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Nespecifické pozitivni reakce u piedtransflizniho vySetieni

Abstrakt

Predtransfiizni vySetieni je souborem imunohematologickych vysetfeni pfed podanim
transflizniho piipravku pacientovi. Cilem tohoto vySetieni je zajisténi bezpec¢né a ucinné
podani transfuze pfijemci. Komplex vySetfeni pfed podanim krevniho piipravku
povinné zahrnuje vySetieni krevni skupiny pftijemce, Screening antierytrocytarnich
protilatek piijemce a test kompatibility transfizniho pfipravku. Vysetfeni se provadi

aglutinacni metodou a pfi screeningu se v nékterych ptipadech pouziva i enzym.

S reakcemi in vitro, které nejsou zpusobeny protilatkami v krevnich skupinovych
systémech, se setkavame pii vySetfeni antigent erytrocyti nebo pii vySetieni pted
podanim transflze vcetné testu kompatibility. Takové anomalie mohou vést k
pozitivnimu nélezu protiladtek a nésledného odkladu vydeje transflzniho piipravku.
Mnoho téchto nespecifickych reakei je zpiisobeno reakci erytrocytl piijemce
transfuzniho pfipravku s pfislusSnym enzymem pouzivanym pii vySetfovani
enzymatického testu, pritomnosti chladovych protilatek, specifickou 1é¢bou nadorového

onemocnéni nebo i Spatnym laboratornim postupem.

Pifedmétem mé prace je ur€it podil nespecifickych pozitivnich reakci u piedtransfizniho
vySetfeni, dale v jakém poétu se nespecifické pozitivni reakce v rutinnim provozu
vyskytuji, jaky je vyznam vySetiovani screeningu protildtek v enzymatickém testu a
jaka je Casova prodleva a finan¢ni naro¢nost pfi vySetfeni screeningu v enzymatickém

testu.

V praci popisuji pracovni postupy pii predtransfuznich vySetfeni a dalsi
imunohematologické metody. Uvadim zde i pfehled skupinovych systémt se stru¢nym
popisem Klinicky vyznamnych nepravidelnych protilatek, nejcast&jsi nespecifické
reakce vyskytujici se v enzymatickém testu, dale i struény popis analyzatoru IH-500

pouzivaného na Transfuznim oddéleni Nemocnice Ceské Budgjovice, a. s.



V ¢asovém obdobi od 1. 9. 2015 - 31. 12. 2020 bylo na TO NEMCB vysetieno 405
vzorkt pozitivnich pouze v enzymatickém testu. 106 z nich bylo pii opakovaném
testovani negativni, 208 vzorkl bylo nejasné specifity a 91 vzorkit mélo specifickou
protilatku. Cilem mé prace bylo zjistit o jaké nespecifity pii pfedtransfuznim vySetieni
se jednd a urcit nejcastéjsi specifické protilatky vyskytujici se pouze v enzymatickém
testu. Mezi nejCastéji zachycené nespecifity byly reakce zachycené plisobenim

pouzivaného enzymu, autoprotilatky, chladové protilatky a jiné nespecifické reakce.

TO NEMCB screening nepravidelnych protilatek v enzymatickém testu u
predtransfizniho vysetieni od roku 2012 rutinné neprovadi. TO NEMCB vysetiuje ET u
polytransfundovanych pacientl, u pacientl s jiz zndmou protilatkou a u pacienti
s nezadouci reakci po transfuzi. Dulezité je vySetfit screening nepravidelnych protilatek
u polymorbidnich pacientt, u pacientti s onkologickymi diagndzami, po transplantacich,
kdy dochazi k Gtlumu imunitniho systému a protilatky se mohou vytvotit rychleji.
Zasadni véci je tadné vyplnéni anamnézy pacienta na zadance a v€asné informovani

laboratofe z oddéleni.

Klicova slova

Enzymaticky test; screening protilatek; predtransfuzni vysetfeni; transfize;

nepravidelna protilatka; nespecificka pozitivni reakce.



Non-specific positive reaction in pre-transfusion examination

Abstract

Pre-transfusion examination is a set of immunohematological examinations before
administration of a transfusion preparation to a patient. The purpose of this
examination is to ensure safe and effective transfusion to the recipient. The pre-
administration examination of the blood product must include an examination of the
recipient's blood type, screening of the recipient's anti-erythrocyte antibodies, and a

transfusion product compatibility test.

The test is performed by the agglutination method and in some cases the enzyme is used
in the screening. In vitro reactions that are not caused by antibodies in blood group
systems are encountered in erythrocyte antigen testing or in pre-transfusion testing,

including compatibility testing.

Such anomalies can lead to a positive antibody finding and consequent delay in the
delivery of the transfusion product. Many of these non-specific reactions are caused by
the reaction of the erythrocytes of the transfusion recipient with the appropriate enzyme
used in the enzymatic test, the presence of cold antibodies, the specific treatment of

cancer, or even poor laboratory practice.

The subject of my bachelor thesis is to determine the proportion of non-specific positive
reactions in pre-transfusion examination, the number of non-specific positive reactions
in routine operation, the importance of antibody screening in enzymatic tests and the

time lag and cost of screening in enzymatic tests.

In this thesis | describe working procedures for pre-transfusion examinations and other
immunohematological methods. | also present an overview of group systems with a
brief description of clinically significant irregular antibodies, the most common non-
specific reactions occurring in the enzymatic test, as well as a brief description of the
IH-500 analyzer used in the Transfusion Department of Hospital Ceské Budgjovice, a. s.
(TO NEMCB).



Between 9/2015 and 12/2020, 405 samples were examined positive only in the
enzymatic test at TO NEMCB. 106 of them were negative in retesting, 208 samples had

unclear specificity and 91 samples had specific antibody.

The aim of my research was to find out the types of non-specificities in the pre-
transfusion examinations and to determine the most common specific antibodies

occurring only in the enzymatic test (ET).

Among the most frequently detected non-specificities were reactions detected by the
enzyme used, autoantibodies, cold antibodies and other non-specific reactions. TO
NEMCB has not routinely screened for irregular antibodies in an enzymatic test in pre-
transfusion testing since 2012. TO NEMCB investigates ET in polytransfused patients,
in patients with a known antibody, and in patients with a transfusion adverse reaction. It
is important to screen for the irregular antibodies in case of polymorbid patients,
patients with oncological diagnoses, patients after transplantations, when the immune
system is weakened and antibodies can form faster. The prerequisite is to properly fill
in the patient's medical history on his/her patient’s request and to inform the laboratory

from a particular department in a timely manner.

Keywords

Enzymatic test; antibody screening; pre-transfusion examination; transfusion; irregular

antibody; non-specific positive reaction
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UvOoD

Predmétem mé bakalaiské prace je vyznam nespecifickych pozitivnich reakci
u pfedtransfizniho vysetfeni, vjaké mife ovliviiuji délku trvani piedtransfUzniho
vySetieni, od ptijmu vzorku na transflzni oddéleni, az po vydani transfUzniho ptipravku

pacientovi.

V teoretické ¢asti se zabyvam historii krevni transfUze, krevnimi systémy a jejich
vyznamem, rozdilem mezi tepelnymi a chladovymi protildtkami a jejich vyznamem pfi
podani transfuze. Déale se ve sve praci zabyvam laboratornimi metodami, které se
pouzivaji u piedtransfUzniho vySetieni a identifikaci antierytrocytarnich protilatek.
Pravé identifikace antierytrocytarnich protilatek je stézejni pro urceni specifické a
nespecifické reakce. PredtransfUzni vySetfeni pfed podanim erytrocytarniho
transfizniho p¥ipravku na Transflznim oddéleni Nemocnice Ceské Budgjovice, a. s.
(TO NEMCB) zahrnuje metody vySetfeni krevni skupiny, RhD faktoru, screeningu
antierytrocytarnich protilatek nepfimym antiglobulinovym testem metodou LISS-NAT a
vlastnim testem kompatibility transfizniho piipravku. StéZzejnim bodem mé prace je
vyznam vySetfeni screeningu antierytrocytarnich protilatek v enzymatickém testu u

ptedtransfuzniho vySetfeni.

1. 3. 2011 vydala Spole¢nost pro transfizni lékaistvi CLS JEP doporudeni ¢&.
STL2011_07 Zakladni imunohematologickd laboratorni vySetfeni cervené fady -
Obecné zésady a technické postupy, podle kterych se enzymaticky test ve screeningu
antierytrocytarnich protilatek nepovazuje za rutinni metodu, ale pouze jako doplitkova
metoda. V rutinnim provozu se screening antierytrocytarnich protilatek v enzymatickém
testu na TO NEMCB neprovadi od roku 2012. Enzymaticky test je test dopliikovy ve
vybranych ptipadech pfi upfesnéni identifikace protilatek, potransfuznich reakci nebo u

chronickych pacientt s dlouhodobou transflzni substituci.

TO NEMCB jako spadové pracovisté JihoCeského kraje vySetfuje identifikace
antierytrocytarnich protilatek ze vzorka zaslanych z byvalych okresnich nemocnic a

gynekologickych ambulanci, které vzorky zasilaji do soukromych laboratofi. Tato
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pracoviSté vétSinou stale rutiné vySetfuji screening antierytrocytarnich protilatek
metodou nepiimého antiglobulinového testu LISS-NAT a metodou enzymatickeho testu
(ET).

Na teoretickou ¢ast navazuje ¢ast laboratorni, kde jsou zpracované vysledky vysetfeni
nespecifickych reakci u predtransfiizniho vySetieni na specialni laboratoii TO NEMCB
v obdobi 1. 9. 2015 - 31. 12. 2020. V puvodnim zadani mé bakalaiské prace bylo
obdobi 1. 9. 2015 - 31. 12. 2017, ale protoze jsem studium prodlouzila, aktualizovala
jsem vysledky az do konce roku 2020, tzn. obdobi od 1. 9. 2015 - 31. 12. 2020.

Cilem mé prace je zjistit, jak velky je podil nespecifickych reakci u ptedtransfuzniho
vySetieni na TO NEMCB z celkového poctu vysetienych pozitivnich vzorkd, dale jaky
je dil¢i podil jednotlivych nespecifickych reakci - ptsobeni chladovych protilatek,
reakci pfijemce transfUzniho pfipravku s pfislusSnym enzymem pouZzivanym
v enzymatickém testu a dal$ich negativnich vlivii, které mohou zpusobit nespecifické
reakce u piedtransflzniho vySetieni a tim prodlouzit dobu k podani kompatibilniho
transflzniho ptipravku piijemci. Do celkového poctu nespecifickych reakci nebyly
zapocitany diskrepance krevni skupiny ABO RhD, které¢ jsou vétSinou zplisobené
onemocnénim pacienta (napi. leukémie), 1é¢bou (transfize, transplantace kostni diené),

ale 1 vékem (novorozenci).

Toto téma jsem si vybrala proto, Ze pracuji na TO NEMCB v laboratofti krevni banky,
kde se predtransfizni vySetfeni rutinné provadi. Kazda nespecifickd pozitivni reakce

prodluzuje dobu podani krevni transfiize a ohrozuje tim pacienta na zivoté.
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1. Teoreticka ¢ast

1.1 Historie krevni transfiize

Vyznam krve, zivotodarné tekutiny, si lidé uvédomovali jiz pted ddvnymi dobami, kdyz
si v§imli, Ze ztrata krve rovna se ztraté zivota. LéCba pomoci krve, krevni transfize a
s nim souvisejici darcovstvi krve ma dlouhou a zajimavou historii. S vyvojem lidstva se
vyvijela i krevni transflze. Zaznamy o transflzich je mozné nalézt uz ve

staroegyptskych, starofeckych a fimskych pisemnych pamatkach.

Prvni historicky zaznamenany pokus o pfevod krve nemocnému byl zapséan historikem a
pravnikem jménem Stefano Infessura v roce 1492. Papez Inocenc VIII. upadl do
komatu a 1ékat Infessura doporucil jako zpiisob 1écby krev tii desetiletych chlapct. Za
odménu méli chlapci dostat dukat. Tehdy se jesté nic nevédélo o krevnim ob&hu, tak
byla krev podana papezovi ustné. Samoziejmé nepiezil ani jeden. (Penka, Tesafova,

2012)

V 16. stoleti sestavil italsky 1ékai Geronimo Cardano systém dvou trubic, pomoci nichz

se privadéla krev z tepny darce do Zzily pfijemce.

Prvni dikazy o skute¢né vykonanych transfuzich jsou ze 17. stoleti, po objeveni
krevniho ob¢hu anglickym lékafem a anatomem Wiliamem Harveyem v roce 1616.
Diky nému se zacaly rozvijet prvni pokusy o pievod krve. Roku 1638 Francis Potter
provedl sérii pokust o transfizi krve na psech. Prvni historicky dolozenou tspéSnou
transfuzi ze zvifete na zvife provedl anglicky anatom Richard Lower mezi dvéma psy.
Stéibrnou trubici spojil kréni tepnu psa-darce a kréni zilou krvacejiciho psa- piijemce.
Prvni technicky uspé$nou a ovéfenou transfuzi, jejimz piijemcem byl ¢loveék, provedl
francouzsky lékar Jean Baptiste Denis, 1ékat Ludvika XIV., v Pafizi r. 1667. Profesor
matematiky a filosofie pouzil k transflzi jehné¢i krev. Pacientem byl psychicky
nemocny patnéctilety hoch, ktery v dasledku castého pousténi Zilou trpél
chudokrevnosti. Vé&filo se, Ze beranci krev chlapci prospéje a vyléci chlapcovu dusevni

chorobu. Mladik pftezil, ale dalsi Denisovy pokusy o pievody zvifeci krve nemocnym
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byly neuspésné. (Netousek, 1945) Nakonec byly transflze zvifeci krve nemocnym na

sklonku sedmdesatych let 17. stoleti v Anglii, Italii i Francii zakazany.

Néavrat mediciny k transfuzim byl az vroce 1816 diky profesorovi porodnictvi a
filosofie Jamesi Blundellovi. K problematice ptevodi krve piistoupil velmi zodpovédné
s mySlenkou transfize s pouze lidskou krvi. Blundell sdm provedl deset transfuzi,
nejcastéji rodickam s poporodnim krvacenim. K pfevodum pouzival praktické injekéni
stiikacky. Provedl fadu tspésnych transfuzi, ale i nékteré skonéily nezdarem a pacient
zemiel. Blundell své nazory na krevni transflze pouze lidské krve roku 1824 zveftejnil, i
kdyz jeho zasady znamenaly v dosavadnim pohledu na krevni ptfevody pievrat, praxe se
moc nezménila a stale mnoho 1ékaiti pouzivalo k transfuzi beranci krev. O Blundellovi
1ze hovorit jako o ¢loveéku, ktery se zaslouzil o techniku krevniho ptevodu. (Bobek,

1963)

V Ceskych zemich se v této dobé transflze viibec neprovadély. Roku 1879 se doktor
Antonin Erpek pokusil zachranit Zivot Ctyfem umirajicim Zenam na prazském
gynekologickém oddéleni. K transflzi pouzil zviteci krev. Ve tiech piipadech zeny
trpély t€zkymi potransfiznimi komplikacemi, Vv jednom piipadé¢ doslo k umrti

pacientky. (Penka, Tesafova, 2012)

Stéle hlavni pfi¢inou neuspé$nych krevnich pfevodi byla neznalost krevnich skupin.
K jejich objevu doslo zac¢atkem 20. stoleti. Pokud je pacientovi podana nekompatibilni
(neslucitelnd) krev, dochéazi k aglutinaci (shlukovani cervenych krvinek) a nasledné
hemolyze (poskozeni krvinky a destrukci). Tento jev poprvé popsal némecky fyziolog
Leonard Landois, domnival se v§ak, ze hemolyzu ma za nasledek neznamé onemocnéni.
V roce 1900 si Karl Landsteiner v§iml, Ze cervené krvinky se shlukuji vlivem ciziho
krevniho séra. Provedl sérii pokust, aby mohl své tvrzeni potvrdit. V zacatcich objeva
krevnich skupin pracoval jen s malymi pocty vzorka krve zdravych lidi — konkrétné
svych kolegtli a svou vlastni. Krevni vzorky odstfedil, propral ve fyziologickém roztoku.
Pak zkoumal vzajemné rekce krvinek na rtizna séra, az identifikoval tfi hlavni skupiny.

Oznacil je podle pfitomnosti antigent na jejich erytrocytovych membranach A, B, C.
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Landsteiner neobjevil c¢tvrtou krevni skupinu, kvali tomu, ze okruh zkoumanych a

vysetfovanych vzorkl byl uzky. (Hrubisko et al., 1983)

Nezavisle na Landsteinerovi pracoval i ¢esky psychiatr Jan Jansky, ktery v roce 1907
popsal Ctyfi krevni skupiny. Oznacil je podle aglutina¢nich vlastnosti I, II, III, IV.
American Wiliam Moss existenci ¢tyi krevnich skupin v roce 1910 potvrdil. (Schott,
1994) V tomto roce doslo k participaci na pojmenovani krevnich skupin A, B, AB, 0.
Poznatky o krevnich skupinich byly poprvé vyuzity v praxi pfi podavani transfuzi

americkym hematologem Reubenem Ottenbergem.

