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Primy antiglobulinovy test vimunohematologické laboratori

Abstrakt

Imunohematologie je védni obor zkoumajici vlastnosti krve a krevnich elementi
vzhledem  k imunitnim reakcim  probihajicim v organismu. Zakladnimi
imunohematologickymi pojmy je antigen a protilaitka. K vySetfeni antigenti na
erytrocytech a protilatek v plazmé /séru se vyuzivaji serologické techniky, jejichz
podkladem je aglutinace. V imunohematologii se uplatiiuji protilatky tiidy IgM a IgG
(vyjimecné IgA). Protilatky tfidy IgM zpiisobuji pfimou aglutinaci erytrocyti, protilatky
ttidy IgG erytrocyty pouze senzibilizuji, pfimo neaglutinuji. K dosazeni aglutinace se do
reakce pridava antiglobulinové sérum (Antiglolulinovy neboli Coombsiiv test) nebo
enzym (enzymovy test). Antiglobulinovy test je zdkladnim testem v detekci protilatek
proti erytrocytim. Piimy antiglobulinovy test slouzi k detekci protilatek a/nebo slozek
komplementu navazanych na erytrocyty in vivo. Nepfimy antiglobulinovy test slouzi
k detekci protilatek proti erytrocytim, které jsou pfitomny volné nenavadzané v séru
pacienta. Tématem této prace je pravé piimy antiglobulinovy test a jeho vyznam
v imunohematologické laboratofi. Pfimy antiglobulinovy test se provadi u klinickych
a/nebo laboratornich znamek hemolytické anémie, vysetfeni potransfuzni reakce,
suspektné HON, u pozitivni autokontroly pfi identifikaci protilatek, u negativniho
screeningu protilatek a pozitivniho testu kompatibility (kdy se vySetfuji erytrocyty
transfuzniho ptipravku). Pozitivitu PAT mohou zplsobit sloZzky komplementu,
aloprotilatky (potransfuzni reakce, HON), tepelné, chladové ¢i bifazické autoprotilatky,
léky, transplantace orgdni nebo hemopoetickych bunék, choroby, pasivné pienesené
protilatky, nespecificky adsorbované bilkoviny, aplikace monoklonalnich protilatek pii
1é€bé malignit. Pozitivita PAT se miiZe prokazat i u zcela zdravych jedinct. Pozitivni
pfimy antiglobulinovy se pouziva ke zjisténi, zda jsou na povrchu erytrocytii navazané
imunoglobuliny, nebo komplement, pfipadné oboji. Tato senzibilizace erytrocytli nemusi

mit Zz&dny klinicky vyznam nebo miiZe znamenat vyznamnou hemolyzu.
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Hemolytické onemocnéni novorozence; Potransfuzni reakce



Direct antiglobulin test in an immunohematological laboratory

Abstract

Immunohematology is the study of the properties of blood and blood elements in
relation to the immune reactions taking place in the body. The basic
immunohematological concepts are antigen and antibody. Serological techniques based
on agglutination are used to examine antigens on erythrocytes and antibodies in
plasma / serum. In immunohematology, IgM and IgG class antibodies (rarely IgA) are
used. IgM class antibodies cause direct agglutination of erythrocytes, while IgG class
antibodies only sensitise erythrocytes and do not directly agglutinate them. To achieve
agglutination, antiglobulin serum (Antiglobulin or Coombs test) or enzyme (enzyme
assay) is added to the reaction. The antiglobulin test is a basic test in the detection of
antibodies to erythrocytes. The direct antiglobulin test is used to detect antibodies and/or
complement components bound to erythrocytes in vivo. The indirect antiglobulin test is
used to detect antibodies to erythrocytes that are present unbound in the patient's serum.
The topic of this paper is the direct antiglobulin test and its importance in the
immunohematology laboratory. The direct antiglobulin test is performed for clinical
and/or laboratory signs of hemolytic anemia, post-transfusion reaction testing, suspected
HON, positive self-testing for antibody identification, negative antibody screening, and
positive compatibility testing (when erythrocytes of the transfusion product are
examined). PAT positivity can be caused by complement components, alloprotebrates
(post-transfusion reactions, HON), thermal, cold or biphasic autoantibodies, drugs, organ
or haemopoietic cell transplantation, diseases, passively transferred antibodies, non-
specifically adsorbed proteins, monoclonal antibodies in the treatment of malignancies.
PAT positivity can be demonstrated even in completely healthy individuals. A positive
direct antiglobulin test is used to determine whether immunoglobulins or complement, or
both, are bound to the surface of erythrocytes. This erythrocyte sensitization may have

no clinical significance or may indicate significant hemolysis.
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1 Uvod

V této bakalafské praci se budu zabyvat pfimym antiglobulinovym testem, ktery
patii mezi zékladni testy pouzivané v imunohematologické laboratofi. PAT detekuje
erytrocyty senzibilizované protilatkami in vivo v organismu. Pouziva se pti prikazu
imunitniho typu hemolyzy u pacientli po transfuzich, transplantacich, u potransfuznich
reakci, u hemolytického onemocnéni novorozenctl, u pacientd s projevy autoimunity.

Téma své bakalaiské prace jsem si vybrala proto, ze mé dana problematika velice
zajima a rada bych se touto problematikou rada zabyvala i do budoucna.

Hlavnim cilem mé prace je zpracovat problematiku PAT, podat uceleny piehled
vyuziti PAT v imunohematologické laboratofi. DalSim cilem je osvojeni si vlastniho
vySetteni PAT, a hlavné stanoveni klinické vyznamnosti tohoto testu.

Princip pfimého antiglobulinového testu neni slozity. Erytrocyty se testuji pifimo
s antiglobulinovym sérem. Antiglobulinové sérum reaguje s lidskymi protilatkami,
pfipadné se slozkami komplementu. Jsou-li tyto protiladtky nebo slozky komplementu
navazané na erytrocyty, dojde k aglutinaci.

Test se provadi v imunohematologické laboratofi na zdkladé poZadavku klinika pfi
klinickych a/nebo laboratornich znamkach hemolytické anémie, u potransfuzni reakce ¢i
pfi podezieni na hemolytické onemocnéni novorozence. V imunohematologické
laboratofi se navic k PAT pfistupuje napt. pti pozitivni autokontrole, pti identifikaci
protilatek, u negativniho screeningu protilatek a pozitivniho testu kompatibility, kdy se
vySetfuji erytrocyty transfuzniho ptipravku, u vySeteni potransfuznich reakeci.

Pro interpretaci pozitivity PAT je vhodné mit k dispozici tdaje anamnézy, kliniky
a piipadné dalsi laboratorni testy pacienta.

Tato bakalarské prace na téma ,,Pfimy antiglobulinovy test v imunohematologické
laboratofi“ se zabyva problematikou prokazani senzibilizace erytrocytil, kdy mize dojit
k urychlené destrukci erytrocytli na imunologickém podklad€ s intravaskularni nebo
extravaskuldrni hemolyzou ve slezin€ nebo jatrech.

Teoreticka Cast se zaméiuje na zdkladni pojmy v imunohematologii, na popis
imunohematologickych testl, podrobné vysvétleni pfimého antiglobulinového testu
a jeho vyuZiti v praxi. Pro vyzkum a jednotliva vySetfeni je nutné se v téchto zédkladech
orientovat.

Praktickd cast se zabyva vlastnim vySetfenim PAT a laboratornim stanovenim

klinické vyznamnosti pozitivniho PAT. Vyuziti pfimého antiglobulinového testu je
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rozdéleno na nékolik ¢asti, jedna se zabyva piimym antiglobulinovym testem u AIHA,

druha u HON, dalsi u potransfuznich reakci a posledni velmi kratce u darci krve.

11



2 Zakladni pojmy v imunohematologické laboratori

2.1 Imunohematologie

Imunohematologie je védni obor zkoumajici vlastnosti krve a krevnich elementi
z hlediska zakonitosti imunitnich reakci probihajicich ve zdravém a nemocném
organismu. Zakladnimi imunohematologickymi pojmy je antigen a protilatka
(Fabryova et al. 2012).

Jedna se o studium reakci antigen-protildtka a analogickych jevi, jak se vztahuji

k patogenezi a klinickym projeviim onemocnéni krve (Ajmani, 2020).

2.2  Erytrocytové antigeny
Antigen (Ag) je struktura membrany krevni bunky definovanad lidskou
aloprotilatkou — tedy protildtkou produkovanou imunizovanou osobou, které dany znak
na membrané chybi (Masopust, Pisacka, 2016). Schopnost antigenu vyvolat imunitni
odpovéd’ se nazyva imunogenicita a schopnost reagovat s protilatkou se nazyva
antigenicita (Fabryova et al., 2012).
Masopust a Pisacka (2021) udavaji celkovy pocet erytrocytovych antigent 378;
z toho 345 v 43 systémech, 14 v 5 kolekcich, 16 v sérii LFA (antigeny s nizkou frekvenci
vyskytu) a 3 v sériit HFA (antigeny s vysokou frekvenci vyskytu). S novymi poznatky
a citlivéj$imi metodami pocty definovanych antigent nartstaji.
Z biochemického pohledu rozdélujeme antigeny na proteinové a na antigeny
sacharidové. Z pohledu syntézy délime na antigeny endogenni a exogenni.
Antigeny endogenni: syntéza probihd v erytrocytech, jsou zakotveny v membrang,
patii sem vétSina systémul krevnich skupin.
Antigeny exogenni: syntéza nastdva v jinych buiikkach nez erytrocytech, jsou
adsorbovany na povrch erytrocytd, patii sem 2 systémy — Lewis a Chido/Rodgers

(Maspust, Pisacka, 2016).

(@]

—_ 0 O -
o ©
o ©

substance Lewis
adheruje na erytrocyt
a stava se antigenem

substance Lewis

geny Lewis v plazmé

Obrazek ¢. 1. Piiklad exogenniho antigenu (Masopust, 2016, str. 18)
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2.2.1 Terminologie krevnich skupin

Systémy krevnich skupin se rozumi soubor piibuznych fenotypii definovanych

lidskymi protilatkami (na principu reakce antigen-protilatka) se spole¢nymi vlastnostmi:

e znamou biochemickou podstatou,
e definovanou chromozomalni lokalizaci,
¢ identifikovanym a sekvenovanym genem (1 lokus nebo 2 Ci vice uzce
spojenych gentl).
V systému miiZe byt jen jeden antigen (napft. H, I), ale 1 desitky antigenii (Rh, MNS).
Podkladem fenotypu je genetickd informace — genotyp (Masopust, Pisacka, 2016).
Antitetické antigeny: obvykle par antigenti kédovanych riiznymi alelami jednoho
genu, napt. K a k, C a ¢ (Masopust, Pisacka, 2022).
Kolekce antigeni je soubor dvou a vice antigenti se sérologickou, biochemickou,
eventualné genetickou piibuznosti, ale zatim nespliujici vSechna kritéria systému.
Série antigeni jsou antigeny zatim neodpovidajici definovanym systémim
a kolekcim.
LFA — ISBT série 700 jsou antigeny s nizkou frekvenci vyskytu (low frequency
antigens). Vyskyt méné nez 1 % v populaci.
HFA — ISBT série 901 jsou antigeny s vysokou frekvenci vyskytu (high frequency
antigens). Vyskyt vyss§i nez 90 % v populaci (Masopust, Pisacka, 2016).

2.3 Protilatky

Protilatky patii ke globulinové frakci sérovych bilkovin, které se nazyvaji
imunoglobuliny (Ig) a jsou obsazeny v plazmé¢ ¢i séru. Vznikaji jako odpovéd’ na
imunogen a reaguji se specifickymi antigeny (Engelfriet, Meulenbroek et al. 2003,
Penka, Tesafova et al., 2012).

Jsou tvofeny plazmatickymi bunikami, coZ je kone¢né stadium lymfocyth B.
Lymfocyty B maji na svém povrchu receptor pro antigen, ktery je tvofen casti
imunoglobulinové molekuly. Spolu s dal§imi pfidatnymi strukturami cely komplex
oznacuji jako BCR. Po setkani s pfisluSnym antigenem se lymfocyt B zacne délit, az z néj
vznikne klon plazmatickych bunék, které produkuji protilatky proti antigenu, ktery reakci
vyvolal. Povrchové molekuly typické pro lymfocyty B jsou CD19 a CD20
(Bartinkova et al. 2011).

Protilatky jsou chemicky glykoproteiny a maji strukturu molekuly uspotadané do
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tvaru Y. Rozvétvena ¢ast Ig se nazyva variabilni a na ni se vaze antigen. Variabilni ¢ast
urcuje specifitu protilatky, tj. proti jakému antigenu je namifena. Druhé cast Ig se nazyva
konstantni (fragment Fc), podle ni se rozlisuje pét tiid Ig: G, M, A, D a E. Casti Fc se
protilatka vaze na bunky, které maji pro ni receptor (granulocyty, buiiky NK,
makrofagy) a pomaha tak odstrafiovat navdzané cizorodé latky. Podélné se protilatka
sklada z tézkych fetézci (y, W, o, 9, €) a lehkych fetézcu (k, A) (Bartinikova et al. 2011).

variabilni

oblast vazebné misto

lehky < "~ pro antigen
fetézec _ NHg*
/

Schematicky
nékres IgG

konstantni
oblast

t&zky
fetézec

Obrazek €. 2. Struktura imunoglobulinu IgG (https://vydavatelstvi old.vscht.cz/knihy/ui

d_es-002/ebook.html?p=imunoglobuliny)

2.3.1 Tridy protilatek

e IgM —jedna se o velkou molekulu, kompletni protilatku, kterd nemtze prochazet
placentou, je klinicky mén¢ dilezita (s vyjimkou anti-A, anti-B) a obvykle je to
chladova protilatka (optimalni teplota reakce <20 °C) (Masopust, Pisacka, 2022).

e IgG predstavuje malou molekulu, klinicky dilezitou. Jedna se o inkompletni
protilatku, ktera se vyhradné vyskytuje ve formé¢ monomeru a diky této forme
muze prochézet ptes placentu, obvykle je to tepelnd protilatka (optimalni teplota
reakce 37 °C) (Hotejsi, Bartiinkova et al., 2017; Masopust, Pisacka, 2022).

e IgA v imunohematologii se uplatiiuji jen vyjimecné (Masopust, Pisacka, 2022).

e IgD aIgE v imunohematologii se neuplatituji (Masopust, Pisacka, 2022).

2.3.2 Podtiidy
o IgGl, IgG2, IgG3, IgAl, IgA2 (Masopust, Pisacka, 2022).
2.3.3 Déleni protilatek
Protilatky miiZzeme délit:

podle teploty na:

o Tepelné protilaitky optimalné reaguji pii 37 °C; vétSinou tfidy IgG

a zpusobuji destrukci erytrocytl pii t€lesné teploté,
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e chladové protilatky optimalné reaguji pfi teplotach pod 20 °C; vétSinou tfidy
IgM a navazuji se na erytrocyty v Castech téla vystavenych nizké teploté
(napt. v zim¢),

e bifazické protilatky se vaZou na antigen pii nizkych teplotach a pfi teplotach
kolem 37 °C dochézi k hemolyze erytrocytu (Masopust, Pisacka, 2022).

kompletni a inkompletni:

o Kompletni protilatky, jsou tfidy IgM a propojuji dva erytrocyty v solném
prostiedi,

o Inkompletni protilatky, jsou tfidy IgG, nemohou zpiisobit pfimou aglutinaci
a propojeni dvou erytrocytli se dosahne za pomoci dodatecnych faktori

(Masopust, Pisacka, 2022).

kompletni protiltka (IgM)

‘K ‘ inkompletni protilitka (19G)

Obrazek ¢. 3. Kompletni a inkompletni protilatka (Masopust, 2016, str. 26)

pfirozené, imunni a pasivné pienesené protilatky

o Piirozené protilatky, které jsou pritomné v séru jedince, ktery nikdy nepfiisel do
styku s antigenem cestou transfuzi nebo gravidity. Ziejmé jejich tvorbu zpiisobuje
vystaveni organismu antigentim prostfedi, bakterii nebo virii; obvykle optimalné
reaguji pfi nizSich teplotich a jsou tfidy IgM. Neékteré pfirozené piitomné
protilatky jsou autoaglutininy jako anti-H a anti-I (Fabryova et al., 2012;
Masopust, Pisacka, 2022).

o Imunni protilatky, které se objevuji po kontaktu organismu s cizim antigenem pfi
transfuzi, transplantaci nebo v gravidité. Pravdépodobnost vzniku stoupa
pfedevsim u polytransfundovanych pacientil a u Zen po vicecetnych t¢hotenstvich
(Fabryova et al., 2012).

o Pasivné prienesené protilatky podanim imunoglobulinu (nejcastéji po
profylaktickém  podani  anti-D), darcovské  plazmy, lymfocyti
z transplantovaného organu nebo hematopoetickych bunck

(Masopust, Pisacka, 2022).
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pravidelné a nepravidelné protilatky

Pravidelné protilatky se vyskytuji pravideln¢€ — o¢ekavang — v lidské plazmé/séru;
jsou to protilatky anti-A, anti-B (Masopust, Pisacka, 2016).
Nepravidelné protilatky jsou vSechny ostatni protilatky kromé anti-A, anti-B; dale

je délime na alogenni a autologni protilatky (Masopust, Pisacka, 2016).

alogenni a autologni protilatky

2.3.4

Alogenni protilatka (aloprotilatka) je protilatka proti antigenu, ktery u daného
jedince neni pfitomen, a protilatka mize reagovat pouze s erytrocyty nesoucimi
dany antigen, ale ne serytrocyty jedince, ktery tyto protilatky vytvoftil
(Masopust, Pisacka, 2022).

