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Abstrakt

Piedtransfuzni vySetfeni — zkouSka slulitelnosti erytrocytirnich transfuznich

pripravkii na Transfuznim oddéleni Nemocnice Ceské Budéjovice, a. s.

Krev je télni tekutinou, Kterou se zatim pies veskery pokrok nepodafilo nahradit
zadnymi jinymi umélymi piipravky. Prvni zminky o transfuzi nachazime jiz u starych
Egyptanii, Asyfanti, Zid@ i Rimant. Prvni historicky zaznamenany pokus o krevni
transfuzi popsal historik a pravnik Stephano Infessura roku 1492. Na izemi naseho statu
byla vykonana prvni znama transfuze krve teprve v 19. stoleti. Provedl ji prazsky lékar
Antonin Erpek roku 1879.

Predtransfuzni vySetfeni je soubor imunohematologickych vysetifeni provadénych
pted podanim transfuze krve pacientovi. Cilem piedtransfuzniho vysSeteni je zajistit
pfijemci ucinnou substituci, piikteré budou transfundované erytrocyty dostatecné
dlouho ptezivat Vjeho krevnim ob&hu anedojde Kkjejich destrukci. Zakladnim
principem vSech piedtransfuznich vysetieni je laboratorni potvrzeni, Ze je krev piijemce
slucitelnd s krvi darce. Komplex pfedtransfuznich vySetteni pifed podanim
erytrocytarniho transfuzniho ptipravku povinné zahrnuje vySetteni krevni skupiny
pfijemce, screeningu antierytrocytarnich protildtek piijemce, popi. doplnéného
identifikaci protilatek, a vlastni zkousky kompatibility transfuzniho ptipravku. VSechna
tato vySetfeni se provadéji aglutinaénimi metodami. ZkouSka kompatibility je reakce
séra/plazmy pacienta s erytrocyty darce, ktera slouzi K potvrzeni, ze je krev piijemce
slucitelna s krvi darce. Muze byt vySetfena bud’ serologicky (na skli¢ku, ve zkumavce,
sloupcovou gelovou aglutinaci, metodami pevné faze) nebo elektronicky (strategie type
and screen, elektronickd zkouSka kompatibility). Platnost zkousky kompatibility je
72 hod., pocitano od doby odbéru vzorku ptijemce krevni transfuze.

Moje prace se zabyva vySetienim vlastni zkousky kompatibility transfuzniho
ptipravku, literdrnim porovnanim jednotlivych metod a porovnanim provedeni metody

sloupcové gelové aglutinace (LISS/NAT) manualné a na automatu Techno TwinStation,



véetné porovnani provozné-ekonomického hlediska. Praktickd cast této prace byla
zpracovana na Transfuznim oddéleni Nemocnice Ceské Bud&jovice, a. s.

Liter&rnim porovnanim metod zkousky kompatibility jsem dospéla k zavéru,
ze nejcitlivéjsi metodou pouzivanou k vySetfeni zkouSky kompatibility, je nepfimy
antiglobulinovy test (NAT) provedeny sloupcovou gelovou aglutinaci nebo metodami
pevné faze. Moje zjisténi odpovidd Doporuceni Spolecnosti pro transfuzni lékaistvi
CLS JEP.

Vysledky této bakalaiské prace potvrzuji spravnost volby vedeni TRS provadét
vySetfeni zkousky kompatibility metodou sloupcové gelové aglutinace (LISS/NAT).
Vyhody sloupcové gelové aglutinace oproti zkumavkovym metoddm spocivaji v tom, ze
se jedna o rychlou metodu, smensi spotiebou reagencii ivzorku, S moznosti
standardizace, automatizace, dokumentace. V neposledni fadé metoda vykazuje vyssi
citlivost, coz zvySuje bezpecnost krevni transfuze pro pacienta.

Vysetieni zkousky kompatibility metodou sloupcové gelové aglutinace
(LISS/NAT) bylo provedeno manualné a na automatu Techno TwinStation u 52 vzorka
pacientl, celkem 118 testd. Vysledky vySetfeni byly shodné bez ohledu na zvoleny
zpusob provedeni. Ani z provozné-ekonomického hlediska se oba typy provedeni tohoto
vySetieni vyrazn€ji neli$i (manudlni cca 24 K¢, automatizované cca 26 KCc).
Pfi manualnim provedeni nelze vyloucit chyby lidského faktoru, které jsou Vv ptipadé
automatizace eliminovany. Dals§i vyhodou automatu je dohledatelnost vSech prvka
zapojenych do analytického procesu, které jsou archivovany a zlstanou piistupné
po provedeni testu. Vyhodou manudlniho provedeni zkousky slucitelnosti je kratsi
celkovy cCas vySetieni (cca 30 — 35 min) oproti automatizovanému (cca 45 — 60 min
dle po¢tu vzorki). Nevyhodou automatizovaného provedeni zkousky kompatibility
na automatu Techno TwinStation je to, Ze neni mozné Vv priabéhu pipetovani piidavat

dalsi vzorky.



Abstract

Pre-transfusion measures - compatibility testing before transfusion of red cell
product in the Blood establishment and blood bank of Nemocnice Ceské

Budéjovice, a. s.

Blood is a body fluid which, despite all the scientific progress, still cannot be
replaced by any other artificial product. The first records of transfusion were found
in the ancient Egyptian, Assyrian, Jewish and Roman societies. The first historically
recorded attempt at blood transfusion was described by a historian and lawyer Stephano
Infessura 1492. The first known blood transfusion in the Czech Republic was performed
in 1879 by Prague physician Anthony Erpek.

Pre-transfusion testing is a set of immunohematology examination performed prior
to blood transfusion to the patient, which aims to ensure effective substitution
for the patient, during which the transfused RBCs will survive long enough
in recipient’s bloodstream and will not be destroyed. The basic principle of the whole
pre-transfusion testing is laboratory confirmation that the recipient’s blood is
compatible with the donor’s blood. The complex of pre-transfusion testing
before administration of RBCs includes methods of mandatory testing of the recipient’s
blood group, antibody screening, possibly identification of special antibodies,
and the cross match test itself. All these tests are performed using the agglutination
method. Compatibility test “cross match” is a reaction between donor’s and recipient’s
serum, which is used for confirmation that the recipient’s blood is compatible
with the donor’s blood. It can be examined either serologically (on a slide, in a tube,
by gel column agglutination, by methods of solid phase) or electronically (type
and screen strategy, electronic test of compatibility). Validity of the compatibility test is
72 hours, counting from the moment of sampling of recipient’s blood.

My thesis deals with the examination of the actual test of the compatibility
of the transfusion product, literary comparison of various methods and comparison

of the manual performance of the column gel agglutination method (LISS/NAT)



and performance with the use of the Techno TwinStation machine. My work also
includes comparison of an operational perspective and an economic perspective.
The practical part of this work was carried out in Blood establishment and blood bank
of Nemocnice Ceské Budgjovice, a. s.

With the use of literary comparison of methods of compatibility test, | conclude that
the most sensitive method used to investigate the compatibility test is the indirect
anti-globulin test (NAT) performed using column gel agglutination or solid phase
methods. My recommendation corresponds to the findings of Spole¢nost pro transfuzni
1ékatstvi CLS JEP.

The thesis confirms that the cross match testing via using the gel column
agglutination method (LISS/NAT) was the best choice made by the Blood establishment
and blood bank. Benefits of the gel column agglutination compared to the tube methods
are the speed, smaller consumption of reagents and blood samples, the possibility
of standardization, automation and documentation. Finally, the method has higher
sensitivity, which increases the safety of blood transfusion for the patient.

Examination of compatibility testing using the gel column agglutination method
(LISS/NAT) was done in 52 patients manually and using the Techno TwinStation
(atotal of 118 tests). Examination results were identical regardless the chosen method.
There was also no significant difference concerning the operational and economic costs
of the two methods (manual was about 24 CZK, automated was about 26 CZK).
In manual performance human errors cannot be eliminated, whereas in automation these
errors are eliminated. Another advantage of automation is the traceability
of all the elements involved in the analytical process, which are archived and will
remain accessible after the test. The advantage of the manual compatibility tests is
shorter total examination time (about 30 - 35 minutes compared
to about 45 — 60 minutes when using automated method; depending on the number
of samples). The disadvantage of automated method of compatibility testing using
the Techno TwinStation machine is the impossibility to add more samples

during pipetting.
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AlHA
AHG, AGH
CPD-A
CLS JEP
CR
EDTA
EHK
EKP

ET

HIV

HTR
LFA

LIS

LISS
LISS/INAT

KP
NAT
PAT
PBS
PC
RPR

SPRCA
TRS
TP
UVN
VDRL

Seznam pouzitych zkratek

autoimunni hemolytickd anémie

antihumanum globulinum (antiglobulinové sérum)

citrate phosphate dextrose adenine (antikoagula¢ni roztok)

Ceska lékai'ska spole¢nost Jana Evangelisty Purkyné

Ceska republika

ethylenediaminetetraacetic acid (antikoagula¢ni roztok)

externi hodnoceni kvality

elektronicka zkouska kompatibility (elektronicky kiizovy pokus)
enzymaticky test

human immunodeficiency virus (virus lidské imunodeficience)
hemolyticka potransfuzni reakce

low frequency antigen (antigen s nizkou frekvenci vyskytu)
laboratorni informacni systém

low ionic strenght salt solution (solny roztok o nizké iontové sile)
nepfimy  antiglobulinovy  test  spouzitim  erytrocytd
resuspendovanych v roztoku o nizké iontové sile

zkouska kompatibility (ktizovy pokus)

nepiimy antiglobulinovy test

pfimy antiglobulinovy test

pufrovany fyziologicky roztok pH 6,98

personal computer

rapid plasma reagin neboli RRR (rychla reaginova reakce) - test
k diagnostice syfilis

solid phase red cell adherence (metoda pevné faze)

transfuzni oddé€leni

transfuzni piipravek

Ustfedni vojenské nemocnice

veneral disease research laboratory - test k diagnostice syfilis
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Uvod

Krev je télni tekutinou, kterou se zatim pies veskery pokrok nepodafilo nahradit
zadnymi jinymi umélymi piipravky. Pokusy o jeji vyuziti k 1écbé sahaji hluboko
do minulosti. Bez znalosti krevniho obé&hu, krevnich skupin a imunologickych zakont
byly tyto pokusy vétSinou neuspésné. K velkému rozvoji transfuzi doSlo az béhem
20. stol. s objevem krevnich skupin, konzervace krve a plastovych vakd pro odbéry
krve.

Predtransfuzni vySetfeni je soubor imunohematologickych vysetifeni provadénych
pied podanim transfuze krve pacientovi. Bez jeho dusledného provedeni by doslo
k vaznému ohrozeni piijemce krevni transfuze. Na zacatku 20. stol. se pted podanim
transfuze provadélo jen vySetfeni krevni skupiny dérce a ptijemce, postupné se piidalo
vySetfeni zkousky kompatibility mezi krvi darce a piijemce a v 80. letech 20. stol. jeste
povinné vySetfeni antierytrocytarnich protilatek u ptijemce krevni transfuze. VSechna
tato vySetfeni Se provadéji aglutinacnimi metodami, diive na sklicku, pozdéji
ve zkumavkéch, nyni modernimi metodami sloupcové gelové aglutinace nebo pevné
faze.

Moje prace sezabyva vySetfenim vlastni zkouSky kompatibility transfuzniho
ptipravku, literarnim porovnanim jednotlivych metod a porovnanim provedeni metody
sloupcové gelové aglutinace (LISS/NAT) manualné a na automatu Techno TwinStation,
vcetné porovnani provozné-ekonomického hlediska.

Téma piedtransfuzniho vySetieni jsem si vybrala proto, Zze pracuji na TRS
Vv laboratofi krevni banky, kde se pfedtransfuzni vySetfeni provadi jako hlavni vySetfeni

a kde jsem se podilela na zavadéni automatizace do provozu.
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1 Teoreticka Cast

1.1 Historie krevni transfuze

Prvni zminky o transfuzi nachazime jiz u starych Egyptant (osvézujici koupele),
Asyfant, Zidd iRimant (piti krve mladych gladiatori). Dodnes se viak nenasly
doklady, zda se ve skute¢nosti transfuze opravdu provadély.

