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Transfuze krve u psu

Souhrn

Tato bakalarska prace ma charakter kompilace. Pro ziskani informaci bylo vyuzito
odborné literatury a védeckych c¢lankti. Prace byla zaméfena na problematiku krevnich
transfuzi psu, jejiho rozboru od historie vzniku po vyvoj, metody aplikace, jejich vyhod ale
1 nevyhod a moznych komplikaci. Déle se téz prace zabyvala popisem a rozborem
jednotlivych slozek krve, jakozto nezbytného atributu transfuznich praktik a v neposledni fadé
jeji imunologii.

Krev ma mnoho zivotné dualezitych funkci, ale ve spojitosti s transfuzemi ma predevsim
funkci obrannou, kde sehravaji velice vyznamnou roli leukocyty a imunoglobuliny, které
mohou vyvolat imunologické reakce v disledku jejich setkani s antigeny darcovské krve. Aby
se predeslo negativnim reakcim, je nezbytna co nejvyssi antigenni shoda a inkompatibilita
krevnich skupin mezi darcem a pfijemcem. S t€mito krevnimi skupinami pst se setkdvame
poprvé vroce 1910, kdy byly definovany lékaii Emilem von Dungernem a Ludwigem
Hirszfeldem. K ustaleni nazvoslovi krevnich skupin psa vSak doslo az roku 1974, kdy bylo
klasifikovano jako DEA (dog erythrocyte antigen). Dnes jiz mame nékolik zptlisobti pro
zjistovani typu a kompatibility krevnich skupin, jako je naptiklad kiiZovy test, aglutinacni
test, zkumavkovy test ¢i imunochromatograficky test. Proto jiz nebyva tak velky vyskyt
inkompatibility, tedy neslucitelnosti, jako tomu byvalo v minulosti. Prvni transfuzi mezi psy
se uskute¢nila roku 1666 anglickym anatomem Richardem Lowerem, ale jako bézné uzivanou
metodou se uplatiuje az od roku 1950. Od téchto pocatkn se vyvoj transfuze znacné posunul
vpied, technologie se zdokonalila a dnes je béznou metodou. V dnesni dob¢ jiz vyuzivame
1 tzv. autotransfuzi uplatiiujici se zejména pii planovanych operacnich zakrocich, jez se
vyznacuje mnoha vyhodami, jako je naptiklad zamezeni infek¢nich onemocnéni, vylouceni
aloimunizace a imunosupresivnich Gginké. Casto je viak nutné pouzit krev od jiného darce
tzv. heterotransfuze. Tato metoda ma Siroké uplatnéni, i kdyz s sebou nese i jista rizika
potransfuznich reakci. Diky znalostem krevnich skupin a novym technologiim je mozné jim
predchazet vySe zminénymi testy kompatibility, nebo jim alespon nasledné zabranit.

Klicova slova: transfuze, krev, krevni skupiny psa, rizika transfuze, aplikace, autotransfuze



Blood transfusion in dogs

Summary

This thesis has a character of a compilation. The used information was extracted from
scientific and technical articles. The thesis was focused on canine blood transfusions, its
development throughout history, application methods and their possible advantages or
disadvantages and complications that may occur. The next aim of the thesis is an analysis and
discription of the individual blood components, as a necessary attribute of transfusion
practices and ultimately its imunology.

Blood has many vital functions, but in the content of transfusions its main function is defense.
An important role in this process play leukocytes and immunoglobulins, which can cause an
immunological reactions due to their encounter with the antigens of donors blood. To avoid
these negative reactions, it is necessary to have the highest antigenic match and blood group
incompatibility between the donor and recipient. Canine blood groups were first defined in
1910 by doctor Emil Ludwig von Dungern and doctor Hirszfeld. However the terminology of
canine blood groups was not used until 1974, when it was classified as DEA (dog erythrocyte
antigen). Today there are several methods for detecting the type and compatibility of blood
groups, such as the cross test, agglutination tube test or the immunoassay test. Therefore the
occurrence of incompatibility is not as high as in the past. The first transfusion between dogs
took place in 1666 by an English anatomist Richard Lower, however the method is commonly
since 1950. Since then the development of transfusions took
a significant leap forward, the technique was improved and became
a commonly used method. Nowadays we use autotransfusion which is used especially during
planned surgery. It has many advantages such as prevention of infectious diseases, exclusion
of alloimmunization and immunosuppressive effects. Often it is necessary to use the blood of
another donor. This method is widely used, although there is a certain risk of post transfusion
reactions. Thanks to the knowledge of blood groups and new technologies, it is possible to
prevent them by the mentioned compatibility tests, or at least subsequently avoid them.
Keywords: transfusion, blood, canine blood groups, threats of transfusion, aplication,

autotransfusion
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1. Uvod

Krevni transfuze je ve veterinarni medicin€ v dne$ni dobé velmi rozsifenou, a to zejména
jak jiz u zminénych psi, tak i ko¢ek a v mensim méfitku i u dalSich zvirat. Diky témto
transfuzim se kazdy den zachrani na stovky psich Zivotd po celém svété. At uz jde o nase psi
mazlicky, ¢i psy sluzebni - v zachranaiské, armadni, policejni, ¢i jiné sféfe. V 1ét€ roku 2015
jsem se na praxi u Armady Ceské republiky seznamila s piibéhem némeckého ovéaka Athose,
ktery je specialné¢ vycvicen na vyhledavani vybusnin. Jeho piibéh mé presvéd¢il o tom, ze
transfuzni medicina ve veterinarni oblasti ma své veliké opodstatnéni. Tohoto ,,vale¢ného
hrdinu® zasahla na misi v afghanském Logaru povstalecka raketa. Mé&l silné krvaceni v oblasti
zad, porusenou mocovou trubici a v sob¢ ulomky sttepin. Tézce zranéné¢ho Athose zachranili
ameriCti vojensti 1ékafti, kteti mu podavali nescetné mnozstvi transfuzi od ostatnich zdravych
pst. Od roku 1950 se veterinarni transfuze celosvétové rozrusta, zdokonaluje se technika
a dnes je béZzné pouzivanou metodou, proto bych rada poukézala na jeji vyvoj, aplikaci, rizika
a téz bych rada rozebrala samotné slozeni krve, ktera je uzce spjata stimto tématem

zabyvajicim se transfuzemi.

2. Cil prace

Cilem prace bylo zpracovat uceleny piehled problematiky transfuze krve u pst, od
zakladniho piehledu fyziologie krve, pfes imunologické zakonitosti a rizika, respektive

nakazovou bezpecnost az po zasady pouziti metody v praxi.



3. Literarni reSerse

Jiz v davné minulosti si lidé vSimli, Zze s krvi unikajici zt€la odchazi 1 zivot. Proto
pripisovali krvi zivotodarné uUcCinky a nadpfirozenou moc. Primitivni narody pily krev
nepratel, aby ziskaly jejich silu (Fabryova a kol., 2012). Stati Egyptané se domnivali, Ze krev
koluje ze zaludku do celého téla a proménuje se na krev v srdci a stafi Hebrejei vérili, ze
Vv krvi se usidluje dusSe, a proto podle ddvného Zidovského zdkona musely byt vSechna masita
jidla zbavena veskeré krve (Doubek a kol., 2003). Krev je Zivotné duleZitou télesnou
tekutinou, odpovidajici parenchymu dalSich jinych organd. Hlavni tlohou krve je transport

kysliku, oxidu uhli¢itého, dalSich metabolitt, vody a tepla (Svoboda a kol., 2001).

3.1 Fyziologie krve

Krev je zivotné dulezitym organem, ktery ma regulacni funkci, jez je zajiStovana
riznymi informa¢nimi molekulami, naraznikovymi systémy apod. Obranna funkce je
zajistovana leukocyty, imunoglobuliny, cytokiny, proteiny akutni faze aj. A jak jiz bylo
zminéno vySe, hlavni transportni funkci je ptenos kysliku, oxidu uhli¢itého, dalSich
metabolitd, vody a tepla (Svoboda a kol., 2001). Krev je sloZena z celularniho kompartmentu,
Cili oddilu, tzn. erytrocytid, leukocyti a trombocytiu. Tento kompartment zaujima
u dospélych zvirat ptiblizné 45% z celkového objemu krve. Daéle je to oddil extracelularni,
jehoz podil na celkovém objemu krve ¢ini asi 55%. Mnozstvi krve vyjadiené na 1 kg z. hm.
u dospélého psa kolisd v rozmezi 75-90ml krve/kg z.hm. U mladych psi je objem krve na
jednotku hmotnosti vyssi. Vlastnosti krve jsou hodnoceny témito parametry:

Viskozita — vyplyva ze srovnani s H,0, je zavisla na po¢tu bunéénych elementd a koncentraci
plazmatickych proteint, také na teploté, ma vyznam pro hemodynamiku, ¢ili proudovy odpor.
Osmolalita — je dana poctem ¢astic, jez jsou rozpustény V plazmé, je zavisla na koncentraci
soli, glukdzy, dusikatych a metabolitl. Proteiny ji ptili§ neovliviiuji (¢ini kolem 300 nmol/kg
vody).

Osmoticky tlak — vyjadiuje rozdil mezi plazmou a HyO pii idedlné semipermeabilni

membrang, je zavisly na osmolalit¢ (mé hodnotu asi 750 kPa).



Tonicita — jedna se o osmoticky tlak, ve srovnani s krevni plazmou (1 = izotonicita,
hypertonicita > 1, hypotonicita < 1).

Onkoticky tlak — znamena tlak proteini plazmy proti intersticiu (stény kapilar jsou pro
proteiny nepropustné) — hodnota byva kolem 3,5 kPa.

Pomérna hustota — je pomér specifické hmotnosti proti H,O, zavisi pfedevsim na hodnoté

hematokritu a koncentraci proteinti plazmy (Doubek a kol., 2003).

3.2 Krvetvorba a jeji sloZeni

Béhem ontogeneze prochazi hematopoéza, tedy tvorba krevnich bunéénych elementt,
u savcu tfemi fazemi:
Mezoblastové obdobi je prvni fazi, kdy krvetvorba probih4 nejprve ve Zloutkovém vaku
nitrodélozn¢ v krevnich ostriiveich. Zde se nékteré bunky diferencuji v bunky krevni,
nazyvané hemocytoblasty. Ztéchto bunék se poté tvoii cervené krvinky s jadrem.
Vyzravanim pak vznikaji tzv. megalocyty. Nasledné probihd krvetvorba i v mezenchymu.
V této fazi dochazi tedy ke krvetvorbé erytroidni s velkymi cervenymi krvinkami, jez
obsahuji fetdlni hemoglobin. Zanika tedy kratce po narozeni.
Hepatolienalnim obdobim se nazyva druha faze, kde k tvorbé bunéénych elementi dochazi
opét nitrodélozné, predevSim v jatrech a slezin€é. Zacinaji se tvofit jak megaloblasty, tak
1 normoblasty, které¢ pozd&ji vyzravaji v normocyty. V tomto obdobi dochazi také
k lymfopoeze v lymfatické tkani. Hepatolienalni faze krvetvorby muze pietrvavat jesté
kratkou dobu po narozeni jedince.
Medularni faze je posledni obdobi zac¢inajici intrauterinné (Doubek a kol., 2003) a poté
Vv krvetvornych organech. U dospélého jedince je to v lymfatickych organech a kostni dfeni,
kde se jedna o ploché kosti lebky, Zebra, obratle, prsni kosti, lopatky a kycelni kosti (Jelinek
a kol., 2003), pozdégji pouze v plochych kostech. Kostni dienl je organem krvetvorby, kde
probiha erytropoéza, granulopoeza, megakaryopoeza, resp. trombopoeza, a lymfopoeza
(Doubek a kol., 2003). Podle stupné zralosti a mista vyskytu se krevni bunky rozdéluji do
nasledujicich kompartmentt neboli oddili:
Kompartment kmenovych bun¢k (viz obr. 1): CFU-blast (colony forming unit-blast,
mezenchymova buiika, ze které se tvofi vSechny krevni elementy), dile CFU-GEMM

(granulocyt, erytrocyt, megakaryocyt, monocyt) a lymfoidni kmenova burika.



