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Abstrakt

Identifikace antierytrocytarnich protilaitek u téhotnych Zen - porovnani metody

titrace protilatek pomoci sloupcové gelové aglutinace a zkumavkové metody

Objev krevniho ob&éhu a objev novych krevnich systémut souvisel s rozvojem
imunohematologickych metod. V 17. stoleti byl objeven krevni obéh. To znamenalo
velky védecky rozvoj pro hematologii. Prvni krevni pfevod se uskutecnil v roce 1665.
Neuspésné transfuze zviteci krve zpochybnily tuto metodu a zajem o transfuze opadl.
Profesor Blundell zduraznil spravnou zésadu o pievodu pouze lidské krve.
U vykrvacenych rodi¢ek provedl fadu transfuzi. Hlavni pfic¢inou neuspéchu transfuze
byla neznalost krevnich skupin. K objeveni krevnich skupin doslo ve 20. stoleti.
Vyznam tohoto objevu si lékafi dost rychle neuvédomili. Ve vSeobecnou znamost
vstoupily zasluhou Karla Landsteinera a také Jana Janského.
popsén Karlem Landsteinerem v roce 1900. Nejpolymorfnéjsi systém, ktery ma nejvétsi
aloimunogenitu je Rh systém. Prvni udaj o Rh systému pochazi z roku 1939.

Objev krevnich skupinovych systémii mél velky vliv na rozvoj laboratornich metod
K urCeni antigend téchto systému a také na rozvoj metod, které pouzivame k prikazu
erytrocytarnich protilatek.

Aglutina¢ni metoda je nejvhodnéjsi metoda k urCovani protilatek proti erytrocytim.
Erytrocyty, které jsou senzibilizovany protilatkou, tvoii aglutinaci, kterou lze pozorovat
makroskopicky.

Téhotné zeny vytvafeji protilatky proti antigenim na erytrocytech plodu
proniknutim fetalnich erytrocytt do jejich obéhu.

VySetieni antierytrocytarnich protilatek by mélo vést k véasné diagndéze mozného
rozvoje hemolytického onemocnéni novorozence, sledovani plodu jinou nez
imunohematologickou metodou, urceni vhodné 1écby hemolytického onemocnéni

novorozence.



Hemolytické onemocnéni novorozence je nemoc, u které je charakteristické
zkracené prezivani erytrocytl plodu a novorozence.

Prvni zaznam o hemolytickém onemocnéni novorozence pochazi ze 17. stoleti, kdy
se jednalo o ptfipad novorozenych dvojcat, u nichz se projevila novorozenecka
zloutenka. V roce 1939 Levin a Stetson prokazali, ze Zena mize byt imunizovéna
béhem téhotenstvi proti krevné skupinovym antigenim, které se vyskytuji
na erytrocytech ditéte a u matky chybi. Matefské protilatky se vazi na specifické
antigeny fetalnich a novorozeneckych erytrocyti, které nasledné hemolyzuji.

Onemocnéni muze mit razné tézky pribéh. Byva pficinou zavazné fetalni
a novorozenecké morbidity a mortality. Za klinicky vyznamné protilatky z hlediska
mozného rozvoje hemolytického onemocnéni novorozence jsou povazovany protilatky
ant-A, -B, -D, -C, -c, -E, -e, -Ce, -CE, -K, -Fy(a), -Jk(a). Pfedevsim protilatky specifity
anti-D, -c, -E, -K mohou zpusobit tézké hemolytické onemocnéni novorozence
a vyzaduji pfisnéjsi sledovani. Vlastni imunitni reakce zacina rozpoznanim antigenu
imunitnim systémem matky. Placentou pronikaji pouze imunoglobuliny typu IgG
s nizkou molekulovou hmotnosti, a to do 24. tydne téhotenstvi velmi pomalu. Transfer
protilatek se zvySuje ve druhé poloviné gestace a hladina protilatek u fetu mize byt
vy$$i nez u matky. Velmi rozsifenou a uspésnou metodou v prevenci hemolytického
onemocnéni novorozence bylo zavedeni profylakticky podavaného anti-D
imunoglobulinu. Rhlg se podava v§em D-negativnim Zendm po porodu D-pozitivniho
ditéte a také v nckterych situacich béhem tchotenstvi, pokud si t€hotnd nevytvoftila
vlastni protilatku anti-D.

Tématem této prace je vySetfeni a sledovani potenciondlné rizikové skupiny
téhotnych zen vhodnou imunohematologickou metodou, jejichZ plod nebo novorozenec
je ohrozen moznym hemolytickym onemocnénim novorozence. Titrani vySetfeni
je Siroce dostupné orientacni vySetfeni, které se bézné pouziva ke sledovani téhotnych
s klinicky vyznamnymi protilatkami. Sleduje se pfi tom hodnota titru a jeji zména
S postupujicim té¢hotenstvim, porovnavana v po sob¢€ nasledujicich vySetienich.

V obdobi od 1. 1. 2011 — 31. 7. 2013 bylo vySetfeno v prenatalni laboratofi

na Transfuznim oddéleni Nemocnice Ceské Budg&jovice, a. S. 5622 téhotnych Zen.



287 téhotnych Zen bylo v pribéhu téhotenstvi aloimunizovano a byly u nich zjistény
protilatky proti antigenim na erytrocytech plodu. Vsechny Zeny byly vySetieny
metodou sloupcové gelové aglutinace, véetné vySetieni titru protilatky. U 31 vzorka

téhotnych Zen byl vySetten titr protilatek zkumavkovou metodou.



Abstract

Identification of anti-erythrocyte antibodies in pregnant women‘s blood -
comparison of different methods of antibody titre testing (column gel agglutination
method and test tube method)

The discovery of blood flow and new blood systems was connected with the
development of the immunohematology methods. The blood flow was discovered in the
17th century. This meant great scientific development for haematology. The first blood
transfusion was carried out in 1665. The transfusion of animal blood was unsuccessful
and cast doubt on this method. As a result of this, the interest in this method decreased.
Profesor Blundell emphasized the importance of human blood transfusion. He carried
out many transfusions on heavily bleeding women in labour. The main reason for
failure of first transfusions was the ignorance of blood types (blood groups). The blood
types were discovered in the 20th century. The doctors did not realise quickly enough
the significance of this discovery. The blood groups became well known thanks to Karel
Landsteiner and also to Jan Jansky.

The first discovered blood system is ABO. It is the most important blood system
which was described by Karel Landsteiner in 1900. The most polymorphous system
which has got the biggest alo-immunogenicity is the Rh blood group system. The first
records of the Rh blood group system date back to 1939.

The discovery of blood group systems had a great impact on further development of
lab methods for identification of the antigens of these systems. It also contributed to the
development of methods which we use to prove the presence of the erythrocytes
antibodies.

Agglutinin method is the most suitable method for identification of antibodies
against erythrocytes. Erythrocytes which are sensitized by antibody create agglutination
which can be observed under a microscope.

Pregnant women produce antibodies against antigens on the erythrocytes of

embryos leak of erythrocytes into their blood flow.



Testing of anti-erythrocyte antibodies should lead to early diagnoses of possible
development of haemolytic disease of the newborns; to monitoring of embryo with the
use of other method than immunohaematological method; to determination of the
suitable therapy of the haemolytic disease of the newborn.

The haemolytic disease of the newborn is a disease, for which shortened survival of
the embryo’s and the newborn’s erythrocytes is characteristic.

The first record of the haemolytic disease of the newborn comes from the 17th
century. The first record mentions the case of newborn twins who suffered from
newborn hepatitis. In 1939 Levin a Stetson proved that woman can be immunised
during her pregnancy against blood group antigens which occur on baby’s erythrocytes
but aren’t present at the mother’s side. Mother’s antibodies are tied to specific antigens
of the fetal and newborn erythrocytes, which later haemolyse.

The disease can have differentcourse. It causes serious fetal and newborn morbidity
and mortality. The antibodies ant-A, -B, -D, -C, -c, -E, -K, -e, -Ce, -CE, -Fy(a), -Jk(a)
are regarded clinically important antibodies concerning the possible development of the
haemolytic disease of the newborn. Especially the antibodies anti-D, -c, -E, -K can
cause serious haemolytic disease of the newborn and requirecareful monitoring. The
immune response itself starts with the identification of the antigen of the mother’s
immune system. Only the immunoglobulins type 1gG with low molecular weight
penetrate through placenta (until the 24th week of pregnancy very slowly). The transfer
of antibodies increases during the second half of the gestation and the level of fetus’s
antibodies can be higher than the level of mother’s antibodies. The introduction of
anti-D immunoglobulin (given prophylactically) became a very common and successful
method for prevention of haemolytic disease of the newborn. Rhlg is given to all
D negative women after the birth of the D positive baby and in some cases during
pregnancy, if the pregnant woman did not create her own anti-D antibody.

The theme of this thesis is the examination and monitoring of potentially risk group
of pregnant women,whose embryo is threatened by possible haemolytic disease of the
newborn, with the use of suitable immunohaematological method. Titre testing is

generally accessible indicative testing, which is used to monitor pregnant women with



clinically significant level of antibodies. The level of antibodies in a blood sample
measured using the antibody titre test is repeatedly monitored during the whole
pregnancy and the results from every two successive measurements are compared.
Between 1 January 2011 and 31 July 2013 5622 pregnant women were tested in
prenatal laboratory in the Blood Bank Department of Hospital Ceské Bud&jovice, Ltd.
281 pregnant women were alo-immunized during their pregnancy and antibodies
against antigens on erythrocytes of their embryos were found in their blood. All women
were tested using the method of column gel agglutination, including antigen titre
testing. In 31 samples of pregnant women the antibody titre was tested using the test

tube method.
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Seznam pouzitych zkratek

AHG, AGH
AK

CLS JEP
EHK

ery

ET

HFA

HON

HTR

LFA

LISS
LISS/INAT

NAT
NCB
PAT
PBS
PCR
PP
RC
SOP

TRS

antihumanum globulinum (antiglobulinové sérum)

autologni kontrola, autokontrola

Ceska lékai'ska spole¢nost Jana Evangelisty Purkyné

externi hodnoceni kvality

erytrocyty

enzymaticky test

high frequency antigens (antigeny s vysokou frekvenci vyskytu)
hemolytické onemocnéni novorozence

hemolytickd potransfuzni reakce

low frequency antigens (antigeny s nizkou frekvenci vyskytu)
low ionic strenght salt solution (solny roztok o nizké iontové sile)
nepiimy antiglobulinovy test s pouzitim erytrocytl
resuspendovanych vV roztoku o nizké iontové sile

nepiimy antiglobulinovy test

Nemocnice Ceské Budgjovice, a. s.

pfimy antiglobulinovy test

pufrovany fyziologicky roztok pH 6,98

polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
pracovni postup

rodné ¢islo

standardni operacni postup

transfuzni oddéleni
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Uvod

Piedmétem a cilem mé bakalarské prace je problematika aloimunizace t€hotnych
zen. Sledovani potenciondlné rizikové skupiny téhotnych Zen s moZnym rozvojem
hemolytického onemocnéni novorozence, za pouziti vhodné imunohematologické
metody. S rozvojem téchto laboratornich metod souvisi objev novych krevnich systému.

V teoretické Casti prace se zabyvam objevem krevné skupinovych systémt, historii
erytrocytarni a téhotenské imunizace, ohrozenim plodu a novorozence moznym
vznikem  hemolytického  onemocnéni  novorozence  (HON), dulezitosti
imunohematologického vysetieni té¢hotnych zen, jehoz soucasti je urceni krevni skupiny
a screeningu protilatek. Na zdklad¢ tohoto imunohematologického vySetfeni zatfazeni
Rh negativnich Zen do rizikové skupiny a Zen s vyznamnymi protilatkami proti
antigenim erytrocytl jinych krevnich systémi nez je Rh systém. Dale se ve své praci
zabyvam laboratornimi metodami, které se pouzivaji k identifikaci a sledovani klinicky
vyznamnych antierytrocytarnich protilatek.

Na teoretickou ¢ast navazuje laboratorni ¢ast, kde jsou zpracované vysledky
vySetieni pozitivnich protilatek u téhotnych Zzen, které byly zachyceny v obdobi
1. 1. 2011 - 31. 7. 2013 vprenatdlni laboratofi Transfuzniho odd¢leni
Nemocnice Ceské Budgjovice, a. s. (TRS NCB). Vysetfeni titru téchto protilatek
za pouziti imunohematologickych metod sloupcové gelové aglutinace (LISS/NAT)
a zkumavkové metody. Porovnani téchto metod z hlediska citlivosti, ¢asové naro¢nosti
a z provozné-ekonomického hlediska.