Roku 1927 Karl Landsteiner spolu s Levinem objevil dalsi krevné skupinovy systém
MN. V roce 1939 doslo k velmi dilezitému objevu dalSiho erytrocytarniho skupinového
systému, Rh. Karl Landsteiner ve spolupraci s A. S. Wienerem Rh systém pojmenovali
podle opice Macacus rhesus, jejiz krvinky byly pfi pokusech pouzity. (Penka, Tesafova,
2012)

Objev krevnich skupin odstranil hlavni pfekazku branici GspéSnému ptevodu krve,
ovSem bylo jesté potieba vyfesit pfirozenou vlastnost krve a to je srdzeni. Problém se
srazenim byl odstranén roku 1914 v Rusku Jurevicem Rozengartem, Hustinem v Belgii
a Agotem a Lewisohnem v Americe, kdyz objevili lidskému télu neSkodny protisrazlivy
citrat sodny. Tato chemicka latka pomohla odstranit pivodni pomérné nebezpecné
upravenou krev bylo mozné i nékolik dni skladovat. Citrat sodny se pouZziva pfi vyrobé
transflznich ptipravkt dodnes. Rous a Turner zjistili, ze pfidanim glukosy je mozné
skladovat krev s citrdtem sodnym az na 14 dni. Tyto objevy byly s tspéchem vyuzity
Vv prvni svétové valce, kdy velky pocet ranénych si vyzadal velkou potiebu krve.

(Hrubisko et al., 1983)

V roce 1950 Carl Walter a W. P. Murphy ptedstavuji plastové vaky pro odbéry krve,

které nahrazuji sklenéné lahve. (Penka, Tesafova, 2012)

V Ceskoslovensku roku 1948 byla zalozena Narodni transf(izni sluzba, zaGala se

budovat sit’ transfuznich stanic, nejdiive v krajich, pak i v okresech.
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V soucasné dobé rozezndvame 329 antigend, z nich je 292 tfazenych do 33 systému
krevnich skupin, dale do kolekci a sérii antigent s nizkou, resp. vysokou frekvenci
vyskytu. (Rehacek, Masopust, 2013)

1.2 Zdkladni pojmy v imunohematologické laboratori

Antigen je z chemického hlediska slozita organicka makromolekula, kterd je schopna
vyvolat imunitni odpovéd’. Oblasti na povrchu antigenu, které organismus rozpoznava
jako cizi, se oznacuji jako antigenni determinanty nebo epitopy. Na né se navazuji
protilatky. Jeden antigen Casto obsahuje vice epitopli (vazebnych mist). Komplexy
antigenu s protilatkami se nazyvaji imunokomplexy. Antigeny jsou rizné chemické
struktury, nejcastéji proteiny (glykoproteiny), lipidy (fosfolipidy, glykolipidy) a
sacharidy (polysacharidy). V imunohematologii nachazeji bunétné antigeny uplatnéni

hlavné jako antigeny krevnich skupin (aglutinogeny). (Smetana et al., 1992)
Klinicky vyznam erytrocytarnich antigenti je podminén vyskytem:

Aloprotilatek (jsou namifeny proti chybé&jicim erytrocytarnim antigenim) a jejich

schopnostmi:

e vyvolat destrukci erytrocyti podanych transfuzi (hemolyticka potransfazni
reakce)

e prostoupit placentou a vyvolat hemolytické onemocnéni plodu/novorozence
(HON)

Autoprotilatek (jsou namifeny proti vlastnim antigeniim) a jejich schopnostmi vyvolat

destrukci vlastnich erytrocyti (ATHA). (Cermakova et al., 2008)

Antigeny krevnich skupin se nachazi na povrchu bunééné membrany erytrocyti a maji

zde rizné funkce:
e transportni kandly pro vodu, mocovinu, ionty

e regulace systému komplementu
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e enzymaticka aktivita

e receptory pro bakterie, viry a parazity

e obrana proti patogenim

e jsou nutné pro zivot erytrocyti a udrzeni jejich morfologickych vlastnosti
(Tesafova et al., 2007)

V imunohematologii jsou ptirozené protilatky (anti-A, anti-B) nazyvany aglutininy.
Jedna se o glykoproteiny piitomné v séru a télnich tekutinach, které organismus tvoii
jako odpovéd na antigen. Protilatky jsou tvofeny plazmatickymi buiikami, coz je
konecné stadium lymfocytu B. Po setkani s pfisluSnym antigenem se lymfocyt B za¢ne
délit, az zn¢&j vznikne klon plazmatickych bunék, které produkuji protilatky proti
antigenu, ktery reakci vyvolal. Povrchové molekuly typické pro lymfocyty B jsou CD19
a CD20. (Bartunkova, Paulik, 2011)

Vlivem pusobeni protilatek dochazi k neutralizaci, opsonizaci a aktivaci komplementu.
Neutralizace znamena blokovani aktivity toxint, vird a dal§ich mikroorganisma tak, ze
se protilatka vaze na ty epitopy, které jsou odpovédné za toxické ucinky, vniknuti
organismii do bun€k nebo jejich pfilnuti k bunkam. To, ze se protilatky vazi
(opsonizuji) na povrch mikroorganismi a antigent, umoziuje a zkvalitiuje jejich
pohlceni fagocyty a atakovani NK-lymfocyty. Aktivace komplementu klasickou cestou
je zpusobena vazbou protilatky na antigen. To pfispiva k opsonizaci, chemotaxi
fagocytli a rozvoji zanétlivé reakce a u citlivych mikroorganismti miize dochdzet az

k osmotické lyze membranolytickym komplexem komplementu. (Hofejsi et al., 2017)
Protilatky miZeme rozdélit z hlediska nékolika kritérii:

e podle plivodu - lidské, zvifeci (xenoséra), rostlinné (lektiny), monoklonalni (jsou
produktem jednoho klonu plazmatickych bunék, jsou jednoho izotopu a maji
stejnou specifitu), polyklonalni (jsou produktem rtiznych klont lymfocyt a maji

riznou specifitu)
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podle specifity - specifické (reaguji obvykle s jednim antigenem), polyspecifické

(reaguji se vSemi ¢i vétSinou antigent)

podle antigenu - aloprotilatky (jsou namifeny proti antigentim, ktera na vlastnim
erytrocytu chybi, tedy proti antigentim jiného organismu), autoprotilatky (jsou
namifeny proti antigeniim, ktera se na vlastnim erytrocytu vyskytuji, je to projev

autoimunitniho onemocnéni)

podle zpisobu vzniku - pfirozené pravidelné (vznikaji prirozené, bez setkani
organismu s antigeny erytrocyt, napf. anti-A, anti-B), pfirozené nepravidelné
(vznikaji pfirozené, bez setkani organismu s antigeny erytrocytii, napi. anti-H,
anti-Al, anti-P1), imunni (vznikaji v t€hotenstvi, po transfizi, po transplantaci,

napf. anti-D, anti-K)

podle serologické reakce - komplenti (krvinky aglutinuji piimo, vétSinou tiidy
IgM), inkompletni (vétsinou tiidy IgG nebo IgA, K aglutinaci je tieba jim
pomoci sniZenim negativniho naboje krvinek a tim pfiblizeni krvinek k sobg),
lysiny (po navazani na antigen na sebe vazi komplement, aktivuji ho a

vyvolavaji hemolyzu krvinek)

podle optimalni teploty pii reakci - chladové (4°C), tepelné (37°C), pokojové
(20-24°C)

(Sakalova et al., 1995)

Protilatky jsou chemicky glykoproteiny, zvané imunoglobuliny (1g). Ig maji strukturu

molekuly uspofadané do tvaru Y. Rozvétvena ¢ast Ig se nazyva variabilni, na ni se vaze

antigen. Variabilni ¢ast uréuje specifitu protilatky, tj. proti jakému antigenu je namifena.

Druha &ast Ig se nazyva konstantni (fragment Fc). Céasti Fc se protilatka vaze na buiiky,

které maji pro ni receptor (granulocyty, NK buiiky, makrofagy). (Bartinkova, Paulik,

VSechna vySetfeni provaddéna v imunohematologické laboratofi jsou zaloZena na

aglutinacni reakci. Aglutinace se pouziva k vySetfeni krevnich skupin, pii prikazu
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protilatek, u testd kompatibility. K aglutinaci dochazi, kdyz jsou erytrocyty, které maji
na svém povrchu antigen, shlukované protilatkami, coz lze pozorovat prostym okem.
Aglutinace ma dvé faze. V prvni fazi dochazi k senzibilizaci erytrocytu, kdy je
protilatka fyzikalnimi silami svou Fab ¢&asti pfipojena k antigenu erytrocytové
membrény. Tato faze je reverzibilni a ovliviiuje ji koncentrace antigenu a protilatky a
fada jinych faktorti (teplota, pH, cCas). Druha faze aglutinace je pomalejsi a
charakterizovana vytvorenim pevnych chemickych vazeb senzibilizovanymi erytrocyty.
Protilatky vzajemné spojuji antigenni receptory jednotlivych erytrocytii a vytvaii se tak
mnoho kombinaci téchto spojeni. Vysledkem je aglutinace erytrocytt. (Engelfriet et al.,

2003)

Aglutinaéni testy je mozné provadét sklickovou metodou, zkumavkovym testem,

metodou pevné faze nebo technikou sloupcové aglutinace.

vvvvvv

Antiglobulinové testy (AGH testy, Coombsovy testy) jsou nejdalezitéj$imi

imunohematologickymi testy. Pouzivaji se kprikazu protilatek, které piimo
neaglutinuji erytrocyty vySe popsanym zpusobem, pouze erytrocyty senzibilizuji. Aby
bylo mozné tyto protilatky prokazat, ptidava se do reakce dalsi protilatka proti ptivodni,
senzibilizujici protilatce. Tento anti-imunoglobulin (AHG sérum, antiglobulinové sérum
detekujici lidskou protilatku) nasledné zajisti vzdjemné spojeni jednotlivych

senzibilizovanych erytrocytii a vizualizuje aglutinacni reakci. (Penka, Tesatova, 2012)

Piimy antiglobulinovy test (PAT) slouzi k detekci in vivo senzibilizace pomoci

polyspecifického antiglobulinového séra (AHG; anti-lgG+anti-C3d). Provadi se

zkumavkovym testem nebo sloupcovou aglutinaci. (Rehaéek, Masopust, 2013)

Pouziva se pii prikazu imunitniho typu hemolyzy u pacienta po transflzich,
transplantacich, u potransfuznich reakci, u hemolytického onemocnéni novorozence a u

pacientu s projevy autoimunity (AIHA). (Penka, Tesafova, 2012)

Nepiimy antiglobulinovy test (NAT) slouzi k prikazu protilatky proti erytrocytim,

ktera se nachazi volné v séru nebo v plazmé a kterou lze prokazat pomoci AHG séra az

po inkubaci vySetfovaného séra s antigeny erytrocyti. Je to test, ktery prokazuje
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klinicky vyznamné nepravidelné protilatky proti erytrocytim, urcuje kompatibilitu
erytrocyta pii predtransfUznim vySetfeni a Ize jim vySetfovat antigeny nékterych
krevnich skupin. AHG sérum pouzivané v antiglobulinovych testech musi byt
komplexni, tzn., ze musi obsahovat slozku anti-lgG a anti-C3 proto aby detekovalo
protilatky IgG 1 protilatky zavislé na komplementu, kterymi jsou vSechny patologické
chladové protilatky. (Delaflor-Weiss et al., 2005)

K prikazu senzibilizujicich protilatek lze pouzit i enzymove testy, jejichz provedeni

neni sice povinné, je vSak vhodné napi. pii vySetfeni potransfiznich reakci a u pacientt
opakované transfundovanych s velkym rizikem imunizace. Z enzymi je nejcastéji

pouzivany papain, bromelin a ficin. (Penka, Tesatova, 2012)

Screening protilatek je provadén u vSech predtransfiznich vySetieni a u téhotnych.

Zakladem je nepfimy antiglobulinovy test (zkumavkova technika vétSinou jiz
nahrazovana testy sloupcové aglutinace a pevné faze), doplitkovym testem je enzymovy

test (polytransfundovani pacienti, nejasné nalezy, vySetfovani potransfiznich reakci, aj.)

Sloupcové nebo také gelova aglutinaéni metoda. Pti této metodé musi byt erytrocyty

suspendovany v LISS (solny roztok s nizkou iontovou koncentraci, diky kterému se
mohou molekuly protilatek silnéji vazat k antigenim erytrocytl) — iontova koncentrace
je velmi kritickd, proto je nutné pouzivat spravna mnozstvi LISS a séra. Aglutinace
senzibilizovanych erytrocytti suspendovanych v LISS je docilena v gelovém sloupci
pomoci antiglobulinového séra. Erytrocyty a sérum se inkubuji v inkubaéni ¢asti na
povrchu gelu, po inkubaci se sloupec centrifuguje, coz zplsobi prostup erytrocytl
gelem, ktery ma funkci sita. Senzibilizované erytrocyty aglutinuji nasledkem reakce s
antiglobulinovym sérem, které je v gelu pfitomné, a tyto aglutinaty zistavaji po
centrifugaci v gelovém materialu. Erytrocyty, které nejsou senzibilizovany, nereaguji s
antiglobulinovym sérem v gelu a prostupuji timto gelem na dno sloupce. Pomoci
centrifugace jsou erytrocyty oddéleny od séra a tim od nenavazanych protilatek, které
zUstavaji v inkubacni €asti sloupce. Z tohoto diivodu neni nutné promyvani erytrocytt
po jejich inkubaci se sérem ve sloupci. Ve vSech sloupcové aglutinac¢nich systémech

jsou mikrosloupce upevnény na malych praktickych kartach (Engelfriet et al., 2003)
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Metoda LISS/NAT je povazovana za referencni techniku — hranice citlivosti LISS/NAT

je bréna jako standardni nepodkro¢itelné minimum. (Doporuceni STL, 2011)

Sloupcové aglutinace je mnohem citlivéjsi oproti zkumavkové metodé (vétsi zachyt
klinicky vyznamnych protilatek, jednodussi interpretace vysledku, moznost uschovani

identifikacni karty). (Kandasamy et al., 2018)

Test kompatibility (TK), né€kdy oznacovan téz zkouSka slucitelnosti, zkouSka

kompatibility nebo ktizovy pokus, je reakce erytrocyti vybraného transfuzniho
ptipravku v neptimém antiglobulinovém testu (zkumavkovy test, sloupcova aglutinace,

pevna faze) s plazmou/sérem piijemce. (Rehacek, Masopust, 2013)

1.3 Predtransfiizni vysSetreni

Cilem ptedtransfizniho vySetieni je zajistit pfijemci a¢innou substituci, pti které budou
transfundované erytrocyty dostatecné dlouho piezivat v krevnim obéhu a nedojde
k jejich destrukci. Zakladnim principem vSech piedtransfiznich vysetieni je laboratorni
potvrzeni, Ze je krev piijemce slucitelna s krvi darce. Pivodni testy kompatibility se
sestavaly z velké a malé kiizové zkouSky. Pti velké se ,kiizilo“ sérum pacienta s
erytrocyty darce, pti malé byla kombinace opacné a erytrocyty piijemce se ,kiizily* se
sérem darce. Testy byly provadény v riiznych prostiedich (s vysokym obsahem

proteind, s piidanim antiglobulinovych sér) pii riznych teplotach.

Dnes$ni imunohematologickd vySetfeni provadéna pied transflzi erytrocytl zajistuji
pacientovi relativné bezpeénou transflzi, eliminuji nebo alesponi minimalizuji
nezadouci reakce, pfitom jsou pii rychlém provedeni dostate¢né jednoducha, senzitivni

a specificka.
Komplex piedtransflznich vySetfeni se sklada z:
e urceni krevni skupiny ABO a RhD pftijemce

e screeningového vySetieni nepravidelnych protilatek proti erytrocytim v Séru

nebo plazmé ptijemce
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e vybéru vhodného transflzniho pfipravku véetné testu kompatibility

(slucitelnosti).

Vysetfeni krevni skupiny a nepravidelnych protilatek proti erytrocytim u darce krve je
souc¢asti imunohematologického vySetieni krevniho vzorku po odbéru. Predtransfizni
vySetieni se provadi vzdy pied podanim transflzniho ptipravku obsahujici erytrocyty.
(Penka, Tesafova, 2012)

Screening nepravidelnych antierytrocytovych protilatek je provadén u vSech

predtransfiznich vySetteni, u t€hotnych a darct krve.
Cilem je:
e zachytit co nejvice klinicky vyznamnych protilatek
e zachytit co nejmén¢ klinicky nevyznamnych protilatek

e zabranit potransflznim reakcim ¢i  zkracenému prezivani erytrocytl
zpusobenému aloprotildtkami proti erytrocytiim, omezit riziko hemolytického

onemocnéni plodu/novorozence
(Masopust, Pisacka, 2016)
Stupné naléhavosti pozadavku na ptedtransfizni vysetieni:

STANDARDNE - transflzni piipravek je k dispozici po kompletnim piedtransfiiznim

vySetienim, do 24 hodin a podle data na zadance.

STATIM — vySetieni maji pfednost pfed vySetfovanim vzorki ve standardnim reZimu,
vysledky jsou neprodlené zaneseny do laboratorniho informaéniho systému (LIS).
Transfuzni piipravek vySetfovany ve statim rezimu je pfipraven k expedici na oddéleni

co nejdiive po kompletnim ptedtransfiznim vysetieni. Doba odezvy je 2 hodiny.

VITALNI INDIKACE - transflizni ptipravek je vydan okamzité bez predtransfizniho
vySetfeni. Pokud je krevni skupina piijemce neznama (ABO, RhD), vydava se

skupinové univerzalni piipravek erytrocyty 0 RhD negativni, Kell negativni. Pokud je
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krevni skupina zndma4, provede se jeji kontrola pomoci diagnostickych sér ve zkumavce

a vydaji se pfednostné stejnoskupinové transflzni ptipravky.

Po expedici transfUznich pfipravka z vitalni indikace se provede kompletni

predtransfizni vySetfeni. Vysledek je Zadateli vySetfeni dodate¢né telefonicky nahlasen.

