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Investigation of blood groups and screening of arthiodies

Blood transfer — transfusion — is today’s most @it transplantation. Blood is
transferred from healthy donor to ill recipient. SRl of translation depends on antigens
and antibodies of blood groups, which are spetifieach individual. We distinguish blood
groups dictated by leukocytes (white blood ceti®mbocytes (platelets), and erythrocytes
(red blood cells). Blood group antigens are mostjdently located on cell membranes.
Antibodies are located in blood plasma; we distigiguwo types. Natural antibodies are
the first type of antibodies, which are presenbiood without any prior immunization.
Immune or obtained antibodies are those, who aseptt after immunization of a patient
by transfer of blood of other group or in womenidgrpregnancy. Today, transfusion of
erythrocytes or of blood plasma is the most frequBafore transfusion, it is necessary to
find out whether donor’s antibodies do not read¢hwecipient’s antigens in case of plasma
transfusion and/or whether recipient’s antibodiesndt react with donoer’s antigens in
case of erythrocyte transfusion. For this reasdopd groups are investigated and
antibodies screening is performed before each fusio®. During blood group
investigation, antibodies and antigens of two muogiortant blood systems are checked.
This concerns ABO system and Rh system, where nesepce of main antigen D is
checked. Antigen D is very strong antigen with graatigenous force, which frequently
provokes creation of antibodies. Blood group syst&BO is the only system which
includes natural antibodies against antigens, wlaod not present on the surface of
erythrocytes. In case of blood group system Rhy onimune antibodies are known. Other
blood groups systems include antigens with lessigenous force. These systems are only
important when antibodies are present. So-calléth@ies screening is a method which
checks for presence of antibodies. There are twihiads to consider. First method uses a
test tube, while the other uses gel agglutinationsolid phase. My Bachelor Work
compares both systems in the following areas:bilig, validity, effort, and cost.
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ProhlaSuji, Ze jsem bakatkou praci na téma Vyfewani krevnich skupin a screening
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UvoD

Krevni prevod- transfuze- je v dneSni dolmegastji provadina transplantace.
Krevni transfuze je iebny zakrok, p kterém gevadime krev zdravehdoveéka darce do
krevniho olshu nemocnéhoifjemce. Bi transfuzi nahrazujeme nemocnému krev, kterou
ztratil, nebo jednotlivé slozky krve, které mu chylDnes se neéastji provadi
transplantace erytroayt Erytrocyty, steji jako vSechny ostatni Bly lidského €la, maji
na svém povrchu znaky antigenniho charakteru. Paliad znaky darce nesouhlasi se
znaky gijemce, jsou imunitnim systémentijpmce rozpoznany jako cizi a dochazi ke
vzniku imunitni reakce. Vipad, Zze se do krevniho 8bu prijemce dostalo velké
mnoZstvi erytrocyt, které jsou rozpoznany jako cizi, dochazi ke shwhaki jednotlivych
erytrocyti, takzvané aglutinaci, tato reakce je velice prudkamze vést az k umrti
piijemce. Pokud je mnoZstvi cizich anti§analé je reakce slabSi nebo sbec neprojevi,
vznikaji ale nepravidelné imunni protilatky, kter@®hou gijemce ohroZovat ip dalSich
transfizich. Protilatky mohou vznikat u Zen takéhbm €hotenstvi, pokud jejich plod ma
n¢které antigenni znaky od otce, které se nevyskytajimembranach erytrodymatky.
Tyto protilatky mohou pronikat z krevniho &tu matky pes placentu do krevniho &
plodu, dochazi pak Kiznému stupni poskozeni plodu, v zavaznyifipgdech aZ k potratu.
Takto vzniklé protilatky #stavaji v krevnim akhu matky a @ dalSim €hotenstvi mohou
ohrozit i dalSi plod, ktery mafislusné antigeny, proti kterym jsou dané protilatky
vytvoieny. Proto je nutnéiptransfuzi dodrzovat pravidlo o kompatibilikrve darce a
piijemce a kontrolovatéhotné Zeny, jestli netwd protilatky proti antigeim plodu. O
kompatibilit mluvime tehdy, jsou-li antigenni znaky darce iemce shodné a po
transfuzi tak nedochazi k imunitni reakci ani krbéoprotilatek.

Jednotlivé antigeny se roddji podle fiznych znak do riznych skupin, které se
nazyvaji krevni skupinové systémy. &hto skupinovych systémech jsou antigeny
z podobnymi antigennimi vlastnostmi a k nim it prisluSné protilatky proti émto
antigerim. NejznangjSi a nejvyznamgjSi krevré skupinovym systém je system ABO, dalSi
vyznamny kreviar skupinovy systém je Rh systém, vygei antigefi a protilatek &hto

systénii se oznduje jako vySeteni krevnich skupin a provadi se u vSechar@ijemai



krve a u vSechéhotnych Zen. Antigeny dalSich krevskupinovych systéthmaji mensi
duleZitost a slabSi schopnost imunizadgemce neboé&hotné Zeny, jsou vyznamné jen
tehdy, jsou-li pitomny protilatky. Vyseeni gitomnosti &chto protilatek oznaujeme jako
screening protilatek a stejfako vySeteni krevnich skupin se vy$efi u daré a gijemai

krve a u éhotnych.



1. SOUCASNY STAV

1.1. Historie transfuzi

Vyznamu krev pro Zivot si byli lidéé&domi vZzdycky. MySlenka vpravit prodébné
Ucely do €la & jiz krev nebo jiné |&vé roztoky se ovSem mohla objevit az v dokdy
byla znama jiz existence krevnihoébl. Prvni pokusy o zavedeni roztioldo krevniho
ob¢hu se uskuimily v polovine 17. stoleti. Nejtive se provatly krevni gevody mezi
zvitaty, ale brzy se objevily i pokusy dgvod krve ze zwete natlovéka. Pdizsky profesor
J. Denis proved! v roce 1668 prvriepod zvieci (berani) krve naclovéka. Z celkem osmi
transfuzi vSak jen dvmohly byt ozn&eny jako Uspsné. Ani vysledky anglickych a
italskych wdch nebyly dobré, a tak kolem roku 1680 byly dalShéfaze pro sk krajné
riskantni charakter zakdzany. Neédpy, které zakonittyto pokusy provazely, vedly pak
ke vzniku mylného fedpokladu. Z vysledk totiz badatelé posléze usoudili, Ze je-li
nebezpeéna krev zvfeci, pak steji rizikovy by byl i pevod krve lidské. O fiimém
pievodu krve mezi lidmi se tak sice diskutovalo jakanozném léebné prosedku, ale
dolozeny uUsgsny pokus byl proveden az v 19. stoleti. V roce 8l8&@Sne provedl
Anglican James Blundelltpvod lidské krve n&lovéka, umirajiciho na rakovinu. PoKus
pak gibyvalo i v dalSich zemich a v roce 1875 jiz existiojakysi soupis provedenych
transfuzi, ktery obsahoval 47&ipadi, z nichZz ovSem ve 129ipadech se jednalo o
pievod krve zwieci. Vysledky v kazdemifpadt nesplnily @ekavani a nebyly nikterak
povzbuzujici. Jen 150ft@vodi, tedy mél nez polovina prohla piznivé. Ostatni
provazely komplikace¢asto smrt. (1) Dlouho nebylo jasné, gnaekteré evody jsou
Zivot zachréaujici a jiné ko®i smrti pacienta. Tuto otazku vy$M az objev krevnich
skupinovych systém Tento objev odhalil §i¢iny komplikaci, které transfuze krveide
provazely. Diky objevu krevnich skupinovych systémoSlo k masivnimu roz&ni
transfuze jako kebné a Zivot zahiaijici metody.



1.2.Krevni skupiny

1.2.1. Charakteristika

Pojmem krevni skupiny rozumimeiifpmnost u&itych molekul na povrchu
krevnich busk a zarove piitomnost pravidelnych nebo nepravidelnych protlate
v plazne proti €mto molekuldm. Podleffiomnosti protilatek a jim fislusnych antigeh
roz&klujeme jedince do dznych krevnich skupin. Mame krevni skupiny leukégcyt
trombocyti a erytrocyt. Ve své praci se budwnovat krevnim skupinam erytrocytU
¢loveéka jsou to skupinové systémy ABO, Rh, Kell a jiné.

Krevni skupinové systémy erytro@yjsou staré nejmé&mekolik milionu let a proto
imunitni systém je omezen v tv@rbprotilatek proti ®&kterym pivodaim chorob
s podobnymi antigennimi vlastnostmi. (7) Diky tommuiZze byt Gzny vyskyt rkterych
krevnich skupin v &terychéastech sgta ovlivrén ¢asgjSim vyskytem gkterych nemoci.
Napiiklad skupina A ma podobné antigenni vlastnosto jaksitel varioly, udchto lidi
probih& toto onemo¢ni vyrazEji. Jedinci se skupinou 0 maji antigen H, kterypseloba
ptvodci moru Jersinia pestis, proto je tato skupinacna v centrech, ve kteryctivce mor
krute Fadil.

Velmi mnohé antigeny a je dujici genetické systémy jsou fylogeneticky staré,
castén¢ preslé z prokaryoritna eukaryonty. Na vytvani krevni skupiny se iie podilet
razny geneticky podklad s$izr¢ Gcinnymi alelami. (7) Krevni skupiny jsouédi¢né
vlastnosti dané pro cely zZivot. Jsaigpirany od rodia prostednictvim gen. (3)

Klinicky nejvyznammjSi jsou systémy ABO a Rh. Vsysttmu Rh se havn
vySetuje piitomnost nebo néfiomnost antigenu ozteného jako antigen D. Vy$enhi
krevnich skupin se v dnesni doprovadi u vSech dakdkrve, gijemai krevnich pipravka
a u thotnych Zen. ® vySeteni krevnich skupin rozliSujeme antigeny na povrkfaynich
burek a protilatky pitomnych v séru.
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1.2.2. Antigeny krevnich skupin

VSechny krevni skupinové substance jsouiespém smyslu definice antigeny,
které mohou stimulovat cizi imunitni systém, v a&sti na jeho stupni cizosti a antigenni
sile, ktvorls specifickych protilatek. (3) i tvorbé¢ krevrné skupinovych antigeh se
zpravidla uplatuje soubor komplekriznych gei na fiznych chromozomech.

Antigeny jsou také &kdy ozn@&ované jako aglutinogeny. Jsou to povrchove
molekuly na membranach erytrotyt

Krevré skupinové antigeny vznikaji dma zmisoby. Prvnim zfisobem je fimy
geneticky penos, kdy geny iffmo koduji kreve skupinovy antigen, takto vznikaji
nagiklad antigeny u Rh systému. Druhymugpb je nefimy geneticky penos, kdy
prvotni produkty krevé skupinovych antigein jsou enzymy, které postupnvytvari
kone&né antigeny, tento #gob se upldiuje u systému ABO.

Béhem rekolika poslednich let byla mnohem vic objasa funkce krevé
skupinovych antigah na membranach erytrodyt Spousta skupinovych antigene
umis€na na bilkovinach, zodpegnych za transport, n#iglad cuki a vody pes
membrany. Jiné antigeny slouZi jako receptory proaé mikroorganismy.

