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Abstrakt

Tématem této prace je screening protilatekhotnych Zen s ohledem na jejich
krevni skupinu. Screening protilatek &hotnych Zen slouzi k &eni potencionakh
rizikovych €hotesntvi z hlediska hemolytického onem&dmovorozené (HON).

HON je stav, kdy matské nepravidelné protilatkyitly 1gG prochézeji i@s
placentu a destruuji fetalni erytrocyty. Protilatkphly vzniknout nasledkenmigdchozi
nekompatibilni transfuze nebo proniknutim fetalnéytrocyti do matina krevniho
ob¢hu prostednictvim fetomaternalniho krvaceni. To mohlo nastsowasném
tehotenstvi, nebo v pb¢hu toho pedchoziho.

Nepravidelné erytrocytarni protilatky jsou deteny pomoci nefpmého
antiglobulinového testu (NAT). Citlivost testuiieme zvySit pouzitim média o nizké
iontové sile (LISS-NAT).

Protilatka, ktera népstji zpasobuje HON, je anti-D. Od té doby, co se zavedla
rutinni prenatalni profylaxe imunoglobulinem anti-Dyrazré klesl vyskyt HON
zpisobeny touto protilatkou. Po porodu se slabé foH@N & pomoci fototerapie
ultrafialovym (UV) s¥tlem. U zavazné formy musi novorozenec podstoupiiénnou
transfuzi.

Imunoprofylaxe imunoglobulinem anti-D je vyrazhevrgjSi, nez vyminna

transfuze. Screening protilatek je levné, ale éfakivySeteni.



Abstract

The topic of this work is screening the pregnantmea’'s antibodies according
to their blood group. The screening of the pregmwemmen's antibodies is to state the
potentially high-risk group of pregnancy from theimg of hemolytic disease of
newborn (HDN).

HDN is a state when maternal irregular antibodilegroup IgG go via placenta
and destroy fetal red cell. The antibodies may Haeen formed as a consequence to
a previous non-compatible transfusion or due toptreetration of the fetal red cell into
the mother's blood circulation via fetomaternal betmage (FMH). This may have
developed during the current pregnancy or the ptes/one.

Irregular red cell antibodies are detected by titérect antiglobulin test (IAT).
The sensitivity of the test can be increased byntedium of low ionic strength solution
(LISS-NAT).

The antibody causing the HDN the most is anti-c8iintroducing the routine-
based antenatal prophylaxis by the anti-D immunaglia, appearance of HDN caused
by this antibody has decreased noticeably. Afterdhlivery, the weak appearance of
HDN is treated with ultraviolet (UV) light photottapy. In case of severe appearance,
the newborn undergoes a exchange transfusion.

Immunoprophylaxis by the anti-D immunoglobulin isuch cheaper than

transfusion. Screening antibodies is cheap, baete¥e investigation.
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Uvod

Bakal&ska prace seénuje laboratornimu vySeni krevnich skupin a soasre
screeningu protilatek @hiotnych Zen. Je to velmi zajimavé a rozsahlé téqrazvoiji
téchto vySeteni dochazelo v souvislosti s objevy novych krelirdgsténi a rozvojem
laboratornich metod.

V teoretickécasti bakaléské prace se zabyvam gasnymi poznatky ohledn
krevné skupinovych systéfna laboratornim metodam pouzivanych &owani krevi
skupinovych protilatek. Dale s€muji screeningovym vysinim u &hotnych Zen.

Uréeni  krevni  skupiny i  screening  protilatek jsou  &mti
imunohematologického vy&eni. Ukovani krevnich skupin je uteZitou sodasti
transfuzni praxe. Wsni krevni skupiny v ABO systému se provadi na gopin
serologické detekce antiger{aglutinogef) pritomnych na erytrocytech a protilatek
(aglutinimi) nachézejicich se v plagm Aglutinogeny jsou detekovany pomoci
monoklonalnich diagnostickych sér a aglutininy jsmzpoznavany diagnostickymi
erytrocyty.

Nepravidelné protilatky se vy$aji ze séra pomoci diagnostickych erytracge
znamou skladbou antigénklinicky vyznamnych krevé skupinovych systém
Nepravidelné protilatky se vy$aji pomoci fiznych tesi a tiznymi metodami.
Nejcastji se pouzivaji nefimy antiglobulinovy test s diagnostickymi erytrogyt
v roztoku o nizké iontové sile (LISS-NAT) formowspcové gelové aglutinace.

