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Imunohematologické vysetieni darci krve na Hematologicko —
transfuznim oddéleni Nemocnice Pisek a.s.

Abstrakt

Bakalarska prace na téma ,,Jmunohematologické vysetieni darct krve na Hematologicko
— transfuznim oddéleni v Nemocnici Pisek a.s.“ se zaméfuje na problematiku
imunohematologického vySetfeni darcti plné krve, které zahrnuje vysSetfeni krevni
skupiny v krevné skupinovém systému ABO a RhD. Jak v minulosti, tak v dnesni dobé
je darovani krve nezbytné a dobrovolné. EXistuji organizace, které organizuji nabory
novych darctl. T kdyz je darovani krve v Ceské republice zcela bezplatné, jsou darcim
poskytovany uréité vyhody — napf. slevy na danich, volno v den odbéru, atd. Darovana
krev je potfebnd pii riznych operacnich zdkrocich, dale jako 1é€ebny piipravek atd.
Hlavnim cilem bakalaiské prace bylo zhodnotit pocet darcti dochazejicich na odbérové
misto HTO (Hematologicko — transfuznim oddéleni) Nemocnice Pisek a.s. v obdobi 6 let
a dale porovnat zastoupeni jednotlivych krevnich skupin v krevné skupinovém systému
ABO a RhD se zastoupenim krevnich skupin v populaci. Ve vyzkumné ¢asti bakalaiské
prace byl ziskan v ramci laboratornich vySetieni soubor darci za roky 2017 — 2022,
u kterych byla vySetfena krevni skupina v krevné skupinovém systému ABO (tedy A, B,
AB a 0) a v systému RhD (RhD pozitivni a RhD negativni). Cetnosti krevnich skupin
Vv krevné skupinovém systému ABO a RhD byly statisticky zhodnoceny napiiklad pomoci
kontingencnich tabulek a chi kvadrat testu. Z vysledku vyzkumu vyplyva, ze na HTO
v Nemocnici Pisek a.s. neni stejné zastoupeni v krevné skupinovém systému ABO a RhD
jako v populaci. Vysledky vyzkumu bakalafské prace mohou slouzit jako informaéni

zdroj a mohou byt vyuzity k dal$im vyzkumiim.
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Imunohematologie; Imunohematologicka vysetfeni; Krevni skupina; Krev; Imunitni

systém; Darci; Krevné skupinovy systém ABO



Imunohaematological examination of donors for haematological -
transfusion department of Hospital Pisek a.s.

Abstract

The bachelor's thesis on "Immunohaematological Examination of blood donors at the
Hematology and Transfusion Department of the Hospital Pisek a.s." focuses on the issue
of immunohaematological examination of whole blood donors, which includes blood
group examination in the ABO and RhD blood group system. Both in the past and
nowadays, blood donation is necessary and voluntary. Some organisations organise the
recruitment of new donors. Although blood donation in the Czech Republic is entirely
free, donors are provided with certain benefits, e.g., tax discounts, time off on donation
day, etc. Donated blood is needed for various surgical procedures, as a medical treatment,
etc. The main aim of the bachelor's thesis was to evaluate the number of donors coming
to the blood collection point of the HTO (Haematology and transfusion department) of
the Hospital Pisek a.s. in the period of 6 years and to compare the representation of
individual blood groups in the ABO and RhD blood group systems with the representation
of blood groups in the population. In the research part of the bachelor's thesis, a set of
donors for the years 2017-2022 whose blood group was in the ABO blood grouping
system (i.e., A, B, AB, and 0) and in the RhD system (RhD positive and RhD negative)
was obtained in the laboratory examinations. The frequencies of blood groups in the ABO
and RhD blood grouping systems were statistically evaluated, for example, using
contingency tables and the chi-square test. The research results show that the HTO at the
Hospital Pisek a.s. does not have the exact same representation in the blood group system
(ABO and RhD) as the population. The research results of the bachelor's thesis can serve

as an information source and can be used for further research.

Key words
Immunohaematology; Immunohaematological examinations; Blood group; Blood,;

Immune system; Donors; Blood group system ABO
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1 Uvod

Imunohematologické vySetfeni v imunohematologické laboratofi je velice dilezité.
Pomoci imunohematologickych vysetieni se v laboratofi vysetiuje krevni skupina, at’ uz
u déarce krve, ptijemce transfuzniho ptipravu, matky pied porodem, nebo novorozence,
dale pak vySetfeni HON (hemolytické onemocnéni novorozence), test kompatibility
transfizniho ptipravku, screening nepravidelnych protilatek, vysetfeni chladovych

protilatek nebo ptimy antiglobulinovy test.

Bakalaiska prace na téma ,Imunohematologické vySetfeni darci na Hematologicko
— transfuznim oddéleni Nemocnice Pisek a.s.“ hodnoti pocty odbéra darct pIné krve
v obdobi 6 let, dale pak zastoupeni krevnich skupin v krevné skupinovém systému ABO
a RhD ve zminéném obdobi. Dal§im ucelem bakalaiské prace bylo se seznamit
S pracovnimi postupy, prubéhem prace a poté samostatné zpracovat vzorky
v imunohematologické laboratofi na hematologicko — transfiznim oddéleni v nemocnici

v Pisku.

Cilem teoretické ¢asti prace je se seznamit s problematikou, ktera souvisi s tématem
imunohematologické vysSetfeni darci. Pro vyzkum a provedeni jednotlivych vySetieni
je nutné se orientovat v zakladnich pojmech, jako jsou: krev, imunitni systém, darcovstvi,

krevné skupinové systémy a imunohematologicka vysetieni.

V praktické ¢asti byly stanovovany krevni skupiny u darca, ktefi dochazeji na odbérové
misto v nemocnici v Pisku, v krevné skupinovém systému ABO (krevni skupina A, B,
AB, 0) a RhD (RhD pozitivni nebo RhD negativni). A nasledné¢ sesbirat data
Z laboratorniho informac¢niho systému (LIS) z obdobi 6 let, kdy darci dochazeji

na odbérové misto.

Budou shirana data v obdobi 6 let a budou porovnavana zastoupeni krevnich skupin
Vv krevné skupinovém systému ABO a RhD se zastoupenim v populaci. Vysledné hodnoty,
vypocty a grafy budou statisticky zhodnoceny a v bakalaiské praci je nalezneme

v kapitole Vysledky.



2 Uvod do imunohematologie

Imunohematologie je medicinsky obor, ktery se zabyva studiem vlastnosti krve
a vlastnosti krevnich elementt z pohledu imunitnich reakci, které probihaji v organismu
(Fabryova et al. 2012).

Dalsi definice oboru imunohematologiec muze byt podle Ajmani (2020): obor
imunohematologie je odvétvi imunologie, které se zabyva studiem imunologickych
vlastnosti krve v organismu. Jedna se tedy o studium reakce antigenu s protilatkou
a 0 studium analogovych (podobnych) jevt, které mohou mit souvislost s klinickymi

projevy onemocnéni krve (Ajmani, 2020).

Tento obor je pomérné mlady, ale velice vyznamny. Teprve na zacatku 20. stoleti doslo
k objeveni jeho principt. S pomoci téchto imunohematologickych poznatkii mohlo dojit
k rozvoji transfizniho 1ékafstvi. Nasledné poté byl mozny i rozvoj ostatnich obort,

ve kterych hraje hlavni roli krev a krevni elementy (Pisacka et al. 2012).
2.1 Krev

Védni obor, ktery se zabyva studiem fyziologickych stavi (tzn. normalnich, kdy
je organismus bez patologie) a patologickych stavii (tzn. nefyziologickeé stavy, které
nejsou v organismu obvyklé napt. pii onemocnéni) krve a krevnich elementt se nazyva
hematologie (Hillard a Alvin, 2019).

Krev je ¢ervena nepruhledna tekutina. Ma vétsi hustotu nez voda. Tato tekutina zajistuje
transport zivin a kysliku do bun¢k. I kdyZ je krev tekutina, je povazovana za tkanm.
Krev je nazyvana tkani proto, Ze je to soubor podobnych specializovanych bunék, které
plni urcitou funkci. Tyto specializované buiiky jsou nahromadény v kapaliné (plazmg),

ktera zajist'uje, Ze je krev tekuta (Ajmani, 2020).

Krev je sloZena z bunék (krevnich elementit) a tekutiny (tato tekutina se odborné nazyva
plazma) (Hillard a Alvin, 2019; Ajmani, 2020).

Ajmani, (2020) fika, Zze plazma obsahuje 90 % vody, podle dalsiho zdroje Fabryova et al.
(2012) plazma obsahuje az 80 % vody (Fabryova et al. 2012; Ajmani, 2020). Zbyla
procenta krve tvofi aminokyseliny, proteiny, sacharidy, lipidy, makromolekularni latky
a nizkomolekularni latky (Hillard a Alvin, 2019).



V krvi rozliSujeme 3 druhy bun¢k (krevnich elementil): erytrocyty (Cervené krvinky,
RBC — z anglickeho Red Blood Cells), leukocyty (bilé krvinky, WBC — z anglického
White Blood Cells) a trombocyty (krevni desticky, PLT — z anglického Platelets)
(Fébryova et al. 2012).

2.1.1 Erytrocyty

Erytropoéza je proces tvorby a vyvoje ¢ervenych krvinek v erytroidni vyvojové fadé.
Tento proces trva 4 dny. Vyvoj a dozravani erytrocytt reguluje hematopoeticky rtstovy
faktor EPO (erytropoetin), ktery je produkovéan v ledvinach (Penka et al., 2011; Hillard
a Alvin, 2019).

Cervené krvinky jsou bezjaderné buiiky, které maji bikonkavni tvar (nebo mize byt
uvedeno, ze RBC maji tvar piskotovy) (Penka et al., 2011; Hillard a Alvin, 2019;
Keohane et al., 2020).

Popis velikosti erytrocytu se podle jednotlivych zdroji nepatrné 1isi. Podle Penky et al.
(2011) je velikost erytrocytu okolo 7 um, Fabryova et al. (2012) uvadi podobnou velikost
jako Penka a to 7,5 um. O par let pozd&ji Hillard a Alvin (2019) tvrdi, ze velikost
erytrocytu je v pruméru 8—-10 um a Keohane et al. (2020) 7—8 um (Penka et al., 2011;
Fabryova et al. 2012; Hillard a Alvin, 2019; Keohane et al., 2020).

Erytrocyty obsahuji hemoglobin, ktery tvofi vice jako 90 % erytrocytu. Hemoglobin,
je protein a d¢li se na dvé ¢asti, a to na hem a globin. Struktura hemoglobinu se nam
béhem zivota méni. Méni se zejména béhem embryonalniho, fetalniho a postnatalniho
zivota. Funkce hemoglobinu je zajistit pienos kysliku a oxidu uhli¢itého. Kyslik pienasi
z plic do tkani a oxid uhli¢ity transportuje z tkani zpatky do plic (Penka et al., 2011;
Hillard a Alvin, 2019).

Membrana erytrocytt je lipidovAd dvouvrstva se zabudovanymi nebo perifernimi

vvvvvv

bilkoviny patii: spektrin, ankyrin, aktin a dalsi. (Kittnar et al., 2020)

Referenéni hodnoty erytrocytii u muzi jsou 4 — 5,8 x 10'%/1 a u Zen 3,8 — 5,2 x 101
(Referenéni meze ..., 2020). Zivotnost erytrocytii je 120 dni. Po uplynuti této doby staré
RBC ztraceji svoji schopnost transportu kysliku a oxidu uhli¢itého, a jsou vychytavany

slezinou, kde jsou odstranény makrofagy a zanikaji (Hillard a Alvin, 2019).
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2.1.2 Leukocyty

Leukocyty neboli bile krvinky, dale je mizeme znat pod zkratkou WBC (Fabryova et al.
2012). Referenéni hodnoty leukocyti u dospélych se pohybuji v rozmezi 4 — 10 x 10%1
(Referen¢ni meze ..., 2020). Bilé krvinky mizeme rozdélit na dvé skupiny: granulocyty
a agranulocyty. Granulocyty jsou skupina bilych krvinek, které maji ve své cytoplazmé
granula. Granulocyty (polymorfonukleary) miuzeme rozdélit na neutrofilni, eosinofilni
a bazofily. Agranulocyty nebo také mononukledry se déli na monocyty a lymfocyty
(Keohane et al., 2020; Kittnar et al., 2020).