Antigeny krevnich skupin pétke 3 fiznym biochemickym skupinam. Mohou to
byt glykoproteiny obsahujici cukernou a bilkovinslwzku, vyskytujici se ndjklad u
antigerii ABO systému vyltovanych ve slinach. Dale to mohou byt glykolipidysahujici
cukernou a lipidovou slozku. Do této skupinyipata membrah lokalizované antigeny
ABO systému. Poslednim skupinou antifyeisou lipoproteiny obsahujici lipidovou a
bilkovinou slozku. Jsou to n&klad antigeny Rh systému na membkrdmrytrocyti. Pro
antigeny glykoproteinové a glykolipidové je za getini specifiku zodp@dna uhlikova

¢ast, u lipoproteit je to proteinova&ast.
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1.2.3. Protilatky krevnich skupin

Krevré skupinové antigeny mohou indukovat tvorbu progikatnap. nasledkem
krevni transiize. Protilatky jsou vyt@&ny plazmatickymi bitkami a nachazeji se hlavn
v plazme, nekdy vSak i v jinych &lnich tekutinach. (4) Protilatky nazyvame aglutinin
Protilatky v krevnim systému ABO, které jsouitpmny i bez imunizace, fieme
ozna&ovat jako izoaglutininy.

Krevré skupinové protilatky mohou byt Klasifikovanytiznym zpisobem,
napiklad: na zéklad pavodu antigenu, proti kterému jsou naemy, na zakla#l priciny
tvorby protilatek nebo sérologického chovani péabky. (4)

Na zéklad pavodu antigenu se protilatkyeld na dw skupiny. Prvni skupinou jsou
aloprotilatky, které jsou nadf@né proti antigeim od ciziho jedince. Tyto protilatky
vznikaji jako disledek pedchozi imunizace. Druhou skupinou jsou autopititila
namiené proti vlastnim antigém.

DalSi rozdleni je podle ficiny, ktera zjisobila tvorbu protilatek. V séruetsiny
lidi se nachazeji kre¥nskupinové protilatky i bezipdchozi kontaktu z cizimi erytrocyty.
Tyto protilatky se nazyvaji jirozere se vyskytujici“. Tvei se pod vlivem antigen které
Uzce souvisi z kreenskupinovymi antigeny @Sinou pochazeji ze istvnich bakterii).
Oproti pirozeré se vyskytujicim protilatkdm existuji protilatkyteké jsou vysledkem
zndmé imunizace, jako je krevni transfuze nest&pnqmaové krve nebo éhotenstvi.
Prirozert se vyskytujici protilatky a imunni protilatky siiljedna od druhé z hlediska
sérologickych charakteristik fifozere se vyskytujici protilatkgasto optimala reaguji i
nizSich teplotach a obvykle pato tidy IgM, zatimco imunni protilatky obvykle nejlépe
reaguji pi 37°C a pat do tidy 1gG. (4) Krevé skupinové protilatky &sSiny krevnych
systéni jsou nepravidelné neboli imunni. Vyjimkou jsou {iléiky krevre skupinového
systému ABO vyskytujici sefpozere i bez gedchozi imunizace.

Podle sérologickych vlastnosti protilatkyelidne protilatky na kompletni a
inkompletni. Hlavnim znakem pro ro#eni protilatek do dchto skupin je schopnost
vyvolat aglutinaci V imunohematologii se jako klgdsi metoda k fikazu reakce mezi

antigenem a protildtkou pouziva aglutind technika. Tato technika je zaloZena na
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skute&nosti, Ze protilatky navazané na antigennich detemnty na erytrocytech mohou (s
podporou nebo bez podpory) vyteh mistky mezi &mito krvinkami, coz zpsobuje
aglutinaci erytrocyt. (4) Ztohoto hlediska rozthjeme protilatky na kompletni a
inkompletni. Kompletni protilatky jsou schopny agtovat krvinky gimo. Tyto protilatky
zpravidla pati do tidy IgM a gimé aglutinace je umo&na diky jejich velikosti, jsou totiz
schopné feklenou vzdalenost mezi jednotlivymi erytrocyty geisdovanymi v solném
prostedi. Druhou skupinou jsou inkompletni protilatkyedé zpravidla pét do tidy IgG.
Inkompletni protilatky nejsou schopny krvinkyimo aglutinovat pro svou mensi velikost.
Skute&nost, Ze aglutinace nenastava vzdimp je zmisobeni ukitou vzdalenosti mezi
krvinkami. Mnoho bilkovin fitomnych na membré&nerytrocyfi ma negativni elektricky
naboj. Ve vodnych roztocich se poté kolem krvinkytveri vodni plag s pozitivre
nabitymi ionty. Vznik& tak rozdil v potencionalu menegativié nabitymi erytrocyty a
kationy v médiu ktery se nazyva zeta potencial.td @otencial zpsobuje, Ze se v naplavu
mezi krvinkami vytvéi odpudivé elektrostatické sily. Krvinky jsou praid sebe vzdaleny
asi 20-30 nm. Aby doSlo k aglutinaci, musi byt patky schopny tuto vzdalenost
piekonat. Aby proéhla aglutinace i u inkompletnich malych protilate&, teba ¢mto
protilatkhm pomoci, nejlépe zeslabenim vlivu zetdepcialu. Tim se u inkompletnich

protilatek dosahuje stejné aglutinace jako u kotmpdé protilatek. (8)

1.3. Skupinovy systéem ABO

1.3.1. Historie objevu

Objev krevnich skupin jefjpisovan vidéskému ¥dci Karlovi Landsteinerovi,
ktery v roce 1901 objevikitkrevni skupiny A, B a C, dnesni A, B a 0. RokuD2%opsali
rakousti ¥dci A. van Descatello a A. Sturli krevni skupinu ApRko ,vyjimku
z Landsteinerova pravidla“. Roku 1907 nezavislaich popsatesky psychiatr Jan Jansky
¢tvrtou krevni skupinu, kterd obsahuje znaky A i(B2) Jansky zkoumal zavislost mezi
duSevie nemocnymi a vlastnostmi jejich séra. NenaSel zadswojitost. Jako vedlejSi

produkt své prace ale odhalil, Ze populace se dé&lib do &ty skupin na zaklad
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vlastnosti jejich séra. Jansky pouzival aama I, Il, Il a IV. Nezavisle na JAnskym popsal
roku 1910¢tyti krevni skupiny Amegian William Lorenzo Moss. Pouzil také ozeai
fimskymi ¢islicemi, ale v opgném pdadi nez Jansky. Veitatych letech 20. stoleti se
sjednotilo ozn&vani krevnich typ A, B, AB a 0. (12) V gkterych jazycich, mimo jiné
v angliting, se pouziva zapis ABO s pismenem O, v jinych jetyoapiklad véestirg se
pouziva zapis ABO. (10)

1.3.2. Charakteristika systému

Krevni skupinovy systém ABO a Kmu patici krevni skupiny je nejdéle znamy
krevni skupinovy systém. Rak nému 4 zakladni krevni skupiny A, B, AB a 0. (8)

Na swté je nefastjSi skupina krevni skupina 0, ale &kiterych oblastech,
napiklad ve Svédsku a Norsku a tak€eské Republice, je nejpnejsi typ A. Skupina AB
je nejmér castd. Jsou popsanacité regionalni a rasova roddni lidské krve podle
piitomnosti antigetn ABO systémy. (10)

Systém ABO je definovan 3 znaky- aglutinogeny AaBH. Fenotypicky existuji
tedy 4 fzné krevni skupiny ABO systéemuii®dmnost antigenu A duje skupinu A.
Pfitomnost antigenu B tuje skupinu B. Htomnost antigenu A i B duje skupinu AB.
Pritomnost samotného antigenu Hcwje skupinu 0. (7) Antigeny systému ABO se
nevyskytuji pouze ng&ervenych krvinkach, ale také v jinych tkanich jgkou ledviny,
jatra, plice. Mimo jiné ovliiuji i srdzeni krve. (10)

Aglutinogeny A a B se nevyskytuji ve vSech eryttech ve stejné antigenni sile.
Mimo hlavni antigeny krevnich skupin ABO existujekalik kvalitativné i kvantitativre
odliSitelnych druli antigeri A a B. Tyto navzajemijbuzné, ale fitom svoji antigenitou a
strukturou odliSné druhy antigénozna&ujeme jako podskupiny. (8) Nejzna&jsi
podskupiny u skupiny A jsoua A, v populaci je pevaha podskupiny A kterou ma az
80% jediné, podskupinu A ma téndt 20% jedind se skupinou A. Stejné zastoupeni
podskupin je i u podskupiniB a AB. Ostatni podskupin krevni skupiny A jsou vzacné a
maji slabou expresi A antigenu na povrchu erytinchekteri jedinci z podskupinou A

mohou mit ve svém krevninmghw i protilatky anti-A, podobg jsou na tom i jedinci
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s podskupinou AB. Osoby z jinou krevni skupinou maji vablu vZzdy protilatky anti-A i
anti-A;. Byli rovnéz popsany i podskupiny u krevni skupiny B, ty jsale ogt velmi
vzacné.V laboratorni praxi s€4n¢ vySetuji pouze podskupiny AA,, AiB a AB.

U 80% lidi se skupinou A nebo B se antigeny nach&zilnich tekutinach, poté
mluvime o sekretorstvi, neboli o schopnosti vgkat skupinové systémy delrich
tekutin. Jedinci se schopnosti sekretorstvi sevaizgekretdi, jedinci bez této schopnosti
jsou oznaovany jako nonsekreto Schopnost sekretorstvi zavisi na genotypu
sekretorového genu Se. Antigeny jsou vghany do &lnych tekutin, pokud je ffitomna
dominantni alela Se, naproti tomu pokud jsou horgotyi tiché se alely, nejsou antigeny
do €lInich tekutin vyl@ovéany.

Na rozdil od nepravidelnych protilatek ostatniclstégii, u ABO systému jsou
pravidelré u vSech lidi pitomny proti krevnim antigeémn prirozené protilatky. (3) fesny
duvod, pra lidsky organismus vytwé protilatky k antigenu, se kterym se nikdy nesktka
neni wdecky popsén. &lci predpokladaji, Ze dité bakteridlni antigeny jsou stejné u
glykoproteini A i B a protilatky vytvd@ené proti g&mto bakteriim reaguji s krvi ciziho typu.
Jsou znamé dva typy protilatek anti-A a anti-B. kigisprotilatek je skupino¥ specificky.
Protilatky se mohou v krvi vyskytovat jen proti tanantigenu, ktery se nevyskytuje na
vlastnich krvinkach. (8) U osob s krevni skupinogéAvyskytuje aglutinin anti-B, zatimco
u osob s krevni skupinou B anti-A. Osoby s krewiipgnou AB nemaji ve svém séru
piitomné zadné protilatky, nebanaji na svych erytrocytechrippmny oba antigeny afrip
piitomnosti protilatek by dochéazelo k hemolyze vladin krvinek. Osoby s krevni
skupinou 0 maiji v séruifpomny oba typy aglutinin neba jejich erytrocyty maji na svém
povrchu jen antigen H.