Autologni protilatka (autoprotilatka) je protilatka proti antigenu, ktery nese na
svych erytrocytech dany jedinec, protilaitka cCasto reaguje s vétSinou
diagnostickych 1 darcovskych erytrocytti (Masopust, Pisacka, 2022).

Klinicka vyznamnost krevnéskupinovych protildtek

Mohou zpiisobovat:

e Potransfuzni reakci (potransfuzni hemolytickou reakei, aloimunizaci),
e hemolytické onemocnéni plodu/novorozence,

e autoimunitni hemolytickou anémii (Masopust, Pisacka, 2022).

Klinicky vyznam krevné skupinovych protilatek zavisi na:

a)

b)

d)

Optimalni teploté reakce (tepelné protilatky se povazuji za klinicky vyznamné,
chladové protilatky maji vétSinou maly klinicky vyznam),

imunoglobulinové tfid¢ a podtiidé (IgG1 a IgG3 mohou aktivovat komplement,
zatimco 1gG2 a IgG4 jen ziidka; makrofagy maji vysoce afinitni receptory pro
IgG3, méné pro IgG1, velmi slabé afinitni pro IgG2 a Zadné pro 1gG4),
schopnosti vazat komplement (IgM, které vazou komplement, mohou zptsobit
intravaskularni hemolyzu, protoZe po fixaci komplementu dojde k aktivaci
celého komplementového systému. VétSina protilatek tiidy IgM jsou chladové
protilatky, které ¢asto maji svilj hemolyticky ucinek omezen. Nekteré protilatky
ttidy IgG rovnéz vazou komplement a jsou aktivni pti 37 °C a mohou rovnéz
zpuisobovat intravaskularni destrukci erytrocyti),

urychlené tvorbé protilaitek po opakované antigenni stimulaci: sekundarni

imunitni odpovéd’ (protilatky nejsou detekovatelné, po opétovném kontaktu
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s antigenem se prostfednictvim pamétovych lymfocytd rychle tvoii velké

mnozstvi protilatek dané specificity) (Masopust, Pisacka, 2022).

2.4 Reakce antigenu s protilatkou

Chemicka reakce malého mista glykoproteinové molekuly protildtky (na Fab

zakonCeni — paratopu s vazebnymi misty — s epitopy na povrchu membrany erytrocytu
(Masopust, Pisacka, 2022).
2.4.1 Epitop

Je mald oblast antigenu, ktera reaguje s vazebnym mistem piislusné protilatky
(Masopust, Pisacka, 2016).
2.4.2 Paratop

Jedna se o oblast variabilni ¢asti protilatky, jeZ se specificky vaze na epitop

antigenu (Masopust, Pisacka, 2022).

2.4.3 Ovlivnéni reakce antigen-protildtka

Tuto vazbu ovliviuji faktory:

Teplota — polarni vazba antigen-protilatka — ve vodném prostiedi dochazi
k tvorbé vodikovych mustkli. Tato reakce je exotermni, a tudiZ silngj$i za
nizSich teplot. V této vazbé se uplatiiuji hlavné sacharidové antigeny.
Hydrofobni vazba antigen-protilatka — optimalni pti vysSich teplotach. V této
vazb¢ se uplatiiuji predevsim proteinové antigeny,

iontova sila prostiredi — oba typy protilatkovych vazeb (polarni
a hydrofobni) jsou ovliviiovdny ionty v reakénim prostfedi — tyto totiz
vytvareji ,,obaly* kolem opacn¢€ nabitych oblasti antigenli a protilatek
a znesnadiuji jejich interakci. Béznym diluentem pro reakce je izotonicky
fyziologicky roztok. Pokud se pouzije roztok s niz§im obsahem Na" a CI°
iontd (low ionic strength solution — LISS), dosdhne se potiebnych vazeb
antigenl a protilatek rychleji,

pH — vétSina protilatkovych reakci probiha optimalné pti hodnotich pH
kolem 7 — za této situace maji protilatky slabé pozitivni naboj, coz je
vzhledem k negativnimu ndboji erytrocyti optimalni. Pfi vyraznéj$im snizeni
pH mize dojit az k faleSn€ negativnim vysledkiim. K udrZeni optimalniho
pH pro reakce se doporucuje provadét laboratorni tedy v prostfedi

pufrovaného fyziologického roztoku (PBS),
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e kvalitativni a kvantitativni vlastnosti antigenii a protilatek — dostupnost
antigenu pro vazbu protilatky je zavisla na jeho vzdalenosti od povrchu
membrany, a na jeho ptipadném zakryti/odkryti jinymi strukturami, na t¥ide,
podtiidé a glykosylaci, hustoté exprese antigenu, koncentraci protilatek a na
fenoménu prozény (Masopust, Pisacka, 2022).

2.4.4 Dusledky reakce antigen-protildtky
Funkci protilatek je odstraiiovat ,,cizi“ elementy z ,vlastniho® organismu. Pfi
destrukci erytrocytli plisobenim protilatek jsou dosud popsany 3 mechanismy:
e aktivace komplementové kaskady — vede jak kintravaskularni, tak
extravaskulédrni hemolyze,
e fagocytdza erytrocytil s navazanymi IgG protilatkami s naslednou extravaskularni
hemolyzou,

e piimé ovlivnéni stability membrany vazbou protilatek (Masopust, Pisacka, 2022).
=

N=
\, A
i
“
=+ AN =
\
e
N
erytrocyty s protilatky proti - vazba protilatek na erytrocyty
antigenem modrému*“ - aglutinace erytrocytt
(modra barva) antigenu - eventualné aktivace komplementu

Obrazek ¢. 4. Reakce antigenu s protilatkou (Masopust, 2016, str. 29).
2.4.4.1 Komplementova kaskadda

Aktivace proteinii komplementu, kterd funguje na principu zymogen/enzym, slouzi
primarné k obran¢ organismu proti patogentim.

Klasicka cesta aktivace komplementu: je zahajovana reakci antigen-protilatka.

Alternativni cesta: aktivatorem jsou piimo povrchy mikrobidlnich patogent,
nadorovych buné¢k, riznych membran aj. bez Gcasti protilatek (Masopust, Pisacka, 2016).

Pti aktivaci komplementové kaskady pii vazbé protilatek na antigeny erytrocytoveé
membrany jsou U€innéjsi protilatky tiidy IgM, protoze se diky své pentamerické struktuie
mohou jednotlivé podjednotky téhoz imunoglobulinu navazat na antigeny v tésné
blizkosti a tim splnit podminku inicidlni faze aktivace. Pfi této fazi se totiz musi ocitnout

dva Fc konce imunoglobulinovych molekul, jejichz Fab konce jsou navazany na antigeny,

18



v tésné blizkosti amezi nimi dochdzi k aktivaci 6 podjednotek Clq spolu
s podjednotkami Clr a Cls. Vznikly komplex nasledné¢ aktivuje slozky C2 a C4, které
dale pisobi aktivaci slozky C3 (Masopust, Pisacka, 2022).

Masivni aktivace: napf. u inkompatibility ABO dochazi k ptfekonani regulacnich
mechanismi a k interakci slozek komplementu C5, C6, C7, C8 a C9. Protilatka (vazajici
komplement) se navaze na antigen, na protilatku se navaze slozka C1. Slozka C1 se
aktivuje a nasledné¢ aktivuje slozku C4, ktera se Stépi na C4a a C4b; C4b se navaze na
erytrocytovou membranu a aktivuje C2; C2 se Stépi na C2a a C2b; C2a se vaze na
erytrocytovou membranu. Dojde k aktivaci C3. Pak se aktivuji C5, C6, C7, C8 a C9. Tyto
aktivované slozky vytvoii komplex, ktery se zabuduje do buné¢né membrany a vytvoii
vni otvor, kterym dochdzi ke komunikaci s extracelularnim prostfedim a nésledné
k ruptufe membrany (lyza bunck).

Mirnéjsi aktivace: napt. non-ABO inkompatibility, AIHA aj. Po navazani protilatky
na antigen probihd aktivace komplementu stejné jako u masivni aktivace, ale dochazi
k jejimu zastaveni ve fazi aktivace slozek C3, pficemz C3b slozka adheruje na povrch
erytrocytl, je postupné degradovana na slozky C3c a C3d a piisobi opsoniza¢nim efektem
— indikuje fagocytozu a extravaskularni destrukci erytrocyti (Masopust, Pisacka, 2022).

2.4.4.2 Intravaskularni a extravaskularni hemolyza

Intravaskularni hemolyza: protilatky, které vazou komplement a vedou k aktivaci
celého komplementového systému, pocinaje slozkou C1 az po C9, jsou schopny
indukovat poskozeni bunééné¢ membrany. Vytvofeni MAC (membrane attack complex)
je schopen prodéravét erytrocytovou membranu a zpisobit unik hemoglobinu
z erytrocytu (cytolyza). Hemolyza takto nastdva pfimo v krevnim obéhu. Tento efekt
zpusobi zejména komplement véazajici protilatky tfidy IgM (Masopust, Pisacka, 2022).

Extravaskularni hemolyza: v ptipadé destrukce erytrocytll nepfimym zpisobem
probihd hemolyza extravaskuldrné ve slezin€ nebo v jatrech. Za tento zplsob destrukce
jsou zodpovédné dva rozdilné procesy:

e destrukce ve sleziné (lienalni hemolyza), kdy erytrocyty s navdzanymi
protilatkami tfidy IgG se vaZzou k Fc receptorim na membrané makrofagt.
Tyto receptory reaguji s Fc casti protilatek IgG, odtud jejich nazev.
Erytrocyty, které adheruji k makrofagiim, jsou cytotoxicky destruovany vné
makrofagové membrany nebo jsou fagocytovany. Tento proces se odehrava

pfevazné ve sleziné a nedochézi k aktivaci komplementu,
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e destrukce v jatrech (intrahepatalni hemolyza), kdy protilditky vazou
komplement, dochazi k jeho aktivaci az po C3. Nenastavd piima lyza
erytrocytti. Na jejich membrané zlstava navazand C3b. Na makrofazich je
receptor pro C3b, ke kterému tyto erytrocyty adheruji, coz nasledné vede
k fagocytoze. C3b se postupné degraduje na C3c a C3d. Tento proces se
odehrava v jatrech. V jatrech mohou byt destruovany 1 erytrocyty
s navazanymi protilatkami tfidy IgM, které neaktivuji komplement
(Masopust, Pisacka, 2016).

2.4.4.3 Fagocytoza senzibilizovanych erytrocytii

Senzibilizaci oznacujeme ,,0znackovani“ erytrocyti IgG protildtkami a/nebo C3
slozkou komplementu. Monocyty a makrofagy v monocytomakrofagovém systému
(MMS) jsou vybaveny receptory pro rozpoznani tohoto ,,0znackovani (Fc receptory
reaguji s Fc koncem protilatkové IgG molekuly, CR1 a CR3 rozpoznavaji na membrané
naadherované C3 slozky komplementu) (Masopust, Pisacka, 2016).

Protilatkami indukovana destrukce erytrocytii — imunitni hemolyza: vazba
protilatek na erytrocyty ma za nasledek destrukci erytrocytil, pficemz mechanismy této
destrukce a jeji intenzita se v jednotlivych piipadech 1isi — v zavislosti na kombinaci
dal§ich determinujicich faktorti. Témito faktory jsou jednak parametry protilatky
(kvantita, specifita, tfida, podtfida aj.), jednak vlastnosti antigenu (sila
a erytrocytova/tkanova/plazmatickd specifita exprese antigenu) a konec¢né Uc€innost
efektorovych mechanismi hemolyzy (pohotovost k aktivaci komplementové kaskady,
eventualné (ne)schopnost jeji ucinné regulace, ,,citlivost™ membrany ke komplementové
hemolyze, ucinnost monocytti a makrofagi v MMS pii extravaskularni hemolyze — stav
danych organti, polymorfismy Fc a CR receptort, ovlivnéni 1é¢bou aj.)

Klinické projevy: od téméef bezptiznakového prib&hu pies mirnéjs$i anémie,
zvySenou potiebu transfuzni substituce, mirné zhorseni zdravotniho stavu az po fatalni
(Masopust, Pisacka, 2016).
2.4.4.4 Primé ovlivnéni vlastnosti membrdny piisobenim vazby protilatek

Antiglykoforinové protilatky vazbou na sousedici molekuly GPA zplsobuji
pfechodnou zménu uspofadddni membranového fosfatidyletanolaminu a vznik kation-
prostupnych (Ca®") lipidovych port, destabilizaci membrany a rozpad erytrocyti.
Uvedeny mechanismus se uplatnil u klinicky velmi tézké ATHA, jeho uplatnéni vSak neni

vylouceno i u aloimunitnich inkompatibilnich stavii (Masopust, Pisacka, 2022).
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3 Imunohematologické testy

Zakladni vySetfeni, ktera se provadi v imunohematologické laboratofi, jsou zaloZena
na aglutina¢ni reakci. Pomoci aglutinace je mozné vysetfovat antigeny na erytrocytech
(krevni skupiny) 1 protilatky proti erytrocytim v séru ¢i plazmé (Penka et al., 2012).

Aglutinace je vazba protilatky na erytrocyt, ktera vyvola shlukovani erytrocytu.
Pritomnost ¢i absence aglutinace erytrocytli obsahujicich hemoglobin je viditelna
pouhym okem. Ke vzniku aglutinace jsou potieba 2 podminky:

e vazba protilatky na antigen na povrchu erytrocytu, tj. senzibilizace erytrocytu,

e propojeni 2 erytrocytli mezi sebou prostfednictvim protilatkové vazby.

Tyto dvé podminky mohou spliiovat protilatky tfidy IgM, nazyvame je tedy
v imunohematologii kompletnimi protilatkami (z pohledu aglutinace). 1gG (aZ na
ojedinélé vyjimky) jsou schopny splnit pouze jednu z vySe uvedenych podminek,
nazyvame je tedy protilitkami inkompletnimi (Rehadek, Masopust et al., 2013;
Masopust, Pisacka, 2022).

Aglutinacni testy je mozné provadét skliCkovou metodou, zkumavkovym testem,

metodou pevné faze nebo technikou sloupcové aglutinace (Penka et al., 2012).

3.1 Piima a neprima aglutinace

Povrch erytrocytu nese za normalnich okolnosti slaby negativni naboj a mé okolo
sebe dvojity ,iontovy oblak®. Vnitfni vrstva je pozitivné nabitd a pevné pftiléha
k membran¢ erytrocytu. Vnéjsi vrstva nese negativni naboj. Diferenciacni potencial mezi
obéma vrstvami se nazyva zeta potencial a zpisobuje, Ze erytrocyty se navzajem odpuzuji
audrzuji si odstup podle toho, jaka je tloustka ,,ijontového oblaku* (Fabryova et al., 2012;
Masopust, Pisacka, 2022).

oo -
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Obrazek €. 5. Zeta potencial (Masopust, 2022, str. 155)
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3.1.1 Prima aglutinace

IgM molekula pieklene vzdalenost mezi 2 erytrocyty (Masopust, Pisacka, 2022).
V diagnostice protilatek ndm vyluéné pifima aglutinace dané protilatky (nereaguje-li
v antiglobulinovém testu) dava informace o jeji suspektni IgM tfid€, a tudiz potenciondlni
klinické benignosti (s vyjimkou anti-A/-B a silnych chladovych protilatek).
(Rehadek, Masopust et al., 2013).

Piima aglutinace se vyuziva k detekci erytrocytovych antigent ABO skupiny, RhD
a fady dalSich antigent pomoci IgM protilatek, a k detekci antierytrocytovych protilatek
(Masopust, Pisacka, 2022).

3.1.2 Nepiima aglutinace

IgG molekula vétSinou vzdalenost mezi erytrocyty nepieklene. Erytrocyty jsou
témito protildtkami senzibilizovany, ale neaglutinuji. Podobné je to u protilatek IgA.
K dosazeni aglutinace je nutno do reakce ptidat dalsi substance — AGH, enzym, polybren
(Masopust, Pisacka, 2022).