Neutrofily vznikaji v kostni dfeni 12 — 13 dni, v periferni krvi pfezivaji 12 hodin a ve
tkanich mohou 7zit aZz nékolik dni (Hillard a Alvin, 2019). Zastoupeni neutrofilt
z celkového poctu bilych krvinek v diferencialnim rozpoctu je u dospélého 45 — 70 %
(Referentni meze ..., 2020). Neutrofil ma ¢lenéné jadro na tii az Ctyii Casti (segmenty).
Funkce neutrofilt je fagocytoza, fagocytuji a travi bakterie, odumielou tkan a bunécné
zbytky. Neutrofily jsou spole¢né s monocyty soucasti pfirozené imunity (Hillard
a Alvin, 2019).

Neutrofily se mohou vyskytovat v periferni krvi jako segmenty nebo tyce. Rozdil mezi
jadra. Za normalnich okolnosti se v periferni krvi vyskytuji pouze zralé segmenty nebo
ty¢e (Penka et al., 2011).

Eozinofily (eozinofilni granulocyty) jsou bilé krvinky, které patii do skupiny granulocyta.
Jejich charakteristickym znakem jsou oranzovo — Cervena granula V cytoplazmé.
Eozinofil ma dvoulalo¢né jadro (Hillard a Alvin, 2019). Normalni zastoupeni eozinofilti
v diferencialni rozpoctu bilych krvinek tvoii 0 — 5 % (Referen¢ni meze ..., 2020). Tato

hladina se mize i zvySovat napf. u parazitarnich infekci (Hillard a Alvin, 2019).

Bazofily (bazofilni granulocyty) jsou dal$i skupina, ktera patii mezi granulocyty.
(Penka et al., 2011). Zastoupeni téchto bun¢k v diferencialnim rozpoctu je 0 — 2 %
(Referen¢ni meze ..., 2020). Bazofily obsahuji tmavé modra az fialova granula, ktera
prekryvaji celé jadro. Granula v cytoplazmé obsahuji nékolik dilezitych latek: heparin,

histamin a kyselinu hyaluronovou. (Penka et al., 2011; Hillard a Alvin, 2019).

Monocyty patii do skupiny mononuklearnich bun¢k. Zralé monocyty maji nepravidelné

jadro, které ma nejcastéji ledvinovity tvar, koufové Sedou cytoplazmu, ktera obsahuje
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jemné azurofilni granula. Monocyty najdeme v periferni krvi, kde piezivaji 8 — 72 hodin,
poté co vstoupi do tkang, se z nich stavaji makrofagy. Makrofagy mohou ve tkanich piezit
delsi dobu a to az 80 dni. Funkce makrofagl je fagocytovat patogeny, mrtvou tkan,
a bunééné zbytky (Penka et al., 2011; Hillard a Alvin, 2019). MnozZstvi monocytu v Krvi
se pohybuje mezi 0,08 — 1,2 x 10%/1 (Referenéni meze ..., 2020).

Makrofagy miizeme najit skoro ve vSech tkanich a organech. V nékterych tkanich nebo
organech mohou makrofagy plnit i specifické funkce napt. Kupfferovy burtiky v jatrech,
mikroglie v mozku nebo osteoklasty v kostni tké&ni (Penka et al., 2011).

Lymfocyty stejné jako monocyty patii do skupiny mononuklearnich bunék. Lymfocyty
maji kulaté jadro a Uzky lem svétle modré cytoplazmy. Dulezité pro vyvoj lymfocyti jsou
lymfatické organy a to primarni a sekundarni. Mezi primarni lymfatické organy pati
kostni dient a thymus. Mezi sekundarni patii slezina a lymfatické uzliny. Lymfocyty
se rozdeluji na B lymfocyty a T lymfocyty (Penka et al., 2011). Referen¢ni hodnoty
lymfocytii se pohybuji okolo 0,8 — 4 x 10%1 (Referen¢ni meze ..., 2020).

Vsechny lymfocyty vznikaji v kostni dieni, po vzniku putuji do mista zrani. T lymfocyty
dozravaji vthymu (brzliku) a B lymfocyty v lymfatickych uzlinach, sleziné nebo
v dalsich lymfatickych organech (Hillard a Alvin, 2019).

Poté co se T a B lymfocyty se setkaji s cilovym antigenem, se z lymfocytl stavaji
efektorové lymfocyty nebo memory cells (pielozeno jako ,pamétové burky)
(Penka et al., 2011).

T lymfocyty maji na svém povrchu typické znaky, které muizeme uréit pomoci
serologickych reakci. T lymfocyty podporuji a fidi tvorbu protilatek, ale samy je tvofit
nemohou. B lymfocyty se odliSuji od T lymfocytt tak, Ze na svém buné&ném povrchu
maji imunoglobulinové molekuly. Tyto molekuly na povrchu B lymfocyty jsou jednoho
typu (jsou monoklonélni). B lymfocyty dokazi jako jediné syntetizovat protilatky
(Hamplova et al., 2019).

2.1.3 Trombocyty

Trombocyty neboli krevni desticky, dale je mizeme znat pod zkratkou PLT. Trombocyty

jsou nejmensi krevni elementy, kdybychom je pfirovnaly k erytrocytim, maji ptiblizné
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tietinovou velikost. Jsou bezjaderné a hraji velmi dulezitou Ulohu v krevnim srazeni
(hemostéze). (Penka et al., 2011; Hillard a Alvin, 2019; Kittnar et al., 2020)

Trombocyty vznikaji, kdyz dochazi k odstépovani cytoplazmy u zralych megakaryocytu.
Megakaryocyty se V kostni dfeni rozpoznavaji dobfe diky své velikosti, kdy maji
v praméru 40 — 60 um. Trombocyty Ziji 7 — 10 dni a z toho prvni 1 — 2 dny travi ve sleziné.
Asi jednu tietinu z celkového poctu trombocyti najdeme ve slezin€. Mnozstvi
trombocytt v periferni krvi reguluje hemopoeticky rustovy faktor trombopoetin (TPO)
(Penka et al., 2011; Hillard a Alvin, 2019). Mnozstvi trombocytti Se pohybuje okolo
150 — 400 x 10%/1 (Referenéni meze ..., 2020).

Staré a poskozené trombocyty nebo trombocyty s navazanymi autoprotilatkami
vychytava slezina. Staré trombocyty likviduji také jatra a kostni den (Penka et al., 2011).

2.2 Imunita

Imunologie je védni obor, ktery se zabyva imunitnim systémem a zkouma ho. Imunologie
se vyvijela a dale se vyviji spole¢né s oborem mikrobiologie. Poznatky, které ziskdme
z oboru imunologie, se nam promitaji do skoro v§ech medicinskych obort, a to plati jak

pro oblast diagnostiky, tak i terapie (Jilek, 2019).

Dalsi definice oboru imunologie podle Hamplova et al (2019) tika, Ze imunologie
se zabyva studiem organizace, strukturou, vyznamem a funkci imunitniho systému. Nyni
se imunologie rozvétvila na mnoho oblasti jako je klinickd imunologie, imunogenetika,
alergologie, imunofarmakologie, transplanta¢ni imunologie a mnoho dalsich (Hamplova
et al., 2019).

Imunita neboli imunitni systém patii k zakladnim homeostatickym mechanismim
organismu (tj. schopnost organismu udrzet konstantni vnitini prostfedi, kdyz se vnéjsi
prostiedi méni). Mezi zakladni funkce imunitniho systému patii obranyschopnost,

autotolerance a imunitni dohled (Penka et al., 2012; Hoftejsi et al., 2017).

Obranyschopnost je funkce imunitniho systému, kdy dochazi k rozeznani vnéjsich
Skodlivin a k ochrané organismu pied patogennimi mikroorganismy. Autotolerance
je schopnost, kdy imunitni systém rozpozna vlastni tkané organismu a udrzuje toleranci

vu¢i nim. Imunitni dohled je rozpoznavani wvnitfnich Skodlivin v organismu,
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t]. Ze imunitni systém prabézné odstranuje staré, poskozené a zménéné bunky

(Hotejsi et al., 2017).

Imunitu mizeme rozdélit na dva druhy, a to na ptirozenou a ziskanou. Dale lze také
imunita rozdélit dalsim zpusobem a to na nespecifickou a specifickou imunitu
(Penka et al., 2012; Drnkov4, 2019).

Nespecifickd imunita psobi proti vSem antigentim, ne proti jednomu specifickému
antigenu. K mechanismu obranyschopnosti nespecifické imunity se radi fyziologické
bariéry (kuze, sliznice), fagocyty (buriky, které jsou schopné fagocytozy), komplement
a CRP (C — reaktivni protein) (Drnkové, 2019).

Jina definice podle Hamplova et al (2019) tika ze, nespecificka imunita je vrozena.
Do vrozené imunity patfi obranné mechanismy, které jsou soucdsti normalnich
fyziologickych funkci organismu. Vrozena imunita je tvotena fyzikalni bariérou, kdyz
tuto bariéru prolomi infek¢ni agens, dojde K uplatnéni dalsich slozek vrozené imunity
jako je fagocytoza, proteiny akutni faze a komplementovy systém (Hamplova
et al., 2019).

Specifickd imunita pasobi proti konkrétnim antigentim, které rozpoznava IS (imunitni
systém). Specifickd imunita ma dv¢ slozky, a to imunitu bunéénou (ta je zprosttedkovana
pomoci T — lymfocyti) a imunitu protilatkovou neboli humoralni (kterou zajist'uji

B — lymfocyty). Tato imunita ma schopnost imunologické paméti (Drnkova, 2019).

Podrobngjsi popis specifické imunity podle Hamplova et al (2019) uvadi, Ze imunita
ziskand je imunita specifickd. Kdyz dojde k infekci a vrozeny imunitni systém selze
Vv obrang, nastupuje proti infekci imunita ziskana. Ziskana imunita se od té vrozeneé lisi
tim, Ze je specifickd a dokaze si vytvofit imunologickou pamét. Kdyz infek¢éni agens
neboli imunogen pronikne do organismu, ziskana imunita reaguje tak, ze dojde k aktivaci
lymfocyti a tvorbé protilatek, které jsou zamétené proti tomuto imunogenu. Tato
vytvofena imunita je tedy jen proti jednomu imunogenu, se kterym se IS jiz potkal, nikoli

proti jinému ¢&i pfibuznému antigenu (Hamplova et al., 2019).
2.2.1 Antigen

Antigen nebo jinym slovem imunogen je latka, ktera je schopna vyvolat imunitni reakci

(odpovéd’) (Drnkové, 2019). Pod pojmem antigen si v imunologii piedstavime néjakou
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cizorodou latku, ktera je nejcastéji proteinové, polysacharidové nebo glykolipidové

povahy (Hamplové et al., 2019).

Antigeny muzeme rozliSit na dva druhy: exoantigeny a autoantigeny. Za exoantigeny
se povazuji cizorodé latky z vnéjsiho prostiedi, jedna se vétSinou o infekéni
mikroorganismy a jejich produkty. Autoantigeny se nazyvaji ty antigeny, které pochazi

z organismu samotného (nejsou pro né&j cizi) (Hotejsi et al., 2017).

Na antigenu se je jeden ¢i vice epitopi ¢i antigennich determinant (vazebnych mist), kde
muze dojit k navazani protilatky a ke vzniku specifické imunitni odpovédi. Hapten
(nekompletni antigen) je mala molekula, kter& vyvola tvorbu protilatek pouze tehdy, kdyz

je ptipojena na imunogenni nosi¢ (Fabryova et al. 2012).

