového apardtu - poranéni patefe, dlouhych kosti,

panevniho kruhu aj. [16]
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Pfi mnohocetnych poranénich je postizen pouze jeden télesny systém
(napf. zlomeniny nékolika dlouhych kosti); ranény je ohroZen jejich potencialnimi
naslednymi komplikacemi. Zavazna monotraumata jsou bezprostfedné Zzivot

ohroZujici stavy (napf. téZka poranéni mozku ¢i srdce). [16]

2.8 Potransfuzni reakce

Pojem potransfuzni reakce je souhrnné oznaceni pro vsSechny neocekavané
nezadouci ucinky, které nastaly v souvislosti s poddnim transfuze. Nejcastéjsimi
klinickymi projevy jsou horecka, tfesavka a koprivka. Mezi nejcastéji se objevujici
zavazné nezadouci reakce jsou akutni hemolyticka reakce po podani erytrocytt,
akutni plicni nedostatecnost (TRALI) po podani plazmy a trombocyti
(resuspendovanych v plazmé€), bakteridlné-toxicka reakce, zptisobend kontaminaci
transfuznich pfipravku (nejcastéji se jedna o trombocyty, nebot jsou skladovany pfi

teploté 20 — 24°C). [3, 7]

Zakladni parametry pro klasifikaci potransfuznich reakci jsou:

e pfi¢ina vzniku — mutZe se jednat o transfuzi prenosné infekce, imunitni
komplikace transfuze ¢i o kardiovaskularni a metabolické komplikace
transfuze;

e casovy priabéh - u akutni formy se nezddouci ucinky objevi nejdéle
do 24 hodin od doby podani transfuze; pozdni tcinky pfichdzi v intervalu
od 24 hodin az fadové do né€kolika dnti i tydnti od podani transfuze;

e klinicky priibéh — ptilehkém pribéhu nezadouci acinky odezni po pferuseni
transfuze a po jednoduché 1écbé; pfi zdvazném prubéhu nastdvaji poruchy

organti, pacient miize byt ohroZen na zivoté a na nasledky i zemfit. [7]
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2.8.1 Reakce TRALI (transfusion related acute lung injury)

Jedna se o akutni poSkozeni plic v disledku podani jakéhokoliv transfuzniho
pripravku. Tento stav je Zivot ohrozujici (pfiblizné ¢tvrtina pacienttt umird), jeho
pribéh je akutni (do 6 hodin od podani transfuze nastupuje tézka dusnost, tézky
oboustranny otok plic a hypoxie). Ve vétsiné pripadt je pri¢inou pritomnost
protilatek proti leukocytiim (anti-HLA nebo anti-HNA) v plazmé transfuzniho
pripravku. Protilatky aktivuji leukocyty a ty adheruji k endotelu plicnich kapilar,
uvolni se proteolytické enzymy a kyslikové radikaly, nasledkem cehoz dochazi
k obstrukci plicni mikrocirkulace a vzniku plicniho edému. Jako prevence vzniku
TRALI se doporucuje pouzivat plazmu od muzskych ddrcti, nebot u Zen je vyskyt
anti-HLA ¢ anti-HNA protildtek castéjsi — jednd se o dtisledek predchozi

senzibilizace téhotenstvim. [3, 7]

2.8.2 Bakterialné toxicka potransfuzni reakce

Bakteridlni kontaminace transfuzniho pfipravku mtize byt zptisobena odbérem
krve od dérce, u kterého je pfitomna bakteriemie (nejcastéji podcenéni prajmovitych
onemocnéni; po stomatologickém zakroku ¢i pfi lokalni kozni infekci), kontaminaci
kozni mikroflérou pfi odbéru, kontaminaci pripravku béhem zpracovani nebo
kontaminaci odbérovych vaki. Nejvyssi riziko pfenosu bakteridlni infekce je pfi
podani trombocytua (skladovani pfi teploté 20 — 24°C). Priibéh byva vétsinou akutni
(projevy béhem nékolika hodin po podani transfuze). Klinickymi projevy jsou
horecka, zimnice, zvraceni, prtjem, tachykardie, hypotenze a Sok. Prevence spociva
v kontrole vzhledu transfuzniho pfipravku (barva a homogenita) tésné pted

podanim a kontrola neporusenosti vaku. [3, 7]

2.8.3 Akutni hemolyticka potransfuzni reakce (HTR)

Pri¢inou vzniku akutni HTR je pfitomnost protilatek proti transfundovanym
erytrocytiim v séru pacienta. Nejcastéji se jedna o podani ABO inkompatibilni
transfuze erytrocytd (pfipadné granulocytti s vysokou pfimési erytrocytit). Existuji
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pfipady, kdy ABO kompatibilita je v pofadku, ale pacientovi byl podan pfipravek
s obsahem plazmy, ve které byl vysoky titr ABO aglutininti, ¢imZ dojde k aktivaci
komplementové kaskady. Neimunitni pfi¢inou vzniku HTR je podani poskozenych
(hemolyzovanych) erytrocytli v transfuznim pripravku. Charakteristickym
projevem je intravaskularni hemolyza, ktera mtiZe vést k rozvoji Zivot ohroZujicich
stavii — Soku, DIC ¢i rendlnimu selhani. Jedna se o velmi zdvaZznou komplikaci
transfuze, kterd casto konci smrti. Jedinou prevenci je striktni dodrZzovani postupti
pfi odbéru vzorku krve pacienta pro predtransfuzni vySetfeni a pfi aplikaci

transfuzniho pfipravku. [3, 7]

2.8.4 Alergicka potransfuzni reakce

Alergickd reakce je dtisledkem prfitomnosti protilatek pfijemce (obvykle
tfidy IgE) proti plazmatickym bilkovindm nebo alergentim, které jsou v transfuznim
pripravku. Nejcastéji jsou zptisobeny transfuznimi pfipravky obsahujicimi plazmu
¢i trombocyty (u erytrocytt je vyskyt malo casty). Pribéh alergickych reakci je
vétSinou akutni (do 24 hodin). U pacienti, ktefi maji vrozeny defekt

IgA imunoglobulini a pfitomné protilatky anti-IgA, mtize dojit az

k anafylaktickému Soku. [3, 7]

2.8.5 Hypervolemie (reakce TACO)

TACO (transfusion associated circulatory overload) je pfetizeni krevniho obéhu
(hypervolemie), vyskytujici se pfi podani vétsiho mnoZstvi transfuznich pripravkia
¢i pfi jejich podani velkou rychlosti — transfundovany objem krve je vétsi nez objem
edému, srdecni nedostatecnost, cyanoza a dals$i. Nejvétsi riziko predstavuje
TACO pro novorozence, déti a osoby starsi 60 let. Prevenci je dodrZovani rychlosti

podani transfuze. [3]
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2.8.6 Hypotermie

Hypotermie neboli podchlazeni mtize byt dtsledkem masivni transfuze.
Pfi rychlém nahrazeni pfiblizné 50% krevniho objemu miiZe klesnout télesna teplota
azna 32 — 34°C a tim ohrozit Zivot pacienta (srdec¢ni dysfunkce). Prevenci je ohfivani

transfuznich pfipravki pfi masivnich transfuzich. [3, 7]

2.8.7 Hyperkalemie

PriliSné zvySeni hladiny drasliku je dtsledkem rychlého podani transfuze
(rychleji nezZ 60 ml/min). nasledky jsou srdecni arytmie a/nebo dysfunkce.
Zvysena hladina kalia je pfitomna také u ozafenych erytrocytovych transfuznich
pripravkd, které jsou skladovany — proto se doporucuje ozarené erytrocyty podavat

co nejdfive po ozareni. [3, 7]