1.3.3. Dédi¢nost krevnich skupin ABO systému
Dédiénost krevnich antigénobjevil jako prvni v roce 1924 Bernstein na zaklad
rodinnych studii v ABO systému. Imunogenetiévpdn® vychazeli z hypotézy, Ze kazdy

skupinovy antigertervené krvinky je imym produktem jednoho jediného genu. (3) Dnes

uz je tato hypotézarekonana.
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Dédi¢nost v ABO systému je podnéma geny na 9 chromozomu- A, B, 0 a geny na
19 chromozomu- geny H s alelami H a h. Skupinoviégany ABO systému se nettio
piimym pisobenim gein Geny kontroluji produkci enzyim transferaz. H geny na
chromozomu 19 kéduji H transferazu, ktéidi produkci antigenu H. Jestlize na lokusu
ABO genu chromozomu 9 je alela A nebo B je struktantigenu H prostdnictvim A
transferaz nebo B tranzferdz transformovana nagemyi A nebo B. Bma alela 0
transferazu nekoduje, antigen Histane nezinény. (8) Znak A je se znakem B

kodominantni. Znaky A a B jsou dominantni nad zmalké

1.3.4. Vyvoj ABO systému dloveka

Antigeny A, B i prekurzorové substance H jsou pmaktalné jiz u 6 tydennich
embryi, nejsou zde vSak plmozvinuty. Ri porodu dosahuji fiiblizné 20-30 % maxima.
PInohodnotné antigeny se objevuji v prvnim a drulméoe Zivota jedince, které dosahuiji
plné funknosti a antigenicity v 18-20 roce Zivota. (8) Zdtd divodu se u novorozefic
vySetuji pouze antigeny na membranach erytrocytnevySeuji se aglutininy nekty

jeS€ nejsou v séru novorozengpritomny.

1.3.5. Vzacné abnormality v ABO systému

Mimo hlavnich antigei krevnich skupin v ABO systému existujékolik vzacnych
A a B variant. (3) Mezi tyto varianty gatizné podskupiny jednotlivych hlavnich skupin.
DalSi varianty mohou vzniknout jakdisledek &jakého onemoaii nebo vlivem které
genetické vrozené odchylky.

Mezi vrozené abnormality tohoto kreyrskupinového systému patnagiklad
fenotyp Bombay. Jde o genetickou odchylku v syntékepinovych antigah kdy je
jedinec recesivni homozygot hh a nedochazgjukrsyntéze antigenu H na erytrocytech.
Protoze tento antigen je prekurzor pro tvorbu amigA i B, niZze byt syntézaéthto
antigerii postizena jiz vtomto kroku. Ve vysledku bude eilinec fenotyp skupiny O.

Nebude u & prokazan antigen A respektive antigen &div jedinec miZze nést geny pro
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tvorbu rékterého z &chto antigenu fpadré obou. (11) Tato vyjiméné vzacha kombinace
se ozndauje jako Bombay-typ (Oh). (8) Prvni darce s timtengtypem byl objeven
v Bombay (Indie), odkud jméno této krevni skupidy Podle pravidel &licnosti krevnich

skupin by pak jejich potomci #h mit skupinu 0 nebo skupinu druhého s tddiProtoze

ale st&i, aby jedinec byl heterozygot a¢hjen jednu dominantni alelu H, aby se & n
projevila ugitd krevni skupinova vlastnost, e nastat situace, kdy se r&@dn narodi

potomek s krevni skupinou, kterou by dle pravideli¢hosti vabec nendl mit.

U jedinai s timto fenotypem se vzdy vyskytuje protilatkazalt>-H. Tato protilatka
je klinicky dilezita, protoze reaguje se vSemi krvinkamigtoych krevnich skupin ABO.
Aloprotilatka anti-H je prakticky vzdyiftinou akutni hemolytické potranigii reakce a
tyto osoby musi obdrzet krev dars krevni skupinou Bombay. (4)

DalSi vrozenou abnormalitou je takzvany cis fenoif U cis AB fenotypu jsou
piitomny jak A, tak B antigeny. (4) V tomtdipact jsou jak alely A, tak B alely umisty
na stejném chromozomu vedle sebe. Za normélnicmoid jsou u skupiny AB tyto alely
umisgény na dvou i#iznych chromozomechiigsluSného chromozomového paru a jsou
umisgny naproti sob. V téchto gipadech potomek 2di vzdy jen jednu alelu, u fenotyp
cis AB se ob alely c&di sowasré. Sérologicky je tento genotyp charakterizové&katika
specifickymi vlastnostmi. A a B antigeny jsou mnohslabsi nez obvykle, a mnozstvi H
antigenu je naopak relatiwnvelké. U sekretdr je mnozstvi A antigenu ve slinach
normalni, mnozstvi B antigenu je malé a mnozstviamdigenu je velké. (4) DalSim
moznym vys¥tlenim pro Cis AB genotyp je to, Ze zmutovana alklaebo B koduje
enzym schopny vytiit z antigenu H antigen A ale i antigen B.

Druhou skupinou abnormalit v ABO systému jsou abrality ziskané &hem
Zivota. Mezi r® pati nagiklad slaba exprese antigenu. &hto gipadech mze dojit
k poklesu aktivity transferaz produkovanych ABHlatei vlivem ugitych onemocgnich
jako je napiklad leukémie. Vysledkem je pak slabSi expresegeant na povrchu
erytrocyti. ABO antigeny jsou vSak také stakxprimovany u novorozefg neba jest
nejsou dostatse¢ vyvinuty. Behem dalSiho vyvoje dochazi k postupnému zesilepiese

az k normalnim hodnotam.
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DalSi ziskanou abnormalitou je takzvany ziskanyngan. Objevuje se u paciént
s krevni skupinou A vlivem d&kterych bakterialnich infekci. Jde dipmnost antigenu,
ktery pipominé antigen B. Tento ziskany B antigen byl pémmirgn Cameronem roku
1959. Ten popsalifpadu pacierit s krevni skupinou A ktefi vykazovali slabou reakci
s polyklonélnim anti-B séremg¢koliv méli anti-B protilatky. U mnohyché&chto pacient
se objevily stevni problémy. V roce 1975 Gerbel prokazal, Zze Gnagativni bakterie
mohou produkovat enzymy schopnéénih A; antigeny na tak zvané ziskané B antigeny.
(4) Jakmile bakterie Zgobujici vznik ziskaného B antigenu, vymizi sews, dochazi
k vymizeni ziskaného antigenu B. Pacientse ziskanym B antigenem, nesmi byt podana
transfuze B erytrocyt Anti-B protilatky pitomné v séru échto pacient by v tomto

piipadt silné reagovali s antigeny na darcovskych erytrocytech.

1.3.6. Vyznam ABO systému pro transfuzi

Protoze se v ABO systému vyskytuji protilatkyirpzere, je tento systém pro
klinickou transfuzni praxi ten nejtezitéjSi, nebd je také nejnebezpegjsi. Vzdy je nutno
transfundovat stejnoskupin&vNerespektovani této skdtesti mize vést k prudké reakci
mezi protilatkami fijemce a erytrocyty darce a jejich naslednému rdapea krevnim
recisti prijemce.

Jsou pesto situace v nouzi, kterérighazeji pi nedostatku krevnich konzerv
urcitych skupin, a vyplyvaji z nerovnaimeého rozdleni krevnich skupin ABO u obyvatel,
které si vynuti transfuze nestejnych skupin. (3)nde se o naléhavé krevniepody
z davodu vitalni indikace, kdy hrozi nebezperodleni a neni zndma skupina pacienta,
v takovémto pipact se pouzivaji erytrocyty skupiny O Rh negativnhigwri skupina se u
téchto pipadi vySetuje dodaténé. Jiny stav nouze ftize nastat f nedostaténych
zasobach erytrocturcitych skupin, kdy je pak nutnofigtoupit u nezbytnych ifpadi,
jejichz skupinu zname k nestejnostupinové transflizv takovyto pipadech je nutné
dodrzovat wtit4 pravidla. Erytrocytové koncentraty skupiny Ohoa byt transfundovany
také gijemaim s krevnimi skupinami A, B a AB, jestlize dijpmce neni fitomna i

teplog téla inna anti-H protilatka. Erytrocytové koncentratyupin A a B mohou byt
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transfundovany jen stejnoskupirtos navic pijemaoim krevni skupiny AB, je vSak nutné
piedem odstranit plazmu obsahujici nezadouci prgilaPri ABO nestejnoskupinové
transfuzi erytrocylt jsou jedinci s krevni skupinou O univerzalni daade jako pijemci
mohou dostat jen erytrocyty skupiny 0. Naopak jedse skupinou AB jsou povazovany
za univerzalni fijemce, kté&i mohou dostat @ité mnozstvi erytrocyt jinych skupin.
Erytrocytové koncentraty od ddircse skupinou AB je mozné transfundovat pouze
piijemaim se skupinou AB. #Ptransfizi plazmy se tyto pravidla praipomnost protilatek
obraceji. Plazma skupiny O se takiza transfundovat pouze paciemt se skupinou O.
Zatimco plazmu AB je, mozné transfundovat vSem slam. Plazma skupin A nebo B
nohou byt transfundovany stejnoskupitav navic i pijemaim skupiny 0. Resto vSe je

lepSi vzdy transfundovat stejnoskupigov

1.4.Rh systém

1.4.1. Historie objevu

Landsteiner a Wiener v roce 1940 objevili, Ze Kiaprotilatky namiené proti
erytrocytim opice Macaa Rhesus také reagovali s erytrocy®¢% lidi, ktéi byli od té
doby oznaovéani jako Rh pozitivni, zatimco 16% lidi jejichgyocyty nereagovali byl
oznaeni jako Rh negativni. Antigen, ktery byl takto miiékovan, byl ozngen jako
antigen D. Brzy byly nalezeny lidské protilatkyjighZz specifita se jevila stejna jako u
protilatek v kraléim séru. Pozgji se ukédzalo, Ze to neni spravné. (4) Zjistilo&seantigen
odhaleny krallimi sérem, je na systému Rh nezavisly, ten to antlyyl ozn&en jako LW.
Bylo prokadzano, Ze antigen D detekovany lidskynatipatkami, je sotasti rozsahlejSiho
skupinového systému. Tento systém byl pojmenov&n RRhesus systém zkrageRh

systém.
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1.4.2. Charakteristika systému

V souwasné dob je znamo 48 antigéntohoto systému. Mnohé z nich jsou
kombinované antigeny. Tyto antigeny se vyskyt@stljze jsou d& Rh alely umisiny na
jednom chromozomu.

Nejvétsi dilezitost se fiklada antigenu D. Osoby, u kterych je na erytrecit
piitomny antigen D, ozri@@jeme jako Rh pozitivni. Alela d neprodukuje vlasintigen. (8)

Z tohoto divodu se antigen d nevyskytuje, a proto neexistujepaotilatka anti-d. B
negitomnosti daného antigenu je osoba @ema jako Rh negativni. DalSi antigeny Rh
systému jsou antigeny C a c a antigeny E a e. Kijghzmingnych antigefi existuje velké
mnozZstvi antigein, které jsou nejpravghodobrji kddovany jinymi alelami lokusu.