Imunogenicita je schopnost antigenu navodit imunitni odpovéd. Antigenicita
je schopnost antigenu, kdy antigen specificky navaze protilatky nebo receptory
T lymfocytt (Penka et al., 2012).

2.2.2 Protilatka

K prvnim prakticky vyuzitym poznatkiim, na pocatku 20. stoleti, patii vznik protilatek
po imunizaci a jejich nasledny ochranny efekt pied infekei. V 50. letech badatelé
R. R. Porter a G. M. Edelman popsali detailni strukturu protilatek. Pozdéji byl nalezen
zpusob, jak pFipravit tzv. monoklonalni protilatky (protilatky pochazejici z jednoho klonu

bunék, jsou stejne struktury a maji vysokou specifitu pro epitop na antigenu) (Jilek, 2019).

Protilatky (obecné oznacované jako imunoglobuliny) jsou latky bilkovinné povahy.
V organismu je nalezneme v plazmé nebo v séru. Vznikaji jako odpovéd’ na imunogen,
Ktery se dostane do organismu, a reaguji se specifickym antigenem. K vazbé antigenu
a protilatky dochazi na zakladé pravidla komplementarity (toto pravidlo se nékdy také
oznacuje jako ,,zamek a kli¢®). Misto vazby antigenu a protilatky se nazyva variabilni
doména. Clovek je schopen si tvoiit (produkovat) protilatky proti miliardam réiznych
struktur, protoze protilatky jsou schopné rozeznat obrovskou S$kalu molekularnich

struktur. (Penka et al., 2012; Delves et al., 2017; Hamplova et al., 2019).

V imunitnim systému protilatky plni dvé hlavni funkce. Prvni funkce je rozeznani ciziho
antigenu (imunogenu) a naslednd vazba na ngj. Tato jednoduchad funkce navazani

protilatek muze byt dostatecna k inaktivaci patogenu nebo k zneskodnéni toxind.
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Jako druha funkce imunoglobulinii je eliminace ciziho patogenu (latky) (Delves
etal., 2017).

Z&kladni struktura imunoglobulinu je tvofena ze dvou lehkych a dvou tézkych fetézcu.
Lehké a tézké tetézce jsou spojeny pomoci disulfidickych (cystinovych) vazeb. Tézké
fetézce se také oznacuji jako H fetézce a lehké fetézce jako L fetézec (Penka et al., 2012;

Hoftejsi et al., 2017; Hamplova et al., 2019; Jilek, 2019).

Retézce obsahuji ¢asti variabilni (Fab — z anglického fragment antigen binding, v deském
jazyce antigen navazujici fragment) a casti konstantni (Fc — z anglickeho fragment
crystallizable), ktera se podili na navazani s efektorovymi buiikami (Penka et al., 2012;
Delves et al., 2017).

Imunoglobuliny mtizeme rozdélit do 5 tfid podle aminokyselin, které jsou v tézkych
fetézcich. Do téchto péti tiid patii izotopy: IgG, IgM, IgD, IgE, IgA. Vsechny tyto tiidy
imunoglobulini maji stejnou struktury, ale lisi se ve svych tézkych fetézcich,

nejvyraznéjsi rozdily nalezneme v Fc oblasti (Delves et al., 2017).

V imunohematologii se nejéastéji vyskytuji a uplatiuji protilatky IgM a IgG. Protilatky
ttidy IgG se v plazmé vyskytuji jako monomery. Jako jediné mohou transplacentarnim
pienosem proniknout ptes placentu a dostat se do krevniho ob&éhu plodu. 1gG protilatky
pronikaji do krevniho ob¢hu plodu az v poslednich tydnech t€hotenstvi a zajist'uji
novorozenci imunitu, nez si sam vytvofi protilatky. Protilatky téidy IgM se vyskytuji
v podobé pentameru (tzn., ze je molekula imunoglobulinu slozena z péti ¢asti). Tvoii
se jako prvni, kdyz do organismu pronikne imunogen. Dokazi velmi dobie vazat
komplement a maji vysokou lytickou schopnost (zejména v ABO systému pii podani
inkompatibilni transfize) (Penka et al., 2012; Drnkova, 2019).

Protilatky v imunohematologii muZzeme rozdélit podle ptiiny vzniku na protilatky
pfirozené a imunni. Ptirozené protilatky se tvofi po antigenni stimulaci pfi bézném
kontaktu s antigeny z okolniho prostfedi. Imunni protilatky se tvoii za ptedpokladu,
ze doslo k imunizaci pomoci erytrocytarnich antigenti pii transfizi nebo b&hem
téhotenstvi (Penka et al., 2012).

Déle v imunohematologii miizeme rozdélit protilatky podle teploty, pti které na sebe
protilatky vazi antigen, na tepelné, chladové a bifazicke. Tepelné protilatky jsou vétsinou

téidy IgG, reaguji pti optimalni teploté 37° C (pti teploté lidského téla) a zptsobuji rozpad
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(hemolyzu) erytrocytt. Chladové protilatky jsou vétsinou tiidy IgM, reaguji pii teplotach
pod 20 °C (nebo pii pokojové teploté) a na erytrocyty se navazuji tam, kde je télo
vystaveno niz$im teplotam (naptf. koneCky prsti v zimé). Bifazické protilatky jsou
protilatky, které se vazi na antigen pii nizkych teplotach a pii vysSSich teplotach
(okolo 37 °C) dojde k hemolyze (rozpadu) erytrocytu (Penka et al., 2012; Masopust,
Pisacka, 2022).

2.2.3 Reakce antigen — protilatka

Protilatky a antigeny se k sob¢ spojuji nekovalentnimi vazbami (nekovalentni vazby tzn.
slabé vazby, tyto vazby funguji na malou vzdalenost a jsou reverzibilni, tedy vratné).
Mezi nekovalentni vazby patii vodikové mustky, elektrostatické sily, van der Waalsovy
sily, hydrofobni vazby. Pfi reakci antigenu a protilatky dojde ke vzniku komplexu,
ktery se nazyva imunokomplex (Penka et al., 2012; Hoftejsi et al., 2017).

Reakce mezi antigenem a protilatkou je chemicka reakce. Tato reakce probihd mezi
variabilni ¢asti protilatky s epitopem (vazebnym mistem) na povrchu membrany
erytrocytu. Tuto reakci mohou ovliviitovat mnohé faktory: teplota, iontova sila prostiedi,
pH, kvalitativni a kvantitativni vlastnosti antigeni a protilatek (Penka et al., 2012;
Rehacek et al., 2013; Masopust, Pisacka, 2022).

U reakce antigenu a protilatky je dalezita specifi¢nost reakce, coz je schopnost protilatky
reagovat jen s jednim epitopem (vazebnym mistem). Mezi hlavni faktory, jak jiz bylo
zminéno, patii teplota, ktera ovlivituje protilatky. Klinicky vyznamné protilatky nejlépe
reaguji s antigeny vétSinou pii teploté 37 °C. Vyjimku tvoii protilatky ABO systému,

Které se pti vyssi teploté mohou uvolnit z vazby na antigen (Penka et al., 2012).
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3 Darcovstvi

Dércovstvi krve je vsouladu s Etickym kodexem pro darovani krve a 1écby krevni
transflze (Penka et al., 2012).

V Etickém kodexu pro darovani krve nalezneme doporuéeni a zasady, které by mély byt
dodrzovany vSemi odbérovymi stiedisky a transfuznimi stanicemi, které nalezneme
ve zdravotnickych zafizenich. Dale zde pak najdeme zapsané zasady, které by se mély
dodrzovat pii naboru novych darci, pti darovani krve, a zasady zachazeni a vyuzivani

transfuznich ptipravk (Eticky kodex ..., 1997).

Darovani krve je zcela dobrovolné a bezplatné, ale také ovSem velice nezbytné
(Penka et al., 2012, Pouceni darce krve, 2019).

Kazdy ¢loveék se muze svobodné rozhodnout, zda bude krev darovat ¢i nikoli. Darce miize
kdykoli zménit Své rozhodnuti o darovani krve a odstoupit tak od odbéru krve.
Dale je rozhodnuti na darci, kde si necha odbér provest (Pouceni darce krve, 2019).

Je, ale doporuceno krev darovat v jednom zdravotnickém zatfizeni. Divodem je zajiSténi
kompletni zdravotnické dokumentace, a tak ziskani celkového piehledu o zdravotnim
stavu darce. Darce ovSem mize zménit odbérové misto, ale vtomto piipadé musi
byt poskytnuta darcova dokumentace jinému zdravotnimu zafizeni ¢i stiedisku (Pouceni

darce krve, 2019).

Na prvnim misté€ pro darce krve je bezpecnost a zdravi. Proto by méli byt darci a zejména
prvodarci ze vseho nejdiive pIné informovani o vSech moznych rizicich, ktera jsou
spojena s darovanim. Dalsi prioritou je ochrana a zdravi ptijemct krve. A proto darovat
krev nesmi osoby s rizikovym chovanim, jako je napf. prostituce ¢i uzivani drog

(Pouceni darce krve, 2019).
3.1 Zpisobilost ddrce krve

Pfi posuzovani zdravotni zptsobilosti darce hraje dulezitou roli zdravotni stav, vysledky
vySetfeni a anamnéza darce. Cilem posuzovani darcti je zamezit poSkozeni zdravi darce
béhem odbéru, nebo zamezit poSkozeni zdravi pifjemce transfuze nebo 1é€ivého

ptipravku vyrobeného z krevnich slozek darce (Posuzovani zptsobilosti ..., 2022).
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3.2 Kritéria pro vybér darce Krve

Kritéria pro prijeti darci krve a jejich slozek jsou vek, télesnd hmotnost, hodnoty
hemoglobinu a hematokritu v krvi, krevni tlak, puls, vzhled darce, zasoba zZeleza

(Posuzovani zpusobilosti ..., 2022).

Darci mohou krev darovat ve véku od 18 let do 65 let. Prvodarcem mtize byt ¢lovék
do 60 let. Darcovstvi ve véku nad 65 let je pouze vyjime¢né se souhlasem lékaie daného
transfuzniho oddéleni (TO). Hmotnost darce by neméla byt do 50 kg. Dalsi dulezitym
parametrem jsou hodnoty hemoglobinu a hematokritu. Hladina hodnot se poté lisi

v zavislosti na pohlavi darce (Rehacek et al., 2013; Posuzovani zpisobilosti ..., 2022).

U Zen se hodnoty hemoglobinu maji pohybovat od 125 g/l a vyssi, hematokrit minimalné
0,38 avyssi. U muzi se hodnoty hemoglobinu maji pohybovat od 135 g/l a vyssi,

hematokrit minimalné 0,40 a vyssi (Posuzovani zpisobilosti ..., 2022).

Mezi dalsi dulezita kritéria patii krevni tlak, ktery by se mél pohybovat pod hodnotou
180 mmHg u systolického tlaku, u diastolického niz$i nez 100 mmHg (Penka et al., 2012;

Posuzovani zputsobilosti ..., 2022).
3.3 Vylouceni darce krve

Pokud darce nespliiuje vSechny potiebné podminky pro pfijeti k odbéru, je z darcovstvi

krve docasné nebo trvale vyloucen (Penka et al., 2012).
3.3.1 Docasné vylouceni darce krve

Dérce krve mize byt docasné vyloucen z registru darct na dobu nékolik dni az mésicu.
Docasné vyrazeni darce se lisSi podle zdvaznosti onemocnéni nebo dalSich kritérii

(Penka et al., 2012; Posuzovani zpusobilosti ..., 2022).

Mezi kritéria pro docasné vyfazeni mohou patfit rizna onemocnéni napf. bruceldza,
tuberkuléza, horecka Q, syfilis, toxoplazmoza, mononukledza, boreliza. U téchto
onemocnéni darce muze darovat krev az po Uplném uzdraveni, které se pohybuje
u nékterych vyse uvedenych onemocnéni v fadu 6 mésict az 2 let (Penka et al., 2012;

Rehacek et al., 2013).