2.8.8 Potransfuzni infekce

Podani krevni transfuze s sebou vZdy neslo riziko pfenosu krevni infekce. Jedna se
o biologické pfipravky, které pri zachovani jejich 1écebného téinku nelze vyrobnimi
postupy upravit tak, aby se tato rizika zcela odstranila. Ackoli dislednym vybérem
darcti krve a jejich slozek a modernimi vysetfovacimi technikami pfi screeningu
darci krve se toto riziko sniZuje, stidle trva. Zhlediska dlouhodobych
problému transfuzni sluzby. Pozornost je zaméfena zejména na vcasnou detekci
ytradiénich” infekci, ktery mi jsou virova hepatitis B a C, HIV a syfilis
a v endemickych oblastech na maldrii, ale téZ na tzv. ,nové hrozby”, jako je virus

zapadonilské horecky, virova hepatitis E a dalsi. [3, 17]
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3 CIL PRACE

Cilem bakalafské prace je zjistit procentudlni zastoupeni déarct krve krevni
skupiny 0 s tzv. nizkym titrem anti-A a anti-B protilatek v plazmé. Krev téchto darcti
bude pouzita k vyrobé tzv. univerzalni plné krve, poddvané pacientiim z vitalni

indikace pfi masivnim krvaceni a polytraumatech.

Daldim cilem této prace je porovnat vysledky z analyzatoru Galileo NEO Iris
od firmy Immucor svysledky manudlné provadéné sloupcové aglutinace

(titr protilatek tfidy IgG) a zkumavkového testu (titr protilatek tridy IgM).
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4 METODIKA

4.1 Biologicky material

Vychozim biologickym materidlem pro vSechna provddénd vysetfeni je krev
darctli, respektive krevni plazma ziskana centrifugaci plné krve, odebrana do
zkumavky typu Vacuette, ve které je antikoagulant K:EDTA. Vzorky jsou

skladovény, dle doporuceni CLS JEP, pii teploté 4°C po dobu max. 7 dni. [18]

Pfipadna vyroba , univerzalni” plné krve je mozna pouze z krve darcti s krevni
skupinou 0 - stejné jako je tomu pfi vyrobé univerzdlnich erytrocytdrnich
transfuznich pfipravki. Erytrocyty téchto darcti nemaji na svém povrchu zadné
antigeny (A a B). Tim je eliminovano riziko ABO inkompatibility, jejiz nasledky

mohou byt fatalni.

4.2 Zkumavkovy test

Metoda detekuje pouze IgM protilatku, kdy k aglutinaci dochdzi pfimym
premosténim krvinek IgM protilatkou navdzanou na dany antigen. Inkubace
a centrifugace je jednotna pro obé metody (anti-A, anti-B), vyhodnoceni okem pfi

manudlnim tfepani.

4.2.1 Vybaveni potiebné pro provedeni testu

Metoda zkumavkového test je relativné nendrocna jak na provedeni, tak i na
potfebné vybaveni. Kromé vzorku vySetfovaného séra potfebujeme typové krvinky
krevni skupiny A a B (odebrané od darcti krve), ze kterych pfipravime 2% suspenzi
(postup uveden dale) a fyziologicky roztok. Z pristrojového vybaveni je potfeba
pouze centrifuga a automaticka pipeta sjednordzovymi Spickami. VySetfeni

provadime v aglutinac¢nich zkumavkach.
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4.2.2 Provedeni testu

Pied samotnym testem je potfeba pripravit vzdy cerstvou 2% suspenzi

,propranych” ¢ervenych krvinek. Ta se provadi nasledovné:

e Ze vzorku krve od darci skupiny A a B odebereme vzdy
cca 1 ml erytrocyth pomoci Pasteurovy pipety, které preneseme
do zkumavky.

e Fyziologickym roztokem doplnime objem zkumavek s krvinkami.

e Dame do centrifugy — 3 min., 4 000 ot./min.

e Krvinky jsou usazené na dné, fyziologicky roztok ze zkumavek vylijeme
prudkym otocenim zkumavek dnem vzhtru.

e Pfedchozi tfi kroky zopakujeme jesté dvakrat (celkem jsou tedy krvinky
,proprany” trikrat).

e Na konec pridame opét fyziologicky roztok v takovém mnoZstvi, aby

suspenze krvinek odpovidala 2% zakalu.

Stanoventi titru zkumavkovym testem se provadi dle nasledujiciho postupu:

e Na pracovni stdl pfipravime stojanek s celkem 20 zkumavkami, kdy deset
z nich bude mit oznaceni ,,A” a zbylych deset oznaceni ,,B”. Kromé toho
vSechny oznacéime cisly 1 - 10.

e Do vsech zkumavek, kromé prvni, napipetujeme 100 ul fyziologického
roztoku.

e Do zkumavek ¢. 1 a 2 napipetujeme 100 pl vySetfovaného séra.

e Obsah ve zkumavce ¢. 2 promichame (vznik homogenniho roztoku séra
a fyziologického roztoku).

e Provedeme fedéni geometrickou fadou. Ze zkumavky ¢. 2 pfeneseme
100 pl vzorku do zkumavky ¢. 3, jejiz obsah opét promichdme. Timto

zptisobem pokracujeme az ke zkumavece ¢. 10.
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e 100 pl vzorku, které jsme odpipetovali z posledni zkumavky, je vhodné

uchovat v jiné zkumavce pro pripad potfeby dalsiho fedéni.

e Do vSech zkumavek pfidame 100 pl 2% suspenze cervenych krvinek:

a. Do zkumavek oznacenych pismenem A pfidame krvinky skupiny A

— stanovime tak anti-A protilatky.

b. Do zkumavek oznacenych pismenem B pfidame krvinky skupiny B

— stanovime tak anti-B protilatky.
e Promichdme zkumavky a nechame 5 minut stat pti pokojové teploté.

e Zkumavky déme tocit do centrifugy — 1 minuta, rychlost 1500 ot./min

[19, vlastni zdroj]

4.2.3 Hodnoceni vysledku testu

Hodnoceni zkumavkového testu spociva ve vizudlnim zhodnoceni vzniklé

aglutinace. Kazdou zkumavkou zatfepeme tak, aby se pfipadny aglutinat odlepil ze

dna zkumavky. Pokud po zatfepani , plove” v roztoku sraZenina, je reakce v dané

zkumavce pozitivni. V prvni zkumavce, vniz dojde krozpusténi srazeniny,

je vysledek negativni (nejsou zde pfitomny protilatky umoznujici vznik aglutinace).

Hodnotu titru odecteme podle tabulky 4.

Tabulka 4 - Geometricka fada titrii [19, vlastni zdroj]

Cislo zkumavky Titr
1 1
2 2
3 4
4 8
5 16
6 32
7 64
8 128
9 256
10 512
11 1024
12 2048
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4.3 Metoda sloupcové aglutinace

Metoda sloupcové aglutinace se provadi pro vysetfeni titru anti-A a anti-B
protilatek tfidy IgG. Vzhledem k malé molekule IgG protilatek (majici tvar dimeru)
nedochdazi ,samovolné” k aglutinaci erytrocytti, ale pouze k jejich senzibilizaci.
Do reakce je pfidavana dalsi protilatka — protilatka proti ptivodni protilatce (AGH),
ktera zprostfedkuje aglutinaci senzibilizovanych erytrocytt. V pripadé stanoveni
titrh protilatek je vyuzivan nepfimy antiglobulinovy test (NAT), provadény

v gelovych kartach, které jiz obsahuji AGH.