Krevni vzorek na piedtransflzni vySetfeni musi byt pacientovi, u kterého chce 1ékafr
transflzi aplikovat, odebran zasadné pied podanim transflzniho piipravku. (Doporucéeni
STL, 2015; Laboratorni piirucka, 2019)

1.4 Krevni skupiny
Krevni skupiny jsou uréité vlastnosti organismu a podle jejich vyskytu je mizeme

rozdélit do skupinovych systéma. (Fabryova, 2012)

Krevni skupiny jsou dédi¢né, jejich dédiény pfenos podminiuji geny zdédéné od svych

rodigi. (Hrubigko et al., 1983)

Antigeny krevnich skupin jsou glykoprotein nebo glykolipidy zabudované v membrané
erytrocytl. Rozeznavaji se pomoci specifickych protilatek. Antigeny se vyskytuji i na
jinych bunkach organismu. Erytrocytarni antigeny maji v buiice rtizné funkce, napft.
udrzuji tvar erytrocytu, Gi€astni se transportu v butice, uplatituji se pii adhezi, slouzi jako

receptory pro ligandy, reguluji komplement. (Penka, Tesatova, 2012)

ABO systém

vvvvvv

wevr

lokusu 9 chromosomu - A, B, 0.

Prekurzor antigenu H, ktery ma antigenni vlastnosti a vytvari krevné skupinové
antigeny A a B. To jsou organické makromelokuly (glykoproteiny a glykolipidy) ve
velkém mnozstvi obsaZzeny na povrchu erytrocytti. Cukernou slozkou glykoproteinu

jsou oligosacharidy. A, B, H antigeny nejsou ptimym produktem genu, ten koduje vznik
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transferdzy. Transferdza-enzym katalyzuje pienos a piipojeni molekuly specifickeho
monosacharidu, tento monosacharid je zodpovédny za vyslednou krevni skupinu.
Krevni skupinu A wuruje piitomnost N-acetyl-galaktozamin, krevni skupinu B
D-galakt6za a vlivem genu H se syntetizuje H-transferdza specifickd pro fukdzu.

L- fukoza je specificky monosacharid pro krevni skupinu 0. (Kubizs, 2006)

Antigeny ABO systému jsou pfitomny nejen na erytrocytarni membrané, ale vyskytuji
se rovné€Z volné v plazmé a jinych télnich tekutindch. V. ABO systému rozeznavame 4
fenotypy: A, B, AB, 0 a 6 genotypi: AA, A0, BB, BO, AB, 00. V séru zdraveho
pacienta se pravidelné vyskytuji protilatky anti-A a/nebo anti-B. Pokud neni na
erytrocytech pfitomna krevni skupina A, je v séru této osoby vzdy pfitomna anti-A
protilatka. Jestlize neni pfitomna krevni skupina B, je v séru vzdy pfitomna anti-B
protilatka. (viz Tabulka 1) Zpravidla jsou tyto protilatky téidy IgM zvané rovnéZ jako
aglutininy. Anti-A a anti-B protilatky nejsou pfitomny u novorozenct, jejich tvorba

zacina od 3. do 6. mésice po narozeni.

Tabulka 1 — Krevni skupiny ABO

Krevni skupina Antigeny na erytrocytech Protilatky v séru
A A Anti-B
B B Anti-A
AB AaB Zidné
0 Zadné Anti-A,anti-B

Zdroj: Vybrané kapitoly: Transfazni lékafstvi a imunohematologie (Tesafova et al.,
2007)
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Klinicky vyznam:

e anti-A a anti-B protilatky jsou vzdy piitomny, pokud chybi odpovidajici antigen.
e [gM protilatky vazajici komplement zptisobuji intravaskularni hemolyzu.

e anti-A a anti-B protilatky vzdy zptisobuji hemolytickou potransfuzni reakci.

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

intravaskularni hemolyzu.

Antigen H je nejvice obsazen na erytrocytech KS 0, A2, B, A2B, A1, A1B. Od nejvyssi

v v

proto bude reakce s anti-H ve vsech testech pozitivni. (Engelfriet et al., 2003)

Rh systém

Je to druhy nejvyznamnéjsi systém objeveny roku 1939 Landsteinerem a Wienerem.
V séru kralika po imunizaci krvinkami opice Macacus rhesus byla nalezena protilatka,
kterd reagovala jak s opi¢im antigenem, tak i s vétSinou lidskych erytrocytt. Pozdéji
byla zjiSténa spojitost mezi timto faktorem a imunizaci Rh negativnich jedinct, kterym
byla aplikovéna transfuze Rh pozitivni krve. Rh faktor a anti-Rh protilatka byly pozdgji

pfejmenovany na antigen D a anti-D protilatku.

Antigen D patii spolu s antigeny C, ¢, E a e knejvyznamnéj$im a nejzndmnéj$im
antigenim Rh systému. Jedinci na jejichZ erytrocytech je D antigen pfitomny se
oznacuji jako RhD pozitivni, jedinci s chybgjicim D antigenem jako RhD negativni.
,Proti Rh antigentim se nevytvaii pfirozené protilatky (vzacné byva anti-E), vznik Rh
protilatek pfedpoklada antigenni stimulaci imunitniho systému jedince napf. transfizi

nebo téhotenstvim. (Penka, Tesarové, 2012).
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Nejcastéji jsou to protilatky inkompletni IgG, pronikaji placentou a zpiisobuji HON a
hemolytické potransfuzni reakce. NejcastéjSimi typy aloprotilatek jsou anti-D, anti-C,
anti-E, anti-c. Nékteré typy Rh protilatek se mohou vyskytovat u autoimunitni

hemolytické anémie jako autoprotilatky. (Sakalova et al., 1995)

RhD negativni jedinci by neméli byt transfundovani RhD pozitivnimi erytrocyty. Zcela
zasadni je dodrzovat toto opatieni u Zen ve fertilnim véku a zamezit tim mozné
imunizaci. U RhD negativnich mladych Zen je vhodné respektovat i ccee fenotyp.
(Penka, Tesafova, 2012)

Antigeny C, ¢, E, e jsou méné¢ imunogenni nez antigen D a jejich protilatky proti C, c,
E, e se po aplikaci transfize vytvoii pouze v 4,5% ptipadl, a to pokud pftislusné
antigeny u pacienta chybi a jsou pfitomny na erytrocytech darce. Nékteré Rh antigeny
jsou koédovany jinymi alelami lokusu. Dulezity je antigen Cw, témét vSechny Cw
pozitivni erytrocyty maji C antigen. V CR je vyskyt tohoto antigenu u 6-7 % lidi, v
Evropé kolem 2 %. (Tesafova et al., 2007)

Je zadouci, aby byl Cw antigen ptitomny v diagnostickych erytrocytech pti vysetieni

piredtransfizniho screeningu pro identifikace protilatky anti-Cw. (Engelfriet et al., 2003)

Kell systém

Tento vyznamny skupinovy systém Kell tvoti dvé zakladni alely K (Kell) a k (Cellano).
Kell je prvni ze systému objeveny pomoci antiglobulinového testu u pacienta Kellehera.
Je to klinicky vyznamny systém, jehoz protilatky (nejcastéji anti-K) maji pontencidl

vyvolat tézké potransfizni reakce a HON.

v

Antigen K (KEL1) se v kavkazské populaci vyskytuje v 9%, castéjsi je u populace
Sinajského a Arabského poloostrova (az 25%). Je to velmi imunogenni struktura (po

anti-Rh protilatkach je anti-K protilatka nejéast&jsi). (Rehacek, Masopust, 2013)

Antigen k (Cellano) se nachazi u 99,8% populace. Aloimunizace anti-k je velmi vzacna,
protilatku si mize vytvofit jedinec s genotypem KK, coz ptredstavuje 0,2% populace.

(Sakalové et al., 1995)
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Skupinovy systém Kidd

Kidd systém se zkracen¢ nazyva Jk a byl objeven v roce 1951. Systém tvoii alelicky par
antigen Jka, Jkb a JK3. U Jk(a-b-) jedincti neni antigen JK3 ptitomny. Kidd antigeny se
objevuji uz v cCasném vyvoji plodu. Jsou slabsimi imunogeny nez Rh antigeny a

antigeny ABO systému. (Engelfriet et al., 2003)

Protilatky tohoto systému byvaji velmi nebezpe¢né a to pro svou tézkou detekovatelnost
(po imunizaci transflzi nebo graviditou se méni sila nalezu, reakce zeslabuji nebo
reaguji jen homozygotni krvinky) a pro velkou hemolytickou Gc¢innost (byly popsany
tézké akutni hemolyzy a hemolytické potransfizni rekace pozdniho typu s tézkym
pribéhem). (Rehagek, Masopust, 2013)

Skupinovy systém Lewis

Tyto antigeny nejsou soucasti erytrocytdrni membrany, ale absorbuji se na membranu
erytrocytu z plazmy. Antigeny jsou produkované tkanovymi bufikami vyskytujici se
Vv télesnych tekutindch vcetné plazmy. Dva z hlavnich antigenti Lea (LE1) a Leb (LE2)

nejsou alelické. (Masopust, Pisacka, 2016)

Antigeny Lewis systému jsou syntetizované podobn¢ jako ABH antigeny specifickou
transferdzou. Na erytrocytech novorozenct antigeny Lewis chybi, sila antigenu se muze
podle zdravotniho stavu pacienta liSit (t¢hotenstvi, infekce Helicobacterem pylori,

maligni onemocnénti).

Protilatky anti-Lea a anti-Leb se nachazi pievazné u jedincu Le(a-b-), jsou chladové
povahy, pii 37°C nebyvaji aktivni a jsou povaZzovany za klinicky nevyznamné

protilatky. (Penka, Tesatfova, 2012)

Skupinovy systém MNSs

Tento systém byl po antigenech ABO druhym rozpoznanym skupinovym systémem.
Antigeny jsou glykoproteiny obsahujici kyselinu sialovou, oznacuji se tedy jako

sialoglykoproteiny. Patii sem antigeny M, N, S, s a antigen U (v ¢erno§ské populaci).
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Protilatky anti-M a anti- N nemaji klinickou vyznamnost a spolu s protilatkami proti
antigentim Lewis patii k tzv.“pfirozenym protilatkam®. Anti-M se nachazi celkem casto
a je chladové povahy, obvykle nereaguje pti 37°C. Naopak anti-S a anti-s reaguje pii
37°C v AHG testu a jsou klinicky vyznamné. (Penka, Tesafova, 2012)

Skupinovy systém Duffy

System Duffy byl pojmenovan po prvnim pacientovi, u ktereho byla protilatka proti
endotelovych bunkach, ledvindch, plicich, tlustém stfeve, sleziné a thymu. Na

leukocytech a trombocytech se Fya a Fyb nevyskytuji. (Masopust, Pisac¢ka, 2016)

Antigeny systému Duffy se uplatiiuji u zanétlivych reakci, jsou totiz receptory pro
chemokiny. V malarickych oblastech je rozsifeny fenotyp Fy(a-b-), ktery zajistuje
rezistenci erytrocyti na malarickou infekci a slouzi jako piirozeny obranny

mechanizmus proti nemoci.

Protilatky proti antigeniim Duffy nejsou casté, vznikaji pii t€hotenstvi nebo imunizaci
transflzemi. Reaguji v NAT, jsou soucasti smési aloprotilatek a téidy IgG, komplement

aktivovat mohou. (Penka, Tesafova, 2012)

Skupinovy systém Lutheran

V soucasnosti je znamych 19 antigeni tohoto systému, nejdilezitéjsi je
vysokofrekventni antigen Lub a méné cCasty Lua. Antigeny jsou glykoproteiny se

zesilujicim u¢inkem az s v€kem, proto se neuplatiiuji u HON.

Klinicky vyznam protilatek neni pfili§ velky, nejsou Casté. Jedna se o protilatky téidy

IgM reagujici pfi nizsich teplotach. (Penka, Tesafova, 2012; Rehagek, Masopust, 2013)

P systém

Byl objeven roku 1927 Landsteinerem a Levinem. Tento systém obsahuje pouze
nekolik antigenti, bézné se vySetfuje jeden antigen P1. Chybéni P1 antigenu se nazyva

P2 (antigen P2 a protilatka anti-P2 tudiZz neexistuji). Anti-P1 protilatky jsou chladové

27



protilatky tfidy IgM velmi zfidka aktivni pii 37°C, tudiz nejsou klinicky vyznamné pro
podani transflzi. Anti-P1 protilatky ale mohou zpisobit problémy pii ur¢ovani krevnich

skupin ABO v piipadech, kdy diagnostické erytrocyty A a/nebo B obsahujici rovnéz
antigen P1. (Engelfriet et al., 2003)

1.5 VySeti‘eni nepravidelnych protildtek proti erytrocytiim

Nepravidelné protilatky proti erytrocytim se prokazuji screeningovym testem.
VySetiované sérum nebo plazma se inkubuje s diagnostickymi erytrocyty. V piipadé
pozitivniho vysledku (aglutinace erytrocytd) ma prijemce Vv krvi protilatku proti
nékterému z antigenti pFitomnych na diagnostickych erytrocytech. Test musi byt

provedeny metodou, kterd klinicky vyznamné protilatky detekuje. (Penka, Tesatfova,

2012)

Za referen¢ni techniku pro screening protilatek je povazovany nepiimy antiglobulinovy
test, ktery se provadi ve zkumavce za pouziti erytrocytt resuspendovanych v roztoku o
nizké iontove sile (LISS/NAT). Hranice citlivosti LISS/NAT je dana jako standardni
nepodkroditelné minimum podle Doporuceni spolecnosti pro transfUzni 1ékafstvi.

(Doporuceni STL, 2011)

Za standardni se pouzivaji testy sloupcové (gelové) aglutinace a testy na ,,pevné fazi.
Na zéklad¢ dlouhodobych vysledkl externi kvality bylo zjiSténo, ze metody sloupcové

(gelové) aglutinace a pevné faze dosahuji lepsich vysledki nez zkumavkova metoda.

Za doplnkovou techniku NAT je povazovan enzymovy test (ET), ktery je v nékterych
ptipadech (napf. u Rh protilatek) citlivéjsi nez NAT. Nekteré proteolytické enzymy
napf. papain, bromelin, ficin maji v nizkych koncentracich schopnost natravit povrch
erytrocytid, priblizit je vice k sobé, a tim uleh¢it aglutinaci i malym koncentracim
protilatky. ET mohou byt jednofazové nebo dvojfazové. Jednofazovy ET: do reakéni
smési diagnostickych erytrocytl a vySetfované plazmy/séra se pifidd enzym.
Dvoufazovy ET: diagnostické erytrocyty jsou uz ,oSetfené” enzymem, piida se
vySetfovana plazma/sérum. Metoda je citlivéj§i nez jednofdzovy ET. (Masopust,

Pisacka, 2016)
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Pti pozitivité screeningu protilatek se pfistupuje k identifikaci protilatek, kdy se urcuje
jejich specifita. Jako zakladni diagnostikum jsou doporucovany komeréni CE
certifikované identifika¢ni panely, coz jsou §ir$i panely diagnostickych erytrocytu, které
jsou vybrany tak, aby umoznily identifikaci vSech nejéastéji se vyskytujicich klinicky
vyznamnych protilatek.(Doporuc¢eni STL, 2015)

1.5.1 Screening protilatek v enzymatickém testu

V praxi se pouziva dvoufazovy test, ktery je pro detekci protildtek uznan jako citlivéjsi
nez jednostupnovy, pii kterém se enzym piidava piimo ke smési erytrocytii a plazmy.
V laboratorni praxi se pouzivaji enzymy papain, ficin a bromelin. OSetfeni erytrocytl
proteolytickymi enzymy zvySuje jejich reaktivitu piedevsim s protilatkami Rh systému,

ale také v systémech Lewis, Kidd a I. (Perreira, Marraze, 1993)

Enzymy $tépi molekuly kyseliny sialové zfetézcli polysacharidi na membrané
erytrocytl, obnazi se tim antigenni determinanty a redukuje se celkovy negativni naboj
na povrchu erytrocytu. Tyto zmény na membrané umozni snadnéj$i aglutinaci pro
mnoho vzdjemnych reakci mezi antigenem a protilatkou, ale soucasné oslabuje nebo
ni¢i antigeny urcitych krevnich systému. Za nejvice zranitelné piisobenim enzymil na

erytrocyty jsou z krevnich skupinovych systémui povazovany antigeny M, N, S a Duffy.

Enzymové techniky jsou uzite¢né tam, kde je pii detekci protilatek screeningovymi
testy vyZadovana vys$si citlivost metod. Diky plsobenim enzymu na membranu
eytrocytu se zesiluji reakce urcitych protilatek, zvlasté v systémech Rh, Kidd, a Kell, ale
zvySuje se i moznost vyskytu nespecifickych reakci v ET a citlivosti na v praxi

pouzivany enzym. (Lapierre et al., 1990; Mollison et al., 1998)

1.6 Nespecické reakce u predtrasfiizniho vysetieni

Pii vlastnim vySetfeni se mizeme setkat s riznymi problémy napt. diskrepance krevni

skupiny ABO. Pfi¢ina problému s ur¢enim krevni skupiny se da rozdélit do dvou skupin.
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1. Neocekavané slabé nebo i negativni reakce

- Novorozenci maji slabé ABO antigeny i aglutininy, nejsou u nich jesté pln¢ vyvinuty.
Aglutininy anti-A a anti-B mizou dokonce v plazmé novorozence tplné chybét a to az

do jednoho roku zivota ditéte.
- Dospéli mohou mit slabé ABO antigeny v dtisledku onemocnéni (napi.leukémie).

- V dtisledku nedavno podané nestejnoskupinové transflze (napi. skupiny 0 piijemci se
skupinou A nebo B), se muze vyskytovat po uréitou dobu smiSena bunécna populace.
Erytrocyty darce zdstavaji v krevnim ob&hu piijemce cca 3 mésice. SmiSené pole
neboli smiSena bunéénd populace se vyskytuje i u transplantace alogenni kostni dfen¢.
Casto se transplantuje ABO nestejnoskupinové kostni diefi, proto se objevi smisena

populace erytrocyti piijemce, tak i populace z transplantatu.