Kompartment progenitorovych neboli determinovanych bun¢k: CFU-E pro erytrocyty
(Svododa a kol., 2001). Progenitorové bunky erytrocyti nesou receptory pro hormon
erytropoetin, jez ma funkci fizeni mitotického d€leni a dozravani vyvojového stupné
¢ervenych krvinek. Tento hormon se tvofi pfedev§im v ledvinach a k jeho zvySené produkci
dochazi pti nedostatku O; ve tkanich. Dale je jeho produkce stimulovana testosteronem,
hormony S§titné zlazy a rGstovymi hormony. Béhem vyvoje erytrocyti probihd nartst
hemoglobinu a vypuzeni jadra. Posledni piedstupenn erytrocytu se nazyva retikulocyt.
(Jelinek a kol., 2003). CFU-G (granulocytarni tfada), CFU-M (monocyty), CFU-Meg
(megakaryocytarni fada).
Kompartment prekurzorovych bun¢k:

a) erytrocytarni: patii sem proerytroblast, erytroblast a retikulocyt

b) granulocytarni: patii sem myeloblast, promyelocyt, myelocyt, metamyelocyt,

monoblast, promonocyt

€) megakaryocytarni: sem patii megakaryoblast, promegakaryoct, megakaryocyt
Kompartment lymfocytarni: lymfoblast, prolymfocyt, plazmoblast, proplazmocyt.
Kompartment funkéni: krevni bunky v krvi, nebo buriky, které jsou sekundarné vycestované

do tkani (Svoboda a kol., 2001).
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Obr. 1 Vyvoj krevnich elementii (Svoboda a kol., 2001)



Pti vyvoji krevnich bunék s vyjimkou megakaryocytarni fady dochéazi ke zmenSovani téchto
bunck. Jadérka se preménuji na prstencitd jadérka s mensSi aktivitou, poté na neaktivni
jadérka, tj. mikronukleoly, az nakonec mizi. Ztraci se bazofilie cytoplazmy a dochazi
k vyskytu granuli — nejprve azurofilni, tj. primarni, poté specifické, tj. sekundarni. (Svoboda
a kol., 2001). Azurofilni granule jsou ¢ervené barvy riznych odstinti, specifické granule jsou
raznych tvara (viz obr. 2). To tedy znamena, Ze celkové dochazi ke sniZeni bunééné aktivity

(Doubek a kol., 2003).

Obr. 2 Morfologické znaky dozrdvdni krevnich elementit (Svoboda a kol., 2001)

3.2.1 Krevni plazma

Kdyz zabranime srdZzeni a nechame krev stat bez michani, buiiky se postupné¢ za¢nou
usazovat na dno nadoby, diky tomu navrchu zistane tekutina, ktera se nazyva plazma. Claude
Bernard ji popsal jako vnitini prostfedi, které nepifimo nebo pifimo omyva vSechny bunky téla
a chrani je pfed vngjsimi vlivy (Frandson and Spurgeon, 1992). Jednd se o zlutavou,
pruhlednou, mirn¢ alkalickou intravaskularni kapalinu, jez obsahuje vodu (80-90 ml ze 100
ml Krve), anorganické a organické latky v relativné stalych koncentracich. Tato relativni
stalost je pro funkci plazmy nezbytna. Anorganické latky, jako je Na, K, Ca, Mg, chloridy,
fosfaty, hydrogenuhliCitany atd., jsou dulezité pro udrzovani osmotického tlaku, objemu a pH
plazmy, pro srazeni krve atd. Organické latky, pfedevSim proteiny, maji vyznam pro
udrZzovani objemu a pH plazmy, transport latek, koagulaci, maji téz funkci nutri¢ni
a obrannou (Svoboda a kol., 2001). Dale pak sacharidy, lipidy ¢i lipoproteiny hraji

vyznamnou roli v udrzovani objemu a pH plazmy. Nejvice zastoupenou bilkovinou je zde
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albumin, dale pak globuliny (a12,12Y) a fibrinogen. Jejich tloha spociva predevSim
Vv udrzovani objemu a pH plazmy, transportu latek, vliv maji na srazeni krve, imunitni reakce
a maji 1 nutricni funkci. Lipidy, jako napf. triacylglyceroly, fosfolipidy a cholesterol, se
vyznamné podileji na energetickém metabolismu. Na stavbé membran se podili lipoproteiny,
které maji mimo jiné i funkci transportni. Mezi dal$i organické latky plazmy se fadi napf.
mocovina, kreatin, kreatinin, aminokyseliny, kyselina mlécné, mastné kyseliny, ketolatky aj.
Plynnou ¢asti plazmy jsou napi. O,, CO, Ny aj. Nachazi se v ni téz hormony, vitaminy
a enzymy. Barva krevni plazmy je ovlivnéna mnoha latkami. Zbarveni miize byt Zlutavé —
hyperbilirubinemie, lehce zkalené — hyperlipidemie, ¢i zabarvené do ¢ervena — hemolyza

(Doubek a kol., 2003).

3.2.2 Erytrocyty

Cervené krvinky (erytrocyty) jsou buiikami, které se fadi mezi nejspecializovangjsi
a zaroven nejjednodussi. Jedna se o buniku bezjadernou, jez pfi svém postupném dozravani
ztratila i dal$i cytoplazmatické organely (Trojan a kol., 2003). Psi erytrocyty se bé&zné
zobrazuji jako anisocyt6zni poikilocyty, v piekladu tento nazev znamena, Ze buiky jsou
nestejné velikosti a nepravidelnych tvart (Harvey, 2001). Tyto erytrocyty neboli Cervené
krevni buiiky jsou v priméru 7,4 pum velké buiky, tvaru bikonkavniho disku, tzn. uprostied
ztencené (Frandson and Spurgeon, 1992). Povrch bunky ¢ini asi 130-140 um2 s objemem
zhruba 85 £ 10 fl (um3). Tloustka se pohybuje kolem 2,5 um (viz obr. 3), uprostied zhruba
0,8 um (Trojan a kol., 2003). Toto centrdlni ztenCeni je vice zietelné¢ pravé u psu nezli
u ostatnich zvifat a zaujima piiblizné€ jednu tfetinu az polovinu velikosti buiiky, diky tomu
umoznuje napiiklad rozpoznani sférocytozy. (viz obr. 5) Pii této poruse dochazi u sférickych
bunék ke zméné bikonkavniho tvaru na tvar kulovity, ¢i elipsoidni (Weiss and Wardrop,
2010). Erytrocyty se zaméfuji na prenos kysliku v téle a diky bikonkdavnimu disku maji
relativné velkou plochu pro vyménu kysliku pies bunéénou membranu. Pocet erytrocyth mize
byt uréen znamym fedénim a pocitanim poctu cervenych krvinek ve znamém objemu pomoci
pocitaci komory hemacytometru s pomoci mikroskopu. Obvykle mivaji psi kolem 7 000 000
RBC/ul (Cervené krvinky/ul). Vyhodou diskovitého tvaru erytrocytti je v prvni fadé¢ pomer
velkého povrchu k objemu, minimalni difizni vzdalenost a lepsi osmoticky tlak (Reece,
2009).
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Obr.5 Nadtér se sférickymi erytrocyty (Weiss and Wardrop, 2010)

3.2.2.1 Hemoglobin

Zakladnim komponentem erytrocytl je hemoglobin (¢ervené krevni barvivo), ktery tvofi
zhruba jednu tfetinu erytrocytu. Zbytek tvoii voda a stroma (strukturdlni komponenty).
Hemoglobinova molekula vazi kolem 67 kDa a je sloZzena ze 4 hemovych skupin v kombinaci
s jednou molekulou globinu (bilkovinny komponent). Globin je slozen ze 4 polypeptidovych
fetézcn, které obsahuji jednu ze slozek hemu. Kazda tato hemova skupina obsahuje 4 atomy
zeleza, které jsou volné a obousmérné spojitelné s jednou molekulou kysliku (viz obr. 6).
Tedy jedna molekula hemoglobinu obsahuje 4 atomy Zeleza nesouci 4 molekuly kysliku
(Reece, 2009). Globin tvoii piiblizné 96 % molekuly hemoglobinu. Je schopen volného
a reverzibilniho vazani a uvolnovani molekularniho kysliku. Také se podili na transportu
oxidu uhli¢itého a ma uplatnéni i jako naraznikovy systém. Naraznikovy systém slouzi ke
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snizeni vlivl kyselin a bazi na acidobazickou rovnovdhu. Jedna se o systém
hydrogenkarbonatovy, hemoglobinovy, proteinovy a fosfatovy. Diky tomuto systému
dochazi k ovliviiovani dychacich procest, vazeb a uvoliovani O, z hemoglobinu (Trojan
a kol., 2003). Tvorba hemoglobinu, ale i samotného erytrocytu je procesem, kdy dochazi
K naroénému piijmu a vyuziti Fe, Cu, aminokyselin, vitaminu B, a kyseliny listové. Pii jejich
nedostatku vznikaji ruzné stupné anemii spojené s nizkym poctem erytrocyti nebo se
snizenym obsahem hemoglobinu (Jelinek a kol., 2003). Pfitomnost hemoglobinu
Vv erytrocytech je zodpovédna, jak jiz bylo zminéno, za jeho schopnost pienaset kyslik, tak ale
I za typicky cervenou barvu erytrocyti. Po chemické strance, je hemoglobin organicka
sloucenina, kterd se sklada ze Ctyt porfyrinovych pigmentt (hemil), z nichz kazdy obsahuje
atom zeleza s globinem. Globin je globularni protein, ktery tvoii fetézec skladajici se ze Ctyf
aminokyselin. Hemoglobin se misi s kyslikem z plic a vytvaii tzv. oxyhemoglobin (HbOy),
ktery snadno odevzdéava tento kyslik tkdnim v téle. Tento proces se nazyva okysliceni.
Koncentrace hemoglobinu v krvi se méfi v gramech na 100ml krve. Bézné hodnoty u psa se

pohybuji kolem 13,5g/100ml krve (Frandson and Spurgeon, 1992).

hemova ¢ast
molekuly

Obr. 6 Schéma struktury hemoglobinu (Kittnar a kol., 2011)