Prvni historicky zaznamenany pokus o krevni transfuzi popsal historik a pravnik
Stephano Infessura roku 1492, kdyZ papez Inocenc VIII. upadl do komatu a na navrh
zidovského lékare mu darovali krev na zachranu zivota tfi desetileti chlapci. Jako
odména byl kazdému chlapci sliben dukat, papez zemfel a tfi mladi darci krve rovnéz.

V 16. stoleti vymyslel italsky lékai Geronimo Cardano systém dvou trubic, jejichz
pomoci se mohla ptevadét krev z tepny darce do Zily ptijemce.

Dtlezitym meznikem byl objev krevniho obéhu Vvroce 1616 anglickym Iékatem
Wiliamem Harveyem. Prvni historicky dolozeny krevni pievod provedl v Oxfordu
fyziolog Richard Lower na pokusnych psech vroce 1666. Roku 1667 byla Jeanem
Baptistem Denisem podana prvni uspé$na transfuze ¢loveéku - aplikace beranci krve
nemocnému Sestnactiletému chlapci, ktery transfuzi prezil a uzdravil se. Dalsi pokusy
s transfuzemi zvifeci krve ¢lovéku vsak nebyly Gspésné a byly v Anglii, Francii a Italii
zakazany V roce 1678 jak svétskymi, tak cirkevnimi ufady.

Dalsich 150 let trvalo, nez se vyzkum V oblasti transfuzi znovu obnovil a metoda
se rozvinula do dne$ni podoby. Myslenku lé¢it vykrvacené lidi transfuzemi krve opét
ozivil londynsky profesor fyziologie a porodnictvi James Blundell vroce 1818.
Pti své praci vychazel z vysledkli svych predchidct a pfii transfuzi uzil spravné krve
zdravych lidi. Po pfislusné experimentalni pfipravé vykonal 10 transfuzi u Zen, které
vykrvacely pfi porodu. Ve vétsin€ piipadli se mu podaftilo rodicky zachrénit pred smrti.
V roce 1824 James Blundell vydava knihu o transfuzi — zdiraziiuje nutnost podani
pacientovi pouze lidské krve. Blundellovy uspéchy znovu zvedly zajem o transfuze
krve, atak sejejich otazkami zacali zabyvat odbornici ve vétSin¢ evropskych zemi.

Jednim z prvnich 1ékait, ktery poukazal na potiebu zabranit srazeni krve pfi transfuzi,
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byl Vasilij Vasilijevi¢ Suturgin V roce 1865. Srazeni krve se pokousel zabranit Slehanim
krve pomoci jemné ocelové tyCinky. Soucasné jako prvni dokézal, ze defibrinovana
krev se mize pro transfuzi skladovat pii teploté 0 °C az +4 °C po dobu 7 dnt. Byl tedy
jednim z prvnich zakladatelti konzervace krve.

Na uzemi naseho statu byla vykondna prvni znama transfuze krve v 19. stoleti.
Provedl ji prazsky 1ékat Antonin Erpek roku 1879. Pouzival pii ni ov¢i krev v pomérné
malém mnozstvi (asi 150 ml). Provedl 4 transfuze, z nichz 2 byly uspésné, jedna
neuspéSnad ajedna skoncila smrti pfijemce. Transfuze krve provedené v 19. stoleti
dokazaly s kone¢nou platnosti nemoznost transfuze zvifeci krve v mnozstvich, ktera
jsou potiebna k 1é¢eni nemocnych. Ukdazalo se, ze uspésna je pouze transfuze krve
lidské! Avsak i tato transfuze byla provazena komplikacemi. Komplikace zpusobovalo
jednak srézeni krve, ale také tehdy jest¢ zdhadné vzajemné shlukovéani krvinek poté,
€O se navzajem smisila krev né¢kterych lidi. Rozfeseni zahady a odstranéni téchto Casto
smrtelnych komplikaci pfineslo az 20. stoleti.

Roku 1901 objevil vidensky patolog a sérolog Karl Landsteiner, Ze shlukovani
nékterych lidskych krvinek s nékterymi lidskymi séry je pfirozenou vlastnosti lidské
krve. Tento jev nazval izoaglutinaci. Podle pravidelného vyskytu izoaglutinace rozdélil
lidi do tti skupin, které oznacil A, B, C.

V roce 1902 objevili Alfred von Decastello a Adriano Sturli pfipady, kdy krev
nebylo mozné zaradit do Zz&dné ze tfi skupin, které popsal Landsteiner. Prvni, kdo
spravné roztfidil lidskou krev do ctyt skupin, byl ¢esky psychiatr Jan Jansky. Krevni
skupiny oznacil ¢islicemi I, 11, 111, IV. K podobnym zavérim dosSel nezavisle na svych
pfedchidcich také American W. L. Moss vroce 1910. V tomto roce doslo také
Kk ,,pfejmenovani* krevnich skupin na A, B, AB, 0, jak je zname dnes. Poznatky
0 krevnich skupinach byly poprvé vyuzity v praxi pii podavani transfuzi, které provadél
americky hematolog Reuben Ottenberg.

Objev krevnich skupin odstranil prvni hlavni ptekézku v uspé$né aplikaci transfuzi.
Ukéazalo se, Zze transfuze krve Vvramci stejné skupiny je bezpecnd, ovSem

za predpokladu, Ze se odstrani i druha velka piekazka a to srazeni krve.
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V letech 1914 - 1918 doslo k prvni svétové valce, velky pocet ranénych si vyzadal
naléhavou potiebu transfuze atedy ikonzervace krve knepfimé transfuzi. Jurevic¢
a Rozengart v Rusku, Hustin v Belgii, Agote alLewisohn v Americe objevili
protisrazlivy a pfitom pro lidsky organismus neSkodny ucinek citratu sodného. Tato
chemikalie je pouzivana dodnes. V roce 1916 pridavek gluk6zy dokonce umoznil krev
po odbéru nékolik dni skladovat a vytvaret tak jisté zasoby.

Roku 1939 Karl Landsteiner ve spolupraci s A. S. Wienerem popsali novy
skupinovy systém erytrocytil, z praktického hlediska velmi dulezity, Rh systém. Systém
byl pojmenovan podle opice Macacus Rhesus, jejiz krvinky byly v pokusech pouzity.
Poznani Rh systému osvétlilo nékteré diive nevysvétlitelné potransfuzni reakce
pacientli. Po roce 1946 byly objevovany dalsi antigenni systémy erytrocytt, napi. Kell,
Duffy, Kidd, Lutheran a jiné pro transfuzni praxi méné€ vyznamné skupinové systémy.

Za druhé svétové valky vznikaji organizace Narodni transfuzni sluzby, nejprve
v tehdej$im Sovétském svazu a v Americe (Chicago), v CR aZ roku 1948.

V dalsich letech byly objeveny i jiné latky pro prodlouzeni skladovani a zabranéni
sraZzeni krve a techniky oddéleni krvinek od krevni plazmy a jeji samostatné zmraZeni
pro dlouhodobé skladovani.

Za zlomovy rok V transfuziologii je mozno povazovat rok 1950, kdy Carl Walter
a W. P. Murphy predstavuji plastové vaky pro odbéry krve, které nahrazuji sklenéné
lahve.

Pro zvySeni bezpecnosti transfuze krve pro pacienty bylo tfeba zacit darce krve
testovat na infekéni markery. V CR bylo zahijeno testovani darct v 50. letech
20. stoleti netreponemovymi testy na syfilis (VDRL, RPR), roku 1971 testovani
na hepatitidu B, roku 1985 byl vyroben prvni screeningovy test pro detekci viru HIV,
ktery se rutinné v CR u déarci krve vysetiuje od roku 1987. Jako zatim posledni se v CR
roku 1992 zatazuji testy na hepatitidu C a v roce 1996 je zahajeno testovani i antigenu
p24 — u vysetieni HIV. [1, 2, 3, 4].
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1.2 Zakladni pojmy

Transfuzni lékarstvi se zabyva ptipravou kvalitnich krevnich ptipravka a bezpecnou
hemoterapii. Jeji soucasti je imunohematologie, védni obor, ktery studuje vlastnosti krve
Z hlediska zakonitosti imunitnich reakci probihajicich ve zdravém anemocném
organizmu. [4]

Antigen je slozita organickd molekula, ktera se vétSinou nachazi na bunécné
membrané. Je to latka, kterou imunitni systém rozpozna a reaguje na ni. Odpovédi je
tvorba protiladtky ajeji vazba na uvedeny antigen. NejvyznamnéjSimi antigeny jsou
proteiny a rizné komplexni polysacharidy, ale také lipidy a lipoproteiny. Mala oblast
molekuly antigenu, kterd je rozpozndna imunitnimi mechanizmy, Se nazyva epitop.
Schopnost antigenu vyvolat imunitni odpovéd nazyvame imunogenita, schopnost
reagovat s protilatkou antigenicita. Tyto vlastnosti zavisi na velikosti antigenu, jeho
tvaru a umisténi antigennich determinant na povrchu erytrocytu. [4, 5]

Protilatky, imunoglobuliny, jsou soucasti gamaglobulinové frakce lidského séra.
Rozeznavame protilatky pfirozené, které vznikly jako reakce na antigeny membran
riznych bakterii, rostlin ajinych organizmi, a protilatky imunni, které vznikaji
V procesu imunizace po prodélani nemoci, V té¢hotenstvi nebo po umélém kontaktu
s antigenem (transfuze). Tehdy mluvime o aloimunnich protilatkach. [4] Aloprotilatky
se mohou tedy vkrvi vyskytovat jen proti tomu antigenu, ktery se nevyskytuje
na vlastnich krvinkach. [6] Protilatky namifené proti bunkam vlastniho organizmu
nazyvame autoprotilatky. V nizkych koncentracich se vyskytuji fyziologicky, jejich
vyskyt stoupa s vékem. Pokud se autoprotilatky vyskytuji v séru/plazmé ve zvySené
koncentraci, jsou diagnostickym znakem autoimunitnich onemocnéni, tj. chorob, kde
se imunitni reakce vyvine proti souc¢astem vlastniho téla. [7]

Principem imunohematologickych testll je aglutinacni reakce. V prvni fazi reakce
erytrocytarniho antigenu s protilatkou dojde ke spojeni protilatky a antigenu,
ktzv. senzibilizaci erytrocytu. Aby nasledné vznikla hemaglutinace je nutné,

aby se protilatka navazala jest¢ na jiny erytrocyt, tzn., aby pteklenula vzdalenost
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7 - 8 nm, kterd odpovida pruméru erytrocytu. Pomoci aglutinace je mozné vySetfovat
antigeny na erytrocytech (tzv. krevni skupiny) i protilatky proti erytrocytim V séru
¢i plazmé. V ptimé aglutinaci se uplatni ty protilatky, které jsou schopné pieklenout
vzdalenost mezi erytrocyty. [8] Erytrocyty od sebe odd€luji odpudivé sily zptisobené
rozdilem Vv elektrickém potencidlu mezi negativné nabitymi erytrocyty a pozitivnimi
ionty v okolnim prostiedi, tzv. zeta potencidl. [6] K prikazu protilatek, které pi¥imo
neaglutinuji erytrocyty, ale pouze je senzibilizuji, Se pouzivaji antiglobulinové testy
(AGH testy, Coombsovy testy). Aby bylo moZzné takovéto protilatky prokazat,
pridava se do reakce dalsi protilatka proti ptivodni, senzibilizujici protilatce. Tento
anti-imunoglobulin (AHG sérum) nasledné zajisti vzajemné spojeni jednotlivych
senzibilizovanych erytrocytu a vizualizuje aglutina¢ni reakci. [8]

Primy antiglobulinovy test (PAT) detekuje erytrocyty senzibilizované protilatkou
invivo Vv organizmu. Pouziva se pii prikazu imunitniho typu hemolyzy u pacientt
po transfuzich, transplantacich, u potransfuznich reakci, u hemolytického onemocnéni
novorozence, U pacienti s projevy autoimunity (AIHA).