Téma prenatalni problematiky jsem si vybrala proto, ze pracuji na TRS v prenatalni

laboratoti a podilela jsem se na vétSing vySetfeni v této laboratofi v uvedeném obdobi.
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1 Teoreticka Cast

1.1 Historie

Krevni transfuze maji dlouhou a zajimavou historii. Od primitivnich piedstav
az po veédecky zdivodnéné soucasné metody hemoterapie vede cesta, na niz bylo
zapotiebi postupné vysetiit celou fadu vzajemné souvisejicich dil¢ich problémi. Krev
vzbuzovala zvédavost a uzkost, lidstvo si uvédomovalo jeji dulezitost jiz
vV nejdavnéjsim starovéku. Krev se zivotem ztotoznil starofecky piirodni filosof
Empedokles vice nez 400 let pfed nasim letopoctem. Lidé povazovali krev za elixir
zivota, vSemocny 1ék, zazra¢nou, nadptirozenou tekutinu.

Vroce 1616 Anglican William Harvey (1578 — 1657) objevil krevni ob¢h.
Az vroce 1665 se uskutecnil historicky prvni doloZeny krevni pievod. Anglicky
fyziolog Richard Lower (1631 — 1691) jej provedl mezi dvéma psy, stéibrnou trubici
spojil kréni tepnu psa - darce s kréni Zilou pokusné vykrvaceného psa - piijemce. Prvni
technicky uspé$nou a ovéfenou transfuzi u ¢lovéka provedl v roce 1667 Jean Babtiste
Denis (1628 — 1704), lékat Ludvika XIV., a profesor filosofie a matematiky
z Montpellieru. K transfuzi pouzil jehné¢i krev. Jeho dal§i pokusy krevnich ptevodu
zviteci krve Clovéku vSak byly nelGspéSné. NelspéSné transfuze zvifeci krve
zpochybnily tuto metodu, takze na sklonku sedmdesatych let 17. stoleti byly v Anglii,
Francii a Italii pokusy s transfuzemi zakdzany. Zajem o transfuze opadl, az v roce 1816
velmi zodpovédné pfistoupil ke studiu této problematiky profesor fyziologie
a porodnictvi James Blundell (1760 — 1878). Profesor Blundell provedl svou prvni
transfuzi vroce 1819. Zduraznil spravnou zasadu, ze Clovéku lze prevadét pouze
lidskou krev. Provedl fadu uspéSnych transfuzi u vykrvacenych rodicek. Ale 1 nékteré
pfevody lidské krve nebyly uspésné, n¢kdy dokonce zpusobily tmrti nemocného.
Neznalost krevnich skupin byla hlavni pfi¢inou neuspéchu transfuze. AZ v prvnich
letech 20. stoleti doslo k jejich objevu. Lékafi si dost rychle neuvédomili nesmirny
vyznam tohoto objevu a skoro dvacet let trvalo, nez poznatky o krevnich skupinach

vstoupily ve vSeobecnou znamost.
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Vroce 1901 uvetejnil Karel Landsteiner praci, v niz rozdélil lidskou krev
do tfi skupin podle aglutina¢nich vlastnosti. Misil vziajemné erytrocyty a séra
vySetifovanych osob. Landsteiner neobjevil ¢tvrtou skupinu nahodou, zadny z jeho
vysetfovanych nemél tuto skupinu. Cech Jan Jansky byl prvni, kdo spravné roztiidil
krev do ¢ty skupin podle aglutinac¢nich vlastnosti. Krevni skupiny oznadil I, 11, III, IV.
V roce 1910 W. L. Moss v Americe ucinil podobny objev jako Jansky. Tento badatel
oznac¢il krevni skupiny fimskymi cCislicemi v obraceném potfadi nez Jansky,
coz zpusobilo mnoho nesrovnalosti. Pozdéji ve tficatych letech byly krevni skupiny
oznaceny pismeny A, B, AB, 0 podle Landsteinera. Toto oznaceni se pouZziva po celém
svéte dodnes. R. Ottenberger v roce 1911 pouzil poprvé poznatek o krevnich skupinach
pti transfuzi. Na zéklad¢ objevu krevnich skupin klesl pocet tézkych a smrtelnych
reakci pii transfuzich. Objev krevnich skupin byl nejvétSim a nejvyznamnéjSim
objevem v historii krevni transfuze. [1, 2]

V dnesni dobé je popsano vice nez 300 riznych erytrocytarnich antigend. [3]
Vétsina antigeni je zatazena do jednoho z 33 krevné skupinovych systémi. Kazdy

systém obsahuje riizny pocet antigenti a je jednoznacéné geneticky urcen. [4, 5]

1.2 Systémy krevnich skupin

1.2.1 Antigeny krevnich skupin

Antigen je velka slozita organicka molekula, je dobfe rozpustna v riznych télnich
tekutinach nebo se vyskytuje na povrchu bunck. Tato struktura je definovana
protilatkou, kterou produkuje imunizovana osoba, které chybi dany znak na membrané
buniky. Biochemicky se jedna o proteiny, glykoproteiny, glykolipidy. V dne$ni dobé
rozeznavame 329 antigenll, z nichZz 292 fadime do 33 krevné& skupinovych systému

a do sérii antigend s nizkou nebo vysokou frekvenci vyskytu (LFA, HFA). [2, 5]
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1.2.2 Protilatky proti antigentim krevnich skupin

Protilatky jsou soucasti specifické imunitni reakce. [6] Protilatky definuji antigeny
krevnich skupin a urcuji jejich klinickou vyznamnost. Kazdy antigen ma svou
imunogenitu, rtizné silny impulz pro tvorbu protilatek, rtiznou reakci s inkompatibilni
transfuzi a schopnost rozvinout HON. Protilatky proti antigenim erytrocytt jsou tfidy
IgM, 1gG, mohou byt i IgA. Pfirozené protilatky jsou takové, které se vyskytuji
bez imunizace cizorodymi erytrocyty. VétSinou jsou tfidy IgM. Jako imunitni jsou
oznacovany protilatky, které se vyvinuly po imunizaci a byvaji tiidy IgG (v ¢asné fazi
imunitni odpovédi se tvoii IgM, pozdé&ji prevlada tvorba IgG). IgG protilatky, které maji
nizkou molekulovou hmotnost, na rozdil od IgM protilatek, které maji vysokou

molekulovou hmotnost, prochazeji placentou a maji potencial ptisobit HON. [5]

1.2.3 Dusledky interakce antigen-protilatka in vivo

Protilatky odstranuji ,,cizi“ elementy z organizmu. Jsou popsany tfi mechanizmy
pusobeni protilatek pii destrukei erytrocyti:
e Aktivace komplementové kaskady, ktera zpilsobuje intravaskularni
1 extravaskularni hemolyzu
e Fagocytéza erytrocytt snavdzanymi IgG protilaitkami s naslednou
extravaskuldrni hemolyzou
e Ovlivnéni stability membrany navazadnim protilatky

[5]

1.2.4 Skupinovy systém ABO

Prvnim objevenym krevné skupinovym systémem byl systém ABO neboli ABH

o 24

krevné¢  skupinové systémy zdavodu pfitomnosti  pfirozenych  protilatek

16



proti t€ém antigentim, které chybi na erytrocytech. Nejdiilezitéjsi antigeny ABO systému
jsou antigeny A, B. Gen kodujici tyto krevni skupiny ma tfi alely, které se oznacuji jako
A, B a0. Alely A a B jsou kodominantni a koduji ptislusny antigen. Alela 0 nevyustuje
Vv expresi antigenu. Kazdy ¢lovék ma dveé alely ABO systému, jedna se dédi od matky
a jedna od otce. To ndm déava Sest moznych kombinaci — genotypy AA, A0, BB, BO,
AB, 00. Tyto kombinace vyust'uji do ¢tyt krevnich skupin A, B, 0, AB. [7]

Antigeny jsou oligosacharidy pfitomné na membrané erytrocytii. Konecné formy
antigenti tohoto systému jsou také ovliviiovany produkty genti kodujicich
fukosyltransferazy podilejici se na vystavbé prekurzorového H fetézce. Tento
prekurzorovy H fetézec zlstava nepokryty u skupiny 0. Je oznacovan H antigen.
H prekurzorovy fetézec vznikd pfidanim terminédlni L-fuk6zy na disacharidové fetézce.
Imunodominantnim monosacharidem navazanym na H-prekurzor u skupiny A
je N-acetyl-D-galaktosamin, u skupiny B je to D-galaktdza. [5] Vyskyt krevnich skupin
A, B, AB, 0 u obyvatel jedné oblasti a jedné rasové skupiny byva pomérn¢ staly. [8]
Piiblizna frekvence krevnich skupin u stfedoevropského obyvatelstva: A — 48%,
B — 9%, AB — 4%, 0 — 39%. Ve svétové populaci s ohledem na rasu, narodnost

a geografickou oblast se frekvence krevnich skupin méni. [4]

ABO protilatky

Stfevni bakterie mohou stimulovat tvorbu anti-A a anti-B protilatek. Tyto bakterie
maji na své membrané struktury podobné A a B antigeniim, které jsou schopny podnitit
imunitni systém k zahajeni tvorby anti-A a anti-B protilatek. Tyto protilatky jsou
tzv. pfirozené se vyskytujici protilatky, protoZe vznikaji po antigenni stimulaci vlastnim

pfirozenym prostiedim a ne cizimi erytrocyty. [7]
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Tabulka 1: ABO antigeny, protilatky, genotypy

Skupina ABO Antigeny na Protilatky v séru Genotyp
erytrocytech
0 zadné anti-A, anti-B 0/0
A A anti-B AJ/A nebo A/0
B B anti-A B/B nebo B/0
AB AaB Zadné A/B

Zdroj: Imunohematologie [4]

1.2.5 Skupinovy systém Rhesus

Nejpolymorfmnéjsi systém, ktery ma nejvetsi aloimunogenitu — cCasto tvofici IgG
protilatky zpisobujicich t€¢zké HON. Prvni udaj souvisejici s Rh systémem se objevil
v odborné literatue v roce 1939. Byla popsana potransfuzni reakce u Zeny, které byla
podana transfuze krve manzela. Zena pted tim porodila mrtvy plod a nasledné byla u ni
zjiSténa protilatka reagujici s krvinkami pfiblizné¢ 85% ABO kompatibilnich jedinct.
Bylo potvrzeno, ze tmrti plodu a potransfuzni reakce souvisi s nalezenou protilatkou,
reagujici s dosud nezndmym erytrocytarnim antigenem. Oznaceni Rh bylo poprvé
pouzito o rok pozd&ji, odvozené na zaklad¢é protiladtky ziskané imunizaci krélikl
a morcat krvinkami opice Macacus rhesus. Byl vysloven nazor, Ze na krvinkach makakt
se nachazi antigen (Rhesus faktor) a imunizovana zvifata vytvofila protilatku anti-Rh
(anti-Rhesus). Zpocatku panovalo tvrzeni, Ze obé vySe uvedené protilatky maji stejnou
specifitu a v pfistich letech bylo popsano mnoho dalSich ptipadi potransfuznich reakci
a HON, které s ni mély souvislost. Ukézalo se, Ze lidska a zvifeci protilatka maji odliSné
specifity, zlstalo ale jiz vzité oznaceni anti-Rh. Postupem vyvoje poznéni se tento
zpocatku zdanlivé jednoduchy systém stal nejpolymorfmnéjSim systémem krevnich

skupin. V soucasné dobé rozeznavame 53 antigeni Rh systému, pficemz pavodni

antigeny jsou D, C, c, E, e, Cw. Systém Rhesus obsahuje dva tizce propojené geny: gen

CcEe a gen D. Rhesus antigeny vytvareji velmi komplexni strukturu, kterd je spojena
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s erytrocytarnim cytoskeletem. Zname molekuldrni zaklad Rhesus genii. Pficemz je
ziejmé, ze D a CcEe geny jsou si velmi podobné.

antigenll je D antigen nejvice imunogenni. Antigen D pfedstavuje soubor epitopli na
extramembran6zni ¢asti RhD proteinu. Imunologickd jedine¢nost a velmi silna
imunogenicita antigenu D je zptsobena tim, Ze u RhD negativnich jedincti chybi cely
RhD protein a maji pouze RhCcEe proteiny. Proto imunitni syst¢ém RhD negativnich
osob dobfe rozpoznava RhD pozitivni erytrocyty. VSechny Rh protilatky jsou
povazovany za klinicky vyznamné a maji potencial pasobit hemolytickou potransfuzni
reakci (HTR) a HON. Antigen D je nejvice imunogenni a tak vétSina Rhesus protilatek
bude mit specifitu anti-D. Antigeny C, c, E, e jsou podstatné méné imunogenni. Anti-D
se muze nachazet v kombinaci santi-G, anti-C, anti-E. Antigen G je dulezitym
antigenem Rh systému. Byl objeven v roce 1958 Allenem a Tippettem. Vyskytuje se
bézné spolu s D a C antigenem. Anti-G protilatky reaguji s erytrocyty D pozitivnich
nebo C pozitivnich osob. VétSina anti-(C+D) sér pacientl také mohou bézné obsahovat

anti-G protilatky. [7]

1.2.6 Skupinovy systém Kell

Skupinovy systém Kell ma velkou klinickou vyznamnost. V roce 1946 objevil
Coombs protilatku proti v té dobé neznamému antigenu u pacienta Kellehera. Antigen
byl pojmenovan podle n¢&j - Kell. [7] Zakladnim antigennim parem jsou antigeny
K (KEL1, Kell) a k (KEL2, Cellano), dal§imi pary Kp(a) (KEL3, Penny) a Kp(b)
(KEL4, Rautenberg), Js(a) (KELSG, Sutter) a Js(b) (KEL7, Matthews), KEL11 a KEL17,
KEL14 a KEL24.