- Zeslabena reaktivita reagencii na vySetfeni krevni skupiny muze zpiisobit necekané
negativni reakce. Je dilezité v rdmci spravné laboratorni praxe provadét denni kontroly

kvality, aby se zamezilo mozné expiraci diagnostik, kontaminaci reagencie atd.
2. Nespecifické pozitivni reakce

Pseudoaglutinace. Erytrocyty maji negativné nabity bunéény povrch, coz zajisti

vzajemné odpuzovani a nedochazi tak k agregaci v krevnim fecisti. Pokud dojde ke
snizeni elektrického nédboje, dojde ke sniZeni odpuzovaci sily a erytrocyty se za¢nou
shlukovat. Pseudoaglutinace je ve vétSiné piipadd zpisobena abnormalitou spektra

bilkovin v plazmé pacienta. Jedna se o nizkou koncentraci albuminu a vysokou

koncentraci globulinu (Beta2-mikrogloubulin) v krvi. (Engelfriet et al., 2003)

Albumin je produkovan hepatocyty a tvoii vice nez polovinu plazmatickych bilkovin.
Transportuje nekonjugovany bilirubin, thyreoidalni hormony, vépnik, hoi¢ik, zinek a
dal$i mineraly. Albumin se podili i na udrzeni acidobazické rovnovahy. Fyziologické
hodnoty albuminu jsou 35-53g/l. Snizena hladina albuminu (hypoalbuminémie) je u
tézké hepatopatie, zvySeny katabolismus je u nddorGi a nemocnych s akutnimi zanéty.
(Holecek et al., 1983)
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Beta2-mikroglobulin je soucasti HLA systému, je to produkt myeloidnich a lymfoidnich
bunék, slouzi jako tumorovy marker, ukazujici proliferaci téchto bunék. Nejvyssi
koncentrace se vyskytuje u nadorGt odvozenych od lymfocyti a plazmocyti
(mnohocetny myelom, lymfom, chronicka lymfaticka leukémie). Fyziologické hodnoty
v séru jsou 1,0-2,4 mg/l. (Racek et al., 2006)

Pseudoaglutinace se projevuje jako shluk krvinek (aglomerat), podobaji se aglutinaci
vzniklé pii reakci antigen a protilatka, ale mezi shluky krvinek jsou pii mikroskopickém
odeCtu zietelné 1 volné erytrocyty. Pseudoaglutinaci od aglutinace rozliSime pouze

mikroskopickym odectem. (Kout et al., 1975)

Vedle pseudoaglutinace se pouZivaji terminy jako penizkovaténi, agregace, tvorba

rouleaux.

Rouleaux vede k aglutinaci autolognich i alogennich erytrocyti pii pokojové i pfi
teploté 37°C. Rouleax erytrocyty maji tendenci vzajemné adherovat in vitro, tvoii se
fetizky erytrocyti spojené za sebou. Tento jev se nevykazuje u vysetieni NAT,
pouzivaji se pii ném AGH test a dochazi k promyti erytrocyti fyziologickym roztokem.

Pfidanim fyziologického roztoku se fenomén rouleax odstrani. (Penka, Tesatova, 2012)

Chladové autoprotilatky zptisobuji aglutinaci vlastnich erytrocyti tzv. autoaglutinaci.

Pfi autoaglutinaci jsou shlukovany erytrocyty in vitro ve vlastnim séru, hlavné pfi

teplotach 0-4°C nékdy i pti 18°-20°C. (Kout et al., 1975).

Chladové protilatky mohou byt problémem pii urCeni krevni skupiny, screeningu
protilatek i testu kompatibility. Pfi podezieni na pfitomnost chladovych protilatek je
nutne ziskat erytrocyty bez navazanych chladovych protilatek a to dodrZzenim teploty
37°C, uz od venepunkce. Krevni vzorek se musi po odbéru uchovat pfi teploté 37°C a
co nejrychleji dorucit do laboratote. V laboratofi se krvinky oddéli centrifugaci od

plazmy, promyji se ve fyziologickém roztoku, vSe pii 37°C.

Whartontiv_rosol. Pupecnik je obalen Sedou vrstvou amnia (vnitini plodovy obal),

obsahuje pupe¢nikové cévy a Whartoniv rosol, ktery vznikd zembryonalniho
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mezodermu. SKIadd se z Zelatinové hmoty a fibrilarni sité, ktera je tvofena

hvézdicovitymi buitkami. (Cech et al., 2006).

Pti odbéru krevniho vzorku novorozence z pupecnikové krve se miize Whartontv rosol
vyskytnout v odebraném vzorku. V dasledku piitomnosti Wharthonova rosolu mohou
erytrocyty spontanné agregovat a shluky erytrocyti se mohou podobat aglutinaci.
Dulezité je pred vySetfenim erytrocyty dikladné promyt ve fyziologickém roztoku,

alespon tiikrat. (Engelfriet et al., 2003)

Panaglutinace krvinek. Za tento fenomén je zodpovédny antigen T. Lidsk& plazma

obsahuje pfirozeny aglutinin anti-T. Béhem Zivota se diky stievni bakteridlni flote
neustale vytvaii a je s ni v symbidze. Antigen T za fyziologického stavu ziistava zakryt
bilkovinami nesoucimi kyselinu neuraminovou. K odhaleni tohoto antigenu dochazi pti
infikovani vySetfovaného vzorku krve. Nékteré bakterie tvofi enzym neurominidazu, ten
odhali skryté antigenni determinanty antigenu T skryté pod kyselinou neuraminovou.
Panaglutinace vznikld odhalenim antigenu T znemozniuje vySetfeni krevnich skupin. Pfi
vyrobé polyklonalnich reagenciich se pouziva lidska plazma, obsahuji tedy protilatku
anti-T. Polyklonalni reagencie tedy reaguji s aktivovanam antigenem T. Odkryti
antigenu T znemozni vySetfeni krevni skupiny, protoze erytrocyty s demaskovanym
antigenem T shlukuji vS§echna polyklonalni séra. (Hrubisko et al., 1983; Engelfriet et al.,
2003)

K zabranéni panaglutinace a kontaminace vySetfovaného vzorku je nutné dbat sterility
pii odbéru, vakuového systému, nepouzivat odbér do oteviené zkumavky bez pouziti

zatky a hlavné uskladnéni vzorku v chladni¢ce. (Kout et al., 1975)

Pozitivni reakce s diagnostickymi erytrocyty. Ve vySetiované plazmé se mohou

vyskytnout protilatky proti nékteré konzervacni slozce nebo additivim obsazenym
v diagnostickych erytrocytech. Jednim z additiv je i smés antibiotik trimethoprim a

sulfamethoxazol. (Diamed)

Screening protilatek je pfi odecitdni pozitivni a test kompatibility negativni. Reakce je

vZdy jen u komercnich erytrocytd na rozdil od erytrocytl darcovskych. Problém se
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odstrani promytim diagnostickych erytrocytl fyziologickym roztokem. (Kandasamy et
al., 2018)

1.6.1 Nespecifické protilatky v enzymatickém testu

Nespecifické reakce v ET rozliSujeme podle sily reakce s diagnostickymi erytrocyty a
pozitivity vlastni autokontroly (AK). Pokud se reakce v sile li$i, objevuji se ++, + a +-
reakce a AK v ET miiZze byt i negativni, ale screening a identifikace protilatek (IP)

v NAT jsou negativni, jedna se o nespecifické protilatky v ET. (viz Obrazek 1)

Obrézek 1 — Vysledek vysetfeni nespecifickd reakce v enzymatickém testu, NAT
negativni (Zdroj: Vlastni foto)

V piipadé podezieni na chladové protilatky (viz Obrazek 2) je potieba vySetfeni

opakovat s nahfatymi reagenciemi na 37°C (v¢. ID-karet a $pic¢ek). Pokud se reakce
zeslabi nebo je dokonce vySetfeni negativni, jedna se o chladové protilatky. (Viz
Obrézek 3)
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Obrézek 2 — Identifikace protilatek — podezieni na chladové protilatky (Zdroj: Vlastni
foto)

Obrézek 3 — Identifikace protilatek — vysledek po nahtati (Zdroj: Vlastni foto)

Pokud jsou pozitivni reakce v mikrozkumavce na ID-karté stejné, ++++, +++ a AK

v ET je také pozitivni, jedna se o citlivost na enzym pouzivany pii ET (viz Obrézek 4).

U IP je pozitivita v ET, NAT je negativni.
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Obrézek 4 — Vysledek vySetfeni — citlivost v enzymatickém testu, NAT negativni
(Zdroj: Vlastni foto)

U autoprotilatek v ET je pozitivni ET s diagnostickymi erytrocyty i v AK, dulezité je

vySettit PAT, ktery prokaze ptitomnost navazanych vlastnich krvinek. Vysetteni v NAT
je negativni. (viz Obrazek 5)
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Obrazek 5 — Vysledek vysetteni — autoprotilatky v enzymatickém testu, NAT negativni,
PAT +++ (Zdroj: Vlastni foto)
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2. Cil prace a hypotézy

Cil préce:

- Ur¢it podil nespecifickych reakci v enzymatickém testu u piedtransfuzniho

vysetieni.
- Jak zna¢ny maji nespecifické pozitivni reakce vyznam v rutinnim provozu.

- Vyznam vySetiovani screeningu antierytrocytarnich protilatek v enzymatickém

testu.

- Ur¢it nejcastéjsi specifické protilatky v enzymatickém testu, pro které mize byt
ET citlivéjsi nez NAT.

- Doporuceni pro praxi - prdce muze slouzit pro externi laboratofe jako podklad
pro rozhodnuti vyfadit enzymaticky test z rutinniho provozu a tim snizit pocet
pozitivnich vzork, resp. sniZit naklady za vySetfeni odeslané do referen¢ni

laboratote k dovySetieni.

Hypotézy:

H1 — Vice nez 50% vzorku vykazuje pozitivitu v enzymatickém testu vlivem

nespecifickych protilatek.

H2 — Nespecifické protilatky v enzymatickém testu jsou nejcastéji zptsobeny

reakci s danym enzymem.
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3. Metodika

V této cCasti mé prace Se vénuji rutinnimu postupu piedtransfizniho vySetfeni
provadéném na TO NEMCB. Od pfijmu vzorku, vySetfeni screeningu nepravidelnych
protilatek, az po vySetfeni testu kompatibility. V rutinnim provozu se piedtransfizni
vySetieni provadi na TO automatizované na analyzatoru IH-500, kde se screening
nepravidelnych protilatek vySetiuje pouze metodou LISS-NAT. Proto se dalsi ¢ast mé
prace ubird cestou manualniho vyseteni screeningu nepravidelnych protilatek, hlavné
v enzymatickém testu, ktery ostatni TO v Jiho¢eském kraji pouzivaji jako nedilnou
souCast predtransfuzniho vysetfeni. V ptfipadé pozitivniho vysledku screeningu
nepravidelnych protilatek proti erytrocytim je nutné protilaitku identifikovat a
specifikovat. Nékteré pracovisté tuto identifikaci neprovadi a pozitivni vzorky zasilaji
na naSe pracovi$té k dovysetieni. Hodnotim zde vyznam detekovanych protilatek, jejich

klinickou zavaznost a vyznam enzymatického testu u ptedtransfuzniho vySetieni.
Pi{jem materidlu na TO NEMCB obsahuje nékolik ¢asti:

e Piijem vzorku a zadanky o piedtransflzni vySetieni

e Stanoveni krevni skupiny a RhD faktoru

e Screeningoveé vySetfeni nepravidelnych protilatek proti erytrocytim

e Pii pozitivnim screeningu identifikace nepravidelnych protilatek proti
erytrocytim

e Vybér vhodného transflzniho pfipravku a test kompatibility

3.1 Prijem vzorku a Zadanky o predtransfiuzni vysSetireni

Predtransfuznimu vySetfeni v laboratoii ptedchdzeji postupy piijmu materidlu se
zadankou o vySetfeni, identifikaci materidlu a pfipravy vzorku k danému vySetfeni.
Vzorek pro predtransfuzni vySetfeni se odebira do vakuové zkumavky s obsahem
protisrazlivého roztoku EDTA o obsahu 6 — 8 ml. Po kontrole laborantkou, ze udaje na

zkumavce souhlasi sudaji na zadance, je zkumavka i Zadanka oznaena Carovym
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kodem (Stitkem) a zanesena do LIS. Zadanka musi obsahovat jméno, rodné &islo (ICP)
pacienta, pojistovnu, diagnozu (&iselny kod), ICZ a zkratku oddéleni, které vysetieni
pozaduje. Na zadance by meély byt udaje o anamnéze pacienta (porody/potraty,
ptedchozi transfuze, transplantace, potransfuzni reakce, diive zjisténé imunni protilatky
a aplikace antikoagula¢nich roztokd — Dextran, Heparin, probihajici biologicka 1é¢ba),
datum hospitalizace. Velice dulezity je datum a ¢as odbéru, od kterého se zapocitava
doba platnosti testu kompatibility. Ta plati 72 hodin od odbéru vzorku. Vedle data a
¢asu odbéru je povinny tdaj, kdo odbér provedl (jméno a podpis) a také lékat, ktery

transflzi indikuje (razitko a podpis).

Udaje o pacientovi a kody pozadovanych laboratornich metod je nutné manualné vlozit
do pocitace. Nékteré laboratofe vyuzivaji zadavani pozadavkl na laboratorni vySetieni
prostiednictvim informacni sit¢ pifimo na klinickém pracovisti (tzv. elektronicka

zadanka).
(Laboratorni p¥irucka; Rizena dokumentace TO NEMCB)

3.2 Predtransfiizni vyseti‘eni pri pozitivnim screeningu protildtek

Laboratoi Transfazniho oddéleni Nemocnice Ceské Budgjovice, a. S. zpracovava a
vyhodnocuje pozitivni vzorky z ostatnich laboratofi a nemocnic JihoCeské kraje.
Laboratot je doptedu telefonicky informovana, Ze dorazi pozitivni vzorek z jiné
laboratote. V téchto ptipadech se vzorek vySetti manudlni metodou, vySetfujeme u n¢j

screening protiatek jak v NAT tak i v ET. (Rizena dokumentace TO NEMCB)

3.2.1 VySetieni krevni skupiny ABO/RhD

Vzorek se zada do informaéniho systému, oznaci se ¢arovym koédem, zcentrifuguje
3500-50000tacek/minutu po dobu 5 minut. VySetfi se krevni skupina zkumavkovou
metodou. Manudlni vysetieni krevni skupiny ABO/RhD se provadi zkumavkovou
metodou na principu piimé aglutinace. Povrch erytrocytd nese za normalnich okolnosti
slaby negativni naboj. lonty z dilu¢niho roztoku vytvareji okolo erytrocytu dalsi
elektrostatické vrstvy a v dusledku se nemohou krvinky k sob& té€sné piiblizit.

Vzdalenost mezi dvéma krvinkami dokaze pieklenout molekula IgM. K piimé
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aglutinaci dochazi, kdyz k néaplavu erytrocytii, které nesou ptislusné antigeny, ptidame
protilatku tfidy IgM proti konkrétnimu antigenu, za piedpokladu spravného poméru
antigenu a protilatky. Pro vySetieni krevnich skupin se pouzivaji monoklonalni
diagnostika obsahujici mysi IgM protilatky. Stanoveni antigend na erytrocytech je
doplnéno testovanim piitomnosti odpovidacich anti-A a /nebo anti-B aloprotilatek v
séru pacienta s pouzitim Al a B diagnostickych erytrocytt. VySetfeni ABO antigent
provadime detekci antigenti na erytrocytech, pomoci zndmych diagnostickych antisér.
Detekci aglutinini v plazmé nebo séru jedince provadime pomoci diagnostickych
erytrocyti. VySetfeni RhD antigenu provadime pomoci diagnostického antiséra. Kazdy
vzorek se vySetfuje dvojmo riznymi monoklondlnimi diagnostickymi séry tiidy IgM,

které nedetekuji variantu DV'.
a) Prvni vySetfeni krevni skupiny ABO/RhD

Jde-li o prvni vySetieni krevni skupiny ABO RhD u ptedtransfuzniho vySetieni, pak se
vySetfeni sklada z vySetfeni aglutinogenii a aglutinini a kontrolniho néasledného
vySetfeni aglutinogenii. Pokud je u pacienta ordinovano pouze vySetfeni krevni skupiny
pak se provede vySetieni aglutinogenti a aglutinini (nésledné kontrolni vysetfeni se

neprovadi). VySetfeni aglutinogent i aglutininu:
1) Wassermannovu zkumavku popiseme piijmenim pacienta.

2) Do popsané Wassermannovy zkumavky piipravime 3% suspenzi erytrocyti ve

fyziologickém roztoku 0,9% NaCl ( PBS)

3) Zkumavku se vzorkem pacienta centrifugujeme pii 3500-5000 otackach/minutu

5 minut, aby doslo k oddéleni plazmy (nebo séra) a erytrocyti.
4) Vysetieni se provadi ve zkumavce s rozkapanymi diagnostiky:
1. zkumavka obsahuje 1 kapku diagnostika Anti-A
2. zkumavka obsahuje 1 kapku diagnostika Anti-B

3. zkumavka obsahuje 1 kapku diagnostika Anti-AB,
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4. zkumavka obsahuje 1 kapku diagnostika Anti-D (D1)
5. Zkumavka obsahujel kapku diagnostika Anti-D (D2)
6. Zkumavka obsahuje 1 kapku monoklonalni kontroly
Do zkumavek 1-6 se kape 1 kapka 3% suspenze erytrocytii v PBS.
7. zkumavka obsahuje 1 kapku diagnostickych erytrocytt skupiny Al
8. zkumavka obsahuje 1 kapku diagnostickych erytrocytt skupiny B
9. zkumavka obsahuje 1 kapku diagnostickych erytrocytt skupiny 0
Do zkumavek 7-9 se kape 1 kapka plazmy (nebo séra) pacienta.
5) Zkumavky protiepeme a centrifugujeme pii 1000 otackach/minutu po dobu 1 minuty.
6) Erytrocyty resuspendujeme jemnym poklepem na dno zkumavky.
7) Odecitame makroskopicky.