Neprimy antiglobulinovy test (NAT) slouZi k priikkazu protilatky proti erytrocytlim,
kterd se nachazi voln€ vV séru/plazmé akterou lze prokdzat pomoci AHG séra
az po inkubaci vySetfovaného séra s antigeny erytrocytll. Je to test, ktery prokazuje
klinicky vyznamné nepravidelné protilatky proti erytrocytim, urcuje kompatibilitu
erytrocytll pfi pfedtransfuznim vySetfeni alze jim vySetfovat antigeny nckterych
krevnich skupin. AHG sérum musi byt komplexni, tzn., Ze musi obsahovat slozku
anti-lgG aanti-C3 proto, aby detekovalo protilatky IgG i protilatky zavislé
na komplementu. [8]

Pii reakci erytrocytarniho antigenu s protilatkou vznika v organizmu hemolyticka
reakce. Jeji rychlost a intenzita zavisi na vlastnostech antigenu, protilatky a imunitniho
systému jedince. Pfipodani inkompatibilni transfuze mohou vzniknout (v zévislosti
na vlastnostech  antigenu  aprotilatky) intravaskularni  hemolytické  reakce,

extravaskularni hemolytické reakce nebo pozdni hemolytické reakce. [4]
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1.3 Predtransfuzni vySetieni

Cilem predtransfuzniho vysSetfeni je zajistit pfijemci ucinnou substituci, pii které
budou transfundované erytrocyty dostatecné dlouho piezivat Vv jeho krevnim ob¢hu
a nedojde k jejich destrukci.

Zakladnim principem vSech pfedtransfuznich vySetieni je laboratorni potvrzeni,
zeje Kkrev prijemce slucitelna (kompatibilni) skrvi darce. Pavodni zkousky
kompatibility se skladaly z velké a malé kiizové zkousky, kdy pfti velké se ,kiizilo
sérum pacienta s erytrocyty darce, piimalé byla kombinace opa¢na a erytrocyty
pfijemce se,kiizily“ se sérem darce. Testy byly provadéné v riznych prostiedich
(s vysokym obsahem proteinti, s pfidanim antiglobulinovych sér) pii riznych teplotach.

Dnesni imunohematologicka vysetfeni provadéna pred transfuzi erytrocytil zajistuji
pacientovi relativné bezpe€nou transfuzi, eliminuji nebo alesponn minimalizuji
nezadouci reakce, pfitom jsou pii rychlém provedeni dostatecné jednoduchd, senzitivni
a specificka.

Komplex pfedtransfuznich vysetfeni pfed poddnim erytrocytdrniho transfuzniho
pfipravku povinn€ zahrnuje vySetieni krevni skupiny pfijemce, screeningu
antierytrocytarnich protilatek piijemce, popi. doplnéného identifikaci protilatek,
a vlastni zkousky kompatibility transfuzniho pfipravku. VySetfeni krevni skupiny
a screeningu antierytrocytarnich protilatek u darce je soucasti imunohematologického
vySetieni krevniho vzorku darce po odbéru. [8]

Stupné& naléhavosti poZzadavku na predtransfuzni vySetfeni:

e STANDARDNE - transfuzni piipravek je k dispozici podle data na zadance,
po provedeni kompletniho predtransfuzniho vyseteni. Doba odezvy do 24 hodin.

e STATIM - vySetfeni maji pfednost pred vySetfovanim vzorkli ve standardnim
rezimu ajejich vysledky jsou neprodlené zadany do LIS anasledné hlaseny
telefonicky zadatelim vySetfeni. Transfuzni pfipravek je piipraven Kk vydani
co nejdiive po provedeni kompletniho predtransfuzniho vySetieni V zévislosti

na typu a dostupnosti transfuzniho pfipravku ana poctu pozadovanych jednotek
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¢idavek. Na zddance musi byt zieteln¢ vyznacen pozadavek STATIM. Doba
odezvy do 90 minut.

e VITALNI INDIKACE - transfuzni pfipravek je vydan ihned bez provedeni
predtransfuzniho laboratorniho vysetteni.

a) Neznama krevni skupina ABO, RhD: vydava se transfuzni ptipravek
skupinové univerzalni - erytrocyty: 0 RhD negativni, pokud mozno i Kell
negativni.

b) Znama krevni skupina ABO, RhD: provede se ovéfeni krevni skupiny,
vydavaji se pfednostné stejnoskupinové transfuzni ptipravky.

Nésledné se provede kompletni pifedtransfuzni vySetfeni, o jeho vysledku
je dodate¢né informovan zadatel vySetieni. Naznacuje-li vysledek vysetient,
ze ptedbézn¢ vydané piipravky by mohly byt inkompatibilni (nélez
nepravidelnych protilatek, pozitivni zkouska kompatibility), je nutno ihned
uvédomit zadatele vysSetfeni, dle moznosti zastavit transfuzi nevhodnych
ptipravkd a dosud nepodané nahradit vhodnymi.

Krevni vzorek pro predtransfuzni vySetfeni musi byt odebran zasadné

pted podanim transfuzniho ptipravku. [9, 10]

1.3.1 Krevni skupiny

Krevni skupinové systémy erytrocytll jsou staré nejméné ne€kolik miliont let,
a proto je imunitni systém omezen Vv tvorbé protilatek proti nékterym ptivodctim chorob
S podobnymi antigennimi vlastnostmi. Na vytvafeni krevni skupiny se miZe podilet
rizny geneticky podklad s rizn€ u¢innymi alelami. [11] Krevni skupiny jsou dédi¢né
vlastnosti dané pro cely zivot. Jsou piebirany od rodi¢t prostiednictvim gent. [3]

Na erytrocytech vznikaji antigeny krevnich skupin jiz béhem zarode¢ného Zivota,
po 5. tydnu antigeny ABO systému, po 8. tydnu antigeny Rh systému. [12, 13] Antigeny
ABO jsou prokazatelné jiz u 6 tydennich embryi, nejsou vSak jesté¢ plné€ rozvinuty.

Pfi porodu dosahuji pfiblizné 20 - 30 % maxima. Plnohodnotné antigeny se objevuji
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v prvnim a druhém roce zivota jedince. PIné funkcnosti a antigenicity dosahuji vsak az
v 18. - 20. roce Zivota. [6]

Po chemické strance jsou antigeny krevnich skupin bud’ glykoproteiny, glykolipidy
nebo lipoproteiny. Dédi¢nost vSech dosud zndmych krevnich systémil probihd piesné

podle Mendelovych zakont. [12, 13]

ABO systéem

vvvvvv

wev

cukerné struktury obvykle umisténé ve velkém mnozstvi na povrchu erytrocytu.
Vytvérteji se z prekurzoru, H antigenu, ktery md sam o sob& antigenni vlastnosti.
Antigeny ABO systému jsou pfitomny nejen na erytrocytarni membrané, ale vyskytuji
se rovnéz voln¢ V plazmé ajinych télnich tekutinach. V ABO systému rozeznavame
4 fenotypy: A, B, AB, 0 a6 genotypu: AA, A0, BB, B0, AB, 00. V séru zdravého
jedince se pravidelné vyskytuji protilatky anti-A a/nebo anti-B. Zpravidla jsou tyto
protilatky tfidy IgM zvané rovnéz jako aglutininy. Pokud neni na erytrocytech piitomen
aglutinogen A, je vséru této osoby vzdy piitomen anti-A aglutinin. Jestlize neni
pfitomen aglutinogen B, je v séru vzdy pfitomen anti-B aglutinin. Anti-A aanti-B
protilatky nejsou pfitomny U novorozenci, jejich tvorba zac¢ind od 3. do 6. mésice

po narozeni. [3]

Tab. 1: Krevni skupiny ABO

, Aglutinogeny na Aglutininy
KREVNI SKUPINA
erytrocytech V séru/plazmé
A anti-B
B B anti-A
AB A B zadné
0 zadné anti-A, anti-B

Zdroj: Vybrané kapitoly: Transfuzni 1ékafstvi a imunohematologie [12]
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Klinicky vyznam:

e anti-A a anti-B protilatky jsou vzdy pfitomny, pokud chybi odpovidajici antigen

e [gM protilatky vazajici komplement zptisobuji intravaskularni hemolyzu

e anti-A a anti-B protilatky vzdy zptsobuji hemolytickou potransfuzni reakci

e anti-H protilatka se vyskytuje ve 2 formach: jako aglutinin reagujici v chladu
U jedince, jehoz erytrocyty obsahuji méalo H antigenu nebo u O jedince, jehoz
erytrocyty vibec neobsahuji H antigen. V chladu reagujici anti-H je slaba protilatka,
ktera neni Casta. U skupiny Oy zcela chybi H antigen, proto je anti-H pravidelnou
protilatkou, kterd reaguje od 4 °C do 37 °C, vaZze komplement a tim padem muze

zpusobit intravaskularni hemolyzu. [3]

Rh system

Byl objeven Landsteinerem aWienerem vroce 1939. Vséru kralika,
imunizovaného erytrocyty opice Macacus Rhesus, byla nalezena protilatka, ktera
aglutinovala erytrocyty 84 % lidi. Protilatka reagovala s antigenem na povrchu lidskych
ataké opicich erytrocytl, ktery byl oznacen jako Rh faktor. Pozd&ji byla zjiSténa
souvislost mezi timto faktorem aimunizaci Rh negativnich jedincd, kterym byla
transfundovana Rh pozitivni krev. Pivodni termin Rh faktor a anti-Rh protilatka byly
pozdé¢ji piejmenovany na antigen D aanti-D protilatku. Antigen D je po ABO
antigenech nejvyznamngj$im erytrocytarnim antigenem. Na rozdil od A a B skupiny
se v séru Rh negativnich jedincti nevyskytuje pravidelna protilatka anti-D. K vytvofeni
této protilatky dochédzi az néasledkem imunizace, obvykle po krevni transfuzi nebo
béhem tehotenstvi — piiblizné u 75 % Rh negativnich jedincti. K D antigenu neexistuje
antiteticky antigen, ale k oznac¢eni Rh negativniho fenotypu se pouziva pismeno d.

Ve 40. letech 20. stoleti byly popsany i dalsi antigeny Rh systému: C, ¢, E, e, které
jsou podstatné méné imunogenni nez D antigen. Imunogenita Rhesus antigenli klesa
v potadi: D, ¢, E, C, e. Antigeny Rh systému jsou kdédovany dvéma geny ulozenymi
Vv tésné blizkosti na kratkém raménku chromozomu 1. Jsou to: gen RHD, ktery koduje
antigen D, gen RHCE, ktery koduje antigeny Cc, Ee. Blizkost genti umoziuje

pfi meidze vyménu genetického materidllu mezi RHD a RHCE na homolognich
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chromozomech. Vysledkem jsou hybridni geny obsahujici geneticky material z obou
gentl. Jejich produktem jsou variantni aslabé antigeny RhD artzné odchylky
v antigenech C, c a E, e. [14]

Protilatky proti antigenim C, ¢, E, e jsou nasledkem transfuze vytvofeny ptiblizné
jen v 4,5 % piipadd. Neni tedy nezbytné nutné podavat standardné pacientim C, c, E, e

kompatibilni krev. [3]

Vysetteni ABO krevnich skupin se provadi jako vySetfeni aglutinogend a vySetieni
aglutinind. Aglutinogeny stanovime pomoci diagnostickych antisér (anti-A, anti-B,
anti-AB), aglutininy stanovime pomoci typovych erytrocyti (Al, B).

VySetieni Rh faktoru (antigenu RhD) se provadi pomoci diagnostického antiséra

anti-D.