Antigen K (KEL1) ma velmi imunogenni strukturu (anti-K je po anti-Rh
protilatkdch nejcastéj$i imunitni specifita). Tento skupinovy systém je klinicky
vyznamny s potencialem vyskytu tézkych HTR i HON (zde navic pfispiva K hemolyze

a k anemizaci plodu i supresivni efekt protilatek na erytropoézu). K i k antigeny jsou
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prokazatelné ve velmi ¢asném vyvojovém stadiu: jsou pfitomny jiz u desetitydennich
plodi. Ki k antigeny jsou plné vyvinuty na erytrocytech v pupecnikové Kkrvi.
Je doporucena transfuzni kompatibilita u divek a mladych zen vzhledem k vysoké

imunogenité antigenu K. [5]

1.2.7 Skupinovy systém Duffy

Systém Duffy byl objeven v roce 1950 Cutbushem. Byl pojmenovan po prvnim
pacientovi, u kterého byly prokdzany protilatky proti antigenu tohoto krevné
skupinovému systému. Zkracenym nazvem Duffy je Fy. Je zndmo sedm riznych
antigeny jsou slabs§imi imunogeny nez antigeny ABO, Rhesus systému a Kell systému.
[7] Protilatky proti antigenim Duffy jsou malo ¢asté. Vznikaji téméf vzdy po imunizaci
transfuzemi nebo té¢hotenstvim. HON byva v souvislosti se skupinou Duffy mélo Casté.

[9, 10]

1.2.8 Skupinovy systém Kidd

Tento skupinovy systém byl objeven vroce 1951 Allenem. Kidd systém
se zkracené nazyva Jk. V ramci tohoto systému zndme tf1 antigeny. Kromé antigenti
Jk(a) a Jk(b) existuje antigen JK3. Tento antigen je pfitomny u lidi, ktefi maji Jk(a)
a Jk(b) antigen, tj. u kazdého, krom¢ Jk(a-b-) jedinci. Kidd antigeny jsou dobie
vyvinuty pii narozeni a objevuji se jiZz v Casném stadiu vyvoje plodu. Jsou detekovatelné
na erytrocytech v pupecnikové krvi. Jsou slab$§imi imunogeny nez antigeny ABO
a Rhesus systému. [7] Protilatky nebyvaji Casté, ale jsou velmi nebezpecné
(po imunizaci transfuzi nebo téhotenstvim sila ndlezu mize rychle slabnout), protoze

pfi fagocytéze jimi senzibilizovanych erytrocytii jsou rychle odstrailované z krevniho
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ob¢hu a nemusi byt proto detekované pii nasledujicim screeningovém vysetieni. HON

byva pfi inkompatibilité novorozence a matky vzacné. [5, 10]

1.2.9 Skupinovy systém MNSs

Krevné skupinovy syst¢tm MNSs zahrnuje dva samostatné skupinové systémy MN
a Ss. Skupinovy systtm MN byl objeven vroce 1927 Landsteinerem a Levinem.
Protilatka anti-S byla poprvé popsana v roce 1947 a protilatka anti-S byla objevena
vroce 1951. M, N, S, s antigeny mohou byt identifikovany v ¢asném stadiu fetalniho
vyvoje. Pfi narozeni jsou MNSs antigeny plné vyvinuty. [7] Prvni protilatky definujici
antigeny M a N byly sice popsany u kralikil, imunizovanych lidskymi erytrocyty, zédhy
vSak byly prokazany i lidské aloprotilatky. Postupné se z tohoto systému stal druhy
nejvice polymorfni systém. Protilatky anti-M jsou vétSinou chladové povahy.
Jen vzécné jsou ucinné pii télesné teploté, v tom piipadé i1 schopné vyvolat HTR
a novorozenecké erytroblastézy. Anti-N jsou vyznaéné vzacngj$i, skoro vyhradné
chladové. [11] Anti-S a anti-s se vyskytuji pfevazné jako imunni protilatky. Mohou se
vSak vyskytovat rovnéz piirozené. Vzhledem ktomu, Ze antigen s je v populaci
pfitomen ve vysoké frekvenci, protilatka anti-s se nachédzi vzacné. Protilatky anti-S

a anti-s mohou zpiisobovat HTR a HON. [5, 7, 10]

1.2.10 Skupinovy systém Lutheran

Krevné skupinovy systém Lutheran byl objeven vroce 1945 Callenderem.
jsou Lu(a) a Lu(b). Specifita anti-Lu(a) byla popsana v roce 1945, anti-Lu(b) o deset let
pozdéji. Dnes je znamych 19 antigent tohoto systému. VétSina antigenl se vyskytuje
V populaci ve velmi vysoké frekvenci. Lu(a) a Lu(b) antigeny nejsou pii narozeni jeste

plné vyvinuty. Antigeny nejsou velmi imunogenni a mnoZzstvi antigenu se mezi
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jednotlivymi osobami lisi. Klinicky vyznam neni piili§ velky, protilatky tohoto systému
mohou piisobit potransfuzni reakce, ale vétSinou mirné a kviili slabé expresi na fetalnich

erytrocytech nejsou spojovany s ptipady HON. [5, 7, 10]

1.2.11 Skupinovy systém Diego

Antigeny tohoto systému jsou Di(a), Di(b), Wr(a), Wr(b). Protilatky anti-Di mohou
pusobit HTR a HON (n¢kdy tézké). Protildtka anti-Wr(a) nebyva casto zachycena

z duvodu absence Wr(a) antigenu na screeningovych krvinkach. [5]

1.2.12 Ostatni skupinové systémy

Dalsi skupinové systémy jsou z hlediska HON méné vyznamné. Patii mezi n¢ napft.

skupinovy systém Lewis, P1, Dombrock, Yt, Xg, Scianna, Gerbich aj. [5]

1.3 Metody pouzivané k urcovani krevné skupinovych

protilatek

Aglutinace je nejvhodnéjsi metoda k uréovani protilatek proti erytrocytim. Pti
tomto postupu jsou senzibilizované erytrocyty, protilatkami aglutinovany, coz lze
pozorovat makroskopicky. Aglutinace znac¢i pozitivni reakci protilatek a erytrocyti.
Protilatky IgM zptisobuji pfimou aglutinaci. Pokud jsou protilatky tfidy IgG, erytrocyty
jsou témito protilatkami senzibilizovany, ale nenastava aglutinace. K detekci 1gG
protilatek je tfeba pouzit nepfimou metodu. K dosazeni aglutinace je nutno ptidat dalsi
substance, napf. antiglobulinové sérum. Nepiima aglutinace je zpiisobena vzdalenosti
mezi erytrocyty. Bilkoviny v membrané erytrocytii maji negativni elektricky naboj.

Ve vodnych roztocich je kolem erytrocytli vytvofen vodni plast’ s pozitivné nabitymi
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ionty. Vznikd rozdil potencidlu mezi erytrocyty s negativnim nabojem a pozitivné
nabitymi ionty v médiu. Tento rozdil v potencidlu se nazyva zeta potencial. Z divodu
stejného naboje se erytrocyty navzajem odpuzuji. Jejich vzdalenost je ptiblizné 16 nm.

[7]

1.3.1 Antiglobulinovy test

Zakladnim testem v detekci IgG protilatek je antiglobulinovy test. Senzibilizované
erytrocyty nejsou aglutinovany pifimo. Aglutinace nastdva pomoci protilatek proti
navazanym imunoglobulinim. V roce 1908 ucinil tento objev Moreschi a znovu v roce
1945 Coombs (dals$i nazev pro antiglobulinovy test - Coombsiv test).
se pouziva ptimy antiglobulinovy test (PAT) a nepfimy antiglobulinovy test (NAT).

PAT signalizuje erytrocyty senzibilizované protilatkami z diivodu autoprotilatek
proti vlastnim erytrocytlim, protilatek pochazejicich od matky proti erytrocytiim jejiho
ditéte, protilatek proti erytrocytim vytvofené po transfuzi. Pii vySetfeni PAT
se k erytrocytim pacienta pfida pouze antiglobulinové sérum.

NAT signalizuje volné nenavazané antierytrocytarni protilatky ve vzorku séra nebo
plazmy pacienta. Pouzivad se k prikazu antierytrocytarnich protilatek pfi screeningu
protilatek, v testu kompatibility, pfi identifikaci protilatek.

VySetteni nepfimym antiglobulinovym testem ma tii faze:

I.  Sérum nebo plazma pacienta se inkubuje s erytrocyty, pfitomné protilatky
se navazuji
Il.  Erytrocyty se dikladn€ promyji, nenavazané protilatky se odstrani
1. Pfida se antiglobulinové sérum (AHG) — protilatka proti lidské bilkoviné
zajisti pfemosténi mezi senzibilizovanymi erytrocyty

[7]
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1.3.1.1 NAT ve zkumavce
Antiglobulinovy test byl ptvodné provadén zkumavkovou metodou. V tomto

provedeni je nutna promyvaci faze ptred pfidanim sekundarni protilatky, slouZzici
k odstranéni nenavazanych imunoglobulini. Pokud by tato faze promyvani nebyla
provedena a sekundarni protilatka byla pfidana k senzibilizovanym erytrocytiim,
navazala by se na volné imunoglobuliny a nenastala by aglutinace erytrocyti. Faze
promyvani je slabinou zkumavkového NAT testu, ¢as provedeni je prodlouzen. Tato

zkumavkova metoda je nahrazovana modernéjSimi, citlivéjsimi testy. [5]

1.3.1.2 NAT sloupcova gelova aglutinace
V této metod¢ neni tfeba promyvaci faze. Gelova matrix obsahuje sekundarni

protilatku v dolni ¢asti mikrozkumavky a v horni, rozsifené¢ ¢asti mikrozkumavky
probihd faze inkubace (viz Ptiloha 3). Gelové cCastice jsou takové velikosti, Ze mezery
mezi nimi jsou pruchozi pouze pro jednotlivou krvinku. V gelovém sloupci jsou
zadrzovany shluky dvou a vice krvinek, velké shluky ziistavaji na horni ¢asti sloupce,
projdou-li vSechny krvinky na dno zkumavky, zna¢i to negativni reakci. Po fazi
inkubace nasleduje centrifugace. Jako prvni se dostdvaji do pohybu erytrocyty vlivem
své vyssi specifické vahy a pfichazeji do oblasti gelu diive nez pomaleji putujici
nenavazané imunoglobuliny. [5] Protilatka reaguje se specifickym antigenem, ktery
stimuloval jeji tvorbu. Na zakladé schématu jeji reaktivity lze protilatku definovat

V porovnani s panelem diagnostickych erytrocytii se znamou antigenni konfiguraci. [12]

1.3.1.3 NAT pevna faze
V soucasnosti Casto pouZivany a srovnatelné citlivy test s metodou sloupcové

gelové aglutinace, provadény v mikrotitracnich desti¢kach nebo jednotlivych stripech.
Membranami erytrocytii, nesouci potiebné antigeny, jsou potazena dna jednotlivych
,U“ jamek. Do téchto jamek je pfidana vySetfovana plazma nebo sérum. Dochazi
k navazani protilatek jako ,,druha vrstva sendvic¢e. Nasleduje promyti jamek, aby doslo
k odstranéni nenavazanych imunoglobulini, a poté jsou piidany ,,indikatorové

erytrocyty. V jamkach, kde je dvouvrstva ,,membrana + imunoglobuliny*, adheruji
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indikatorové krvinky na dno jako ,.tieti vrstva sendvi¢e”. Homogenni zabarveni jamky
znaCi pozitivni reakci. V jamkach, kde nejsou navdzédny imunoglobuliny
na membrandch, nedochadzi k vazbé indikatorovych krvinek na tyto membrany
a indikatorové krvinky sedimentuji na hlubsi stfedni cast dna — vytvaii terCik, ktery

znadi negativni reakci. [5]

1.3.2 Screeningové vySetieni antierytrocytarnich protilatek

Screeningovy panel se pouziva k testovani nepravidelnych protilatek v séru nebo
plazm¢ pacienta. Obsahuje erytrocyty krevni skupiny 0, aby pravidelné protilatky
anti-A a anti-B nenarusily test. Screeningové erytrocyty musi byt vybrany takovym
a mohly byt zachyceny vSechny klinicky vyznamné protilatky proti erytrocytim.
Screeningové panely jsou vétSinou sestaveny ze téi riznych erytrocytarnich suspenzi.
vV homozygotni kombinaci. Je to dulezité z divodu zachytu slabych protilatek proti
erytrocytim. Klinicky dilezité protilaitky nemusi byt zachyceny pomoci erytrocytl
od heterozygoti, ale pouze krvinkami homozygotl. Tato skute¢nost se nazyva efekt
davky. [7, 13]