Metoda detekuje IgG i IgM protilatky, kdy v prabéhu inkubace k navazani
protilatek IgG i IgM na antigeny testovacich krvinek a pfi centrifugaci dochazi
k zachyceni krvinek s IgG protilatkou jejim navdzanim Fc koncem na AGH v gelu
a soucasné na zachyceni na gelovém matrix krvinek aglutinovanych pfimou vazbou
IgM protilatky. K eliminaci tohoto jevu by bylo nutné osSetfit vzorek naptiklad

dithiotreitolem (DTT), ktery protilatky IgM inaktivuje.

Vyhodou sloupcové aglutinace je, Ze odecet posledni reakce v gelovém sloupci je
méné zavislé na subjektivnim odectu laboranta, napf. ve srovnani se zkumavkovou

metodou.

4.3.1 Vybaveni potfebné pro provedeni testu

K provedeni sloupcové aglutinace je jizZ potfeba vice vybaveni, nez je tomu
u zkumavkového testu. Seznam pouzitych pomfticek, pfistroji a reagencii je

nasledujici:

e centrifuga DG Spin;
e inkubator;
e automatickd pipeta + jednorazové spicky;

e gelové karty DG Gel Coombs;
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o fyziologicky roztok DG Gel Sol (vyrobcem dodavany fyziologicky roztok
zarucujici spravnost vysledki);

e sérum vySetfovaného vzorku;

e 2% suspenze erytrocytil skupiny A a B;

e aglutinacni zkumavky. [19, vlastni zdroj]

4.3.2 Provedeni testu

Pfed samotnym testem je potfeba pfipravit vzdy cerstvou 2% suspenzi
,propranych” ¢ervenych krvinek — postup je stejny jako pfi piipravé suspenze pro

zkumavkovy test.

Stanoveni titru metodou sloupcové aglutinace se provadi dle nasledujiciho

postupu:

1. Na pracovni stiil pfipravime stojanek s 12 zkumavkami, které oznacime
Cisly 1 az 12.

2. Do vsech zkumavek, vyjma zkumavky ¢ 1, napipetujeme
100 pl fyziologického roztoku DG Gel Sol.

3. Do prvni a druhé zkumavky napipetujeme 100 pl vySetfovaného séra.

4. Obsah ve druhé zkumavce promichdme (vznik homogenniho roztoku séra
a fyziologického roztoku).

5. Provedeme fedéni geometrickou fadou. Ze zkumavky ¢. 2 preneseme
100 pl vzorku do zkumavky ¢. 3, jejiz obsah opét promichame. Timto
zpusobem pokracujeme az ke zkumavce ¢. 12.

6. 100 pl vzorku, které jsme odpipetovali z posledni zkumavky, je vhodné
uchovat v jiné zkumavce pro ptipad potfeby dalsiho fedéni.

7. Pfipravime gelové karty (DG Gel Coombs), které popiSeme cislem
vysetfovaného vzorku, ¢islem fedéni a symbolem A ¢i B podle toho, jaké
diagnostické krvinky budeme ke vzorku pridavat (pro stanoveni
anti-A nebo anti-B).
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8. Do kazdé mikrozkumavky gelovych karet oznacenych , A” napipetujeme
50 ul typovych cervenych krvinek krevni skupiny A.

9. Do kazdé mikrozkumavky gelovych karet oznacenych ,B” napipetujeme
50 ul typovych cervenych krvinek krevni skupiny B.

10. K 50 pl erytrocytt pfidame vzdy 25 ul vySetfovaného séra dle prislusného
fedéni.

11. Nechdme inkubovat 15 minut pfi teploté 37°C.

12. Centrifugujeme v centrifuze DG Spin.

13. Zhodnotime vysledek. [19, vlastni zdroj]

4.3.3 Hodnoceni vysledku testu

Vysledek reakce v kazdé mikrozkumavce odecteme podle obrazku 1. Pro tcely
této prace neni potfeba rozliSovat silu pozitivity — je dostacujici pouze hodnoceni,
zda je vysledek negativni ¢i pozitivni, tedy zda v konkrétnim fedéni je protilatka je

pritomna ¢i nikoliv.

4+ 3+ 2+ 1+ 0

Obrizek 1- Hodnoceni vysledkii aglutinace [20]
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4.4 Analyzator Galileo NEO Iris

Analyzator Galileo NEO Iris, vyrobce Immucor, USA, slouzi k automatizaci
imunohematologickych diagnostickych vySetfeni in vitro. Pfistroj vyuziva ¢arovych
kédti kidentifikaci vzorkli, mikrodesek a reagentli, ¢imz se zvySuje stupen
automatizace. Carové kody reagenttt kéduiji také informaci o identifikaci reagentu,
Cislu SarZze, datu exspirace a jedineéném identifikdtoru kazdé lahvicky

(Serial Number). [21]
Hlavni soucasti analyzatoru:

e kabinet - slouZzi k ukotveni jednotlivych modulti zafizeni a nachazi se zde
nadoby na odpad ¢i zasobni roztoky;

e vkladaci v€z — slouzi k vkladani mikrodesek ndsledné upevnénych do
nosict (= plastové ramecky, které umoznuji manipulaci s mikrodeskami
béhem zpracovavani vzork);

e transportni systém — prendsi mikrodesky v rameccich k jednotlivym
modultim analyzatoru;

e prostor pro vkladani vzorki/reagencii;

e c¢tecky pro snimani ¢arovych kodu;

e pipetovaci systém — obsahuje pipetory s jednotlivymi jehlami a ¢tyfi myci
stanice jehel, pipetuje vzorky a reagencie do definovanych pozic
mikrodesek;

e inkubator — obsahuje celkem 15 pozic (stejné jako vkladaci véZ), v Sesti
pozicich je zéna pokojové teploty, jedna pozice slouzi jako izola¢ni zona
a v osmi pozicich je tzv. zéna 37°C;

e promyvacka — promyva jamky mikrodesek;

e centrifuga — plni dvé tlohy — centrifuguje desky a roztfepava obsah jamek;

e CCD kamera - snimd obrazky desek pro vyhodnoceni vysledkd. [21]
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4.4.1 Princip metod

Stanoveni titru anti-A a anti-B protilatek tfidy IgM je provadéno aglutinac¢ni

metodou.

Titrace protilatek tfidy IgM

U zjisStovani protilatek IgM k aglutinaci dochdzi pfimym premosténim krvinek
IgM protilatkou navdzanou na dany antigen. Inkubace, centrifugace a tfepani je
jednotné pro obé metody (anti-A, anti-B), vyhodnocovaci algoritmus analyzy obrazu
i nasledné prevedeni do aglutina¢ni hodnoty a rozhodovaci hodnota posledni

zietelné reakce podle aglutinacni hodnoty je rovnéz stejna.

Meéfeni na pristroji Galileo NEO Iris je plné automatizovanou metodou
v mikrotitracni jamce, vyhodnoceni jednotnym algoritmem barevnou CCD kamerou
pristroje, pfevedeni obrazu aglutinace do ciselné , aglutinacni” hodnoty v rozsahu
0 az 100 a vyhodnoceni hodnoty titru jako posledni reakce s aglutina¢ni hodnotou

vétsi nez 25 (sila reakce 1+).

U IgM titraci aglutina¢ni metodou je patrné postupné slabnuti reakce, pfi vyssim
nafedéni protilatky se pocet navzajem spojenych krvinek sniZuje a pfi roztfepani
pak aglutinace odecitand makroskopicky v jamce se bliZi obrazu neaglutinovanych

krvinek (negativni reakce).