Nepiiméa aglutinace se vyuziva k detekci erytrocytovych antigenii pomoci IgG

protilatek a k detekcei antierytrocytovych protilatek tiidy IgG (poptipadé IgA). Nepiima
aglutinace se uplatiuje u antiglobulinovych testh a u enzymového testu.
(Masopust, Pisacka, 2022).
3.1.2.1 Antiglobulinovy test (Coombsitv test)
K ,,pfemosténi“ mezery mezi 2 erytrocyty s navazanymi IgG protilaitkami nebo
aktivovanou C3 slozkou komplementu se rutinné pouziva polyspecifické AGH (anti-IgG
a anti-C3d). RozliSuji se piimy a nepiimy antiglobulinovy test (PAT a NAT)
(Masopust, Pisacka, 2022).

Piimv antiglobulinovy test (PAT)

Slouzi k detekci in vivo senzibilizace pomoci polyspecifického antiglobulinového
séra (AGH; anti-IgG + anti-C3d). Pozitivni nalezy je mozné upfesnit kvalitativné (pomoci
monospecifickych AGH) i kvantitativné (titr AGH). Provadi se sloupcovou aglutinaci
a v systému pevné faze a vyjimeéné zkumavkovym testem (Rehadek, Masopust et al.,
2013). Pouziva se pii prukazu imunitniho typu hemolyzy, tj. u pacientli po transfzich,
transplantacich, u hemolytického onemocnéni novorozence, u potransfuznich reakci

a u pacientl s projevy autoimunity (AIHA) (Penka, Tesafova et al., 2012).
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Nepiimy antiglobulinovy test (NAT)

Detekuje vazbu erytrocyt — protilatka (a/nebo erytrocyt — C3 slozka komplementu)
vzniklou in vitro. Pouziva se jak pro vySetfeni protilatek proti erytrocytiim (screening,
identifikace aj.), tak i pro detekci antigent (napt. Dufty, S, s) pomoci diagnostickych IgG
protilatek (Reha¢ek, Masopust et al., 2013). Je zakladnim testem pro test kompatibility
(Masopust, Pisacka, 2022).

NAT lze provadét zkumavkovym testem (vyuZziva se vyjimecné), testem sloupcové
aglutinace, testem pevné faze (Rehacek, Masopust et al., 2013).

primy antiglobulinovy test neprimy antiglobulinovy test

promyté negativni o
erytrocyty na erytrocytech negativni
pacienta O | neni protilatka = O | vséru
00| ani komplement pridat 00| neni
pridat o sérum pfidat O| protilatka
o | antiglobulin |0 o | pacienta | inkubace | anigiobulin (O |
oo centrifugace pozitivni oo 3 promyti| centrifugace
protilatka nebo pozitivni
komplement . s o v séru je
jsou ’n.wnmnu diagnostické §> protilatka
na erytrocytech srytooy
\_/ \_/

Obrazek. €. 6. Princip antiglobulinovych testl: PAT, NAT (upraveno podle Coombs test
Hinds Community College in Mississippi [online], 2011) (Penka, Tesatova et al., 2012,
str. 25)

3.1.2.2 Enzymovy test (ET)

Jedna se o test, kde se piisobenim proteolytickych enzymi (papain, bromelin, ficin)
odstépi extramembran6zni ¢asti neékterych proteinli, zejména glykoforint, a tim klesne
vzajemné krvinek a krvinky
(Rehééek, Masopust et al., 2013).

odpuzovani se mohou se vice priblizit

ET lIze pouzit k prikazu senzibilizujicich protilatek, jeho provedeni sice neni
povinné, je vSak vhodné napt. pii vysSetieni potransfuznich reakci a u pacientli opakované
transfundovanych s velkym rizikem imunizace (Penka, Tesatova et al., 2012).
dopliikova technika, pouze vzéacné citlivéjsi nez NAT

Tento test je

(Doporugeni Spole¢nosti pro transfuzni 1ékatstvi CLS JEP & STL 07, verze 4 (2019 _09).

3.2 Antiglobulinova séra
Blaney a Howard (2013) tvrdi, Ze v roce 1945 Coombs, Mourant a Race prokazali,
ze Cervené krvinky se mohou spojovat s protilatkami, aniz by doslo k aglutinaci. Tito

vyzkumnici ptipravili protilatku, ktera reagovala s lidskymi globuliny a pouzili toto
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¢inidlo k aglutinaci Cervenych krvinek potazenych protilaitkou — pfipravili
antiglobulinové (Coombsovo) sérum.

Antiglobulinové sérum obsahuje sekundarni protilatky, které se vaZou na primarni
protilatky a/nebo na slozku komplementu (Masopust, Pisacka, 2022). Existuji 2 typy
antiglobulinovych ¢inidel, a to polyspecifické a monospecifické
(Blaney a Howard, 2013).

Pro rutinni testovéani antiglobulinové sérum musi vzdy obsahovat anti-IgG slozku
(Quinley, 2020). Anti-IgA slozka neni nutnd, protoze zatim nebyly nalezeny protilatky
patfici pouze do IgA tiidy. Pokud jsou pfitomny IgA protilatky, vzdy jsou pfitomny také
IgG protilatky stejné specifity. Anti-IgM sloZka neni rovnéZ nezbytna. IgM protilatky
patii zpravidla k chladovym protilatkdm a nejsou klinicky dulezité. V kazdém piipadé
mohou IgM protilatky aglutinovat erytrocyty piimo, a tak neni anti-IgM slozka
pozadovana.

Pro vétSinu pouziti musi antiglobulinové sérum kromé anti-IgG slozky obsahovat
slozku anti-komplementovou. Dulezitd je pfitomnost anti-C3d slozky. Navic mize byt
pfitomna sloZka anti-C3c. Jsou dva diivody, pro¢ je dulezita anti-C3d slozka. Za prvé, na
krvinkach senzibilizovanych komplementem in vivo je ptfitomen C3d, nikoliv C3c. Za
druhé, v prib&hu dlouhych inkubacnich dob (delsich nez 1,5 hodiny) se C3c od krvinek
oddéli. Jak C3c a C3d jsou antigennimi determinantami C3b molekuly. C3b se navaze na
erytrocyty v prubéhu aktivace komplementu.

Antiglobulinové sérum obsahujici jak anti-IgG, tak anti-komplementovou slozku se
nazyva polyspecifické antiglobulinové sérum (Wang, Zhang et al., © 2021), které se
hlavné pouziva v antiglobulinovém testu v solném roztoku, albuminu nebo LISS.

V piipadé€ pozitivni reakce s polyspecifickym antiglobulinovym sérem se zjiStuje
pfi¢ina pozitivity PAT — typ senzibilizujici protiladtky. K rozliSeni se pouzivaji
monospecificka AGH séra, jako jsou anti-IgG, anti-IgA, anti-IgM, anti-C3c a anti-C3d
(Engelfriet, Meulenbroek et al., 2003).

Vysledky ziskané testovanim s monospecifickymi reagenciemi mohou pomoci pii
definovéani klinického stavu pacienta (Ptibalovy letdk). Anti-IgG globulin AGH neni
specificky vaci tézkym fetézclim, a proto mize byt také schopen reagovat s lehkymi
fetézci Kappa a Lambda molekul IgA a IgM (Ptibalovy letdk LISS/Coombs karta).
Spolehlivé vsak piitomnost IgA a IgM prokéaze pouze pozitivni reakce monospecifickych
anti-IgA a anti-IgM AGH (Masopust, Pisacka, 2016). Polyspecifické AHG se pouziva
pro rutinni detekci a identifikaci aloprotilatek, zkousky kompatibility a PAT.
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4 Primy antiglobulinovy test

Piimym antiglobulinovym (Coombsovym) testem se prokazuji ,,in vivo* navazané
imunoglobuliny a/nebo slozky komplementu na erytrocyty, tj. pfimy antiglobulinovy test
prokazuje senzibilizaci erytrocyti.

PAT je jednim z nejpouzivanéjSich testii v laboratorni medicing, ktery objevil v roce
1945 Robert R. A Coombs spolu s A. Mourantem, R. R. Racem. Coombs vyvinul princip
antiglobulinového testu, ktery nese jeho jméno — Coombstv test (Pincock, © 2006).

Provadi se sloupcovou aglutinaci, syst¢émem pevné faze a zkumavkovym testem

(Masopust, Pisacka, 2022).

4.1 Provedeni primého antiglobulinového testu

PAT se provadi v ptipadé podezieni na hemolytické onemocnéni novorozenci,
autoimunitni hemolytickou anémii, hemolytickou potransfuzni reakci, medikament6zné
indukovanou hemolyzu a dale v piipad¢ podezielych laboratornich nalezii jako napf.
u pozitivni autokontroly pii identifikaci protilatek, u negativniho screeningu protilatek
a pozitivniho testu kompatibility (vySetfi se erytrocyty transfuzniho pfipravku)

(Masopust, Pisacka, 2016).

4.2 Vlastni mechanismy imunitni destrukce erytrocyti
Pozitivni PAT u HON, AIHA nebo HTR diagnostikuje urychlenou destrukci
erytrocytt na imunologickém podkladé s intravaskularni nebo extravaskularni

hemolyzou ve slezin€ nebo jatrech (Masopust, Pisacka, 2016).

4.2.1 P#ima lyza erytrocytové membrdany = intravaskuldrni imunni hemolyza
Nastava vzdy pti inkompatibilité v ABO a jinych systémech, kdy protilatka aktivuje

komplement az do terminalniho lytického komplexu (Masopust, Pisacka, 2022).

4.2.2 Fagocytoza = extravaskuldrni imunitni hemolyza
a) Autoprotilatky navdzané na erytrocyty pusobi jejich opsonizaci — vazou se pomoci
Fc fragmentu na specifické receptory povrchu efektorovych bunék (makrofagi),
erytrocyty jsou tak také navdzany na tyto buniky, dojde k fagocytdze a destrukci
erytrocytll ve slezin€. Tohoto procesu se net¢astni komplement. Makrofagy maji
vysoce afinitni receptory pro IgG3, méné afinitni pro IgG1, velmi slab¢ afinitni pro
IgG2 a zadné pro IgG4. Z toho vyplyvd 1 vztah mezi mnoZstvim molekul

jednotlivych podtiid IgG potiebnych k indukci fagocytézy: IgG3 cca 135-500
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molekul, IgG1 1 000 —4 000 molekul, I[gG2 minimaln¢ 10 000 molekul. Vzhledem
k tomu, Ze existuji funkéni rozdily mezi podtitidami IgG, je jejich urceni dilezité
(Masopust, Pisacka, 2022).

b) Vazbou antigen-protilatka se aktivuje komplement, ktery se vSak neaktivuje v celé
kaskadg, tudiZ nenastava intravaskularni hemolyza. SloZzky komplementu mohou
reagovat se specifickymi receptory makrofagi, tim dojde k opsonizaci a nasledné
k sekvestraci erytrocytd, tj. ¢ast erytrocytl je fagocytovédna v jatrech. IgG 1 a IgG3
mohou aktivovat komplement, zatimco IgG2 a IgG4 jen ziidka
(Masopust, Pisacka, 2022).

4.2.3 Mechanismus ADCC a nové popsany mechanismus hemolyzy

Pfi imunitni destrukci senzibilizovanych erytrocytii se zfejm¢ uplatiiuje
1 mechanismus ADCC (bunééna cytotoxicita zavisla na protildtkach) a nové popsany
mechanismus hemolyzy, kdy autoprotilaitky vazbou na GPA ovliviiuji uspotfadani
fosfolipidi v membrané erytrocytll, zvysuji jeji permeabilitu pro Ca** a vedou tak
k jejimu rozpadu. Ke kterému z typi hemolyzy v daném piipadé€ dojde, zavisi jednak na
vlastnostech protilatek (tfida, podtiida, koncentrace, specificita) a jednak na

individudalnich vlastnostech makrofagii (polymorfismy) (Masopust, Pisacka, 2016).

4.3 Princip testu

K vySetfovanym erytrocytim se pifiddva pouze AGH, primarn€ se pouziva
polyspecifické AGH (anti-IgG + antiC3d), v ptipadé pozitivity oddélené monospecifické
anti-IgG a anti-C3d, v pfipad¢ 1 anti-IgM, anti-IgA, anti-C3b (Masopust, Pisacka, 2016).

4.4 PAT pozitivni
Pozitivitu PAT mohou zptsobit:

a) Slozky komplementu — pfi aktivaci komplementu klasickou cestou pii reakci
antigen-protilatka (bakteridlni infekce, autoprotilatky, aloprotilatky),

b) aloprotilatky — u akutnich potransfuznich reakci (pfi inkompatibilni transfuzi je
pozitivni PAT jedinym prikazem imunni hemolyzy), u pozdnich potransfuznich
reakci, kdy je PAT pozitivita po 5-10 dnech nebo u HON (protilatky matky proti
fetdlnim erytrocyttim,

c) tepelné, chladové nebo bifazické autoprotilatky,

d) Iéky,
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f)

g)
h)

i)

4.4.1

a)

b)

c)

d)

transplantace orgadni nebo homeopatickych bun¢k — prenosem darcovskych
lymfocytu, které tvofi protilatky proti antigenim ABO, ale i antigentl jinych krevné
skupinovych systémt,
choroby — u srpkovité anémie, beta talasemie, onemocnéni ledvin, mnohocetného
myelomu, autoimunnich onemocnéni, AIDS,
pasivné prenesené protilatky — po podani plazmy, IVIG, derivat plazmy
nespecificky adsorbované bilkoviny — pfi hypergamaglobulinémii,
aplikace monoklonalnich protilatek (napi. daratumumab) pii 1€cbé malignit,
neznama piic¢ina — cca 10 % pacientli a 0,01 % darcti ma PAT pozitivni, ale bez
zkraceného prezivani erytrocytd (Masopust, Pisacka, 2022).
Postup u PAT pozitivity
Reakce s polyspecifickym AGH se pouziva pro screeningové vysSetfeni PAT. Dalsi
vySetieni a klinickd vyznamnost PAT se vétSinou urcuje v piipadé€ pozitivni reakce
> 2+,
Reakce s monospecifickymi AGH umoziuje prokdzat jednotlive ttidy
imunoglobulint a aktivaci C3c a C3d na erytrocytech.
Dilucni test anti-IgG pii prikazu senzibilizace erytrocyti imunoglobuliny tfidy
IgG je vhodny pro zjisténi titru protilatky IgG, a ztoho vyplyvajici riziko
hemolyzy. Pocet molekul IgG navazanych na erytrocyt ovliviiuje zrychlenou
destrukci erytrocyt. Titr anti-IgG 1:30 je nevyznamny, neni nutné stanoveni
podttid.
Titr anti-IgG > 1:300 je klinicky vyznamny, pak je nutné stanoveni podtiid IgG.
Zjistuje se pritomnost podttid IgG1 a IgG3 ve dvou titrech (nizky titr 1:1, vysoky
titr 1:100). Pozitivni reakce podtiid IgG1 a IgG3 v nizkém titru pfedstavuje stredni
riziko hemolyzy, pozitivni reakce podtiid IgG1 a IgG3 ve vysokém titru vysoké
riziko hemolyzy. Z laboratorniho pohledu riziko hemolyzy tedy nastava pti
prikazu senzibilizace erytrocytd protilatkou typu IgG v titru vyssim nez 1:30, pii
prukazu podttidy IgG1, a zvlaste 1gG3 a je potencovano prukazem aktivace slozek
komplementu. U AIHA z chladovych protilatek nebo bifazickych protilatek se
prokazuje pouze aktivovany komplement. Hodnoceni rizika hemolyzy ¢i HON se
musi kombinovat s klinickym stavem pacienta, anamnézou, a jinymi laboratornimi

udaji.
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e) Pfi vysokém titru jsou tepelné protilatky pfitomny i volné v séru a lze je prokazat
nepfimym antiglobulinovym a enzymovym testem (provadi se screening
a identifikace antierytrocytarnich protilatek, véetné autokontroly).

f) K identifikaci protilatek navazanych na erytrocyty se vyuzivaji elucni testy, kdy
zpovrhu erytrocyti se protilatky uvolni aeludt se testuje s panelem
diagnostickych erytrocytu, ptipadné s erytrocyty Al a/nebo B (napft. u susp. ABO
HON); ptipadné¢ s erytrocyty otce (susp. HON s anti-LFA). Eluce se provadi
u PAT s anti-IgG > 2+, ev. 1 u slabsiho nebo negativniho PAT v ptipadé¢ klinicky

vyznamné hemolyzy. Neprovadi se u PAT pouze s anti-C3d.

Pozitivni PAT je nutné posuzovat spolecné s klinickym obrazem a dalSimi
laboratornimi parametry — hemoglobin, hematokrit, laktatdehydrogenaza (LDH),
haptoglobin, terikulocyty, hladina imunoglobulint. Negativni PAT nevylucuje moznost
procesu hemolyzy, dana protilatka mize mit nizkou afinitu, nebo vazbu protilatky na

erytrocyty nelze prokazat, protoze je pod prahem citlivosti laboratorniho testovani.
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5 Vyuziti pfimého antiglobulinového testu

5.1 Autoimunitni hemolytick4 anémie (AIHA)

Autoimunitni hemolytickd anémie (AIHA) je heterogenni skupina patologickych
stavl, kterym je spolecny vyskyt autoprotilatek proti antigentim Cervenych krvinek a jimi
zprostiedkovany zrychleny zanik erytrocytt (Rehagek, Masopust et al., 2013). Nékteré
autoprotilatky vSak nezplsobuji Zadné klinické problémy, protoZe nejsou aktivni
v mechanismu, ktery je odpovédny za destrukci erytrocyti (Masopust, Pisacka, 2016;
Cermak, Pisacka, © 2018). Vyskyt ATHA je povaZzovan za neobvykly, odhaduje se na 1
az 3 pripady na 100 000 obyvatel ro¢n¢ (Scheckel © 2022).