Antigeny Rh systému nejsou stejnorodé, ale skladajipravédpodobré z vice
podjednotek, pafpac se na jejich migtmiaze vyskytovat vice alelifbuzné specitinosti.

Na cervenych krvinkdch existuje z&r@a kvantitativni a kvalitativni variabilita D
antigenu. RozliSujeme slaby nebo silny D antigensowvislosti s jeho abnormalnim
poétem, zatimco kvalitativhodliSné formy se nazyvaji ,D varianty*.

Kvantitativni variabilita znamenda, Ze @ D antiged je vySSi neZz norméan
(zesileny D antigen) nebo nizZ8i nez normdlreslabeny D antigen). Zesileny D antigen se
nachazi u lidi s chyjicimi E/e nebo C/c molekulami.dNteri jedinci maji na erytrocytech
vyrazre nizSi p@&et D antigefi. Paiet D antigef piitomnych na erytrocytech se slabym D
se vyrazh lisi.

Kvalitativni variabilita D antigenu znamenda, Ze igah je inkompletni.Cast
molekuly, na které jeiftomny D antigen, chybi. &ktefi lidé jsou Rh pozitivni afesto
vytvéreji aloprotilatku anti-D, nasledkem transfuze Dipeai krve. Tyto protilatky nejsou
u prislusné osoby nait@ny proti jejimu vlastnimu D antigenu, ale protabBtigenu darce.
Vysvétlenim pak je, Ze D antigentbe byt inkompletni. V&hto vzacnych fdpadech je
¢ast glykoprotienové molekuly, na které je urisb antigen, ziénéna mutaci. Takovy D
antigen se nazyva parcialni nebo D varianta. Dgantse sklada z jednotlivych antigennich
determinant neboli epitdgp U lidi s D variantou jeden nebo vicéhto epitof chybi.

Pokud je &mto lidem podana krev s kompletnim D antigenem, enohytvdit protilatky,
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protoZe v kompletnim D antigenu jsotitpmny D epitopy, které u D varianty chybi a které
jsou nasled&irozpoznany jako cizi, coz vede k tvénirotilatek. (4)

Alela C mizZe tvdit ngkolik typa C", C', C* a alela E tv#i E", E".

Protilatky Rh systému jsou nepravideln&tdinou jde o IgGridceji o IgM a zcela
vyjimecné o IgA protilatky. (8) Zpravidla jsou ziskany teprimunizaci nasledkem chybné
nestejnoskupinové transfuze, neboéhotenstvi zasluhou diference antiGematky a
ditéte. (3) Zasluhou velké antigenni sily antigenu Dlabyrotilatka anti-D #ve
nejvyznamgjSi. V dnesni dob se stala vzacnou, dikygvodu identické krve a profylaxi
Rh negativnich matek. ZvidSpozoruhodné je © ProtoZze prawpodobrt jde o
nekompletni D antigen, nemohou D pozitivni lidéitvanti-D", protoZe by se eventuéin
vytvoiené protilatky mohly zasiit i na vlastni D antigeny. (3) D negativni lidé& ahohou

tvorit protilatky nejen anti-D ale i anti-D

1.4.3. Dédi¢nost Rh systému

Rozeznavame dva blizce podobné Rh proteiny- Rhih@cRe, kdédované dma
piibuznymi geny- RHD a RHCE. (15)¢éBi¢nost antigenu D ma sva vlastni specifika. Rh
pozitivni jedinci maji pitomny RhD protein, u Rh negativnich jedinse tento protein
nenachazi. Ostatni antigeny Rh systému jsou detexany mnohem mensimi rozdily
jednotlivych proteid.

Rh proteiny tvéi v membrag tetrametrické komplexy s Rh glykoproteinem. U fimpo a
Klinické jednotky Rh,y je sestavenigthto tetramefr znemozgno mutacemi genu pro Rh
glykoprotein nebo Rh protein a na krvince nejsolézény 2adné Rh antigeny. (15) DalSi
mutace niZzou zpisobit neupiné zablokovani vystavbychto komplex a jsou pic¢inou
vzniku slak exprimovanych Rh antigénPokud mutace afestavba geihzagicini zménu

v imunogennicasti protei, vznikaji Rh varianty. Tyto varianty jsou charaidécke
chybdnim ugitych Rh epitofi a moznosti tvorby protilatek anti-D proti normamniRh

antigeriim.
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1.4.4. Vyznam Rh systému pro transfuzi

Antigen D systému Rh je velmi silny. Po transfuzi Rozitivnich erytrocyt Rh
negativnim darom dochazi az v 80%fipadi k tvorke protilatek anti-D. Proto je nutné
provadt transfuze z hlediska D antigenu kompatigilrzatimco Rh pozitivni jedinci
muzou byt transfundovany i Rh negativnimi krvemi, Regativni jedinci mohou byt
transfundovany jen krvemi Rh negativnimi. Vyjimkytahoto pravidla jsou fijpustné
pouze v pipadech ohrozZeni Zivota. VSeob&se doportuje @i aplikaci Rh pozitivnich
koncentrdi Rh negativhim fijjemaim, podat profylakticky intra vendn anti-D

hyperimunni globulin.

1.5. DalSi krevni skupinové systémy

V soutasnosti je znamo vice nez 250 krevnich skupin. Wptiket €chto krevnich
skupin pati do jednoho z 23 kre¥nskupinovych systéim Krom¢ krevré skupinovych
systéni existuji roviéz krevré skupinové soubory a kategorie antigjerysokou frekvenci
(HFA) a antigen s nizkou frekvenci (LFA) vyskytu. Krevni skupinogystém se sklada
z ucitého p@tu antigetm kddovanych jednim samostatnym genem nebo vice gelmyi
tésne vazanymi geny, mezi kterymi se nevyskytuje cragsimer s naslednou genetickou
rekombinaci. Krevé skupinové soubory se skladaji z antiyjekteré spolu geneticky,
biochemicky nebo sérologicky navzajem souvisi, aépati do krevié skupinového
systému. Kategorie antigérs vysokou frekvenci vyskytu (HFA) zahrnuje antigekteré
se nachazeji u kavkazské populace ve frekvencii w8% 99%. Kategorie antigén
s nizkou frekvenci (LFA) zahrnuje antigeny, kteeéuskavkazské populace nachazeji ve
frekvenci nizSi nez 1%. (4)

DalSi krevni skupinové systémy maji vyznam jen yelgbu-li pfitomny protilatky.
Jejich gitomnost vyZaduje pak stejnoskupinovu transfuzka¥dém pipact plati zasada,
Ze pacientovi se specifickou aloprotilatkou nesgtidplikovan erytrocytarni koncentrat s

antigenem, proti kterému je nama. (8) DalSim vyznam antigen tchto systém je ten,

22



Ze autoimunni protilatky vyteené proti nim se f¥ou podilet na vzniku hemolytické
choroby novorozeric (6)

Mezi dalSi kreva skupinové systemy patnagiklad Kell systém, Lewis systém a
mnoho dalSich. Uéthto systém jsou znamé jen imunni protilatky vzniklé po imuwack
Pritomnost protilatek proti antiggém téchto systém se zjifuje pi screeningu
nepravidelnych protilatek.

1.6. Screening protilatek

V souvislosti z rozvojem transfuzi se ¢ala vySetovat i pitomnost nebo
negitomnost nepravidelnych protilatek séru- takzvaorgening protilatek. i screeningu
protilatek se vySétji nepravidelné protilatky, které vznikaji na agetini podrit pri
imunizaci pacienta.

Detekce protilatek je idezita vzhledem ktomu, Ze tyto protilatky mohout by
zodpowdné za urychlené odbouravani erytragcytesouci fislusné antigeny. Protilatky
jsou zaklademit nezadoucich reakci. Prvni je hemolyticka transfueakce. Tato reakce
je zpisobena transfuzi krve s krevni skupinou, proti &tend pijemce protilatky.
Protilatky jsou zodpoisdné také za rozvoj hemolytického onem@édnnovorozence a
autoimunni hemolytické anemieii Pemolytickém onemocimi novorozence Zena vyttia
protilatky proti antigefim, které jeji plod zédil od otce. Autoimuni hemolyticka anemie je
zpiusobena protilatkami, které jsou naerié proti antigeim piitomnych na vlastnich
erytrocytech pacienta.

Reaktivita protilatek in vitro je dana vlastnostpriotilatky samé a vlastnostmi
média, v 8mZ se vyséeni provadi. Zadna s dosud znamych metod neprakazeichny
protilatky. Spolehlivé vySéeni protilatek proto musi zahrnovat vice metod. [§¥edhodné
metodiky je druhym rozhodujicim momentem #ylshodnych typovych krvinek. (2)

Pri testu na nepravidelné protilatky je sérum pacidrstovano se screeningovym
panelem, ktery obsahuje specialni diagnostick@aayty, vSechny skupiny 0, takze anti-A

nebo anti-B protilatky, pokud jsouwippmny, nemohou test narusit. Screeningovée krvinky

Mrivrw s
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krevrné skupinovych systéi takze mohou byt detekovany prakticky vSechny itkn
vyznamneé erytrocytarni protilatky. (4)

Screening protilatek se provadi u padient kterych by mohlo dojit k postransfuzni
reakci, nebo uc¢hotnych Zen. Provadi se nejpégdsowasré s provedenim zkouSek

slwitelnosti. (2)

1.7.Zpusoby vySefeni

1.7.1. Typy metod

Pfi stanoveni se pouZzivaji takzvana diagnosticka sergypoveé krvinky, tyto
reagencie musi mitfedem dané vlastnosti a musi mit dostabe cistou, aby bylo mozné
provést opakované vy$ehi s dostatsou gesnosti. Pro vySini se tive pouzivaly
erytrocyty a séra od darckteré si musela kazda laborasama pipravit. Takto gipravené
latky byvaly pokazdé jinak silné a dochazelo k peolim se standartizaci metod. Dnes se
pouzivaji komame vyrakena diagnosticka séra ze znamym obsahem aglutinilypave
krvinky se znamymi antigeny. Tyto reagencie protgizisyrobé kontrolou kvality a maji
standardni, tedy znamy obsah antigaebo protilatek.

VysSeteni krevnich skupin i screening protilatek se pdsjiana transfuznich
odcklenich nemocnic nebo v hematologickych labadiatoe VySeteni se provadi
aglutinani metodou. R reakci zde reaguje znamy antigen s neznamou lgiaiu ve
vySefovaném séru nebo znama protilatka s neznamym aetigena vySébvanych
erytrocytech.