Dalsi rizikové faktory, které vedou k doc¢asnému vylouceni, mohou byt napt. endoskopie,

transplantace, tetovani, podani transflze, chirurgické vykony velkého rozsahu, poranéni
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infekéni jehlou. Tyto faktory vystavuji darce riziku infekce. Pokud byl darce pied

odbérem vystaven jednomu z faktord, je docasn¢ vylouCen z registru darcti na dobu

6 mésicu (Penka et al., 2012).

Docasné také nesmi darovat Zeny béhem menstruace a v t&hotenstvi. Zeny po porodu
mohou zacit nejdiive darovat po 6 mésicich a v obdobi laktace se darovani krve a jejich

slozek nedoporucuje (Penka et al., 2012).
3.3.2  Trvalé vylouceni ddrce krve

Darce je trvale vyloufen ze seznamu darci v pfipadé onemocnéni zavaznymi
chronickymi nemocemi, mezi které mohou patfit napt. dlouhodoba onemocnéni srdce,
gastrointestinalniho traktu (GIT), centralni nervove soustavy (CNS), imunitni soustavy
(1S), plic nebo onemocnéni vyluCovaci soustavy. Dale jsou vylouceni darci
s metabolickym nebo hematologickym onemocnénim. Kromé chronickych onemocnéni
nesmi darovat lide, kteti v minulosti prodélali infekéni onemocnéni jako, je hepatitida

typu B a C, Chagasova nemoc (Penka et al., 2012; Posuzovani zpusobilosti ..., 2022).

Jako dalSi nesmi darovat krev lidé, jejichz sexualni chovani je vystavuje zvySenému
riziku ziskani infekéniho onemocnéni, které se prenasi krvi. Mezi rizikové osoby patfi
osoby, které provozuji prostituci, nebo osoby, které maji pohlavni styk s rizikovym
partnerem, nebo muzi, ktefi maji pohlavni styk s muzi. Mezi infekéni onemocnéni patii

penos viru HIV, syfilis a hepatitida typu B a C (Penka et al., 2012; Rehacek et al., 2013).

Trvalé vylouceni z darcovstvi plati i pro osoby, které maji cukrovku a jsou léCeni
inzulinem. Dale osoby, které trpi epilepsii, hemofilii, maji zhoubny novotvar nebo

rakovinu (Posuzovani zpusobilosti ..., 2022).

Mezi dals$i omezeni, pro které je darce trvale vyloucen, je pobyt ve Velké Britanii nebo
Francii v letech 1980 — 1996 po dobu delsi nez pul roku (Penka et al., 2012; Rehagek
et al., 2013).

3.4 Darcovstvi v CR

V Ceské republice neni centralizovany nabor dércti. Propagaci na celospole¢enské trovni
zajistuje organizace Cesky &erveny kiiz (CCK), dale ob¢anska sdruzeni a podileji

se i organy statni spravy. Jelikoz je darovani krve bezplatné, jsou v CR poskytovany
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darctim uréité vyhody — voIno v den odbéru, uplatnéni slevy na danich, ocenéni CCK

(Rehagek et al., 2013).

CCK udéluje darcim bronzové, stiibrné a zlaté medaile prof. MUDr. Jana Janského
za 10, 20 a 40 odbéri plné krve nebo jen jejich slozek. Dale pak CCK udéluje Zlaté kiize
I, 1. a I. Tridy, které jsou za 80, 120 a 160 odbért plné krve, nebo jejich slozek
(Penka et al., 2012).
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4  Krevné skupinové systémy

V soucasné dobé¢ rozliSujeme okolo tfiatficeti riznych krevné skupinovych systému

(Moulds et al., 2011; Rehagek et al., 2013).

Krevné skupinové systémy jsou rozdéleny podle toho, jestli se na erytrocytu nachazi nebo
nenachazi uréity antigen. Tento antigen (nebo antigeny) mohou byt zakomponovany

na membrané erytrocyti, ale miZzeme je najit i na jinych bunkach (Friedman et al., 2016).

Erytrocytarni antigeny mohou plnit rizné funkce (napf. strukturalni — udrzuji tvar

erytrocytu, transportni, regulacni, ...) (Penka et al., 2012).

K nejdilezitéjsim systémim, které zname, patii systémy ABO, systém Rh, system Kell,
systém Duffy, systém Kidd, systétm Lewis a Lutheran, systtm P a MNS
(Rehacek et al., 2013; Friedman et al., 2016).

Dale muzeme krevné skupinové systémy rozd¢lit do dalSich dvou skupin, a to podle toho,
zda si organismus vytvaii protilatky IgG nebo IgM proti uréitym erytrocytarnim
antigenim. Do skupiny IgG protilatek patii naptiklad krevné skupinové systémy Duffy,
Kell, Kidd a Rh systém. Do skupiny IgM protilatek miizeme zafadit napiiklad systém
Lewis (Friedman et al., 2016).

4.1 ABO systém

K objeveni krevnich skupin (ABO systému) doslo v roce 1901 Karlem Landsteinerem,
ktery rozlisil tfi krevni skupiny oznacené jako A, B, C (pozdé&ji byly pfejmenované na A,
B, 0). Ctvrta skupina AB byla objevena o dva roky pozdgji. Nezéavisle na Landsteinerovi
vroce 1906 objevil Jan Jansky &tyii krevni skupiny. Jansky ve své praci odhalil
aglutina¢ni schopnosti sér a krvinek, podle kterych rozdélil krevni skupiny na ¢étyii, které
oznaCil I, IL, IIT a IV (Penka et al., 2012; Kas, 2012).

Systém ABO je nejvyznamnéjsi krevné skupinovy systém. (Rehacek et al., 2013).

Antigeny ABO systému jsou zakddovany v jednom lokusu, ktery je pojmenovany
ABO lokus (lokus je misto, které je na uréitém chromozomu), ktery se nachazi
na 9. chromozomu. ABO lokus ma tti zakladni alely A, B a 0. Alela A a B je kodominantni
a 0 je recesivni (Panczak a Otov4, 2013; Ajmani 2020; Masopust, Pisacka, 2022).
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Diky dédi¢nosti krevnich skupin mize vzniknout 6 genotypt a 4 mozné krevni skupiny:
A, B, AB a 0. Krevni skupina A m& dva genotypy: AA a A0. Dale krevni skupina
B mé také dva genotypy: BB a BO. U krevni skupiny 0 a AB je pouze jeden genotyp.
U krevni skupiny 0 je genotyp 00 a u krevni skupiny AB je genotyp AB (Ajmani, 2020).

K uréovani krevnich skupin v krevné skupinovém systému ABO se pouzivaji testovaci
antisera. U téchto antisér byla zaznamenana rdzné¢ silnd hemaglutina¢ni reakce
(Panczak a Otov4, 2013). Tak byly krevni skupiny A a B rozdéleny do 11 podskupin,
rozdily mezi podskupinami jsou kvantitativni (tzn., 1i$i se od sebe na zakladé¢ mnozstvi
antigent, které jsou na povrchu erytrocytu). Nejcastéjsi podskupinou je A1 a A, ostatni
jsou spiSe vzacné (Panczak a Otova, 2013; Masopust, Pisacka, 2022).

4.2 Rh systém

Jako druhy nejvyznamnéjsi krevné skupinovy systém je oznaCen systém Rh.
Tento systém byl objeven v roce 1939 Karlem Landsteinerem (Moulds et al., 2011; Penka
et al., 2012; Rehacek et al., 2013).

V Rh systému bylo objeveno pies padesat antigent, které do tohoto systému patfi.
Mezi nejvyznamnéjsi antigeny Rh systému patii antigeny D, C, ¢, E, e (Moulds et al.,
2011; Panczak a Otov4, 2013).

Velmi vyznamny v Rh systému je antigen D. Antigen D ma velmi silnou imunogenicitu,
ktera je zpuisobena tim, ze u RhD negativnich osob chybi cely protein RhD. Z tohoto
divodu dokaze imunitni systém u 0sob RhD negativnich rozpoznat RhD pozitivni
erytrocyty, které osahuji cely protein RhD. Kdyz dojde k tomuto kontaktu, dochazi
K vytvoteni protilatky anti-D (Masopust, Pisacka, 2022).

V soucasné dobé je U antigenu D zjisténo vice nez 30 riznych ¢asti, které jsou oznaceny
jako D epitopy. Podle poctu antigennich mist na erytrocytu a zmén D epitopt mizeme
rozdélit antigen D do dvou Kkategorii: slabé antigeny D a varianty
antigenu D (Penka et al., 2012; Masopust, Pisacka, 2022). Varianty antigenu D
se oznacuji jako D¥¥@" neho DY a jsou kvalitativné odlisné od normélniho antigenu D.
Dvaiant jo nekompletni antigen, kterému chybi jen nékteré epitopy. Slabé antigeny D
se oznaduji jako D" nebo D a jsou kvantitativné odligné (tzn., Ze antigen D je zcela

kompletni, obsahuje vSechny epitopy, ale jsou slabé) (Masopust, Pisacka, 2022).
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5 Imunohematologické testy

Imunohematologické testy jsou zaloZeny na principu hemaglutinace (nebo zkracené
na principu aglutinace). Dochazi zde k shlukovani erytrocyti pomoci protilatek, které
jsou namifeny proti antigeniim na krvinkach (Rehacek et al., 2013; Masopust, Pisacka,
2022).

Mezi zakladni imunohematologicka vySetfeni erytrocytd patii stanoveni erytrocytarnich
antigent a stanoveni protilatek. Erytrocytarni antigeny se stanovuji pomoci
diagnostickych sér. Protilatky se u pacientd stanovuji v plazmé nebo séru a prokazuji

se pomoci diagnostickych typovych erytrocytti (Masopust, Pisacka, 2022).
5.1 Aglutinace

Pomoci aglutinace je mozné v imunohematologii vysetfit krevni skupiny (tedy antigeny
na erytrocytech) a protilatky proti erytrocytim v séru ¢i plazmé. V prvni fazi aglutinace
dochézi ke spojeni erytrocytarniho antigenu a protilatky. Toto pojeni se nazyva
senzibilace erytrocytu. Prvni faze aglutinace je nepozorovatelnd, proto je potieba, aby
se protilatka se senzibilizovanym erytrocytem navazala na dalsi erytrocyt (Penka et al.,
2012; Blaney a Howard, 2013).

Aglutina¢ni testy V imunohematologii miizeme rozd¢lit na aglutinaci piimou a aglutinaci
nepiimou. V pfimé aglutinaci se uplatiiuji protilatky, které jsou schopny pieklenout
vzdalenost mezi erytrocyty. Mezi tyto protilaitky patii imunoglobuliny tiidy IgM,
ojedin¢le mohou aglutinovat i protilatky IgG (Penka et al., 2012; Blaney a Howard, 2013;
Masopust, Pisacka, 2022).

IgG protilatky jsou schopny aglutinovat erytrocyty v piipad¢, ze maji erytrocyty velky
pocet vazebnych mist blizko vedle sebe, a tak se molekuly 1gG mohou propojit

s vedlej$im erytrocytem (Penka et al., 2012).

Piima aglutinace se nejvice vyuziva pii detekci erytrocytarnich antigent (antigeny ABO
systému, RhD a u ostatnich krevné skupinovych systémi) a k detekci antierytrocytarnich
protilatek (Moulds et al., 2011; Blaney a Howard, 2013; Masopust, Pisacka, 2022).