1.3.3 Identifikace antierytrocytarnich protilatek

Pii pozitivit€¢ screeningového vySetfeni, musi byt urcena specifita protilatky.
K provedeni identifikace je nutné pouzit Sir§i panel diagnostickych erytrocytl. Tyto
identifikacni panely obsahuji erytrocytarni suspenze, které jsou nakombinovany tak,
aby byly pozitivni nebo negativni pro dulezité krevné skupinové antigeny. ldentifikace

-----

protilatky se urCuje podle ziskaného profilu reakci z identifikacniho panelu. Po urceni
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specifity protilatky, je nutné stanovit, jedna - 1i se o autoprotilatky nebo aloprotilatky.
Je tieba vySetfit pfitomnost piislusného antigenu na erytrocytech, proti kterému
je protilatka namifena. VZdy je nezbytné pii urceni protilatky zkontrolovat pfitomnost
dalsi protilatky poptipad€ protilatek postupem, ktery se nazyva vylouceni piekrytych
protilatek. [7]

1.4 Aloimunizace téhotnych Zen

Aloimunizace a tvorba protilatek proti nestejnoskupinovému antigenu mize nastat
pfi podani inkompatibilni transfuze, ale mize nastat i za pfirozenych podminek béhem
tehotenstvi. U téhotnych Zen erytrocytarni aloimunizaci zpusobuji antigeny
na erytrocytech plodu. Specifické antigeny plodu stimuluji imunitni systém matky
Kk tvorbé protilatek, které jsou namiteny proti témto antigentim. Za normalnich okolnosti
krevni obéh plodu nesouvisi bezprostiedné s krevnim obéhem matky. Erytrocyty plodu
se nedostavaji do krevniho obéhu matky a naopak. Nepiimo se navzajem stykaji
v placenté. [8] Placenta je slozita tkan, ve které probihaji metabolické pochody mezi
matkou a plodem. Nékdy dojde k proniknuti malého mnozstvi fetilni krve do ob&hu
matky, Kktzv. fetomaternalnimu krvaceni. Krvaceni nastava vétSinou ve vysS$im
gestatnim stafi, mize knému dojit také pii nékterych intrauterinnich vykonech
a zejména v obdobi porodu. Existuji dva diivody, pro¢ matka vytvari krevné skupinové
protilatky: podani inkompatibilni transfuze v minulosti nebo proniknuti fetalnich
erytrocytll do krevniho ob&hu matky. Fetomaternalni krvaceni se muze vyskytnout
v pribéhu kazdého téhotenstvi, ale Sance se zvysuje s délkou téhotenstvi a je nejveétsi
pfi narozeni ditéte, protoze béhem porodu dochazi k silné kontrakci délozni stény. [7]

Rozdéleni pfi¢in imunizace t¢hotné:

e Fetomaterndlni krvaceni — pfedporodni, béhem porodu
e Potraty — spontanni, terapeuticky
e Mimodé&lozZni t€hotenstvi

e Predcasné odlouceni placenty
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e Porodnické zakroky

e Krevni transfuze

[10]

1.5 Hemolytické onemocnéni novorozence

HON je nemoc, u které je charakteristické zkracené piezivani erytrocytt plodu
a novorozence. Prvni zdznam o ném je znam ze 17. stoleti. Louise Bourgeois, porodni
baba Marie de Medici, popsala v roce 1609 zajimavy ptipad Zloutenky u novorozenych
dvojcat. Levin a Stetson jiz vroce 1939 prokazali, ze Zena mize byt imunizovana
Vv pritbéhu téhotenstvi proti krevné skupinovym antigeniim, pfitomnych na erytrocytech
jejiho ditéte a které u ni chybi. [7]

Onemocnéni mize mit rizné tézky pribéh. Byva pficinou zavazné fetalni
a novorozenecké morbidity a mortality. Hemolyza je imunniho typu. Mateiské
protilatky se vazi na specifické antigeny fetalnich a novorozeneckych erytrocytt. Takto
senzibilizované erytrocyty nasledné¢ hemolyzuji. Antigen, ktery je nejcastéjsi pti¢inou
HON, je antigen D z Rh systému. K imunizaci mize dojit i pfi neshodé¢ matky a fetu
v ABO antigenech nebo v antigenech jinych krevnich skupin. Za klinicky vyznamné
protilatky z hlediska mozného rozvoje HON jsou povazovany protilatky ant-A, -B, -C,
-c, -D, -E, -e, -Ce, -CE, -K, -Fy(a), -Jk(a). Protilatky, jejichz klinicky vyznam se musi
zvazovat individualné patii napf. anti-Cw, -ce, -G, -M, -N, -S, -s, -U, -Fy(b), -k, -Kp(a),
-Kp(b), -Js(a), -Js(b), -P1, -Jk(b), -Diego, anti-LFA, anti-HFA. Piedevsim protilatky
specifity anti-D, -c, -E, -K mohou zptsobit t¢zZky HON a vyZzaduji ptisnéjsi sledovani.
Z hlediska HON se mezi klinicky nevyznamné protilatky tadi protilatky anti-P1,
-Le(a, b), -H, -I, -HI, -N, -Lutheran, panspecifické protilatky, chladové protilatky,
protilatky reagujici jen v enzymovém prostiedi. Jako nasledek piedchozi transfuze
se u te€hotnych Zen cCasto prokazuji protilatky anti-c, -K, -Fy(a). Imunitni humoralni
odpovéd u HON mé dv€ faze. Imunitni systém matky po rozpoznani cizorodého

erytrocytdrniho antigenu zacne tvofit proti antigenu protilatky. Nejdiive vznikaji
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protilatky tiidy IgM, které se béhem nékolika tydni méni na typ IgG. Tento proces
se oznacuje jako primarni imunitni odpovéd a zavisi predev§im na mnozstvi antigenu.
Pti opakovaném setkani s piivodnim antigenem, napi. v dalSich té€hotenstvich, dochazi
velmi rychle Kkprodukci protilatek a vznikaji v mnohem vétsi koncentraci.
Jde o sekundarni anamnestickou imunitni odpovéd’. Vlastni imunitni reakce zacina
rozpoznanim antigenu imunitnim systémem matky. Placentou pronikaji pouze
imunoglobuliny typu IgG s nizkou molekulovou hmotnosti, do 24. tydne t€hotenstvi
velmi pomalu. HON je v tomto obdobi velmi vzacné. Transfer protilatek se zvySuje
ve druhé poloviné gestace a hladina protilatek u fetu mize byt vyssi nez u matky.
Protilatky typu IgM, které maji vysokou molekulovou hmotnost, do fetidlni krve
nepiechézeji. Fetdlni erytrocyty s navazanou matefskou protilatkou podléhaji hemolyze.
Hematopoetické tkané fetu — jatra, slezina, kostni dfefi — reaguji na hemolyzu zvySenim
erytropoézy. Pokud erytropoéza nesta¢i kompenzovat rozpad erytrocytl, dochézi
Kk anémii, kterd mize mit rizny stupen zavaznosti. Tézka anémie muize vést
ke generalizovanému otoku a k srde¢nimu selhani plodu. Pti rozpadu erytrocytii vznika
velké mnozstvi nekonjugovaného bilirubinu. Hromadéni bilirubinu v krvi fetu vede
k ikteru a bilirubin se kumuluje pfedev§im v centralnim nervovém systému, jehoz
bunky poskozuje. [10] Vysoka hladina nekonjugovaného bilirubinu mize vést
K trvalému poskozeni mozku s naslednym tézkym postizenim ditéte, jak fyzickym
tak mentalnim. [7] Raritou imunizace v Rh systému je tzv. grandmother syndrom.
U matky, ktera je RhD pozitivni, dochazi béhem porodu k fetomaternalnimu priniku
RhD pozitivniho antigenu do cirkulace RhD negativniho plodu Zenského pohlavi, ¢imz
vznika prvni kontakt plodu s RhD antigenem. V budoucnosti po otéhotnéni takto
imunizované Zeny muze dojit k pamétové reakci, jestlize plod nese na svych fetalnich
erytrocytech antigen D zdédény od otce. Nastava tvorba protilatek a hemolyza fetalnich

erytrocytu jiz v prvni gravidité. [14]
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1.5.1 Rozdéleni hemolytického onemocnéni novorozence

Podle typu protilatky rozlisujeme:
e Rh HON (vétSinou anti-D, anti-c, anti-E, ale i kombinace jinych
Rh protilatek, napt. anti-D+C)
e ABO HON pfi anti-A, -B protilatkach
e HON pii protilatkach proti antigeniim jinych krevnich skupin
[10]

Tabulka 2: Rozvinuté hemolytické onemocnéni novorozence a pfiiny vzniku

Vv Nizozemi (studie 2003 - 2005)

4,7%
7%
37%
9,3%
2,3%
11,7%
4,7%
9,3%
2,3%
4,7%
4,7%
2,3%

Zdroj: Effect of screening for red cell antibodies, other than anti-D, to detect

[
5 wn

NN R RNO R A

-

hemolytic disease of the fetus and newborn: a population study in the Netherlands [15]

1.5.2 Lécéba hemolytického onemocnéni novorozence

Lécebna opatieni maji predejit vzestupu hladiny bilirubinu, aby nedoslo k ohrozeni
novorozence rozvojem jadrového ikteru. Tézkd forma HON je takova,

pfi niz se podavala transfuze intrauterinni, exsanquina¢ni nebo substitu¢ni. [10]
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Lécebné metody

bilirubinu.

Fototerapie - svételné zafeni o vlnové délce 420 - 470 nm vede k fotokonverzi

Imunoterapie — profylaktické podani imunoglobulinu, které muze zabranit

fagocytoze senzibilizovanych erytrocytli a rychlej§imu vzestupu hladiny bilirubinu.

[10]

Lécba transfuzi

Intrauterinni transfuze — vysoce rizikova invazivni 1é¢ba HON. Lze ji pouzit
piiblizné od 20. tydne téhotenstvi pro korekci anémie u plodu. Erytrocyty
musi byt vybrany s ohledem na pfitomnost matei'skych protilatek a maji byt
kompatibilni s krvi matky a plodu.

Vyménnéd (exsanquinacni) transfuze — Uc€inna léCebnd metoda, pii které
dochazi k odstranéni velké ¢asti bilirubinu, senzibilizovanych erytrocytt
a matetskych protilatek zptsobujicich hemolyzu. Novorozeneckd krev
odebrana pti vyménné transfuzi je nahrazena erytrocyty a plazmou darce.
Podavaji se erytrocyty respektujici matetské protilatky a kompatibilni s krvi
matky a novorozence.

Substitucni transfuze prevadi novorozenci malé objemy erytrocytd darce
ke korekci anémie. Podavaji se erytrocyty respektujici mateiské protilatky

a kompatibilni s krvi matky.

1.5.3 Prevence hemolytického onemocnéni novorozence

Velmi

roz§itfenou a UspéSnou metodou v prevenci HON bylo zavedeni

profylakticky poddvaného anti-D imunoglobulinu. Souc¢asné moznosti profylaxe jsou

omezeny pouze na prevenci RhD typu HON. Rhlg se poddva vSem D-negativnim

zenam po porodu D-pozitivniho ditéte a také v nékterych situacich béhem tehotenstvi,

pokud si té¢hotnad nevytvoftila vlastni protilatku anti-D. Parenterdlné podand protilatka

anti-D potlacuje imunitni odpovéd’ na D-pozitivni erytrocyty, které pronikly béhem
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fetomaternalniho krvaceni do obéhu matky. Rhlg se aplikuje Rh negativnim zenam také
po prenatalnich diagnostickych vykonech nebo pifi nékterych téhotenskych
komplikacich. [10] Aplikace imunoglobulinu anti-D se provadi v piipadé potratu,
mimod¢lozniho t¢hotenstvi, amniocentézy, umrti plodu, znadmky fetomaterndlniho
krvaceni, porodu D-pozitivniho ditéte. [16] U Zen, které maji na svych erytrocytech
slaby antigen D nebo variantni antigen D, je vhodné, aby ji byla aplikovana
imunoprevence V ptipadé porodu D-pozitivniho ditéte. [17] Povinné aplikovani
imunoprevence je u nas zavedeno od roku 1972. [18] Studie, které byly na toto téma
provadény, se zabyvaly mimo jiné efektivitou nakladi a ukazaly, ze se jedna o cenny

ochranny postup po zdravy vyvoj plodu a novorozence. [19]

1.6 Imunohematologické vySetieni béhem téhotenstvi

Imunohematologické vySetfeni se provadi ve 12. tydnu t€hotenstvi (10. — 16.),
obsahuje vySetfeni krevni skupiny v systému ABO, vySetfeni antigenu D, vySetieni

nepravidelnych protilatek. [20]

1.6.1 ABO

K identifikaci t€hotné slouzi ptedev§im vysetfeni krevni skupiny v systému ABO.