3.2.2.2 Erytropoeza

Erytrocyt se vyviji znediferencovanych pluri/totipotentnich kmenovych bunék.
Vyrazem pluripotentni se oznacuji nediferenciované bunky, jeZ umoziuji vzniknuti vice fad
a v pripadé¢ kmenové builky, jako bunky vychozi, se jednd o oznaceni totipotentni. Tento

vyraz je chapan jako vychozi bod vSech bunék krve. Jedna se o buniky mezenchymu, jez jsou
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zakladem vSech forem krevnich bunc¢k a jejich stadii (erytrocyt, granulocyt, monocyt,
megakaryocyt a lymfocyt). Jeji schopnosti je sebeobnova a diferenciaci vznika progenitorova
kmenova bunka. Progenitorova kmenova buinka se vyznacuje tim, ze diky ni dochazi
k nasledné diferenciaci. Sebeobnova je zde nevyrazna. Vzhledové je tato buiikka podobna
lymfocytu. Jeji diferenciaci vznika prekurzorova kmenova buiika, jejiz diferenciaci vznika
proerytroblast a dochazi k aplnému dozravani bun¢k (Doubek a kol., 2003). Trojan (2003)
uvadi: ,,prvni identifikovany ¢len erytroidni fady, proerytroblast, je velka nezrala jaderna
burnika o objemu asi 800 fl. Vyvojova sekvence, ktera nasleduje, zahrnuje n€kolik mitéz (viz
obr. 7) a kon¢i malym bezjadernym erytrocytem obsahujicim hemoglobin.* Dal$im stupném
jsou erytroblasty (normoblasty) vznikajici v kostni dieni Vv tzv. erytoblastovych ostrivcich -
jsou tvofeny makrofagy a prstenci erytroblasti. Tyto makrofagy funguji jako zasobniky Fe,
jez je zékladem tvorby hemoglobinu. K této syntéze Cerveného krevniho barviva dochazi ve
stadiu bazofilniho erytroblastu. Ke ztraté¢ jadra erytroblastd dochéazi diky fagocytdze
ostruvkovymi makrofagy. Dal§im stupném vyvoje je retikulocyt, ktery pobyva v kostni dieni
ptiblizné 2 az 3 dny a dochazi v nich dokonceni syntézy ¢erveného krevniho barviva (Doubek

a kol., 2003).

pluripotentni
kmenova burika

progenitorova burika

normoblasty
@ @)
@ © @

retikulocyty

erytrocyty
Obr. 7 Schéma déleni a zrani bunék éervené Fady (Trojan a kol., 2003)
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3.2.3 Trombocyty

Trombocyty neboli krevni desti¢ky, jsou velké bunky, které se tvofi v kostni dieni a maji
velky vyznam pro srazeni krve. Jejich velikost se pohybuje od 2 do 4 um. Jsou ohraniceny
plazmatickou membranou, obsahuji mikrotubuly, lysozomy, mitochondrie a Golgiho aparat,
nemaji vSak jadro. Vzhled krevnich desticek mize byt v barveném natéru zna¢né odlisny od
desti¢ek cirkulujici krve, kde maji tvar ovalného disku (Frandson and Spurgeon, 1992). Ve
struktufe trombocytu (viz obr. 8) se podle své funkce déli trombocyt na periferni zonu, jez je
tvofena téivrstvou membranou trombocytu; zéonu rozpustného gelu obsahujici soustavu
vlaken (mikrofilamenty) a mikrotubuly. Z chemické stranky jsou tyto soustavy slozeny
z proteindl, jako je aktin, myozin, profilin, protein, ktery vaze aktin, ABP (actin binding
protein), spektrin, tropomyozin aj. a poté tubulin. Zénu organel, s vyskytem mitochondrii,
azurofilnich alfa granuli, delta granuli (denzni téliska), lambda granuli (lysozomalni),
peroxizomu, glykogenu aj. Alfa granule obsahuje naptiklad vVW{ (von Willebrand factor),
fibrinogen, albuminy, imunoglobuliny, destickové rustové faktory (PDGF, platelet-derived
growth factor), aj. Posledni zénou je zéna membranovych systémi, ktera je tvofena
otevienym  kanalikularnim a denznim tubularnim systémem. Diky otevienému
kanalikularnimu systému muze trombocyt komunikovat se svym povrchem. Denzni
tubularni systém obsahujici ionty Ca diky svym enzymim se podili na tvorbé derivatl
kyseliny arachidonové, jez ovliviiuje hemostazu. Povrch desticek nese 1 né€které antigeny
(Doubek a kol., 2003). Jedna se o velké a slozité organické molekuly, jez se nesou na povrchu
buncék (Hrubisko a kol., 1986). Hlavni funkci krevnich desticek je pfedevSim ve sniZeni
mnozstvi ztrat pii poSkozeni cév. Produkty vydané krevnimi destickami stimuluji tvorbu
sraZzeniny a diky serotoninu jsou schopny ziZeni poSkozenych cév (Frandson and Spurgeon,
1992). Podileji se na zastaveé krvaceni tvorbou primarni krevni zatky (trombu) a v usnadnénim

srazeni krve - koagulace (Doubek a kol., 2003).

T Mikrotubuly

" Denzni tubulérni systém

" Alfa granula
" Denzni télisko

Kanalky stici na povrch

Obr. 8 Schéma struktury trombocytu (Reece, 2011)
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Pro tvorbu primarni krevni zatky jsou nezbytné dvé reakce jako odpovéd’ na naruseni
endotelu cév, a to adheze, tj. ptilnuti desticek na jakykoliv cizi povrch (nikoliv trombocytovy)
a facilitace koagulace, kde se uplatiiuje prokoagulaéni povrch  desticek
a jejich samotna reakce. Desticky se téz ucastni hojeni poranéni diky fibrinu, ktery
polymerizuji, dale maji G¢ast na odbouravani mikroorganismii atd. Zivotnost krevnich

destic¢ek Vv periferni krvi se pohybuje zhruba kolem 10 dni (Doubek a kol., 2003).

3.2.4 Leukocyty

Leukocyty neboli bilé krevni bunky se odliSuji od erytrocytd tim, Ze jsou schopné
samostatného pohybu. Hlavnim ukolem téchto bunék je zabezpeceni obranyschopnosti
organismu. K tomu ucelu jsou leukocyty vybavené mnoha enzymy, schopnosti produkovat
cytokiny a dal$i mediatory - né€které znich se ale uplatiuji v patologickych reakcich
a procesech (Doubek a kol., 2003). Cleni se na granulocyty (neutrofily, eozinofily, bazofily)
a agranulocyty (monocyty, lymfocyty). Zivotnost bilych krvinek se znaéné lisi — od nékolika
malo hodin u granulocytl, nékolik mésici u monocytt aZ po nékolik let u lymfocytl. Vétsina
bilych krvinek jsou inaktivni a az v ptipadé potieby jsou transportovany do tkani (Frandson
and Spurgeon, 1992).

3.2.4.1 Granulocyty

Granulocyty jsou bilé krvinky, mezi jejichz hlavni morfologickou charakteristiku patii
ruznorody tvar jadra a pritomnost granuli (specifickych, sekundarnich) v cytoplazmé. Tyto
granule predstavuji enzymovou vyzbroj granulocyti (viz obr. 9). Podle afinity k barvivim,
tedy jak granulocyty reaguji, se ¢leni na neutrofilni, eozinofilni a bazofilni (Doubek a kol.,
2003).

NEUTROFIL EOZINOFIL BAZOFIL
~”x7"’>\-»5j§ ;gentovane :/——ﬂ g !aIdOCnalé
'S X jadrc
/¢ @ /o | ’ .\
5 o | sekundarni ,/_ 0 bazofilni / . N
| 0 granule (oY W granule ™ . -
., o NI b @ =
-' O ¢ . : \J =
gl b el by ¥ 2 Surystaloid
5. ot -5 granule \__f-? gg?'\s’lf?l ni \&_\_’/

Obr. 9 Struktury granulocytit (Toman a kol., 2009)
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Neutrofilni granulocyty (neutrofily) jsou vétSinou okrouhlého tvaru (viz obr. 10)
a velikosti zhruba 8 az 15 um (Doubek a kol., 2003). Jejich funkce spociva ve fagocytoze
mikroorganismi, zvlast¢ pii zanétlivych procesech. V krvi piezivaji neutrofily zhruba 4-5
hodin (Jelinek a kol., 2003). Podle Grovné vyzrani hodnocené podle tvaru jadra se jedna
0 nesegmentovany neutrofil (tycka) ¢i segmentovany neutrofil (segment): Tycka ma tyckovité
jadro. Chromatin ma hrubou strukturu a je ve shlucich. Segmentovany neutrofil ma jadro
¢lenéné na useky (segmenty), jez se od sebe odd¢luji uzkymi mustky. Chromatin je zde hrubé
struktury a uspofadan do blokt. Segmentt byva obvykle 2-5, mize vSak byt i vice segmentd.
Ke vzniku segmentovanych granulocyti dochazi vyzranim. Z krve mohou piestupovat do
tkani, kde maji rizné funkce a dochazi zde také k jejich zaniku (Doubek a kol., 2003). U
zdravych psi opousti ndhodné cirkulujici krev a migruji pfedevSim do stfev, plic
a kuze, kde jsou nezbytné jako prevence bakterialni infekce. Pokud pocet neutrofilti v krvi
dosahnou kriticky nizkych hodnot (obvykle méné nez 500 neutrofil/uL), jsou psi vysoce
citliva na bakterialni infekce (Weiss and Wardrop, 2010).

ey ¥ s i

Obr. 10 Neutrofilni granulocyt — (Sipky) primdrni a sekunddrni granule, (m) mitochondrie (Weiss and
Wardrop, 2010)

Eozinofilni granulocyty (eozinofily) se v pfipadé zdravého psa nachazeji v periferni krvi
pouze v malém poctu (viz obr. 11). Pocty a velikosti granuli v cytoplazmé eozinofili se
u pst velmi lisi, pohybuje se vSak v rozmezi 10-16 um. Eozinofily maji odliseni od neutrofilt
v men$i segmentaci jadra (Doubek a kol., 2003). Uplatiiuji se pii alergickych reakcich
a parazitarnich onemocnénich (Jelinek a kol., 2003). Brani helmint6zam, ptisobi pii zadnétech
a maji téZ uplatnéni pii poskozovani hostitelské tkdné. Dozravaji v kostni dfeni kolem 2-6 dnt

(Weiss and Wardrop, 2010).
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Obr. 11 Eozinofilni granulocyt psa (Svoboda a kol., 2001)

Bazofilni granulocyty (bazofily) jsou v periferni krvi pst vzacnosti. Velikost téchto
granulocytl byva 8-18 um, okrouhlého tvaru (viz obr. 12). Jejich jadro je stocené, ale mize se
vyskytnout i ovalného tvaru, Casto ¢lenéné do dvou segmentd. V krevnim ob&hu piezivaji
bazofilni granulocyty maximalné tyden (Doubek a kol., 2003). Uplatnéni nachazeji pfi
alergickych reakcich, jejich granule obsahuji heparin a histamin (Jelinek a kol., 2003).

Obr. 12 Bazofilni granulocyt psa (Doubek a kol., 2003)

3.2.4.2 Agranulocyty

Agranulocyty jsou buiiky raznych tvarti s kompaktnimi jadry. V cytoplazmé mohou byt
pfitomny primarni (azurofilni) granule a vakuoly. Mezi agranulocyty patfi monocyty
a lymfocyty, jez jsou malé-klidové ¢i velké (Svoboda a kol., 2001). Malé lymfocyty obsahuji
denzni kulatd ¢i ovalna jadra a po antigenni reakci se V krevnim ob&hu pst objevuji velké
reaktivni lymfocyty. Cytoplazma téchto velkych lymfocytt je pak bazofilni (Doubek a kol.,
2003).