Aglutinaéni testy se mohou v laboratofi provadét hned né€kolika zptisoby. Mezi nejCastéjsi
patii zkumavkovy test, sklickova metoda, sloupcova aglutinace nebo metoda pevné faze
(Penka et al., 2012; Blaney a Howard, 2013).
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Pfi hodnoceni aglutina¢nich testli se nejéastéji pouziva hodnoceni na kiize (stupnice

0 az Ctyfi kiize - ++++) (Blaney a Howard, 2013).
5.2 Antiglobulinové testy

Antiglobulinové testy, dale je miizeme najit v literatuie jako AGH testy (z anglického
anti— human globulin test) nebo Coombsovy testy. Antiglobulinovy test je jednim
z nejdulezitéjsich testd, které se provadéji v imunohematologické laboratoti (Penka et al.,

2012; Blaney a Howard, 2013; Erhabor a Adias, 2013).

Tyto testy se pouzivaji na prukaz protilatek, které nejsou schopné aglutinovat erytrocyty
ptimo. Antiglobulinoveé testy miizeme rozdélit na piimé (PAT — ptimy antiglobulinovy
test) a nepiimé (NAT — nepiimy antiglobulinovy test) (Moulds et al., 2011; Penka et al.,
2012; Masopust, Pisacka, 2022).

Ptimy antiglobulinovy test slouzi k detekci IgG protilatek (nebo slozek aktivovaného
komplementu), které jsou navazané na erytrocytech pacienta in vivo. Tento test
se pouziva pii prukazu AIHA (autoimunitni hemolytickd anémie), HON (hemolytické
onemocnéni novorozence) Nebo hemolytické potransfuzni reakce (Erhabor a Adias, 2013;
Rehacek et al., 2013; Masopust, Pisacka, 2022).

PAT se provadi u darct krve pouze v ptipad€, kdyz se objevi neobvyklé vysledky
(pf. pozitivni Rh kontrola, pozitivni screening protilatek). Dale se PAT také provadi
Vv ptipad¢, Ze dojde k reaktivité erytrocytarniho transfuzniho pfipravku ¢i krve (krevniho

vzorku) pacienta (Motan et al., 2016).

Nepiimy antiglobulinovy test se pouziva k detekci protilatek, které se nachazeji ve
volném séru nebo plazmé (in vitro). Protilatky se v seru mohou prokézat az po inkubaci
(pti 37 °C) a po pfidani AGH séra (Erhabor a Adias, 2013).

NAT se pouziva jako zakladni test identifikaci a screening protilatek, a také slouzi jako
zékladni test pro test kompatibility. Dale se mize pouzivat k detekci patologickych
chladovych protilatek. Nebo Ize timto testem vySetfovat antigeny nékterych krevnich
skupin (napt. systém Duffy, systém S, s) (Penka et al., 2012; Erhabor a Adias, 2013;
Rehacek et al., 2013 Masopust, Pisacka, 2022).
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5.3 Enzymové testy

Enzymové testy se v imunohematologii pouZzivaji jako dopliikova metoda pro detekci
nékterych protilatek (napf. anti-Kidd, anti-Lewis, aj.) popiipadé pro vysetfeni smési
protilatek. Enzymové testy se mohou rozdélit na jednofazové nebo dvoufazové. Mezi
nejpouzivanéj$i enzymy patii papain, bromelin a ficin (Penka et al., 2012; Masopust,
Pisacka, 2022).
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6 Imunohematologicka vysetieni darce krve

Pro imunohematologické vySetfeni darce se pouzivd pfevazné nesrazlivd krev,
ale je mozno pouzit i krev srazlivou. Nesrazlivou krev odebirame do zkumavky
s protisrazlivym ¢inidlem EDTA (ethylendiamintetraoctovd kyselina) (Z&kladni
imunohematologické vysetfeni ..., 2012; Imunohematologické vySetfeni ..., 2012;
Laboratorni ptirucka HTO ..., 2022).

Pro vySetteni krevni skupiny, screeningu nepravidelnych protilatek, zkousku
kompatibility, HON se odebira nesrazliva krev do zkumavky s protisrazlivym roztokem
K2EDTA nebo K3EDTA, nebo se odebira srazliva krev do zkumavky bez gelu nebo
do zkumavky s aktivatorem srazeni. Po odebrani je vzdy dilezité zkumavku s roztokem
promichat. Zkumavka se jemné promicha pomoci pievraceni zkumavky (Laboratorni
piirucka HTO ..., 2022).

Dale mezi imunohematologicka vysetieni patti stanoveni chladovych protilatek, pro které
se odebira srazliva krev do zkumavky s aktivatorem srazeni. U tohoto vySetieni je nutno
zabranit poklesu teploty, nez se vzorek dostane do laboratofe (Laboratorni pfirucka
HTO ..., 2022).

6.1 Imunohem. vySetieni prvodarce v krevné skupinovém systému ABO a RhD

U prvodarct vySetfujeme krevni skupinu v ABO systému ze dvou na sobé nezavislych
vzorkl. Vzdy se minimaln¢ jednou musi vysettit aglutinogeny (antigeny na erytrocytech)
a aglutininy (protilatky v séru). Pro stanoveni se pouzivaji minimalné¢ diagnosticka séra
anti-A a anti-B pro stanoveni aglutinogent a diagnostické erytrocyty Ax a B, které slouzi
pro stanoveni aglutinind. U krevni skupiny A, AB se nevyzaduje stanoveni podskupiny,
ale pokud je podskupina uréena, tak by se méla urcit u nasledujiciho odbéru jako druhé

kontrolni vysetieni (Imunohematologické vySetteni ..., 2012).

Jako dalsi vySetteni se u prvodarct provadi stanoveni RhD. VySetteni se provadi dvakrat
ze dvou nezavislych vzorku. Ke stanoveni se pouzivaji diagnosticka sera anti-D tiidy IgM
s dvéma riznymi klony protilatek a spole¢né s nimi Rh kontrola, ktera by méla byt vzdy
negativni. U vySetfeni kdy jsou ob& reakce s diagnostickymi séry pozitivni, se darce
ozna¢i D"V a transfuzni ptipravek z jeho krve je oznageny jako RhD pozitivni. Pokud jsou
reakce s ob&éma séry negativni, darce je oznacen jak RhD negativni (Imunohematologické
vySetieni ..., 2012).
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6.2 Imunohem. vySetieni dirce v krevné skupinovém systému AB0O a RhD

U opakovanych darcii se stanovuje krevni skupina a RhD jako u prvodarct,
ale ve zkracené verzi. U stanoveni krevni skupiny se standardné vysetfuji alesponi
aglutinogeny a jako druhé (referencni) stanoveni je porovnani ptredchoziho vysledku
z predeslého  odbéru  (Imunohematologické  vySetfeni ..., 2012; Zakladni

imunohematologické vysetieni ..., 2012).

Pti stanoveni RhD se provadi jedno vySetfeni pomoci diagnostického séra anti-D tiidy
IgM a RhD negativni kontrola. Jako druhé referen¢ni stanoveni je vysledek vysetteni
z minulého odbéru a vysledek v databézi z dalsich ptedchozich odbéri. Jelikoz mizeme
porovnat vysledky darce z minulosti, uz neni potfeba provadét vyseteni slabého nebo

variantniho antigenu D (Imunohematologické vySetieni ..., 2012).
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7 Cile préace a hypotézy
7.1 Cile

Samostatn¢ zpracovavat v imunohematologické laboratofi krevni vzorky darct krve

a to v rozsahu krevni skupina v ABO systému + RhD.

Nasledn¢ zhodnotit pocty odbérti darct z hlediska celkového poctu odbért darci
v obdobi 6 let, dale porovnat zastoupeni jednotlivych krevnich skupin v ABO systému
+ RhD se zastoupenim v populaci.

7.2 Hypotézy

1. Rozlozeni krevnich skupin v krevné skupinovém systému ABO u darci na HTO
(hematologicko — transfuzni oddéleni) Nemocnice Pisek, a.s. odpovida rozloZeni

v populaci.

2. Pomér RhD pozitivnich a RhD negativnich darci na HTO Nemocnice Pisek, a.s.

odpovida poméru RhD pozitivnich a RhD negativnich lidi v populaci.

3. Poméry poctu odbéru plné krve u jednotlivych krevnich skupin (A RhD pozit.,
A RhD negat., B RhD pozit., B RhD negat., AB RhD pozit.,, AB RhD negat., 0 RhD
pozit., 0 RhD negat.) se v prubéhu Sesti sledovanych let na HTO Nemocnice Pisek, a.s.

nemeni.
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8 Metodika

Hlavnim ukolem v této bakalaiské praci bude v rdmci automatizovanych i manuélnich
imunohematologickych laboratornich vysetfeni darct krve a jejich slozek zpracovat
vySetfeni krevni skupiny v systému ABO (tedy krevni skupina A, B, AB a 0) a systému
RhD (RhD pozitivni nebo RhD negativni). Vysetfeni se bude provadét u pravidelnych

opakovanych darct krve a dale pak u prvodarcu.

Pro potiebu statistického hodnoceni budou shirand data ze systému LIS v nemocnici
Pisek a.s. na Hematologicko — transfaznim oddéleni, aby obsahovala obdobi Sesti let
(2017-2022).

Déle pro statistické zhodnoceni bude do metodiky zatazeno primérné procentualni
zastoupeni krevnich skupin v ABO a RhD systému v populaci. Primérné hodnoty byly
ptevzaty ze zdroje Masopust, J., Pisacka, M. (2022): krevni skupina A zastoupena 42 %,
B 17 %, AB 9 % a 0 32 % a rozmezi pro RhD systém: RhD pozitivni 85 %
a RhD negativni 15 %.

8.1 Imunohematologické vySetieni

K samotnému odbéru krve (darovani) je ptipustén pouze zpisobily darce. Darcim

se odebira vendzni krev (tzn. Zilni), standardné v mnozstvi 410 az 450 ml.

Jako prvni se darci odebira krev do malého vaku, ktery je soucasti odbérové soupravy.
Po naplnéni malého vaku se za¢ne plnit hlavni odbérovy vak. Odebrana krev do malého
vaku slouzi pro naplnéni dvou zkumavek, které jsou potfebné na virologické

a imunohematologické vySetteni.

Krev na imunohematologické vySetfeni se odebira do zkumavky s protisrazlivym

¢inidlem K3EDTA.

Po ukonceni odbéru se ztransfuzniho vaku odtrhne prvni segment a vloZi
se do zkumavky, ktera je oznaena stejnym Cislem jako transfizni vak a zkumavky
na imunohematologické a virologické vySetfeni. Tento segment slouzi jako druha
kontrola k imunohematologickému vysetieni, které se provadi ze zkumavky, které byla

odebrana z malého vaku.
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Pred samotnym imunohematologickym vysetienim vzorkti si darce rozdélime

na prvodarce a opakované darce. Diivodem rozdé€leni je rozdilné zpracovani vzorku.
8.2  Poodbérové imunohem. vysetieni v poloautomatizovaném provozu

Pro poloautomatizovany provoz se V laboratofi pouzivaji pfistroje SWING I
TwinSampler, SAXO ID-Reader 11 a BENJO ID-Reader od spole¢nosti BIO-RAD.

Poloautomaticky piistroj SWING II slouzi v imunohematologické laboratofi k vySetieni
systému ABO a RhD, dale pak k vySetieni screeningu protilatek. Hlavni funkce tohoto
ptistroje je pipetovani krvinek a séra pacienta do karet ID-card LISS/Coombs
a mikrotitra¢nich desti¢ek. Soucasti pristroje jsou reagencie — krvinky Az, B, POOL,
diluent 1 a 2.

V poloautomatizovaném provozu vysetiuje zkumavky uréené pro imunohematologické
vySetieni, které odebrala odbérova sestra z malého vaku, ktery je soucasti odbérového
setu pro odbér plné krve. Tyto vzorky po odbéru stac¢ime v centrifuze 10 minut
pii 3000 otackach/min. Vzorky si rozdélime na darce opakované a na prvodarce.
U prvodarct se na ID karté vysetiuje krevni skupina, ktera je rozdélena na aglutinogeny
a aglutininy, dale Rh fenotyp a nepravidelné protilatky. U opakovaného darce se na ID
karté stanovuje zkracena krevni skupina — pouze aglutinogeny a antigen D a nepravidelné
protilatky. Po napipetovani veskerych vzorku ID Karty vlozime do centrifugy SAXO
ID-Reader II.