Rozeznavame tyto typy AIHA (zkratky z anglickych termini):

e AIHA s tepelnymi protilatkami (WAIHA),

e AIHA s chladovymi protilatkami (syndrom chladovych aglutininti, CAS),

e SmiSeny typ AIHA s tepelnymi 1 chladovymi protilatkami,

e Polékovy typ AIHA (DIHA) (Penka, Tesafova et al., 2012; Rehacek,
Masopust et al., 2013),

e Paroxysmalni chladovd hemoglobinurie (PCH) (Penka, Tesatfovaet al.,
2012).

5.1.1 AIHA s tepelnymi protilatkami

Jde o autoimunitni onemocnéni charakterizované zkracenym prezivanim erytrocytl
v disledku ptitomnosti protilatek reagujicich optimalné pii 37 °C.

AIHA s tepelnymi protildtkami miize byt idiopatickd (tj. bez zjevné asociace
s jinymi chorobami), nebo sekundarni (nejcastéji v dospé€losti u lymfoproliferativnich
nebo autoimunitnich onemocnéni, v ptipadé déti u virovych infekci).

Tento typ tvoii cca 70 % vSech AIHA, idiopaticka forma postihuje Castéji Zeny
(60 %) (Penka, Tesafova et al., 2012; Rehacek, Masopust et al., 2013). Hemolyza byva
v naprosté vétsing piipadi extravaskularni (Rehacek, Masopust et al., 2013).
5.1.1.1 Imunohematologické laboratorni ndlezy u WAIHA

Zakladnim nalezem je prukaz vazby autoprotilatek na krvinky — pozitivita pfimého
antiglobulinového testu (PAT). Jde v naprosté pievaze o protilatky tiidy IgG, které
mohou, ale nemusi vazat komplement (pozitivni PAT s IgG nebo s IgG + C3d) a vedou

k destrukci erytrocytl extravaskularné. Ziidka se uplatniuji protilatky tfidy IgM (mohou
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zpusobit tézkou az fatadlni AIHA, byvaji to tzv. hemolyziny) a vyjimecné IgA,
ev. v kombinaci s IgG.

Piiblizné ve 40 % pfipad je soucasné prokazovdna piitomnost volnych
autoprotilatek v séru — pozitivita neptimého antiglobulinového testu (NAT), Castéji byva
prokazovéna pozitivita enzymovych testll cca v 90 % (Rehadek, Masopust et al., 2013).
Tepelné protilatky jsou namifeny nejcastéji proti antigenim Rh systému (zvIasté anti-e)
(Penka, Tesatova et al., 2012).

5.1.2 AIHA s chladovymi protilatkami

Jde o autoimunitni hemolytickou anémii s protildtkami reagujicimi pii teplotach
nizsich nez 32 °C (Penka, Bulikova et al., 2009).

AIHA s chladovymi protilatkami mtze byt idiopatickd nebo sekundarni (nejcastéji
u infekce Mycoplasma pneumoniae a EBV). Tento typ tvoii 25-30 % AIHA a postihuje
ob¢ pohlavi stejné Casto.

Chladové se navazou na erytrocyty pii nizké teploté v periferni cirkulaci a umoznuji
pfipojeni komplementu na erytrocyty. Pfi pritoku erytrocytii v teplejSich (centralnich)
castech cirkulace se protilatky IgM z povrchu erytrocyt uvoliuji, ale komplement na
jejich povrchu ziistava. Dochézi k extravaskuldrni hemolyze (Penka, Tesatfova et al.,
2012; Rehagek, Masopust et al., 2013).
5.1.2.1 Imunohematologické laboratorni ndlezy u CAS

Chladové protilatky, resp. chladové aglutininy (CA), jsou obvykle IgM, vzacné i [gG
a IgA. Pozitivita PAT je pouze s anti-C3d (na povrchu erytrocyti se detekuje pouze
komplement) (Rehacek et al., 2013). V séru se chladové protilatky prokazuji piedev§im
pfi teplotach okolo 4 °C.

Chladové protilatky mohou byt v nizkém titru pfitomny i u jinak zdravych jedinct
(1:64. pti1 4 °C ve zkumavkovém testu). Patologické chladové aglutininy byvaji pfitomny
ve vysokych titrech (vétSinou vice nez 1:1000) a maji vétSinou Siroké teplotni rozmezi
reaktivity protilatky (vétSinou reaguji mezi 20-37 °C). Specifita protilatek byva témet
v 90 % anti-I.

5.1.3 Paroxysmalni chladova hemoglobinurie (PCH)

PCH je vzacné autoimunitni onemocnéni charakterizované vznikem hemoglobinurie
po expozici chladu. Hemolyzu a hemoglobinurii méd v tomto ptipad¢ na svédomi tzv.
Donath-Landsteinerova protilatka. Jde o polyklondlni chladovou komplement fixujici

protilatku tfidy IgG, kterd je silnym bifazickym hemolyzinem. V ochlazenych c¢astech
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téla se vaze na erytrocyty, v teplejSich castech téla se protilatka uvolni z vazby na
erytrocyty a dochéazi k aktivaci komplementu, nasledné¢ k intravaskularni hemolyze
s hemoglobinurii. K rozvoji onemocnéni dochézi u déti po virovém onemocnéni nebo po
vakcinaci. Mlze se vyskytnout u starych lidi jako idiopatickd chronickd choroba
(Penka, Bulikova et al., 2009; Masopust, Pisacka, 2022).

5.1.3.1 Imunohematologické ndlezy u PCH

Nalézame pozitivitu PAT zplisobenou pouze vazbou C3d. Eluce se u tohoto typu
AIHA neprovadi, nepfindsi zadnou informaci. V séru jsou pfitomny obvykle slabé
chladové protilatky (test pti 4 °C), vzacné 1 protilatky reagujici pii 37 °C. Samotny
hemolyzin neni prokazovan na krvinkach, ale pouze v séru. Specifickym testem pro
prikaz PCH je Donathiiv-Landsteineriiv test (Rehadek, Masopust et al., 2013;
Masopust, Pisacka, 2022).

5.1.4 SmiSeny typ AIHA

SmiSeny typ AIHA s tepelnymi a chladovymi protilatkami postihuje ptiblizné 7 %
pacientii s AIHA. Charakterizuje ho kombinace tepelnych a chladovych autoprotilatek
a tomu odpovidajici smiSeny laboratorni nalez (Penka, Tesatova et al., 2012).

5.1.5 Polékovy typ ATHA

Muze jej zpusobit mnoho riznych 1€kii. Skute¢nd incidence je nezndma vzhledem
k obtiznému prikazu. Relativné ¢asto DIHA zpusobuji nékteré cefalosporiny druhé a tieti
generace a nesteroidni antirevmatika.

Nékteré 1éky mohou u jednoho pacienta fungovat vice zplsoby a/nebo pusobit
u rtiznych pacientti odlisn¢ (Masopust, Pisacka, 2022).
5.1.5.1 Imunohematologické ndlezy u DIHA

Sérologické testovani v této oblasti neni dosud dostate¢né standardizovano, mnoho
pfipadl (zejména s leh¢i hemolyzou) neni diagnostikovéano a Casto je diagnostika velmi
obtiznd (zejména pokud je vyvolavajicim Cinitelem nikoliv 1€k jako takovy, ale jeho
metabolit).

NejcCast€jsi problém je pozitivni PAT a negativni eluat. Na polékovou AIHA se za¢ne
myslet az po vylouc€eni jinych pfi¢in hemolyzy a kdyz pacient dostava 1€k, ktery mize

zpuisobovat hemolyzu (Masopust, Pisacka, 2016).
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5.2 Hemolytické onemocnéni plodu/novorozence (HON)

Hemolyticka nemoc plodu a novorozence je charakterizovana protilatkami
tvofenymi matkou proti ,,cizimu* antigenu/im na erytrocytech plodu, které zdédil od
otce. Aloprotilatky tfidy IgG pak prochazi placentou, senzibilizuji krvinky plodu a vedou
k jejich zkracenému piezivani v disledku hemolyzy (Kostrouchova et al., © 2022).

Dojde-li k priiniku erytrocytti plodu pies placentu do obé¢hu matky, zacne si matka
vytvaret protilatky proti antigeniim, které sama nema, tzn. ty, které dit¢ zdédilo od otce.
K vycestovani malych mnozstvi fetalnich erytrocytii do krevniho obéhu matky dochazi
obvykle v druhé poloviné t€hotenstvi, nejéastéji vSak pti samotném porodu. Podstatné je,
ze pres placentu do krevniho ob&hu ditéte mohou pronikat jen protilatky ttidy IgG, nebot’
protilatky IgM jsou pro piechod placentarni bariérou piilis velké. To znamend, Ze
pfirozené aglutininy v ABO systému onemocnéni ditéte nevyvolavaji.

Vznikne-li fetomaternalni inkompatibilita a imunni protilatky proniknou do
krevniho ob&hu plodu, zpusobi zkracené piezivani erytrocytii. Ischemie tkani ma za
nasledek zvysSeni erytropoézy extramedularné, coz vede k zvétSeni jater a sleziny.
V tézkych ptipadech vznika hluboka chudokrevnost, Spatné prokrveni tkéni az srdecni
nedostatecnost a generalizovany edém plodu — hydrops fetalis.

Po porodu do hry vstupuje déle vysoka hladina nekonjugovaného bilirubinu ditéte,
které diky nezralosti jater ditéte nemutze byt konjugovan s kyselinou glukuronovou a pro
nedostate¢né mnozstvi ani vazan na albumin. Tento nenavéazany bilirubin miiZze pronikat
hematoencefalitickou bariérou a poskozovat mozek ditéte — jadrovy ikterus. Pred
porodem nastava tato vazna komplikace jen u velmi téZkych ptipadl, nebot’ organismus
matky je vétSinou schopen nadbyte¢ny bilirubin vznikajici extravaskuldrni hemolyzou
zpracovat (Penka, Bulikova et al., 2009).

Na vzniku inkompatibility mezi matkou a plodem se miize uplatnit vice nez 50, tedy
vetSina erytrocytarnich antigend. Nejvétsi roli vSak hraji anti-D, -c, -K, -E, pak -e, -Ce,
-cE, -Fy® Jk% anti-A, anti-B, vzicné dalsi IgG reagujici pii 37 °C v NAT
(Penka, Bulikova et al., 2009; Masopust, Pisacka, 2022).

HON muzeme podle specificity pti¢innych protilatek rozdélit do tfi kategorii:

e Rh HON (protilatky anti-D, -D+C, -D+E) u matek RhD negativnich, je-li
plod po otci RhD pozitivni,

e ABO HON (protilatky anti-A, -B) pievazné¢ u matek krevni skupiny 0,
zatimco dit€ ma A ¢i B, ABO HON je castéjs$i nez RhD HON,

e ostatni (Penka, Tesatova et al., 2012; Masopust, Pisacka, 2016).

32



0 D negativni
0 D pozitivni
'Jl‘ protilatka anti-D

Obrazek €. 7. Hemolytické onemocnéni novorozence (Masopust, 2016, str. 306)

5.2.1 Imunohematologické vySetieni téhotné

V priibéhu téhotenstvi je béznou praxi urovat krevni skupinu ABO a antigen D
vSech téhotnych, a provadét opakované screening nepravidelnych antierytrocytarnich
protilatek. V ptipad¢ pozitivniho vysledku screeningu protilatek se provadi identifikace
protilatek (Penka, Bulikova et al., 2009).

U protilatek, které mohou ohrozit plod a/nebo novorozence se stanovuje titr, ktery
se v pribéhu té¢hotenstvi nékolikrat kontroluje. Cilem imunohematologického vySetieni
té¢hotnych je identifikovat t€hotné, které jsou s rizikem HON a identifikovat RhD
negativni Zeny s potfebou profylaxe. Pied senzibilizaci RhD negativni matky v prub¢hu
téhotenstvi a po porodu se aplikuje anti-D sérum, které piipadné pfitomné erytrocyty
v ob&hu matky povlece, a tim zabrani vzniku imunitni reakce
(Penka, Bulikova et al., 2009).

5.2.2 Imunohematologické vySetieni novorozence

Rutinni imunohematologické vySetfeni u vSech novorozencii se nedoporucuje, ani
umatek skrevni skupinou 0 (ABO inkompatibilita by neméla znamenat piisnéjsi
sledovani, protoze u vSech novorozencl by se m¢l zjiStovat a nasledné monitorovat
ikterus).

Provadi se u matek novorozenct s potencidln€ klinicky vyznamnymi protildtkami
pfedev§im kvili pfipadné transfuzi novorozence, dale u novorozencii matek
s neprokazanymi nepravidelnymi protilatkami, kdy novorozenec ma klinické znamky
HON a nejedné se 0o ABO HON, a u suspektniho ABO HON (u matek novorozencti s KS
0). (Doporudeni Spole&nosti pro transfuzni 1ékaistvi CSL JEP ¢. STL2010_06).

Pozitivni PAT u novorozence s HON je vysledkem senzibilizace erytrocytl

novorozencll in vivo matefskymi protilatkami povahy IgG. PAT je siln€ pozitivni
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u anti-D a dalSich protilatek Rh systému, anti-K, anti-Jk, anti-Fy. U ABO inkompatibility
byva PAT casto negativni ¢i jen slabé pozitivni, pravdépodobné proto, ze pocet
antigennich determinant A nebo B u novorozencii je maly. V piipad¢€ pozitivity PAT se
eluénim testem mohou uvolnit protilaitky navdzané na erytrocyty, eludt se otestuje
s panelem diagnostickych erytrocytl. Eluce se provadi, pokud neni jednoznaéné
identifikovana protilatka u matky, u smési protilatek k urceni, ktera specificka protilatka
se podili na HON a u suspektniho ABO HON, jen v piipad¢ nedostupného ¢i nejasného
vySeteni imunnich protilatek anti-A, anti-B.

Pozitivita PAT nepotvrzuje diagnézu HON, nemusi mit zadny klinicky vyznam. Je
nutné vySetfeni hemoglobinu a sérového bilirubinu novorozence. Naopak u negativniho
PAT mohou byt ptfiznaky tézkého HON, a to nejen u ABO inkompatibility
(Doporugeni Spole&nosti pro transfuzni 1ékai'stvi CSL JEP &. STL2010_06).

5.3 Potransfuzni imunitni reakce ¢ervené rady

Pojmem potransfuzni reakce jsou oznacovany vSechny neocekavané nezadouci
Gginky souvisejici s podanim transfuznich ptipravka (Rehacek, Masopust et al. 2013).
Velkéa c¢ast potransfuznich reakci je zprostfedkovana imunitné. Vznik4d na podkladé
imunologické neslucitelnosti mezi darcem a piijemcem, vyskytuji se v akutni a pozdni
form¢, hemolyza mize probihat intravaskularné nebo extravaskularné (Rehacek,
Masopust et al., 2013; Doporuéeni Spole¢nosti pro transfuzni lékaistvi CLS JEP
¢. STL2019_14).

Pfi hemolyze po krevni transfuzi dochazi k rychlé destrukei erytrocytii ucinkem
protilatek ptfitomnych v plazmé ptijemce, ziidka muze dojit k rozpadu krvinek piijemce
v disledku ptitomnosti protilatek darce v transfuznim ptipravku. Bezprosttedni akutni
hemolytickd reakce vznikd v ptipadé, kdy jsou protilatky v plazmé pfitomny v Case
transfuze. Jde-li o anamnestickou odpovéd’ a protilatku za¢nou produkovat pamétové
lymfocyty (obvykle za 7 aZz 14 dni), vznikd odloZzeny — pozdni typ hemolytické
potransfuzni reakce. Nejcastéjsi pficinou téchto reakci je pfitomnost protilatek anti-K,
anti-E, anti-Fy(a), anti-c, anti-D, anti-Jk(a), anti-Jk(b), anti-C a anti-e. Pficinou
smrtelnych forem je inkompatibilita v ABO systému, nejcasteji pro zaménu piijemce,

laboratorni chyba je vzacna (Penka, Bulikova et al., 2009).
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5.3.1 Intravaskularni hemolytickad reakce 7 imunnich piicin

Obvykla pricina: zaména piipravku Ci pacienta, neslucitelnost AB0, vzacnéji jina
protilatka vyvolavajici akutni intravaskularni hemolyzu (IgM nebo IgG ve vysokém
titru).