Rozeznavame imunohematologické metody pro vggéhi zakladnich krevnich
skupinovych systéin(ABO, Rh), ostatnich krevnich systémepravidelnych jfirozenych
a imunnich protilatek a kompatibility krve. (8)

Zpocatku se aglutineni reakce provagdy na skltkadch nebo kartkadch. Tento
zpisob se dnes pouzivari pkontrole sléitelnosti krve darce aifjemce Esrg pied

zahajenim transfuze uZka @ijemce, kdy se naposledy kontroluji krevni skupsagienta
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a konzery erytrocyt od darce a néfiomnost nepravidelnych protildtek pacienta proti
antigerim na membranach erytrodydarce.

Pozdiji se za&aly vySeteni krevnich skupin a screening protilatek pr@vade
zkumavkach, jako takzvana zkumavkova metoda.t€to metod dochazi k aglutinaci
erytrocyti ve vodnim prosedi ve zkumavkach.

Krom¢ klasické zkumavkové metody byla v prvni polavimsmdesatych let
vyvinuta metoda sloupcovych téstJde o soustavu mikrozkumavek obsahujici gel
S ukitymi reagenciemi podle druhu vygeni, pro ktery jsou @eny. Gel pro vysSéeni
krevnich skupin v ABO systému a v Rh systému objsapiedem definované protilatky.
Pro vySeteni screeningu protilatek jsou dodavana kartlistym gelem a s gelem
obsahujici AGH sérum. Ve vSech sloupcovych agldtiich systémech jsou
mikrozkumavky upewvény na kartach. DneSni sloupcové testy jsou zaloZzemyFimé
vazk® senzibilizovanych erytroc§gt na gelovou matrix ve sloupci. Senzibilizované
erytrocyty jsou zachycovany a po centrifugadistavaji ve vrchnicésti sloupce.
Nesenzibilizované erytrocyty budou migrov&hbm centrifugace sérem ke dnu sloupce.
Pt pozitivni reakci budou vSechny erytrocyty zachyger gelu, zatimco ip negativni
reakci projdou vSechny erytrocyty na dno. U geéiinych reakci budougkteré erytrocyty
zachyceny, zatimco jiné projdou skrz sloupce ng goaer mezi erytrocyty zachycenymi
a erytrocyty prodlymi uje silu reakceCim slabsi reakce, tim vic erytrogyprojde na
dno. Sloupcova metoda ma oproti zkumavkové nietadkolik vyhod. Tato metoda je
rychla, Ize ji automatizovat a senzibilizované sgyty neni nutno promyvat. (4) Navic
jsou nastaveny jednotlivé typy reakci a mohou lofiel interpretovany i pozyl.

V devadesatych letech byly pro sérologické viggtkrevig skupinovych protilatek
vyvinuty metody na mikrotiti@nich destikach zaloZzené na technice pevné fa#.této
technice je vzdy jedna reagencie navazana ggainek mikrotitré&ni destéky, kde tvdi

jednu vrstvu.
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1.7.2. Diagnosticka séra, lektiny

Krevni skupinové antigeny se vyligt aglutin&nimi reakcemi, p kterych se
neznamy antigen necha reagovat se znamym aglutinisera. Séra, kterd se pouziji
k vySeteni a o kterych se vi, Ze obsahuji znamy aglutisénpazyvaji diagnosticka séra.
(8)

Diagnosticka séra se ziskavaji od lidi nebo odatvK pipraw diagnostickych sér
se rovrez pouzivaji i takzvané lektiny.

Lektiny jsou proteiny z rostlinnych zdioj Tyto proteiny jsou schopny specificky
rozpoznavatizné mono-,di- a trisacharidy. Erytrocyty maji na@mvpovrchu tak zvany
glykokalyx, ktery obsahujetené oligosacharidovéetzce. Na tyto struktury se vazou
lektiny a tim vyvolavaji aglutinaci erytroayt

Lidska diagnosticka séra se nazyvaji sangvitest§li Be na pirozena, ktera
obsahuji prozené protilatky, a na imunni, ktera jsou vyslkeak firozené nebo uwhé
imunizace. K pipraw se pouziva krev od dobrovolnych darczen imunizovanych
piirozenou cestou po dobwhbtenstvi a nemocnych, imunizovanych transfuzenae.kr
Vyuzivaji se jen ti nemocni, Kiemaji protilatky ve vysokém titru. (8) Lidska dramsticka
séra pro ufovani krevnich skupin v ABO systému jsou bargewodliSovana podle
obsahujicich aglutiniin

Zviteci diagnosticka séra se ozug jako xenoséra. G mohou byt pirozena nebo
imunni. Zvieci séra se mohou ziskavat fiklad od kraliki, thad a jinych Ziva@icha.

Na diagnosticka séra je kladen@&kalik poZzadavk. Prvnim pozadavkem je
specificita daného séra. Sérum musi reagovat jedném gedem danym antigenem.
Druhym poZadavkem jecinnost séra, ktera se vyjage titrem. Poslednim pozadavkem je
rychlost a vyraznost reakce, to se vyjgd vcasovych jednotkach- avidita. Reakce musi
mit uritou silu, aby bylo mozno vzdyiesré urtit, zda k aglutinaci doSlo nebo ne.
Zakladni diagnosticka séra maji tediegepsany titr a aviditu. K diagnostice krevnich
skupinovych vlastnosti se pouzivaji jen takova sétaktiny, jejichZ vlastnosti bezge

zname a ktera davaji dost&ie silné a jednozrae preswdcive reakce. (8)
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1.7.3. Typoveé krvinky

Typové krvinky slouZi k ptkazu girozenych nebo imunnich protilatek v krevnim
séru. (8) Jsou to erytrocyty, kisa své membr&maji nAm znameé antigeny. PouZzivaji se
pii stanoveni pravidelnych protilatek v krevni plazm skupinového systému ABO & p
screeningu nepravidelnych protilatek ostatnich stayych systém
Cely soubor #kolika druhi téchto krvinek se nazyva panel typovych krvinek. T8)o
panely se vyuZivaji ip typovani erytrocylt v pripact positivniho vysledku screeningu
nepravidelnych protildtek a slouzi kegnému uteni skupinové fisluSnosti dané

nepravidelné protilatky.

1.7.4. VySefreni krevni skupiny v ABO systému

Ur¢eni krevnich skupin je jen tenkrét Gplné, kdyZz miamtigeri jsou téz vySéeny
i izoaglutininy. (3) Rislusnost ke krevnimu skupinovému systému ABO &&'w¢ na
cervenych krvinkach a v séru nebo v pl@niNa c¢ervenych krvinkach se odvozuje
z pritomnosti aglutinogenu A, B nebo obou. V séru seoadje z pitomnosti protilatek
anti-A, anti-B gipadré obou dvou. ProtoZze aglutininy anti-A a anti-B jskampletni
protilatky, Ize vySdeni ABO krevnich skupin provést ve zkumavkach, nedaestikach
pii pokojoveé teplat.
antikoagulanich roztocich. Ne#ty by se pouZivat vzorku hemolyzované, zkalené nebo
kontaminované nebo vzorky gifwmnosti sraZzeniny.

Pri vySeteni se pouzivaji diagnosticka séra anti-A, antiaBti-AB a typove
krvinky skupin A, B a 0. Bed samotnym stanovenim je nutné centifugacéladetytrocyty
od séra. Sérum se bezpiestrt po centrifugaci oddi od krvinek. (8) Z oddenych
erytrocyti pacienta se vytuv2 az 3% naplav ve fyziologickém roztoku.

Pro klasickou zkumavkovou metodu si oZinae 6 zkumavek. Prvnfitse pouziji
na vySeteni aglutinogei a dalSi #i pro vySefeni aglutiniri. VySeteni antiged byva
ozna&ovano jako pednifada a vySéeni aglutinii se oznauje jako zadnifada. Toto
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oznaeni vyplyva z postaveni zkumavek ve stojankuppaci. Do zkumavek pro &eni
aglutinogefi se podle oznmni nakape po dvou kapkacksusnych diagnostickych sér
anti-A, anti-B a anti-AB. Do vSechiitzkumavek se naslediprida stejné mnoZzstvi naplavu
vySetovanych erytrocyt. Do zkumavek pro vySeni aglutiniri se ogt podle ozn&eni
nakape po dvou kapkéch vy&ataného séra. Kému se pida stejné mnozstviifslusnych
typovych erytrocyi skupin A, B a 0. Po nakapani se vSechny zkumawdcha&ji 3 az 5
minut inkubovat a pak se centrifuguji. Centrifugugepo dobu 1 minutyip1500 ot&kach.
Poté se mirnim poklepem odtdkrevni sediment a vysledek se hodnoti makroskgpic
ZjiStuje se v jaké zkumavce doSlo k aglutinaci, nebokteré zkumavce reagovaly
piitomné aglutininy sifislusnymi antigeny.

Podle toho v jakych zkumavkach dojde k aglutinagiyjeme pislusnost dané krve
k urcité krevni skupid v ABO systému. Krev se skupinou A bude aglutinovat
zkumavkach fedni fady s diagnostickymi séry anti-A a anti-AB, v zadaik bude
aglutinace ve zkumavce s typovymi erytrocyty skypB. U krevni skupiny B dojde
k aglutinaci ve zkumavkach s diagnostickymi séryti-Bna anti-AB a s typovymi
krvinkami skupiny A. VSechny ostatni zkumavky muwsijit negativié- bez aglutinace.
Krevni skupina AB bude reagovat ve vSech zkumavl&dtagnostickymi séry a vSechny
zkumavky s typovymi erytrocyty budou negativni, tpi@® na erytrocytech pacienta jsou
piitomny oba antigeny a v séru pacienta se nevyskyagné pirozené protilatky ABO
systému. Erytrocyty krevni skupiny O nebudou reagj®e Zzadnym diagnostickym sérem,
aglutinace bude u typovych krvinek skupiny A a Euihavka z typovymi erytrocyty
skupiny 0 musi byt u vSech skupin negativni, webde neni fitomny Zadny antigen na
povrchu krvinek a proto protilatky se séra padiemjsou schopny vyvolat aglutinaci. Tato
reakce nmize @i stanoveni slouzit i jako kontrola spravnosti gnatiho postupu.

U krvi s krevnimi skupinami A a AB se jeéStySetuje podskupiny A A, nebo
AB, A,B. P tomto vySetteni ukujeme kvantitativni i kvalitativni post mezi antigeny A
a H. Jestlize je po#n vétSi k A, dostaneme podskupiny, & AB, jestlize je mensi k A,
dostaneme podskupiny ;Aa AB. K vySeteni podskupin se vzdy pouziva sasré
diagnostické sérum anti;Aebo antiAB a anti-H. (2) Do ozngné zkumavky dame stejné

mnoZstvi diagnostického séra anti-Aebo anti-AB a naplavu erytrocytpacienta. Obsah
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se centrifuguje 1 mimip 1500 otékach. Vysledek od#étame makroskopicky. Dojde-li
k aglutinaci erytrocyt vySetované osoby v séru anti:Aednd se o podskupinu;Aebo
A;1B. Pokud k aglutinaci nedoslo, jedna se o podskupin A-B: u €chto gipad délame
kontrolu jes¢ diagnostickym sérem anti-H. Vysledek tohoto viget musi byt vzdy
pozitivni.