Zcentrifugované ID Kkarty odeCitame na pfistroji BANJO. Vysledky vID
kart¢ (mikrotitraénich zkumavkach) se odeéitaji na kiize (++++ silnd pozitivita,

+++ silnéjsi pozitivita, ++ pozitivita, + slaba pozitivita, — negativita).

Nactené vysledky z ptistroje BANJO mizZeme kontrolovat prib&zné nebo aZ na konci
méfeni vSech vzorkd. Zmétené vysledky nalezneme v programu IH-com v oddéleni
vysledky. Nez vysledky uvolnime, musime je nejprve zkontrolovat a potvrdit. Poté jsou

vysledky automaticky pteneseny do LISu.
8.3 Manualni imunohematologické vysetieni

Jako manualni imunohematologické vySetfeni probiha v laboratofi uréeni krevni skupiny
a RhD pomoci zkumavkové metody. Zkumavkova metoda slouzi jako druhé kontrolni

vySetfeni k odebrané zkumavce na imunohematologické vySetfeni, které se provadi
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pomoci poloautomatizovaného provozu. VySetteni ve zkumavkach provadime

ze segmentu, ktery byl utrzeny z transflzniho vaku.

Segmenty v imunohematolog. laboratofi pfepustime do pfislusné oznacené zkumavky
anasledn¢ z krve pfipravime 3-4% suspenzi vySetfovanych erytrocytl, které jsou
jedenkrat proprané ve fyziologickém roztoku.

8.3.1 VysSetieni aglutinogenii a RhD ve zkumavce

Vysetieni aglutinogenti provadime pomoci diagnostickych sér. Pouzivame diagnostické
séra anti-A, anti-B, anti-AB. Séra jsou dobfe rozeznatelnd, jsou rozliSena pomoci barev:
sérum anti-A je modré, anti-B Zzluté a anti-AB prihledné. Pro vySetfeni
antigenu D v krevné skupinovém systému RhD se pouziva diagnostické sérum anti-D.
Diagnostické sérum anti-D pouzivame dvojiho typu: diagnostické sérum anti-D
s protilatkami IgM a diagnostické sérum s protilatkami IgM a IgG. Pti vySetieni antigenu

D se musi vzdy provést negativni kontrola.

Vysetteni aglutinogent a antigenu D se provadi tak, Ze do pfipravené zkumavky kapneme
jednu kapku diagnostického séra, které je vytemperované na laboratorni teplotu. A poté

do zkumavky pfidame jednu kapku 3—4% suspenze vySetfovanych erytrocyta.

Zkumavky dame centrifugovat na 30 sekund pii 2500 ot./min, poté erytrocyty

resuspendujeme mirnym poklepem na dno zkumavky a odec¢itime makroskopicky.

Hodnotime aglutinaci, kdy je pozitivni reakce od jednoho do ¢ty kiizti (hodnotime:

poz+, poz++, poz+++ nebo poz++++). Pokud k aglutinaci nedoslo, je reakce negativni.

Tabulka ¢. 1 — Schéma pro odecet vysledkli vySetieni aglutinogeni u krevni

skupiny v krevné skupinovém systému ABO

Krevni Diagnosticka séra
skupina_| A

+ - +
+ + -
+ + +

Zdroj: vlastni vyzkum
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Kdyz ve zkumavkach se séry anti-D je negativni reakce, je darce RhD negativni, pokud
je reakce vobou zkumavkéch pozitivni, je darce RhD pozitivni. U déarce, ktery

ma rozdilng slabé nebo rozdilné reakce se séry anti-D, vysetiujeme D"V variantu.
8.3.2 VysSetieni aglutinini ve zkumavce

Vysetteni aglutinini v séru pacienta se provadi pomoci diagnostickych typovych krvinek.
Pouzivame typové krvinky Az, Az, B a 0.

Vysetteni aglutinint se provadi tak, Ze do zkumavky dame jednu kapku typovych krvinek
a pridame dvé kapky vySetfovaného séra. Poté centrifugujeme 30 sekund pfi
2500 ot./min, a resuspendujeme mirnym poklepem na dno zkumavky a odecitame

makroskopicky.

Hodnotime aglutinaci, kdy je pozitivni reakce od jednoho do Ctyt kiiz (hodnotime: poz+,
poz++, poz+++ nebo poz++++). Negativni reakce musi byt vzdy ve zkumavce, kde

je zkoumané sérum a typové erytrocyty 0.

Tabulka ¢. 2 — Schéma pro odecet vysledkti vySetfeni aglutininti u krevni skupiny

Vv krevné skupinovém systému ABO

Krevni
swpina |0 [ A | A | B
+
+

+ +

- + +

Zdroj: vlastni vyzkum
8.3.3  VySetiteni krevnich podskupin
Krevni podskupinu vySetfujeme u dérct, kteti maji krevni skupinu A nebo AB.

Pii pozitivni reakci se sérem anti-Az se jedna o podskupinu A; nebo A:B, pokud je reakce
se serem anti-H, jde o podskupinu Az nebo A>B. Pokud vysetfujeme podskupinu u krevni
skupiny A a ani v jedné ze zkumavek zadna reakce, zkumavky inkubujeme pfi laboratorni
teploté 10 min. a poté opét zcentrifugujeme a nasledné se nam zviditelni reakce. Pokud
vySetfujeme podskupinu v krevni skupiny AB a aglutinace ani po inkubaci 10 min.

neni piitomna, jde o podskupinu AzB.
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V piipadé¢, kdy je reakce v obou zkumavkéch, jde o intermedidlni typ podskupiny

a vysledek se urcuje podle toho, s jakym diagnostickym sérem je reakce silnéjsi.
8.3.4 VySetireni D™V varianty sloupcovou aglutinaci

Vysetieni D"V varianty se provadi v mikrozkumavkach ID gelové karty. Do zkumavky
se napipetuje 50 pl suspenze erytrocytu a 25 ul diagnostického séra anti-D Blend
(obsahujici protilatky IgG a IgM). Nasledné inkubujeme, centrifugujeme a hodnotime

vzniklou reakci.

Reakce v mikrozkumavkach se hodnoti na kfize (poz+, poz++, poz+++ nebo poz++++).
Pozitivni reakce je, kdyz je prstenec erytrocyti nad gelem, nebo erytrocyty propadaji
gelem postupné ke dnu, nebo erytrocyty vzlinaji ode dna mikrozkumavky.

Negativni reakce je tehdy, kdyZ je sediment erytrocytl usazen na dn¢ zkumavky.
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9 Vysledky

Soubor dat pro vyzkum obsahuje data zobdobi 6 let (rok 2017-2022),
kdy se zaznamenavaly pocéty odbéri darct, ktefi dochazeli na odbérové misto
v Nemocnici Pisek a.s. V ramci téchto dat budou sledovana a porovnavana jednotliva

zastoupeni krevnich skupin v ABO systému a RhD systemu.
9.1 Kontingencni tabulky Cetnosti

Ze ziskanych dat byly vypracovany v programu Excel kontingenéni tabulky (tab. ¢. 3,
tab. ¢. 4), které popisuji poc¢ty odbérti a procentudlni zastoupeni odebranych darci
v jednotlivych letech (2017 az 2022), ktefi dochazeli na odbérové misto v Nemocnici

Pisek a.s.

Tabulka ¢. 3 — Poéty odbéru jednotlivych krevnich skupin v letech 2017 az 2022.

Rok

Krevni skupina

2017

2018

2019 |

2020 |

2021 |

2022

‘ 1408 1475 1618 1240 1176 1355

Cetnosti ‘ 527 531 583 460 404 478
‘ 242 262 271 207 189 235
‘ 1186 1356 1381 1194 1170 1244
m

Zdroj: vlastni vyzku

Tabulka ¢. 4 — Procentualni zastoupeni odbéru darct krve v letech 2017 az 2022.

Krevni skupina

Procenta

Zdroj: vlastni vyzkum
9.2 Zastoupeni poctit odbéri darcit na HTO

V nasledujicich grafech (obr. ¢. 1 a obr. ¢. 2) je zobrazen pocet odbért (v celych Cislech
a procentech) darct pIné krve, ktery je rozdélen podle krevnich skupin v krevné
skupinovém systému ABO (tj. A, B, AB a 0).

Jak podle grafi mizeme vidét, nejvice odbéra darcu, ktefi darovali krev v letech 2017

az 2022, probéhlo u krevni skupiny A, kde se pocet odbéru pohybuje mezi 1176 a 1618.
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Obrazek ¢. 1 — Graf: Pocet odbérti na HTO v letech 20172022, rozd¢leno podle

rozlozeni krevnich skupin v krevné skupinovém systému ABO.
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Obrazek ¢. 2 — Graf: Podil odbérii na HTO v letech 2017-2022, rozdéleno podle

rozlozeni krevnich skupin v krevné skupinovém systému ABO.
9.3 Zastoupeni poctit odbérii darcit v krevné skupinovém systému RhD

Nejprve byly vypracovany tabulky, kde jsou zahrnuty jednotlivé poéty odbéri darct

Vv krevné skupinovém systému RhD.

Déle ze ziskanych dat z HTO byla zhotovena kontingen¢ni tabulka (tab. ¢. 5) a graf
(obr. ¢. 3), kde vidime zastoupeni v odbérech darct v krevné skupinovém systému RhD
ve sledovaném obdobi v letech 2017 az 2022.
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Tabulka ¢. 5 — Pocet odbéri a procentualni zastoupeni po¢tu odbéri darct v RhD
systému v letech 2017 az 2022.

RhD systém

Cetnosti

Procenta

Zdroj: vlastni vyzkum
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Obrazek ¢. 3 — Graf: Podil odbéra darct v krevné skupinovém systému RhD
vV obdobi 2017 az 2022.

Podle zhotovené tabulky a grafu mizeme zhodnotit, ze je v&tsi procentudlni podil

u odbéru darctt RhD pozitivnich. Procentualni rozmezi RhD pozitivnich darct v obdobi
2017 az 2022 se pohybuje od 74 % do 78 %.

9.4  RozloZeni krevnich skupin v ABO a RhD systému na HTO

Dalsi ziskana data z LISU odkazuji na prvni dvé predeslé tabulky (tab. ¢. 3 a ¢. 4).
Data byla rozsifena a v nasledujicich tabulkach (tab. ¢. 6 a tab. ¢. 7) a grafu (obr. ¢. 4)

muzeme vidét rozlozeni vSech krevnich skupin v ABO a RhD systému.
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Tabulka ¢. 6 — Podrobné rozdéleni odbérti darcti v ramci krevné skupinového

systému ABO a RhD v letech 2017 az 2022.

Krevni skupina

2020 2021

celkem
Zdroj: vlastni vyzkum

Z nasbiranych dat muZzeme usoudit, Ze se pocty odbért darcu plné krve na HTO

za jednotlivé roky méni a nejsou vzdy stejné jako roky piedeslé.

Na zakladé tabulky (tab. ¢. 7) a porovnani jednotlivych hodnot mezi sebou a mezi
jednotlivymi roky mutzeme fici, ze zamitdme nulovou hypotézu: ,Poméry pocti
odbéru plné krve u jednotlivych krevnich skupin (A RhD pozit., A RhD negat., B RhD
pozit., B RhD negat., AB RhD pozit., AB RhD negat., 0 RhD pozit., 0 RhD negat.) se

Vv prib&hu Sesti sledovanych let na HTO Nemocnice Pisek, a.s. neméni®.

Tabulka ¢. 7 — Podrobné procentualni rozdéleni poéti odbéra darca krve v ramci
krevné skupinového systému ABO a RhD v letech 2017 az 2022.