Laboratorni prikaz: pokles koncentrace hemoglobinu, zvySeni LDH a/nebo
bilirubinu, pokles haptaglobinu v séru, hemoglobinurie, pozitivni PAT a pozitivni test
kompatibility (protilatky lze ev. prokédzat v eluatu) (Doporuceni Spolecnosti pro
transfuzni 1ékai'stvi CSL JEP &. STL2019 14).

5.3.2 Extravaskularni hemolyticka reakce 7 imunitnich pricin

Obvykla pric¢ina: nepravidelna antierytrocytarni protilatka, kterd nevyvolava
intravaskularni hemolyzu. K vytvoteni protilatky mize dojit aZ po podani TP (podané
erytrocyty mohou cirkulovat v obéhu pfijemce 1 5-6 tydnl) a reakce je pak opozdéna
abyvda méné néapadnid. Reakce mize byt vyvolana 1 vysokymi davkami i.v.
imunoglobulint (obsahuji anti-A, anti-B).

Laboratorni priikaz: pokles hodnot ¢erveného krevniho obrazu, vzestup (neptimého)
bilirubinu, vzestup LDH, pokles haptoglobulinu, hemoglobinurie, urobilinogen v moc¢i,
pozitivni PAT, prikaz antierytrocytové protilatky (Doporu¢eni Spole¢nosti pro transfuzni
Iékatstvi CSL JEP &. STL2019 14).

5.3.3 VySetieni PAT u potransfuzni reakce

Vysetiteni pfimého antiglobulinového testu (PAT) ze vzorku pacienta po transfuzi
(1 po podani plazmy ¢i trombocytl). V piipad¢ jeho pozitivity se doplni PAT z ptivodniho
vzorku pacienta a PAT z transfuzniho pfipravku (pokud Slo o pfipravek obsahujici
erytrocyty) (Doporucéeni Spole&nosti pro transfuzni 1ékatstvi CLS JEP & STL2019 14).

U vzorku pacienta po transfuzi s pozitivnim PAT a s negativnim NAT se provede

elucni test k identifikaci protilatky, kterd potransfuzni reakci zpusobila.

5.4 PAT udarce
PAT neni souc¢asti povinného testovani darcti krve. Pozitivita PAT u zdravych darci
se veétSinou zjisti az pii pozitivité testu kompatibility. 0,01 % darci krve ma PAT

pozitivni, ale bez kracené¢ho prezivani erytrocyti (Masopust, Pisacka, 2022).
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6 Cil prace a hypotézy

6.1 Cil prace
Cil ¢. 1: Literarné zpracovat problematiku PAT v imunohematologické laboratofi.

Cil ¢. 2: Osvojit si vySetteni PAT a stanoveni klinické vyznamnosti PAT.

6.2 Hypotézy
Hypotéza €. 1: Pozitivni PAT v imunohematologické laboratofi je nejcastéji
prokazan u pacientll s autoimunitou proti erytrocytiim.

Hypotéza €. 2: Pozitivni PAT je nejCastéji zpisoben protilatkami tiidy IgG.
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7 Metodika

V této Casti se vénuji vySetieni pfimého antiglobulinového testu, ktery se provadi na
TRS NEMCB. Jedna se o analyzu dat za obdobi od 1. ledna do 31. prosince 2022.
Vysetieni byla provedena na transfuznim oddéleni Nemocnice Ceské Budgjovice, a. s.

Pfimym antiglobulinovym testem se ovétuje, zda-li jsou erytrocyty senzibilizovany
protilatkami a/nebo komplementem in vivo. PAT se tedy pouziva pii vySetfovani
autoimunitni  hemolytické anémie, hemolytického onemocnéni novorozence,
hemolytickych potransfuznich reakci a u darcii krve pii pozitivité testu kompatibility pfi
negativnim screeningu nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek.

Pii AIHA se PAT nejprve provadi s polyspecifickym sérem AGH, které obsahuje
anti-IgG a anti-C3d protilatky. V ptipadé pozitivni reakce (PAT >2+) s polyspecifickym
AGH se zjistuje pticina pozitivity PAT — typ senzibilizujici protilatky. K rozliSeni se
pouzivaji monospecifickda AGH séra, jako jsou anti-IgG, anti-IgA, anti-IgM, anti-C3c¢
a anti-C3d.

Mohou se také urcit IgG podtiidy autoprotilatek. Hemolyticka aktivita IgG protilatek
klesa nasledujicim zptasobem: 1gG3> IgGl> IgG2 a IgG4. V nékterych ptipadech
pozitivniho PAT se urcuje titr protilatek.

U novorozencii se PAT vySetfuje zaroven s krevni skupinou na specialni karté pro
novorozence. V pripad¢ pozitivity se zjistuje pti¢ina. U RhD HON se jedna o protilatku
anti-D, u ABO HON jsou pfic¢inou pozitivity PAT protilatky anti-A a anti-B tfidy 1gG
a u ostatniho HON mtiZze pozitivni PAT zptsobit jind antierytrocytarni protilatka.

Vysetieni potransfuzni reakce se PAT vySetfuje ze vzorku pacienta po transfuzi (i po
podani plazmy ¢i trombocytd). V piipadé jeho pozitivity se doplni PAT z ptivodniho
vzorku pacienta a PAT z transfuzniho pfipravku (pokud Slo o pfipravek obsahujici
erytrocyty) (Doporudeni Spole&nosti pro transfuzni Iékaistvi CLS JEP ¢. STL2019_14).

U darct krve se PAT vySetiuje pouze s polyspecifickym AGH, v piipad¢ pozitivity
se erytrocyty od darce nepouZiji.

Vysetieni ptimého antiglobulinového testu se provadi metodou sloupcové aglutinace
atitr PAT je mozné provést jak metodou sloupcové aglutinace, tak zkumavkovym testem,

ktery se provadi ziidka.
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7.1 Chemikalie, reagencie, spotiebni material a pristroje
Chemikalie a reagencie:
e AGH polyspecifické, vyrobce: IVT Imuno
e Anti-IgG monospecifické, vyrobce: Sanquin
e Anti-C3c, C3d Pelikloon, vyrobce: Sanquin
e Anti-IgM monospecifické, vyrobce BIO-RAD
e Anti-IgG monospecifické, vyrobce BIO-RAD
e [D-karta LISS/Coombs
e [D-karta DC-Screening I
e ID-karta DAT IgG1/1gG3
e ID-karta DAT IgG — Dilution
e ID-Diluent 2: modifikovany LISS pro pfipravu suspenze erytrocyti
e PBS

Spotiebni material:

e Zkumavky

e Stojan na zkumavky

e Pipety

e Jednorazové 3ml pipety
e Pasteurky

e Rukavice

Ptistroje a pomocna zatizeni:

e [D-Pipetor nebo jiny Pipetor
e ID-Dispensor

e ID-pracovisté

e Laboratorni centrifuga

e ID-Centrifugace 24

Vysetrovany material:

e Vzorek krve odebrany do zkumavky s antikoagulantem (pfednostné do
EDTA)

o Zabrani vazbé komplementu na erytrocyty po odbéru vzorku,

pozitivni vysledek je dokladem pouze senzibilizace in vivo. (Rizen4

dokumentace TRS NEMCB).

38



7.2 Princip sloupcové aglutinace

Sloupcova aglutinace je nejcastéjSim zpiisobem vySetieni na gelu, kterad
kombinuje principy aglutinace a gelové filtrace.

Metoda je zalozena na kombinaci aglutinace a chromatografie (Peslova, 2017).
Aglutinace probihd v mikrozkumavkach, které jsou vylisovany v plastové karté, diky
niz je snadna manipulace. Mikrozkumavku tvoii reagen¢ni komiirka a gelovy sloupec,
kterym béhem centrifugace prochdzi materidl a pisobi jako filtr. Gelovym sloupcem
migruji az na dno jednotlivé neaglutinované erytrocyty, shluky dvou a vice krvinek
jsou zadrzovany v gelovém sloupci, velké shluky zistdvaji v horni ¢asti sloupce.
Ptfednosti této metody je snadna a jednoznacné interpretace vysledkli (Rojkova,

2013).

7.3 Hodnoceni reakci
e Kbvalitativni (pozitivni, negativni)
e Semikvantitativni (sila pozitivni reakce se vyjadiuje prostfednictvim kiizk,
od + do ++++)
e Kvantitativni (provadi se titrem protilatky, kdy titr uréuje prokazatelna
aglutinace u nejvyssiho fedéni).

Je dulezité, aby hodnoceni bylo spravné a ftadné¢ vedeno v dokumentaci
(Tesarova et al., 2008).

Pozitivni reakce: aglutinované erytrocyty vytvareji na povrchu gelu linku nebo jsou
rozptyleny v gelu, reakce je hodnocena + az ++++. Mohou se vyskytnout i slabsi reakce
+/- ptipadné stopové reakce. Pozitivni reakce infikuje senzibilizaci erytrocytli pacienta.

Negativni reakce: kompaktni sediment erytrocytli na dné€ zkumavky. Negativni

reakce indikuje neptitomnost protilatky nebo slozky komplementu na erytrocytech.

pozitivni pozitivni pozitivni pozitivni negativni

++++ +++

Obrazek ¢. 8. Hodnoceni reakci sloupcové aglutinace; zdroj: Rizena dokumentace TRS

NEMCB
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7.4 Postup provedeni

7.4.1 Primy antiglobulinovy test s polyspecifickym AGH metodou sloupcové

1)

2)

3)

4)
5)

6)

aglutinace

Ptipravime 0,8% suspenzi erytrocytli v ID Diluentu 2: napipetujeme 1,0 ml ID-
Diluentu 2 do disté¢ zkumavky, pridame 10 pl koncentratu erytrocytii a jemné
protfepeme.

PtisluSnou mikrozkumavku ID-karty LISS/Coombs ozna¢ime pfijmenim pacienta
nebo Cislem, které bylo pacientovi pfifazeno a které je zapsané na Zadance
i v laboratorni knize.

Z pozadovaného poc¢tu mikrozkumavek ID-karty LISS/Coombs odstranime
aluminiovou folii.

Do pfislusné mikrozkumavky napipetujeme 50 pl suspenze erytroctil.

ID-kartu LISS/Coombs centrifugujeme v ID-centrifuze, pocet otdek i doba
centrifugace je nastavena vyrobcem.

Odedteme a zapiSeme vysledek (Rizend dokumentace TRS NEMCB).

—

Obrazek ¢. 9. Vysledek vysetfeni — PAT ++; zdroj: vlastni foto

7.4.2  Upresnéni typu senzibilizace erytrocytit s monospecifickymi AGH metodou

1)

2)

3)

sloupcové aglutinace
Ptipravime 0,8% suspenzi erytrocytii v ID-Diluentu 2: napipetujeme 1,0 ml ID-
Diluentu 2 do cisté zkumavky a ptfidame 10 pl koncentratu erytrocytii. Jemné
protiepeme. Erytrocyty by nemély byt pred piipravou suspenze promyvany.
ID-kartu DC screening I (viz Obrazek €. 2) oznaCime piijmenim pacienta nebo
¢islem, které bylo pacientovi pfifazeno, a které je zapsané na Zadance i v laboratorni
knize.

Z mikrozkumavek ID-Karty DC screening I odstranime aluminiovou folii.
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4) Do vSech mikrozkumavek nepipetujeme 50 pl suspenze erytrocyti.
5) ID-Kartu DC screening I centrifugujeme v ID-Centrifuze pocet otacek 1 doba
centrifugace je nastavena vyrobcem.
6) Odedteme a zapiseme vysledek (Rizena dokumentace TRS NEMCB)
"
96 |
o
Obrazek ¢. 10. Vysledek vySetteni — PAT s IgG +++; zdroj: vlastni foto
Hodnoceni:

Negativni reakce: indikuje nepifitomnost detekovatelnych protilatek nebo slozek

komplementu na erytrocytech.

Pozitivni reakce: indikuje senzibilizaci erytrocytl pacienta (Rizend dokumentace

TRS NEMCB — PAT).

7.4.3 Stanoventi titru IgG metodou sloupcové aglutinace

1)

2)
3)
4)

5)

6)

Pted ptipravou suspenze musi byt erytrocyty 3x promyty v PBS. Poté piipravime
0,8% suspenzi erytrocytll v ID-Diluentu 2: napipetujeme 1,0 ml ID-Diluentu 2 do
¢isté zkumavky, ptiddime 10 pl koncentratu erytrocytll a jemné protiepeme.
ID-kartu DAT IgG-Dilution oznacime pfijmenim pacienta nebo ¢islem, které bylo
pacientovi pfifazeno, a které je zapsané na zddance 1 v laboratorni knize.

Z mikrozkumavek ID-karty DAT IgG-Dilution odstranime aluminiovou folii.

Do vsech mikrozkumavek odpipetujeme 50 pl suspenze erytrocytil.

ID-kartu DAT IgG-Dilution centrifugujeme v ID-Centrifuze, pocet otacek i doba
centrifugace je nastavena vyrobcem.

Odedteme a zapiSeme vysledek (Rizena dokumentace TRS NEMCB).
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Obrazek ¢. 11. Vysledek vySetieni — Stanoveni titru IgG 1:300+; zdroj: vlastni foto

Zjistuje se titr [gG protilatky a z toho vyplyvajici riziko vzniku hemolyzy. Pokud je
vysledek pozitivni, aglutinované erytrocyty vytvareji na povrchu gelu linku nebo jsou

rozptyleny v gelu (Rizena dokumentace TRS NEMCB).

Tabulka ¢. 1 — Hodnoceni reakcei reakci IgG v ID-Karté ,,DAT IgG-Dilution*

Redéni anti- 1:10 1:30 1:100 1:300 1:1000 ctl
IgG
++ + - - ) -
Redéni anti- 1:10 1:30 1:100 1:300 1:1000 ctl
IgG
+++ +++ ++ + - }

Zdroj: Piibalovy letak BIO-RAD — Stanoveni IgG

Titr Anti-IgG 1:30 v prvni tabulce neni zdvazny a stanoveni podtiid IgG neni nutné.
Titr Anti-IgG 1:300 ve druhé tabulce je klinicky zdvazny a predstavuje riziko hemolyzy;
stanoveni podtiid IgG je nezbytné (Ptibalovy letdk DBIO-RAD).
7.4.4 Stanoveni podtiid IgG metodou sloupcové aglutinace
1) Pted pfipravou suspenze musi byt erytrocyty 3x promyty v PBS. Pfipravime
suspenzi erytrocytll v ID-Diluentu 2: napipetujeme 1,0 ml ID-Diluentu 2 do Cisté
zkumavky, pfidame 10 pl koncentratu erytrocytll a jemné protiepeme.
2) ID-kartu DAT IgG1/IgG3 oznacime pfijmenim pacienta nebo Cislem, které bylo
pacientovi pfifazeno, a které je zapsané na Zadance i v laboratorni knize.

3) Z mikrozkumavek ID-Karty DAT IgG1/IgG3 odstranime aluminiovou folii.
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4) Do vSech mikrozkumavek odpipetujeme 50 pl suspenze erytrocyta.
5) ID-kartu DAT IgG1/IgG3 centrifugujeme v ID-Centrifuze, pocet otacek i doba
centrifugace je nastavena vyrobcem.

6) Odedteme a zapiseme vysledek (Rizena dokumentace TRS NEMCB).

Obrazek ¢. 12. Vysledek vySeteni — Stanoveni podtiid IgG1 titr 1:1; zdroj: vlastni foto

Tabulka €. 2 — Stanoveni podtiid IgG

IgG1 1gG3 ctl IeG
1:1 1:100 1:1 1:100 1:10
Reakce + - - - - L
interpretace —
mirné riziko hemolyzy (podtiida IgG1, nizka koncentrace)
Reakee -+ ++ - - - +++
interpretace vysoké riziko hemolyzy (podtiida IgG1, vysoka koncentrace)
Reakce e ++ ++ - - +++
interpretace vysoké riziko hemolyzy (podtfida IgG1 vysoka koncentrace, IgG3 nizka
koncentrace)
Reakee - - +++ ++ - +++
interpretace vysoké riziko hemolyzy (podtiida IgG3, vysoka koncentrace)
Reakce 3 ) ++ . ) tH
Interpretace mirné riziko hemolyzy (podttida IgG3, nizka koncentrace)
Reakce ++ - +++ ++ - +++
interpretace vysoké riziko hemolyzy (podttida IgG1 nizka koncentrace, IgG3 vysoka
koncentrace)
Reakee ++ - ++ - - +++
interpretace mirné riziko hemolyzy (podtridy IgG1 a IgG3, nizka koncentrace)
Reakce +++ ++ +++ ++ - +++
interpretace vysoké riziko hemolyzy (podtiidy IgG1 a IgG3, vysokd koncentrace)

Zdroj: Ptibalovy letdk BIO-RAD — Stanoveni podtiid IgG
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7.4.5 Stanoveni krevnich skupin ABO/Rh

Ke stanoveni pfitomnosti nebo nepiitomnosti antigentt A/B na lidskych erytrocytech
jsou nutnéd diagnostickd séra anti-A, anti-B a anti-AB. Zatimco u dospélych osob jsou
antigeny A a B pln¢ vyvinuty, u novorozencii miizeme pozorovat vyskyt slabsich reakci
a u podskupin se setkdvame s tim, ze nemohou byt identifikovany.