Vyhodnocuje se souhlas krevni skupiny podle vysetieni aglutinogent a podle aglutinint
(viz Tabulka 2). Vyhodnocuje se souhlas vySetieni RhD ob&éma diagnostiky IgM (D1 a
D2) (viz Tabulka 3). Vysetieni monoklonalni kontroly (Ctl.) musi byt vzdy negativni.
Ptipadna aglutinace v kontrole znamena ptfitomnost faktoru, ktery vyvolava faleSné
pozitivni vysledek pii vlastnim vySetfeni antigenu D nebo Dw/v na erytrocytech.
(Rizen4 dokumentace TO NEMCB)
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Tabulka 2 - Urceni krevni skupiny ABO pomoci aglutinogent a aglutinind

DIAGNOSTIKA DIAGNOSTICKE ERYTROCYTY
KREVNI
SKUPINA |anti -A| anti-B |anti - AB Al B 0
0 - - - + + -
A + - + - + -
B - + + + - -
AB + + + - - -

Zdroj: Laboratorni piiru¢ka Nemocnice Ceské Bud&jovice, a. s.

Tabulka 3 - Uréeni RhD

DIAGNOSTIKA

anti-D IgM (D1) anti-D IgM (D2) |Rh negativni kontrola
Rh + + + -
Rh - - - -

Zdroj: Laboratorni ptiru¢ka Nemocnice Ceské Budéjovice, a. s.

Anomalie pfi urCovani krevnich skupin

Slabé, variantni nebo ziskané antigeny a slabé nebo chybgjici ABO protilatky,
ptfitomnost chladovych aloprotilatek nebo autoprotilatek musi byt uvedeny na vysledku
a tato informace musi byt uvedena ve zdravotnické dokumentaci pacienta. U
neocekavané reakce ,,smiSen¢ho pole* dvoji populace erytrocyti je nutné¢ opakovat
testovani ABO/RhD. Mohou byt zpisobeny podanim ABO/RhD neshodnych erytrocytl
nebo transplantaci kostni diené eventuelné kmenovych bunék. Pokud jsou pfitomny
chladové aloprotilatky nebo autoprotilatky je vhodné provést testovani protilatek anti—A
a anti-B pfi vyssi teploté nebo za pouziti diagnostickych erytrocytli bez piitomnosti

antigenu, odpovidajiciho chladové protilatce.

b) Opakované vysetieni krevni skupiny ABO/RhD
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Provadi se u pacientil, ktefi jiz méli vySettenou krevni skupinu v Laboratofich TO
NEMCB. V pfipad¢ jiz znamé krevni skupiny staci provést ovéfeni krevni skupiny

pouze jednim vySetfenim aglutinogend.

Vysledek krevni skupiny musi souhlasit s pfedchozim vySetfenim. Prehled moznych
vysledku viz Tabulka 4. Pokud nesouhlasi, jde o zaménu krevniho vzorku pacienta pii
soudasném nebo piedchozim vysetieni. Skuteénost se oznami VS pracovnikovi
laboratote, oSetiujicimu lékati, dokumentuje se v Knize neshod a vyzada se novy krevni

vzorek pacienta. (Rizena dokumentace TO NEMCB)

Tabulka 4 - Urceni krevni skupiny ABO/RhD pomoci aglutinogenti

DIAGNOSTIKA
KREVNI anti-D IgM | Rh negativni
SKUPINA anti-A anti - B anti - AB (D1) kontrola
A Rh(D) + + - + + -
A Rh(D) - + - + - -
B Rh(D) + - + + + -
B Rh(D) - - + + - -
0 Rh(D) + - - - + -
0 Rh(D) - - - - - -
AB Rh(D) + + + + + -
AB Rh(D) - + + + - -

Zdroj: Laboratorni piiru¢ka Nemocnice Ceské Budgjovice, a. s.

Hodnoceni reakci:
Aglutinogeny

Pozitivni reakce: + az ++++, diagnostikum se navaze na aglutinogen a dojde k

aglutinaci.
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Pozitivni reakce ++++ je viditelna jako velky kompaktni aglutinat.
Pozitivni reakce +++ je viditelna jako vice kompaktnich aglutinat
Pozitivni reakce ++ je viditelna jako vice malych aglutinatt v €iré suspenzi.

Pozitivni reakce + je viditelnd jako drobna aglutinace v suspenzi volnych
erytrocytua.

Negativni reakce: antigen neni piitomen, nedojde k aglutinaci.

Fale$n¢ pozitivni reakce:
- Autoprotilatky u chladové AIHA nebo chladové protilatky nespecificke,
erytrocyty 3xpropereme v PBS (37 °C) a diagnostiky vytemperovanymi na 18°-

25°C. Ptipadné provedeme inkubaci v termostatu pti 37 °C a reakce vymizi.

- Polyaglutinace mize byt zptisobena in vitro G¢inkem bakterii v kontaminovaném
vzorku, v tomto piipadé pozadame o novy odbér do sterilni zkumavky, nebo in
vivo odkrytim T—antigend, v tomto piipadé pozadame o novy odbér po odeznéni

bakteriémie u pacienta.

- Pseudoaglutinace, miZe k ni dojit pfi vySetfeni plné krve na skle, krev
opakované promyjeme v PBS roztoku do vymizeni pseudoaglutinace a

provedeme mikroskopickou kontrolu.
Falesné negativni reakce:

- Nespravny pomér diagnostika a erytrocytl tj. malo diagnostika nebo silna

suspenze erytrocytu.

- SniZend uCinnost diagnostika. Pro ovéfeni U€inku diagnostik se provadi denni

kontroly kvality.

- Slabé antigeny. V tomto piipadé ptidame diagnostikum, inkubujeme 10 minut
pii  teplot¢ 18°-25°Ca nasledn¢ centrifugujeme. Vysledek odecteme
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makroskopicky i1 mikroskopicky. Pokud je vysledek nejasny, odesleme vzorek

na vySetfeni na specializované pracovisté
Aglutininy

Pozitivni reakce: + aZz ++++, aglutinin se navaze na antigen na diagnostickém erytrocytu

a dojde k aglutinaci.
Pozitivni reakce ++++ je viditelna jako velky kompaktni aglutinat
Pozitivni reakce +++ je viditelna jako vice kompaktnich aglutinatt.
Pozitivni reakce ++ je viditelna jako vice malych aglutinati v ¢iré suspenzi.

Pozitivni reakce + je viditelnd jako drobnd aglutinace v suspenzi volnych

erytrocytu.
Negativni reakce:aglutinin neni pfitomen, nedojde k aglutinaci.
Pokud je aglutinace slaba:

- Nakapeme sérum v nadbytku a nechame inkubovat 15 minut pfi pokojové

teploté a centrifugujeme.
- Inkubujeme 15 minut pfi teploté 2-6°C
- Odecitame mikroskopicky
Falesné€ pozitivni reakce:

- Nepravidelné protilatky z ABO sytému, protilatka proti antigenu Al nebo

antigenu H.

- Nepravidelné protilatky mimo ABO systém, protilatky proti antigenim: M, P1,
Le(a), Le(b), N, S.

- Pseudoaglutinace
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Nespecificka reakce s antibiotiky

Falesn¢ negativni reakce:

RhD

Nespravny pomér plazmy (séra) a diagnostickych erytrocytl, pokud jsou

diagnostické erytrocyty v nadbytku.

Pii vySetfeni za séra pii pfitomnosti hemolyzinli anti-A, anti-B, sérum pted

vySetfenim inkubujeme 30 minut pfi 56°C, aby doslo k inaktivaci komplementu.

Aglutininy anti-A, anti-B mohou byt v nizkém titru, v tomto pfipad¢ piidame
sérum, prodlouzime inkubaci a opakujeme centrifugaci, odecitdme

mikroskopicky.

Pti vySetteni antigenu D rozliSujeme 3 kategorie vysledk:

Pozitivni reakce:+ az ++++, diagnostikum se navaze na antigen D a dojde k aglutinaci.

Pozitivni reakce s obéma diagnostiky anti-D, testované erytrocyty jsou RhD pozitivni.

Pozitivni reakce ++++ je viditelna jako velky kompaktni aglutinat .
Pozitivni reakce +++ je viditelnd jako vice kompaktnich aglutinati.
Pozitivni reakce ++ je viditelnd jako vice malych aglutinatii v ¢iré suspenzi.

Pozitivni reakce na + je viditelnd jako drobna aglutinace v suspenzi volnych

erytrocytll

Slaba reakce: V ptipadé diskrepance, nebo pokud je slaba aglutinace +/-s obéma

diagnostiky anti-D 1gM, pacient je povazovan za Dw/v az do doby vyfeSeni

diskrepance. Vzorek je odeslan do referen¢ni laboratofe k objasnéni. O odeslani vzorku

do referen¢ni laboratote rozhodné 1ékat nebo jiny povéfeny VS pracovnik.
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Dw/v: na slaby D antigen je vhodné myslet u:

slabsi reakce vSech pouzitych diagnostickych antisér
- zcela diskrepantnich reakci pouzitych diagnostickych sér
- rozdilu v sile reakci pouzitych diagnostickych sér anti—D

- necekaného nalezu anti-D imunizace bez autoreakce u osoby se zdanlivé

normalnim antigenem D
- diskrepance mezi anamnestickym udajem a soucasnym vySetfenim

Negativni reakce:antigen D neni pfitomen na erytrocytech, nedojde k aglutinaci.
Negativni reakce musi byt vzdy s obéma diagnostiky anti—D, testované erytrocyty jsou
RhD negativni.

Ve zkumavce s monoklonalni kontrolou musi byt vzdy negativni vysledek, ptipadna
aglutinace znamend ptitomnost faktoru, ktery vyvolavé falesné pozitivni vysledek pfi

vlastnim vySetfeni antigenu D na erytrocytech. V tomto ptipad¢ postupujeme takto:
- VySetfované erytrocyty 3x propereme PBS 37°C a opakujeme vysetieni.

- Pokud pozitivita v opakovaném testu zmizi, je zfejmé, ze byla vyvolana
ptitomnosti chladovych protilatek nebo dysproteinémii a vysledek vlastniho

vySetfeni RhD na erytrocytech je platny.

- Pokud pozitivita v kontrole pfetrvava, je ziejmé, ze byla vyvolana senzibilizaci

erytrocytl in vivo IgG protilatkami.

Anomalie pfi uréovani krevnich skupin

Slabé, variantni nebo ziskané antigeny a slabé nebo chybéjici ABO protilatky,
pritomnost chladovych aloprotilatek nebo autoprotilatek musi byt uvedeny na vysledku
a tato informace musi byt uvedena ve zdravotnické dokumentaci pacienta. U

neocekavané reakce ,,smiSené¢ho pole* dvoji populace erytrocyti je nutné opakovat
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testovani ABO/RhD. Mohou byt zpisobeny podanim ABO/RhD neshodnych erytrocytt
nebo transplantaci kostni diené¢ eventueln¢ kmenovych bunck. Pokud jsou ptitomny
chladove aloprotilatky nebo autoprotilatky je vhodné provést testovani protilatek anti—A
a anti-B pfi vyssi teplot¢ nebo za pouziti diagnostickych erytrocytd bez pritomnosti

antigenu, odpovidajiciho chladové protilatce. (Rizend dokumentace TO NEMCB)

3.2.2 Screening nepravidelnych protilatek proti erytrocytim a

nasledna identifikace

Screening nepravidelnych protilatek se v laboratofich TO NEMCB provadi metodou
LISS-NAT. Pouze v urcitych piipadech se NAT dopliiuje ET. Screening v ET se

pouziva jako doplnujici metoda:

- Pii potiebé zvysit citlivost detekce nékterych protilatek (napft. protilatky v Rh

systému, anti-P1, anti-Lewis, anti- Kidd, anti-I, anti-i, anti-Colton, ...)
- Pti identifikaci smési protilatek
- U pacientq, kteti jiz méli zjiSténou protilatku v ET
- U pacientd, pti vySetfeni potransfizni reakce

- U pacienti s dlouhodobou transflzni substitu¢ni 1é¢bou a tézkym klinickym

stavem (hematologické a onkologické diagndzy)
- U zZen v téhotenstvi, které m¢ly zjisténou protilatku v ET

- Nebo u pacientd S jiz vySetfenym screeningem protilatek s pozitivitou v ET,

ktery byl vySetfen na jiném pracovisti
1. Automatizované vySetieni

Krevni vzorek, ktery je vySetfovan ve standardnim reZimu, jde do plné automatického
imunohematologického analyzatoru IH-500 od firmy BIO-RAD (CE v souladu se
smérnici IVD 98/79/ES). IH-500 je pIn¢ automatizovany systém pro praci s ID-

syst¢émem (pipetovani, inkubace, centrifugace, odecitani, ulozeni vysledkid vcetné
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fotografii jednotlivych reakci, zaloha), napojeny piimo na LIS, s aktivnim
monitorovanim QC. Kapacita analyzatoru je 50 vzorkd, 34 lahvicek s reagenciemi, 170
ID-karet. (BIO-RAD)

Pted vySetfenim se vzorek centrifuguje pii 3500-5000 otackach/min po dobu 5 minut.
Dojde k oddéleni plazmy od krvinek. Zkumavky musi byt K vySetifeni v analyzatoru

odzatkované.

V analyzétoru jsou uz veSkeré reagencie potiebné pro piedtransfuzni vySetfeni tzn.
veskeré chemikalie a reagencie: ID- karty LISS/Coombs pro NAT, ID- karty NaCl pro
ET, ID-DiaCell pro NAT I-1I-1ll (screeningové erytrocyty), ID-DiaCell pro ET
IP-1IP-11IP, ID-Diluent 2 (modifikovany LISS roztok pro pfipravu suspenze
erytrocyti), IH-QC (modularni systém-systém pro denni kontrolu kvality: IH-QC1 [KS
A RhD negativni, fenotyp: ddccee, protilatka anti-D 0,05 IU/ml], IH-QC2 [KS B RhD
pozitivni, fenotyp: DCcEe, protilatka anti-Fya], IH-QC4 [KS 0 RhD pozitivni, fenotyp:
DccEE, protilatka anti-K], IH-QC5 [KS A RhD pozitivni, fenotyp: DCcee, bez
protilatky]), systémova kapalina — promyvaci roztok A, dekontamina¢ni kapalina —
0,5M NaOH. (Rizena dokumentace TO NEMCB)

Princip NAT metodou sloupcové aglutinace

Plastova ID-karta LISS/Coombs se sklada z 6 mikrozkumavek, které obsahuji gelovou
matrix, skrze kterou béhem centrifugace prochazi vySetfovany material. Gelové Castice
jsou takové velikosti, Ze mezery mezi nimi jsou ,,prachozi“ pouze pro jednotlivou
krvinku, shluky 2 a vice krvinek jsou zadrzovany v gelovem sloupci, velké shluky
zustavaji na horni ¢asti sloupce, pfi negativni reakci vSechny krvinky projdou na dno
mikrozkumavky. Gelova matrix ID-karty LISS/Coombs obsahuje polyspecifické AHG
(krali¢i anti-lgG a monoklonalni anti-C3d, klon 139-9). Mikrozkumavky ID-karty
LISS/Coombs obsahujici AHG jsou ur¢eny pro screening a identifikaci aloprotilatek,
test kompatibility a PAT. Inkubacni faze probiha v horni rozSifené casti
mikrozkumavky. Pti nasledné centrifugaci se vlivem své vyssi specifické vahy dostavaji

jako prvni do pohybu erytrocyty a pfichazeji tak diive do prostfedi gelu neZ pomaleji
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putujici nenavazané lg. Protilatka reaguje specificky s tim antigenem, ktery stimuloval
jeji tvorbu. Protilatku Ize identifikovat na zaklad¢ schématu jeji reaktivity v porovnani

s panelem diagnostickych erytrocytii se zndmou antigenni konfiguraci.

IH-500 vysetfovany vzorek napipetuje, inkubuje a po identifikaci karet vzorek prob&hne
proces Cteni a automatického vyhodnoceni. Vysledky se zobrazi na monitoru PC
pomoci softwaru IH-Com. Vysledky pro jednotlivé mikrozkumavky se vyhodnoti
S pouzitim téchto symboli: ++++, +++, ++, +, -, +/-, DP (double population) — viz
Obrazek 6. (Rizena dokumentace TO NEMCB)

pozitivni pozitivni pozitivni pozitivni negativni
b +++ Z

Obrazek 6 — Hodnoceni reakci sloupcové aglutinace (Zdroj: Rizena dokumentace TO
NEMCB)

Pokud je ve screeningu detekovana pozitivni reakce, je ur€ena jeji specifita a klinicky

vyznam.