Rok

PAONES 2019 2020

Zdroj: vlastni vyzkum
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Obrazek ¢. 4 — Graf: Poc¢et odbérti na HTO v letech 20172022, rozdéleno

podle rozloZeni krevnich skupin v krevné skupinovém systému ABO a RhD.

V nasbiranych datech je nejvice zastoupena krevni skupina A, a z této skupiny nejvice
dochézeji darovat krev darci s krevni skupinou A RhD pozitivni. Zastoupeni téchto
odbéra darcu se pohybuje Vv letech 2017-2022 v rozmezi 1223 az 877 odbéra za rok.
Druhou nejvice zastoupenou krevni skupinou v AB0O a RhD systému je krevni skupina 0
RhD pozitivni. Jako tfeti nejzastoupenéjsi krevni skupina v krevné skupinovém systému
ABO a RhD je krevni skupina B RhD pozitivni. Nejmén¢ zastoupenou krevni skupinou
Vv krevné skupinovém systému ABO a RhD je krevni skupina AB RhD negativni, u niz
Vv letech 2017-2022 probéhlo jen 38-75 odbérti ro¢né.

9.5 Chi kvadrat test

Déle byl proveden chi kvadrat test pomoci vzorce CHITEST v programu Excel, ktery

testuje podobnost realnych ¢isel a o¢ekavanych Cestnosti.
9.5.1 Chi kvadrét test pro zastoupeni poétit odbérii darcii v ABO systému

Nejprve byla z dat vypracovana v programu Excel kontingenéni tabulka (tab. ¢. 8), ktera
popisuje realné zastoupeni poctu odbéra darct plné krve v ABO krevné skupinovém
systému na oddéleni HTO v jednotlivych letech (2017-2022).
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Tabulka ¢. 8 — redlné zastoupeni odbértu darcu krve v krevné skupinovém systému
ABO na HTO v letech 2017-2022.

Rok
2019 2020 2021 2022

Krevni skupina

Cetnosti

|

|

|
Zdroj: vlastni vyzku
Druha kontingenéni tabulka (tab. ¢. 9) popisuje o¢ekavané zastoupeni odbéri darct plné
krve v ABO krevné skupinovém systému na oddéleni HTO v jednotlivych letech
(2017 — 2022). Tato tabulka byla vypocitana v programu Excel. Pocitala se podle
rozlozeni krevnich skupin v krevné skupinovém systému ABO v populaci, podle poméru
krevnich skupin A 42 %, B 17 %, AB 9 % a 0 32%. Ocekavané hodnoty byly vypocitany
v programu Excel. Jednotlivé zastoupeni bylo po¢itano takto: byly secteny poéty viech
odbéri za rok a poté byly podle procentualniho zastoupeni vypocitany jednotlivé
oc¢ekavané hodnoty zastoupeni krevnich skupin pro dany rok.

Tabulka ¢. 9 — oCekavané zastoupeni poctu odbérti darct v krevné skupinovém

systému ABO na HTO v letech 2017-2022.

Krevni Rok

skupina

2019

2021

1412 1522 1618 1302 1234 1391
572 616 655 527 500 563
303 326 347 279 265 298

1076 1160 1233 992 940 1060

Zdroj: vlastni vyzkum

Obe tabulky byly porovnany pomoci chi kvadrat testu v programu Excel pomoci vzorce
CHITEST. Hladina vyznamnosti (p) u chi kvadrat testu byla <5 %. Vysledek tohoto testu,
je, Ze se zamita nulovd hypotéza: ,,RozloZeni krevnich skupin v krevné skupinovém

systému ABO u darci na HTO Nemocnice Pisek, a.s. odpovida rozlozeni v populaci®.
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9.5.2 Chi kvadrét test pro zastoupeni poétit odbérii ddrcii v krevné skupinovém

systétmu Rh

Darci, ktefi dochazeli na odbérové misto na HTO v Nemocnici v Pisku, byli rozd¢leni
podle krevné skupinového systému RhD — pozitivni nebo negativni. Z téchto ziskanych
dat byla nasledné zpracovana kontingen¢ni tabulka (tab. ¢. 10). Data byla shirdna
v obdobi 2017-2022.

Tabulka ¢. 10 — reélné zastoupeni po¢tu odbért darci krve v krevné skupinovém
systému RhD na HTO v letech 2017-2022

Rok |
2017| 2018 2019 2020 2021 2022 |
Eetnosti O 2517 2805 2936 2304 2248 2616
RhD- 846 819 917 797 691 728
Zdroj: vlastni vyzkum

RhD systém

Dalsi kontingen¢éni tabulka (tab. ¢. 11) popisuje oéekavané zastoupeni poétu odbéru
darct, rozdélené podle krevné skupinového systému RhD, ktefi dochazeli na odbérové
misto v letech 2017-2022. Tabulka byla vypocitana pomoci programu Excel. Tabulku
o¢ekavanych hodnot byla pocitana pomoci primérnych hodnot zastoupeni darct v RhD
systému v populaci. Pomér darct je takovyto: RhD pozitivnich 85 % a RhD negativnich
15 %. Oc¢ekavané hodnoty se pocitaly takto: provedl se soucet v§ech odbéru za rok, a poté
se podle procentudlniho zastoupeni spocitaly ocekavané pocty odbéri RhD pozitivnich

a RhD negativnich. Takto se kazdy rok provedl zvlast.

Tabulka ¢. 11 — o¢ekavané zastoupeni poc¢t odbérii darct v krevné skupinovém

systému RhD na HTO v letech 2017-2022.

Rok
RhD systé

cystem 2017 2018 2019 2020 2021
2764|  2939|  2365| 2242| 2551

860 914 736 697 793

Cetnosti

Zdroj: vlastni vyzkum

Ob¢ kontingenc¢ni tabulky byly porovnany pomoci chi kvadrat testu v programu Excel
pomoci vzorce CHITEST. Hladina vyznamnosti (p) u chi kvadrat testu byla < 5 %.
Vysledek tohoto testu je, ze se zamita nulova hypotéza: ,,Pomér RhD pozitivnich a RhD
negativnich darcti na HTO Nemocnice Pisek, a.s. odpovidd poméru RhD pozitivnich

a RhD negativnich lidi v populaci®.
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10 Diskuze

V bakalaiské praci na téma ,Imunohematologické vysetifeni darci na Hematologicko
— transfiznim oddé¢leni v Nemocnici Pisek a.s. bylo hlavnim cilem zpracovani krevnich
vzorkl darct plné krve v imunohematologické laboratoti a stanoveni krevni skupiny
Vv krevn¢ skupinovém systému ABO a RhD. Nasledné byly zhodnoceny pocty odbért plné
krve v obdobi 6 let (2017-2022) a bylo porovnano jejich zastoupeni se zastoupenim

krevnich skupin v populaci.

Zjisténé rozlozeni krevnich skupin v ramci odbért krve provedenych na HTO Nemocnice
Pisek a.s. je napt. za rok 2022 nésledujici: krevni skupina A 41 %, B 14 %, AB 7 %
a 038 %. Ale podle Masopust, J. a Pisacka, M. (2022) se rozlozeni krevnich skupin
v Ceské republice pohybuje rozdilnd. Masopust, J. a Pisatka, M. (2022) uvadi,
ze zastoupeni je nasledujici: krevni skupina A 40-44 %, krevni skupina B 15-18 %,
krevni skupina AB 8-9 % a krevni skupina 0 30-34 %. I kdyz vypocty v bakalaiské praci
byly provedeny podle prumérnych hodnot, které udava Masopust, J. a Pisacka, M.
(2022), jsou zde rozdilné vysledky v zastoupeni krevnich skupin. Divodem rozdilnych
vysledkti na HTO Nemocnice Pisek a.s. je, Ze si samo zve darce na odbéry dle potieby,
vyS$i potieba nez zastoupeni v populaci je u krevni skupiny 0. Darci s krevni skupinou 0
jsou oznaceni za univerzalni darce, mohou darovat krev i ostatnim skupinam, jak tika
Penka et al. (2012).

Dale Rehacek, V. et al. (2013) udava jiné zastoupeni, nez vyslo v ramci vyzkumu k této
bakalai'ské praci a také jiné nez Masopust, J. a Pisatka, M. (2022). Rehacek, V. et al.
(2013) tika, ze =zastoupeni je nasledujici: krevni skupina A tvoii 40 %,
krevni skupina B 18 %, krevni skupina AB 8 % a krevni skupina 0 34 %. Vysledky

ziskané vyzkumem v ramci této bakalatské prace se tedy lisi i od tohoto zdroje.

Dalsi mozné zastoupeni krevnich skupin uvadi Motan, V. (2022), podle kterych
se zastoupeni v Ceské republice pohybuje: krevni skupina A 42 %, B 15 %, AB 4 %
a 039 %. Toto zastoupeni od Motan, V. (2022) je ovSem taky odlisné od vysledka

vyzkumu v ramci této bakalaiské prace.

Podle Masopust, J. a Pisac¢ka, M. (2022) se krevni skupina A vyskytuje v nasi populaci
v rozmezi 4044 %, ve Skandinavii se podle Rehacek, V. et al. (2013) zastoupeni krevni
skupiny A pohybuje az okolo 60 %. Dale podle Rehacek, V. et al. (2013) ve Stfedni
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alJizni Americe ptevazuje v populaci krevni skupina 0, kdy v nékterych ptipadech
ma tuto krevni skupinu az 100 % obyvatel. V centralni Asii je podle tohoto zdroje

nejcastejsi krevni skupina B (40 %).

Dalsi rozdil v popula¢nim zastoupeni uvadi Enawgaw, B., et al. (2022) ve studii, kterd
probéhla v regionalnim statu Amhara v Etiopii v letech 2016 az 2018. Studie se u¢astnilo
1040 ucastniki. Z téchto Gcastnikia Enawgaw, B. et al. (2022) zjistil zastoupeni krevnich
skupin v nasledovném poméru: krevni skupina A zastoupena 28,7 %, B 22 %, AB 7,7 %
a skupina 0 41,6 %.

Populaéni zastoupeni krevnich skupin Ize mimo krevné skupinového systému ABO délit
i podle krevné skupinového systému RhD. Masopust, J. a Pisacka, M. (2022) uvadi
zastoupeni nasledujici: RhD pozitivnich v rozmezi 82-88 % a RhD negativnich v rozmezi
12-18 %. Vysledky ziskané v ramci vyzkumu k této bakalaiské praci jsou odlisné,
napf. v roce 2022 bylo zastoupeni v poctu odbért plné krve na HTO Nemocnice Pisek
a.s. nasledujici: RhD pozitivnich 78 % a RhD negativnich 22 %. Pro dalsiho srovnani
uvadi  Motan, V. (2022), zastoupeni v Ceské republice v RhD systému takovéto:
85 % RhD pozitivnich a 15 % RhD negativnich. Pfi porovnani s Motan, V. (2022)
jsou vysledné hodnoty z HTO opét rozdilné. Duvodem vys§iho zastoupeni
RhD negativnich odbéri muze byt, jak fika Penka et al. (2012), ze darce s krevni

skupinou 0 a RhD negativni je vyuzivan coby univerzalni darce.

Pro porovnani zastoupeni v tomto krevné skupinovém systému v naSi populaci
Masopust, J. a Pisacka, M. (2022) udava: RhD pozitivnich vrozmezi 82-88 %
a RhD negativnich v rozmezi 12-18 %. V populaci Afri¢anu ptitom Penka et al. (2012)
uvadi vyskyt RhD pozitivnich asi 95% a RhD negativnich asi 5 %. U pivodnich obyvatel
pacifické oblasti a u indiand Masopust, J., Pisacka, M. (2022) udava zastoupeni:
RhD pozitivnich 100 %. A velké procento RhD pozitivnich udavd Masopust, J.,
Pisacka, M. (2022) ve vychodni Asii, kde se zastoupeni je RhD pozitivnich 90 %.