1.3.2 Screening protilatek

VySetfeni nepravidelnych protilatek proti erytrocytim bylo k pfedtransfuznimu
vySetieni povinné zatazeno Vv 80. letech 20. stol. Metoda musela obsahovat test
Vv solném prostiedi, enzymovy test a techniku NAT. [15]

V soucasné dobé se nepravidelné protilatky proti erytrocytim prokazuji
screeningovym testem, ve kterém Se vySetfované sérum/plazma pacienta inkubuje
s diagnostickymi erytrocyty. Test musi byt provedeny metodou, ktera detekuje klinicky
vyznamné protilatky. Doporucené je provedeni NAT Spouzitim erytrocytd
resuspendovanych Vv roztoku o nizké iontové sile (LISS) a s inkubaci pii 37 °C. [8, 16]
Dal8i moznou metodou je enzymaticky test. ET je dopliitkova technika, pouze vzacné
citlivéjsi nez NAT (n¢které Rh protilatky). Jeho provedeni miize byt jednostupiiové
(v reakci erytrocyty + enzym /bromelin, papain/ + sérum/plazma), nebo citlivéjsi
dvoustupniové (v reakci pouze enzymaticky upravené erytrocyty /ficin, papain/ +
sérum/plazma). ET se nepovazuje za rutinni metodu pro vysetieni screeningu protilatek.
[16]
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Screening antierytrocytarnich protilatek je dulezity, protoze samotnou zkouskou
kompatibility nejsou vzdy detekovany vSechny dulezité protilatky. Napt. pokud je darce
heterozygotni pro antigen, proti kterému je V séru pacienta slaba protilatka, miaze byt
reakce faleSn¢ negativni. Vyhoda zkousky kompatibility oproti screeningovému testu je
V tom, ze ji mohou byt zjiStény protilatky proti antigenlim s nizkou frekvenci (LFA),
protoze na diagnostickych erytrocytech nejsou LFA zpravidla piitomny. [3]

V ramci predtransfuzniho vySetfeni lze pro vySetieni screeningu protilatek
a zkousky kompatibility pouzit krevni vzorek do 72 hodin od jeho odbéru. Pokud ale
doslo u ptijemce K potransfuzni reakci, uziva se pro dalsi piedtransfuzni vySetieni vzdy

cerstvy vzorek. [16]

1.3.3 Zkouska kompatibility

Zkouska kompatibility (kiizovy pokus, zkouska slucitelnosti, test kompatibility,
cross match) je reakce séra/plazmy pacienta s erytrocyty darce, ktera slouzi k potvrzeni,
ze je krev ptijemce slucitelna s krvi darce. [17]

Zkouska kompatibility muize byt vySetfena bud serologicky (na sklicku,
ve zkumavce, sloupcovou gelovou aglutinaci, metodami pevné faze) nebo elektronicky
(strategie type and screen, elektronicka zkouska kompatibility). [12]

Na Transfuznim oddéleni Nemocnice Ceské Budgjovice, a. s. provadime
Vv soucasné dob¢ zkouSku kompatibility serologicky, sloupcovou gelovou aglutinaci
(LISS/NAT). Dalsi moznou metodou zkousky kompatibility je enzymovy test, ktery ale
neni standardnim postupem a rutinné se tedy neprovadi. [9]

Pro vySetieni zkousky kompatibility (krevni skupiny, screeningu protilatek) je
pozadovan odbér do zkumavky s EDTA 6 ml (fialovd vakueta) a vyplnéna zadanka
S pozadavkem na objednani erytrocytarnich transfuznich ptipravki podepsand lékarem,
ktery transfuzi ordinuje (viz Pfiloha 1). [18] Oboji pak putuje do laboratofe krevni
banky, kde je vySetfeni provedeno bud’ manudlné¢ nebo na automatu Techno

TwinStation.
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Platnost zkousky kompatibility je nejdéle 72 hodin, pocitano od doby provedeni
odbéru vzorku pacienta. V piipad¢ potieby transfuze pro daného pacienta po uplynuti
této lhity je nutno provést zkousku kompatibility z nového vzorku odebrané krve
a na zékladé¢ nové zadanky. Platnost zkousky kompatibility 1ze prodlouzit na 7 dn
U pacientl, kde nebyla prokazateln¢ v poslednich 28 dnech podana transfuze erytrocytt

a trombocytti. Tento anamnesticky daj musi byt uvedeny na zaddance jasnou formou.

[9]

1.3.4 Vyhodnoceni vysledkii piredtransfuzniho vySetieni

1. Negativni vysledek piiscreeningovém vySetfeni antierytrocytarnich protilatek
a zkousce kompatibility potvrzuje kompatibilitu pfipravku. Vysledek vSak musi
byt interpretovan z pohledu, ktery pfipousti existenci protilatky, kterd nebyla
zachycena v daném testu. Pokud je podezieni na hemolyzu, je vhodné provést
doplijici vySetieni véetn€ uréeni PAT.

2. Pozitivni vysledek pfi screeningovém vySetfeni antierytrocytarnich protilatek
a také pti zkousce kompatibility mlize byt pii pfitomnosti aloprotilatek nebo
autoprotilatek v séru/plazmé piijemce. Nalez je nutné pied podanim transfuze
objasnit.

e Piitomnost aloprotilatky: screeningové vySetfeni protilatek je obvykle
pozitivni, zkouska kompatibility mize i nemusi byt negativni. Aloprotilatku
je nutné identifikovat a podle jeji klinické vyznamnosti vybrat pro transfuzi
antigen negativni erytrocyty (viz Pfiloha 6). Je dulezité odlisit autoprotilatky
od aloprotilatek, protoze pii autoprotilatkach neni nezbytné nutné zjistovat
jejich specifitu na rozdil od aloprotilatek, kdy je identifikace bezpodminecné
nutnd pro vybér transfuze. K odliSeni typu protilatek slouzi dopliujici
vysetieni typu elu¢nich a adsorpcnich testt.

Pti¢inou nalezu aloprotilatek u pfijemce miize byt vyjimecné také transfuze
plazmy v minulosti, ktera obsahuje protilatku darcovského typu, ktera nebyla

pii vySetieni darce krve nalezena.
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Principem elucnich testii je uvolnit protilatku z vazby na povrchové antigeny
erytrocytl. Pouzivd setfada riznych technik, napf. zména pH, plsobeni
tepla, mrazu ajinych fyzikalnich nebo chemickych C¢inidel. Lze tak
dosdhnout dvojiho G¢inku — ziskat erytrocyty zbavené protilatky nebo ziskat
eluovanou protilatku, kterou lze nasledné prokéazat a specifikovat pomoci
diagnostickych erytrocytt.

Adsorbce je proces, jehoz cilem je navazat protilatku na pfedem zvoleny typ
erytrocytl aopakovanym vysycovanim témito krvinkami protilatku
z plazmy odstranit. Metoda se obvykle pouziva k odliSeni autoprotilatek
od aloprotilatek nebo k rozliseni smési protilatek.

Ptitomnost autoprotilatky:

Chladové autoprotilatky vedou K problémum hlavné pii vySetfeni krevni
skupiny, ale mohou komplikovat také screeningové vysetieni protilatek nebo
zkousku kompatibility.

Tepelné autoprotilatky komplikuji vySetfeni antierytrocytarnich protilatek
a zkouSku kompatibility. Pozitivni byva také PAT. Dilezité¢ je odlisit
autoprotilatky od aloprotilatek, identifikovat aloprotilatky, spravné urcit
fenotypy krevnich skupin ak transfuzi vybrat vhodné erytrocyty. Zajistit
kompatibilni transfuzi pro pacienty s autoprotilatkami tepelného typu
bez dalsich vysetfeni (adsorpce aceluce) vétSinou nebyva mozné.
I protilatky proti riznym Iékim nebo aditiviim obsaZenym V reagenciich

mohou byt pfi¢inou pozitivni reakce pii screeningovém vySetieni protilatek.

3. Negativni vysledek pfi screeningovém vysetieni protilatek a pozitivni vysledek

zkouSky kompatibility miize byt zplsobeny klinicky vyznamnymi protilatkami

Vv séru/plazmé piijemce:

protilatky proti antigeniim s nizkou frekvenci vyskytu

imunoglobuliny vazané na erytrocyty transfuzniho ptipravku (je vhodné
provést PAT s darcovskymi erytrocyty)

chybu pfi vybéru erytrocytového transfuzniho piipravku s inkompatibilni

krevni skupinou ABO
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e protilatky proti leukocytim
e nékteré anti-Al protilatky mohou reagovat pii 37 °C a K transfuzi je nutné
pouzit erytrocyty krevni skupiny A2

4.  Pozitivni vysledek pfi screeningovém vySetieni protildtek a negativni vysledek
zkousky kompatibility. Pfi¢inou mtze byt u pfijemce protilatka anti-H, kterou
zachyti diagnostické erytrocyty krevni skupiny 0, avSak nereaguje s erytrocyty
Al. Protildtky nemivaji klinicky vyznam. Také slabé exprimované antigeny
na erytrocytech darce nemusi zkouska kompatibility zachytit ptesto, ze protilatka

u ptijemce byla zjisténa. [8, 9]

1.3.5 Denni kontroly kvality

Kazda laboratof musi mit stanoveny systém vnitini kontroly, ktery zahrnuje denni
kontrolu reagencii, vizudlni kontrolu pouZivanych reagencii a materiald, kontrolu
laboratornich zatizeni.

Na TRS Nemocnice Ceské Budgjovice, a. s. se denni kontroly kvality Fidi

Doporuéenim Spole¢nosti pro transfuzni lékatstvi CLS JEP (viz Ptiloha 2). [16]

1.3.6 Komplikace transfuzi

NeZadouci ucinky po podani krevni transfuze jsou nazyvany nezddoucimi
reakcemi. NeZadouci reakce se v zavislosti na charakteru a rozsahu klinickych projevii
déli na zavazné a ostatni, ve vztahu k Casové souvislosti s podanim transfuze se déli
na reakce akutni apozdni. Klinické projevy akutni reakce se objevuji do 24 hodin
od aplikace transfuze. Nové je za akutni reakci povazovan vyskyt projevii do 6 hodin
od podani transfuze. Pozdni reakce Se mohou objevit po nékolika dnech, tydnech
I mésicich. Nejcastéjsimi klinickymi projevy nezadoucich reakci byva horecka, tfesavka
a koptivka. Pfizjistovani pficiny potransfuznich reakci musi byt priorita vénovana

odhaleni ptipadné intravaskularni hemolyzy. [8]
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wevr

reakce (HTR). HTR lze klasifikovat podle rychlosti nastupu na akutni (¢asnou), ktera
se objevuje do 24 hodin od pocatku podani transfuze apozdni, ktera se objevuje
obvykle 5 az 7 dnil po transfuzi. Podle prevladajiciho mista destrukce rozliSujeme HTR
intravaskuldrni, kterd je charakterizovana velkou hemoglobinurii a hemoglobinémii
a HTR extravaskularni, kterd je charakterizovana poklesem hemoglobinu. Akutni HTR
se obvykle poji s intravaskularni destrukci erytrocytti a pozdni HTR se obvykle poji
s extravaskularni destrukeci erytrocytt.

Patofyziologie HTR ma tii faze. Protilatky se vdzi na erytrocytarni antigeny
amohou vést k Caste¢né nebo Uplné aktivaci komplementu, coz mize vést K lyze
krvinky. Senzibilizované erytrocyty interaguji S aktivovanymi fagocyty a dochazi
Kk produkci mediatort zanétu. Pribéh reakce zavisi na téidé a podtiidé protilatky a jeji
schopnosti aktivovat komplement. IgM protilatky ¢asto aktivuji komplement a vedou
k akutni lyze krvinek. Podtiidy protilatek IgG maji rozdilnou schopnost vazat
komplement: IgG3>IgG1>IgG2>I1gG4. Pribéh reakce dale zavisi na mnozstvi protilatky
V plazmé, teplotnim optimu protilatky, poctu a hustoté vazebnych mist na erytrocytech
a na mnozstvi transfundovanych erytrocytt.

Akutni HTR vznika nejCastéji po podani ABO inkompatibilni transfuze s cetnosti
pfiblizn¢ 1:30 000 transfundovanych jednotek. Chyby, které vedou K podani
inkompatibilniho transfuzniho pfipravku, vznikaji na klinickém oddéleni (chybné udaje
na vzorku, chybnd identifikace pacienta, nespravné provedeny nebo odecteny bed side
test, chybnd volba transfuzniho ptipravku Vv urgentni situaci), vV laboratoii (Spatné
znaCend sekundarni zkumavka, Spatn€ interpretovany vysledek, Spatné zapsany
vysledek) arovnéz v zafizeni transfuzni sluzby (chyby vedouci Kk $patnému oznaceni
transfuzniho ptipravku).

Klinické pfiznaky akutni HTR se mohou projevit jiz po podani 20 ml ABO
inkompatibilni krve a mohou to byt:

e horecka, tfesavka
e Dbolest v misté vpichu, v bfiSe, v zadech

e hypotenze, tachykardie
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e uzkost, neklid
e Nauzea, zvraceni
e dusnost
e zarudnuti

U pacientii vV bezvédomi miize byt prvnim pfiznakem HTR vyrazny pokles tlaku
nebo neztiSitelné krvaceni z operacni rany arozvoj disseminované intravaskularni
koagulopatie.