2. Manualni vySetfeni screeningu antierytrocytarnich protilatek metodou gelové

aglutinace
Princip vysetieni

Toto vySetfeni stanovuje piitomnost antierytrocytarnich aloprotilatek, které vznikly
imunizaci pacienta po podani transfuze nebo u Zeny v téhotenstvi. Dale zachycuje téZ
autoprotilatky, které vznikly bez ptedchozi imunizace. Vysetieni provadime metodou

sloupcové aglutinace tzv. nepfimym antiglobulinovym testem (NAT). NAT zachycuje
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klinicky vyznamné protilatky t¥idy IgG. Protoze NAT metody mohou detekovat témér
vSechny klinicky zavazné protilatky, doporucuje se pro screening protilatek pouziti
samotného NAT bez dalsi dopliujici screeningové techniky. ET je dopliikova technika,
vzacné citlivéj$i nez NAT. ET test poskytuje zesilené reakce v systémech Rh, Kell,
Kidd, nejsou v ném prukazné protilatky systémid MNSs a Duffy. Nepovazuje se za
rutinni metodu pro screening protilatek. Autologni kontrola nebo PAT (piimy
antiglobulinovy test) nejsou nutnou soucasti screeningu protilatek. Autologni kontrola
nebo PAT se rutinné provadi jako soucast screeningu protilatek pii piedtransfuznim
vySetieni u novorozencii a déti do 6 mésici v€ku a pifi vySetieni pozitivnich

antierytrocytarnich protilatek, které jiz byly identifikovany pfi pfedchozim vysetfeni.

Chemikalie, reagencie a spotiebni material: ID—Karty LISS/Coombs (pro NAT),
ID-karty NaCl (pro ET), ID-Diacell pro NAT | —II —II1, ID-Diacell pro ET | —II —III,
ID-Diluent 2 (Modifikovany LISS pro pfipravu suspenze erytrocytu), ID—Papain
(Papainovy roztok ptipraveny k piimému pouziti pro upravu krvinek papainem

do autokontroly), $pi¢ky, rukavice

Piistroje a pomocna zafizeni: laboratorni centrifuga na centrifugaci zkumavek, pipetor,
ID—Inkubator nebo DG-Inkubétor, ID-Centrifuga

Screening antierytrocytarnich protilatek NAT

1) Pted provedenim screeningu protilatek je potieba vSechny reagencie vytemperovat na

pokojovou teplotu.

2) Vzorek pacienta centrifugujeme pii 3500-5000 otackach/minutu 5 minut, aby doslo
k oddé€leni plazmy a erytrocyta.

3) ID—kartu LISS/Coombs popiSeme piijmenim pacienta, a jednotlivé mikrozkumavky

popiseme Cislem diagnostickych erytrocytu I, II, III.

4) Diagnostické erytrocyty ID-Diacell pied pouzitim jemné resuspendujeme. Nejprve
napipetujeme na ID—kartu LISS/Coombs 50 ul diagnostickych erytrocyta I, II, II, k nim

napipetujeme 25 ul plazmy pacienta.
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5) ID-kartu inkubujeme 15 minut v ID-inkubatoru pii 37°C. ID-inkubator vyda
zvukovy signal po uplynuti inkubac¢ni doby.

6) ID—kartu centrifugujeme v ID—centrifuze, otacky a doba centrifugace je pevné

nastavena vyrobcem.
7) Odecéteme vysledek.

Screening antierytrocytarnich ET

1) Pted provedenim screeningu protilatek je potieba vSechny reagencie vytemperovat na

pokojovou teplotu.

2) Vzorek pacienta centrifugujeme pii 3500-5000 otackach/minutu 5 minut, aby doslo
k oddé€leni plazmy a erytrocyta.

3) ID—kartu NaCl popiSeme ptijmenim pacienta a jednotlivé mikrozkumavky popiseme

¢islem diagnostickych erytrocytt: LILIII.

4) Diagnostické erytrocyty ID-Diacell pied pouzitim jemné resuspendujeme. Nejprve
napipetujeme na kartu NaCL 50 pl diagnostickych erytrocyti papainizovanych I, II, III,

k nim napipetujeme 25 ul plazmy pacienta.

5) ID-kartu inkubujeme 15 minut v ID-inkubatoru pii 37°C. ID-inkubator vyda
zvukovy signal po uplynuti inkubac¢ni doby.

6) ID—kartu centrifugujeme v ID—centrifuze, otacky a doba centrifugace je pevné

nastavena vyrobcem.

7) Odecteme vysledek.
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Provedeni autologni kontroly

Autologni kontrolu provedeme v piipadech:

- Pokud jde o ptedtransfizni vySetieni novorozence nebo ditéte do 6 mésicu véku.

Provede se autologni kontrola NAT na ID-karté LISS/Coombs.

- Pokud jde o pacienta s jiz urCenou protilatkou. Autologni kontrola se provede
testem, ve kterém byla protilatka pfitomna pii piedchozim vysSetfenim bud’ NAT

nebo ET nebo obéma testy.
Postup provedeni:
1) Wassermannovu zkumavku popiseme piijmenim pacienta.

2) Do popsané Wassermannovy zkumavky piipravime 0,8% suspenzi erytrocytd

pacienta v Diluentu 2.

3) Vzorek pacienta centrifugujeme pii 3500-5000 otackach/minutu 5 minut, aby doslo
k oddé€leni plazmy a erytrocyta.

4) Mikrozkumavku ID—karty LISS/Coombs (nebo/a ID—kartu NaCl) oznatime AK a

popiSeme piijmenim pacienta.

5) Do mikrozkumavky ID—karty LISS/Coombs (nebo/a ID—kartu NaCl) napipetujeme
50 ul 0,8% suspenze erytrocytu pacienta v Diluentu 2.

6) Do mikrozkumavky napipetujeme 25 ul plazmy pacienta.

7) Pokud se autologni kontrola provadi na ID-kart¢ NaCl pak je potieba do

mikrozkumavky po napipetovani plazmy, napipetovat jesté 25 pl papainu.

8) ID-kartu inkubujeme 15 minut v ID—inkubatoru pii 37°C. ID-inkubator vyda
zvukovy signal po uplynuti inkubacéni doby.

9) ID—kartu centrifugujeme v ID—centrifuze, otacky a doba centrifugace je pevné

nastavena vyrobcem.
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10) Odecteme vysledek.

Pozitivni reakce: aglutinované erytrocyty vytvareni na povrchu gelu linku nebo jsou
rozptyleny v gelu, reakce je hodnocena + az ++++, mohou se vyskytnout i slabsi reakce

+/- ptipadné stopové reakce.
Negativni reakce: kompaktni sediment erytrocyti na dn¢ zkumavky.

(Rizena dokumentace TO NEMCB)
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3.2.3 Identifikace antierytrocytarnich protilatek metodou gelové
aglutinace

Princip vysetireni

Plazma nebo sérum pacienta jsou testovany metodou gelove aglutinace (NAT) proti
identifika¢nimu panelu diagnostickych erytrocytii. Vhodné je zafazeni vlastnich
erytrocytll pacienta tzv. autologni kontrola (,,autokontrola®), k odliSeni protilatky proti
antigenu o vysoké frekvenci vyskytu od nespecificke autoprotilatky. Specifita protilatky
by méla byt potvrzena, jen kdyz reaguje piinejmensim se 2 typy diagnostickych
erytrocytll nesoucich dany antigen a nereaguje pfinejmensim se 2 typy erytrocyti, které
jsou negativni pro dany antigen. Je-li identifikovana jedna protilatka, je dulezité se
ujistit, Ze nebyla opomenuta pfitomnost dal$ich klinicky vyznamnych protilatek. Pouziti
doplnujicich technik jako napt. ET a chladového solného testu miize pomoci zejména
pti identifikaci protilatek, které reaguji slabé v NAT nebo pfi smési protilatek. VéEtSina
protilatek prokazatelnych pouze ET nema pravdépodobné klinicky vyznam, ptesto by

specificky nalez nemél byt ignorovan.

Chemikalie, reagencie: Identifika¢ni panel erytrocytd ID-DiaPanel (vyrobce:
BIO-RAD), identifika¢ni panel erytrocyti ID-DiaPanel-P (vyrobce: BIO-RAD),
identifikaéni panel erytrocyti Makropanel-16 (vyrobce: Sanquin), ID-Karty
LISS/Coombs, ID-Karty NaCl/enzymovy a chladovy test, ID-Diluent 1 (modifikovany
Bromelin roztok), ID-Diluent 2 (modifikovany LISS roztok), ID-Papain (roztok pro
papainizaci erytrocytil), panely erytrocytu ID-DiaPanel a ID-DiaPanel-P jsou jiz
nafedény na pracovni koncentraci 0,8%. Proto se jiz nemusi fedit. Oba panely obsahuji
stejnych 11 typa erytrocytd. Panely jsou uloZzeny v zdkladnim baleni v chladnicce.
Protokoly panelu jsou oznageny jako ZAKLADNI PANEL. ID-DiaPanel slouzi k
vysetfeni v NAT. ID-DiaPanel-P obsahuje papainizované erytrocyty a slouzi k vySetieni
v ET.Identifika¢ni panel erytrocyti Makropanel-16 je ulozen v zakladnim baleni
Vv chladni¢ce v laboratofi ¢asti specialni imunohematologie laboratoti TO. Pouziva se
jako doplikovy tam, kde s panelem ID-DiaPanel nelze vySetfeni uzavtit. Protokoly

panelu jsou oznaceny jako DOPLNUJICI PANEL. U Makropanelu-16 musime piipravit
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0,8-1% suspenzi 1x propranych erytrocytt Makropanelu v ID-Diluentu 2
(1 ml Diluentu 2 + 10ul sedimentu erytrocyti). Identifika¢ni panel nafedény na pracovni

fedéni je pouzitelny 24 hodin po natfedéni.

Spottebni material: aglutinacni zkumavky (sklenéné, plastové) a Wassermannovy
zkumavky (sklenéné, plastové), jednordzové 3ml pipety, pasteurovy pipety, Spicky,

rukavice

Piistroje a pomocna zafizeni: laboratorni centrifuga na centrifugaci zkumavek,

mikroskop, pipetor, termostat, ID—inkubator, ID—centrifuga
Podrobny postup vysetreni

Plazma nebo sérum pacienta se vySetfuje aglutinaénimi metodami na ID-kartach
S panely erytrocytli s urCenymi antigeny sestavenymi tak, aby vylucovaci metodou
podle negativnich a pozitivnich reakci bylo ve vétSiné ptipadll u pacienta mozné urcit
specifitu volnych protilatek (aloprotilatky nebo autoprotilatky). U autoprotilatek se
velmi cCasto nepodaii specifitu uréit (reaguji vétSinou se vSemi erytrocyty

identifikac¢nich panelit).
Vysetieni se sklada ze dvou ¢asti:

- Vlastni identifikace protilatek s vysetfenim autologni kontroly (pokud nebyla

vySetiena pii screeningu)

- Podle specifity prokézanych aloprotilatek (negativni autologni kontrola) se
U pacienta provede vySetfeni antigenl, proti nimz jsou zjiSténé protilatky
namifeny. Pacient nemiiZze mit antigen, proti némuZ je namifena aloprotilatka.

U autoprotilatek o vySetfeni antigenil pacienta rozhoduje povéieny lékar.
Provedeni identifikace antierytrocytarnich protilatek ZAKLADNIM panelem v NAT:

- U pacientd s pozitivnim screeeningem antierytrocytarnich protilatek.
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- U pacientii s jiz zndmou protilatkou, vySetfenou v Laboratotich TO NEMCB,

pokud tato protilatka byla prokédzana v NAT.
Provedeni identifikace antierytrocytarnich protilatek ZAKLADNIM panelem v ET:
- U pacientd s pozitivnim screeeningem antierytrocytarnich protilatek.

- U pacientii s jiz zndmou protilatkou, vySetfenou v Laboratotich TO NEMCB,

pokud tato protilatka byla prokézana v ET.
Provedeni identifikace antierytrocytarnich protilatek DOPLNUJICIM panelem v NAT:

- U pacientl pozitivhim screeeningem antierytrocytarnich protilatek, kde nebylo
mozné jednoznaéné identifikovat protilatku ZAKLADNIM panelem v NAT.

- U pacientli s jiz znamou protilatkou, vySetfenou v Laboratotich TO NEMCB,
pokud tato protilatka byla prokdzana v NAT DOPLNUIJICIM panelem
(protilatka neni jednoznaéné identifikovatelnd ZAKLADNIM panelem)

Provedeni identifikace antierytrocytarnich protilitek DOPLNUJICIM panelem v ET:

- U pacientli pozitivnim screeeningem antierytrocytarnich protilatek, kde nebylo

mozné jednoznaéné identifikovat protilatku ZAKLADNIM panelem v ET.

- U pacientl s jiZ zndmou protilatkou, vySetfenou v Laboratofich TO NEMCB,
pokud tato protilatka byla prokazana v ET DOPLNUJICIM panelem (protilatka
neni jednoznaéné identifikovatelnd ZAKLADNIM panelem)

Soucasné s provedenim identifikace se provede autologni kontrola (,,autokontrola‘),

pokud nebyla provedena pfi screeningu antierytrocytarnich protilatek.

Identifikace antierytrocytarnich protilatek ZAKLADNIM panelem

1) Pted provedenim identifikace protilatek je potfeba vSechny reagencie vytemperovat

na pokojovou teplotu.
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2) Vzorek pacienta centrifugujeme pii 3500-5000 otackach/minutu 5 minut, aby doslo

k oddé€leni plazmy a erytrocyta.

3) ID—karty LISS/Coombs popiseme piijmenim pacienta, a jednotlivé mikrozkumavky

popiseme ¢islem diagnostickych erytrocyti: 1-11.

4) ID—karty NaCl popiSeme piijmenim pacienta a jednotlivé mikrozkumavky popiSeme

¢islem diagnostickych erytrocytti:1-11.

5) Diagnostické erytrocyty ID-DiaPanel pied pouzitim jemné resuspendujeme. Nejprve
napipetujeme na ID—kartu LISS/Coombs 50 ul diagnostickych erytrocyti 1-11, k nim

napipetujeme 25 ul plazmy pacienta.

6) Diagnostické erytrocyty ID-DiaPanel-P pied pouzitim jemné resuspendujeme.
Nejprve napipetujeme na kartu NaCl 50 pl diagnostickych erytrocytti papainizovanych
1-11, k nim napipetujeme 25 ul plazmy pacienta.

7) ID-karty inkubujeme 15 minut v ID—inkubatoru pii 37°C. ID-inkubator vyda

zvukovy signal po uplynuti inkubac¢ni doby.

8) ID—karty centrifugujeme v ID—centrifuze, otaCky a doba centrifugace je pevné

nastavena vyrobcem.
9) Odecteme vysledek.
10) Vysledky zaznamename na pracovni protokol, ktery je dodavany k panelim.

V ramci provedeni identifikace protilatek je vhodné provést autologni kontrolu, pokud

nebyla provedena pii screeningu antierytrocytarnich protilatek.

Identifikace antierytrocytarni protilatky DOPLNUJICIM panelem

1) Pted provedenim identifikace protilatek je potfeba vSechny reagencie vytemperovat

na pokojovou teplotu.
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2) Vzorek pacienta centrifugujeme pii 3500-5000 otackach/minutu 5 minut, aby doslo

k oddé€leni plazmy a erytrocyta.

3) ID—karty LISS/Coombs popiseme piijmenim pacienta, a jednotlivé mikrozkumavky

popiseme ¢islem diagnostickych erytrocyta: 1-16.

4) ID—karty NaCl popiSeme piijmenim pacienta a jednotlivé mikrozkumavky popiSeme

¢islem diagnostickych erytrocytti:1-16.

5) Diagnostické erytrocyty Makropanel-16 pfed pouzitim jemné resuspendujeme.
Nejprve napipetujeme na ID—kartu LISS/Coombs 50 ul diagnostickych erytrocytu 1-16,

k nim napipetujeme 25 ul plazmy pacienta.

6) Diagnostické erytrocyty Makropanel-16 pfed pouzitim jemné resuspendujeme.
Nejprve napipetujeme na kartu NaCl 50 ul diagnostickych erytrocytd 1-16, k nim
napipetujeme 25 ul plazmy pacienta a nasledné do vSech mikrozkumavek napipetujeme

25 pl papainu.

7) ID-karty inkubujeme 15 minut v ID—inkubatoru pii 37°C. ID-inkubator vyda

zvukovy signal po uplynuti inkubac¢ni doby.

8) ID—karty centrifugujeme v ID-centrifuze, otacky a doba centrifugace je pevné

nastavena vyrobcem.

9) Odecteme vysledek.

10) Vysledky zaznamendme na pracovni protokol, ktery je dodavany k panelu.
Hodnoceni reakci:

Pozitivni a negativni reakce se hodnoti stejné¢ jako u vySetfeni screeningu

nepravidelnych protilatek metodou gelové aglutinace.
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RozliSeni na aloprotilatky a autoprotilatky:
Aloprotilatky:
- negativni autokontrola

- jen slab& pozitivni autokontrola (+/-az +), pfi¢emz reakce s erytrocyty panelu

jsou vyrazn¢ siln€jsi nez s erytrocyty pacienta.
Autoprotilatky:

- autokontrola zpravidla pozitivni na ++az +++, nebo pii slabsi reakci
v autokontrole stejna sila reakci s erytrocyty panelu i s erytrocyty pacienta.
U pacienta mohou byt zaroven pfitomny autoprotilatky i aloprotilatky, pfi¢emz

siln€j$i autoprotilatky mohou pfitomnost aloprotilatek piekryt.
Urceni specifity protilatek:

Princip hodnoceni - pozitivni reakce jsou jen s erytrocyty nesoucimi piislu$ny antigen a
negativni reakce jsou jen s erytrocyty, které¢ ptisluSny antigen nenesou. Vylucovaci
metodou se ur¢i antigeny, proti nimz jsou protilatky v séru namifeny. Za spolehlivy se
povazuje prukaz specifity protilatky tehdy, kdyz jsou k dispozici alespon dva typy
erytrocytll nesouci antigen s pozitivni reakci a dva typy erytrocytd bez antigenu
s negativni reakci. Existuji specifity, kde u slabsich protilatek byvaji Casto negativni
reakce s erytrocyty, nesoucimi pfisluSny antigen v heterozygotni kombinaci.
Pfti podezteni na takovou protilatku je tfeba se fidit v hodnoceni identifikace pfedevSim
reakcemi s homozygotnimi erytrocyty. Nejcastéjsi specifity s touto reaktivitou: anti-E,
anti-M, anti-Jk(a), anti-Fy(a), anti-Fy(b). U velmi slabych protilatek muze byt tato

reaktivita ve vSech znamych specifitach.