Screening nepravidelnych protilatek seéhotnych Zen vySétje za @elem
uréeni potencionakh rizikovych ghotnych z hlediska hemolytického onemértin
novorozend (HON). Silre rizikovou skupinou jsou Rh negativni Zeny a Zeny
s vyznamnymi protilatkami proti antigém erytrocyfi. Toto vySeteni ma pomoci ib
diagn6ze HON a dalSim postupu.



1 Sowasny stav

1.1 Screening protilatek

Ucelem screeningu protilatek je deni potencialé rizikovych ghotenstvi
z hlediska hemolytického onemaer novorozeng. Znané rizikovou skupinou jsou
Rh negativni Zeny a Zeny s vyznamnymi protilatk@nati erytrocytarnim antigeim.
Toto vySeteni ma pomoci id diagn6ze a dalSim postupu u hemolytického onegridcn
novorozeng.

Hemolytické onemocmi novorozené mohou zfisobit kterékoliv
hemolytického onemoeni novorozent protilatky anti-D (85%), anti-c (3,5%), anti-K
(10%) a anti-E. Mezi klinicky vyznamné protilatky hiediska hemolytického
onemockni novorozent pati: anti-A, -B, -C, -e, -Ce, -cE, -By-JK.

Protilatky detekované ghotnych Zen jsodasto nasledkemipdchozi transfuze,
neiastji anti-c, -K, -Fy.

1.1.1 Vstupni vetieni

Vstupni imunohematologické vysehi se provadi ve 12. tydnghbtenstvi.
Wsetteni by ntlo obsahovat weni krevni skupiny v ABO systému. Déle pak standven
antigenu D a vys&eni nepravidelnych protilatek.

U stanoveni krevni skupiny v ABO systému se wgeeaglutinogeny (antigeny)
a aglutininy (protilatky). K vySéeni se pozaduje miniménvySeteni pomoci
monoklonalnich diagnostickych sér anti-A a anti-8i@agnostickych erytrocytA; a B.

K vySeteni D antigenu se pouzivaji dwmonoklonalni diagnosticka séra antiD
IgM tfidy s iznymi klony. Diagnostickd séra by n&m detekovat variantu ‘.

K uréeni D antigenu se nepouziva antiglobulinovy testddporduje se pouzivani
diagnostického séra anti-CD&

Screening nepravidelnych protilatek umoge detekovat klinicky vyznamné

protilatky, které by mohly ohrozit plod nebo noveeoce. VWSéeni ma vyznam nejen



u D negativnich Zen, ale i u Zen D pozitivniclotpze se u hemolytického onemegh
novorozend mohou Kklinicky uplaiovat i jiné specifické protilatky nez anti-D. D
pozitivni €hotné Zeny i D negativni mohou vyteé jiné protilatky nez anti-D stejn
pravdpodobrg.

Screeningova vySeni by nEla obsahovat népmy antiglobulinovy test
S pouzitim erytrocyt v roztoku o nizké iontové silefip37°C (LISS-NAT anti-lgG
+antiC3d). V Gvahu fichazeji i dalSi metody se srovnatelnou citlivogtiodnymi testy
jsou zkumavkové testy, sloupcova aglutinace a wegtyivajici pevnou fazi.

U diagnostickych erytrocyt se doportuje pouziti i panett s minimalnim
zastoupenimethto antiget: C, C¥, ¢, D, E, e, K, k, Fy Fy’, JI& K, S, s, M, N, L8
Doporiuje se, aby ®&ly jedny screeningové diagnostické erytrocyty ggpddCe/DCe
a jedny DcE/DcE.

V pripad pozitivniho screeningového vysemni se provadi identifikace
nepravidelnych protildtek a vyhodnoceni jejich kk& vyznamnosti vzhledem
k hemolytickému onemoéni novorozent a transfuzi. K identifikaci nepravidelnych
protilatek se pouziva LISS-NAT. Wipadt obtizného uteni specifity nepravidelnych
protilatek se pouzivaji enzymoveé test§eint enzymoveého LISS-NAT.