Titrace protilatek tridy IgG

Principem detekce IgG protilatek je nepfimy antiglobulinovy test, kdy nejprve
dochazi k navdzani krvinek s odpovidajicim antigenem na povrch jamky
Capture-R Select stripu (pouziti prislusnych referencnich krvinek A: nebo B, obé
RhD negativni). Pak jsou v priibéhu inkubace na tyto antigeny navazany protilatky
IeG i IgM a po promyti a pridani indikatorovych krvinek dochazi k navazani

AGH na indikatorové krvince pouze na Fc konec IgG protilatky. Pfimé vazba IgM
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protilatky na antigen na indikatorové krvince neni mozna, protoZe indikatorové
krvinky jsou krevni skupiny 0 RhD pozitivni, nenesou tedy antigeny A ani B.
Inkubace a centrifugace je jednotna pro vSechny Capture metody, vyhodnocovaci
algoritmus analyzy obrazu i nasledné pfevedeni do ,aglutina¢ni” hodnoty
arozhodovaci hodnota posledni zfetelné reakce podle aglutinacni hodnoty je rovnéz

stejna.

Meéfeni na pfistroji Iris je plné automatizovanou metodou v mikrotitracni jamce
Capture-R Select desky v prosttedi LISS - inkubace, promyti, vizualizace
indikatorovou krvinkou s AGH IgM, vyhodnoceni jednotnym algoritmem barevnou
CCD kamerou pristroje, prevedeni obrazu reakce do ciselné ,aglutinacni” hodnoty
v rozsahu 0 az 100 a vyhodnoceni hodnoty titru jako posledni reakce s aglutinacni

hodnotou vétsi nez 30 (sila reakce 1+).

U IgG titraci Capture Select metodou je patrné nahlé zeslabnuti reakce u hodnot
odpovidajicich hraniénimu titru, pfi vysS$im nafedéni protilatky se pocet
navazanych indikatorovych krvinek nahle snizi a po centrifugaci se ve stfedu jamky

zobrazi zfetelny tercik (negativni reakce).

IgG protilatky je na analyzdtoru mozné méfit v rozsahu nizkého titru
(LT, low titre), tj. v hodnotach 1:1 — 1:128 nebo vysokého titru (HT, high titre),
tj. v hodnotach 1:16 — 1:4096. Mdd pro HT ale nebyl nainstalovan a méfeni probihalo

pouze v médu LT.

4.4.2 Postup méfeni

Meéfeni titru protildtek anti-A a anti-B na imunohematologickém analyzatoru

Galileo NEO Iris je provadéno dle nasledujiciho postupu:

e Zkontrolujeme, zda je odpadni nddoba prazdna (pokud ne, odpojime ji

a vyprdzdnime) a =zaroven zkontrolujeme zasoby pufrovaného
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fyziologického roztoku PBS (phosphate buffered saline) — pfi nedostatku
doplnime.

Vzorky, které budeme vysetfovat, odzatkujeme a vloZime do stojankii
a ty zaloZzime do analyzatoru.

Na obrazovce zkontrolujeme, Ze analyzator zaznamenal a nacetl viechny
nami vloZené vzorky. Pokud ano, zvolime vySetfeni, ktera budeme
provadét — LT_IgM A1, LT_IgM B, LT IgG As, LT_IgG B.

Na zdkladé poctu vloZzenych vzorki a pozZadovanych vysSetfenich
vyhodnoti analyzator potiebné mnoZstvi a druhy reagencii a reakénich
mikrodesek.

Do stojanktl zalozime potfebné reagencie (druh a mnoZstvi jednotlivych
reagencii vyhodnoti sdm analyzator).

Do lahvicek obsahujicich erytrocyty pfiddme vzdy po jedné magnetické
kulicce, ktera umozni promichdvani krvinek v priibéhu méfeni.

Stojanky s reagenciemi vlozime do analyzatoru.

Do zéasobni véze dame pozadovany pocet mikrodesek (typ SC pro vySetieni
IeG a typ UD pro vysetteni IgM) zacvaknutych do plastovych rameckd.

Na obrazovce zkontrolujeme, Ze analyzator zaznamenal a nacetl vSechny
nami vloZené reagencie a mikrodesky.

Pokud je vSe v pofadku, mtizeme analyzator spustit.

Vzhledem k ¢asové naro¢nosti metody — inkubace, pipetovani, promyvani
apod. trva zpracovani 48 vzorkt nékolik hodin (cca 6 hodin).

Poté, co analyzator vzorky zpracuje a uvolni vysledky (ty jsou automaticky
vytistény), je mozné znéj vSechny reagencie, mikrodesky
a vzorky odebrat a zlikvidovat je nebo pfipadné uchovat pro dal$i méfeni
(to se tyka pfedevsim vzorki).

Vysledky jsou zkontrolovany, zda nedoslo béhem méfeni k chybé —
napt. technickd zdvada na analyzatoru apod. a archivovany pro dalsi

zpracovani (statistické zhodnocenti).
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5 VYSLEDKY

Pro zpracovani vysledkii této prace bylo zméfeno celkem 536 vzorki krve od
darctt s krevni skupinou 0 na analyzatoru Galileo NEO Iris. Z toho u 38 vzorkt
nedoslo béhem procesu méfeni na analyzatoru k vyhodnoceni vysledku; nejcastéji
se jednalo o problém s hodnocenim aglutinace — nebylo jednoznacné, jaka hodnota
titru je posledni, u které jesté nastava pozitivni reakce. Tim padem je tedy pro tcely

této prace kompletné zméreno 498 vzorkd, ze kterych jsou vysledky zpracovany.

Kromé méfeni na analyzatoru jsem u ¢asti vzorki zjiStovala hodnoty titru pomoci
manudlnich metod - protilatky tfidy IgM metodou zkumavkového testu a protilatky
ttidy IgG sloupcovou aglutinaci. Titr anti-A a anti-B protilatek tfidy IgM jsem méfila

u celkem 139 vzork a titr IgG protilatek u 106 vzorki.

5.1 Méfeni na analyzatoru Galileo NEO Iris

U v8ech vzorki byl méfen titr jak anti-A, tak anti-B protilatek. Pro stanoveni titru
protilatek anti-A byly pouzity typové krvinky skupiny Ai. Vzorky byly méfeny
v rozsahu nizkého titru (LT), jehoz maximalni hodnota je 1:128. Z tohoto divodu je
u nékterych vzorkii uvedena hodnota > 128, nebot v situaci, kdy byla analyzatorem
zaznamendna pozitivni reakce (tedy vznik aglutinace) v pozici, ve které se nachazela
mikrojamka s fedénim 1:128, vyhodnotil analyzator tuto hodnotu jako =128, protoze
nemél moznost pokracovat v dalSim fedéni. Pro dalsi fedéni (a tedy upfesnéni
hodnoty titrt1) by bylo potfeba méfit v rozsahu vysokého titru (HT), coz ale jiz neni
predmétem této prace. Naopak hodnota 0, kterd se ve vysledcich také vyskytuje,
znamena, Ze vySetfovany vzorek nebyl pozitivni ani v fedéni 1:1, tim padem je

negativni — nejsou pfitomny zadné protilatky.
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5.1.1 Stanoveni titru protilatek tfidy IgM

Titr protilatek tfidy IgM je pro vyrobu ,univerzalni” plné krve klicovy, nebot
pravé pritomnost inkompatibilnich IgM protilatek by mohla zptisobit potransfuzni

reakce ¢i komplikace a ndsledky by mohly byt fatalni.