Specifita protilatky se zapisuje ve tvaru: anti-K, anti-Jk(a) apod. Vysetfeni pfislusnych
antigenti u pacienta slouzi jako potvrzeni, ze u pacienta mohou byt pifitomny

aloprotilatky se specifitou, zjisténou podle vyhodnoceni identifikacnich panelii. Pacient
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nemuze nést antigen, proti némuz je namiiena aloprotilatka. (Rizena dokumentace TO

NEMCB)

3.2.4 Manualni vySetfreni kompatibility transfazniho pripravku
obsahujici erytrocyty metodou gelové aglutinace

Princip vysetieni

Jedna se o zkousku plazmy pfijemce s erytrocyty transfuzniho ptipravku (erytrocyty
darce). Cilem vySetieni kompatibility je zajistit pfijemci podani takového transfuzniho
pripravku, ktery bude dostate¢né dlouho ptezivat v krevnim obéhu piijemce a nepovede
ke klinicky vyznamné destrukci darcovskych krvinek. Rutiné se test kompatibility
provadi metodou s citlivosti odpovidajici LISS/Coombs (NAT) pii 37°C. Test se
provadi sloupcovou aglutinaci. Test kompatibility enzymovym testem neni standardnim

postupem. Soucésti testu kompatibility je ovéfeni ABO RhD transfizniho ptipravku.

Chemikalie, reagencie a spotiebni material: ID—Karty LISS/Coombs (pro NAT), ID-
karty NaCl (pro ET), ID-Diluent 2 (Modifikovany LISS pro ptipravu suspenze
erytrocytll), ID—Papain (Papainovy roztok piipraveny k pfimému pouZziti pro Gpravu

krvinek papainem do autokontroly), $picky, rukavice.

Piistroje a pomocna zafizeni: laboratorni centrifuga na centrifugaci zkumavek, pipetor,

ID—inkubétor, ID—centrifuga.
Test kompatibility NAT

1) Pted provedenim testu kompatibility je potifeba vSechny reagencie vytemperovat na

pokojovou teplotu.

2) Vzorek pacienta centrifugujeme pii 3500 —5000 otackach/minutu 5 minut, aby doslo

k oddéleni plazmy a erytrocyti.

3) Wassermannovu zkumavku popiSeme Cislem transfiizniho pfipravku.
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4) Do popsané Wassermannovy zkumavky pfipravime 0,8% suspenzi erytrocytd

transfizniho ptipravku v Diluentu 2.

5) ID—kartu LISS/Coombs popiSeme piijmenim pacienta, a jednotlivé mikrozkumavky

popiseme Cisly transflznich piipravka, které chceme pacientovi nakfizit.

6) Nejprve napipetujeme na ID—kartu LISS/Coombs 50 ul 0,8% suspenzi erytrocytl
transflzniho pfipravku v Diluentu 2. K erytrocytim napipetujeme 25 ul plazmy

pacienta.

7) ID-kartu inkubujeme 15 minut v ID—inkubatoru pii 37°C. ID-inkubator vyda
zvukovy signal po uplynuti inkubacéni doby.

8) ID—kartu centrifugujeme v ID—centrifuze, otacky a doba centrifugace je pevné

nastavena vyrobcem.
9) Odecteme-vysledek.
Hodnoceni reakci

Pozitivni reakce: aglutinované erytrocyty vytvareni na povrchu gelu linku nebo jsou
rozptyleny v gelu, reakce je hodnocena + az ++++. V nékterych piipadech se mohou
vyskytnout i reakce +/-nebo reakce stopové. V ptipadg, ze je test kompatibility pozitivni

je tfeba myslet na:
- Protilatku proti antigenu s nizkou frekvenci vyskytu.

- Imunoglobuliny vdzané na erytrocyty transfuzniho piipravku, je vhodné proveést

PAT s darcovskymi erytrocyty.

- Chybu pii vybéru erytrocytového transfizniho ptipravku s inkompatibilni krevni

skupinou ABO.

Protilatky proti leukocytim.

Negativni reakce: kompaktni sediment erytrocytti na dné zkumavky.
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Platnost testu kompatibility je nejdéle 72 hodin, pocitdno od doby provedeni odbéru
vzorku pacienta. V piipad¢ potieby transfize pro dané¢ho pacienta po uplynuti této lhity
je nutno provést test kompatibility z nového vzorku odebrané krve a na zékladé nové
zadanky. Platnost testu kompatibility Ize prodlouzit u pacientd, ktefi nebyli
prokazatelné v poslednich 3 mésicich vystaveni riziku imunizace. Tento anamnesticky
udaj musi byt uveden na zddance jasnou formou. Vlastni test kompatibility musi byt ale

proveden ze vzorku odpovidajici kvality (nesmi byt starsi 7 dnti).

Uchovavani vzorkli po analyze: vySetfované krevni vzorky uchovavame 7 dni
ve stojanech oznafenych datem pfislusného dne pti teplot¢ 2-8°C. (Laboratorni
ptiru¢ka, Rizend dokumentace TO NEMCB)

Piimy antiglobulinovy test (PAT)

Pfimym antiglobulinovym testem se ovéfuje, zdali jsou erytrocyty senzibilizovany
protilatkami in vivo. Pfimy antiglobulinovy test se provadi s polyspecifickym
antiglobulinovym sérem AHG, které obsahuje anti-lgG a anti-C3d protilatky. Toto

vySetfeni se provadi metodou sloupcové aglutinace.

Chemikalie a reagencie: ID-karta LISS/Coombs, ID-Diluent 2, fyziologicky PBS

roztok, $picky, rukavice.
Piistroje a pomocna zafizeni: ID-centrifuga, pipetor.

1) Pfed provedenim testu kompatibility je potfeba vSechny reagencie vytemperovat na

pokojovou teplotu.

2) Vzorek pacienta centrifugujeme pii 3500 —5000 otdCkach/minutu 5 minut, aby doslo
k oddé€leni plazmy a erytrocyta.

3) Wassermannovu zkumavku popiSeme ¢islem transfuzniho ptipravku. VySetfované

erytrocyty je nutné promyt PBS roztokem.

4) Do popsané¢ Wassermannovy zkumavky pfipravime 0,8% suspenzi vySetfovanych

erytrocytu pacienta v ID-Diluentu 2.
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5) ID-kartu popiSeme piijmenim pacienta.

6) Napipetujeme na ID—kartu LISS/Coombs 50 ml 0,8% suspenze vysetfovanych
erytrocyta.

7) Centrifugujeme v ID-centrifuze 10 min pii 905 RPM.

8) Odecteme vysledek.

Hodnoceni reakci:

Pozitivni reakce: aglutinované erytrocyty jsou rozptyleny v gelu nebo vytvaieji na
povrchu gelu linku. Reakce je hodnocena + az 4+, mohou se vyskytovat i reakce slabsi

+-. Pozitivni reakce indikuje senzibilizaci erytrocytil pacienta.

Negativni reakce: vySetfovana erytrocyty tvoii kompaktni sediment na dné zkumavky.
Negativni reakce indikuje nepfitomnost detekovatelnych IgG protilatek nebo C3d
slozky komplementu na erytrocytech. (Rizena dokumentace TO NEMCB)
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4. Vysledky

Vysledky jsou vyhodnoceny za obdobi od 1. 9. 2015 do 31. 12. 2020. Jde jednak
o0 vysledky z laboratoie krevni banky TO NEMCB (127 vzorkt) a dale 0 405 vzorku
z mensich pracovi§t JihoCeského kraje, které byly zaslany na TO NEMCB
Kk ptedtransfiznimu vySetieni pro pozitivni screening antierytroctarnich protilatek v ET.
Jedna se o pracovisté Krevni banka Téabor, Transfuzni odd¢leni Jindfichuv Hradec,
Krevni banka Prachatice, Krevni banka Cesky Krumlov, Transfuzni oddéleni Pisek,

Krevni banka Strakonice, Transfuzni oddéleni Pelhfimov. (viz Tabulka 5)

Laboratofe transfizniho oddéleni NEMCB jako spadové pracovisté Jihoceského kraje
vySetfuje identifikace protilatek ze vzorkli zaslanych pravé z vyse vyjmenovanych

pracovist, ktera vétSinou stale standardné vysetiuji screening protilatek v ET i NAT.

e Ceské Budgjovice — systém firmy BIO-RAD, standardné screening v NAT,
doplikové v ET (enzym papain)

e Tébor — ID-systém firmy BIO-RAD, standardné screening v NAT i v ET (enzym
papain)

e Jindfichtiv Hradec — ID-systém firmy BIO-RAD, standardné screening v NAT i
v ET (enzym papain)

e Prachatice - systém Ortho BioVue, standardné screening v NAT i v ET (enzym
ficin)

e Cesky Krumlov — ID-systém firmy BIO-RAD, standardné screening v NAT i

v ET (enzym papain)

e Pisek — ID-systém firmy BIO-RAD, standardné screening v NAT i v ET (enzym
papain), vySetiuji i identifikace protilatek, na TO NEMCB posilaji pouze

vybrané vzorky
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Strakonice - systém Ortho BioVue, standardné screening v NAT i v ET (enzym
ficin), vySetfuji i1 identifikace protilatek, na TO NEMCB posilaji pouze vybrané

vzorky

Pelhfimov — ID-systém firmy BIO-RAD, standardn¢ screening v NAT,
doplitkové v ET (enzym papain), vySetfuji i identifikace protilatek, na TO
NEMCB posilaji pouze vybrané vzorky

Po telefonické domluvé se krevni vzorek pozitivni v ET dopravi k vysetfeni do

Laboratoie TO NEMCB, kde se vysetii screening protilatek v ET i NAT a identifikace

protilatek (IP) vET i NAT pomoci identifikatniho panelu. Diky tomu, Ze vé&tSina

okresnich transfuznich laboratofi nebo krevnich skladi stdle standardné vysSetiuje

screening protilatek pied podanim transfize i v enzymatickém testu, zachytavaji

nespecifické reakce, které nejsou klinicky vyznamné a celé vysetieni jen prodlouzi a

zvysi se financni ndklady na vySetfeni. Pokud uz se jednou zjisti pozitivni screening

v ET, pii opakovanych vysetienich se vzdy v ET vysetiuje.

Vysledky vysetieni jsem vyhodnotila podle nasledujicich kritérii:

Vysledky screeningu protilatek v ET vysSetfenych Laboratoii TO NEMCB

negativni/pozitivni

U pozitivnich vysledki  provedena identifikace protilatek, vysledek

nespecificka/specificka reakce v ET
Typy jednotlivych nespecifickych reakci
U specifickych reakci typ protilatky

Casova a finan¢ni naro¢nost vySetfeni
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Tabulka 5 - Celkové vysledky

Nespecificka reakce v ET Specificka
Negativni reakce
vysledek Nespecifita | Citlivost | Autoprotilatky | Chladové
VET VET VET protilatky VET celkem
Ceské
o 0 29 0 52 0 46 127

Budgjovice
Téabor 36 46 22 10 1 46 161
Jindfichtv

1 50 15 5 0 16 87
Hradec
Prachatice | 42 12 7 2 0 12 75
Cesky

25 15 3 4 0 9 56
Krumlov
Strakonice | 2 4 0 3 0 5 14
Pisek 0 2 0 3 0 1 6
Pelhifimov | O 0 0 4 0 2 6
celkem 106 158 47 83 1 137 532

Zdroj: Vlastni vyzkum

4.1 Vysledky protildtek v ET vyseti‘enych Laboratori TO NEMCB

a) Vzorky poslané z externich pracovist’

Od 1.9.2015 do 31.12.2020 bylo v Laboratofi transfuzniho oddéleni NEMCB vysetieno

405 vzorkt s nahlaSenou pozitivni reakci v ET. 106 z nich bylo po opakovaném

vySetfeni screeningu v ET i NAT a identifikace protilatek v ET i NAT zcela negativni.

Dalsich 208 vzorka prokazovalo nespecifickou reakci v ET a 91 bylo uréenych jako

protilatka jasné specifity. (viz Tabulka 6, Obrazek 7)
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Tabulka 6 — Vysledky vySetieni protilatek zaslanych z externich pracovist

Negativni | Nespecificka | Specificka
vysledek | reakce v ET | reakce v ET

106 208 91

Zdroj: Vlastni vyzkum

250 ~

200 -

150 A

100 A

50 -

0 T T 1

Negativnivysledek  Nespecifickd reakce  Specificka reakce v
vET ET

Obrézek 7 — Grafické znazornéni dle Tabulky 6 (Zdroj: Vlastni vyzkum)
b) Vzorky z laboratote krevni banky TO NEMCB

Od 1.9.2015 do 31.12.2020 bylo v laboratofi krevni banky TO NEMCB zachyceno 127
pozitivnich vzorkl na imunohematologickém analyzatoru TH-500, které byli nasledné
vySetieny manualné¢ v ET i vNAT - NAT negativni, ET pozitivni. 81 vzorka
prokazovalo nespecifickou reakci v ET a 46 bylo uréenych jako protilatka jasné
specifity. (viz Tabulka 7, Obrazek 8)
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Tabulka 7 - Vysledky vysSetieni protilatek z laboratofe krevni banky

Nespecificka | Specificka
reakce v ET |reakcev ET

81 46

Zdroj: Vlastni vyzkum

90 -~
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 A

Nespecificka reakce v ET Specificka reakce v ET

Obrézek 8 — Grafické znazornéni dle Tabulky 7 (Zdroj: Vlastni vyzkum)

4.2 Nespecifické reakce v ET

Nespecické reakce v ET rozliSujeme podle sily reakce s diagnostickymi erytrocyty a
pozitivity vlastni autokontroly (AK). Pokud se reakce v sile 1isi, objevuji se ++, + a +-
reakce a AK v ET miiZe byt i negativni, ale screening a identifikace protilatek (IP)

v NAT jsou negativni, jedna se o nespecifické protilatky v ET.
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V piipadé podezieni na chladové protilatky je potieba vySetfeni opakovat s nahfatymi

reagenciemi na 37°C (v¢. ID-karet a Spic¢ek). Pokud se reakce zeslabi nebo je dokonce

vySetfeni negativni, jedna se o chladové protilatky.

Pokud jsou pozitivni reakce v mikrozkumavce na ID-karté stejné, ++++, +++ a AK

v ET je také pozitivni, jedna se o citlivost na enzym pouzivany pti ET. U IP je pozitivita

v ET, NAT je negativni.

U autoprotilatek v ET je pozitivni ET s diagnostickymi erytrocyty i v AK, dulezité je

vysettit PAT, ktery prokéaze ptitomnost navazanych vlastnich krvinek. Vysetieni v NAT

je negativni.
Vysledky znazorniuje Tabulka 8 a Obrazek 9 a 10.

Tabulka 8 — Vysledky zachycenych nespecifickych reakci v enzy

ymatickém testu

Nespecificka reakce v ET
Nespecifita v | Citlivost | Autoprotilatky v Chladové
ET vVET ET protilatky celkem

CB 29 0 52 0 81
Tébor 46 22 10 1 79
pindichav 50 15 5 0 70
Prachatice |12 7 2 0 21
szlr‘r-‘flov 15 3 4 0 22
Strakonice |4 0 3 0 7
Pisek 2 0 3 0 5
Pelhfimov |0 0 4 0 4
celkem 158 47 83 1 289

Zdroj: Vlastni vyzkum
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Obrézek 9 — Grafické znazornéni dle Tabulky 8 (Zdroj: Vlastni vyzkum)

Nespecificka reakce v ET

(B

B Tabor

W Jindfichtv Hradec
M Prachatice

m Cesky Krumlov

m Strakonice

m Pisek

m Pelhfimov

Obrézek 10 — Vysledky nespecifickych reakci v enzymatickém testu dle jednotlivych
pracovist’ (Zdroj: Vlastni vyzkum)
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4.3 Protilatky jasné specifity

a) Vzorky poslané z externich pracovist’

Ze zaslanych 405 vzorka bylo 91 urcenych jako protilatka jasné specifity. Nejcastéji se
vyskytovaly protilatky v Rh systému:

anti-E 35
anti-Lea 13
anti-Cw 11
anti-C 9
sm¢s protilatek 7
anti-Leb 5
anti-D 5
anti-P1 2
anti-c 2
anti-H 1
anti-K 1
Zastoupeni specifickych protilatek v jednotlivych externich laboratofich:
Strakonice  anti-D 1
anti-Lea 1
anti-E 1
anti-Cw 1

smgs protilatek 1 (anti-E, anti-c)
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Pelhfimov  anti-C 1
anti-E 1
J. Hradec anti-Lea 2
anti-P1 1
smés protilatek 2 (anti- E, anti-c, anti-Lea)
anti-Cw 2
anti-E 8
anti-C 1
Prachatice  anti-E 5
anti-K 1
anti-Leb 1
anti-Lea 1
anti-C 3
anti-D 1
C.Krumlov anti-Lea 1
anti-C 2
anti-Cw 1
anti-E 2
anti-P1 1
smés protilatek 2 (anti- C, anti-E, anti- Lea, anti-c)

Pisek anti-E 1
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Tabor anti-E 17
anti-c 2
anti-C 2
anti-Lea 9
anti-H 1
anti-D 3
anti-Cw 7
anti- Leb 3
smgs protilatek 2 (anti-c, anti-E, anti-Lea)
b) vzorky z laboratofe krevni banky TO NEMCB
Z vySetienych 127 vzorkl bylo 46 urcenych jako protilatka jasné specifity:
anti-E 15
anti- Cw 10
anti-Lea 7
smés protilatek 5 (anti-Cw, anti-Lea, anti-E, anti-Leb)
anti-Leb 3
anti-H 2
anti-D 2
anti-c 1

anti- Jka 1
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4.4 Casovd a finanéni ndroénost vysetieni nespecifickych reakci

Doba trvani predtransfizniho vySetfeni manuélni metodou:

Po piijmu a zadani Zadanky a vzorku do IS se zkumavka centrifuguje - po dobu 5minut.
Po oddéleni plazmy od krvinek se vySetii krevni skupina - nakapani a centrifigace -

3 minuty
Vlastni screening - napipetovani diagnostik a plazmy - 5 minut
Inkubace v ID-inkubatoru - 15 minut
Centrifugace — 10 minut
=>» Celkova doba trvani — 38 minut
Pti zjisténi pozitivniho screeningu v ET:
Napipetovani IP v ET i NAT — 10 minut
Inkubace v ID-inkubatoru 15 minut
Centrifugace — 10 minut

=» Piedtransfizni vySetieni se prodlouzi o 35 minut na celkovou dobu 73 minut.
Pokud je vzorek na pifedtransfizni vySetfeni posilan z externiho pracoviste, je
K tomuto ¢asu nutné piipocitat i dobu transportu vzorku, coz je i n€kolik hodin.
Celou tu dobu pacient ¢eka na vysledek ptedtransfuzniho vySetfeni a podani

transflze.