Lymfocyty jsou efektorovymi bunkami specifické imunity i nespecifické imunity. Obsahuji

fosfatazy, lipidy aj. vznikaji z pluri/totipotentnich kmenovych bunék, které se diferencuji na
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bipotentni progenitorové bunky. Ty davaji zaklad B lymfocytovym a T lymfocytovym fadam.
Prekurzorovymi kmenovymi bunikami jsou lymfoblasty, které se diferencuji a vyzravaji
v prolymfocyty a z nich pak vznikaji lymfocyty (Doubek a kol, 2003). B lymfocyty ziskaly
oznaceni podle Fabriciovy burzy u ptakl, kde byly poprvé objeveny. U savcl se vSak
diferencuji v kostni dfeni. Maji schopnost syntézy protilatek (imunoglobulint). Propojuji téz
bunéénou a humoralni ¢ast imunitni reakce organismu. B lymfocyty ziji vétSinou 10-20 dni. T
lymfocyty maji odvozeny svij nazev podle mista své diferenciace, tj. z brzliku (thymus),
proto tedy thymocyty. Jejich vznik probiha v kostni dfeni a nasledné putuji do tkané thymu,
kde pokracuje jejich vyzravani (Kittnar a kol., 2011). Poté vycestovavaji lymfoidni bunky
(stale nezral¢) do sekundarnich lymfopoetickych organt (slezina, mizni uzliny, slizni¢ni
lymfaticka tkan respiraéniho a gastrointestinalniho systému), kde dochazi k lymfopoeze po
cely zivot jedince. Zralé lymfocyty maji tvar obvykle okrouhly. Velikost malych lymfocytt
byva kolem 10 um, velkého lymfocyti 14-20 um. Jadro maji velké, kulaté (u B lymfocytt
muze mit vybézky) s kondenzovanym chromatinem a obvykle jednim malo aktivnim
jadérkem. Malé lymfocyty jsou v klidovém stadiu, velké jsou aktivnim stadiem. Pti infekcich
dochazi k morfologickym zméndm lymfocytl,, buitkka se zvétSuje, tvar jadra se stava
nepravidelnym — tvoii se vyb&zky, cytoplazma se stavd bazofilngj$i, zvySuje se pocet
azurofilnich granuli. T lymfocyty prezivaji v téle psa mésice az roky — dlouho Ziji zejména
pak tzv. pamét'ové buiiky (Doubek a kol., 2003). Tento typ lymfocytl neprodukuje protilatky,
ale je schopen napadat pifimo buiiky, které jsou infikovany viry, ¢i odstraiiovat nadorové
bunky (Kittnar a kol., 2011). B lymfocytt je v periferni krvi zhruba 25 %, T lymfocyt kolem
70 %. NK (natural Killer) buiiky jsou obrovské lymfocyty, jez maji velké azurofilni granule.
V cytoplazmé NK bunék se trvale nachazi cytotoxické granule (viz obr. 13), diky tomu byly
NK-buiiky popisovany jako velké granularni lymfocyty. Jejich vyskyt je nejpatrnéjsi ve
slezin€, periferni krvi, jatrech, plicich a déloze, kde maji za ukol predevsim likvidovat
intracelularni patogeny (zejména viry) a nadorové bunky (metastaze). Bylo vSak u nich
zjisténo nékolik dalsich vlastnosti, naptiklad udrzeni biezosti nebo regulace krvetvorby
(Toman a kol., 2009). K jejich vyvoji dochazi na urovni lymfoblastu, kdy stimulaci lymfocytu
s antigenem vznika plazmoblast, z n¢hoz se nasledné vytvaii proplazmocyt a poté plazmocyt,
tj. zrala plazmaticka bunka obsahujici imunoglobuliny. Tzv. plaménkové buriky (viz obr. 14)
je oznaceni pro plazmocyty, které diky pfitomnosti imunoglobulinii ziskaly nacervenalé

okraje cytoplazmy (Doubek a kol., 2003).
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NK-BUNKA

granule
Obr. 13 Struktura NK-buiiky Obr. 14 Plaménkovd butika
(Toman a kol., 2009) (Doubek a kol., 2003)

Monocyty — jsou odvozeny stejné jako netrofilni granulocyty z bipotentnich progenitorovych
buniek — CFU-GM (viz obr. 1). Dalsim stupném je CFU.M, z néhoz se diferencuji obrovské
monoblasty (Mobl), z nich promonocyty (Promono) a nakonec monocyty (Mono). Monocyt,
ktery je v krvi vlastné nevyzralou buiikou, je po vstupu z krve do tkéni déle transformovan
Vv tzv. tkanové makrofagy. Ve tkanich mize dochézet k jeho déleni. Makrofagy se ¢leni na
fixni (nefagocitujici), tzv. histiocyty a na putujici (fagocytujici) makrofagy. Zraly monocyt je
charakteristicky ¢astym vyskytem nepravidelnych tvaria (vybézky — pseudopodie). Dosahuje
velikosti 15-22 pum. Jadro byva umisténo ve stiedu ¢i excentricky. Monocyty krevni
a predevSim tkanové plni roli makrofadgi. Délka Zivota monocytd v krevnim obé&hu je

ohranicena pouze nékolika dny, poté vstupuji do tkani (Doubek a kol., 2003).

Obr. 15 Monocyt psa (Svoboda a kol., 2001)
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3.3 Imunologie krve

Hrubisko (1983) uvadi: ,,Jednou z podminek vyvoje zivého organismu k jeho jedine¢nosti
a dale jeho existence ve vztahu k ostatnimu zivému je také jeho schopnost branit se proti
organickym latkdm t€lu cizim, Skodlivym a s jeho existenci neslucitelnym. Tato schopnost se
nazyva imunita.“ Imunita sehrava v organismu vyznamnou roli v rozpoznavani t€lu vlastniho
a ciziho, proto je nezbytné¢ znat imunologii krve v této oblasti, kde antigeny erytrocyti

vyvolavaji imunitni odpovéd’ (Toman a kol., 2009).

3.3.1 Nespecificka imunita

Nespecificka (pFirozend) imunita je vrozenou schopnosti organismu rychle reagovat na
cizorodé mikroorganismy a materidly. Tyto mechanismy specificky nerozeznaji antigen,
nejsou zavislé na jejich predeslém setkani a nevytvaieji imunologickou pamét’. Této imunity
se Ucastni klze, sliznice (predstavujici bariéru proti pronikdni cizich latek), fagocytoza,
pfirozena cytotoxicita, komplement, lyzozym (rozruSujici bakteridlni sténu) a dalsi latky
(Trojan a kol., 2009). Fagocytdza neboli pohlcovani cizorodych latek je nastroj nespecifické
imunity. Béhem fagocytdzy dochazi ke tfem po sobé nasledujicim fazim, a to k vazbé
fagocytujici buniky na povrchu cilové ¢astice, k pohlceni (ingesce) a spousténi mikrobicidnich
aktivit (Trojan a kol., 2009). Pohlcovani cizorodych latek je se schopnosti pfilnavosti
K riznym povrchim (adheze) a vycestovanim zkapilar do okoli (diapedéza) na
chemotakticky podnét (napt. zanétlivy produkt tkdn€) spolecnou vlastnosti granulocytl
a monocytll. Pfirozend cytotoxicita je dana funkci ¢asti lymfocytl ni¢it pomoci perforinii
(vyvolavaji cytolyzu) zejména builkky napadené bakteriemi nebo viry (Langmeier a kol.,
2009). Tato populace bun€k se oznacuje NK-bunky (natural Killer). Ty jsou schopny
spontanné zabijet cilové bunky, at’ uz se jedna o virové bunky, ¢i buitky nddorové, bakterie,
parazity, aj. (Trojan a kol., 2009). Komplement je souborem plazmatickych proteinil
a glykoproteinti. Zahrnuje vice nez 20 rozpustnych slozek a vétsina z nich jsou zde prekurzory
enzymiu (tzn., Ze se nachazeji v plazmé a télesnych tekutinach v nonaktivni formé). K aktivaci
komplementu dochazi kaskadovité (Trojan a kol., 2009). Po jeho aktivaci se soubor téchto
proteinli podili na obran¢ organismu, napf. tvorba opsoninli (latky, které oznacuji bunky
urcené k fagocytoze), destrukce membran oznacenych bunék a mikroorganismti (Langmeier

a kol., 2009).
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3.3.2 Specificka imunita

Specificka imunita je z vyvojového hlediska dokonalej$i nez imunita nespecificka. Jejich
ucel je vSak stejny, tj. likvidovat a eliminovat material, ktery je pro télo cizi a naopak
tolerovat struktury, které nesou znaky sob¢ vlastni. Navic u bun¢k specifické imunity dochazi
k imunologické paméti setkani s danym antigenem (Jelinek a kol., 2003). Jako antigeny se
oznacuji latky, které jsou schopny vyvolat imunitni odpovéd’. Uéinek specifické imunity se
aktivuje suréitym zdrzenim, ale jeji uCinek je cileny piesné na jednotlivé konkrétni
patologické Cinitele, jako jsou bakterie, viry, toxiny, cizorodé tkdné (napi. transplantace,
infuze, atp.). Soucasn¢ dochéazi ke vzajemnému pusobeni pfirozené imunity s imunitou
ziskanou (specifickou). Prubéh imunitni odpovédi s sebou nese ti¢ast mnoho riznych typi
bunck, které v piesné stanovenych casovych posloupnostech vstupuji do vzdjemnych
interakci. Vedle antigend, receptori a mediatorli se uplatiuji Vv téchto interakcich peptidy,
které jsou produkovany zejména T-lymfocyty, makrofagy, ale i mnoha dal§imi bunkami
(uplatiiujici se pii poskozeni, zanétech aj.). Souhrnné se tyto peptidy nazyvaji cytokiny. Za
nejznaméjsi cytokin je povazovan interleukin, jenz je produkovdn lymfocyty, makrofagy,
endotelem, fibroblasty a dal$imi bunkami. Uplatnéni ziskava v procesu krvetvorby. Dale pak
chemokiny, rozpustné peptidy S vyraznym chemoatraktivnim ucinkem. Pfitahuji neutrofily
a monocyty na misto poskozeni, ¢i zanétu a ovliviiuji i riist a diferenciace bun¢k. Kromé toho,
Ze se cytokiny uplatiiuji v imunitnich reakcich a pfi krvetvorbé, uplatnéni nachéazeji 1 pfi

regeneraci tkani, pti embryonalnim vyvoji a mnoha dalsich dgjich.