Pri vySefeni na kartikovém systému, ktery se pouziva pro tedstaka pacienta, se
vySetuji pouze antigeny na erytrocytech. Tentdsgb testovani setsinou vyuzivadsre
pied samotnym podanim transfuze a slouzi jako posleaxrirola slditelnosti krve darce a
piijemce. PouZzivaji sefipném pouze diagnosticka séra anti-A a anti-B. Vigétse
antigeny na erytrocytechtipgmce a antigeny na erytrocytech v krevni konzetyyobou
musi vyjit stejna krevni skupina, jinak neni moknevni transfuzi pacientovi podat.

Nowve se kvySdeni pouzivaji gelové komaw vyrakené sety. K vySéeni se
pouzivaji karty s mikrozkumavkami. N&chto kartach se vy3eiji antigeny a protilatky
krevniho systému ABO a seasré antigen D krevniho systému Rh. Kazd4 mikrozkumavka
obsahuje polymerizovany dextran v pufrovaném médgidavkem konzervaich latek
smiSeny siznymi reagenciemi. (13) Mikrozkumavka A pro standveantigenu A
obsahuje monoklonalni anti-A, jde o &rigM protilatek. Mikrozkumavka B pro stanoveni
antigenu B obsahuje monoklondlni anti-B, jedna peotilatky tidy IgM. Mikrozkumavka
AB pro ugeni gitomnosti obou antigén obsahuje monoklonalni anti-AB, & IgM
protilatek. Mikrozkumavka D pro @eni antigenu D s Rh systému obsahuje monoklonalni
anti-D, IgM protilatky. Mikrozkumavka D” obsahujeomoklonalni anti-D, jde o sés IgG
a IgM protilatek. Tato monoklonalni anti-D reagendetekuje slabé D antigengaste&né
varianty D antigenu. Mikrozkumavka Ctl. obsahuje jeztok pufru bez protilatek a slouzi
jako kontrolni mikrozkumavka. Mikrozkumavky )Na Ns jsou uteny pro stanoveni
pravidelnych aglutinii skupinového systému ABO a obsahuji jen roztok ypufez
protilatek. Provedeni testu je obdobné jaki gtanoveni zkumavkouvou metodou.
Pripravime si 5% suspenzervenych krvinek pacienta. Suspensi pipetujeme @asivi
daném vyrobcem do mikrozkumavek pro stanoveni entigystému ABO/Rh, to znamena
do mikrozkumavek obsahuijici protilatky anti-A, aBtianti-AB a anti-D. Dale pipetujeme

stejné mnoZstvi diagnostickych erytracytA/B do mikrozkumavek pro stanoveni
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aglutinini anti-A a anti-B. Do dchto mikrozkumavek iiddme stejné mnoZstvi
vySefovaného séra pacienta. Vy&etaci kartu po napipetovani centrifugujeme a ihned
poté odeéitame vysledky. Hodnoceni se provadi podiedpm daného navodu od vyrobce.
Za negativni vysledek se povazuje prouZetenych krvinek na spodu gelového sloupce a
zadné viditelné aglutinaty ve zbytku sloupce. U ifpaziho vysledku pozorujeme
aglutinaci v gelovém sloupci. Aglutinaceiie byt v tizné sile, od ojedihych aglutinai
malych rozmdra v dolni polovirg sloupce az po prouzek aglutinovanyenvenych krvinek

na vrcholu gelového sloupce. (13)

1.7.5. VySefeni Rh systému

Pfi tomto vySeteni se stanovujeippomnost nebo néfiomnost antigenu D na
erytrocytech pacienta. Pro vyEmii se pouzivaji diagnosticka sérum anti-D obsahuji
protilatky IgM a sérum anti-D MIX obsahujici komgl@rotilatek tid IgM a IgG. Jakou
souwast vyseteni se pouziva kontrolni sérum. Hodnotime vzniki@ghce pi pritomnosti
vySetovaného antigenu na erytrocytech. Do @emgch zkumavek se nakapéistusné
diagnostické sérum a Kmu se pida stejny poet 2-3% naplavu erytrodytpacienta ve
fyziologickém roztoku. Zkumavky se centrufuguji linotu pri 1500 oté&kach. Po
centrifugaci jemnym poklepem og&ime krevni sediment a makroskopicky hodnotime.
Poté kontrolujeme mikroskopicky. Kontrolni vy&ati musi vyjit vzdy negativnbez
aglutinace. B piitomnosti aglutinace oztajeme jako Rh pozitivni.

U dara krve se v pipact negativity obou d&chto vySeteni dophuje vySeteni
negimym antiglobulinovym testem nakhz tzv. ,slabych” antigahD a jejich variant. (6)
Jestlize je vysledek tohoto testu negativni je eldRh negativni, vifjpad pozitivniho
vysledku testu je darce"pozitivni. Jedinci B pozitivni jsou jako darci krve povazovani
za Rh pozitivni, ale jakoiflemci jsou Rh negativni a musi dostat krev Rh tiega Pro
toto vySeteni potebujeme sérum antiglobulinum humanum, éowané jako AGH sérum.
Toto sérum obsahuje zeci protilatky proti lidskému globulinu. Do ozfemych zkumavek
kapneme 2 kapky anti-D Mix afigapneme stejné mnozstvi 3-5% naplavu wgBsetnych

erytrocyti. Zkumavky protepeme a inkubujeme 20 az 30 minut v termostatB3p°C.

30



Poté zkumavku naplnime fyziologickym roztokem ptakem nebo proudem, aby doslo
k promyti erytrocyi. Centrifugujeme 1 minutu fp 2500 ot&kach. Po centrifugaci
odstranime supernatant. Suchy sediment erytiogyblnime dkladnym protepanim a
opét promyjeme fyziologickym roztokem. Tento postupé@st jednou opakujeme. Po
posledni centrifugaci odstranime supernatant ack&uu sedimentuiglame 2 kapky
AGH séra. Zkumavkutikladré prottepeme a centrifugujeme 1 minutti pO00 otékach.

Vysledek hodnotime makroskopicky. Vipact aglutinace se jedna o “Dpozitivni

erytrocyty.

1.7.6. Screening protilatek

Screeningové panely se obvykle skladajiis@dliSnych erytrocytarnich suspenzi.
V trojkrvinkovych screeningovych panelech” jsou pedréch nebo vice krvinkach

Screening protilatek se ke vySetovat klasickou zkumavkovou metodou, dnes je
alecastji provactna pomoci gelové aglutinace na koomervyrabénych kartach.

Toto vySeteni se provadi vadch fznych prostedi. Prvnim testem je vy$enhi
v solném progedi, kdy se stanovujifipozené a imunni protilatky IgM. Druhy test je test
v prostedi enzymu, timto Zpobem se stanovuji imunni inkomplentni protilathkgving
IgG. DalSim pouzivanym testem je hiepy Coombfv test. Stanovuji se imunni
inkompletni protilatky, které nelze prokazat, arprestedi enzymu. Zachyti i velmi slabé
protilatky a ze i uvedenych tegétje nejcitliwjSi. (8) Pouzivané typové krvinky jsou
vétSinou snmdsi dvou krvinek obsahujici vSechny klinicky zavaanégeny. (7)

K aglutinani reakci pi solném testu dochazi, kdyz se v tomto grexit dostanou
antigeny do vzajemného kontaktu 8spusSnymi protilatkamigehoz jsou schopny pouze
kompletni protilatky IgM. (4) B vySeteni v solném progtdi se smisi 2 — 10% néaplav
typovych krvinek se sérem darce a centrifuguje(8ePodle typu protilatekiftomnych
Vv séru niiZzou nastat dv situace. Pokud sérum obsahuje kompletni protilditidy IgM,
dojde ke vzniku aglutinace. Druhou moznostiijggmnost nekompletnich protilatekdy

lgG, které nejsou schopny aglutinaci erytragcyyvolat. Pokud vySébvané sérum
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obsahuje nekompletni protilatky, je nutné pouzé jajich stanoveni enzymovy test nebo
antiglobulinovy test.

Pfi enzymatickych testech se pouzivaji enzymy, kter&i schopnost natravit
povrch erytrocyi. Tim dojde k ¥tSimu giblizeni erytrocyit k sol& navzajem a rize dojit
k aglutinaci i @i malém mnoZstvi protilatek. V praxi se hl&pouzivd bromelin. (8)
Muzeme vSak pouZzit i jiné enzymy ritglad papain, trypsin, ficin a jiné proteolytické
enzymy. Antigeny &kterych krevnich systéin (Duffy, MNSs, Xg) jsou fisobenim
enzymi poskozeny, proto nemohou byfigusné protilatky v tomto prastdi detekovany.
Oproti tomu protilatky skterych systén, zejména Rh, Lewis a Kidd, jsou detekovany v
tomto prostedi mnohem klve a sila reakce byva vyssi. (5) K enzymatickéestut se dnes
jiz pouzivaji suspense erytro@yabohacené o enzym.

DalSim testy pouzivanymi fp screeningu nepravidelnych protilatek jsou
antiglobulinové testy. Zaved! je v klinické medi€ifoombs v roce 1945, proto jsou
ozna&ovany jako Coombsovy testyiiRéchto testech se pouziva sérum proti lidskému
globulinu takzvané AGH. Jedna se océ¢snanti-IgG polyklonalnich protilatek kréiho
ptuvodu a monoklonalnich IgM ani-Cd3 protilatek mysibiovodu, to umoi#uje detekci
erytrocyti pokrytych imunoglobuliny nebo sloZzkami komplemer{&) Principem tegtje
vazba protilatek z AGH séra na lidské erytrocytyzéigilizované protilatkou, nelvdidské
protilatky navazané na erytrocytové memlgrro ré maji antigenni charakter. Tim dojde
k pieklenuti zeta potencialu erytro@ya k nasledné aglutinaci. Coombsovy testy &erch
piimy a nepimy test. Testy se povaZuje za nejciji a nejspolehligjSi k prikazu
inkompletnich protilatek. Séra AGH jsou schopn&rugprokézat i velmi malo¢inné a ve
velmi malém mnoZstvi se vyskytujici inkompletni tiéky. (8)

Primy antiglobulinovy test se pouZiva u osob, u ktarge pedpoklada ze k vazb
protilatek na vlastni krvinky dochazi jiz v jejidtrevnim okthu. (8) Tento test se proto
vyuzivd pro diagnostiku néilad hemolytického onemoéni novorozen& nebo u
pacientt se ziskanou hemolytickou anémii. Pro videit gimého Coombsova testu
pottebujeme erytrocyty vySetvaného jedince. Ty &Rolikrat propereme fyziologickym
roztokem. Z posledniho suchého sedimentuigrgvime 2 az 3% naplav. Kapneme 2

kapky do zkumavky aifkapneme stejné mnozstvi séra AGH. PromichameZmkna 5
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minut do termostatu, kde inkubujemé& B7°C. Poté centrifugujeme 1 minutdi 2000
otatkdch. Vysledek testu odigdme makroskopicky, provedeme kontrolu pod
mikroskopem.