PocCet vzorki u jednotlivych titrti - IgM protilatky, Galileo
NEO Iris
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Obrizek 2 - Pocet vzorkii u jednotlivyjch hodnot titru IgM protildtek; méfeno na analyzdtoru Galileo NEO Iris

Na obrazku 2 vidime graf, ktery zndzorniuje pocet vzorkt u kazdé hodnoty titru.
Lze konstatovat, Ze rozlozeni ¢etnosti titrt pravdépodobné odpovida normalnimu
rozlozeni dle Gaussovy kfivky, kdy nejvice vzorka ma titr protilatek 1:16 — konkrétné
se jedna 0152 vzorkt v obou pripadech (anti-A i anti-B), pfepocteno na procenta tato
hodnota odpovida 30,5 %. U protilatek anti-A je druhy nejcastéjsi titr 1:32, ktery byl
zjistén celkem u 126 vzorkt (25,3 %). U anti-B protilatek je to pak titr 1:8, jez byl
nameéfen ve 131 vzorcich (26,3 %). Z grafu mtizeme také vydist jisty trend — hodnoty
titri anti-A protilatek jsou orientovany spiSe na pravou cast grafu, tedy do vyssich
hodnot, zatimco anti-B protilatky jsou zastoupeny vice v levé casti — v nizsich
hodnotach. Nicméné vzhledem k povaze méfeného parametru (aglutinace a jeji
vyhodnoceni neni tak exaktni metodou ve srovndni napiiklad s fotometrii) nelze

tento rozdil pravdépodobné zobecrovat.
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5.1.2 Stanoveni titru protilatek tfidy IgG

Titr IgG protilatek vychazel obecné velmi vysoky — u vétSiny vzorkt je hodnota

titru > 128.

Pocet vzorkil u jednotlivych titr - IgG protilatky, Galileo
NEO Iris
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Obrizek 3 - Pocet vzorkii u jednotliviyjch hodnot titru IgG protildtek; méfeno na analyzdtoru Galileo NEO Iris

Na obrazku 3 je jiz na prvni pohled patrny naprosto odliny trend IgG protilatek,
nez jaky jsme pozorovali u protilatek IgM. V tomto pripadé jsou sice zastoupeny,
alesponl jednim vzorkem, vSechny hodnoty titr(i, ale se vzristajicim titrem se
zvysuje i pocet vzorkli. Nejvice vzorkt spada pod hodnotu > 128 — v pfipadé
anti-A je to konkrétné 303 vzorkil (60,84 %) a u anti-B se jedna o 169 vzorku
(33,94 %). Zajimavosti je, Ze nartst poctu vzorka u anti-B protilatek je relativné
pozvolny, zatimco u anti-A protildtek pozorujeme prudky nartst mezi

titrem 1:64 a 1:128.

Obecné Ize konstatovat, Ze rozlozeni Cetnosti titru protilatek IgG anti-A i anti-B
darcti krevni skupiny 0 stoupa smérem k vyssim titriim, protoze se ale neprovadéla
nasledna titrace pro vyssi titry (HT), nelze odhadnout vyslednou podobu kfivky.
Pravdépodobné bude opét odpovidat normalnimu rozlozeni (Gaussova kfivka)
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s maximem okolo titru 256 — 512, kde anti-A bude asi mit titr vyssi. Je potfeba
zdtraznit, Ze vyska posledniho sloupce neukazuje pocet vzorka s hodnotou 1:128,
ale soucet vSech poct11:128 a vyssi. Obalova kfivka tedy nemtiZe sméfovat k vrcholu
téchto sloupcti, musely by se vzit jen vzorky s aglutina¢ni hodnotou reakce pfi

128 cca 1+ az max. 2+; vzorky, které tady byly 4+ budou mit titr vyrazné vyssi.

Presto to se zd4, ze shodné jako uIgM bude stfedni titr anti-B IgG mirné posunuty

k niz8i hodnoté a kfivka bude méné strmd nez u anti-A IgG.

5.2 Méfeni pomoci manualnich metod

Stanoveni titr(i pomoci manudlnich metod — zkumavkového testu a sloupcové
aglutinace bylo provedeno za ucelem porovnani vzijemné shody vysledki
z analyzatoru a manudlnich metod. Jejich vyhodou je moznost méfit i v rozmezi
vysokého titru pro upfesnéni vysledktl z analyzatoru. Celkem bylo manudlnimi
metodami zméfeno méné vzorki neZ na analyzatoru, nebot provedeni manualnich
metod je asové narocné a nebylo tedy mozné proméfit tak vSechny vzorky jako na
analyzatoru. Pro pfedstavu porovnani shodnosti vysledki je vSak naméfeny pocet

vzorkt dostacujici.

5.2.1 Stanoveni titru protilatek tfidy IgM

VSechny naméfené hodnoty titrii IgM protilatek jsou v rozsahu LT — tedy do
max. 1:128. I kdyZz byly vysledky titrovany az do hodnoty titru 1:512, v Zddném

vzorku nedoslo v hodnotach HT k aglutinaci.
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Pocet vzorka u jednotlivych titrti - IgM
protilatky, zkumavkovy test
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Obrizek 4 - Pocet vzorkii u jednotlivych hodnot titru IgM protildtek; méfeno zkumavkovym testem

U vysledkti zkumavkového testu (viz obrazek 4) mtizeme vidét, stejné jako

u vysledk(i z analyzatoru, rozloZeni cetnosti jednotlivych titri pfipominajici
Gaussovu kfivku. Nejvice vzorkti mélo také titr 1:16, u anti-A se jednalo
0 3L7 % vzorkt (celkem 44 vzorkt) a u anti-B to bylo 30,2 % (pocetné 42 vzorkt).
Zména nastala u anti-A, kdy druhym nejzastoupenéjSim titrem zde byl titr 1:8,
u vysledki z analyzatoru to byl titr 1:32. U anti-B jsou na pomyslném druhém misté
dva titry —1:8 a 1:32, kdy oba jsou zastoupeny 31 vzorky, coz odpovida 22,3 %. Trend
posunuti hodnot kjedné strané zde neni tolik patrny — anti-B protilatky jsou
v podstaté rovnomérné rozptyleny na obé strany a anti-A protilatky jsou také téméf
rovnomérné zastoupené, i kdyZ na levé strané jich je nepatrné vice. Horsi shodu
s obalovou idedlni kfivkou Ize prfisoudit pravé zkumavkové metodé

a subjektivnimu odectu vysledki.

5.2.2 Stanoveni titru protilatek tfidy IgG

IgG protilatky byly zjiStovany pomoci sloupcové aglutinace. Jednim z cili tohoto
méfeni bylo upfesnéni hodnoty titru z analyzatoru, nebot u vétsina vzorku byl titr
vyhodnocen jako > 128. Sloupcova aglutinace umoznila upfesnit tyto hodnoty,

jejichZ vysledky jsou v nasledujicim grafu.
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Pocet vzorka u jednotlivych titrti - IgG protilatky,
manualni sloupcova aglutinace
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Obriizek 5 - Pocet vzorkii u jednotlivyich hodnot titru IgG protildtek; méfeno manudini sloupcovou aglutinaci

Na obrazku 5 je graf vysledku sloupcové aglutinace, jehoz hodnoty zasahuji az
do vysokého titru. Prestoze touto metodou bylo zméteno nejméné vzorkt ze vsech
(celkem 106), jevi se graf jako relativné rovnomérné rozlozeny. Nejcetnéjsi
zastoupenti titri se u obou protilatek vyznamné 1isi — anti-A protilatky jsou nejvice
zastoupeny v hodnoté titru 1:1024, kde se nachazi 23,6 % vzorki (tedy celkem
25 vzork), zatimco anti-B protilatek je nejvice zastoupeno pfi hodnoté 1:64, kde je
24,53 % vzorku (pocetné 26 vzorkil). Zastoupeni anti-A a anti-B je u IgG protilatek
nerovhomeérné, protoze fedéni bylo provedeno do vysSich titr(i nez 128. Graf
ukazuje, Ze rozloZeni cetnosti titru protilatek IgG anti-A i anti-B déarci krevni
skupiny 0 mtize odpovidat normdlnimu rozloZeni s maximem 1:512-1024 pro
anti-A a s maximem 1:64-128 pro anti-B. Je ale nutné zohlednit vliv IgM protilatky,
tudiz vzorky s vysokou hodnotou titru IgM protilatky by pravdépodobné pfti

osetfeni DTT vysly mnohem nizsi.