Pri identifikaci nepravidelnych protilatek by &nbyt pouzit panel miniméakh
osmi diagnostickych erytroaytkrevni skupiny 0. Diagnostické erytrocyty byglmn
exprimovat tyto antigeny: K, k, ByFy’, JI& J®, M, S, s. U ghotnych Zen, které uz
byly v minulosti imunizovany nebo jsou po anti-Dofydaxi, jsou pozadavky na panel
diagnostickych erytrocytodliSné.

Pokud byly Bhem screeningového vygeni zachyceny nepravidelné protilatky,
stanovuje se jejich titr. Ten slouzi k monitorov@nibéhu hemolytického onemoéni
novorozend a k rozhodovani, kdy Zé hemolytické onemoemi monitorovat jinou
metodou, neZ imunohematologickd Jestlize se vipdchozim ghotenstvi vyskytlo
téZké hemolytické onemo¢ni novorozeng, neni uz titrovani klinicky vyznamnych

protilatek uzitené®.
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1.1.2 VySetieni plodu

S odlgrem krevniho vzorku plodu (kordocentéza) bylo spéjeysoké riziko
fetomaternélniho krvaceni a tim padem dalSi aloiraoe matky. Navic v 1-3%
piipadi dochazelo k potratu.

Serologické vyséeni krevni skupiny v ABO systému u plodu fiegSi zadnou
uzitetnou informaci. V gkterych gipadech se pouziva kiazu neshodné krevni
skupiny u plodu aéhotné Zeny.

U systéni Rh, Kell, Kidd a Duffy lze uplatnit stanoveni geyau.
Nejvyznamu;jsi je typovani RHD genfy.
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1.2 Hemolytické onemocréni novorozendi (HON)

UZ vroce 1939 Levin a Stetson prokazali, Ze keevnim okthu €hotné Zeny
mohou vyskytovat imunni protilatkyitly 19G. Pokud jsou tyto protilatky nateny
proti erytrocytarnim antigeéim plodu, mohou seips placentu dostat do krevnihasbb
plodu a zfisobit destrukci fetalnich erytrogyt”. Fetalni erytrocyty jsou hemolyzovany
a dochazi k fetalni anémii — fetélni erytrocytyydeemolyzovany rychleji, nez mohou
byt vytv&eny. Anémie mohou bytizr¢ zavazné. ¥Zké anémie mohou vést k selhani
srdce plodu, zadrzovani tekutin a otoku (hydropi®konce az k intrauterinni smrti.
V prabéhu thotenstvi nize byt provedena intrauterinni transfuze. Zakrok aése
riziko ztraty plodu®,

Z poSkozenych fetalnich erytro@yse uvolni velké mnozstvi hemoglobinu. Ten
se gemeni na charakteristicky Zluty bilirubin. ¥®d narozenim dite je bilirubin
absorbovan hlavnv krevnim olshu matky, kde je nasledrkonjugovan jejimi jatry
amize dojit k jeho vylgovani. Aby mohl byt bilirubin vyloten, musi byt nejiv
konjugovan. Po narozeni nejsou novorozenecka gatrapna konjugovat nahronisy
nekonjugovany bilirubin, a ten #pobuje Zluté zbarveni ike ditte, tzv.
novorozeneckou Zloutenkdl.

Nizké hladiny bilirubinu nejsou Skodlivé. WsSiabdiny bilirubinu mohou vést
k poSkozeni bazalnich ganglii v mozku. Toto poSkon&iZe zgisobit trvalé poskozeni,
nag. détskou mozkovou obrnu. Poporodni Zloutenk&Zenbyt |€ena fototerapii nebo

vyménnou transfuz®.

1.2.1 Intrauterinni transfuze (IUT)

Lécba HON ped narozenim je zatiena hlave na obnoveni hladiny
hemoglobinu, protoZe bilirubin je vtomto stadiulupvan fes matku®. U tZce
anemickych plod na p@atku 2. trimestru je kéba technicky velmi natma. Navic je
spojovéana s vysokou perinatalni ztratou pl&du

Ve vaznych fipadech je mozné intrauterinni transfuzi podavatléd tydne
tehotenstvi. Ke stanoveni krevni skupiny a hladinynwglobulinu je odebrana krev

pomoci punkce pugaikové sury. Ze vzorku je také provederfimy antiglobulinovy
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test. Bhem intrauterinni transfuze se podava co nejvigeraayth v co nejmensim
objemu. Darcovské erytrocyty musi byt negativni pkopinové antigeny, proti nimz
jsou namiené matkské protilatky. Jelikoz jeS§tneni pl vyvinut imunitni systém

plodu, musi byt erytrocyty pro intrauterinni tramafvzdy ozéeny.