K HTR z poskozeni transfuzniho ptipravku mtze dojit z nasledujicich pficin:
e Dbakterialni kontaminace
e nadmérné zahtati transfuzniho ptipravku nebo jeho poSkozeni chladem
e prfidavani 1ékt nebo roztokii do transfuzniho piipravku
e mechanické poskozeni erytrocytového transfuzniho ptipravku

Pozdni HTR vznikd obvykle jako disledek sekundarni imunitni odpovédi
po opétovném podani erytrocytl S ptfisluSnym antigenem piijemci, ktery byl priméarné
imunizovan tc¢hotenstvim nebo diivejsi transfuzi. Objevuje se zhruba 5 az 10 dnt
po transfuzi. Mezi klinické projevy pozdni HTR patii horecka, event. zloutenka.
Laboratorné miize byt zjistén pokles hemoglobinu a hemoglobinurie. Casto ale probiha
bez ztetelnych klinickych ptiznaki a laboratorné je zjiSténa pouze pozitivita PAT.

Pozdni HTR po organové transplantaci je zptisobena B-lymfocyty, které piejdou
z darcovského organu do krevniho ob&hu piijemce a mohou vést k pamétové odpovédi
a tvorbé protilatek proti erytrocytdrnim antigenim piijemce. Obvykle jsou namifeny
proti antigenim ABO aRh syst¢ému. Hemolyza seobjevuje za 7 az 10 dna

po transplantaci (ledviny, srdce, plice) a vymizi zhruba za mésic. [12]
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1.4 Metody zkousSky kompatibility

1.4.1 Sklickové a zkumavkové metody

Zkouska kompatibility na sklicku v solném prostfedi — ptipravi se 10 % suspenze
erytrocyti darce apfijemce VPBS (pufrovany fyziologicky roztok pH 6,98)
a na jednom sklicku se smichd sérum piijemce Se suspenzi krvinek darce a na druhém
sklicku se smicha sérum dérce Se suspenzi krvinek piijemce. Po dobu nejméné 5 minut
se sklicky kyvavé pohybuje, ptipadna aglutinace Se odecitd nejprve makroskopicky
a poté mikroskopicky. [19]

Zkouska kompatibility ve zkumavce se provadéla stejnym zplsobem jako
na sklicku, sérum piijemce se ,kiizilo*“ se suspenzi krvinek déarce asérum darce
se suspenzi krvinek piijemce. Navic ale kromé& solného prostfedi PBS se jako dalsi test
pouzivalo koloidni prostfedi a metoda nepfimého antiglobulinového testu (NAT). [20]
Koloidni prostfedi predstavovalo smés 20 % albuminu s AB sérem v poméru 1:1 [21],
ptinos tohoto testu spocival v tom, Ze U nékterych pacientii byl jedinou metodou, kterou
bylo moZzno prokazat inkompletni protilatky. [19] V ptipadé¢ NAT je tfeba erytrocyty
darce 3x proprat v PBS, potom z nich pfipravit 3 - 5 % suspenzi v PBS a do zkumavky
kapnout 2 kapky suspenze erytrocytii darce a2 kapky séra prijemce. Zkumavka
se necha inkubovat 60 minut pii37 °C V termostatu. Po uplynuti doby inkubace
se zkumavka opét 3x propere VPBS apoté sepifidda kapka AHG séra (sérum
obsahuje protilatky proti lidskym sérovym globuliniim, které se pfipoji na IgG molekuly
navazané na erytrocytech, ¢imZ vytvofi pfemosténi a aglutinaci erytrocytl),
po centrifugaci se odecita aglutinace erytrocyti — nejdiive makroskopicky, poté
mikroskopicky. [22] Pro hodnoceni aglutinaci ve zkumavce je zavedeny systém
pro stanoveni sily reakce, a to pro makroskopické i mikroskopické odecitani. [4]

V NAT se provadé€ly navic tzv. ,,mezikfizaky* (napt. pii poctu 3 krevnich konzerv
se postupovalo tak, ze sérum z prvni konzervy se ,ktizilo s krvinkami druhé a tieti

konzervy. Sérum z druhé konzervy se ,kiizilo* s krvinkami tfeti konzervy, apod.).
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V 80. letech 20. stoleti je u vysetfeni zkousky kompatibility upusténo od reakce

séra darce s krvinkami pfijemce a tim padem i od mezikiizakd.

1.4.2 Testy na mikrotitrac¢ni desticce

Jedna se pouze o modifikaci zkumavkovych testl, Spouzitim metody NAT.
Mikrotitra¢ni desticka obsahuje 96 jamek ve tvaru U. Do nich Se napipetuje 25 pl séra
pacienta a 50 ul 3 % suspenze erytrocyti darce v PBS, poté se desticka necha inkubovat
60 minut piiteplot¢ 37 °C. Po probéhlé inkubaci se destiCka 3x propere Vv PBS
anasledn¢ sepiida 25 ul AHG séra, centrifuguje se aodecte se aglutinace

makroskopicky, eventualné pomoci readeru. [2]

1.4.3 Sloupcové metody

Koncem 80. let 20. stoleti byla vyvinuta prvni generace sloupcovych testi, které
byly zaloZeny na metodé NAT. Nazyvame je sloupcovou nebo také gelovou aglutinacni
metodou. Pfitéto metodé musi byt vySetfované erytrocyty resuspendovany v LISS
(solny roztok snizkou iontovou koncentraci, diky kterému se mohou molekuly
protilatek silnéji vazat k antigeniim erytrocytti) — iontova koncentrace je velmi kriticka,
proto je nutné pouzivat spravna mnozstvi LISS a séra. Aglutinace senzibilizovanych
erytrocytll resuspendovanych Vv LISS je docilena Vv gelovém sloupci pomoci
antiglobulinového séra, které musi mit anti-lIgG a anti-C3 aktivitu. Erytrocyty a sérum
se inkubuji v inkubaéni €¢asti na povrchu gelu (viz Pfiloha 3), po inkubaci se sloupec
centrifuguje, coz zpusobi prostup erytrocyti gelem, ktery ma funkci sita.
Senzibilizované erytrocyty aglutinuji nasledkem reakce s antiglobulinovym sérem, které
je v gelu piitomno, atyto aglutinaty zdstavaji po centrifugaci v gelovém materialu.
Erytrocyty, které nejsou senzibilizovany, nereaguji s antiglobulinovym sérem v gelu
a prostupuji jim na dno sloupce. Pomoci centrifugace jsou erytrocyty oddéleny od séra

atim od nenavazanych protilatek, které zistdvaji Vv inkubacni ¢asti sloupce.
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Z tohoto diivodu neni nutné promyvani erytrocytl po jejich inkubaci se sérem
ve sloupci, diky cemuz je tento test Casové mén¢ narocny.

Ve vsSech sloupcové aglutinacnich systémech jsou mikrosloupce upevnény
na malych praktickych kartach. Kazda karta obsahuje 6 — 8 mikrozkumavek. [3, 23]

Sloupcovy test druhé generace neni zalozen na aglutinaci senzibilizovanych
erytrocytl, ale na pfimé vazbé senzibilizovanych erytrocytli na gelovou matrix uvnitt
sloupce. Tento testovaci systém je oznacovan jako sloupcovd nebo gelova afinitni
metoda. Imunoafinitni gelovy sloupec obsahuje aktivni, imunoreaktivni fazi v médiu
s vysokou hustotou. Senzibilizované erytrocyty jsou fixovany piimo na aktivni fazi
ve sloupci. Tato imunoreaktivni faze obsahuje protein G nebo protein G a protein A,
anti-IgM protilatku a anti-C3d slozku fixovanou na gelovou matrix. Protein G je
bilkovina izolovana zbunééné stény Streptokoka, kterd se vaze s vysokou afinitou
k lidskému IgG. Senzibilizované erytrocyty ztstanou ve vrchni ¢asti sloupce, zatimco
vSechny nesenzibilizované erytrocyty migruji béhem centrifugace smérem ke dnu
sloupce. [3]

Odecitani vysledki reakci V testech sloupcové aglutinace ma standardizovany
zpusob hodnoceni (viz Ptiloha 4) od 4+ reakce jako nejsilngjsi, pfes reakce typu dvoji
populace, kdy nachdzime smés antigenné odliSnych typl erytrocytli, az k negativni
reakci (viz Ptiloha 5). [4]

Metoda sloupcové aglutinace pfinesla n€kolik vyhod:

e rychld metoda

e mensi spotieba reagencii i vzorku

e neni potfeba promyvat senzibilizované erytrocyty

e zvySeni citlivosti

e standardizace

e moznost automatizace

e dokumentace — vysledky mohou byt dobfe interpretovany i pozdé€ji a mohou byt

odecitany pomoci readeru [3]
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1.4.4 Metody pevné faze

SPRCA (Solid Phase Red Cell Adherence) je technika, kdy jedna z komponent
reakce antigen-protilatka je vazana na pevném nosici, a po probéhnuti reakce s volnym
antigenem/protilatkou je ukonceni této reakce signalizovano pomoci erytrocyti, které
mohou byt bud’ soucasti reakce antigen-protildtka, nebo mohou byt pfidany jako
indikator buné€k. Tuto metodu lze modifikovat a vyuzit K riznym serologickym testiim,
véetné zkousky kompatibility. [24]

SPRCA vhodna pro zkousku kompatibility je zalozend na metod¢ NAT, AHG
sérum tedy musi mit anti-lgG aanti-C3 aktivitu. Tento test je provadén
na mikrotitranich desti¢kach nebo na jednotlivych stripech. Dna jednotlivych ,,U*
jamek jsou pokryta antiglobulinovym sérem. Do jamek je pfidana vySetfovana plazma
a darcovské erytrocyty. Po inkubacni fazi pii 37 °C a nasledné centrifugaci bud’ krvinky
adheruji na dno jako homogenni zabarvena vrstva (pozitivni reakce), nebo sedimentuji
na hlubsi stiedni ¢ast dna a vytvaii tmavy ostfe ohraniceny tercik (negativni reakce).

[3, 8, 25]

1.4.5 Type and screen

Tato strategie zahrnuje tii testy, které spolecné zarucuji spolehlivou analyzu
kompatibility transfuzniho ptipravku. Jsou to:
1. Urcéeni ABO krevni skupiny a RhD antigenu jak u pfijemce, tak u darce.
2. Testovani, zda jsou V séru pfijemce pfitomny nepravidelné erytrocytarni protilatky
proti erytrocytim darce.
3. Kontrola ABO kompatibility. Tento test mize byt proveden dvéma zplisoby:
e kiizovym pokusem mezi sérem piijemce a erytrocyty darce V solném roztoku
pii pokojové teploté, bez antiglobulinové faze
e ABO typovani erytrocytl jak pfijemce, tak darce pomoci monoklondlnich anti-A

a anti-B reagencii
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Je dulezité, aby byly vzdy provedeny vSechny tfi testy. Tato strategie byla jako

prvni pouzita vV holandskych nemocnicich. [3]

1.4.6 Elektronicka zkouska kompatibility (EKP)

Tuto praxi mohou pouzivat pracovisté¢ s validovanym informacnim systémem
a s vedenymi zaznamy O vySetfenich piijemce idarce. Spociva vtom, ze vybér krve
pro transfuzi provede pocita¢. Podminkou pro pouziti této metody je, aby U piijemce
nebyly nalezeny nepravidelné protilatky proti erytrocytim aaby souhlasila krevni
skupina ptijemce idarce. BezpeCnost procesu je dale podminéna tim, ze musi byt
Kk dispozici zaznamy 0 dfivéjSich imunohematologickych vySetfenich a aktualni
vySetfeni s nimi musi souhlasit. VSe kontroluje validovany informacni systém, ktery
pii rozporech neumozni vydej ptipravku. [8]

Nejdelsi zkusenosti s EKP ma Fakultni nemocnice v Uppsale, ktera tuto metodu
pouziva jiz od roku 1983, diky cemuZ maji propracovany cely systém, ktery je navic
pIné v souladu s mistnimi Narodnimi pokyny (National Guides). [26]

Vroce 2001 v Holandsku probéhla studie na téma pouzivani validovaného
informacniho systému pro EKP. Do 30 zemi/center byl odeslan dotaznik, zda a jakym
zpiisobem pouZivaji validovany informacni systém pro EKP. Odpovéd pfisla
od 17 z nich. Bylo zjisténo, Ze tento validovany informacéni systém Se pouziva pouze
v ~ 50 % zemi/center, od nichz byly ziskany odpovédi, a pouze v jedné zemi (Svédsko)
se pouziva plosné. V ostatnich zemich, ackoli zde jsou také oficialni pozadavky
pro jeho pouziti, je validovany informacni systém pouzit pouze Vv ¢asti center nebo
nemocnic. V nékterych zemich/centrech, kde dosud pouzit neni, Ses jeho pouzitim
pocita v blizké budoucnosti. Ve vsech zemich/centrech se EKP nepouziva v pfipadech,
kdy jsou v séru/plazmé piijemce nalezeny antierytrocytarni protilatky nebo byly
zjistény jiz diive. Dva shodné vysledky krevni skupiny jsou vSeobecné nutné
s vyjimkou pfipadi za urcitych okolnosti v Nemocnici Bronovo, Oddé€leni klinické
chemie a hematologie v Nizozemi. Ve Velké Britanii a vétsiné laboratofi Nizozemi

se vyzaduje automatizované vysetieni krevni skupiny a screeningu antierytrocytarnich
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protilatek. Krom¢ toho musi automatizovany systém zahrnovat pozitivni identifikaci
vzorku (Carovymi kody) a elektronicky pienos dat do LIS. Souhrnem lze fici, Ze
validovany informac¢ni systém neni vSeobecné pouzivan, ackoli se o¢ekava narist jeho
pouziti. Pozadavky pro pouzivani EKP jsou pomérné standardizované, s vyjimkou
pozadavku na pouzivani automatizovaného vysetfeni krevni skupiny a screeningu
antierytrocytarnich protilatek. [27]

V CR maji zkusenosti s elektronickou zkouskou kompatibility v UVN Praha.