3.3.3 Efektorové buiky

Efektorovymi buiikami specifické imunity jsou lymfocyty, které se déli podle toho, zda
jsou zprostiedkovany imunitou humoralni (B-lymfocyt) ¢&i bunéénou (T-lymfocyt).
Lymfocyty disponuji na svém povrchu antigennimi receptory. Mezi receptory T- a B-
lymfocyt jsou znacné rozdily. B-bunétné receptory jsou schopné rozpoznat antigen jako
takovy, T-bunétné receptory maji schopnost rozliSit antigenni determinanty — epitopy
a zaroven glykoproteiny hlavniho histokompatibilniho komplexu MHC, ktery ma schopnost
prezentovat antigen specifickému receptoru T-lymfocytl. Humoralni imunita je zaloZena na
tvorbé protilatek (imunoglobulinit), které cirkuluji v krvi a vazi se specificky s antigenem.
Tim, Ze se setkaji B-lymfocyty s antigenem, dojde K jejich aktivaci. Aktivovany lymfocyt se

poté zvétSuje a nasledné se pfemeni na plazmatickou bunku, kterd je schopna velice rychle
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produkovat protilatky. Bunécnd imunita spoc¢iva ve vzniku specializovanych bunék, které
maji regulacni a cytotoxickou funkci (Trojan a kol., 2009). T-lymfocyty jsou zaméteny na
rozeznavani cizorodych antigeni na povrchu svych bunék napadenych napf. virem,
nadorovou mutaci, ptipadné dal§imi vlivy. Poté, co lymfocyty rozpoznaji antigen pomoci
receptor, zacnou se intenzivné délit, tvofit klony a prechdzet v bunky efektorové c¢i

pamétové (Jelinek a kol., 2003).

3.3.4 Protilatky

Protilatky, které jsou produkovany plazmatickymi buitkami, jsou tvoieny glykoproteiny
a fadi se mezi imunoglobuliny. Strukturu tvoii ¢tyii peptidové fetézce, které jsou spojeny diky
disulfidickym vazbam. Tato struktura obsahuje 2 lehké (L) a 2 tézké (H) fetézce. Na dolni
¢asti tézkych fetézcl se vazi oligosacharidové fetézce rizného poctu, velikosti a skladby (viz
obr. 16). T¢zké fetézce ruznych protilatek se od sebe odliSuji a podle toho se dé¢li tyto
protilatky na IgG, IgM, IgA, IgE a IgD (Trojan a kol., 2003). Pfitomnost nevhodnych
protilatek je detekovana pomoci Coombsova testu (antiglobulinovy test). K detekci
protilatek, které napadaji vlastni erytrocyty téla, se vyuziva pfima coombsova reakce (Vviz
obr. 17). Pozitivni pfimy coombstv test poskytuje napf. informace o pritomnosti
hemolytického onemocnéni. Testovani je zaloZeno na inkubaci vzorku s antisérem, které
reaguje s imunoglobuliny. V piipad¢, Ze erytrocyty jsou ve vzorku potazeny imunoglobuliny,
budou antiséra reagovat s témito imunoglobuliny a bude tedy dochazet k aglutinaci. Nepiimé
coombsovo testovani urcuje cirkulujici protilatky. Pozitivni nepifimé vysledky indikuji
pritomnost cirkulujicich protilatek, které bojuji proti vlastnim tkdnim téla psa. Sérum pacienta
se inkubuje serytrocyty potencionalniho darce (zvife stejného druhu). Pokud se v séru

pacienta vytvoii protilatky, budou se nasledné vazat na tyto erytrocyty (Sirois, 2015).

vazebné misto pro antigen vazebné misto pro antigen
R
S &
o ¥

Red cell Sensitizing
antigen antigen
lehky Fetézec (L) @ @ @

COOH COOH A B
Obr. 16 Struktura molekuly protildtky Obr. 17 Coombsiiv test — (A) pFimy;
(Trojan a kol., 2003) (B) nepitimy test (Sirois, 2015)
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3.3.5 Antigen erytrocytu

Antigen je strukturou membran krevnich bunék, je definovan aloprotilatkou, tedy
protilatkou jez je produkovana imunizovanym jedincem, kterému dany znak na membrané
chybi (Rehacek a kol., 2013). Vzhledem k tomu, jak velka $kala latek vyvolava v organismu
imunitni reakci, 1ze antigeny definovat jen imunologicky. Jedna se o cizorod¢ latky piedev§im
organického razu. VeétSinou se jednd o makromolekuly — bilkoviny, lipoproteiny,
glykoproteiny a polysacharidy. Antigeny vSak nerozeznava imunitni systém jako celek, ale
jen jejich urc¢ité povrchové znaky, tzv. antigenni determinanty — epitopy (Trojan a kol., 2009).
Podle antigenti, které jsou lokalizovany na membranach bunék, se rozlisuji rizné antigenni
systémy, které jsou vyznamné pro transplantace, ¢i transfuze (Langmaier a kol., 2009). Pti
krevni transfuzi muze dochdzet k imunologické reakci, ktera zpusobi poskozeni
transfundovanych dércovskych cervenych krvinek. Jeji pficinou je pfitomnost rozpustnych
protilatek, které reaguji s danymi povrchovymi strukturami erytrocytt, tzv. krevnéskupinové
antigeny (Koolman and Rohm, 2012). Pro pfijmuti cizorodé latky neboli cizi tkané je
nezbytna co nejvyssi antigenni shoda a z hlediska homeostazy je velmi vyznamna schopnost
rozpoznani ciziho antigenu a za pomoci pfirozenych protilatek ¢i jejich novotvorbou
zlikvidovani cizorodych antigenti. Pravé specificka imunita ma schopnost cilené reagovat na
cizorody antigen, likviduje nositele tohoto antigenu a je schopna vytvofit antigenni pameét

(Langmaier a kol., 2009).

3.4 Krevni skupiny psa

Objev lidské krevni skupiny ABO uskute¢néného Landsteinerem v roce 1900 podnitil
k patrani krevnich skupin u domacich zvifat. Psi krev byla nejdiive prozkoumana E. von
Dungernem a L. Hirszfeldem vroce 1910, ktefi definovali Ctyfi rizné krevni skupiny
zalozené na imunitnich izoaglutininech (protilatky vyvolavajici aglutinaci). Swisher a jeho
spolupracovnici z NY univerzity uzili psy jako modely ke studii mechanisma destrukce
cervenych krvinek a pozdéji popsali antigeny A, B, C, D, E, F a G — v tomto potadi, podle
toho, jak byly objeveny. Dvé skupiny A bunék byly rozdéleny do kategorii, a to silné
reaktivni Kategorie (A) a druhd méné reaktivni (A‘), ktera mohla byt detekovana pouze
pfimym Coombsovym testem. Toto oznafeni A a A‘ bylo pozdé&ji zménéno na Al a A2.

Vroce 1972 a 1974 doSlo ke standardizaci néazvoslovi psich krevnich skupin na
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mezinarodnich seminafich. Prvni seminaf ucinil terminologii jako ‘canine erythrocyte
antigen” (CEA), za kterym nasleduje ¢islo oznacujici antigenni krevni skupinu. Na druhém
seminafi bylo pfijato oznafeni “dog erythrocyte antigen” (DEA) snaslednym ¢islem
oznacujicim lokus a za teCkou dalsi Cislo vyjadiujici alelu daného lokusu — napt. DEA 1.1
(Weiss and Wardrop, 2010). V krevni plazmé jsou proti antigenim pfirozené pfitomny
protilatky, ¢i se tvofi az po vpraveni antigenu do krve — naptiklad pfi transfuzi. Reakce
protilatek spociva v aglutinaci erytrocytu a jejich nasledné hemolyze.

Krevni skupina je charakterizovana souborem antigennich faktort, které jsou kontrolovany
jednim lokusem chromozomu (Jelinek a kol., 2003). Krevni skupiny jsou organického
puvodu, vétsinou se jedna o glykoproteiny a glykolipidy. Glykoproteiny jsou tvofeny
cukernou a bilkovinnou slozkou, glykolipidy cukernou a lipidickou slozkou. Antigenni reakce
souvisi vétSinou s cukernou slozkou molekuly, imunogenni reakce pak s celou molekulou.
Nékteré krevni skupiny (vétSina) se nachazi na povrchu bunék a jiné pak mohou byt
rozpustény V krevni plazmé, respektive v krevnim séru ¢i v t€lesnych sekretech, jako jsou
napt. sliny, zalude¢ni §tavy apod. (Hrubisko a kol., 1983).

DEA 1.1 a 1.2 je oznacenim pro alely genu krevni skupiny 1. Z genetického hlediska je se
jedna o autozomalni — dominantni dédi¢nost alel DEA 1.1 a DEA 1.2. Pes mtzZe nést krevni
skupinu DEA 1.1 a 1.2 negativni, muZze mit pouze jednu z alel nebo i obé dohromady.
Skupiny se mohou riiznit podle plemen — napf. rotvajler ¢i zlaty retrivr byva vétSinou DEA
1.1 a 1.2 pozitivni, kdezto némecky ov€ak byva negativni. Proti antigeniim DEA 1.1 a 1.2 se
nevyskytuji ptirozené protilatky, z toho divodu nedochazi k zadnym reakcim v antigenech.
Potransfuzni reakci je nutné oCekavat pii opakovani transfuze krve s krevni skupinou DEA
1.1 ¢i 1.2 pozitivni piijemci, ktery je DEA 1.1 nebo 1.2 negativni skupiny. Tato reakce muze
mit fatalni nasledky. Obdobna situace nastava i v ptipadé feny DEA 1.1 ¢i 1.2 negativni, které
se narodi §tén¢ s krevni skupinou DEA 1.1 ¢i 1.2 pozitivni. Pfirozené protilatky se vyskytuji u
pst zejména proti antigentim krevni skupiny DEA 3 ¢i 5, v ptipadé DEA 7 se u psi vyskytuji
pfirozené protilatky u ptiblizné 15-20 %. Antigen DEA 4 nema v transfuzni mediciné velky
vyznam, protoZe protilatky proti tomuto antigenu nezptsobuji hemolyzu. Univerzalnim psim

darcem je pes s krevni skupinou DEA 1.1, 1.2, 3, 5 a 7 negativni (Doubek a kol., 2003).
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3.4.1 Urcovani krevnich skupin

Urcovani krevnich skupin je zalozeno na hemolytické nebo aglutinacni reakci, ve které
protilatky  reaguji s Cervenymi  krvinkami. AvSak KkFizovy test kompatibility
(Crossmatching) nam neurCuje piimo krevni skupinu, ale lze diky nému zjistit tzv.
sérologicky nesoulad mezi darcem a piijemcem. Dlvodem, pro¢ se t€émito metodami zjist'uji
krevni skupiny, je pfedejit akutni hemolytické reakci, ktera nastane béhem nebo po transfuzi
krve v piipadé, pokud krevni skupiny darce a piijemce nejsou kompatibilni. Test
kompatibility krevnich skupin je velmi rychly a snadny, jiz se prodavaji testovaci sady pro
domaci zkousku (viz obr. 18). Ktizovy test kompatibility vyzaduje odstfedéné erytrocyty
darce ¢i prijemce, které se nékolikrat promyji ve fyziologickém roztoku a pfipravi se z nich
2% ¢i 4% suspenze, které jsou nasledné inkubovany pfi teploté 37°C (viz tab. 1) se sérem
darce nebo piijemce, které obsahuje protilatky. Nasledné se sleduje pfitomnost aglutinace

(Lanevschi and Wardrop, 2001).