5.3 Vzorky v rozsahu nizkého titru

Podle vysledki z analyzatoru Iris by teoreticky v rozsahu nizkého titru mohly byt
vSechny vzorky, nebot u hodnoty 1:128 nevime, zda titr daného vzorku bude

opravdu 1:128 nebo jiz bude v hodnotach vysokého titru. Pocet vzork, které by
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teoreticky nemusely byt v rozsahu LT (titr > 128) je pro IgM 33 vzorkt a pro IgG
338 vzorkt. Zatimco u IgG protilatek je teoreticky mimo LT vétSina vzorku (67,9 %),

u protilatek tfidy IgM je to pouze 6,6 %.

U manuadlnich metod vime jisté, Ze vzorky bud maji, nebo nemaji nizky titr
protilatek. Zkumavkovym testem jsme zjistili, Ze vSéechny méfené vzorky splnuji pro
IgM podminky nizkého titru — jejich maximalni hodnota byla 1:128. Naopak

u protilatek tfidy IgG je v rozmezi nizkého titru pouze 19 vzork ze 106, tedy 17,9 %.

5.3.1 Vzorky splinujici mozné podminky pro vyrobu univerzalni plné krve

V soucasné dobé neni zatim urcena pevna hranice titru IgM protilatek pro vyrobu
,univerzalni” plné krve. V laborato¥i OHKT v Ustfedni vojenské nemocnici je zatim
povazovana za hranici pro IgM protilatky hodnota < 1:50, ovSem tato hodnota neni
jesté stoprocentné pfijatd a definitivni. Na anti-A a anti-B protilatky tfidy
IgG nebude pravdépodobné bran zietel, nebot se nejedna o klinicky vyznamné
protilatky. IgM protilatky anti-A a anti-B mohou zptisobovat tézké potransfuzni
reakce, a proto je potfeba, aby byl jejich titr v plné krvi, jakozZto transfuznim

svVv 7/

reakci.

Ze vSech vzorkli zméfenych na analyzatoru odpovida teoretické podmince pro
IgM — titr <1:50 u anti-A i anti-B — celkem 407 vzorkfi, coz je 81,7 %. Zbylych 91 vzorkt
tuto podminku nespliiuje a nebylo by tedy mozné je pro vyrobu , univerzalni” plné

krve pouzit.

Manualnim méfenim byl titr IgM protilatek < 1:50 naméfen u celkem 104 vzorkd,

coZ predstavuje 74,8 % z celkového zméfeného poctu 139 vzorkd.
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5.4 Srovnani vysledki z analyzatoru a manualnich metod

Jednim z cili této prace bylo také zjistit, jaka je shoda mezi vysledky, které

naméfil analyzator a témi, které jsme zjistili zkumavkovym testem respektive

manualni sloupcovou aglutinaci.

Tabulka 5 - Rozdil vysledki z analyzdtoru a manudlnich metod

Rozdil vysledka | IgM A: | IgMB | IgGA: | IgGB
Shoda 49 65 13 24
+1 rad 34 17 3 10
-1 rad 34 44 24 31
+2 tady 13 5 0 2
-2 ¥ady 7 6 29 24
+ 3 fady 1 1 0 1
- 3 fady 0 1 25 8
+4 fady 0 0 1 0
- 4 rady 0 0 11 5
+5 radu 1 0 0 0
-5fada 0 0 0 1
Celkem vzorku 139 139 106 106

V tabulce 5 je zpracovan piehled shody, respektive rozdilnosti vysledkt
u méfenych vzorki jednotlivymi metodami. Rozdily jsou vztaZeny k hodnotdm
z analyzatoru — napt. +1 fad znamend, ze hodnota titru naméfend analyzatorem byla

o jeden rad vyssi nez vyslednd hodnota manudlni metody.

U stanoveni anti-A protildtek tfidy IgM nejsou patrné Zadné velké
neshody — u 49 vzorkt jsou naméfené hodnoty shodné v obou metodach a u celkem
68 vzorkt se hodnoty lisi o jeden fad. To samé Ize fici o anti-B protilatkach tridy

IgM. Zde bylo dokonce 65 vzorka shodnych a dalsich 61 se lisilo pouze o jeden fad.

Vzijemné porovnani vysledki titrti IgG protilatek je obtizné. Vysledky jsou
ovlivnény jednak méfenim analyzatoru pouze v rozmezi LT — velkd ¢ast vzorkt

méla titr > 1:128, ¢imz ndasledné dochazi k velkym rozdiliim nameéfenych hodnot,
61



nebot analyzator by teoreticky mohl naméfit shodné hodnoty, ale ,nemél moznost”
dalsiho fedéni a méfeni a jednak také tim, Ze vysledky manudlné provadéné
sloupcové aglutinace jsou zatiZeny vlivem IgM protilatek. Proto na ,aritmetické”
odchylky o nékolik fadti, uvedené v tabulce 5, je nutno hledét timto thlem pohledu

a nelze z nich vyvozovat relevantni zavéry.

5.4.1 Statistické zhodnoceni méfreni

Hodnota korelace u stanoveni titru IgM anti-A protildtek na analyzatoru
a zkumavkovym testem je 0,690440; pro IgM anti-B protilatky pak 0,710613.
Protilatky tfidy IgG maji hodnoty korelace vysledkii z analyzatord a sloupcové
aglutinace nasledujici — 0,564453 pro anti-A a 0,509013 pro anti-B. Aby mohly byt
jednotlivé metody povazovany za zastupitelné, je potfeba, aby se hodnota korelace

pohybovala kolem 1, coz je podminka, kterd nebyla ani v jednom pfipadé splnéna.

Tabulka 6 - Prehled rozloZeni hodnot titrii

Metoda Max. titr Min. titr Dolni kvartil Horni kvartil
IgM A:- IRIS 0,0 >128,0 8,0 32,0
IgM B- IRIS 2,0 >128,0 8,0 32,0
IgG A:- IRIS 0,0 >128,0 64,0 >128,0
IgG B - IRIS 0,0 >128,0 32,0 =>128,0
IgM A:i- ZT 2,0 128,0 8,0 32,0
IgM B - ZT 2,0 128,0 8,0 32,0
IgG Ai- SA 1,0 2048,0 128,0 1024,0
IgG B - SA 4,0 2048,0 64,0 256,0
Pozn.

IRIS - méfeno na analyzatoru Galileo NEO Iris
ZT - manudlni metoda - zkumavkovy test
SA - manudlni metoda - sloupcova aglutinace

Tabulka 6 podava pfehled o maximalnich a minimalnich hodnot, které byly
u danych metod naméfeny a déle také horni a dolni kvartily. U vysledkt z Iris jsou

maximalni hodnoty omezeny rozsahem méfeni analyzatoru (pouze LT).
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Tabulka 7 - Piehled hodnot riiznych statistickych velicin na hladiné pravdépodobnosti < 0,0500

Metoda Primér | Smérodatna odchylka | Rozdil Pravdépodobnost p
I - 25,5827 24,5097
gM A1~ IRIS -1,2662 0,5108
IgM A:1- ZT 26,8489 31,0082
- 21,9137 25,5886
1gMB RIS -4,2878 0,0224
IgM B - ZT 26,2014 30,6370
- 97,0943 43,9030
1gC Ar- IRIS 486,9151 5,2635 - 1014
IgG A1- SA 584,0094 600,5781
- 71,7547 44,3207
IgG B-IRIS -207,2264 1,5635 - 107
IeGB-SA 278,9811 400,0770