Jakékoliv diskrepance je nezbytné vysSetfit a objasnit. VySeteni podskupin neni nutné.

Metody a diagnostika

Vysettuji se aglutinogeny a aglutininy pomoci monoklonélnich diagnostickych sér
anti-A, anti-B a diagnostickych erytrocytd Al a B. Jedna — li se o opakované téhotenstvi
a je-li k dispozici zaznam o vysetfené krevni skuping, je dostacujici kontrolni vysetfeni
aglutinogentl.

[20]
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1.6.2 Antigen D

VysSetteni antigenu D vyc€lenuje skupinu zen D-negativnich, u nichz je zapotiebi

imunoprevence anti-D. Vysetfeni slabého antigenu D (Dw) neni nutné.

Metody a diagnostika
Antigen D se vySetfuje pouzitim dvou monoklondlnich sér anti-D tiidy IgM
riznych klont, ktera nedetekuji variantu DY'. Jedna-li se o opakované tdhotenstvi a je-li
k dispozici zaznam o vySetiené krevni skuping, je dostacujici kontrolni vySetfeni jednim
ze zminénych diagnostickych sér anti-D. Nedoporucuje se pouzit sérum anti-CDE.
Slaby antigen D ¢i D variantu (Dw/V) je tfeba brat v uvahu u:
e slabsi reakce obou diagnostickych sér anti-D
e zcela rozdilné reakce pouzitych  diagnostickych  sér  anti-D
(pozitivni x negativni)
¢ rozdilna sila reakci obou diagnostickych sér anti-D
e necekany nalez anti-D imunizace s negativni autoreakci u osoby, ktera ma
normalni antigen D
¢ rozdil mezi anamnestickym udajem a soucasnym vysetfenim
Ve spornych ptfipadech je vhodné klasifikovat t€hotnou jako Dw/v. Je vhodné
s ohledem na pfitomnost variantniho antigenu D nebo slabého antigenu D provadét
anti-D imunoprevenci.
[20]

1.6.3 Screening a identifikace nepravidelnych aloimunnich

antierytrocytarnich protilatek

Klinicky vyznamné nepravidelné antierytrocytarni protilatky lze ptiblizné prokazat
u 1% téhotnych Zen. Klinicky vyznamné protilatky, které mohou ohrozit plod a/nebo

novorozence nam umoziuje detekovat screening nepravidelnych protilatek. V rozvinuti
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HON se mohou klinicky uplatiovat i jiné specifické protilatky nez anti-D a D-pozitivni
té¢hotné Zeny mohou tvoftit protilatky jiné nez anti-D, a proto vySetieni nepravidelnych

protilatek ma vyznam nejen u D-negativnich Zen, ale i u D-pozitivnich zen.

Metody a diagnostika

Za vhodné se mohou povazovat metody sloupcové gelové aglutinace, metody
pevné faze, zkumavkové metody. Screeningova metoda by méla obsahovat metodu
NAT s pouzitim diagnostickych erytrocyti resuspendovanych v roztoku o nizké iontové
sile (LISS/NAT). Pouziti enzymovych testil z hlediska problematiky HON nema velky

vyznam.

Diagnostické erytrocyty — screening nepravidelnych antierytrocytirnich protilatek

Je vhodné pouzit panel 3 diagnostickych erytrocytti krevni skupiny 0, které
obsahuji minimalné tyto antigeny: C, Cw, ¢, D, E, ¢, K, k, Fy(a), Fy(b), Jk(a), Jk(b), S,
s, M, N, Le(a). Jedny z diagnostickych screeningovych erytrocytii by mély obsahovat
fenotyp Dce/Dce jedny fenotyp DcE/DcE. V homozygotnim zastoupeni by mély byt
antigeny Fy(a), Fy(b), Jk(a), Jk(b), S, s. Ve smési (tzv. poolované) se diagnostické

screeningové erytrocyty nesmi pouzivat.

Diagnostické erytrocyty — identifikace nepravidelnych antierytrocytirnich protilatek
Je vhodné pouzit panel minimaln¢ osmi diagnostickych erytrocytii krevni skupiny
0. Panel by mél obsahovat minimalné jeden fenotyp RjR; (DCe/Dce), Ri"R;
(DCe/DCeCw+), R2R2 (DcE/DcE) tyto erytrocyty by mély obsahovat antigeny K, k,
Fy(a), Fy(b), Jk(a), Jk(b), M, S, s. Také by m¢l panel obsahovat fenotyp r'r (D-negativni
Ccee), r"'r (D-negativni ccEe), dvakrat fenotyp rr (D-negativni ccee), u tohoto fenotypu
by méla byt kombinace antigeni K+, K-, Jk(a+b-), Jk(a-b+), S+s-, S-s+, Fy(a+b-),
Fy(a-b+).
[20]
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1.6.4 Fenotyp matky

V piipadé¢ urceni specifické protilatky, je vhodné vysettit komplementarni antigen

k dané protilatce pro potvrzeni specifity. [20]

1.6.5 Stanoveni titru nepravidelnych protilatek

Stanoveni titru klinicky vyznamnych protilatek u té¢hotnych Zen, ndm poméha
identifikovat tc¢hotenstvi, kterd jsou v riziku HON. Titrovani slouzi jako screening
pro rozhodnuti, kdy za¢it monitorovat HON jinou metodou nez imunohematologickou.
Pokud se v ptedchozim téhotenstvi vyskytl tézky HON, neni uzite¢né titrovani klinicky
vyznamnych protilatek v dalSich téhotenstvich. Je-li vySetfeni dostupné, je vhodné
Vv téchto ptipadech urcit genotyp plodu, neni-li pro dany antigen otec homozygot

a sledovat plod jinou nez imunohematologickou metodou. [10, 20]

Klinicky vyznamny titr
e Vstupni vySetieni - 12. (10. — 16.) tyden téhotenstvi, prvni zachyt klinicky
vyznamné protilatky
Zkumavkovy test NAT pti 37°C, anti-lgG nebo anti-lgG+anti-C3d
v' Anti-D, -C, -E > 1:32
v Anti-K*>1:4
v' Ostatni protilatky > 1:64

Sloupcova aglutinace — LISS/INAT
v' Anti-D, -C, -E > 1:128
v Anti-K*>1:8
v' Ostatni protilatky > 1:128

(* Uplatnuje se efekt imunitni suprese erytropoézy)
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[20]

Prokazané anti-D, -C, -E, -K, u ostatnich specifit pouze v p¥ipadé tézkého
HON - 4 tydny po vstupnim vySetieni

Muze dojit k zachytu dalsi specifické protilatky

Vysetfeni komplementarniho antigenu

Titrace protilatek kazdé 4 tydny, pokud neni jednoznacna negativita otce
pro dany antigen

Od 28. tydne titrace protilatek kazdé 2 tydny

28. (26. — 30.) tyden téhotenstvi, prvni zachyt klinicky vyznamné protilatky
Vysetieni komplementarniho antigenu

Titrace protilatky kazdé 2 tydny

Vyjimku tvofi prikaz anti-D po podani imunoglibulinu anti-D. Velmi dulezita

je informace o profylaktickém podani imunoglobulinu anti-D
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2 Cil prace

1. Literarni shrnuti soucasnych metod, porovnani jejich vyhod a nevyhod,
vyznam pro klinickou praxi.

2. Praktické osvojeni principi metod titrace protilaitek pomoci sloupcové
gelové aglutinace a zkumavkové metody.

3. Vyhodnoceni ziskanych vysledkd, porovnani provozné-ekonomického

hlediska.
4. Diskuze ziskanych dat.
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3 Metodika

Na prenatalni laboratoii TRS NCB bylo v obdobi 1. 1. 2011 — 31. 7. 2013 vySetieno
5622 vzorku téhotnych Zen z diivodu urceni potencionalné rizikové skupiny z hlediska
HON.

Zasadni je spravna identifikace t€hotné, novorozence, vysetfovaného otce, spravny
odbér a oznaceni vzorku, transport vzorku do laboratofe, Uplné a spravné udaje
na zadance.

Oznadeni vzorku pred odbérem: Jméno a piijmeni, &islo pojisténce (RC), datum
odbéru vzorku.

Zadanka: Jméno a piijmeni, &islo pojisténce (RC), datum a &as odbéru, diagnoza,
zdravotni pojiStovna, téhotenskd anamnéza, tyden gravidity, transfuzni anamnéza,
informace o diive zjisténych protilatkach, informace o aplikované RhD profylaxi,
identifikace zadatele, identifikace odebirajiciho vzorek.

Kazdy pracovni den se pted zacatkem vySetfeni provadi denni kontrola kvality
diagnostik.

[21]

3.1 VySetieni krevni skupiny a vySetieni Rh faktoru

Princip vysetreni

Manualni vySetieni krevni skupiny ABO/RhD se provadi zkumavkovou metodou
na principu piimé aglutinace. Povrch erytrocytii nese za normalnich okolnosti slaby
negativni naboj. lonty z dilu¢niho roztoku vytvaii okolo erytrocytu dalsi elektrostatické
vrstvy a v disledku se nemohou krvinky k sobé ptiblizit. Vzdalenost mezi nimi dokéze
preklenout molekula IgM. K piimé aglutinaci dochazi, kdyz k naplavu erytrocytt, které
nesou prislusné antigeny, pridame protilatku tfidy IgM proti konkrétnimu antigenu,
za predpokladu spravného poméru antigenu a protilatky. Pro vySetteni krevnich skupin

se pouzivaji monoklonalni diagnostika obsahujici mysi IgM protilatky. Stanoveni
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antigend na erytrocytech je doplnéno testovanim piitomnosti odpovidajicich anti-A
a/nebo anti-B aglutinind Vv séru pacienta s pouzitim A1 a B diagnostickych erytrocytu.
Vysetteni ABO aglutinogent provadime detekci antigenti na erytrocytech, pomoci
znamych diagnostickych sér, a detekci aglutinint v plazmé nebo séru jedince pomoci
diagnostickych erytrocytu.
Vysetteni RhD antigenu provadime pomoci diagnostického antiséra. Kazdy vzorek
se vySetiuje dvojmo riznymi monoklondlnimi diagnostickymi séry tiidy IgM, které

nedetekuji variantu DV,

Pracovni potreby

e Diagnostika séra anti-A, anti-B, anti-AB monoklonalni (Sanquin), anti-D IgM
(IVT Imuno), anti-D IgM (BIOSCQOT), monoklonalni kontrola (BIOSCOT).

e Diagnostické erytrocyty Az, B, 0 (Ptiprava na TRS NCB).

e Pufrovany fyziologicky roztok pH 6.98 — PBS (Ptiprava Lékarna NCB).

e Aglutina¢ni zkumavky, Wassermannovy zkumavky, jednorazové 3ml pipety,

sklenéné pasteurky, jednorazové rukavice, laboratorni centrifuga.

Znaky analytické metody

Jedna se o semikvantitativni metodu, kterd umoznuje dobrou opakovatelnost
1 reprodukovatelnost pozitivniho 1 negativniho vysledku. M¢fici rozsah: negativni-
pozitivni. Sila aglutinace se uvadi na pocet kiizG +, ++, +++, ++++. Odecitame

makroskopicky.

Vysetrovany material

Venozni nesrazliva nebo srazliva krev.
Pracovni postup

1) Zkumavku se vzorkem pacienta centrifugujeme pii 3500-5000 ot./min. 5 min.,

aby doslo k oddé€leni plazmy nebo séra a erytrocyta
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2) Do oznacené Wassermannovy zkumavky pfipravime 3% suspenzi erytrocyti
v PBS

3) VySetieni se provadi ve zkumavkach s rozkapanymi diagnostiky, které oznac¢ime
jménem pacienta:

1. fada vySetfeni aglutinogeni a antigenu RhD, monoklondlni kontrola:
diagnostika anti-A, anti-B, anti-AB, anti-D, monoklonalni kontrola

2. fada vysetieni aglutinin a antigenu RhD:
diagnostické erytrocyty Aj, B, 0, diagnostikum anti-D

Do kazdé zkumavky s diagnostiky pridame 3% suspenzi erytrocytii pacienta v PBS,
do kazdé zkumavky s diagnostickymi erytrocyty pifidame plazmu (nebo sérum) pacienta

4) Zkumavky protiepeme a centrifugujeme pti 1000 ot./min. po dobu 1 min.