Pokud se jednd o nespecifické reakce v ET, externi laboratof si po nahlaSeni
negativniho vysledku, test kompatibility provede sama. Pokud to neulini, Cas na
ptipravu transflze se prodlouzi cca. dalich 30 minut (vybér transflze, ptiprava naplavu

erytrocytl, napipetovani 5 minut, inkubace 15 minut, centrifugace 10 minut)
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Ceny jsou vycislené od pojistoven. Zahrnuji spotfebni materidl, diagnostika a praci
laboranta. Samostatnou slozkou jsou od pojistoven jednotlivé proplacené vykony, které
se od téchto cen lisi. Néktera vySetfeni pojiStovny proplaci pouze jednou, i kdyz se
provadi v obou testech napt. IP v ET a NAT. Na cenu vySetieni také nema vliv, jestli se
jednd 0 manudalni vySetfeni nebo o automatizované. Nespornou vyhodou je, Ze

U vySettfeni v analyzatoru odpada mozné selhani lidského faktoru.
Cenik jednotlivych vysetieni: STANDARDNE/STATIM
KS+Rh 190,-/324,-
Screening nepravidelnych protilatek v ET 91,-/178,-
Screening nepravidelnych protilatek v NAT 160,-/367,-
IPvET 1389,-
IP v NAT 1389,-
TK 84,-
Cena predtransfuzniho vysetieni bez ET ve standardnim rezimu:
KS+Rh+Screening v NAT+TK (190+160+84=434,-)

Pokud v Laboratoti TO NEMCB vysetifujeme krevni vzorek poslany z externi
laboratofe po nahlaseni pozitivniho vysledku pfi pfedtransfiznim vySetieni, dodrZzujeme
jejich pracovni postup a to v tom, Ze screening nepravidelnych protilatek vySetiujeme i
v ET. Timto se vySetii KS+Rh+Screening v ET, Screening v NAT, IP v ET, IP v NAT a
to vzdy ve STATIM rezimu tzn. (324+178+367+1389+1389=3647)

Ve standardnim rezimu by vySetfeni stalo 3219,-.
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Pokud vezmeme v potaz, ze ze 405 vzorki, bylo 106 nahlaSeno z externiho pracovisté
jako pozitivni a v TO NEMCB vySetieno s negativnim vysledkem, u vSech 106 se

provedlo predtransfizni vysetieni ve STATIM rezimu za 3647,- (celkem 386 582,-)
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5. Diskuze

V bakaléafské praci jsem se zabyvala nespecifickymi reakcemi u piedtransfuzniho
vySetieni. Od roku 2012 TO NEMCB screening nepravidelnych protilatek v ET
standardné¢ nevySetfuje, pouze u polymorbidnich pacientl, po transplantacich,
u onkologickych pacientd, u pacientil s jiz ur€enou protilatkou a u pacientd s reakci po
transfizi. Proto jsem se v bakalafské praci zaméfila na  vysledky
vysetieni zaslanych z externich pracovist, které v ptipadé pozitivniho ptedtransfizniho
screeningu zasilaji vzorek k dovysetfeni na TO NEMCB. Externi laboratote nedodrzuji
Doporuéeni ¢. STL2011_07, které vydala Spole¢nost pro transfizni 1ékatstvi CLS JEP a
screening provadi v ET i NAT. Pokud je screening pozitivni v ET, vzorek posilaji na
TO NEMCB, kde se vysetii screening a IP v ET 1 NAT a podle poZzadavku externiho

pracoviste se vysetii 1 test kompatibility.

Od 1. 9. 2015 - 31. 12. 2020 jsem shromazdila veskeré pozitivni reakce v ET, které se
na TO NEMCB vysSetfovaly. Vzorky jsem rozdélila podle vysledkd vySetfeni,
pracoviste, specifické nebo nespecifické reakce. Tyto udaje jsem zaznamenala do
tabulek a grafl. Za toto Casové obdobi se na TO NEMCB vysettilo z externich
pracovist’ 405 vzorki s pozitivnim screeningem v ET. 106 z nich bylo pii vySetieni na
TO NEMCB urceno jako negativni. 208 vzorkll bylo nespecificky pozitivnich a 91 se

specifickymi protilatkami.

Nespecifické reakce v ET jsem hodnotila i podle sily dané reakce pfi vySetfeni metodou
sloupcové aglutinace, pro lepsi rozliSeni mezi nespecifickou reakci v ET a citlivosti
vzorku pacienta na pfislusSny enzym pouzivany pii ET. Nespecifickych reakci
z externich laboratoii bylo 129, citlivosti na enzym 47, autoprotilatek 31 a 1 chladové

protilatky.
Specifickych protilatek bylo 91, nejcastéji se vyskytovala anti-E a anti-Le(a).

Laboratof TO NEMCB méla 127 pozitivnich vzorkli v ET, z toho 46 specifickych
reakci s nejcastéji urenou protilatkou anti-E a anti-Cw. Nespecifickych reakci bylo 81,

z toho 52 autoprotilatek a 29 nespecifickych reakci.
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Casova naroénost se pii vysetieni vzorku zaslaného z externi laboratote zvysila o 100%.
Z puvodnich 35 minut vySetieni screeningu nepravidelnych protilatek v NAT,

na 73 minut vySetfeni screeningu v ET i NAT, IP v ET i NAT.

Finan¢ni naro¢nost je vyrazna. Pokud se dovySetfuje pozitivni screening zaslany
z externi laboratote, vySettuje se screening i IP v ET 1 NAT, coz zvysi néklady o 2785,-.

Pokud se vzorek vySetfuje ve statim rezimu, Cena se jesté zvysi o 434,-.

Z dodaného souboru vzorkl s pozitivnim vysledkem protilaitek v ET v ramci
predtransfuzniho vysetieni z laboratofi pracovist’ Jihoc¢eského kraje vyplyva, ze ET je
provadén jako rutinni vyhledévaci test protilatek, ktery se provadi spolecné s testem
LISS/NAT. Tato praxe je v rozporu s Doporu¢enim STL pro piedtransfizni vySetienti,
kde ET je vyhrazena funkce doplitkového testu v piipadé nejasného vysledku rutinné
provadénym testem LISS/NAT. Naskyta se otdzka pro€ je tato praxe tak rozSifena i pies
odborné doporuceni, které vychdzi i z mezinarodnich doporuceni (Velkd Britanie,

Némecko, Rakousko a jiné).

Domnivam se, ze snahou je ziskat maximalni jistotu v ramci predtransfiizniho vysetieni,
kdy transfuzni ptipravek je vydan pouze s negativnim vysledkem ve vSech dostupnych
testech zaroven. Tato praxe muze byt vysvétlena tim, ze pracovnici v laboratofich
zvlasté o pohotovostnich sluzbach chtéji mit tzv. maximalni jistotu o vysledku vysetieni

protilatek.

Je v8ak mezinarodné ovéfenou zkuSenosti, Ze test LISS/NAT v rutinni praxi spolehlivé
zachycuje klinicky vyznamné protilatky. Soucasné nasazeni ET jako vyhledavaciho pfi
jeho ptipadné pozitivit¢ na pracovisti, které nemulze dale provést rozsifené
imunohematologické vySetieni, mize pifijemce transfuze naopak ohrozit. Neni-li vydan
transfuzni pfipravek na pracovisti, které provadi pfedtransfuzni vySetfeni a vzorek je
odeslan k dalSimu podrobnéjSimu vySetieni na jiné pracovisté, miiZze dojit pro piijemce
v nékterych pifipadech k vyznamné casové prodlevé z hlediska nutného podani
transfuze. V tom tkvi hlavni riziko takto provadéné praxe. Ne bezvyznamna je i

ekonomicka stranka. V ptfipadé nutnosti opakovat predtransfuzni vySetieni s eventuelné
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rozSifenou paletou testl na jiném pracovisti se vyznamné prodrazuje i ekonomie
procesu. Je vhodné také uvést, Ze i ptipadné nalezené specifické protilatky v ET, které
nejsou zaroven potvrzeny v LISS/NAT maji velmi malou klinickou vyznamnost
z hlediska moznych nezadoucich u¢inkd podané transfize. (Lapierre, Rigal et al., 1990;
Pujol, Sancho et al., 2002)
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6. Zavér
Vysetfovanym souborem vzorkil z piedtransfizniho vySetieni protilatek ET se potvrdila
hypotéza, ze pozitivni vysledky jsou vétSinou zpusobeny nespecifickymi reakcemi

v ET. Z vySetfovanych 406 vzorka jich bylo jen 91 se specifickou protilatkou.
Nejcastéjsi specifickou protilatkou ur¢enou v ET byla anti-E a anti- Le(a).

Potvrdila se i druha hypotéza, ze vice jak 50% nespecifickych reakei v ET je zptisobeno

reakci s danym enzymem pouzivanym v ET.

Enzymovy test neni vhodnym rutinnim vysetfovacim testem pro vyhledavani klinicky
vyznamnych nepravidelnych protilatek pti predtransfuznim vySetfeni. Jeho zafazenim
do rutinniho vyhledavajiciho vysetieni protilatek nad ramec Doporuceni odborné
Spolecnosti pro transfuzni 1ékafstvi mlze byt pro piijemce transfuze kontraproduktivni
hlavné z hlediska mozné casové prodlevy, finan¢nich nakladi bez efektu vyraznéjsi

klinické vyznamnosti z hlediska bezpecnosti pro piijemce transfiize erytrocyta.

Neznamena to vsak, ze v transfuzni praxi uz ET nema své misto. ET by se m¢l pouzivat
jako doplikovy test pii dalSim dovySetfeni v ptfipad€¢ pozitivniho screeningu v NAT a
samoziejm¢ u pacientli po transplantacich, s reakci po transfuzi, onkologickych a

polymorbidnich pacientt.

Byla bych rada, kdyby bakalaiska prace slouzila pro externi laboratoie jako podklad pro
rozhodnuti vyfadit enzymaticky test z rutinniho provozu a tim sniZit pocet pozitivnich
vzorkl, resp. snizit naklady za vySetfeni odeslané do referencni laboratote k dovysetfeni

a hlavné snizit ¢asovou prodlevu pfed podanim transfuzniho ptipravku pacientovi.
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9. Seznam zkratek

AGH, AHG anti humanum globulinum

AlIHA autoimunni hemolyticka anémie
AK autokontrola

CE certifikat kvality

Citl monoklonalni kontrola

¢. ¢islo

CLS JEP Ceska lékai'ska spoleénost Jana Evangelisty Purkyné

DP double population, dvoji populace

EDTA protisrazlivy roztok, ethylenediaminetetraacetic acid
ET enzymaticky test

HLA human leukocyte antigen

HON hemolytické onemocnéni novorozence

ICP identifika¢ni &islo pacienta

ICZ identifika¢ni ¢islo zatizeni

Ig imunoglobulin

IP identifikace protilatek

KS krevni skupina

LIS laboratorni informacni systém

LISS solny roztok s nizkou iontovou koncentraci
NaCl chlorid sodny
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PAT piimy antiglobulinovy test
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PC personal computer, osobni pocitac

RPM revolutions per minute, ota¢ky za minutu
STL spolecnost pro transfuzni 1ékarstvi

TK test kompatibility
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10.P¥ilohy

Piiloha 1 — Zadanka o imunohematologické vysetieni

- NEMOCNICE  Transfuzni oddéleni
CeskE BupEsoviceas  Bozeny Némcové 585/54, PSC 370 01, tel. &islo: 387 873 361

ZADANKA O IMUNOHEMATOLOGICKE VYSETRENI A O TRANSFUZNI PRIPRAVKY

Anamnéza
Zde nalepte $titek nebo vypliite ' =
= Krevni skupina

Oddeéleni/ICZ: . - :
PHimeni Transplantace, Biologicka Ié¢ba O ano O ne kdy, jaka:

J' i ....‘.. Pl"edchozilransfuze O ano O ne kdy
Jméno: .. Pohlavi:... Reakce po transfuzich O ano O ne | jaké:
Rodné8islo: sz Imunni protilatky O ano O ne | jaké:
- — Pojitovna...... Porody, potraty O ano O ne | kdy:

Zatatek hospitalizace datum:

Druh primédrniho vzorku: krev

Zidame o TRANSFUZNI PRIPRAVKY

Imunohematologické vySetieni :’
O Krevni skupina K podini (datum a ¢as) do rezervy []
O Screening protilitek O Erytrocyty deleukotizované - ERD TU O ozirit
OO Test kompatibility O Erytrocyty promyté - EP (po dohodé s TRS) TU O ozifit
O Piimy antiglobulinovy test O Plazmu—P 19
O Jiné O Trombocyty smésné - TBSDR T.D. O ozifit
O Trombocyty z aferézy — TAD, TADR g0 T.D. O ozafit
dohodé s TRS)

Casovi naléhavost vySetteni O Jiné (po dohade s TRS)
O Standardng Vyplni oddéleni Vyplni laboratof TRS
O _STATIM Datum a ¢as odbéru: Datum a Eas pfijmu:
Vydej TP bez piedtransfuzniho | || Jmenovka a podpis sestry: Jmenovka a podpis laboranta:
vv§eti"eni’ - Jmenovka a podpis Iékafe:
0O VITALNI INDIKACE

VYSVETLIVKY K ZADANCE NA DRUHE STRANE Strana | 22

Zdroj: www.nemch.cz

Ptiloha 2 — Diagnostické erytrocyty pro screening protilatek od firmy BIO-RAD
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Zdroj: Vlastni foto
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Ptiloha 3 - Diagnostické erytrocyty pro identifikaci protilatek od firmy BIO-RAD

Zdroj: Vlastni foto

Pfiloha 4 - Diagnosticke erytrocyty pro identifikaci protilatek od firmy Sanquin
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Zdroj: Vlastni foto



Ptiloha 5 — Diagnostikum ID-Papain od firmy BIO-RAD

Zdroj: Vlastni foto

Piiloha 6 — Diagnostikum ID-Diluent 1 (modifikovany bromelin) a ID-Diluent 2
(modifikovany LISS roztok) od firmy BIO-RAD

Zdroj: Vlastni foto



Piiloha 7 — Laboratorni vybaveni — centrifugy, ID-inkubator, ID-centrifuga

ECTRS 003

ID-Incubator 37 S1
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Zdroj: Vlastni foto



Ptiloha 8 — Imunohematologicky analyzator IH-500 od firmy BIO-RAD
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Zdroj: Vlastni foto



Ptiloha 9 — Z&znamovy arch pro screening protilatek BIO-RAD

Zdroj: Vlastni foto

Ptiloha 10 - Zaznamovy arch pr

identifikaci protilatek BIO-RAD — zékladni panel
e ——————————— — —— e~

Zdroj: Vlastni foto



Piiloha 11 - Zdznamovy arch pro identifikaci protilatek Sanquin — doplikovy panel

Zdroj: Vlastni foto



Ptiloha 12 - Klinickd zavaZznost protilatek proti erytrocytim

Specifita Klinicka zavaznost | Vybér transfuzniho pripravku

Anti-A, anti-B Vzdy ano ABO kompatibilni

Rh protilatky (reagujici v NAT) | Ano Negativni pro dany antigen a negativni test

Anti-D, -C,-c,-E,-e kompatibility

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 a negativni test

Fyb) kompatibility

Kidd protilatky (anti-Jka , -Jkb | Ano Negativni pro dany antigen 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 pti 37°C) Vzacné Negativni test kompatibility

Anti-M (reagujici pti 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 Vzéacné Negativni test kompatibility

Protilatky s vysokym titrem a Nepravdépodobna Podle doporuéeni specializované ¢i referenéni

nizkou aviditou (HTLA)

laboratore

Protilatky proti antigenim s
nizkou/vysokou frekvenci

Podle specifity

Podle doporuceni specializované ¢i referenéni
laboratote

Kazdy jednotlivy piipad protilatky s nepravdépodobnou klinickou zdvazZnosti je vSak

nutno posuzovat individudlnég.

Zdroj: Doporuéeni Spoleénosti pro transfuzni 1ékatstvi CLS JEP &. STL2011 08