Sérum dospélych obsahuje pfirozené protilatky proti antigenim A a B, které nejsou
pfitomny na jejich vlastnich erytrocytech. Obé protilatky se objevuji az po prvnich 4 az
6 mésicich zivota Vysledkem toho je, Ze u novorozenct bézné¢ neprovadime vySetieni
aglutinind v séru nebo plazmé (Ptibalovy letak BIO-RAD — stanoveni KS AB0/Rh).

Provedeni konfirmacnich testd je indikovano az je pln¢ vyvinuta exprese antigenli
A a B a pln¢ vyvinuty izoaglutininy anti-A a anti-B (ve 2 az 4 letech Zivota).

Antigen D, stejné jako slabé D, je jiz pii narozeni pln€¢ vyvinut. Stanoveni statutu
RhD je pii vysetieni KS novorozencti velmi dilezité v ptipadé, Ze je matka Rh negativni.

Provedeni pfimého Coombsova testu (PAT) je u novorozenct standardni postup,
protoze je dilezité védét, zda byly erytrocyty novorozence v d€loze senzibilizovany
protilatkami matky (Piibalovy letak BIO-RAD — stanoveni krevnich skupin ABO/Rh).

Stanoveni ABO a RhD KS vcetné PAT lze provadét s erytrocyty novorozenct na
kartach ID-karty ,,.DiaClon ABO/Rh for Newborns DVI-v* vyuzivajici monoklonalni
reagenty a suspenzi vysetfovanych erytrocytli v ID-Diluentu 2 (Ptibalovy letak BIO-
RAD - stanoveni krevnich skupinu AB0/Rh).

Obrazek ¢. 13. Vysledek vySeteni — Stanoveni krevnich skupin; zdroj: vlastni foto
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7.4.6 Reagencie
ID-karta ,,DiaClon ABO/Rh for Newborns DVI-“ obsahuje v gelové matrix

monoklondlni anti-A, anti-B, anti-AB a anti-D. Mikrozkumavka (ctl) je negativni
kontrola.

Antithuménni  globulinové sérum (AGH) je smési kralictho anti-IgG
a monoklonalniho anti-C3d (Piibalovy letdk BIO-RAD — stanoveni krevni skupiny
ABO/Rh).
7.4.7 Vzorek

Krevni vzorky ose odebiraji vhodnou technikou. K testovani mohou byt pouzity
vzorky pupecnikové krve nebo vzorky krve, ziskané vpichem do pati¢ky. Obvykle neni
nutné erytrocyty pied testovanim propirat. V piipad¢ pouziti vzorkll z pupecnikové
$ndry, je nutno zamezit kontaminaci Whartonovym rosolem.

Odbér krve by mél byt piednostné proveden do citratu, EDTA nebo CPD-A. Pro
dosazeni optimalnich vysledkii se provadi testovani s Cerstvé odebranym krevnim
vzorkem (Pfibalovy letak — stanoveni krevni skupiny ABO/Rh).

7.4.8 Priprava krevniho vzorku

Ptipravi se 0,8% suspenzi erytrocytii v ID-Diluentu 2 nésledujicim zptisobem, kdy
se Diluent vytemperuje na laboratorni teplotu. Poté se napipetuje 1 ml ID-Diluentu 2 do
¢isté zkumavky, prida se 10 pl plné krve a jemné protiepe (Pfibalovy letak BIO-RAD —
stanoveni krevni skupiny ABO/Rh).

7.4.9 Provedeni testu

Ptipravime si ID-Kartu, kterd se nasledné oznacuje jménem nebo Cislem pacienta
a poté se odstrani aluminiova folie. Déle se napipetuje 50 pl suspenze erytrocytti do vSech
6 mikrozkumavek ID-Karty. ID-Karta se centrifuguje v ID-Centrifuze 10 minut a jako
posledni se odecte a zaznamenaji vysledky (Ptibalovy letdk BIO-RAD — stanoveni krevni
skupiny ABO/Rh).
7.4.10 Interpretace vysledki

a) Princip

Pozitivni: aglutinované erytrocyty vytvareji na povrchu gelu ¢ervenou linku, nebo
jsou v gelu rozptyleny.

Negativni: kompaktni sediment erytrocytii na dn¢ zkumavky (Ptibalovy letdk BIO-
RAD - stanoveni krevni skupiny ABO/Rh.
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b) Hodnoceni reakci ABQ krevnich skupin
Tabulka ¢. 3 — Hodnoceni reakci ABO krevnich skupin

Diagnostikum
Anti-A Anti-B Anti-AB Krevni skupina
+az ++++ | negativni | +az ++++ A
negativni | +az ++++ | +az ++++ B
+az ++++ | +az++++ | +az +H++ AB
negativni | negativni | negativni 0

Zdroj: Rizena dokumentace NCB_TRS

V piipad¢ vyskytu slabé nebo velmi slabé exprese antigeni mohou byt reakce
negativni. Monoklonélni anti-B nereaguje se ziskanym B antigenem. Mikrozkumavky ctl
musi vykazovat negativni reakci. Je-li ctl pozitivni, pak uréeni ABO neni platné
(Ptibalovy letak BIO-RAD — stanoveni krevni skupiny AB0/Rh).

¢) Hodnoceni reakci RhD
Tabulka ¢. 4 — Hodnoceni reakci RhD

+++ az ++++ +az ++* negativni

RhD pozitivni RhD pozitivni RhD negativni

Zdroj: Rizena dokumentace NCB_TRS

* + stopové nebo slabé reakce by mély byt podrobeny dal§imu vySetfeni za Gcelem
rozliSeni mezi slabymi D a parcialnimi typy antigenu D pfimétené tomu, o jaky testovany
vzorek se jedna (Piibalovy letdk BIO-RAD — stanoveni krevni skupiny ABO/Rh).

Pouzit4 anti-D séra jsou vybrana tak, aby nereagovala s fenotypem DVI. Pokud je
pozadovana detekce vSech slabych/parcialnich D, musi byt vSechny vzorky s negativnimi
reakcemi opakované testovany. Mikrozkumavka ctl musi vykazovat negativni reakci. Je-
li ctl pozitivni, pak uréeni RhD neni platné.

d) Hodnoceni primého antiglobulinového testu (PAT)
Negativni reakce indikuje absenci detekovatelnych protilatek na erytrocytech

novorozencu.
Pozitivni reakce (£ az ++++) indikuje, Ze erytrocyty novorozencii jsou

senzibilizovany (potaZzeny) matefskymi protilatkami.
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8 Vysledky

Vysledky jsou vyhotoveny za obdobi od 1. 1. 2022 do 31. 12. 2022. Jedna se
o vysledky z laboratofe TRS NEMCB, ktera je vyssim pracovistém pro hematologicko-
transfuzni oddéleni Pisek, Jindfichiiv Hradec, Pelhfimov a pro krevni sklady Téabor,

éesk}'/ Krumlov, Prachatice, Strakonice.

8.1 Primy antiglobulinovy test (PAT)

Za sledované obdobi byl PAT vysetfen u 1 419 vzorkd, z toho byl PAT pozitivni
u266 vzorki a negativni u 1 153. Pozitivni PAT byl zjistén u 201 pacientt, 60
novorozencll au 5 darct krve, u kterych bylo zjisténo na zdklad€ pozitivniho testu
kompatibility v ramci predtransfuzniho vySetfeni, i kdyz screening protilatek byl
negativni. Za sledované obdobi byl PAT také vySetien u 17 pacientl, kteti byli

vySetfovani pro lehkou potransfuzni reakci, kde PAT byl negativni.

Tabulka €. 5 — Pocet pozitivnich a negativnich PAT za sledované obdobi

Nazev Pocet )
Pozitivni 266 18,7
Negativni 1153 81,3
Celkem 1419 100

Zdroj: vlastni vyzkum

Pocet pozitivnich a negativnich PAT za sledované
obdobi

m Pozitivni M Negativni

Obrazek ¢. 14. Graf poctu pozitivnich a negativnich PAT za sledované obdobi;

zdroj: vlastni vyzkum
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Tabulka €. 6 — Pocet pozitivniho PAT u pacientil, novorozenct a darct za sledované
obdobi

Pozitivni PAT pocet %
u pacienti 201 75,6
u novorozencu 60 22,6

u darca krve 5 1,9

Zdroj: vlastni vyzkum

Pocet pozitivnich a negativnich PAT za sledované obdobi

B upacientl ®unovorozenci ®u darci krve

Obrazek ¢. 15. Graf poctu pozitivniho PAT u pacientil, novorozencti a darct za

sledované obdobi

8.2 Upresnéni senzibilizace erytrocyti u pacienta

U 201 pacientd bylo provedeno upfesnéni typu senzibilizace erytrocyta.

Nejcastéji byly erytrocyty pacientll senzibilizovany protilatkou tidy I1gG (60 %), u 65

pacienti navic v kombinaci s pfitomnosti slozek komplementu C3c nebo C3d.

Samostatna ptitomnost slozek komplementu byla zjisténa pouze 1 pacienta. U 13 pacientii

byly erytrocyty senzibilizovany 1 protilatkami tfidy IgA (5 %), a to vZdy v kombinaci

s protilatkami jiné tfidy imunoglobulint a/nebo v kombinaci se sloZkami komplementu.

Samostatnd senzibilizace protilatkami IgA nebyla u sledovaného souboru pacientil

zjisténa. U 11 pacientl byly erytrocyty senzibilizovany i protilatkami tiidy IgM (4 %),

ato vzdy v kombinaci s protilatkami jiné tfidy imunoglobulini a/nebo v kombinaci se

slozkami komplementu. Samostatna senzibilizace protilatkami IgM nebyla u sledovaného

souboru pacientl zjisténa.
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Tabulka ¢. 7 — Zastoupeni jednotlivych tfid Ig a slozek komplementu u pozitivnich PAT

za sledované obdobi

Trida pocet %
IeG 146 60
C3d 65 27
C3c 10 4
IeM 11 4
IgA 13 5

Zdroj: vlastni vyzkum

Zastoupeni jednotlivych tfid Ig a slozek komplementu u
pozitivnich PAT za sledované obdobi

11

10

wIgG ®mC3d mC3c ~IgM mIgA

Obrazek ¢. 16. Graf poctu zastoupeni jednotlivych tiid Ig a slozek

komplementu u pozitivnich PAT za sledované obdobi; zdroj: vlastni vyzkum
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Kombinace zastoupeni jednotlivych tfid Ig a slozek
komplementu u pozitivnich PAT za sledované obdobi
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Obrazek ¢. 17. Graf kombinaci zastoupeni jednotlivych tfid Ig a slozek komplementu

u pozitivnich PAT za sledované obdobi; zdroj: vlastni vyzkum

8.3 VySetreni titru IgG u pacienta

Titr IgG byl vySetfen u 90 pacientil s pozitivnim PAT a prok4zanou senzibilizaci
protilatkami tfidy IgG. Klinicky zavazny titr 1:300 protilatky tfidy IgG byl prokazan
u 20 % pacientd z tohoto souboru. U 80 % pacientt byl titr IgG klinicky nezavazny.

Tabulka ¢. 8 — VysSetieni titru IgG u pozitivnich PAT za sledované obdobi

IgG Pocet %
Klinicky vyznamné IgG 18 20
Klinicky nevyznamné IgG 72 80

Zdroj: vlastni vyzkum
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Vysetieni titru IgG u pozitivnich PAT za sledované obdobi

m Klinicky vyznamné IgG = Klinicky nevyznamné IgG

Obrazek ¢. 18. Graf vySetteni titru IgG u pozitivnich PAT za sledované obdobi; zdroj:

vlastni vyzkum

Tabulka ¢. 9 — Jednotlivé titry IgG a jejich zastoupeni ve sledovaném souboru za

sledované obdobi

e Pocet
Celk(;?(f;pocet vySetienych
° IgG
1:1 1:10 1:30 1:100 1:300 1:1000
146 90
5 25 17 25 13 5

Zdroj: vlastni vyzkum

Jednotlivé titry IgG a jejich zastoupeni ve sledovaném
souboru za sledované obdobi

30
25 25
25
15 13
10
5 5
, =
0
1:1 1:10 1:30 1:100 1:300 1:1000

Obrazek €. 19. Graf jednotlivych titrti IgG a jejich zastoupeni ve sledovaném souboru za

sledované obdobi; zdroj: vlastni vyzkum
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8.4 Stanoveni rizika hemolyzy erytrocyti
U 27 pacientl bylo provedeno stanoveni titru podtiid IgG1, 1gG3. Vysoké riziko
hemolyzy bylo prokazano u 12 pacientt (tzn. ve 44 % provedenych vystieni), nizké riziko

hemolyzy bylo prokazano u 15 pacientl (tzn. ve 56 % provedenych vystieni).

Tabulka ¢. 10 — Stanoveni podskupin IgG1, IgG3 a interpretace vysledku za sledované
obdobi

IgGl1

titr IgG 1:10 11 1100 Interpretace

1 e +++ S neg neg vysoké riziko hemolyzy
2 o+ ++ s neg neg vysoké riziko hemolyzy
3 + + neg neg neg mirné riziko hemolyzy
4 A 4 neg neg neg mirné riziko hemolyzy
5 A+t o 4 neg neg vysokeé riziko hemolyzy
6 4+ e neg neg neg mirné riziko hemolyzy
7 -+ 4 neg ++ 4 vysoké riziko hemolyzy
8 e ot neg ++ 4 vysoké riziko hemolyzy
9 4t 4+ neg neg neg mirné riziko hemolyzy
10 et A neg neg neg mirné riziko hemolyzy
11 b +++ i neg neg vysokeé riziko hemolyzy
12 EEEE et “HHE neg neg vysoké riziko hemolyzy
13 b ++ 4 neg neg vysokeé riziko hemolyzy
14 +++ % neg neg neg mirné riziko hemolyzy
15 44t e neg neg neg mirné riziko hemolyzy
16 okt o +++ neg neg vysokeé riziko hemolyzy
17 A +++ neg neg neg mirné riziko hemolyzy
18 EEEE et 4 neg neg vysoké riziko hemolyzy
19 ot o 4 neg neg vysoké riziko hemolyzy
20 A +++ 4+ neg neg vysokeé riziko hemolyzy
21 44t e neg neg neg mirné riziko hemolyzy
29 A et neg neg neg mirné riziko hemolyzy
95 ot et neg neg neg mirné riziko hemolyzy
24 4t ue neg neg neg mirné riziko hemolyzy
25 it ++ neg neg neg mirné riziko hemolyzy
26 +++ 4==E neg neg neg mirné riziko hemolyzy
27 44t e neg neg neg mirné riziko hemolyzy

Zdroj: vlastni zdroj
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Stanoveni podtiid IgG1, IgG3 a interpretace vysledku za
sledované obdobi

m vysoké riziko hemolyzy B mirné riziko hemolyzy

Obrazek ¢. 20. Graf stanoveni podskupin IgGl, IgG3 a interpretace vysledku za

sledované obdobi; zdroj: vlastni vyzkum

8.5 Primy antiglobulinovy test u novorozenci
Za sledované obdobi byl PAT proveden u 1 126 vzorkli novorozenct. U 1 066

novorozencu byl PAT negativni, u 60 novorozenct byl PAT pozitivni.

Tabulka ¢. 11 — Pocet pozitivnich a negativnich vySetifeni PAT u novorozenci za

sledované obdobi

Negativni PAT Pozitivni PAT Celkem

1 066 60 1126

Zdroj: vlastni vyzkum
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Pocet pozitivnich a negativnich vySetteni PAT u
novorozencu za sledované obdobi

B Negativni PAT  ® Pozitivni PAT

Obrazek €. 21. Graf pozitivnich a negativnich vySetfeni PAT u novorozenct za sledované

obdobi; zdroj: vlastni vyzkum

8.6 VySetreni antierytrocytarnich protilitek u novorozenci

U 57 novorozencu byly zjistény pozitivni inkompletni protilatky anti-A, anti-B, u 2
novorozencl byla zjiSténa protilatka anti-D, kdy bylo ovéfeno, ze se nejedna
o kontaminaci po poddni imunoprofylaxe matce a 1 protilaitka anti-s. U 95 %
vySetfovanych vzorka byly prokazany protilatky, které mohou zplsobit ABO HON.
U 3 % vzorka byla u novorozenct prokazana protilatka, ktera mize zptisobit RhD HON.
A v jednom pfiipad¢ se vyskytla protilatka anti-s, jejiz vliv na rozvoj HON je potieba

zvazovat individualné.