Z tabulky 7 mtiZeme vycist nasledujici poznatky. Jediné metody, u kterych je
hodnota pravdépodobnosti p > 0,05 a mtZzeme je tedy povazovat za spolehlivé, je
stanoventi titru anti-A protilatek tfidy IgM zkumavkovym testem a na analyzatoru
Iris, kde je rozdil primértt naméfenych hodnot pouze -1,2662. U dalSich metod to
jiz ale neplati; jediné, kde je rozdil jesté pfipustny, ale stejné jiz nemtZeme fici, Ze
jsou metody zastupitelné, je stanoveni titru IgM anti-B protilatek, kdy je hodnota
pravdépodobnosti 0,0224. U IgG anti-A i anti-B protildtek jsou

pravdépodobnosti velmi nizké, a proto nelze povazovat vysledné hodnoty titri

z analyzatoru a sloupcové aglutinace za srovnatelné.

hodnoty
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6 DISKUZE

Cilem praktické casti bakalarské prace bylo zjistit, kolik procent darct s krevni
skupinou 0 na tizemi Ceské republiky, mé nizky titr protilatek a jejichZ krev by tak
mohla byt pouzita k vyrobé , univerzalni” plné krve. Takovéto transfuzni ptipravky
by byly podavany pacientiim pouze v pfipadech Zivot ohroZujicich stavi, jakymi

jsou napf. polytraumata a masivni krvaceni.

V soucasné dobé je transfuze homologni plné krve vyuzivdna pfedevsim ve
vojenském zdravotnictvi a v nékterych zemich na urgentnich pfijmech, v leteckych
ambulancich a v odlehlych oblastech. V polni valeéné mediciné a v odlehlych
oblastech se jedna o cerstvé odebranou plnou krev, na urgentnich pfijmech
a leteckych ambulancich o plnou krev skladovanou pfi 2-6°C, maximalné 1-2 tydny.
Pfesto, Ze aktudlni snahou je vyhnout se teoretickému poskozeni pacienta
hemolyzou plisobenim aglutininti v podané krvi, jedna se na zdkladé dlouhodobych
klinickych pfehledi o riziko velmi malé. Napfiklad béhem valky ve Viethamu bylo
mezi lety 1967 a 1969 vojenskymi lékaii USA poddno vice nez 350 000 jednotek
,univerzalni” plné krve krevni skupiny 0 a hlaSeny pocet vzniku hemolytickych
reakci byl velmi nizky — 1:10 000 transfundovanych jednotek plné krve a navic se

jednalo prevazné o reakce klinicky nevyznamné. [22]

V rdmci zavedeni transfuzi plné krve pro civilni obyvatelstvo by byla pouzivana
pouze ,univerzalni” plnd krev; tedy takova, ktera by byla vyhradné od déarcti krevni
skupiny 0, aby ji bylo moZzné pouZzivat bez ohledu na krevni skupinu pfijemce, stejné
jako je v soucasné dobé podavana univerzalni plazma skupiny AB a univerzalni
erytrocytarni pripravky skupiny 0 RhD negativni, pfipadné trombocytarni
pripravky. Darci, jejichz krev by byla pouzita na vyrobu ,,univerzalni” plné krve by
museli spliiovat nejen standardni pozadavky na krevni darce, ale také by musel byt

ke sniZeni rizika vzniku potransfuznich reakci ¢i komplikaci, které by mohly
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vzniknout v pfipadech, Ze by mél prijemce jinou krevni skupinu nez 0, a tim padem
by protilatky pfitomné v transfundované krvi byly inkompatibilni s erytrocytarnimi

antigeny piijemce.

Pfi podani anti-A a anti-B protilatek z plné krve krevni skupiny 0 pfijemctim
s krevni skupinou A, B nebo AB je vyssi riziko vzniku imunitné zprostfedkovanych
hemolytickych potransfuznich reakci. Typické pro IgM protilatky je wvznik
intravaskularni hemolyzy, zprostfedkované sloZkami komplementu, ktera muze
vést k ohroZeni pacienta na Zivoté v diisledku selhani organt. Protilatky tfidy IgG
(anti-A a anti-B) vyvoladvaji extravaskuldrni hemolyzu, jez ve vétSiné piipada
neohroZuje pacienta na Zivoté a zaroven jeji vyskyt neni prilis casty. Ke sniZeni rizika
vzniku téchto komplikaci by mélo pfispét vybirani darcti s nizkym titrem protilatek.

[23]

Pro zavedeni vyroby transfuznich pripravka ,, univerzalni” plné krve pro rutinni
pouziti je potfeba zvolit metodu, kterd by byla pro stanoveni titrti protilatek
spolehliva a piesna a bylo mozné ji automatizovat. V Ustfedni vojenské nemocnici
v Praze se nyni intenzivné pracuje na standardizaci a nastaveni titrace
prostfednictvim automatického analyzatoru Galileo NEO Iris, ke kterému by méla
prispét i tato prace. Zatim jsou v této problematice provadéna zkusebni méfeni,
kterda srovnavaji vysledky analyzatoru s vysledky odpovidajicich manudlnich

metod.

Na jinych pracovistich Ceské republiky byly také provadény srovnavaci studie na
stanoveni titru pfirozenych protilatek anti-A a anti-B, vétSinou vsSak
v trombocytarnich ptipravcich. Kazdopadné i tyto vysledky lze pouzit pro srovnani
shodnosti méfeni. Napfiklad ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové byla takovato
studie provedena v roce 2014 a vysledky jsou nasledujici. Celkem bylo vysetfeno
252 vzorkli rtznych krevnich skupin — A, B i 0. Vysledky byly porovnavany

s manualné provedenym zkumavkovym testem a rozdily se pohybovaly od jednoho
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az do péti fadt. Celkové byly hodnoty titr(i naméfené analyzatorem nizsi nez

u manualnich metod. [24]

Obecné lze o vysledcich z analyzatoru fici, Ze metody titraci IgG protilatek
vychdzeji vice shodné svysledky manudlnich metod z davodu niZsi citlivosti
metody na centrifugaci a odecitani vysledku bez potfeby roztrepani. Titry protilatek
IgM vychazeji na analyzatorech vétSinou niZsi neZ z manualnich metod, nebot
analyzator roztrepe krvinky mnohem intenzivnéji, nez je tomu v pripadé
manualniho stanoveni. Tomuto lze vSak zabranit individualnim nastavenim

parametr( centrifugace a tfepani v konkrétni laboratofi pfi validaci metody. [24]

Vysledky naseho méfeni jsou vsak v rozporu s vySe zminénymi zavéry. Hodnoty
titrti IgM protilatek vychazely casto naprosto shodné, ptipadné se liSily vétSinou
pouze o jeden fad, a to i pfes zatizenost metody chybou v podobé subjektivniho
hodnoceni vysledku — intenzita roztfepani a pfesnost odecteni pozitivity, respektive
negativity vysledku. Naopak IgG protilatky vykazovaly velké neshody a vysledné
hodnoty manualni sloupcové aglutinace vychdzely vysoké. I kdyz se hodnoty casto
lisily o nékolik fadi (vétsinou o dva az tfi fady), je nutné brat v tivahu, Ze jsme méfili
pouze v rozsahu nizkého titru, tudiz dochdzi ke zkresleni shodnosti vysledki.
Vsechna hodnoceni a srovnani, kterd jsou v této praci obsaZzena, jsou srovnavana
s hodnotou 1:128, i kdyz ve skutecnosti analyzator udaval hodnotu 2 1:128 (tedy
soucet vSech titrti od hodnoty 1:128 vcetné) a je tak mozné, Ze by v pfipadé dalsiho
fedéni (v hodnotach vysokého titru) stanovil stejnou hodnotu, kterou jsme naméfili
manudlné. Neni mozné zpracovavat statistické zhodnoceni dat z hodnoty, kterd
neni jasné ciselné definovand. Vysoké hodnoty titru u IgG protilatek namérené
manuadlni sloupcovou aglutinaci jsou ovlivnény IgM protilatkami, jejichz

interference vysledky falesné zvysuje.