1.4.7 Automatizace

Zatimco zkumavkové metody lze provadét vyhradné manudlné, U ostatnich
metod je mozné vyuzit prvky automatizace, kterd vyrazné omezuje vznik chyby
lidského faktoru, jez je nejcastéjsi pfic¢inou potransfuzni mortality a morbidity. [28]

Pouziti zcela automatizovanych systému je nejucinnéjsi strategie pro dosazeni
dvou hlavnich cilt v oblasti imunohematologie:

1. SniZeni potransfuzniho rizika spojeného s lidskou chybou (identifikace vzorku,
vybér spravného ¢inidla, provedeni testu, interpretace vysledkt a zapis dat do LIS).

2. Musi byt zajiSténa sledovatelnost (dohledatelnost) vSech prvkil zapojenych
do analytického procesu, které mohou byt archivovany a zlstanou piistupné
po provedeni testt. [29]

Rozhodnuti 0 potfizeni automatizovaného systému na pracovisté transfuzni sluzby
zavisi na typu konkrétniho pracovisté, typu poskytovanych sluzeb, provoznich
nakladech,  prostorové  dostupnosti,  persondlni  kompetenci  asluzbach
prodejce. Pracovisté transfuzni sluzby S niz§i pracovni zatézi mohou Casto preferovat
poloautomatizované systémy spiSe nez plné¢ automatizované. Hlavnimi problémy
poloautomatizovanych systémt jsou niz$i Uroven bezpecnostnich prvkii nez jsou
k dispozici u pIn¢ automatizovanych systémi arozsah lidskych chyb v disledku
manualnich krokt jako je oznacovani vzorki, fedéni, doplnovani Cinidel a interpretace
vysledkd. Nepropojeni poloautomatizovanych systémt s LIS v nékterych zafizenich

muze vést k dalSim chybam pii manualnim prepisu dat.
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S ohledem na vySe uvedena fakta, poloautomatizované systémy mohou byt vhodné
pro mala pracovisté transfuzni sluzby, nicméné pro pracovisté S vysokou pracovni

zatéZzi, je plné automatizovany systém vzdy lepsi volba. [30]
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2 Cil prace

a nevyhod, vyznam pro klinickou praxi.

2. Praktické osvojeni principti zkousky slucitelnosti pomoci metod sloupcové
aglutinace.

3. Vyhodnoceni ziskanych vysledkii metody sloupcové aglutinace provadéné
manualné a na automatu Techno, porovnani provozné-ekonomického hlediska.

4. Diskuze ziskanych dat.
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3 Metodika

3.1 Charakteristika souboru

Prakticka cast bakalarské prace byla vypracovana na Transfuznim oddéleni
Nemocnice Ceské Budgjovice, a. S. v obdobi 19. 4. - 21. 5. 2012. Béhem sledovaného
obdobi bylo vySetfeno 52 vzorkG s pozadavkem zkousky kompatibility, celkem
118 testi. Kazdy vzorek byl vySetfen jednak manualni metodou a jednak na automatu

Techno TwinStation.

r

3.2 Preanalyticka ¢ast

Preanalyticka c¢ast byla provedena Vv souladu s Doporu¢enim Spole¢nosti

pro transfuzni lékatstvi CLS JEP. [9, 16]

3.3 Analyticka cast

3.3.1 Spotiebni material, reagencie, pristroje a technické vybaveni

Aglutina¢ni a Wassermannovy zkumavky

e Stojanky na zkumavky

e Jednorazové 3 ml pipety

e Spicky k pipetam

e Rukavice

¢ Bunicita vata

e ID karty LISS/Coombs kombinované s AHG polyspec. DiaMed/Bio-Rad
e D Dilunet 2 (modifikovany LISS) — DiaMed/Bio-Rad

e Promyvaci roztok A (Wash solution) - DiaMed/Bio-Rad

e Promyvaci roztok B (Wash solution) - DiaMed/Bio-Rad
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e Laboratorni centrifuga na centrifugaci zkumavek

e Centrifuga DiaMed/Bio-Rad ID 1202

e Inkubator DiaMed/Bio-Rad DG 223

e Stojan na zkumavky a ID karty DiaMed/Bio-Rad

e ID pipetor FP-2, FP-3, FP-4, EP-5

e Zasobnik s rozpliiova¢em na ID Diluent 2

e Imunohematologické zatizeni Techno TwinStation

e PC[18,31]

3.3.2 Priprava materialu

Zkumavka se vzorkem pacienta se centrifuguje 5 minut pii 5000 ota¢kach/min., aby
se oddélila krevni plazma od krvinek.
Jako vzorek darce se pouzije zkumavka s CPD-A, ktera je uloZena u vaku

transfuzniho ptipravku nebo segment pevné spojeny s vakem. [10, 18]

3.3.3 Manualni provedeni

Vysetteni zkouSky kompatibility se standardné provadi metodu LISS/NAT.

K vySetfeni se pouzivaji reagencie od firmy DiaMed/Bio-Rad. Vlastni postup
vySetieni: z krevniho vzorku konzervy darce pifipravime 1 % suspenzi v ID Diluentu 2.
Pouzijeme ID karty LISS/Coombs kombinované s AHG polyspec. Vyznacime jméno
pacienta, Cisla krevnich konzerv. Do kazdé mikrozkumavky kéapneme
50 ul 1% suspenze erytrocytd vV ID Diluentu 2 + 25 ul plazmy pacienta. 1D karty
inkubujeme 15 minut pii 37 °C v inkubatoru DiaMed/Bio-Rad DG-223, centrifugujeme
v centrifuze DiaMed/Bio-Rad ID 1202 10 minut pii 905 otackach/min. Poté odecteme

pfipadnou aglutinaci.
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Hodnoceni reakci:

e Pozitivni — aglutinované erytrocyty vytvareni na povrchu gelu linku nebo jsou
rozptyleny Vv gelu (reakce + az ++++, v nékterych piipadech +/- nebo stopové
reakce)

e Negativni — kompaktni sediment erytrocytti na dn¢ gelové zkumavky [10, 18, 31]

3.3.4 Automatizace

V laboratofi krevni banky se zacal automaticky imunohematologicky systém firmy
DiaMed/Bio-Rad — automat Techno TwinStation sfidicim softwarem Maestro
(viz Priloha 6) testovat v roce 2006. To pfineslo potiebu pracovat s nesrazlivou krvi
(od pacientt — vakuety s EDTA, od darcti — vakuety s CPD-A).

Imunohematologicky analyzator Techno TwinStation zahrnuje plné pozitivni
identifikaci primarnich zkumavek, reagencii alD karet carovymi kody, kontrolu
davkovani séra nebo plazmy, elektronickou detekci Grovné hladiny vzorkl reagencii
a diluentti, detekci promyvacich roztok a odpadu pomoci plovaki, detekce sraZeniny
pfinasavani erytrocytll, nasdvani apromyti fluidniho obvodu. Zaroven probiha
automatickd kontrola parametri testli (objemy, teplota, ¢as), Cisla Sarzi a dat exspiraci
reagencii.

Techno TwinStation se sklada ze vzorkového karuselu s kapacitou 36 vzorkd,
z karuselu pro reagencie s kapacitou az 24 reagencii, 2 pipetovacich jehel a 2 centrifug
sinkubatory na sobé navzajem nezavislymi. Dale jsou k dispozici 2 obvody
pro diluenty aroztoky k promyvani (Wash Solution A aB). Techno TwinStation
pracuje vyhradné s reagenciemi firmy DiaMed/Bio-Rad.

Vlastni postup vySetfeni: do LIS zaddme poZadavky pro vysetieni zkouSky
kompatibility apoté pozadavek odeSleme do softwaru Maestro. Do vzorkového
karuselu umistime jednotlivé vzorky od darce a ptijemce Vv libovolném potadi carovym
kodem do vyiezu, do centrifug umistime ID karty a spustime vySetfeni na analyzatoru

tlacitkem START. VSechny operace jsou ovladany pomoci dotykového monitoru.
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Vysetfeni probéhne automaticky, na obrazovce se zobrazi jednotlivé tkony
a orienta¢ni ¢asovy udaj ukonéeni prace V jednotlivych ¢astech pfistroje (identifikace
pomoci ¢arovych kodua, priprava 0,8 % naplavil erytrocytd darce v ID Dileuntu 2,
pipetovani, inkubace, centrifugace, fotometrické odeéteni vysledkt a jejich
interpretace). Zjisténé vysledky validujeme a provedeme export dat do LIS. [18, 31]
Hlavnimi vyhodami analyzatoru jsou:
e Jednoducha obsluha
e Pratelsky software
e Spolehlivost
e Validni vysledky

e Cena jeho provozu je adekvatni viici spektru vySetteni, ktera provadi

3.4 Postanalyticka cast

Postanalyticka ¢ast byla provedena Vv souladu s Laboratorni ptiruckou Transfuzniho

oddéleni Nemocnice Ceské Budgjovice, a. s. [10]
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4 Vysledky

4.1 Porovnani jednotlivych metod zkousky kompatibility

Tab. 2: Literarni srovnani metod zkousky kompatibility 1

Serologické testy — dle Vyhody Nevyhody
provedeni
Sklickové metody Rychla, levnd metoda, pouziti | Malo  citlivda  metoda,
plné krve nespecifické reakce, nutné
mikroskopické  odecteni,
horsi manipulace
se sklicky
Zkumavkové metody Levna metoda, stale | Pouziti suspenze
povazovana za zlaty standard | erytrocyti — variabilita
imunohematologie, neni | koncentraci; nespravny
potieba specidlnich pomicek = pomér erytrocytl
areagencii (polo/automatické | a séra/plazmy, vymyvani
pipety, inkubator a centrifuga, | protilatek s nizkou afinitou
fedici roztok na suspenzi | V prabc¢hu promyvani,
erytrocytl) nespecifické reakce, nutné
mikroskopické  odecteni,
horsi manipulace
se zkumavkami, delSi Cas
potfebny K vysetieni
Testy na mikrotitracni | Citlivéjsi nez  zkumavkova | Potieba mikrotitra¢nich
desticce metoda, davkovani reagencii & desticek, vicekandlové
pipetou — dodrzeni poméru @ pipety k promyvani,

erytrocytl a séra/plazmy

centrifugy na mikrotitra¢ni
desticky, polo/automatické
pipety; pouziti suspenze
erytrocytat — variabilita
koncentraci; vymyvani
protilatek s nizkou afinitou
V pribéhu promyvani,
nespecifické reakce, delsi
Cas potiebny K vysetfeni

Sloupcové
metody

gelové

Rychl4a metoda, mensi spotieba

reagencii I vzorku, neni
potieba promyvat
senzibilizované erytrocyty,
zvyseni citlivosti,

Pouziti suspenze
erytrocyti — variabilita
koncentraci, potieba
specidlnich pomucek

a reagencii
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Serologické testy — dle
provedeni

Vyhody

Nevyhody

standardizace, moznost
automatizace, dokumentace —
vysledky mohou byt dobie
interpretovany I pozdé&ji
a mohou byt odecitdny pomoci
readeru

(polo/automatické pipety,
inkubator a centrifuga,
diagnostické karty, fedici
roztok na suspenzi
erytrocyti), drazsi metoda