Tabulka €. 12 — Zji§téné antierytrocytarni protilatky u novorozencti s pozitivnim PAT za

sledované obdobi

Protiliatky u novorozencii s pozitivnim

PAT za rok 2022 Focet
Protilatky anti-A; anti-B 57 95
Protilatky anti-D 2 3
Ostatni protilatky (anti-s) 1 2
Celkem 60 100

Zdroj: vlastni vyzkum

54



Procentudlni zastoupeni protilatek proti jednotlivym
antigennim systémim

2%

3%

B Protilatky anti-A, anti-B ™ Protilatky anti-D ~ ® Ostatni protilatky

Obrazek €. 22. Graf procentudlniho zastoupeni protilatek proti jednotlivym antigennim

systémim; zdroj: vlastni vyzkum
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9 Diskuze

V bakalaiské praci jsem se zabyvala pfimym antiglobulinovym testem, ktery se
provadi na TRS NEMCB u pacientli s autoimunitou proti erytrocytiim, u hemolytického
onemocnéni novorozencl, u potransfuznich reakci, u pozitivni autokontroly pfi
identifikaci protilatek, u negativniho screeningu protilatek a zaroven pozitivniho testu
kompatibility v rdmci predtransfuzniho vySetieni. VySetfeni se nejcastéji provadi pomoci
sloupcové aglutinace.

Od 1.1 -31. 12. 2022 jsem shromazdila veskeré reakce u PAT, které se na TRS
NEMCB vysetiovaly. Nejdiive jsem vSechny vzorky rozdé€lila podle vysledku vySetieni
na pozitivni a negativni bez ohledu na to, o jakou indikaci §lo. Potvrdila jsem si, Ze
screeningovy PAT s polyspecifickym AGH je na dennim programu imunohematologické
laboratofte.

Dalsi vysSetteni vzorkl s pozitivnim PAT se odvijelo od diagnozy pacienta, od
pozadavku klinika, od dal$ich laboratornich testli apod. Klinicky vyznam ma ve vétSing
ptipadli smysl stanovovat pii PAT > 2+.

U AIHA jsou erytrocyty senzibilizovdny autoprotilatkami a/nebo sloZkami
komplementu. Ukolem imunohematologické laboratofe je zjistit typ senzibilizujicich
autoprotilatek a pro klinika urcit typ AIHA, zda se jedna o tepelnou, chladovou nebo
smiSenou AIHA, a stanovit riziko hemolyzy zptsobené autoprotilatkami. S polékovou
AIHA vzhledem k obtiznému prukazu se na TRS NEMCB prakticky nepracuje.
Paroxyzmalni chladova hemoglobinurie se vyskytuje velmi ziidka

U hemolytické anémie z imunitni pfi¢iny maji postiZené erytrocyty po navazani
protilatky krat$i dobu ptezivani nez obvyklych 120 dni. O hemolyze a jejim prab&hu
rozhoduje tada faktorti. Zalezi jednak na vlastnostech protilatek (tfida, podtiida,
koncentrace, specifita), didle na expresi autoantigenii (jak husté jsou na membrané
zastoupeny), a kone¢n¢ na individualnich vlastnostech makrofagt (Pisacka, 2012). ATHA
zpusobuji autoprotilatky tfid IgG, IgM a vzacné IgA. Nejvice zastoupend ze tiid
imunoglobulinil se ukazala tfida IgG, kterd zptsobuje nejcasteji pozitivitu PAT. Nejvice
zprostiedkovana autoprotilatkami, obvykle typu IgG je tepelnéd autoimunitni hemolyticka
anémie, ktera predstavuje az 70 % AIHA. Chladové protilatky, resp. chladové aglutininy
(CA), jsou pricinou hemolyzy u cca 10 % AIHA, kdy se jedn4 o hemolyzu zptisobenou
pfevazneé IgM autoprotilatkami. Paroxyzmalni chladova hemoglobinurie je zptisobena

bifazickou autoprotildtkou IgG zvanou Donath-Landsteinerova protilatka. Diive byla
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Casto spojovana s infekci syfilis, ale nyni se jednd o vzacny, pfechodny stav, ktery
postihuje téméi vyhradné déti s virovou infekci (Marina et al., 2023). Léky indukovana
imunitni hemolytickd anémie je vzacny stav, ktery vznika predev§im v dasledku léky
indukovanych protilatek, které se navazuji na erytrocyty a jsou pric¢inou pozitivniho PAT.
Jiz je dokumentovano cca 100 raznych ¢k, které mohou polékovou AIHA zpusobit.

Dle Pisacky (2012) je tepelna AIHA zplisobena autoprotilatkami tfidy IgG a PAT je
nejcastéji pozitivni s anti-IgG nebo s anti-IgG+C3d, chladova AIHA autoprotilatkami
ttidy IgM a PAT je pozitivni s anti-C3d, U smiSené AIHA nachazime autoprotilatky
tepelné i1 chladové a pozitivni PAT s IgG+C3d+IgA/IgM. Pro paroxyzmalni chladovou
hemoglobinurii je typicky pozitivni PAT s anti-C3d, u polékové AIHA je PAT pozitivni
dle mechanismu ucinku protilatek s anti-IgG, anti-C3d nebo anti-IgG+C3d.

PAT u novorozenci se na TRS NEMCB vySetfuje zaroven s vySetfenim krevni
skupiny novorozence. K tomu se pouziva a je ptizplisobena tzv. karta pro novorozence.
V NEMCB je zvykem posilat k vySetfeni vzorky novorozenct matek krevni skupiny 0,
matek RhD negativnich a matek s klinicky vyznamnymi antierytrocytarnimi protilatkami.
Jedna se o novorozence, kteti mohou byt v riziku ABO HON, RhD HON a ostatni HON.
Samoziejmé se vysetiuji vzorky vsSech novorozenct s klinickymi znadmkami HON.
Doporuceni spolecnosti nedoporucuje rutinni vySetfovani vSech novorozencii, ani
u matek s krevni skupinou 0. ABO inkomkopatibilita by neméla znamenat piisnéjsi
sledovani, protoze u vSech novorozencl by se mél zjiStovat a nasledné monitorovat
ikterus. Vysetieni novorozence RhD negativnich matek se provadi k ureni zen, které
jsou vhodné pro RhD profylaxi.

U novorozencl jsem vzorky rozdélila mési¢né také na negativni a pozitivni ve
sledovaném obdobi a dale jsem zkoumala pouze zjiSténé protildtky navézané na
erytrocyty s pozitivnim PAT.  Nejvice zjisténych antierytrocytarnich protilatek
u novorozencu bylo v syst¢ému ABO (95 %). Inkompatibilita mezi matkou a plodem
v systému ABO byla castéj$i nez RhD inkompatibilita, k cemuz dospél i Mollison,
Engelfriet, Contreras (© 1997).

Ve sledovaném obdobi se nezachytila zadna aloprotilatka anti-D, coz je ptekvapujici.
Protoze 1 pfes zavedeni anti-D profylaxe piedstavuje RhD aloimunizace problém
1 v souCasnosti. RhD aloimunizace je v soucasnosti jedina erytrocytarni aloimunizace,
které Ize zabrdnit poddnim anti-D imunoglobulinu pfi vSech potencionalné
senzibilizujicich udalostech (Holuskova, Lubusky et al., © 2013). V t¢hotenstvi anti-D

imunoglobulin je podavan RhD negativnim Zenam pausalné, po porodu jesté jednou RhD
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negativnim zenam, které porodi RhD pozitivni dité. Skutecnda RhD aloimunizace
u tehotnych Zen neni ve vét§iné zemi znama. Z ostatnich protilatek senzibilizujicich
erytrocyty novorozence byla zachycena aloprotilatka anti-s. Jedna se o protilatku, ktera
se vyskytuje velmi vzacn€, ale mize zpasobit i tézké hemolytické onemocnéni
novorozence.

Potransfuzni reakce je oznaCovana jako zavaznd nezadouci reakce piijemce
v prub¢hu transfuze nebo po transfuzi, ktera souvisi s podanim transfuzniho piipravku
(Jilkova 2009). Od prvni transfuze lidské krve ub¢hla jiz cela staleti, a i pies neustéle se
zlepsujici diagnostické a technologické postupy pii zpracovani krve a vyrobé transfuznich
ptipravkll je hemoterapie spojena s urcitou mirou rizika potencidlnich komplikaci —
transfuznich reakci (Galuszkova 2007). Akutni nezadouci komplikace transfuze se
vyskytuji nejdéle do 24 hodin po aplikaci transfuze a pozdni reakce se vyskytuji od
24 hodin do nékolika dnii &i tydnii po aplikaci (Rehadek et al., 2013). Dle Jilkové (2009)
je cilem vySetteni potransfuzni reakce odhalit zdménu vzorku, nespravnost dokumentace,
nespravny laboratorni postup, chyby pfi vyrobé transfuzniho ptipravku, dokumentovat
sekundarni imunitni odpovéd’ pacienta, a podle zjist€énych neshod navrhnout opatieni
k prevenci dal$i nezddouci reakce.

Za sledované obdobi bylo hlaseno z klinickych oddéleni 17 potransfuznich reakci po
podani transfuzniho ptipravku. U vSech reakci byl vySetien PAT ve vzorku po transfuzi
s negativnim vysledkem. U Z&dné potransfuzni reakce se nepotvrdila imunitni pfi€ina.
Ostatni pficiny potransfuznich reakci nejsou predmétem této prace.

U 5 darch krve byl zjistén pozitivni PAT, a to na zdkladé pozitivniho testu
kompatibility vramci predtransfuzniho vySetfeni, kdyz screening protilatek byl
negativni. Tato skute¢nost koresponduje s informacemi uvadénymi v odborné literature.
Z nezndmych pfi¢in ma 0,01 % darct krve PAT pozitivni bez zkraceného piezivani
erytrocytl, klinicky vyznam tohoto zjiSténi je nejasny a v tomto piipadé nema pozitivni
PAT diagnosticky vyznam (Masopust, Pisacka, 2016).

Diive se PAT provadélo zkumavkovou metodou, dnes uz se tato metoda pouziva
ojedin€le. VySetfuje se nejcasteji sloupcovou aglutinaci a také pevnou fazi, které jsou
daleko citliveéj$i metody. Zkumavkovy test méa dle Masopusta (2012) mez citlivosti cca
200-250 molekul IgG/C3d na erytrocyt, citlivéjsi sloupcova aglutinace 100-150 molekul
IgG/C3d na erytrocyt.
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10 Zavér

V bakalaiské praci na téma ,,Pfimy antiglobulinovy test v imunohematologické
laboratofi byly stanoveny 2 cile a 2 hypotézy.

Prvnim cilem bylo zpracovat problematiku PAT, podat uceleny piehled vyuZziti PAT
v imunohematologické laboratofi. Test se provadi v imunohematologické laboratofi
vramci vySetfeni AIHA, HON, potransfuznich reakci. K PAT se nejvice
v imunohematologické laboratofi pfistupuje pii ,,podezielych ¢i nestandartnich
laboratornich nalezech®, jako je pozitivni autokontrola, pii identifikaci protilatek,
pozitivni Rh kontrola, u negativniho screeningu protilatek a pozitivniho testu
kompatibility, kdy se vySettuji erytrocyty transfuzniho ptipravku apod.

Mym druhym cilem bylo osvojeni si vlastniho vySetfeni PAT, a hlavné stanoveni
klinické vyznamnosti tohoto testu. K provedeni ptimého antiglobulinového testu (PAT)
jsou zapotiebi pouze pacientovy Cervené krvinky, ke kterym se pak prida protilatka proti
lidskym imunoglobulinim — antiglobulinové sérum. Pokud jsou na erytrocytech
navazany imunoglobuliny, dojde v disledku navazani nami podané protilatky na tyto
imunoglobuliny nebo slozky komplementu k aglutinaci erytrocytii. Aglutinace indikuje
pozitivni vysledek, coz znamen4, ze na pacientovych krvinkach jsou pfitomny navazané
protilatky nebo slozky komplementu, které je mohou potencialné poskodit. V ptipade,
kdy je reakce s anti-IgG > 2+ se urcuje klinicka vyznamnost PAT.

VySetifovanym souborem vzorkll s pozitivnim PAT se potvrdila hypotéza, Ze
pozitivni PAT je nejcastéji prokdzdn u pacientd s autoimunitou proti erytrocytim.
Z vysetfovanych pozitivnich 266 vzorkl jich bylo 201 pozitivnich pravé u pacientli
s autoimunitou proti erytrocytim. V soucasné dob¢ jsou autoimunity na vzestupu.

Potvrdila se i druhd hypotéza, ze pozitivni PAT je nejcastéji zpisoben protilatkami
tiidy IgG. Z vySettovanych 201 pozitivnich vzorkd u pacientd bylo 146 vzorkl
zpisobeno protildtkami tfidy IgG. Nejcastéjsim typem AIHA je tepelnd autoimunitni
hemolytickd anémie, jeji pfi¢inou jsou autoprotilatky tfidy IgG. Hemolytické onemocnéni
novorozence mohou zpiisobit pouze protilatky tfidy IgG, protoze mohou prochazet
placentou. S paroxyzmalni chladovou hemoglobinurii jsem se v ramci bakalafské prace
nesetkala.

Pozitivni PAT je nutné posuzovat spolecné s klinickym obrazem a dal§imi
laboratornimi parametry, jako je napt. hematokrit, hemoglobin, hladina imunoglobulinti.

Ojedin¢le se muze stat, ze zdravi jedinci mohou také vykazovat PAT pozitivitu.
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13 Prilohy