5) Je nutné prohlédnout zkumavky, neni-li pfitomna hemolyza, ktera mize byt
zpuisobena disledkem bakteridlni kontaminace a nesmi byt povazovana za pozitivni
vysledek

6) Erytrocyty resuspendujeme jemnym poklepem ne dno zkumavky

7) Odecitame makroskopicky
[12, 21, 22, 23, 24]

Tabulka 3: Urceni krevni skupiny ABO pomoci aglutinogenti a aglutinint

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

Zdroj: SOP [12]
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Tabulka 4: Uréeni Rh faktoru

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

Zdroj: SOP [12]

3.2 VySetreni screeningu antierytrocytarnich protilatek

metodou sloupcové gelové aglutinace

Princip vysetreni

Toto vySetfeni stanovuje pifitomnost antierytrocytarnich protilatek, které vznikly
imunizaci pacienta po podédni transfuze nebo u Zeny v t€hotenstvi. VySetfeni provadime
metodou sloupcové gelové aglutinace tzv. neptfimym antiglobulinovym testem (NAT).

NAT zachycuje klinicky vyznamné protilatky tfidy IgG. Protoze NAT metody
mohou detekovat témét vSechny klinicky vyznamné protilatky, doporucuje
se pro screening protilatek pouZziti samotného NAT bez dalsi doplilujici screeningové
techniky.

Enzymaticky test (ET) je dopliujici metoda, vzacné citlivéjsi nez NAT.
ET poskytuje zesilené reakce v systémech Rh, Kell, Kidd, nejsou v ném prikazné
protilatky systémli MNSs a Duffy. NepovaZzuje se za rutinni metodu pro screening
protilatek.

Autologni kontrola nebo PAT (pfimy antiglobulinovy test) nejsou nutnou soucasti
screeningu protilatek. Autologni kontrola (AK) nebo PAT se rutinné provadi jako
soucast screeningu protilatek pfi predtransfuznim vySetieni u novorozenci a déti
do 6 mé&sichi véku a pii vySetfeni pozitivnich antierytrocytarnich protilatek, které jiz

byly identifikovany pfi predchozim vySetfeni.
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Princip NAT sloupcové gelové aglutinace

Plastova ID-karta LISS/Coombs se skladd z 6 mikrozkumavek, které¢ obsahuji
gelovou matrix, skrze kterou béhem centrifugace prochazi vysetfovany material. Gelové
¢astice jsou prichozi pouze pro jednotlivou krvinku. V gelovém sloupci jsou zachyceny
shluky 2 a vice krvinek, na horni ¢ésti sloupce zlstavaji velké shluky. Pfi negativni
reakci vSechny krvinky projdou na dno zkumavky. Gelova matrix ID-karty
LISS/Coombs obsahuje polyspecifické AHG (krali¢i anti-IgG a monoklonalni
anti-C3d). V horni rozsifené ¢asti mikrozkumavky probiha inkubacni faze. Pfi nasledné
centrifugaci erytrocyty a imunoglobuliny prochédzi gelovou matrix. Protilatka reaguje
specificky s antigenem, ktery stimuloval jeji tvorbu. Protilatku Ize identifikovat
Z identifikaéniho protokolu obsahujici diagnostické erytrocyty se znamou kombinaci

antigend.

Pracovni potreby
e |ID-karty LISS/Coombs (pro NAT), ID-karty NaCl (pro ET), ID-DiaCell
[-1I-111 (pro NAT), ID-DiaCell IP-IIP-1IIP (pro ET), ID-Diluent 2
(Modifikovany LISS pro piipravu suspenze erytrocyti), ID-Papain
(Papainovy roztok piipraveny k pfimému pouziti pro Upravu krvinek
papainem do AK). Vsechny diagnostika jsou od firmy DiaMed.
e Spicky, jednorazové rukavice, laboratorni centrifuga, ID-pipetor,

ID-inkubator, ID-centrifuga, stojan na ID-karty.

Znaky analytické metody
Jedna se 0 semikvantitativni metodu, kterda umoznuje dobrou opakovatelnost
a reprodukovatelnost. M¢fici rozsah negativni-pozitivni. Sila aglutinace se uvadi na

pocet kiizi +, ++, +++, ++++. Odecitdme makroskopicky.

Vysetrovany materidl

Venozni nesrazliva nebo srazliva krev.
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Pracovni postup

1) Pfed provedenim screeningu protilatek je potieba vSechny reagencie
vytemperovat na pokojovou teplotu

2) Vzorek pacienta centrifugujeme pii 3500-5000 ot./min. 5 min., aby doslo
k oddé€leni plazmy (nebo séra) a erytrocytt

3) ID-kartu LISS/Coombs a ID-kartu NaCl ozna¢ime jménem pacienta a jednotlivé
mikrozkumavky popiSeme ¢islem diagnostickych erytrocytu I, II, III, AK

4) Diagnostické erytrocyty ID-DiaCell, které jsou jiz od vyrobce pfipraveny
na pracovni koncentraci 0,8%, pfed pouzitim jemné promichame, nejprve napipetujeme
do vsech mikrozkumavek 50ul diagnostickych erytrocyti I, 11, Il a IP, 1P, I1IP

5) Do mikrozkumavky oznacené AK nepipetujeme 50ul 0,8% suspenzi erytrocytl
pacienta v ID-Diluentu 2

6) Do vsech mikrozkumavek napipetujeme 25ul plazmy nebo séra

7) Do mikrozkumavky oznatené AK na ID-kart¢ NaCl nepipetujeme
25ul ID-Papainu

8) ID-karty inkubujeme 15 min. v ID-inkubatoru pti 37°C, ID-inkubator vyda
zvukovy signal po uplynuti inkuba¢ni doby

9) ID-karty centrifugujeme v ID-centrifuze, otacky a doba centrifugace jsou pevné
nastaveny vyrobcem

10) Odecteme vysledek
[12, 21, 22, 23, 24]
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Obrazek 1: Schéma ID-karty LISS/Coombs — screening protilatek

Zdroj: SOP [12]

Neptimy antiglobulinovy test

ID-
DiaCell
|

ID-
DiaCell
I

ID-
DiaCell
Il

50 ul 0,8% suspenze ID-Diacell +
25 pl vySetfované plazmy/séra

Obrazek 2: Schéma ID-karty NaCl — screening protilatek

Zdroj: SOP [12]

NaCl (Enzymaticky test)

ID-
DiaCell
IP

ID-
DiaCell
1P

ID-
DiaCell
P

50 pl 0,8% suspenze

ID-Diacell-P +

25 pl vySetfované plazmy/séra
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3.3 Identifikace antierytrocytarnich protilatek metodou

sloupcové gelové aglutinace

Princip vysetireni

Plazma nebo sérum pacienta jsou testovany metodou sloupcové gelové aglutinace
(NAT) proti identifikaénimu panelu diagnostickych erytrocytd. Vhodné je zafazeni
vlastnich erytrocytli pacienta tzv. autologni kontrola (AK), k odliSeni aloprotilatky
od autoprotilatky. Specifita protilatky by méla byt potvrzena, jen kdyz reaguje
pfinejmensim se 2 typy diagnostickych erytrocytli nesoucich dany antigen a nereaguje
pfingjmensim se 2 typy erytrocytl, které jsou negativni pro dany antigen.
Je-li identifikovana jedna protilatka, je dilezité se ujistit, Ze nebyla opomenuta
pritomnost dal$ich klinicky vyznamnych protilatek.

Pouziti dopliujicich technik jako napt. ET mutze pomoci zejména pii identifikaci

protilatek, které reaguji slabé v NAT nebo v ptipadé smési protilatek.

Pracovni potreby

e Identifika¢ni panel erytrocyta ID-DiaPanel (pro NAT), identifika¢ni panel
erytrocyta ID-DiaPanel-P (pro ET), ID-karty LISS/Coombs (pro NAT),
ID-karty NaCl (pro ET), ID-Diluent 2, ID-Papain. Vsechny diagnostika jsou
od firmy DiaMed.

e Identifikacni panel erytrocyti Makropanel 16 (Sanquin).

e Aglutinaéni  zkumavky, Wassermannovy zkumavky, jednorazové
3ml pipety, sklenéné pipety, Spicky, jednorazové rukavice, laboratorni

centrifuga, ID-inkubator, ID-centrifuga, stojan na ID-Karty.

Panely erytrocyti ID-DiaPanel a ID-DiaPanel-P

Panely diagnostickych erytrocytii jsou nafedény na pracovni koncentraci 0,8%.
Oba panely obsahuji 11 typt erytrocyti.
ID-DiaPanel slouzi k vySetieni v NAT, ID-DiaPanel-P obsahuje papainizované

erytrocyty a slouzi k vySetfeni v ET.
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Identifika¢ni panel erytrocytd Makropanel 16

Doplnujici panel, ktery se pouziva u vySetieni, kde s panelem ID-DiaPanel nelze
vySetieni uzaviit. U Makropanelu 16 musime ptipravit 0,8% suspenzi 1x propranych
erytrocyti Makropanelu 16 v ID-Diluentu 2 (fedéni 1ml Diluentu 2 + 10ul sedimentu

erytrocytr). Identifika¢ni panel nafedény na pracovni suspenzi je pouzitelny 24 hod.

Znaky analytické metody

Jedna se o semikvantitativni metodu, kterd umoziuje dobrou opakovatelnost
a reprodukovatelnost pozitivniho i negativniho vysledku. Méfici rozsah: negativni —
pozitivni. Sila aglutinace se uvadi na pocet kiizti +, ++, +++, ++++. Odecitame

makroskopicky.

Vysetirovany material

Vendzni nesrazliva nebo srazliva krev.

Pracovni postup

Identifikace antierytrocytarnich protilatek ZAKLADNIM panelem

Plazma nebo sérum pacienta, t€hotné zeny se vySetiuje aglutinaénimi metodami
na ID-kartach s panely erytrocyti s uréenymi antigeny sestavenych tak, aby vylucovaci
metodou podle negativnich a pozitivnich reakci bylo ve vétSin€ piipadii u pacienta
mozné urcit specifitu protilatek (aloprotilatky a autoprotilatky).

1) Pfed provedenim identifikace protilaitek je potieba vSechny reagencie
vytemperovat ne pokojovou teplotu

2) Vzorek pacienta centrifugujeme pii 3500-5000 ot./min. 5 min., aby doslo
k oddé€leni plazmy (nebo séra) a erytrocytt

3) ID-karty LISS/Coombs oznac¢ime jménem pacienta a jednotlivé mikrozkumavky
popiSeme c¢islem diagnostickych erytrocytt 1-11

4) ID-karty NaCl oznafime jménem pacienta a jednotlivé mikrozkumavky

popiSeme ¢islem diagnostickych erytrocyt 1-11
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5) Diagnostické erytrocyty ID-DiaPanel pfed pouzitim jemné promichame, nejprve
napipetujeme na ID-kartu LISS/Coombs 50ul diagnostickych erytrocyta 1-11, k nim
napipetujeme 25ul plazmy (nebo séra) pacienta

6) Diagnostické erytrocyty ID-DiaPanel-P pied pouzitim jemné promichame,
nejprve  napipetujeme na ID-kartu NaCl 50ul diagnostickych erytrocytd
papainizovanych 1-11, k nim napipetujeme 25ul plazmy (nebo séra) pacienta

7) ID-karty inkubujeme 15 min. v ID-inkubatoru pii 37°C, ID-inkubator vyda
zvukovy signal po uplynuti inkuba¢ni doby

8) ID-karty centrifugujeme v ID-centrifuze, otacky a doba centrifugace jsou pevné
nastaveny vyrobcem

9) Odecteme vysledek

10) Vysledky zaznamenadvame do pracovniho protokolu, ktery je dodéavan

K paneliim

Identifikace antierytrocytarni protilatky doplfiujicim panelem

1) Pfed provedenim identifikace protilatek je potieba piipravit Markopanel 16
na pracovni koncentraci a vSechny reagencie vytemperovat ne pokojovou teplotu

2) Vzorek pacienta centrifugujeme pii 3500-5000 ot./min. 5 min., aby doslo
k oddéleni plazmy (nebo séra) a erytrocytl

3) ID-karty LISS/Coombs oznac¢ime jménem pacienta a jednotlivé mikrozkumavky
popiseme Cislem diagnostickych erytrocyt 1-16

4) ID-karty NaCl oznafime jménem pacienta a jednotlivé mikrozkumavky
popiSeme c¢islem diagnostickych erytrocytt 1-16

5) Diagnostické erytrocyty Makropanelu-16 pied pouzitim jemné promichame,
nejprve napipetujeme na ID-kartu LISS/Coombs 50ul diagnostickych eratrocytii 1-16,
k nim napipetujeme 25ul plazmy (nebo séra) pacienta

6) Poté napipetujeme na kartu NaCl 50ul diagnostickych erytrocytd 1-16, k nim
napipetujeme 25ul plazmy (nebo séra) pacienta a nasledné do vSech mikrozkumavek

napipetujeme 25ul ID-Papainu
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7) ID-karty inkubujeme 15 min. v ID-inkubatoru pii 37°C, ID-inkubator vyda
zvukovy signal po uplynuti inkuba¢ni doby