1.2.2 Fototerapie a vynenna transfuze

Novorozenec neni schopen odbourat a odstranitibifit nebd jeSt nema plg
funkéni jatra. Bilirubin se u novorozence odbourava poinidinki ultrafialového (UV)
swtla. Ultrafialové sétlo premeéni bilirubin na neSkodné slozky, které jsou nastedn
vyloucené ledvinami.

Pokud je dinek ozdeni pod UV lampou nedostéte/, musi se provest vinna
transfuze. Bhem vynénné transfuze je velky podil novorozenecké krverazdn
darcovskou krvi. Vyrnnou transfuzi se odstrani bilirubin, ale i prakia které
zpasobily destrukci erytrocyt Darcovske erytrocyty nesmi obsahovat antigengti pr
kterym jsou nantené matiské protilatky. Samdejmeé musi byt erytrocyty i plasma
ABO kompatibilni u matky i u déte. Pomoci vyrenné transfuze sedgfetalni anémie
a odstrani se bilirubin. Tim ségulchazi ndslednému poSkozeni mozkételit

Pro KiZzovy pokus u vymnné transfuze se pouziva ihiepy antiglobulinovy
test. Ten by se &h provést s m&inym sérem, protoZze vSechny protilatky v krvistdt

mohou byt navazany na erytrocyty a nelze je v détte detekovat®.

1.2.3 HON zpusobené anti-D

Materska aloimunizace a nasledné HON jsoucas§ji zpasobeny Rhesus
systémem. Matska Rh aloimunizace je vysledkem vystaveni Rh magamatky
erytrocyfim Rh pozitivniho plod(®.

Zhruba 16% Zen kavkazské populace je D negativi@Ecl84% muid D
pozitivnich. Proto jetasté, Ze D negativni Zeny maji D pozitivni plogedtoze je D
antigen sil@ imunogenni, nenastava ve vsSectipadech, kdy je plod D pozitivni
a matka D negativni, imunni odpgi: Asi ve ¢tvrtingé t¢hotenstvi pronikne do mana

krevniho olkhu dostatek fetalnich erytrodyt které zfisobi dosta@ou imunizaci.
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V pripact, Ze jsou krevni skupiny matky a && inkompatibilni v ABO systému, tak
jsou erytrocyty plodu proniklé do ntaty krve okamzi destruovany anti-A nebo anti-

B protilatkami. A to dive, nez zpsobi Rh D imunizadf”.

1.2.4 Imunoprofylaxe

Za WtSinu gipadi HON, v gipad Rhesus imunizace, jsou zodgdué Rh D
protilatky. K Rh D imunizaci dochazi, pokud nastét®maternalni krvaceni mezi Rh
pozitivnim plodem a Rh negativni matkou. Podani-Bnimunoglobulinu potlauje
imunitni odpo¥d” Rh negativhi matky vystavené Rh pozitivnim fetdni
erytrocytim (. Imunoglobulin anti-D zpisobi rychlé odstrami Rh D pozitivnich
fetalnich burk. Navic miZe byt potldena produkce Rh D protilatéR

Rutinni poporodni podavani imunoglobulinu anti-® gsgsré zavedeno ve
vyspilych zemich od roku 1969 a vyrazeniZilo riziko vzniku HON. Doportuje se
podavat imunoglobulin anti-D i Zenam, u kterych ziyoZze u nich mohlo dojit
k fetomaternalnimu krvaceni wisledku potratu, ukamni €hotenstvi, invazivniho
prenatéiniho diagnostického vysti a cissského fezu ©. K dal§imu poklesu
imunizaci mezi matkou a plodem doslo, kdyz se inglotoulin anti-D z&al podavat
prenatalg, aby se zabranilo imunizaci z nezjigého fetomaternalniho krvacerdhem

posledniho trimestr{®.