13.1 Priloha ¢&. 1 — Vysledky vySetieni u pacientd za rok 2022

VysledKy vySetieni u pacientii za rok 2022

Titr IgG Podtridy I1gG
Cislo pacienta | PAT | 1gG | IgA | IgM | C3c | C3d
1gG IgG1 1gG3
1:10 [ 1:30 | 1:100 | 1:300 | 1:1000 | 1:1 [ 1:100 | 1:1 | 1:100
1 ++ ++ neg | neg | neg | neg + neg | neg | neg neg
2 +++ + neg | neg | neg + neg | neg | neg | neg neg
3 +H+ |+ neg | neg | neg + ++ + neg | neg neg
4 | neg neg | neg | neg -+ | neg neg neg
5 +++ | +++ | neg | neg | neg | neg
6 + + neg | neg | neg | neg + neg | neg | neg neg
7 ++++ | ++++ | neg neg | neg | neg +++ ++ + neg neg
8 +H+ | neg | neg | neg | ++ + neg | neg | neg neg
9 +++ | -+ neg neg | neg ++ ++ neg | neg neg neg
10 +++ | +++ | neg | neg | neg | neg
11 + neg neg neg | neg | neg
12 | | | neg | || [ | | + +++| ++ |neg| neg
13 + + neg | neg | neg | neg | +++ | ++ + neg neg ++ + |neg| neg
14 ++++ | ++++ | neg | neg | neg | neg
15 + neg | neg | neg | neg | neg
16 ++ + neg | neg | neg + + neg | neg | neg neg + neg | neg | neg
17 | + neg | neg ++ R I + neg + neg |neg| neg
18 +++ neg | neg | neg | neg
19 ++++ | ++++ | neg neg | neg | neg | ++++ | +++ | ++ + neg
20 + + neg | neg | neg | neg
21 ++++ | ++++ | neg | neg | neg | neg | +++ | ++ + neg neg
22 + + neg | neg | neg | neg
23 + neg | neg | neg | neg | neg
24 ++++ | +++ | neg | neg | neg +
25 neg | neg | neg | neg | neg | neg
26 neg | neg | neg | neg | neg | neg
27 + + neg | neg | neg | neg
28 + + neg | neg | neg | neg
29 -+ | | neg ++ + | | | + + neg
30 + neg | neg | neg | neg | neg
31 | A + neg neg neg | ++ + neg 4+ ++ neg | neg
32 + neg | neg | neg | neg | neg
33 +++ | +++ | neg | neg | neg | neg | +++ | ++ | neg | neg neg
34 ++ neg | neg | neg | neg | ++
35 ++ ++ neg neg | neg | neg + neg | neg neg neg
36 ++ ++ neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg neg neg
37 ++ neg | neg | neg | neg | neg
38 + neg | neg | neg | neg +
39 + + neg | neg | neg | neg
40 ++ / / / / /
41 + neg neg neg | neg | neg
42 t+++ | ++++ | neg | neg | neg | ++ | +H++ | ++ + neg neg ++ | neg |neg| neg
43 neg neg neg neg | neg | ++
44 neg / / / / /
45 neg / / / / /
46 +++ | +++ | neg | neg | neg | neg | +++ | ++ | neg neg neg
47 neg / / / / /
48 ++ ++ neg neg | neg | neg ++ | neg | neg neg neg
49 ++ / / / / /
50 ++++ | ++++ | neg neg | neg | neg S e e e o B e neg neg + neg | ++ +
51 +++ | neg | neg | neg | neg | neg
52 -+ |+ | neg | ++ | neg | +++ |+ [+ |+ + neg |+++| neg |+ | +
53 ++ neg | neg | neg | neg | neg
54 ++ ++ neg neg | neg | neg ++ neg | neg neg neg
55 + neg | neg | neg | neg | neg
56 t+++ | ++++ | neg neg | neg | neg +++ [ ++ ++ neg
57 ++ ++ neg | neg | neg | neg + neg | neg | neg neg
58 + neg | neg | neg | neg | neg
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Titr IgG Podtiidy IgG
Cislo pacienta | PAT | 1gG | IgA | IgM | C3c | C3d IgG IgGl 1eG3
1:10 | 1:30 | 1:100 | 1:300 | 1:1000 | 1:1 [ 1:100 | 1:1 | 1:100
59 t+++ | ++++ | neg ++ neg | +++ | ++ neg neg
60 ++ ++ neg neg | neg | neg
61 neg / / / / /
62 +++ + neg neg | neg | +++ + neg | neg neg neg
63 ++ |+t neg | neg | neg | neg ++ | neg | neg | neg neg
64 ++ ++ neg | neg | neg | neg + neg | neg | neg neg
65 +++ neg neg neg ++ |
66 + neg | neg | neg | neg | neg
67 + neg | neg | neg | neg | neg
68 ++ |+t neg | neg | neg +
69 + neg | neg | neg | neg | neg
70 + + neg | neg | neg | neg
71 ++ neg | neg | neg | neg +
72 neg / / / / /
73 neg / / / / /
74 neg / / / / /
75 + neg | neg | neg | neg | neg
76 +++ | neg neg | neg ++ +++ |+ neg neg neg + neg | neg| neg
77 ++ ++ neg neg | neg | neg
78 neg / / / / /
79 + + neg | neg | neg | neg
80 +++ + neg | ++++| ++ | +++ ++ + neg neg neg ++ | neg |neg| neg
81 +++ | +++ | neg | neg | neg | ++ ++ + + neg neg
82 neg / / / / /
83 + + neg | neg | neg | neg
84 ++ ++ neg | neg | neg | neg + neg | neg | neg neg
85 tH+++ | ++++ | neg neg | neg ++ A+ | ++ neg neg t+++ | +++ | neg | neg
86 +++ | +++ neg neg | neg | neg
87 neg / / / / /
88 + + neg | neg | neg | neg
89 neg / / / / /
90 ++ neg | neg | neg | neg | neg + neg | neg | neg neg
91 | neg neg | neg ++ -+ | neg neg neg
92 neg / / / / /
93 +++ | ++ neg | neg | neg | neg
94 +++ | +++ | neg | neg | neg | neg | +++ | ++ + neg neg
95 neg / / / / /
96 +++ | +++ | neg neg | neg | neg |[++++ | +++ | ++ neg neg
97 ++ ++ neg | neg | neg | neg + neg | neg | neg neg
98 + + neg | neg | neg | neg
99 + + neg | neg | neg | neg
100 +++ | ++ neg | neg | neg + 4+ | + neg neg
101 + neg | neg | neg | neg | ++
102 neg / /
103 ++ neg | neg | neg | neg | ++
104 ++ / / / / /
105 neg / / / / /
106 neg / / / / /
107 | neg neg | neg | neg R o + neg +++| +++ | neg| neg
108 ++ ++ neg | neg | neg | ++
109 ++ neg | neg | neg | neg | neg
110 ++ ++ neg | neg | neg | neg ++ | neg | neg | neg neg
111 neg / / / / /
112 + neg | neg | neg | neg | neg
113 +++ | ++++ | neg ++ + ++
114 + neg | neg | neg | neg | neg
115 ++ ++ neg neg | neg | neg ++ + neg neg neg
116 +++ | 4 | neg | neg | neg | neg | i+ |+ | ++ neg neg
117 ++ ++ neg | neg | neg | ++
118 + neg | neg | neg | neg | ++
119 + neg | neg | neg | neg | neg
120 +++ | ++++ | neg ++ neg | neg +++ | ++ + neg neg ++ + neg | neg
121 neg / / / / /
122 ++ ++ neg | neg | neg | neg + neg | neg | neg neg
123 + neg neg neg | neg | neg
124 neg / / / / /
125 + neg neg neg | neg | neg
126 ++ ++ neg | neg | neg | neg ++ + neg | neg neg
127 neg / / / / /
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Titr IgG Podtiidy IgG
Cislo pacienta | PAT | 1gG | IgA | IgM | C3c | C3d IgG IgGl 1eG3
1:10 | 1:30 | 1:100 | 1:300 | 1:1000 | 1:1 | 1:100 | 1:1 | 1:100
128 + neg | neg | neg | neg | neg
129 e ++ neg neg | neg | ++ + neg | neg neg neg
130 neg / / / / /
131 +++ | +++ | neg | neg | neg | neg | +++ | ++ + neg neg £ | nmeg |neg| neg
132 ++ ++ neg neg | neg | neg +++ ++ neg neg neg
133 neg / / / / /
134 +++ | +++ | neg | neg | neg | neg | +++ | ++ + neg neg |+t+| neg |neg| neg
135 neg / / / / / ++ |+ + neg neg
136 + neg | neg | neg | neg | neg
137 neg / / / / /
138 ot | A | + + | A || | + +++ | +++ |neg| neg
139 ++ neg | neg | neg | neg | ++
140 ++ ++ neg | neg | neg | neg + neg | neg | neg neg
141 ++ / / / / /
142 +++ | neg neg | neg + +++ + neg neg neg neg | neg | neg| neg
143 +++ ++ neg neg | neg ++ +++ | ++ + neg neg
144 neg / / / / /
145 neg / / / / /
146 +++ / / / / /
147 neg / / / / /
148 4+ + + | A | + neg | neg | neg neg | neg | neg |neg| neg
149 ++ + neh | neg | neg | neg
150 neg / / / / /
151 +++ | neg | neg | neg + |
152 neg / / / / /
153 +++ | +++ | neg | neg | neg | neg | +++ | ++ + neg neg
154 + + neg neg neg neg
155 ++ + neg neg neg + +++ ++ neg neg neg
156 neg / / / / /
157 +++ / / / / / +++ | ++ | neg | neg neg
158 neg / / / / /
159 ++ / / / / /
160 + + neg | neg | neg | neg
161 ++++ | ++++ | neg neg neg ++ +++ | | ++ neg +++ | neg neg neg
162 ++++ | ++++ | neg + + ++ 4 | A | A | ++ +++ | ++ |[neg| neg
163 ++ neg | neg | neg | neg | ++
164 + neg | neg | neg | neg | neg
165 ++ / / / / /
166 + neg | neg | neg | neg | neg
167 + + neg | neg | neg | neg ++ | neg | neg | neg neg
168 + neg | neg | neg | neg | neg
169 neg | neg | neg | neg | neg | neg
170 + + neg neg neg neg
171 neg / / / / /
172 bt | [ | |+ + |+ [+ |+ |+ ||+ | neg| neg
173 ++ neg | neg | neg | neg | ++
174 ++++ | neg neg neg | neg | neg
175 neg / / / / /
176 neg / / / / /
177 neg / / / / /
178 -+ / / / / /
179 neg / / / / /
180 +++ +++ neg neg neg neg
181 + neg | neg | neg | neg | neg
182 + neg neg neg | neg | neg
183 +++ | neg | neg | neg | neg | +++
184 +++ |++++| ++ | neg | neg | neg | +++ | +H+ | +++ | ++ + |+++| + |neg| neg
185 neg | neg | neg | neg | neg | neg
186 +++ | neg | neg | neg | neg | ++
187 +++ +++ neg neg neg neg
188 + neg | neg | neg | neg | neg
189 +++ | +++ | neg | neg | neg | neg | +++ | ++ + neg neg |+++| neg |neg| neg
190 neg | neg | neg | neg | neg | neg
191 + neg | neg | neg | neg | neg
192 ++ ++ neg neg | neg | neg + + neg neg neg
193 ++ ++ neg | neg | neg | neg + neg | neg | neg neg
194 ++ neg | neg | neg | neg | neg
195 ++ neg | neg | neg | neg | ++
196 neg / / / / /
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Titr IgG Podtiidy IgG
Cislo pacienta | PAT | 1gG | IgA | IgM | C3c | C3d IgG IgGl 1eG3
1:10 | 1:30 | 1:100 | 1:300 | 1:1000 | 1:1 | 1:100 | 1:1 | 1:100
197 =+ |+ neg | neg | neg | ++ ++ + neg | neg neg
198 neg / / / / /
199 +++ ++ neg neg | neg ++ ++ + neg neg neg
200 neg / / / / /
201 neg / / / / /
202 4+ | 4+ | +++ | neg | neg | neg | +++ |+ | ++ | neg + t++| neg |neg| neg
203 neg / / / / /
204 neg / / / / /
205 ++ / / / / /
206 -+ / / / / /
207 + neg | neg | neg | neg | neg
208 o+ | | neg | neg | neg |++++|[+++ | ++ neg neg
209 neg / / / / /
210 + neg neg neg | neg | neg
211 -+ / / / / /
212 neg / / / / /
213 neg / / / / /
214 4+ | | neg | neg | neg +++ | A | ++ neg +++ | neg |[neg| neg
215 neg / / / / /
216 neg / / / / /
217 neg / / / / /
218 -+ / / / / /
219 +++ | ++++ | neg | neg | neg | neg | ++++ |+ | ++ + neg
220 neg / / / / /
221 ++ / / / / /
222 neg / / / / /
223 neg / / / / /
224 + + neg neg | neg | neg
225 ++ ++ neg | neg | neg +
226 ++ neg | neg | neg | neg | ++
227 +++ | +++ | neg | neg | neg | neg | +++ | ++ + neg neg + neg | neg | neg
228 neg / / / / /
229 +++ ++ neg neg | neg | neg ++ + neg neg neg
230 +++ | +++ | neg neg | neg | neg
231 neg / / / / /
232 +++ | +++ | neg | neg | neg | ++ + neg | neg neg neg
233 neg / / / / /
234 +++ | ++ | neg £ |neg | +++ | neg | neg | neg | neg | neg
235 ++ ++ neg neg neg neg
236 + + neg | neg | neg +
237 + neg | neg | neg | neg | neg
238 | ++ neg | neg | neg | +++ [+ | ++ + neg ++ | neg |neg| neg
239 | |+ neg | neg | neg | +++ | +++ | ++ + neg |+++| neg |neg| neg
240 ++ neg | neg | neg | neg | ++
241 neg / / / / /
242 ++ + neg neg | neg | neg
243 +++ / / / / /
244 neg / / / / /
245 ++++ | ++++ | neg | neg | neg | neg | +++ | ++ + neg neg
246 +H++ | +++ | neg | neg |neg | +++ | ++ | neg | neg | neg neg
247 +++ | +++ | neg | neg | neg | +++
248 neg / / / / /
249 neg / / / / /
250 neg / / / / /
251 +++ | +++ | neg neg | neg | +++ + neg | neg neg neg
252 neg / / / / /
253 neg / / / / /
254 ++ ++ + + neg | +++ + neg | neg | neg neg
255 ++++ | ++++ | neg neg | neg | +++ ++ + neg neg neg neg | neg |neg| neg
256 + + neg | neg | neg | neg
257 neg / / / / /
258 | |+ neg | neg | neg | +++ |+ | ++ + neg |+++| neg |neg| neg
259 +++ | +++ | neg neg | neg | neg | +++ |+ | ++ + neg
260 + neg | neg | neg | neg | ++
261 + neg neg neg | neg | ++
262 +++ / / / / /
263 neg / / / / /
264 neg / / / / /
265 +++ | +++ | neg neg | neg | neg | +++ | ++ + neg neg

70




Titr IgG Podtiidy IgG
Cislo pacienta | PAT | 1gG | IgA | IgM | C3c | C3d IgG IgGl 1eG3
1:10 | 1:30 | 1:100 | 1:300 | 1:1000 | 1:1 | 1:100 | 1:1 | 1:100

266 + neg | neg | neg | neg +

267 +++ | neg neg | neg ++ +++ | ++ + neg neg
268 ++ ++ neg | neg | neg | neg + neg | neg | neg neg
269 + + neg | neg | neg | neg + neg | neg | neg neg
270 + neg | neg | neg | neg | neg

271 +++ | +++ | neg | neg | neg | neg | +++ | ++ + neg neg

Zdroj: vlastni vyzkum

13.2 Priloha ¢&. 2 — Senzibilizujici protilatky u novorozenct za rok 2022

Senzibilizujici protilatky u novorozencii za rok 2022

Mésic Pocet Pr(ii;le’:rlg_%nti— Protilatky anti-D prooiﬁg?kiy Negativni
Leden 110 5 0 1(s) 104
Unor 84 4 0 0 80
Biezen 99 4 0 0 95
Duben 83 3 0 0 80
Kvéten 80 2 0 0 78
Cerven 102 9 0 0 93
Cervenec 82 3 0 0 79
Srpen 133 8 1 0 124
Zafi 105 9 0 0 96
Rijen 89 1 1 0 87
Listopad 81 3 0 0 78
Prosinec 78 6 0 0 72
Celkem 1126 57 2 1 1066
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13.3 Priloha €. 3 — Vysledky PAT u dérci krve za rok 2022

Darce Cislo darce Reakce
1 21016920 pozit.
2 22002530 pozit.
3 22008666 pozit.
4 22010462 pozit.
5 22015770 pozit.

Zdroj: vlastni vyzkum

13.4 Priloha ¢. 4 — Vysledky PAT u pacientli vySetfovanych pro potranfuzni reakci za

rok 2022
pacient reakce
1 neg
2 neg
3 neg
4 neg
5 neg
6 neg
7 neg
8 neg
9 neg
10 neg
11 neg
12 neg
13 neg
14 neg
15 neg
16 neg
17 neg

Zdroj: vlastni vyzkum
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13.5 P¥iloha &. 5 — Zadanka o imunohematologické vySetfeni

‘W’ Transfuzni oddéleni
CEsKE BUDEJOVICE as  Bozeny Némcové 585/54, PSC 370 01, tel. &islo: 387 873 361

ZADANKA O IMUNOHEMATOLOGICKE VYSETRENI A O TRANSFUZNI PRIPRAVKY

A ”
Zde lule'pte Stitek nebo vypliite Krevai skupina
0ddéleni/ICZ: ......cevvvveaen. S i
PFiimeni Transplantace, Biologicka 1é€ba O ano O ne kdy, jaka:
J Pfedchozi transfuze O ano O ne kdy:
Jméno: ................ Pohlavi:... Reakce po transfuzich O ano O ne jaké:
Rodné &islo: .......cooeiieniiinnnn. Imunni protilatky O ano O ne | jaké:
Dgieiennnnns Pojistovna:...... Porody, potraty O ano O ne kdy:
Zatatek hospitalizace datum:
Druh primérniho vzorku: krev
Ziadime o TRANSFUZNI PRIPRAVKY
Imunohematologické vySetieni
0 Krevni skupina K podéni (datum a &as) do rezervy ]
O Screcning protilatek O Erytrocyty deleukotizované - ERD TU O ozéfit
O Test kompatibility O Erytrocyty promyté - EP o dofodé s TRS) TU O ozitit
O P#imy antiglobulinovy test O Plazmu - P U
O Jiné O Trombocyty smésné - TBSDR T.D. O ozafit
O Trombocyty z aferézy — TAD, TADR o T.D. O ozafit
dohodé s TRS)

Casova naléhavost vySetFeni O Jiné (po dohodé s TRS)
O Standardng Vyplni oddéleni Vyplni laboratof TRS
O STATIM Datum a &as odbéru: Datum a &as pfijmu:
Vydej TP bez pFedtransfuzniho ||| Jmenovka a podpis sestry: Jmenovka a podpis laboranta:
vyieﬂ‘eni. Jmenovka a podpis Iékafe:
O VITALNI INDIKACE

VYSVETLIVKY K ZADANCE NA DRUHE STRANE Strana 122

Zdroj: https://www.nemcb.cz

13.6 Priloha ¢. 6 — ID-Centrifugace znacky BIO-RAD a DiaMed pro ID karty

Zdroj: vlastni foto
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13.7 Priloha €. 7- AGH polyspecifické (zelené) (10 ml)

Zdroj: vlastni foto
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14 Seznam zkratek

Ag antigen

Ag-Ab komplex antigen-protilatka

AGH antiglobulin (z AJ anti humanum globulinum)
AIHA autoimunitni hemolytick4 anémie
aj. a jiné

anti-IgG protilatka proti imunoglobulinu G
C3d slozka komplementu

Ctl monoklondlni kontrola

¢. Cislo

ET enzymovy test

event. eventuelné

HFA hight frewuency antigens

HON hemolytické onemocnéni novorozence
Ig imunoglobulin

IgG imunoglobulin tfidy G

IgM imunoglobulin tfidy M

IgA imunoglobulin tfidy A

IgD imunoglobulin tfidy D

IgE imunoglobulin tfidy E

Lv. in vivo

KS krevni skupina

LOW low frequency antigen

NAT nepiimy antiglobulinovy test
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PAT
PBS

STL

tj.

TP

TRS NEMCB

tzn.

pfimy antiglobulinovy test

Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok

spolecnost pro transfuzni Iékaistvi

to je

transfuzni pfipravek, transfuzni piipravky

Transfuzni oddéleni Nemocnice Ceské Budgjovice, a. s.

to znamena
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