Druhym typem antiglobulinovych tdstje takzvany nefimy test. Nepimy
antiglobulinovy test se pouZziva kilkazu velmi slabych inkompletnich vélmrirkulujicich
protilatek v sérughotnych, darg krve, gijemai krve. (8) Pomoci tohoto testu stanovujeme
protilatky, které nejsou zaffené proti vlastnim erytrocytarnim antigem Toto vySeteni
se provadi az porjglani vhodného antigenu. Pelbujeme vysébvané sérum nebo plazmu
a diagnostické erytrocyty krevni skupiny 0. Do aargch zkumavek kapneme 2 az 3
kapky vySetovaného séra aigapneme stejné mnozstvi diagnostickych erytosyupiny
0 pozitivni. Obsah promichame a vloZzime do terntostade inkubujeme 45 minutiip
37°C. Po inkubaci peremeilrat az ctyrikrat ve fyziologickém roztoku a k poslednimu
suchému sedimenturipapneme 2 az 3 kapky AGH séra. Zkumavkuwtogozime do
termostatu a inkubujeme 3 az 5 miniit 7°C. Po inkubaci centrifugujeme 1 minutti p
2000 otékach. Odeitame makroskopicky. Vysledek zkontrolujeme podneskopem.

Pri vySeteni screeningu protilatek na gelovych kartach s&p@ enzymaticky test
a negimy Coombfv test. Karty jsou tvieny osmi mikrozkumavkami. Kazda
mikrozkumavka je tviena sloupcem gelu a reak komirkou. Kazdy sloupec obsahuje
polymerizované mikréastice dextranu v pufrovaném meédiu, které sloukb jdiltr.
Mikrozkumavky pro screening protilatek metodou ifeygho antiglobulinového testu
obsahuji v gelu rozpusdté sérum AGH. Ostatni mikrozkumavky slouzici prayematicky
test obsahuji neutrdini gel.iéd®l samotnym provedenim vy&sti je nutné oddit
erytrocyty od séra od&tlfovanim. Do mikrozkumavek pipetujeme vyrobcem dané
mnoZstvi typovych erytroct do mikrozkumavek pro enzymovy test se pipetuyjirecyty
s pridavkem enzymu, n&stji s papainem. |hned poté pipetujeme do vSech
mikrozkumavek dané mnozstvi séra vigeaného. Kartu inkubujeme 15 minut 87°C
v termostatu. Po inkubaci provedeme centrifugacnt@fugujeme 10 minut. &em
centrifugace jsou aglutinatiervenych krvinek v zavislosti na jejich velikosiichyceny na

povrchu nebo uvnitgelového sloupce, tento stav je aamaan jako pozitivni reakce.
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Neaglutinovanécervené krvinky prochézeji ke dnu mikrozkumavky, téerstav je

ozna&ovan jako negativni reakce. (5)
1.7.7. Uréeni specifity protilatek

Zjisti-li se protiladtka musi byt co mozna nigpreji uréena, aby bylo mozné
pripravit pro transfuzi konzery, které neobsahujitergyty s antigenem, proti kterému je
dana protilatka nalezena u pacienta. Totdéenr specifiky probiha stejnjako [i
vyhledavéani protilatky ffstupiovym testem. (3) Pro &eni specifiky se pouziva panel
typovych krvinek obsahujici 8 az 11 vybranych teatich erytrocyt. Tyto panely tak

umoziuji piresnou diferenciaci nalezené protilatky.
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2. CiL PRACE A HYPOTEZY

2.1.Cil prace

Cilem moji prace je porovnani metod, které jsounedthi dob pouzivané ke
stanoveni krevnich skupin a k screeningu protilatdktody budu srovnavat zkolika
hledisek. Jednak z hlediska firkmfich naklad na jednotlivé metody. A pak také podle
pracnosti vySéeni, spolehlivosti aiesnosti danych metod a celkového dobyegdmié pro

provedeni vySéeni danou metodou.

2.2. Hypotézy

Pro préci byly stanoveny tyto hypotézy.
Prvni hypotéza:

Stanoveni metodou gelové aglutinace poskytuje St#gsné a spolehlivé vysledky,
jako klasicka zkumavkova metoda stanoveni.
Druh& hypotéza:

Stanoveni metodou aglutinace v gelu je snpracné nez stanoveni zkumavkovou
metodou.
Treti hypotéza:

Pro rychlé stanoveni je vhoggi metoda gelové aglutinace
Ctvrta hypotéza:

Stanoveni metodou gelové aglutinace na kartachajgstinez klasicka zkumavkova

metoda.
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3. METODIKA

Pri praci byly pouzity d¢ metody stanoveni. Prvni metodou byla metoda
zkumavkova, ktera byla pouzita pro stanoveni kravrskupin v krevnich skupinovych
systémech ABO a Rh. Druhou metodou bylo WigEt screeningu protilatek na gelovych
kartach. Pro stanoveni krevnich skupin keewkupinového systému ABO byla pouzita
diagnosticka séra a typové erytrocyty od firmy SangPro stanoveni antigenu D systému
Rh byla pouZzita diagnosticka séra od firem Sanguimmucor. B vySefeni screeningu
protilatek byly pouzity gelové karty a erytrocytyoprySeteni nepimého Coombsova testu
od firmy Bio-Rad, erytrocyty pro stanoveni v enzyitkem prostedi byly od firmy
DiaMed.

Vzorky krve pro vyseéeni byly ziskany od pacienBiochemicko-hematologicke
laboratde Laboma s.r.0.
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4. VYSLEDKY

4.1. Stanoveni krevnich skupiny v systému ABO

VySeteni antiged a pravidelnych protilatek ABO systému v séru aemgrocytech

pacient klasickou zkumavkovou metodou.

Inicidly  Pohlavi Rocnik | Prednitada Zadnfada Podskupina| ABO
Anti- Anti- Anti- | Ery Ery Ery | Anti- Anti-
A B AB |[A B 0 |A; H
P.V. Z 80 - + + + - - * *
L.H. z 72 - + + + - - | * *
M.I. Z 78 + - + - + - + * Al
K.M. Z 77 + - + - + - + * Al
K.V. M 43 + - + - + - |+ * Al
CHS.V. Z 79 + - + - + - + * Al
M.V z 71 + - + - + - + * Al
P.V. Z 81 + + + - - - - + A2B
D.H. z 42 - + + + - - * * B
T.L. z 49 + - + - + - + * Al
H.P. M 80 - - - + o+ - | % * 0
M.P. M 60 - + + + - - | *
ONB Z 80 - + + + - - * * B
S.D. Z 42 + + + - - - + * A1B
H.M. z 82 - + + + - - | * * B
M.P. Z 74 + - + - + - + * Al

Vysvétlivky: + pozitivni reakce, - negativni reakce, * neviigjet se

Zdroj: vlastni vyzkum
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4.2. Stanoveni krevni skupiny v systému Rh

VySeteni g@itomnosti antigenu D z Rh systému na erytrocyteatignti klasickou

zkumavkovou metodou.

Inicidly  Pohlavi Ro¢nik | Anti-D  Anti-D Mix | Rh
P.V. Z 80 + + P
L.H. z 72 + + P
M.I. Z 78 - - N
K.M. Z 77 - - N
K.V. M 43 + + P
CHS.V. Z 79 + + P
M.V z 71 + + P
P.V. Z 81 + + P
D.H. z 42 - - N
T.L. z 49 + + P
H.P. M 80 + + P
M.P. M 60 + + P
ONB 7 80 + + P
S.D. Z 42 + + P
H.M. z 82 + + P
M.P. Z 74 + + P

Vysvétlivky: + pozitivni reakce, - negativni reakce, P pozitiRi faktor, N negativni
Rh faktor

Zdroj: vlastni vyzkum
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4.3. Screening protilatek
Stanoveni nepravidelnych imunnich protilatek v ggcient metodou gelové aglutinace.

Inicidly | Pohlavi Ro¢nik | Coombs test Enzymaticky test Zawer
I | B ] I 11

L.D. z 74 - - - |- - - Bez protilatek
H.J. Z 76 I T Inkompletni protilatky
S.J. z 78 - - - - - - Bez protilatek
K.H. z 83 - - - - - - Bez protilatek
N.Z. z 70 - - - - - - Bez protilatek
P.L. Z 75 - - - - - - Bez protilatek
MP. | Z 74 - - - - - - Bez protilatek
L.H. z 72 - - - - - - Bez protilatek
P.V Z 81 - - - |- - - Bez protilatek

Vyswvétlivky: - negativni reakce, + pozitivni reakce
Zdroj: vlastni vyzkum

4.4. Srovnani metod stanoveni ABO a Rh skupiny a screergu protilatek

Zkumavkova Gelova
VySeteni ABO | 6 min centrifugace plné krve 5 min centrifugace plné krve
a Rh 5 min gipravné prace a pipetovani | 2 min gipravné prace a

3 min inkubace + 1 min centrifugace| pipetovani

Celkem- 15 minut 10 min centrifugace

Celkem- 17 minut

Screening 5 min centrifugace plné krve 5 min sté&eni pIné krve
(enzym. test a | 3 min gipravné praceied enzym. 3 min @gipravné prace a
negimy testem a pipetovani pipetovani
Coombs) 1 min centrifugace 15 min inkubace

3 min gipravné praceiied Coombs | 10 min centrifugace

testem a pipetovani Celkem- 33 minut

45 min inkubace + 1 min centrifugace

6 min propirani

2 min inkubace + 1 min centrifugace

Celkem- 68 minut
Oke vySeteni | Celkem- 86 minut Celkem- 55 minut

Zdroj: vlastni vyzkum

Pri vybéru metod pro vyséeni krevni skupin v ABO a Rh systémech a pro
screening protilatekijhlizeji laboratde i k ekonomickym hledigim, kterd jsou zavisla na
Uhrad vySeteni zdravotnimi pojiovnami, ced diagnostik pro jednotliva vySeni a
spotebniho materialu, ktery je gebny pro toto vyséeni.
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5. DISKUSE

Pojmem krevni skupina ozfigeme pitomnost nebo néfiomnost specifickych
antigeri na povrchu krevnich bék a pitomnost nebo néfiomnost specifickych
protilatek proti #mto antigem v krevnim obhu ¢lovéka. Jak z definice vyplyva, mame
krevni skupiny erytrocyt leukocyfi i trombocyfi. V sowtasné dob je zndmo asi 250
krevnich skupin, &Sina z nich pdt do jednoho z 23 kre¥rskupinovych systém Krome
téchto systém existuji také krevé skupinové soubory a kategorie antigemvysokou
frekvenci a kategorie antigérs nizkou frekvenci vyskytu. Tyto skupiny maji vgmm pro
transfizi pouze tehdy, jsou-li v séruriggmce gitomny protilatky proti gmto antigem
piitomnych na erytrocytech darce.