RapidVet'-11

Obr. 18 RapidVet H testovaci kiizovd sada kompatibility pro zjist’ovini krevnich skupin (Sirois, 2015)

Zkumavkova metoda pro urcovani krevnich skupin vyzaduje pouziti antiséra, které je
slozeno ze specifickych protilatek mozného darce. Tato metoda je zaloZena na odbéru vzorku
plné krve za ucinku kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA), heparinu a antikoagulantt.
Krev se odstted’uje po dobu 10 minut. Po sejmuti plazmy a buffy coatu jsou erytrocyty 3x
promyty v solném roztoku a odstfedény. Suspenze Cervenych krvinek jsou vlozeny do
nekolika zkumavek, do nichZ se pfida 1 mensi mnozstvi antiséra. Zkumavky jsou nasledné
inkubovany po dobu 15 minut pfi pokojové teploté a poté odstiedény po dobu 15 sekund.
Kazda zkumavka je wvySetfena makroskopicky i mikroskopicky - zjisténi hemolyzy
a aglutinace (Sirois, 2015). Aglutinace je metoda stanovujici specifické protilatky, pfi niz

dochazi k reakci antigenu a protilatky v kapalné formé (Paulik, 2011).
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Aglutina¢ni testovaci karta — krevni vzorky pouzivané na testovaci kart¢ nemusi jiz
vykazovat znamky autoaglutinace, kterou pozname podle krevnich shlukd ve vzorku. Promyti
¢ervenych krvinek s fosfato-pufrovanym roztokem muize pomoci zachranit vzorek, ktery
vykazuje aglutinaci. RapidVet-H psi DEA 1.1 je test na urcovani krevnich skupin, ktery se
vyuziva pro ur¢eni DEA 1.1 negativni ¢i DEA 1.1 pozitivni skupinu (viz obr. 19). Tato
testovaci karta obsahuje monoklonélni protilatky specifické pro DEA 1.1. Na karticce je
smichan vzorek plné krve obsahujici EDTA — antikoagulantu s fosfato-pufrovanym roztokem.
V piipadé, ze je vysledek pozitivni (pozitivni DEA 1.1), monoklonalni protilatky vytvoii
antisérum, které je poté pfimichano do plné krve ptfijemce. DEA 1.1 pozitivni erytrocyty
reaguji s antisérem, ktera vyvola aglutinaci. Toto antisérum nereaguje, pokud se jednd o DEA

1.1 negativni skupinu (Sirois, 2015).

Rapidi (151

Canioe DEA 1.1

Obr. 19 RapidVet-H aglutinaéni testovaci karta psich krevnich skupin (Sirois, 2015)

Imunochromatograficky test — Kontrolni testovaci prouzky rozpoznaji a oddé€li antigen
Cervenych krvinek. Psi imunochromatograficky test wuzivda prouzky, které jsou
naimpregnovany monoclondlnim anti-DEA 1.1 protilaitkami a druhou protildtkou byva
univerzalni antigen ¢ervenych krvinek. Roztok se vsakne do prouzku, a pokud buniky vykazuji
DEA 1.1 krevni skupinu, koncentruji se v oblasti, kde se impregnovali protilatky. Bunky se
téZ koncentruji v oblasti kontrolnich antigenfi. Imunochromatografiky test pro kocky (viz

obr. 20) je na velmi podobném principu (Sirois, 2015).
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Obr. 20 Imunochromatograficky test pro koc¢ky RapidVet H (Sirois, 2015)

Dale se u pst doporucuje provadét screeningové testy k detekci sérologické inkompatibility,
a to i v pfipadé prvni transfuze, kde je velmi nizké riziko zavazné nezadouci reakce. Toto
testovani byva zasadni v ptipadech, kdy neni znadm dérce krve a nevime, zda se jedna o DEA-

1,1 pozitivni ¢i negativni (Lanevschi and Wardrop, 2001).

KRIZOVY TEST KOMPATIBILITY

Centrifugace (1000 x g nebo 3400 otacek za minutu) plné krve za UcCelem ziskani séra darce

i pfijemce, plna krev s antikoagulans (EDTA) za ucelem ziskani erytrocytti od pacienta i darce.

Promyti erytrocytl: promiseni 0,25 ml cervenych krvinek v 2-4 ml fyziologického roztoku;
Vv odsttedivce po dobu 1 minuty, odstranit supernatant (tekutina nad sedimentem), a postup opakovat

2x; nasledné opetovné odstranéni supernatantu.

Resuspendace 0,1 az 0,2 ml ¢ervenych krvinek ve zhruba 4,8 ml fyziologického roztoku za i¢elem

ziskani 2% az 4% suspenze bunck.

Velka kiizova zkouska: 2 kapky séra ptijemce + 1 kapku suspenze erytrocyti darce, obsahujiciho 2 az

4 % Cervenych krvinek.

Mala kiizova zkouska: 2 kapky séra darce + 1 kapku suspenze erytrocytu piijemce, obsahujiciho 2 az

4 % Cervenych krvinek,

Kontrola:
Darce - 1 kapku suspenze erytrocytd od darce + 2 kapky séra darce

Piijemce - 1 kapku suspenze erytrocytii od prijemce + 2 kapky séra piijemce

Odsttedéni po dobu 15 s.

Inkubace po dobu 15 minut pti 37°C.

Tab.1 Metodicky postup kiifového testu (Lanevschi and Wardrop, 2001)
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3.5 Krevni transfuze

Doubek (2003) uvadi: ,, Transfuze je definovdna jako intraven6zni terapie transfuznimi
ptipravky nebo krevnimi derivaty. Transfuznim piipravkem muze byt napiiklad koncentrat
erytrocytli nebo trombocytii a krevnim derivatem napiiklad kryoprecipitat. Ve veterinarni
mediciné patii k nejcastéji provadénym transfuze plné krve. Darce krve muze byt ziskan
z ruznych zdroji: muze jit o zvife stejného chovu, zvife 1é€ené na stejném pracovisti, zvire

z ruznych divodu pied eutanazii nebo zvite zapsané do darcovskych databazi.

3.5.1 Historie krevnich transfuzi

Historie transfuzni mediciny sahd az do raného novovéku, bezprostfedné po renesanci.
Toto obdobi se vyznacuje nékolika objevy a teoriemi tykajicich se krve, jako napiiklad teorie
Williama Harveyho o krevnim ob&hu z roku 1628 (Lanevschi and Wardrop, 2001). V roce
1666, anglicky anatom Richard Lower (viz obr. 21) provedl prvni uspé$nou transfuzi mezi
psy (viz obr. 22) a o rok pozdé¢ji, tedy roku 1667, vydal Robert Boyle o tomto tsp&$ném
zdkroku ¢&lanek (viz obr. 23) pod nazvem ,,Uspésny experiment transfuze krve z jednoho
zvifete na druhé* (Fastag et al., 2013). O transfuzi mezi dvéma odliSnymi druhy zvifat, tzv.
xenotransfuzi, se pokousel téhoz roku francouzsky I1ékai Jean Baptiste Denis (viz obr. 24),
kdy krev telete vpravil psovi. U lidskych pacienti byla provedena transfuze od zvifecich
darct nasledujici rok - Denis vpravil do krevniho ob&hu ¢lovéka jehnéci a teleci krev
(Kisielewicz and Self, 2014). |1 Lower pokracoval dal ve svych pokusech a vpravil krev
berana do krevniho ob&hu duchovniho jménem Arthur Coga. Nicméné tento transfuzni pokus
nebyl uspésny (Fastag et al., 2013), ale naznacil smér, kterym se méla transfuzni medicina
ubirat nadale. Tedy, ze transfuze krve muze byt uspésna jen tehdy, pokud se provadi
s vhodnym darcem. AvsSak od dal§iho vyvoje transfuzni mediciny bylo po stovky let upusténo
(Hrubisko a kol., 1983). V 19. stoleti se pak zacaly transfuze pouzivat pfedevsim u Zen, které
krvacely po porodu. Témito pokusy se zabyval profesor James Blundel a ve vétsin€ piipadu
doslo k zachrané téchto zen. Bé&hem 20. stoleti se lékatstvi prohlubovalo, doslo k objevu
antikoagulacnich a konzervacnich latek krve, popsani lidskych krevnich skupin a diky tomu
nasla transfuzni medicina zna¢né uplatnéni - ve velkém rozsahu vznikaly krevni banky
¢erveného kiize. Ve veterinarni oblasti se transfuzni 1ékafstvi datuje od roku 1950 (Lanevschi
and Wardrop, 2001).
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Obr. 21 Portrét Richarda Obr. 22 Prvni transfuze mezi psy (Cruse and Lewis, 2010)
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Obr. 23 Clinek R. Boyla Obr. 24 Transfuze ze zvifete na ¢lovéka (Cruse and Lewis, 2010)
z roku 1666 (Fastag et al., 2013)

3.5.2 Transfuzni pripravky

Transfuznimi ptipravky jsou slozky krve, které jsou pripraveny od maximalné deseti
darcti a nebyvaji oSetfeny proti virim. Krevni derivaty jiz takto oSetfovany jsou a pfipravuji
se z plazmy mnoha darct. Transfuzni pfipravky je mozné ziskat odbérem plné krve, nebo
hemaferetickymi metodami, kam se fadi plazmaferéza, leukocytaferéza, erytrocytaferéza
a trombocytaferéza. Princip téchto metod spocéiva v separaci krevnich elementi diky
specialnim piistrojam. Po odebrani mnozstvi krve darce je, nejéastéji postupem centrifugace,
oddé€lena pozadovana frakce krvinek nebo plazma a zbytek navracen piijemci. Novodobé
piistroje umoziuji provadét hemaferézu kontinualnim zptisobem (Doubek a kol., 2003). Tyto
metody maji schopnost zlepSeni kvality pacientova Zivota a jsou schopny oddalit zdvazné
komplikace. Uplatnéni nachézeji pti 1€cbé hematologického, nefrologického, neurologického,

onkologického ¢i metabolického onemocnéni. Leukocytaferéza je indikovana v piipadech,
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kdy je nutno okamzit€¢ snizit pocet leukocytl pacienta. Erytrocytaferéza se vyuziva
Vv ptipadech, kdy je tfeba snizit nadbytecny pocet erytrocyti ¢i nadbytecné mnozstvi zeleza
v organismu. Tato metoda téz snizuje hodnoty hematokritu, upravuje hyperviskozitu krve
a zvySuje jeji prutok. Trombocytaferéza je indikovdna u pacientl, jez maji zvySeny pocet
trombocyti. Hodnoty by se mé&ly pohybovat v rozmezi 200-460 x 10%/ul (Rehagek a kol.,
2013).

Plna krev (WB, whole blood) se pouziva jak K piipravé transfuznich piipravku, tak ale
i K terapii zavaznych anemickych syndromi a koagula¢nich poruch. Plna krev se vétSinou
neskladuje, slouzi spise k okamzitému uziti (Doubek a kol., 2003). Takto odebrana plna krev
bézné slouzi jako zdrojova slozka k vyrobé transfuznich ptipravki, tim jsou erytrocyty,
plazma a trombocyty. V piipadé, Ze plna krev slouzi pro transfuze, podavani je bez dalsiho
zpracovani ¢i je mozné ji deleukotizovat. Deleukotizace filtraci probihd pomoci specialnich
filtrd. Velka vyhoda tohoto postupu spociva v relativni jednoduchosti, av§ak nevyhodou je, ze
dojde ke ztraté trombocytl (krevnich desti¢ek). Dalsi moznosti je centrifugace. Pfi ni se

jednotlivé krevni slozky rozdéluji podle specifické hmotnosti (Rehaéek a kol., 2013).