Metody pevné faze

Rychld metoda, mensi spotieba

reagencii I vzorku, neni
potieba promyvat
senzibilizované erytrocyty,
zvySeni citlivosti,
standardizace, moznost

automatizace, dokumentace

Pouziti suspenze
erytrocytt —  variabilita
koncentraci, potieba
specidlnich pomicek

a reagencii
(polo/automatické pipety,

inkubator a centrifuga,
fedici roztok na suspenzi
erytrocyti,  mikrotitracni
desticky s navazanym
AHG sérem), drazsi
metoda

Zdroj: Autor

Tab. 3: Literarni srovnani metod zkousky kompatibility 2

Serologické testy — dle Vyhody Nevyhody

metody

Solny test Nejlehci anejlevnéjsi | Mala citlivost, ovlivnéni
metoda, odhali | vysledkta pritomnosti
inkompatibilitu v ABO | chladovych protilatek
systétmu, zkumavky se | u nékterych pacient,
po nakapani reagencii | K vySetfeni zkousky

mohou ihned centrifugovat,
event. inkubovat pfidané
teploté dle typu vySetfeni

kompatibility se dnes jiz
nepouziva

Koloidni prostredi

Albuminové molekuly
nahradi pozitivné nabité
molekuly  vody, dojde
k poklesu

zeta potencidlu azmensi

se vzdalenost mezi
erytrocyty, coz  vede
k pfiblizeni erytrocytu
mezi sebou ausnadnéni

aglutinace

Mala citlivost, ovlivnéni
vysledk pfitomnosti
chladovych protilatek
a protilatek proti albuminu
u nékterych pacientd,
Kk vySetieni zkousky

kompatibility se dnes jiz
nepouziva

41




Serologické testy — dle Vyhody
metody

Nevyhody

NAT AHG sérum se pfipojuje
na IgG molekuly navazané
na erytrocytech, vytvori
pfemosténi mezi nimi a tim
zesili aglutinaci erytrocyti,

Anti-C3 slozka AHG séra
zachyti také protilatky
klinicky nevyznamne,
napft. chladového typu

Enzymaticky test Vlivem enzymu dochazi
k zesileni reaktivity
nekterych protilatek
(vsysttmu Rh, Kidd,
Lewis)

U  nckterych  krevnich
Skupin muze dojit vlivem
enzymu k deterioraci
antigeni a ke sniZeni jejich
reaktivity (M, Duffy),
K vySetieni zkousky
kompatibility se standardné
nepouziva

Zdroj: Autor

4.2 Porovnani provedeni metody sloupcové gelové aglutinace

Tab. 4: Porovnani provedeni metody sloupcové gelové aglutinace

Sloupcova gelova Manualni provedeni
aglutinace

Techno TwinStation

Jednotlivé kroky | e pifjprava 1%  naplavu

vySetfeni erytrocytl darce
v ID Diluentu 2

e popsani diagnostickych
karet udaji a odtrzeni folii

e pipetovani (50 pl naplavu
erytrocytd darce + 25 pl
séra/plazmy pacienta)

e nacteni carovych koda
vzorkd, reagencii
a diagnostickych karet

e perforace diagnostickych
karet

e vlastni pfiprava
0,8 % naplavu erytrocytil
darce v ID Diluentu 2

e transport do termostatu e pipetovani,  inkubace,
e transport do centrifugy centrifugace
e odecteni aglutinace e fotometrické  odecteni
e zapsani vysledki aglutinace
do laboratorni knihy a LIS | e pfevod vysledkii do LIS
Vyhody Kratsi cas vySetieni | Znacné  omezuje  riziko

(30 - 45 min) — vhodna metoda
pro statimova vysetfeni

vzniku  chyb lidského
faktoru, jednoducha obsluha,
uspora jednoho pracovniho
mista V laboratofi
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Nevyhody Moznost vzniku chyb lidského | Delsi cas vySetfeni
faktoru; manualni transport | (45 — 60 min) — vhodna
napipetovanych ~ ID  karet = metoda pro rutinni vySetieni,
do termostatu a centrifugy, | nelze v prubéhu pipetovani
méfeni Casu inkubace, neni | pfiddvat dalsi vzorky

primarni zapis vysledkd — | (v pfipad¢ automatu Techno
laborant/ka musi provést zapis | TwinStation)
do laboratorni knihy

Zdroj: Autor

4.3 Ziskané vysledky metody sloupcové aglutinace

Tab. 5: Souhrn vysledki metody sloupcové aglutinace pii manudlnim

a automatizovaném provedeni

KP | xx106355 | xx003573 | negativni negativni kompatibilni | OK

xx003008 | negativni negativni kompatibilni | OK

KP | xx106354 | xx200390 | negativni negativni kompatibilni | OK

xx004286 | negativni negativni kompatibilni | OK

KP | xx106394 | xx003518 | negativni negativni kompatibilni | OK

KP | xx106395 | xx003745 | negativni negativni kompatibilni | OK

Xx200358 | negativni negativni kompatibilni | OK

xX003740 | negativni negativni kompatibilni | OK

KP | xx106397 | xx200360 | negativni negativni kompatibilni | OK

xX003556 | negativni negativni kompatibilni | OK

xX003653 | negativni negativni kompatibilni | OK

KP | xx106333 | xx003595 | negativni negativni kompatibilni | OK
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KP | xx106335 | xx002950 | negativni negativni
xx003032 | negativni negativni kompatibilni | OK
KP | xx106340 | xx003603 | negativni negativni kompatibilni | OK
KP | xx106339 | xx003594 | negativni negativni kompatibilni | OK
KP | xx106302 | xx003121 | negativni negativni kompatibilni | OK
xx002986 | negativni negativni kompatibilni | OK
xx003088 | negativni negativni kompatibilni | OK
KP | xx106301 | xx003737 | negativni negativni kompatibilni | OK
xX003997 | negativni negativni kompatibilni | OK
xx200397 | negativni negativni kompatibilni | OK
xX004057 | negativni negativni kompatibilni | OK
KP | xx106283 | xx200412 | negativni negativni kompatibilni | OK
xx200398 | negativni negativni kompatibilni | OK
xx200413 | negativni negativni kompatibilni | OK
KP | xx106357 | xx004247 | negativni negativni kompatibilni | OK
xx004287 | negativni negativni kompatibilni | OK
KP | xx106348 | xx200374 | negativni negativni kompatibilni | OK
xx003884 | negativni negativni kompatibilni | OK
KP | xx106485 | xx004525 | negativni negativni kompatibilni | OK
xX004527 | negativni negativni kompatibilni | OK
xX004526 | negativni negativni kompatibilni | OK
xx004531 | negativni negativni kompatibilni | OK
KP | xx106476 | xx003691 | negativni negativni kompatibilni | OK
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xx003716 | negativni negativni
xX003635 | negativni negativni kompatibilni | OK
xx003631 | negativni negativni kompatibilni | OK
KP | xx106609 | xx200412 | negativni negativni kompatibilni | OK
xx200398 | negativni negativni kompatibilni | OK
xx200413 | negativni negativni kompatibilni | OK
KP | xx106641 | xx003653 | negativni negativni kompatibilni | OK
KP | xx106610 | xx003556 | negativni negativni kompatibilni | OK
xx003823 | negativni negativni kompatibilni | OK
KP | xx106608 | xx004136 | negativni negativni kompatibilni | OK
xX004142 | negativni negativni kompatibilni | OK
xx004222 | negativni negativni kompatibilni | OK
xX004231 | negativni negativni kompatibilni | OK
KP | xx106620 | xx004464 | negativni negativni kompatibilni | OK
xX004254 | negativni negativni kompatibilni | OK
xX004370 | negativni negativni kompatibilni | OK
KP | xx106636 | xx004280  negativni negativni kompatibilni | OK
xx004420 | negativni negativni kompatibilni | OK
xx004321 | negativni negativni kompatibilni | OK
xX004250 | negativni negativni kompatibilni | OK
xX004305 | negativni negativni kompatibilni | OK
KP | xx106635 | xx003357 | negativni negativni kompatibilni | OK
xx003342 | negativni negativni kompatibilni | OK
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KP | xx106638 | xx004273 | negativni negativni
KP | xx106640 | xx003874 | negativni negativni kompatibilni | OK
KP | xx106639 | xx003603 | negativni negativni kompatibilni | OK
KP | xx106644 | xx003518 | negativni negativni kompatibilni | OK
xx003444 | negativni negativni kompatibilni | OK
KP | xx106689 | xx004343 | negativni negativni kompatibilni | OK
xX004339 | negativni negativni kompatibilni | OK
KP | xx106688 | xx004631 | negativni negativni kompatibilni | OK
xX004619 | negativni negativni kompatibilni | OK
KP | xx106745 | xx004719 | negativni negativni kompatibilni | OK
xx004707 | negativni negativni kompatibilni | OK
KP | xx106746 | xx003546 | negativni negativni kompatibilni | OK
xX003616 | negativni negativni kompatibilni | OK
KP | xx106783 | xx200336 | negativni negativni kompatibilni | OK
xX003868 | negativni negativni kompatibilni | OK
xx003920 | negativni negativni kompatibilni | OK
KP | xx106784 | xx004524 | negativni negativni kompatibilni | OK
xx004522 | negativni negativni kompatibilni | OK
xx004532 | negativni negativni kompatibilni | OK
KP | xx106785 | xx003931 | negativni negativni kompatibilni | OK
xXx003973 | negativni negativni kompatibilni | OK
xx003878 | negativni negativni kompatibilni | OK
KP | xx106786 | xx200308 | negativni negativni kompatibilni | OK
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KP | xx107604 | xx005032 | negativni negativni
xX005056 | negativni negativni kompatibilni | OK
xx005064 | negativni negativni kompatibilni | OK

KP | xx107605 | xx005044 | negativni negativni kompatibilni | OK
xX005039 | negativni negativni kompatibilni | OK

KP | xx107608 | xx004952 | negativni negativni kompatibilni | OK
xX004950 | negativni negativni kompatibilni | OK

KP | xx107603 | xx004035 | negativni negativni kompatibilni | OK
xx004109 | negativni negativni kompatibilni | OK

KP | xx107607 | xx005195 | negativni negativni kompatibilni | OK
xX005163 | negativni negativni kompatibilni | OK

KP | xx107610 | xx005127 | negativni negativni kompatibilni | OK
xx005082 | negativni negativni kompatibilni | OK
xx005238 | negativni negativni kompatibilni | OK

KP | xx107611 | xx004762 | negativni negativni kompatibilni | OK

KP | xx107680 | xx005023 | negativni negativni kompatibilni | OK

KP | xx107676 | xx004543 | negativni negativni kompatibilni | OK
xX004497 | negativni negativni kompatibilni | OK
xX004458 | negativni negativni kompatibilni | OK
xX004475 | negativni negativni kompatibilni | OK
xx200438 | negativni negativni kompatibilni | OK

KP | xx107674 | xx004506  negativni negativni kompatibilni | OK
xx004604 | negativni negativni kompatibilni | OK
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KP | xx107694 | xx004748 | negativni negativni kompatibilni | OK

xX004743 | negativni negativni kompatibilni | OK

KP | xx107696 | xx004731 | negativni negativni kompatibilni | OK

xX004737 | negativni negativni kompatibilni | OK

xX004735 | negativni negativni kompatibilni | OK

KP | xx108004 | xx005587 | negativni negativni kompatibilni | OK

xX005688 | negativni negativni kompatibilni | OK

KP | xx107697 | xx004972 | negativni negativni kompatibilni | OK

KP | xx108003 | xx005597 | negativni negativni kompatibilni | OK

xx005600 | negativni negativni kompatibilni | OK

KP | xx108002 | xx005457 | negativni negativni kompatibilni | OK

xX005524 | negativni negativni kompatibilni | OK

KP | xx108001 | xx005215 | negativni negativni kompatibilni | OK

xX005161 | negativni negativni kompatibilni | OK

Zdroj: Autor
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4.4 Porovnani provozné-ekonomického hlediska metody
sloupcové gelové aglutinace (LISS/NAT) zpracované

manualné a na automatu Techno TwinStation

Cenu vysetfeni jedné zkousky kompatibility jsem spocitala orientacné z néklada
nareagencie aspotfebni material, obecné sepocita s10% ztratou reagencii.
Do kone¢né hodnoty nebyla zapoctena prace zdravotnického personalu, elektricka
energie, naklady na myti laboratorniho nadobi a promyvani automatu promyvacimi
roztoky. Byl pouzit cenik k 31.12.2012.