V dnesni dob se v disledku transfuzi erytrocytnegastji vysetuji krevni skupiny
erytrocyti. RozloZeni jednotlivych skupin viitych skupinovych systémech je mezi lidmi
riznorodé. Rozdily jsou jednak mezi lidmi navzajerte gou zndmé i rozdily mezi
jednotlivymi rasami a etnickymi skupinami. Naéty je negasgjSi skupina 0, u nas je
negastjSi skupina A. B nestejnoskupinové transfuzi dochazi k kontakttigen darce
s protilatkami pijemce a poté dochazi k transfuzni reakci a rozpagtrocyti pacienta.
Tato reakce ohrozuje zdravi a Zivot pacientat@arvést az k umrti, proto je nutné vzdy
pied transfuzi vySét krevni skupiny darce iifjemce. Rozdil v skupinach ithe nastat
také u thotnych Zen, pokud ma ploctkieré antigeny od otce a u matky tyto antigeny
chybi. Pokud v takovémtoripadt dojde k proniknuti erytrocytplodu do krevniho athu
matky, dochazi k tvokbprotilatek, které mohou pronikat &pdo olEhu ditte a zfisobit
rozpad jeho erytrocyt Tento stav rize vést az k potratu. Protilatkystavaji v &le matky
a pi dalSim thotenstvi mohou ohrozit i dalSi plod, je proto mughedovatdhotné Zeny a
zjistovat, jestli netvé protilatky proti erytrocyim plodu.

VySeteni antigefi krevre skupinovych systétn erytrocyti a jim gislusnych
protilatek se sklada ze dvou vyi&ati- stanoveni krevni skupiny v ABO a Rh systému a
screeningu protilatek.

Prvni z vySdaeni je stanoveni antigéna protilatek ve dvou nejsifsich a

Mrivrw s
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piirozené protilatky vyskytujici se i beziguchozi imunizace. V Rh systému s#& p
vySeteni krevnich skupin vySete piitomnost nebo néfiomnost nejsilgjSiho antigenu
D. Podle tohoto antigenu rozliSujeme jedince ngoBAtivni, ktgi antigen D maji a na Rh
negativni, u kterych tento antigen neni. ProtilalRip systému jsou pouze imunni a
vySetuji se stejit jako ostatni imunni protilatkyipscreeningu protilatek. Ostatni antigeny
Rh systému se vyJeji pouze tehdy, nastanou-lgjaké komplikace $ transfuzi nebo
béhem €hotenstvi.

Imunni protilatky se vysatji druhym vySaenim tak zvanym screening protilatek.
Pfi screeningu protilatek se vy#gfi imunni protilatky ostatnich kregnskupinovych
systéndi, které maji menSi antigenni silu a tim padem én&stji tvori protilatky.
Screening protilatek se sklada ¢kalika testi. Prvni testem je test v solném piesi,
timto testem se stanovujfipzené a imunni kompletni protilatky. Test s ywySeteni
metodou gelové aglutinace riél DalSi testem je takzvany enzymaticky test, lsgdy
stanovuji imunni inkompletni protilatky, které majsschopné Zjsobit aglutinaci v solném
prostedi. Pro tento test se pouZzivaji erytrocyty, jgjighovrch je naleptan enzymem.
Posledni test pro screening protilatek jetirag Coombgv test. VySatuji se jim imunni
inkompletni protilatky,které se nedaji zjistit aamzymatickym testem, je nejcittjgi a
zachyti i velmi slabé protilatky.

Pro tyto vySdteni se pouZivaji typové erytrocyty, se znAmym obsehntiged na
povrchu jednotlivych krvinek. Pro stanoveni skuppouZivaji typoveé erytrocytygdem
danych skupin, kdy na povrchu erytratysou hlavié vyjadreny antigeny skupinovych
systénit ABO a Rh. Cely soubor typovych erytroéyskupiny 0 Rh negativni se nazyvéa
panel typovych erytrocyta pouziva se hla¥mpii screeningu protilatek. Déale sé& pechto
vySeteni pouzivaji diagnosticka séra obsahujici znamglky. Tyto séra se ziskavaji od
lidi nebo od zwat. Dale se pouzivaji rostlinné vytazky, které aeymaji lektiny. Lidska
diagnosticka séra se ozni@l jako sangvitesty a zidci se oznalji jako xenoséra. Séra a
lektiny musi mit pedepsanou silu a specifitu reakce.

Ohke vySeteni se daji provad nekolika metodami. Prvni typem metod je stanoveni
na karttkach nebo na skikach, tato metoda se dnes pouziva pro vgdétu hizka

pacienta. Druha metoda je oZonwana jako klasicka zkumavkova. DalSi typ metod je
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zaloZzen na gelové aglutinaci na pevné fazi. Pro metodu se pouZivaji konteg
vyrakEné plastové nos&e s mikrozkumavkami. Nejneéjsi typ metod je stanoveni na
mikrotitratni destéce. Nefastji se provadi metody zkumavkova a metoda gelové
aglutinace.

Ve své praci jsem se zabyvala hodnoceriichttb dvou metod. Tyto metody jsem
porovnavala z hlediska pracnosti, spolehlivostabdity a finartniho. Pro svou préaci jsem
si stanovilactyii hypotézy. Prvni hypotéza zni: ,Stanoveni metod@lové aglutinace
poskytuje stejd presné a spolehlivé vysledky, jako klasickd zkumagkawetoda
stanoveni.”, druh& hypotéza zni: ,Stanoveni metalglutinace v gelu je mérpracné nez
stanoveni zkumavkovou metodouieti hypotéza zni: ,Pro rychlé stanoveni je vhgsin
metoda gelové aglutinace.Ctvrta hypotéza zni: ,,Stanoveni metodou gelové awoe na
kartach je drazsi nez klasicka zkumavkova metoda.”

Pro potvrzeni nebo vyvraceni mych hypotéz jsem ecBeémicko-hematologické
laboratdi Laboma s.r.o. provedlatkolik stanoveni krevni skupin zkumavkovou metodou
a vySeteni screeningu protilatek metodou gelové aglutinad® vySeatvanych pacierit
Vysledky €chto vySeteni jsem zpracovala do tabulek, které jsowasti moji bakal&gske

prace. Mé kongné zavry jsem konzultovala se zdejSimi pracovniky.
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6. ZAVER

Hodnoceni bylo provedenaipvySetovani nahod& vybraného souboru paciént
Pti praci bylo zjiséno, Ze mezi zkumavkovou metodou a metodou gelokdiagce nejsou
Zadné rozdily vfesnosti a spolehlivosti vysledlkstanoveni. Ob metody pi dodrZzeni
piedepsanych pracovnich posiyposkytuji pravdivé a opakovatelné vysledky.

Diky snazsi manipulaci s mikrozkumavkami na plastkart je stanoveni metodou
aglutinace v gelu ménpracrgjSi nez klasicka zkumavkova metodaii Btanoveni na
plastovych kartach zipdem od vyrobce oztenymi mikrozkumavkami je také mensi
riziko zaneény jedné zkumavky za druhou a tak mensi riziko wyaéespravného vysledku.

VySeteni krevni skupiny metodou gelové aglutinace nanpeazi je diky obsahu
do gelu pedem pidanych reagencii rychlejSi nez klasickd zkumavkonétoda. H
klasické zkumavkové metéde nutné do zkumavky nakapat jak vydeané sérum nebo
erytrocyty tak i diagnosticka séra nebo typovérenyty. Pokud je pro vySini pouZita
gelova karta, odpada kapani diagnostickych séré kseu v gelu jiz itomny. Diky tomu
je stanoveni metodou gelové aglutinace na pevngjédnodusi a také rychlejSi nez
klasicka zkumavkova metoda.tiPvySeteni screeningu protilatek metodou gelové
aglutinace neni nutné prani ve fyziologickém romtaki gFikapavani AGH séra, které je
jiz obsazeno v gelu karty. To celkogkracuje dobu nutnou pro provedeni viget.

Pro WtSi nar@nost vyroby plastovych nasi s mikrozkumavkami s gelem je

metoda gelové aglutinace na pevné fazi drazsi lasicka zkumavkova metoda.
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9. PRILOHY

Prehled krevnich skupin v ABO systému

9.1.Pt¥iloha 1

KREVNI SKUPINA A B AB 0
GENOTYPY AA a AO BB a BO AB 00
ERYTROCYTU S :
A antigeny B antigeny AaB zadny A, ani B
antigeny H)
; )
PROTILATKY V KRVI -'\T S S 7 J\['
2:'7:‘:,7 Sus ‘?:1
anti-B anti-A zadna anti-B anti-A a anti-B
ani anti-A
MUZE DOSTAT KREV OD Aao Bao A, B,ABao0 0
MUZE DAT KREV A a AB B aAB AB A,B,ABaoO
PRIJEMCI

Zdroj: Imunohematologie- C.P.Engelfriet, Drs. A.J. Melomek (P.C. Ligthart, Drs.
A.J.S. Visser, Dr. M.A.M. Overbeeke) Nakladatels8&nquin Reagens

9.2.Priloha 2

Prehled inkompatibility v systému ABO

1

' C.Inkompatibilita v systému ABO

+\WAY

aglutinace

hemoljza

protitly

v

Zdroj: Atlas fyziologiec¢lovéka-Stefan Silbernagl, Agamemnon Despopoulos (6ani)d

Nakladatelstvi: Grada
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9.3.Priloha 3

Schématické znaza¥ni normalniho D antigenu, slabého D antigenu a iangy

normalni D antigen slaby D D varianta
normcfﬂni Epitopy normalni epitopy mutovane epitopy
normalni pocet antigent sniZeny pocet antigend normalni-sniZzeny

pocet antigent

legenda: epitop -—? antigen

Zdroj: Imunohematologie- C.P.Engelfriet, Drs. AMeluenbroek et al.Nakladatelstvi-
Sanquin Reagens

9.4.Pt¥iloha 4

Tabulka vySaeni krevnich skupin v ABO systému

Diagnosticka séra+erytrocyty probandaypoveé krvinky+sérum probandaKrevni
Anti-A Anti-B Anti-AB A B 0 skupina
+ - + - + - A

- + + + + - B

+ + + - - - AB

- - - + + - 0

proband-vySé¢bvana osoba

Zdroj: Zaklady imunohematologie a transfuziologie- MiensPecka Nakladatelstvi-
Stredni zdravotnicka Skola a VysSi zdravotnicka Skiredec Kralové 2005
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9.5.Priloha 4

Vysledky vySeteni metodou gelové aglutinace

4 o + 44 +.+"‘i_'+

......,_._.;..-.

Zdroj: Pribalovy letak k soupravpro vyseteni screeningu protilatek ScanGel COOMBS +

NEUTRAL

9.6.Pfiloha 5

Odetitani vysledk metodou stanoveni gelové aglutinace

Negativni| -

Prouzekéervenych krvinek na spodu gelového sloupce, Zaddigemé

aglutinaty ve zbytku sloupce.

Pozitivni | +/-

Ojedirglé aglutinaty malych rozem v dolné polovig gelového sloupce.

1+

Aglutinaty malych rozrrt v gelovém sloupci.

2+

Aglutinaty malych nebo igdnich rozrara v gelovém sloupci.

3+

Aglutinaty stednich rozréri v horni polovig gelového sloupce.

4+

Prouzek aglutinovanyatervenych krvinek na vrcholu gelového sloupce.

Zdroj: Pribalovy letadk k soupravpro stanoveni ABO a Rh skupin - DG Gel ABO/Rh
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