Ve veterinarni medicin€ patii k nejpouzivanéjSim tyto transfuzni ptipravky:

Erytrocytarni koncentrat — je o tzv. krevni konzervu s téméf Gplné odstranénou plazmou; ke
snizeni viskozity koncentratu se docili diky resuspendaci; odstranéni buffy coat (leukocyty
a trombocyty) nebo deleukotizace pomoci filtrii zapti¢inuje, ze koncentrat se stane chudym na
leukocyty ¢i je deleukotizovanan; tato deleukotizace snizuje riziko potransfuznich reakci;
promyti snizuje dale obsah plazmatickych bilkovin v koncentratu a poté je promyté erytrocyty
mozné bezpecné aplikovat.

Cerstva plazma — obsahujici mnozstvi plazmatickych bilkovin a koagulaénich faktord, se
podava zejména pii koagulopatiim a dale pii trombotické trombocytopenické purpufie;
K jejimu ziskani se vyuziva centrifugace plné krve nebo plazmaferézou; plazmu lze uchovavat
zmrazenou; zmrzi-li se do 8 hodin po odbéru, oznacujeme ji jako Cerstva zmrazena plazma
(FFP, fresh frozen plasma), ktera obsahuje nestabilni plazmatické bilkoviny (FF V a VIII
krevniho srazeni), dojde-1i ke zmrazeni za vice jak 8 hodin po odbéru, nazyva se jen zmrazena
plazma (FP, frozen plasma), ktera se skladuje kolem 1 roku (Doubek a kol., 2003). Muze vsak
byt skladovédna az po dobu 4 let. Dfive se odbornici domnivali, ze po takto dlouhém
uskladnéni dojde ke ztraté, ¢i nefunkénosti sraZecich faktorli, ale nedavna studie ukazala, ze
tyto srazeci faktory VIII a X jsou stale pfitomny, ackoli je jejich funk¢nost sniZzena ve

srovnani s (FFP) ¢erstvé zmrazenou plazmou (Kisielewicz and Self, 2014).
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Kryoprecipitat — ziskd se pfi rozmrazovani Cerstvé zmrazené plazmy, pfedevS§im se jedna
0 jeji bilkoviny, které rozmrzaji nejpozdé€ji; kryoprecipitat obsahuje faktor VIII (FVIII)
krevniho srazeni, fibrinogen a von Willebranduv faktor (VWF); podava se u hemofilie nebo
(VWD) von Willebrandovy nemoci (Doubek a kol., 2003). Jedna se o vrozené krvacivé
onemocnéni, jehoz pfi¢inou je nedostatek, nefunkénost ¢i strukturni porucha von
Willebrandova faktoru (vWf), diky tomu dochazi k poruseni jeho funkce — hemostéza,
neschopnost vazat FVIII (Penka a kol., 2009).

Kryosupernatant (cryopoor plasma) — vznikne rozd¢lenim kryoprecipitatu od ¢erstvé zmrzlé
plazmy; lze jej vyuzit k terapii trombotické trombocytopenické purpury.

Koncentrat trombocyti — dnes se pfipravuje predevsim trombocytaferézou; krevni desticky
mohou skladovat pouze za pokojové teploty a pouze nékolik malo dnii; koncentrat desticek se
podava u symptomatickych trombocytopenii.

Koncentrat granulocyti — podava se u neutropenii a sepse; ptiprava probiha leukaferézou.
Davkovani a indikace vybranych pfipravka pro transfuzi jsou uvedeny v tabulce nize - viz

tab. 2 (Doubek a kol., 2003).

PRIPRAVEK PODAVANY FREKVENCE VYBRANE INDIKACE
OBJEM PODAVANI
Cerstva plazma a 6-12ml/kg z. hm. Kazdych 8-12 hodin Defekty koagulacnich

Cerstva zmrazena

plazma (FFP)

faktoru, von Willebrandova
nemoc, DIC,
hypoproteinemie,

hypogamaglobulinemie

ZmrazZena plazma

6-12 ml/kg z. hm.

Kazdych 8-12 hodin

Hypoproteinemie,

(FP) hypogamaglobulinemie
Kryoprecipitat 1 jednotka (z 200 ml | Kazdych 4-12 hodin Hemofilie A,
FFP)/10 kg z. hm. dysfibrinogenemie,
hypofibrinogenemie, von
Willebrandova nemoc
Kryosupernatant 6-12 ml/ kg z. hm. Kazdych 8-12 hodin | Hemofilie B, defekty FF II,

VII, X a Xl,
hypoproteinemie,

hypogamaglobulinemie

Tab. 2 Ddvkovini a indikace nékterych transfuznich pitipravkii (Doubek a kol., 2009)
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3.5.3 Pozadavky na aplikace

Idealni psi darce se vyznacuje nasledujici charakteristikou: vazi nejméné 30 kg, napnuta
ktize na krku umoznujici snadny ptistup do kréni Zily, hodnota hematokritu nejméné 0,40 L/L,
dobra fyzickd kondice, bez ptedchozi zkusenosti s transfuzi, bez prodélané gravidity, darce
musi byt DEA 1,1 nebo DEA 1,2, provedené testovani na nepfitomnost ¢i nedostatek von
Willebrandova faktoru (VWF) musi byt negativni. Pro spravnou, G¢innou a nezavadnou
transfuzi je pak dilezit¢é dodrzovat nékolik zédsad: Pes jako darce musi byt pravidelné
kontrolovan a preventivné ockovan; kazdych 6 mésicti je nutno provést fekalni flotaci
Vv pripad¢, ze pes ptichazi do kontaktu s jinymi zvifaty; dale jednou ro¢né provadét hemogram
— krevni obraz, provétit infekéni choroby a v ur€itych regionech je vhodné provést i testy na
Dirofilaria immitis (vlasovec psi); v neposledni fadé¢ je samoziejmosti pii kazdém odbéru
méfeni teploty, vahy a zjistovani objemu hematokritu (Lanevschi and Wardrop, 2001). Psi
darce by nemél prodé¢lat vakcinaci ¢trnact dni pfed planovanym darcovstvim a krev muze
darovat jednou za 3 tydny. Pii opakovaném darcovstvi krve by mél darce dostavat substitu¢ni
preparaty Zeleza (1 ml krve obsahuje 0,5 mg Zeleza). Krev je odebirana do antikoagula¢niho
roztoku, kterym muize byt citrat (1 ml 3,8% roztoku na 9 ml krve), ¢i heparin (5-12 jednotek
na 1 ml krve). Ten je vhodnéjsi, pokud je krev piijemci podana do dvou dni, citrat je vhodny
pro dlouhodobéjsi skladovani krve. Do krve je mozné ptidavat energetické roztoky, které
poskytuji ¢ervenym krvinkam energii. V dnes$ni dobé se jiz pouzivaji roztoky, které obsahuji
glukozu, ale 1 adenin, manitol, fosfat nebo chlorid sodny. Pes, ale 1 kocka mohou maximalné
darovat 15-20% krve z vypocitaného krevniho objemu, coz byva zhruba 16-18 ml krve/kg Z.
hm. psa (Doubek a kol., 2003).

3.5.4 Potransfuzni reakce

Proti antigenim DEA 1.1 a 1.2 se nevyskytuji pfirozené protilatky, ztoho diavodu
nedochdzi k Zaddnym reakcim v antigenech. Potransfuzni reakci je nutné ocekdvat pii
opakovani transfuze krve s krevni skupinou DEA 1.1 ¢i 1.2 pozitivni pfijemci, ktery je DEA
1.1 nebo 1.2 negativni skupiny. Tato reakce miize mit fatdlni néasledky. Obdobnd situace
nastava i v piipadé feny DEA 1.1 ¢i 1.2 negativni, které se narodi §téné s krevni skupinou

DEA 1.1 ¢i 1.2 pozitivni. Potransfuzni reakce mtize nastat po podani jakéhokoliv transfuzniho
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ptipravku ¢i krevniho derivatu. Reakce mize byt akutni formy - napf. hemolyza v disledku
inkompatibilnich krevnich skupin a protilatek zejména v krvi ptijemce, nebo opozdéna forma
- napf. pozdni hemolyza transfundovanych krvinek v disledku jimi vyvolané tvorby
aloprotilatek. Krom¢ potransfuznich hemolytickych reakci se vyskytuje i mnoho reakci
nehemolytickych. Potransfuzni reakce jsou uvedeny v tabulkach nize - viz tab. 3 a 4 (Doubek
a kol., 2003).

IMUNOLOGICKY ZPROSTREDKOVANE REAKCE

Inkompatibilita krevnich skupin Inkompatibilita plazmatickych proteint

Inkompatibilita bilych krvinek a krevnich | Potransfuzni nemoc S$tépu proti hostiteli

desticek (u imunokompromitovanych piijemctt)

Tab. 3 Piklady imunologicky zprostiedkovanych reakci (Doubek a kol., 2003)

NEIMUNOLOGICKY ZPROSTREDKOVANE REAKCE

Objemové pretizeni po transfuzi Hypotermie

Hypokalcemie pfi intoxikaci citratem Krvécivé projevy (heparin)
Mikrobidlni kontaminace Koagulopatie a trombdza
Aciddza Hyperkalemie
Hypofosfatemie Hyperamonemie
Hemosider6za Pretransfuzni hemolyza
Leukocytéza — zvySeni poctu leukocyt

Tab. 4 P#iklady neimunologicky zprostiedkovanych reakci (Doubek a kol., 2003)

Terapie reakci, které jsou imunitné zprosttedkované, spo¢iva v okamzitém preruSeni transfuze
a Vv rychlé aplikaci kortikoidi (3 mg/kg z. hm. Hydrokortizonu intravenézné, 1-2 mg/kg Z.
hm. prednizonu peroralné nebo adekvatni davka jiného kortikoidu), antihistaminik
intravendzné, kalcia (intravendzné Calcium gluconicum 10% 50-100 mg/kg Zz. hm.),
furosemidu (intravendzné 2-4 mg/kg z. hm.) a 1écba ptipadného Sokového stavu.

Neimunologicka potransfuzni reakce je 1éCena podle pficiny a manifestace (Doubek a kol.,
2003). Napt. v piipadé koagulopatie ¢i trombdzy je mozné podavat heparin, naopak
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u krvacivych pfipadd jsou vhodnymi piipravky krystaloidy a koloidy. ZvySeny pocet
leukocytlh miize byt snizen leukocytaferézou. Hyperkalemie vznikajici abnorméané zvysenou
hladinou drasliku mtize zplsobit srdecni arytmii ¢i dysfunkci. Vznika v dasledku skladované
krve, ze které se postupné uvoliiuje draslik (Rehaéek a kol., 2009). Lé¢ba probiha podavanim
kalcia, glukézy s inzulinem s naslednou hemolyzou a hemofiltraci (Muntau, 2009). Abychom
ptedesli nezadoucim reakcim, je nutné produkty fadné shromazdit, zpracovat a ulozit; darci
musi byt zdrava zvitata, u kterych je znama krevni skupina a lze u nich spolehlivé provadét
hemolyticka reakce. Jedna se o imunologickou reakci, ktera se vyskytne v ptipadé, ze pacient
ma prirozené nebo ziskané protilatky na antigeny.