8) ID-karty centrifugujeme v ID-centrifuze, otacky a doba centrifugace jsou pevné
nastaveny vyrobcem

9) Odecteme vysledek

10) Vysledky zaznamenavame do pracovniho protokolu, ktery je dodavany

k panelu

Provedeni autologni kontroly

1) Pted provedenim autologni kontroly je potieba vSechny reagencie vytemperovat
na pokojovou teplotu

2) Wassermannovu zkumavku ozna¢ime jménem pacienta

3) Do oznacené Wassermannovy zkumavky piipravime 0,8% suspenzi erytrocyti
pacienta v Diluentu 2

4) Vzorek pacienta centrifugujeme pii 3500-5000 ot./min. 5 min., aby doslo
k oddéleni plazmy (nebo séra) a erytrocytl

5) Mikrozkumavku ID-karty LISS/Coombs a ID-karty NaCl ozna¢ime AK
a oznac¢ime jménem pacienta

6) Do mikrozkumavky ID-karty LISS/Coombs a ID-karty NaCl napipetujeme
50ul 0,8% suspenze erytrocytll pacienta v Diluentu 2

7) Do mikrozkumavek obou karet napipetujeme 25ul plazmy (nebo séra) pacienta

8) Do mikrozkumavky ID-karty NaCl napipetujeme 25ul ID-Papainu

9) ID-karty inkubujeme v ID-inkubatoru pti 37°C. ID-inkubator vyda zvukovy
signal po uplynuti inkubacni doby

10) ID-karty centrifugujeme v ID-centrifuze, ota¢ky a doba centrifugace jsou
pevné nastaveny vyrobcem

11) Odecteme vysledek
[12, 21, 22, 23, 24]
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Obrazek 3: Schéma ID-karet LISS/Coombs a NaCl — identifikace protilatek

Neptimy antiglobulinovy test Neptimy antiglobulinovy test
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11
50 pul 0,8% suspenze ery 50 pul 0,8% suspenze ery
ID-DiaPanelu + ID-DiaPanelu +
25 ul vySetfované plazmy/séra 25 ul vySettované plazmy/séra
NaCl enzymaticky test NaCl enzymaticky test
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11
50 ul 0,8% suspenze ery 50 pl 0,8% suspenze ery
ID-DiaPanelu-P + ID-DiaPanelu-P +
25 ul vySettované plazmy/séra 25 ul vySetfované plazmy/séra

Zdroj: SOP [12]

3.4 VySetreni titru protilatek téhotnych Zen

3.4.1 VySetreni titru protilatek t€hotnych Zen metodou sloupcové

gelové aglutinace

Princip metody
Reakce vySettovaného séra v postupném dvojnasobném ftedéni se suspenzi

erytrocytll s antigenem odpovidajicimu vySetfované protilatce v prostiedi NAT.
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Pracovni potreby
e [D-karty LISS/Coombs (DiaMed), ID-Diluent 2 (DiaMed), identifika¢ni
panel Makropanel 16 (Sanquin).
e |D-pipetor, aglutina¢ni zkumavky, Wassermannovy zkumavky, spicky,

jednorazové rukavice, ID-inkubator, ID-centrifuga, stojan na ID-karty.

Znaky analytické metody
Jedna se 0 semikvantitativni metodu. Meé&fici rozsah: negativni-pozitivni. Sila

aglutinace se uvadi na pocet kiizl +, ++, +++, ++++. Odecitame makroskopicky.

Vysetrovany material

Vendzni nesrazliva nebo srazliva krev.

Pracovni postup

1) Do Wassermannovy zkumavky pfipravime 0,8% suspenzi erytrocyti
v ID-Diluentu 2, pouzijeme erytrocyty z Makropanelu 16 (erytrocyty obsahuji prislusny
antigen v heterozygotni kombinaci, proti kterému je vySetfovana specificka protilatka
namifena)

2) Piipravime 10 aglutinacnich zkumavek s plazmou (nebo sérem) t&€hotné
roztitrovanou geometrickou fadou:

1. zkumavka: 100ul plazmy/séra t€hotné
zkumavka: 100u1 PBS pridame 100ul plazmy/séra t€hotné
zkumavka: 100u1 PBS ptidame 100ul smési z piedchazejici zkumavky ¢.
zkumavka: 100ul PBS ptidame 100ul smési z pfedchazejici zkumavky €.
zkumavka: 100ul PBS ptidame 100ul smési z pfedchazejici zkumavky €.
zkumavka: 100u1 PBS ptidame 100ul smési z piedchazejici zkumavky ¢.
zkumavka: 100u1 PBS ptidame 100ul smési z piedchazejici zkumavky ¢.
zkumavka: 100ul PBS ptidame 100ul smési z pfedchazejici zkumavky €.

© 0 N o gk~ wDN
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zkumavka: 100ul PBS ptidame 100ul smési z pfedchazejici zkumavky €.
10. zkumavka: 100u1 PBS ptidame 100ul smési z predchazejici zkumavky ¢. 9
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3) ID-karty LISS/Coombs ozna¢ime jménem t¢hotné a 10 mikrozkumavek
0znac¢ime pomérem fedéni

4) Do kazdé mikrozkumavky napipetujeme 50ul suspenze erytrocytt

5) Do kazdé mikrozkumavky napipetujeme 25ul plazmy (nebo séra) téhotné
ptislusného fedéni (ze zkumavky 1-10)

6) ID-karty inkubujeme 15 min. v ID-inkubatoru pii 37°C, ID-inkubator vyda
zvukovy signal po uplynuti inkuba¢ni doby

7) ID-karty centrifugujeme v ID-centrifuze, otacky a doba centrifugace jsou pevné
nastaveny vyrobcem

8) Odecteme vysledek
[12, 21, 22, 23, 24]

3.4.2 VySetreni titru protilatek téhotnych Zen zkumavkovou metodou

Princip metody
Reakce vysetfovaného séra v postupném dvojnasobném fedéni se suspenzi

erytrocytll s antigenem odpovidajicimu vySetfované protilatce v prostiedi NAT.

Pracovni potreby
e PBS (Lékarna NCB), identifikaéni panel Makropanel 16 (Sanquin),
anti-lgG monospecifické sérum (Sanquin).
e Wassermannovy zkumavky, pipetor, aglutinaéni zkumavky, S$picky,
jednorazové rukavice, termostat, laboratorni centrifuga, mikroskop,

podlozni sklicka.
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Znaky analytické metody

Jednda se o semikvantitativni metodu. Méfici rozsah: negativni-pozitivni. Sila

aglutinaci se udava na pocet kiiza +, ++, +++, ++++. Odecitdme makroskopicky

I mikroskopicky.

Vysetrovany material

Venodzni nesrazliva nebo srazliva krev.

Pracovni postup

1) Do Wassermannovy zkumavky pfipravime 3% suspenzi erytrocyti v PBS,
pouzijeme erytrocyty z Makropanelu 16 (erytrocyty obsahuji pfislusny antigen
V heterozygotni kombinaci, proti kterému je vySetiovana specifickd protildtka namifena)

2) Ptipravime 10 aglutina¢nich zkumavek s plazmou (nebo sérem) tehotné

roztitrované geometrickou fadou

1

. zkumavka:

10. zkumavka: 100ul PBS piidat 100ul smési z pfedchozi zkumavky ¢. 9

2. zkumavka:
3. zkumavka:
4. zkumavka:
5. zkumavka:
6. zkumavka:
7. zkumavka:
8. zkumavka:
9

. zkumavka:

100ul plazmy/séra t€hotné
100ul PBS ptidat 100ul plazmy/séra t€hotné

100ul PBS pridat 100ul smési z predchozi zkumavky €.
100ul PBS pridat 100ul smési z predchozi zkumavky €.
100ul PBS pridat 100ul smési z predchozi zkumavky €.
100ul PBS pridat 100l smési z predchozi zkumavky €.
100ul PBS pridat 100ul smési z predchozi zkumavky €.
100ul PBS pridat 100ul smési z predchozi zkumavky €.
100ul PBS pridat 100l smési z predchozi zkumavky €.

3) Do kazdé zkumavky napipetujeme 100ul 3% suspenze erytrocyti

4) Radné promichame

5) Inkubujeme v termostatu pii 37°C 1 hod.

6) Faze promyvani: aglutina¢ni zkumavky 3 x promyjeme v nadbytku PBS
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7) Do kazdé aglutinacni

monoklonalniho séra anti-IgG (Sanquin)

8) Radné promichame

9) Centrifugujeme 1 min. pfi 1000 ot./min.
10) Odecteme vysledek makroskopicky i mikroskopicky

[12, 21, 22, 23, 24]

zkumavky pfidame

Obrazek 4: Schéma fedéni séra/plazmy

2  kapky diagnostického

1. zkumavka 1:2 6. zkumavka 1:64

2. zkumavka 1:4 7. zkumavka 1:128
3. zkumavka 1:8 8. zkumavka 1:256
4. zkumavka 1:16 9. zkumavka 1:512
5. zkumavka 1:32 10. zkumavka 1:1024

Zdroj: PP [22]
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4 Vysledky

Celkem bylo vySetieno 5622 té¢hotnych Zen. U 287 byla identifikovana protilatka
proti erytrocytim. Bylo vySetfeno 77 otci na ur€eni pfitomnosti ¢i nepfitomnosti
antigenu, ktery by mohlo dit¢ od otce ziskat a matka proti nému vytvati protilatku.
Po porodu bylo vySetfeno 109 novorozencl. Pozitivni screening byl zachycen
u 39 novorozencii a 17 novorozenci melo na svych erytrocytech antigen, proti kterému
matka vytvofila specifickou protilatku, a v téchto ptfipadech se jednalo o rozvinuté

hemolytické onemocnéni novorozence.

Tabulka 5: Zeny s pozitivnim screeningem protilatek a specifikace divodu
pozitivity

~ Aloprotilitky 142 49,5
 Autoprotilitky 32 11,1
~ Imunoprevence 113 39,4

Zdroj: Autor

Obrizek 5: Zeny s pozitivnim screeningem protilatek - specifikace diivodu pozitivity

“

Zdroj: Autor

® Aloprotilatky
B Autoprotilatky

= Imunoprevence
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Tabulka 6: Typy protilatek a jejich reakce v jednotlivych testech

- AntiD 1 18 19
- Anti-C 2 6 8
- Antic 6 6
- Anti-E 24 1 14 39
- Antie 1 1
- AntiK 1 4 5
- Anti-c" 2 2 8 12
 Anti-Fy(a) 1 1
 Anti-Jk(a) 1 1 2
 Anti-Lu(@ 3 1 4
 Anti-Le(@) 18 3 21
~ Anti-Le(b) 5 5
- Anti-S 1 1
- Anti-M 11 11
- Anti-N 1 1
. AtiG 4 4
“Imunoprevence 113 113
 Autoprotilitky 32 32
- Celkem 54 25 208 287

Zdroj: Autor
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Obrazek 6: Reakce v jednotlivych testech

25

m Reakce VET
m Reakce v NAT
W Reakce v ET i v NAT

Zdroj: Autor
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Tabulka 7: Vysledky titrace protilatek — sloupcova gelova aglutinace a

zkumavkovi metoda

1:4096 1:128
1:512 1:128
1:2048 1:512
1:256 1:64
1:4096 1:512
1:1024 1:256
1:4096 1:1024
1:256 1:64
1:1024 1:128
1:2048 1:512
1:4096 1:1024
1:4096 1:2048
1:64 1:32
1:256 1:128
1:1024 1:256
1:64 1:16
1:128 1:64
1:256 1:32
1:256 1:128
1:64 1:32
1:32 1:8
1:128 1:16
1:128 1:32
1:128 1:32
1:64 1:32
1:4 1:4
1:64 1:64
1:16 1:16
1:128 1:128
1:128 1:16
1:1024 1:256

Zdroj: Autor
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Hemolytické onemocnéni novorozence bylo diagnostikovano v 17 ptipadech,
zdivodu plsobeni matefské aloprotilditky anti-D v 8 pfipadech (47%),
anti-c ve 2 ptipadech (11,8%), anti-E ve 3 piipadech (17,6%), anti-C v 1 piipadé
(5,9%), anti-e v 1 piipad¢ (5,9%), anti- Jk(a) v 1 piipadé (5,9%), anti-Fy(a) v 1 piipadé
(5,9%).

Obrazek 6: Rozvinuté hemolytické onemocnéni novorozence a pfi€iny vzniku

manti-D
manti-C
manti-E
® anti-c
® anti-e
= anti-Jk(a)
= anti-Fy(a)

Zdroj: Autor
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Porovnani provozné - ekonomického hlediska metody sloupcové gelové aglutinace

LISS/NAT a zkumavkové metody NAT

Cenu vysetfeni jedné titracni fady jsem spocitala orienta¢né z nakladi na reagencie
a spotiebni material. K vypoctu jsem pouzila ceniky k 31. 3. 2014.