Pro dal§i porovnani se zastoupenim RhD v Ceské Republice uvadi Enawgaw, B. et al.
(2022) studii v regiondlnim stdtu Amhara v Etiopii, kde je zastoupeni Vv krevné

skupinovém systemu RhD odlisné: RhD pozitivni 92,5 % a RhD negativnich 7,5 %.

Z nashiranych dat na HTO je patrné, ze na odbérové misto dochazeji darci béhem

sledovanych let v rozdilnych poctech. Napt. v roce 2020 bylo na odbérovém misté
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provedeno 3101 odbéra plné krve. Pro porovnani Motan, V. (2022) uvadi pocet odbéri
plné krve na transfiiznim oddéleni v Nemocnici Ceské Budg&jovice v roce 2020 celkem
16987 odbéru. Struc¢ny pichled ¢innosti oboru ... (2021) uvadi, Ze pocet odbéri pIné krve
v Jiho¢eském kraji byl v roce 2020 celkem 21392 odbéri. Divodem rozdilného poctu
odbérti mezi HTO Nemocnice Pisek a.s. a odbérovym mistem na transfiznim oddé€leni
v Nemocnici Ceské Budgjovice je, Ze odbérové misto v Nemocnici Pisek je mensi nez

v Ceskych Bud&jovicich, a odbéry jsou zde provadény jen ve dvou dnech Vv tydnu.
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11 Zavér

V bakalarské praci na téma ,Imunohematologick¢ vySetfeni darci krve
na Hematologicko — transfuznim oddéleni v Nemocnici Pisek a.s.“ byly stanovené dva

cile a tfi hypotézy, které navazovaly na ptedeslé cile. Jednalo se o kvantitativni vyzkum.

Prvnim cilem bakalaiské prace bylo samostatné vySetfovat v imunohematologické
laboratofi krevni vzorky darct pIné krve v krevné skupinovém systému ABO a RhD.
Druhym cilem bylo nasledné zhodnotit poéty odbéra darci na HTO za obdobi 6 let, a poté
porovnat jejich zastoupeni v krevné skupinovém systému ABO a RhD se zastoupenim

v populaci. Na druhy cil navazovaly tii hypotézy.

Hypotéza ¢. 1 znéla: ,Rozlozeni krevnich skupin v krevné skupinovém systému
ABO u darct na HTO (Hematologicko — transfizni oddéleni) Nemocnice Pisek, a.s.
odpovida rozloZeni v populaci®. Pomoci kontingen¢nich tabulek a chi kvadrat testu bylo
zjisténo, ze zastoupeni neni stejné. Zastoupeni krevnich skupin na HTO v Nemocnici
Pisek a.s. se pohybuje napt. v roce 2022 takto: krevni skupina A 41 %, B 14 %, AB 7 %
a 0 38 %, ale v populaci se krevni skupiny vyskytuji primérné takto: krevni skupina
A 42 %, B 17 %, AB 9 % a 0 32 %.

Hypotéza ¢. 2 znéla: ,,Pomér RhD pozitivnich a RhD negativnich darci na HTO
Nemocnice Pisek, a.s. odpovidd poméru RhD pozitivnich a RhD negativnich lidi
Vv populaci®. Kontingenéni tabulky a chi kvadrat test odhalil, ze zastoupeni na HTO neni
stejné jako v populaci. Popula¢ni zastoupeni v RhD krevné skupinovém systému se
pohybuje v pramérnych hodnotach nasledovné: RhD pozitivnich je 85 %
a RhD negativnich 15 %. Ale na HTO se rozdéleni pohybuje napt. v roce 2022 takto:
RhD pozitivnich 78 % a RhD negativnich 22 %.

Hypotéza ¢. 3 znéla: ,,Poméry pocétu odbért pIné krve u jednotlivych krevnich skupin
(A RhD pozit., A RhD negat., B RhD pozit., B RhD negat., AB RhD pozit., AB RhD
negat., 0 RhD pozit.,, 0 RhD negat.) se v pribéhu Sesti sledovanych let na HTO
Nemocnice Pisek, a.s. neméni“. Bylo zjisténo, ze poméry odbért v jednotlivych krevnich
skupinach se li$i. Divodem muiZe byt i to, Ze si odbérové misto zve darce na odbér podle

potieby a reguluje si takto stav zasob transfuznich ptipravkd.

Nejvice odbéri za dobu sledovanych Sesti let bylo provedeno u krevni skupiny
A RhD pozitivni. Pocet odbérti napf. za rok 2022 byl u této skupiny 1025 odbéru
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z celkového poc¢tu vsech 3344 odbéru za rok. Druhou nejvice odebiranou krevni skupinou
v roce 2022 je krevni skupina 0 RhD pozitivni u které bylo 963 odbéri. A naopak nejméné
odbéru v roce 2022 bylo u krevni skupiny AB RhD negativni a to pouze 47 odbéra.

Vsechny cile a hypotézy bakalaiské prace byly splnény a ukazaly, jaké je zastoupeni
darca v krevné skupinovém systému ABO a RhD na odbérovém misté HTO v Nemocnici
Pisek a.s. Prace by méla poukazat na dtleZitost darovani krve a ukazat, jak se krevni
skupina da vySetfovat v imunohematologické laboratofi. Pfinosem prace bylo zjisténi,
jaké mnozstvi darci chodi na odbérové misto na HTO a jaké je jejich zastoupeni
v jednotlivych krevné skupinovych systémech ABO a RhD. Tato prace ma piinos

i pro samotné HTO, protoZe zatim takovouto statistiku na oddéleni nemaji.

Dalsi vyzkum z ptedeslych a nasledujicich let by byl urcité¢ velmi zajimavy. Vysledky
této bakalaiské prace mohou slouzit pro statistické sledovani darci na HTO v Nemocnici

Pisek a.s., ale také i pro vefejnost a ostatni odbérova mista, kam darci dochazeji.
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13 Seznam priloh a obrazku

13.1 Seznam obrazki

Obrazek ¢. 1 — Graf: Pocet odbérii na HTO v letech 20172022, rozd€leno podle rozlozeni

krevnich skupin v krevné skupinovém systému ABO; zdroj: vlastni

Obrazek ¢. 2 — Graf: Podil odbéri na HTO v letech 2017-2022, rozdéleno podle rozlozeni

krevnich skupin v krevné skupinovém systému ABO; zdroj: vlastni

Obrazek ¢. 3 — Graf: Podil odbéri darcti v krevné skupinovém systému RhD v obdobi
2017 az 2022; zdroj: vlastni

Obrazek ¢. 4 — Graf: Pocet odbérii na HTO v letech 2017-2022, rozdéleno podle rozlozeni

krevnich skupin v krevné skupinovém systému ABO a RhD; zdroj: vlastni
Obrazek ¢. 5 — Pristroj SWING II; zdroj: vlastni

Obrazek ¢. 6 — Pristroj SAXO ID-Reader; zdroj: vlastni

Obrazek ¢. 7 — Pristroj BANJO ID-Reader; zdroj: vlastni

Obrazek ¢. 8 — Nova ID Kkarta pro vySetfeni prvodarce — vySetfeni aglutinogenti; zdroj:

vlastni
Obrazek ¢. 9 — Nova ID karta, na které jsou vySetfovani opakovani darce; zdroj: vlastni
Obrazek ¢. 10 — ID karta pro stanoveni Rh fenotypu; zdroj: vlastni

Obrazek ¢. 11 —ID karta pro vySetieni opakovaného darce, pfipravend k odecteni; zdroj:

vlastni
Obrazek ¢. 12 — ID Karta pro vySetieni prvodarce piipravend kK odecteni; zdroj: vlastni
Obrazek ¢. 13 — Vysetfeni aglutinogenti pomoci diagnostickych sér; zdroj: vlastni

Obrazek ¢. 14 — VysSetfeni aglutininii pomoci diagnostickych typovych krvinek; zdroj:

vlastni
Obrazek ¢. 15 — diagnosticke typoveé krvinky; zdroj: vlastni

Obrézek ¢. 16 — diagnosticka séra — anti-AB, anti-B a anti-A; zdroj: vlastni
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Obrazek ¢. 17 — diagnostické serum anti-D a negativni kontrola; zdroj: vlastni
13.2 Seznam piiloh

Ptiloha ¢. 1 — Pfistroje pro poloautomatizované imunohem. vysetieni

Piiloha ¢. 2 — ID karty k poloautomatizovanému imunohem. vysetieni

Ptiloha ¢. 3 — VySetfeni zkumavkovou metodou
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14 Prilohy

14.1 Priloha ¢. 1 — Pristroje pro poloautomatizované imunohem. vysetieni

Obrazek ¢. 5 — Piistroj SWING |l — piistroj, ktery rozpipetovava krev a plazmu darce
do ID Karet; zdroj: vlastni

Obrézek &. 6 — Prlstro SAXO ID-Reader — pfistroj napipetované ID karty centrifuguje;

zdroj: vlastni
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Obrazek ¢. 7 — Pristroj BANJO ID-Reader — pfistroj, ktery nacita vysledky
ze zcentrifugovanych gelovych ID Karet a ptenasi je do PC; zdroj: vlastni

14.2 P¥iloha & 2 — 1D karty k poloautomatizovanému imunohem. vySeti‘eni

Obrazek ¢. 8 — Nova ID karta pro vySetfeni prvodarce — vySetfeni aglutinogent;

zdroj: vlastni
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Obrazek ¢. 9 — Nova ID Kkarta, na které jsou vySetiovani opakovani darce — vySetieni

aglutinogenti; zdroj: vlastni

Obrazek ¢. 10 — ID Karta pro stanoveni Rh fenotypu; zdroj: viastni
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Obrazek ¢. 11 — ID karta, pro vySetieni opakovaného darce, pfipravena k odecteni (darce
vlevo ma krevni skupinu B a je RhD pozitivni, darce vpravo ma krevni skupinu
A a je RhD negativni); zdroj vlastni

Obrazek ¢. 12 — ID karta, vysetfeni prvodarce, piipravena k odeéteni (prvodarce

ma krevni skupinu 0 a je RhD pozitivni); zdroj: vlastni vyzkum
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14.3 Piiloha ¢ 3 — ySetieni zkumavkovou metodou

!

Obrazek ¢. 13 — VysSetieni aglutinogenti pomoci diagnostickych sér anti-AB, anti-A,
anti-B (prvni tii zkumavky vlevo), a vySetfeni RhD pomoci dvou anti-D sér a negativni

kontrola (tfi zkumavky napravo); zdroj: vlastni

v

Obrazek ¢. 14 — VySetfeni aglutinini pomoci diagnostickych typovych krvinek
(typoveé krvinky: 0, A1, Az a B); zdroj: vlastni
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Obrazek ¢. 15 — diagnostické typové krvinky; zdroj: viastni

Obrazek ¢. 16 — diagnosticka séra — anti-AB, anti-B a anti-A; zdroj: vlastni
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Obrazek ¢. 17 — diagnostické sérum anti-D a negativni kontrola; zdroj: vlastni

59



15 Seznam zkratek

AGH
AIHA
CNS
CRP
CCK
EDTA
EPO
Fab

Fc

GIT
HON

HTO

LIS
NAT
PAT
PLT
RBC
TO
TP

TPO

anti-human globulin test

autoimunni hemolyticka anémie

centralni nervovéa soustava

C reaktivni protein

Cesky &erveny kiiz

ethylendiamintetraoctova kyselina

erytropoetin

antigen navazujici fragment (z anglickeho Fragment Antigen Binding)

¢ast molekuly imunoglobulinu, na Kterou se muze navazat receptor

(z anglického Fragment Crystallizable)
gastrointestinalni trakt

hemolytické onemocnéni novorozence
Hematologicko — transfiizni oddéleni
imunitni systém

laboratorni informacni systém

nepiimy antiglobulinovy test

ptimy antiglobulinovy test

krevni destiky (z anglického Platelets)
¢ervené krvinky (z anglického Red Blood Cells)
transflzni oddéleni

transfiizni ptipravky

trombopoetin
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WBC

bilé krvinky (z anglického White Blood Cells)
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