Kromé metody je také potfeba stanovit hranici, kterd bude rozhodovat o tom, zda

bude dand krev vhodna pro vyrobu , univerzalni” plné krve ¢i nikoliv. Momentalné
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neni v Ceské republice Z4dna pevna hodnota stanovena, ale za zatim nejvice
diskutovanou a pravdépodobné i v budoucnu pfijatou hodnotu pro anti-A a anti-B
protilatky tfidy IgM je titr < 1:50. Co se tyce protilatek IgG anti-A a anti-B,
nepfedpokladd se, Ze budou hrat vyznamnou roli pfi vybirani darcli s nizkym

titrem, nebot nejsou, oproti IgM, klinicky vyznamné.

Na nékolika zdravotnickych zafizenich v USA jiz aplikaci plné krve na
urgentnich prijmech praktikuji. Zajimavosti vSak je, Ze ani v tomto pfipadé
neexistuje jednotné kritérium pro vybér darci. V jednom zarizeni maji hranici
nastavenou na titr < 50, zatimco na druhém je hrani¢ni hodnota titru < 200.
Pii aplikaci jedna az dvou jednotek ,univerzdlni” plné krve s titrem
anti-A a anti-B < 50 neni zatim evidovan ptipad, kdy by na zakladé transfuze plné

krve doslo k naznakéim hemolyzy. [25]

Jedna ze studii se zabyvala mj. otdzkou stalosti titru protilatek v krvi darct.
Celkem bylo testovano 56 dobrovolnikti (muZi i Zeny) po dobu 12 mésicti, pfiemz
krev kontrolu titru jim byla odebirana pravidelné kazdé tii mésice. Zjistilo se, Ze titr
protilatek je po dobu jednoho roku viceméné stabilni, pod podminkou, Ze darce
daruje v intervalu 2 3 mésice. Maximalni odchylky titru se primérné pohybuji

v rozmezi jednoho fadu. [25]

Hlavni vyhodou plné krve pfi 1écbé masivniho krvaceni, oproti jednotlivym
slozkam je, zZe obsahuje vSechny dutlezité slozky — erytrocyty, koagulaéni faktory
obsazené v plazmé i trombocyty a spliuje tak podminky pro tucinnou
hemostatickou resuscitaci. Soucasné dojde ke sniZzeni poctu transfundovanych
pripravk(, a tedy i k mnozstvi tekutin, které jsou v transfuznich pfipravcich
obsazeny a nemaji pfimy vliv na hemokoagulaci ¢i prenos kysliku v krvi pacienta.
Vyhodou je téZ zjednoduSeni postupu pfi aplikaci transfuznich piipravk pro

zdravotnicky personal. [22]
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7 ZAVER

Cilem bakalafské prace bylo zjistit, kolik procent darcti krevni skupiny 0 ma nizky
titr anti-A a anti-B protilatek a zaroven porovnat vysledky naméfené na analyzatoru
Galileo NEO Iris svysledky manudlnich metod - zkumavkovym testem

a sloupcovou aglutinaci.

Vzhledem k tomu, Ze méfeni na analyzatoru Iris probihalo pouze v nizkém titru,
tak by teoreticky vSech 498 vzorki mohlo nizky titr mit. Ve skutecnosti je ale
u 6,6 % vzorku titr IgM > 128, a tim padem nemusi byt v rozmezi nizkého titru.
Obdobné je tomu protilatek IgG, kdy hraniéni hodnotu titru ma dokonce

67,9 % vzorku.

Manudlnim zkumavkovym testem jsme zjistili, Ze vSechny testované vzorky jsou
pro IgM protilatky v rozmezi nizkého titru. Naopak u IgG protilatek jsme manualni

sloupcovou aglutinaci zjistili, Ze 82,1 % lezi mimo hranice nizkého titru.

Vzajemnym porovnanim vysledki z analyzatoru a manudlnich metod jsme dosli
k zavéru, ze pfed zavedenim pouziti ,, univerzalni” plné krve v transfuziologii bude
potfeba jesté laboratorni metody standardizovat pro rutinni pouziti tak, aby byly
robustni, spolehlivé a vzdjemné srovnatelné. Kromé toho je za potfebi stanovit
pevnou hranici titru IgM protilatek, ktera by urcovala vhodnost, respektive

nevhodnost pouziti darcovské krve pro vyrobu , univerzalni” plné krve.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABO

ACD
AGH
AIHA
anti-HLA
anti-HNA
CCD
CD4+
CD8+
CLS JEP

DIC

DTT
Dvariant
Dweak Dw
E

EA

EAD
EAR

EB

skupinovy systém erytrocyta ABO

anémie chronickych chorob (anaemia of chronic diseases)

antiglobulinové sérum (antiglobulinum humanum)
autoimunitni hemolyticka anémie

protilatky proti antigentim leukocytti

protilatky proti antigenim neutrofilt
charge-coupled device

diferenciacni znak pomocnych T lymfocytii
diferenciacni znak cytotoxickych T lymfocytti
Ceska lékaiska spole¢nost Jana Evangelisty Purkyné
diseminovana intravaskuldrni koagulopatie
(disseminated intravascular coagulopathy)
dithiotreitol

parcidlni D antigen Rh systému erytrocytt

slaby D antigen Rh systému erytrocytt

erytrocyty (transfuzni pfipravek)

erytrocyty z aferézy

erytrocyty z aferézy, deleukotizované

erytrocyty z aferézy, resuspendované

erytrocyty bez buffy-coatu
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EBR erytrocyty bez buffy-coatu, resuspendované

ED erytrocyty deleukotizované

ER erytrocyty resuspendované

ERD erytrocyty resuspendované, deleukotizované

FFP Cerstvé zmrazena plazma (fresh frozen plazma)

HFA antigen s vysokou frekvenci vyskytu (high frequency antigen)
HIV virus lidské imunodeficience (human immunodeficiency virus)
HT vysoky titr (high titer)

HTR hemolytickd potransfuzni reakce

IgA imunoglobulin A

IgD imunoglobulin D

IgE imunoglobulin E

IegG imunoglobulin G

IgG As metoda stanovent titru IgG anti-A protilatek

IeGB metoda stanovent titru IgG anti-B protilatek

IgM imunoglobulin M

IgM A: metoda stanoventi titru IgM anti-A protilatek

IgM B metoda stanoventi titru IgM anti-B protilatek

IVLP individudlné vyrabéné 1écivé ptipravky

K:EDTA draselna stil etylendiaminotetraoctové kyseliny

LFA antigen s nizkou frekvenci vyskytu (low frequency antigen)
LISS roztok o nizké iontové sile (low ionic strength salt solution)
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LT

NAT

NK

OHKT

PAT

PBS

Rh

se

Se

T.D.

T.U.

TACO

TP

TRALI

nizky titr (low titer)

nepfimy antiglobulinovy test

prirozeni zabijeci (natural killers)

Oddéleni hematologie a krevni transfuze
primy antiglobulinovy test

fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)
skupinovy systém erytrocyti Rhesus
recesivni alela sekretorového genu
dominantni alela sekretorového genu
terapeuticka davka

transfuzni jednotka

transfuzi vyvolané obéhové pretiZeni
(transfusion associated circulatory overload)
transfuzni pfipravek

akutni poskozeni plic v dtisledku podani transfuze

(transfusion related acute lung injury)
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