K vysetfeni titra¢ni fady metodou sloupcové gelové aglutinace je tieba
2ml ID-Diluentu 2, 1 ks jednorazové 3ml pipety, 14 ks Spicek k pipetam,
10 ks aglutina¢nich zkumavek, Iml PBS a 0,3ml identifika¢nich erytrocyti
z Makropanelu 16.

K vySetfeni titra¢ni fady zkumavkovou metodou je tieba 1 ks jednoridzové
3ml pipety, 4 ks Spi¢ek k pipetam, 10 ks aglutina¢nich zkumavek, 153ml PBS,
Iml monospecifického anti-IgG  séra a 0,3ml identifikacnich erytrocytd
z Makropanelu 16.

Tabulka 8: Cena vysetteni titrace protilatek

Titrace protilatek Metoda sloupcové gelové Zkumavkova metoda
aglutinace
Cena jedné titra¢ni rady 241,79 K¢ =242 K¢ 54,53 K¢ = 55 K¢
Cas provedeni 30 — 35 min. 75 — 80 min.

Zdroj: Autor
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5 Diskuze

V bakalatské praci jsem se zabyvala vySetfenim klinicky vyznamnych pozitivnich
antierytrocytarnich protilatek u téhotnych zen z diivodu ohrozeni plodu a novorozence
hemolytickym onemocnénim novorozence.

Studie, ktera probéhla v Nizozemi v obdobi 1. 1. 2003 - 1. 1. 2005, se zabyvala
aloimunizaci téhotnych zen. Studie ukazala nejvétsi zachyt antierytrocytarnich
protilatek v Rh systému, V ostatnich krevné skupinovych systémech spiSe ojedinéle.
[15] Vysledky této studie mohu porovnat se zachytem pozitivnich protilatek
na TRS NCB a jsou témé&f srovnatelné.

Informace o mnoZzstvi pfitomné protilatky je velmi dalezité. Hodnotu kone¢ného
titru je mozné pouzit jako jeden z ukazatell stanoveni rizika HON u plodu
a novorozence pii jeho inkompatibilité v krevnich skupinach s matkou. [25] Podle
stanoven¢ho titru fidit dalsi sledovéani t¢hotné, popt. sledovani plodu jinou nez
imunohematologickou metodou a urcit dalsi vhodné 1é¢ebné postupy.

Nejcastéjsi anti-D protilatky jsou v nckterych zemich méfeny, jejich mnozstvi
je vyjadfeno v mezinarodnich jednotkach v mililitru (IU/ml). V Ceské republice
se vySetfuje titr protilatky. Kritické hladiny jsou stanoveny podle perinatologickych
center. Pfi hodnotach nad hranici pro riziko HON je obvykle provadéna DNA analyza
a invazivni diagnostika pomoci amniocentézy a kordocentézy. Dynamika titru protilatek
se sleduje obvykle ve dvou az Ctyitydennich intervalech. Pti zjiSténi klinicky vyznamné
protilatky u matky, je vhodné exaktné wvySetfit krevni skupinu plodu. Diive
se odhadovala antigenni vybava fetalnich erytrocytl pomoci znalosti otcovského
fenotypu (kombinace antigeni Rh krevni skupiny). V dneSni dobé lze pouZit
molekularné biologické metody. Je-li otec neznamy nebo nedostupny pro vysetieni,
je mozné stanovit Rh status plodu z choriovych klkdi pomoci ,,polymerase chain
reaction® (PCR) z amniocytl nebo z fetalni krve. Experimentalné lze zjistit RhD krevni

skupinu plodu také neinvazivné vySetfenim fetalnich erytrocytl z periferni krve matky.
[26]
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Porovnala jsem dvé rGzné metody vysetfeni titru antierytrocytarnich protilatek,
jejich vyhody a nevyhody, zpracovala do tabulek a grafli, které jsou soucasti této
bakalarské prace.

Titracni vySetfeni je Siroce dostupné orientacni vySetfeni, které se bézné pouziva
ke sledovani t€hotnych s klinicky vyznamnymi protildtkami. Sleduje se pfi tom hodnota
titru a jeji zména s postupujicim t¢hotenstvim, porovnavand v po sob¢& nasledujicich
vysetienich.

Transfuzni odd¢leni pouzivaji k vySetfeni titru antierytrocytarnich protilatek
metodu sloupcové gelové aglutinace a zkumavkovou metodu. Reakce vySetfovaného
séra v postupném dvojnasobném fedéni se suspenzi erytrocytd s antigenem
odpovidajicim vySetfované protilatce v prosttedi NAT. Ob¢ tyto metody jsou
doporudeny Spole&nosti pro transfuzni lékatstvi CLS JEP. [20] Z dostupnych literarnich
zdrojii nemohu zcela presné¢ urcit, ktera z téchto dvou metod se ve svété pouziva vice.
Ale da se predpokladat, ze podle studie v Severni Americe v letech 2005-2010, ktera
se zabyvala studiem riznych metod vySetfeni protilatek a testu kompatibility na riznych
pracovistich transfuznich oddéleni, jejichZ principem je téZ nepiimy antiglobulinovy
test, je zfejmé, ze se stale vice prechazi od zkumavkovych metod k metodam gelovym.
[27] V Ceské republice je zastoupeni t&chto metod k vySetfeni titru protilatek
rovnomérné. [28, 29, 30, 31]

Vysledky vySetfeni titru antierytrocytarnich protilatek metodou sloupcové gelové
aglutinace jsem porovnavala pfi jejim manudlnim provedeni S manudlnim provedenim
zkumavkovou metodou. Vysledky vySetieni se lisi vétSinou o dva tfady. Metoda
sloupcové gelové aglutinace vykazuje vyssi citlivost nez zkumavkova metoda.

Vysledky mé bakalatské prace potvrzuji spravnost volby vedeni TRS provadét
vySetieni stanoveni konecné hodnoty titru antierytrocytarnich protilatek metodou
sloupcové gelové aglutinace. Vyhody této metody oceniuji v tom, Ze je to rychla metoda,
smensi spotiebou vzorku a reagencii, neni zde faze promyvani senzibilizovanych

erytrocytl, je zde dobrd interpretace vysledku.
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Pfi manualnim provedeni nelze vyloucit chyby lidského faktoru. Velmi slabou
strankou zkumavkové metody v prostiedi NAT je faze promyvani a z tohoto divodu
vykazuje tato metoda daleko mensi citlivost nez metoda gelova, ktera v posledni dob¢

zkumavkové testy stale vice nahrazuje.
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6 Zavér

Metoda sloupcové gelové aglutinace a zkumavkovd metoda (obé na principu
nepiimého antiglobulinového testu) pro vySetieni titru antierytrocytarnich protilatek
u téhotnych zen jsou vhodné metody, které nas mohou vcas upozornit na mozné
nebezpeci rozvinuti hemolytického onemocnéni novorozence, doporucit sledovani Zeny
béhem jejiho téhotenstvi a nastinit sledovani plodu jinou nez imunohematologickou
metodou.

Vysetteni titru antierytrocytarnich protilatek metodou sloupcové gelové aglutinace
bylo vysetfeno u 287 vzorkt téhotnych zen. U 31 te€hotnych byla stanovena rizikova
hranice pro HON a u téchto vzorkii byl nasledn€ vySetfen titr zkumavkovou metodou.
Metoda sloupcové gelové aglutinace vykazuje vyssi citlivost nez zkumavkovéa metoda.
Vysledky vySetfeni pro stanoveni mozného rizika hemolytického onemocnéni
novorozence se lisi pouze ve dvou pfipadech, kdy zkumavkova metoda vykazovala
vysledky pod hranici rizika HON. V ostatnich pfipadech jsou vysledky téméf
srovnatelné.

Z provozné ekonomického hlediska se oba typy provedeni lisi. Sloupcova gelova
aglutinace cca 242 K¢, zkumavkova metoda cca 55 K¢.

Vyhodou metody sloupcové gelové aglutinace je jeji kratky celkovy ¢as vySetieni
(cca 30 - 35 min.), zustava ale riziko chyb lidského faktoru.

Vyhodou zkumavkové metody jsou jeji nizké finanéni naklady. Nevyhodou zlstava
delsi Cas potfebny k vySetfeni (cca 75 - 80 min.), faze promyvani, ktera u gelovych

metod odpada. Také ziistava riziko chyb lidského faktoru.
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9 Pilohy

Priloha 1: Klinicka zavaznost protilatek proti erytrocytiim

Specifita Klinicka Vybér transfuzniho
zavaznost pripravku

anti-A, anti-B Vzdy ano ABO kompatibilni

Rh  protilatky  (reagujici Ano Negativni pro dany antigen

v NAT) a negativni test kompatibility

anti-D, -C, -c, -E, -e

anti-Cw Negativni test kompatibility

Ve smési S jinou protilatkou
negativni pro dany antigen

Kell protilatky (anti-K, -k) Ano Negativni pro dany antigen
a negativni test kompatibility
anti-Kp(a) Vzacné Negativni test kompatibility

Ve smési S jinou protilatkou
negativni pro dany antigen

Duffy protilatky Ano Negativni pro dany antigen
anti-Fy(a), -Fy(b) a negativni test kompatibility
Kidd protilatky Ano Negativni pro dany antigen
anti-Jk(a), -Jk(b) a negativni test kompatibility
anti-S, -s, -U Ano Negativni pro dany antigen
a negativni test kompatibility
anti-Al, -P1, -N Vzacné Negativni test kompatibility
anti-M (nereagujici pii 37°C)  Vzacné Negativni test kompatibility
anti-M (reagujici pti 37°C) Neékdy ano Negativni pro dany antigen
a negativni test kompatibility
anti-Le(a), -Le(a+b) Vzacné Negativni test kompatibility
anti-Le(b) Ne Lze ignorovat
anti-Lu(a) Vzacné Negativni test kompatibility
Protilatky s vysokym titrem Nepravdépodobna Podle doporuceni
a nizkou aviditou (HTLA) specializované ¢i referencni
laboratote
Protilatky proti antigenim Podle specifity Podle doporuceni
s nizkou/vysokou frekvenci specializované ¢i referencni
laboratote

Zdroj: Doporuéeni Spole&nosti pro transfuzni 1ékatstvi CLS JEP [32]



Piiloha 2: Denni kontrola kvality imunohematologické diagnostiky

Parametr Kontrolovany Kontrolni material
material
Stanoveni Diagnosticka séra 1x erytrocyty 0, A;, B
antigent anti-A, anti-B, event.
ABO anti-AB
Stanoveni Diagnostické erytrocyty  Znamé sérum/plazma
protilatek A4, B. s anti-A, anti-B (krevni
anti-A, -B skupina 0)
Stanoveni Diagnosticka séra 1x erytrocyty RhD
antigenu anti-D. pozitivni, RhD negativni
D
Stanoveni Diagnosticka séra Pozitivni kontrola:
fenotypu pro testovani dalSich erytrocyty s danym
Rha erytrocytovych antigenem
ostatnich antigend. V heterozygotnim
systému zastoupeni (kde je to
aplikovatelné).
Vysledkem musi byt

jasna aglutina¢ni reakce
S erytrocyty nesoucimi
antigen odpovidajici
specifité protilatky.
Negativni kontrola:
bez dané¢ho antigenu.
Vysledkem musi byt
negativni reakce.
Screening Diagnostické erytrocyty Pozitivni kontrola:
protilatek pro screening protilatek sérum/plazma se znamou
pacienti proti erytrocyttm. aloprotilatkou (napf.
protilatka anti-D
S nizkym titrem; event.
doplnit anti-Fy(a) nebo
anti-K apod.)
Negativni kontrola:
napi. AB sérum,;
sérum/plazma bez

protilatek proti
erytrocytim
Test - -
kompatib
lity

Cetnost
kontrol
Min. 1x
denng, pokud
neni zmena sér
Min. 1x
denng, pokud
neni zména ery
Min. 1x
denng, pokud
neni zmeéna sér
Min. 1x denné

Min. 1x denné

EHK

Zdroj: Doporuéeni Spoleénosti pro transfuzni lékatstvi CLS JEP [13]



Priloha 3: Schematické zobrazeni gelového sloupce

— antiglobulinoveé sénum

— clEnény sloupec,
sephadex nebo

sepharosovy gel

Zdroj: Imunohematologie [7]

Priloha 4: Hodnoceni reakci sloupcové gelové aglutinace

Zdroj: Materialy firmy DiaMed [23]



Piiloha 5: Screening protilatek ET a NAT

Zdroj: Autor

Priloha 6: Identifikace protilatek ET ID-DiaPanel-P

Zdroj: Autor



Priloha 7: Identifikace protilatek NAT ID-DiaPanel

Zdroj: Autor

Priloha 8: Titrace protilatek sloupcova gelova aglutinace

Zdroj: Autor



Piiloha 9: Titrace protilatek zkumavkovéa metoda

Zdroj: Autor