K manudlnimu vysetfeni je tteba 0,5 ml ID Diluentu 2, 1 ks jednorazové
3 ml pipety, 2 ks $pi¢ek k pipetam, 1 jamka z ID karty LISS/Coombs kombinované
s AHG polyspec.

K automatickému vysetfeni je tieba 1 ml ID Diluentu 2, 1 jamka z ID Karty

LISS/Coombs kombinované s AHG polyspec.

Tab. 6: Cena vysetfeni jedné zkousky kompatibility

Sloupcova gelova Manualni provedeni Techno TwinStation
aglutinace (LISS/NAT)
Cena/ 1 KP 24,35 =24 K¢ 25,69 =26 K¢

Zdroj: Autor
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45 Zkouska kompatibility na TRS Nemocnice Ceské

Budéjovice, a. s.

Tab. 7: Pocet vySetieni zkousky kompatibility na TRS 2003 - 2012

2003 20758
2004 22959
2005 21537
2006 21868
2007 21816
2008 25594
2009 27044
2010 27620
2011 25426
2012 25552

Zdroj: LIS Transfuzniho oddéleni Nemocnice Ceské Budgjovice, a. s.

Graf 1: Pocet vysetieni zkousky kompatibility na TRS 2003 - 2012

Pocet vySetieni zkousky kompatibility na Transfuznim
oddéleni Nemocnice Ceské Budé&jovice, a. s. v letech
2003 - 2012

27044 217620

25594 25426 25552
20758 2i9 21537 21868 21816 I I I I I

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

Zdroj: Autor
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5 Diskuze

V bakalaiské praci jsem se zabyvala vySetfenim zkouSsky kompatibility
erytrocytarnich transfuznich piipravki. Metody pro toto vySetfeni musi zachytit ABO
inkompatibilitu transfuzniho pfipravku a pfitomnost klinicky vyznamnych protilatek
Vv séru/plazmé piijemce krevni transfuze. Porovndvala jsem ruzné metody vysetfeni,
jejich vyhody a nevyhody. Tyto udaje jsem zpracovala do tabulek, které jsou soucasti
m¢é bakalarskeé prace.

Riazna pracovisté transfuzni sluzby se vzajemné lisi V pouzivanych metodach
provedeni zkousky kompatibility. Timto tématem se zabyvala studie v Severni Americe
v letech 2005 — 2010. Data byla analyzovana Microsoft (Redmond, Washington) Excel
software. Vysledky ukazaly, ze Vv laboratofich Severni Ameriky je pro vySetfeni
zkousky kompatibility pouzivani zkumavkovych a gelovych metod rovnomeérné
rozlozené, ale stale Castéji se prechazi od zkumavkovych testt k tém gelovym. [32]

Literdrnim porovnanim metod zkouSky kompatibility jsem dospéla k zavéru, Ze
nejcitlivéj§i metodou pouZivanou k vySetfeni zkousky kompatibility je nepfimy
antiglobulinovy test (NAT) provedeny sloupcovou gelovou aglutinaci nebo metodami
pevné faze. Moje zjisténi odpovida Doporuceni Spolecnosti pro transfuzni lékatstvi
CLS JEP - metoda LISS/NAT povaZovana za referen¢ni techniku a hranice citlivosti
LISS/NAT brana jako standardni nepodkrocitelné minimum ana zakladé
dlouhodobych vysledkt externi kontroly kvality je zfejmé, ze lepSich vysledkti dosahuji
robustnéj§i metodiky sloupcové aglutinace apevné faze atudiz by mély byt
preferovany. [9, 16]

Vysledky mé bakalarské prace potvrzuji spravnost volby vedeni TRS provadet
vySetfeni zkousky kompatibility metodou sloupcové gelové aglutinace (LISS/NAT).
Vyhody sloupcové gelové aglutinace oproti zkumavkovym metodam spatiuji vV tom, ze
je to rychla metoda, s mensi spotiebou reagencii i vzorku, odpadaji kroky promyvani
senzibilizovanych  erytrocytli, dobré mozZnosti standardizace, automatizace,

dokumentace — vysledky mohou byt dobfe interpretovany ipozdéji a mohou byt
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ode¢itany pomoci readeru. V neposledni fadé metoda vykazuje vyssi citlivost,
coz zvysuje bezpe€nost krevni transfuze pro pacienta.

Vysledky zkousky kompatibility metodou sloupcové gelové aglutinace
(LISS/NAT) jsem porovnavala pfiijejim provedenim manudlnim a provedenim
na automatu Techno TwinStation. Vysledky vysetieni byly shodné bez ohledu
na zvoleny zpiisob provedeni.

Na TRS Nemocnice Ceské Budéjovice, a. s. je k piedtransfuznimu vysetfeni pfijato
cca 60 % vzorkd Vrezimu STANDARDNE acca 40 % vzorkl v rezimu STATIM.
V praxi se jako vyhodny ukazuje postup vzorky Vrezimu STANDARDNE vysetit
na automatu Techno TwinStation a vzorky v rezimu STATIM, které je tiecba zpracovat
neprodlené, vySetfovat manualné. Diivodem je ¢asova uspora.

Pfi manudlnim provedeni nelze vyloucit chyby lidského faktoru (identifikace
vzorku, vybér spravného cinidla, provedeni testu, interpretace vysledkli a zapis dat
do laboratorni knihy a LIS), které jsou V pfipadé automatizace eliminovany. Dalsi
vyhodou automatu je dohledatelnost vSech prvki zapojenych do analytického procesu,
které jsou archivovany a zlstanou pfistupné po provedeni testu. [32] Dohledatelnost
vysledku vySetieni kazdého vzorku vcetné kontrol, ndzvu a Cisla SarZe reagencii
a identifikace pracovnika, ktery vySetfeni provedl a kontroloval, je nutnd nejen

Vv piipadé¢ automatizace, ale i v ptipadé manualniho provedeni vysetfeni. [16]
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6 Zavér

Metoda nepfimého antiglobulinového testu (LISS/NAT) je dostatecné citliva
pro vysetteni zkousky kompatibility erytrocytarnich transfuznich ptipravki. Jeji pouziti
je povazovano za standardni nepodkrocitelné minimum.

Obéma typy provedeni (manudlni, automatizované) metody sloupcové gelové
aglutinace (LISS/NAT) byla vySetfena zkouSka kompatibility u 52 vzorkll pacientt,
celkem 118 testii. Vysledky zkousky kompatibility byly ve vSech ptipadech negativni,
coz potvrzuje, ze neni rozhodujici, zda bylo vySetfeni zkousky kompatibility metodou
sloupcové gelové aglutinace (LISS/NAT) provedeno manudlné ¢i automatizované,
vysledky jsou plné srovnatelné.

Z provozné-ekonomického hlediska se oba typy provedeni tohoto vySetfeni
vyraznéji nelisi (manualni cca 24 K¢, automatizované cca 26 K¢).

Vyhodou manudlniho provedeni zkousky slucitelnosti je kratsi celkovy Ccas
vySetieni (cca 30 — 35 minut), ale zustava riziko vzniku chyb zpisobenych lidskym
faktorem.

Vyhodou automatizovaného provedeni zkousky kompatibility na automatu Techno
TwinStation je vyrazné omezeni vzniku chyb lidského faktoru, jednoznacna interpretace
vysledkd, jejich archivace anésledny ptevod do LIS, sledovatelnost (dohledatelnost)
vSech prvkll zapojenych do analytického procesu. Dale také uSetfeni jednoho
pracovniho mista. Nevyhodou ziistava delsi ¢as pottebny K vySetieni (cca 45 — 60 minut

dle poctu vzorkil) a nemoZznost V priabehu pipetovani pridavat dalsi vzorky.
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9 P¥ilohy

Piiloha 1: Zadanka a zkumavka pro piedtransfuzni vysetieni

Zdroj: Autor



Piiloha 2: Denni kontrola kvality imunohematologické diagnostiky

Parametr Kontrolovany Kontrolni material Cetnost
material kontrol
Stanoveni | Diagnosticka séra | 1x erytrocyty 0, A;, B Min. 1x
antigent | anti-A, anti-B, event. denng, pokud
ABO anti-AB Neni zména sér
Stanoveni | Diagnostické erytrocyty & Znamé sérum/plazma | Min. 1x
protilatek | Az, B. santi-A, anti-B (krevni | denn¢, pokud
anti-A, -B skupina 0) neni zména
erytrocytl

Stanoveni | Diagnosticka séra | 1x  erytrocyty  RhD | Min. 1x
antigenu | anti-D. pozitivni, RhD negativni | dennég, pokud
D neni zména sér
Stanoveni | Diagnosticka séra | Pozitivni kontrola: Min. 1x denné
fenotypu | pro testovani  dalSich | erytrocyty s danym
Rh erytrocytovych antigenem
a ostatnic | antigenl. V heterozygotnim
h systémi zastoupeni (kde je to

aplikovatelné).

Vysledkem musi byt

jasna aglutinacni reakce

S erytrocyty  nesoucimi

antigen odpovidajici

specifité protilatky.

Negativni kontrola:

bez dané¢ho antigenu.

Vysledkem musi byt

negativni reakce.
Screening | Diagnostické erytrocyty | Pozitivni kontrola: Min. 1x denné
protilatek | pro screening protilatek | sérum/plazma Se zndmou
pacienti proti erytrocytiim. aloprotilatkou (napf.

protilatka anti-D

S nizkym titrem; event.

doplnit anti-Fy* nebo

anti-K apod.)

Negativni kontrola:

napf. AB sérum;

sérum/plazma bez

protilatek proti

erytrocytim
KP - - EHK

Zdroj: Doporuéeni Spole&nosti pro transfuzni 1ékatstvi CLS JEP. [16]




Piiloha 3: Schematické zobrazeni gelového sloupce

wewes- (11k0IbASTE CASE

— anitiglobulinove sénim

m— cldEnény sloupec,
sephadex nebo

sepharosovy gel

Zdroj: Imunohematologie. [3]

Piiloha 4: Hodnoceni reakci sloupcové gelové aglutinace

Zdroj: Materialy firmy DiaMed/Bio-Rad. [31]



Priloha 5: Zkouska kompatibility — negativni vysledek

Zdroj: Autor

Priloha 6: Imunohematologicky analyzator Techno TwinStation firmy DiaMed/Bio-
Rad

Obr. 1: Uzavieny analyzator Techno TwinStation

Zdroj: Autor



Obr. 2: Otevieny analyzator Techno TwinStation

Zdroj: Autor



Priloha 7: Klinické zadvaznost protilatek proti erytrocytim

Specifita Klinicka Vybér transfuzniho
zavaznost pripravku
anti-A, anti-B Vzdy ano ABO kompatibilni
Rh  protilatky  (reagujici | Ano Negativni pro dany antigen
v NAT) a negativni test kompatibility
anti-D, -C,-c,-E,-e
anti —Cw Negativni test kompatibility
Ve smési S jinou protilatkou
negativni pro dany antigen
Kell protilatky (anti-K, -k) Ano Negativni pro dany antigen
a negativni test kompatibility
anti-Kpa vzacné Negativni test kompatibility
Ve smési S jinou protilatkou
negativni pro dany antigen
Duffy protilatky (anti-Fya, - | Ano Negativni pro dany antigen
Fyb) a negativni test kompatibility
Kidd protilatky (anti-Jka, - | Ano Negativni pro dany antigen
Jkb) a negativni test kompatibility
anti-S, -s, -U Ano Negativni pro dany antigen
a negativni test kompatibility
anti-Al, -P1, -N Vzacné Negativni test kompatibility
anti-M (nereagujici pii 37 °C) | Vzacné Negativni test kompatibility
anti-M (reagujici pfi 37 °C) Nékdy ano Negativni pro dany antigen
a negativni test kompatibility
anti-Lea, -Lea+b vzacné Negativni test kompatibility
anti-Leb ne Lze ignorovat
anti-Lua Vzacné Negativni test kompatibility
Protilatky s vysokym titrem | nepravdépodobna | Podle doporucent

a nizkou aviditou (HTLA)

specializované ¢i referencni
laboratote

Protilatky proti antigentim
s nizkou/vysokou frekvenci

Podle specifity

Podle doporuceni
specializované ¢i referencni
laboratote

Zdroj: Doporugeni Spoleénosti pro transfuzni 1ékatstvi CLS JEP. [9]