Mezi klinické ptiznaky akutni hemolytické reakce u psu se fadi horecka; tachykardie nebo
bradykardie; hypotenze; dusnost; cyan6za; nadmérné slinéni; moceni, kdleni a zvraceni;
kolaps, srde¢ni zastava a v neposledni fadé hemoglobinurie. Pokud dojde k hemolytické
reakci, je nutné okamzité transfuzi prerusit. Nasledné je nutny navrat ke kiizovému testu

kompatibility a dal$im postuptim, které pfedchazely transfuzi (Lanevschi and Wardrop, 2001).

Komplikace, kter¢ mohou dale nastat béhem transfuze ¢i bezprostiedné po ni, jsou naptiklad
anafylaxe — vznika v pfipadé nekompatibility antigentl, které se vazou na membranu, nebo
v piipadé, ze dojde k nesnaSenlivosti antikoagulaéniho prostiedku. Jejimi ptiznaky jsou
koptivka, horecka a Sok (Schrey, 2010). Pokud dojde K této reakci, je nutné zastaveni
transfuze, provést endotrachealni intubace, dale podavat Ringertv roztok (roztok izotonicky)
v dlouhodobé infuzi, adrenalin v poméru 1:10 000 — 0,1 ml/kg intraven6zné, intratrachealni
a dexamethason podavat v mnozstvi 1 mg/kg intravendzng;

diseminovana intravaskularni koagulopatie (DIC) — pii této komplikaci tykajici se
srazlivosti krve je zadouci podavat heparin v mnozstvi 50-100 j/kg 3x denn¢ subkutanng;
septikemie - v ptipad¢, ze dojde k napadeni krve bakteriemi, je nutné podat enroflaxin
v mnozsti 5 mg/kg 1% denné intravendzné, subkutanné, per os + klindamycin v mnozstvi 10
mg/kg 2x denné intravendzné, subkutanné, per os;

hypokalcemicka tetanie - 10% kalciumglukonat (glukonan vépenaty) v mnozstvi 0,5-1,5
mg/kg pomalu intraven6zn¢ - po dobu asi 30 min (Schrey, 2006). Toto onemocnéni vznika pii
nedostatku parathormonu, ktery nasledné vyvoléd zvySenou nervosvalovou drazdivost (Kittnar

a kol., 2011).
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3.6 Autotransfuze

Autotransfuze (autologni transfuze) je krevni transfuzi ¢i transfuzi krevnich komponent
pochazejicich z vlastni cirkulace piijemce (Rehadek a kol., 2013). Autologni krev je odebrana
predevsim pied planovanym operaénim zakrokem ¢&i z opera¢ni rany b&hem chirurgickych
operaci. Jedna se tedy o alternativu podani krve od darce. Autologni krev se pied opera¢nimi
vykony odebira totoznym zpisobem jako krev jinych darct (Doubek a kol., 2003).

Postupuje se nasledovné - Vv prvnim kroku dochdzi k pripravé pacienta spocivajici
Vv polohovani vleze ¢i v poloze ve stoje, poté se oholi a vydezinfikuje misto vpichu. Odebere
se krev a poté se uzavie trojcestny ventil = umozni prichod krve smérem do transfuzniho
vaku, jehla se vytahne a krev pfeteCe do transfuzniho vaku, ktery se zasvorkuje, odstiihne
a odstrani se set pouzity k odbéru krve (vedouciho od stiikacky k transfuznimu vaku — viz
obr. 25). Posledni fazi je samotna transfuze, ktera zapocne piipojenim transfuzniho setu
(obsahuje filtr) na transfuzni vak a nitrozilni kanylu. Rychlost autotransfuze se pohybuje
kolem 10-20 ml/kg/hod. Tato metoda se transfuze se uplatiuje napiiklad i u urgentnich

ptipadl otravy antikoagula¢nimi rodenticidy, hemotoraxu, ¢i anemie (Schrey, 2006).

i

(b) © » 0

Obr. 26 Postup prti autotransfuzi — (a) uzavieni trojcestného ventilu, (b) prichod krve do transfuzniho

vaku, (¢) zasvorkovani, (d) odstfihnuti (Schrey, 2006)
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Autologni transfuze mé fadu vyhod, mezi néz patii naptiklad zamezeni ptenosu infekénich
onemocnéni, vylouceni rizika aloimunizace a imunosupresivniho t¢inku, je mozné okamzité
pouziti krve béhem operaéniho zékroku, atd. (Rehadek a kol., 2013). Avsak tento zptsob
podani krve s sebou nese i jista rizika a nevyhody, mezi néZ patii napiiklad indika¢ni omezeni
(vhodnost jen pro urcité druhy operacnich zakrokll), hemolyticka, alergicka, ¢i bakteridlné-
toxicka rizika (Rehadek a kol., 2013). Maze také dojit k tromboembolii, perforaci plic,

poranéni cév hrudni stény, pneumotoraxu, infekci atp. (Doubek a kol, 2003).

3.7 Krevni transfuze u anemickych psi

Anemie neboli chudokrevnost je chorobny stav, ktery je charakterizovan snizenim
hemoglobinu pod fyziologickou mez pro dany vek a pohlavi zvifete. PoCet erytrocyti ma pro
definovani anemie mensi vyznam, nebot’ u nékterych typl anemii nemusi byt pocet erytrocytl
snizen a u jinych mohou byt erytrocyty dokonce zmnozeny. Hemoglobin a hematokrit mohou
byt pozménény také pii odchylkdch v mnozstvi cirkulujici plazmy (napiiklad b&éhem
gravidity, atd.). Naopak pokud klesne objem plazmy, naptiklad pii dehydrataci, nebo
u nedostatku funkénosti nadledvinek (Addisonova choroba), hodnoty se mohou zdat v normé,
| pfesto, ze je jedinec chudokrevny. U lidi se jedna o jeden z nejéastéjSich chorobnych stavi
a to v dusledku chybgjici spravné vyzivy (Penka a kol, 2009). Cilem 1é¢by anémie je zlepSeni
zasobovani tkani kyslikem. Stav, kdy dochazi k nedostatku Kkysliku v krvi, se nazyva
hypoxemie. Ta spousti kaskadu reakci, které mohou vést az k bunééné smrti, pokud se vcas
neléci. Dehydratace zvySuje krevni viskozitu, coz znesnadiiuje tok Cervenych krvinek, tedy
1 kysliku, do tkani. Ke zlepSeni pritoku krve do tkdni miZze pomoci podani krystaloidii nebo
koloidl. Pfed zahajenim transfuze je dilezité zvazit n€kolik faktor. Krevni slozky jsou
drahé, a proto by se transfuzni 1écba neméla pouZzivat jako objemovy expandér. Rozpoznani
klinickych ptiznakl spojenych s anémii je klicem k vyhodnoceni pacientti, ktefi vyzaduji tuto
1écbu. Hodnoty reprezentované parametry Cervenych krvinek (naptf. hodnoty hematokritu),
hodnoty mohou byt v normé napiiklad v disledku zmenSeni sleziny, i pfesto vSak tento
pacient mize selhavat diky hemoragickému Soku. Chronicky anemicky pacient mize mit
abnormalné nizké hodnoty hematokritu, 1 kdyz je schopen normalniho pohybu, piijimajici
potravu, atd., jelikoz jeho bunky se pfizpisobi na snizeny piivod kysliku. Vysledky
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1ékatského vysetieni a laboratorni vysledky je tfeba hodnotit soubézné a na jejich zaklade
vyhodnotit, zda pacient vyzaduje transfuzni 1é¢bu. Pocate¢ni lécebny plan anemickych
pacientll by mél zahrnovat nasledujici kroky:

Podavani doplitkového O, anemickym pacientim — dokud se krevni tlak, dechova frekvence a
srdecni frekvence nenormalizuji; minimalizovani Soku (napf. diky krystaloidim, koloidim, ¢i
1éktim); zabranéni dal$imu krvaceni (napf. podvazanim, bfisnimi zabaly); minimalizovani
stresu (napi. udrzovat pacienta v klidovém stavu, Vyhnout se bolestivym proceduram, jako je
podkozni injekce, odbér krve pouze v piipadé potieby) a v neposledni fadé¢ monitorovani

barvy sliznice, dechové frekvence, neurologického stavu a hematokritu (Rutan, 2007).
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4. 7Z.aveér

Diky zpracovani této bakalarské prace jsem zjistila, Ze transfuzni medicina ve veterinarni
oblasti, jez se datuje od roku 1950, se zna¢né posunula vpied, technologie se zdokonalila
a dnes je jiz bézné vyuzivanou metodou. Jeji prvopocatky sahaji az do roku 1666, kdy prvni
transfuzi mezi psy uskutecnil anglicky anatom Richard Lower. Ten vSak v té dob¢ jesté nemél
zdaleka tak rozsdhlou pfedstavu o imunologii krve, samotnych transfuzich a krevnich
skupinéach jako mame dnes.

Krev ma ve spojitosti s transfuzemi predevs§im funkci obrannou, kde hraji vyznamnou roli
antigeny, leukocyty a imunoglobuliny. Dnes vime, Ze proti antigenim krevnich skupin DEA
1.1 a 1.2 se ptirozené protilatky nevyskytuji, proto jejich podanim pfi prvni transfuzi nehrozi
zadné riziko vzniku negativnich reakci. K témto nezddoucim reakcim ale muze dojit pii
opakované transfuzi odlisSnych skupin. V dneS$ni dobé mame nékolik zptsobl pro zjistovani
typu a kompatibility krevnich skupin, jako je napiiklad kiizovy test, aglutinacni test,
zkumavkovy test ¢i test imunochromatograficky, diky nimz minimalizujeme inkompatibilitu.

Bé&zné uzivanou transfuzni metodou je heterotransfuze (odlisny darce a ptijemce), ktera je
nutna zejména v akutnich pfipadech, ¢i v ptipadech anemickych pacientii, kterym je timto
zpusobem zlepSeno zasobovani tkani kyslikem a dodavéno potfebné mnozstvi hemoglobinu.
Tato metoda ma Siroké uplatnéni, avSsak ma i jista potransfuzni rizika nehemolytického ¢i
hemolytického charakteru. Tém se snaZime ptedchéazet, zejména pak vySe zminénymi testy
kompatibility. I pfesto ale mize k nezadouci reakci dojit, pak je nutné okamzité transfuzi
prerusit a nasledné zahajit vhodnou 1é¢bu, at’ uz jde napf. o hemaferézu ¢i podavani 1ékt —
napt. heparin pfi koagulacnich poruchach ¢i tromboze, krystaloidy a koloidy pfi krvacivych
stavech, nebo antibiotika v piipadé bakterialni nakazy, atd. Alternativou této transfuzni
metody muze byt i tzv. autotransfuze, u které se napiiklad minimalizuje pfenos infekénich
onemocnéni, je zde vyloucena aloimunizace a imunosupresivni ucinek.

Vzhledem k tomu, kolik dnes mame znalosti, at’ uz jde o krevni skupiny psa, imunologii
¢1 samotnou transfuzi, neni pochyb o tom, Ze se toto odvétvi v budoucnu jesté¢ zdokonali,
dojde k prohloubeni znalosti a zamezi se ve vétsim méfitku nezadoucim komplikacim, jako

jsou jiz zminéné potransfuzni reakce.
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