1.2.5 HON zpusobené anti-A nebo anti-B protilatkami

Prirozené aloprotilatky anti-A a anti-B gatdo tidy IgM a nejsou schopné
prochazet pes placentu k fetdlnim erytroéyn. Ale z fiznych divodi je matka nize
vyrobit i ve tid¢ 19gG. V tom gipadt mohou pechazet fes placentu a Zgobit HON.
Pribéch HON zpisobeného anti-A a anti-B protilatkami je n#gi, nez piib¢h
onemockni zagicené anti-D protilatkami. Na HON #pobené anti-A a anti-B
protilatkami se ¥tSinou fFijde az po porodu, kdy se u &# objevi novorozenecka

Zloutenka™.
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1.3 Objev krevnich skupin

Jednou z nejzajimé&sich kapitol v djinach Iékdstvi je vyvoj krevni transfuze.
Uz ve starovkém Egyp& pouzivali princové krvave lazrk posileni a oszeni €la, ve
stredowku pili nektefi bohati patriciové krev zranych gladiatol. Ze zapif fimskych
spisovatel je mozné usoudit, Ze $taRimané, Egypané, Zidé a Asy@né jiz znali
krevni transfuzi. Nktefi autdi |ékaiské literatury z konce 16. stoleti a ¢atku
17. stoleti pipousti moznost krevni transfuze a popisuji teokétinavrhy na jeji
uskut&néni.

Teprve objev krevniho ¢hu Wiliamem Harveyem (1578-1657) v roce 1616
piinasi pro dalSi rozvoj hematologie prvridecky zaklad. Prvni pokusy o transfuzi
krve se objevily az v druhé polowinl?7. stoleti a byly prové&dy na zviatech.
Historicky owienou prvni usgsnou transfuzi krve z jednoho geie druhému proved|
anatom Richard Lower 1631-1691).tiBtnou trubtkou spojil tepnu psa s Zilou
vykrvaceného psa. Poté uskiri jeS€ nékolik podobnych Gsgsnych pokus. Tyto
pokusy ukézaly, Ze s vhodnou aparaturou je moteeagt krev z jednoho zvéte do
druhého, pcemz k zachrahvykrvaceného zvéte stai mnohem meéakrve, nez kolik
ji ztratilo a odebranim malého mnoZzstvi krve rieni druhému z#éti Zadnou Gjmu.
Konaly se i pokusy o krevni transfuzi megzmymi druhy zvfat (nag. mezi psem
a berankem), ale nebyly vZdy éSpé.

Prvni gevod krve naclovéka uskuteénil ve Francii profesor matematiky
a filozofie Jean Babtiste Denis (1628-1704) rok67.8J Sestnactileteho chlapce, ktery
byl zeslably castym ,pou&nim Zilou“ a tr@l horetkami, pouzil k transfuzi krev
beranka. Po &kolika nahods UsgsSnych pevodech krve v3ak doslo k dalSim
smrtelnym. Denis byl soudrstihan a na 120 let bylo cel@swv¢ preruSeno zkoumani
krevnich transfuzi.

Z4jem o krevni transfuze &p vzrostl az z&tkem 19. stoleti zésluhou
anglického porodnika a fyziologa Jamese Blundelly9(-1878), ktery provedl
aspsnou transfuzi u vykrvacené roky. K transfuzim pouzival pouze lidskou krev.
Jeho usgch vzbudil u k&l po celém sité znany zajem o krevni transfuze.

Duvod, pr@ jsou reékteré transfuze Ugpné a nkteré ne, objasnil az objev
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krevnich skupin. Tento objewili v letech 1900-1910 Landsteiner, Jansky a Moss
nezavisle na s@b

Karl Landsteiner (1868-1943)ipsvych pokusech pozoroval jistou aglutina
zakonitost mezi lidskymi séry a krvinkami. Na paat®l téchto pokud v roce 1901
rozclil lidské krve do ti skupin.

Prazsky profesor a psychiatr Jan Jansky (1873)18@1snazil najit podstatu
n¢kterych dusevnich chorob v lidské krvi. VSiml silidgacniho vztahu mezi séry
a krvinkami u hospitalizovanych paciénta psychiatrické klinice KU v Praze. Péjgd
stejny jev pozoroval i u naprosto zdravych lidi @gsel k za¥ru, Ze s onemo&nim
vibec nesouvisi. Stanovil jednotlivé aglutind zdkonitosti mezi lidskymi krvinkami
a séry a rozdil lidstvo do ¢tyf skupin podle jejich vlastnosti. Jednotlivé skupiny
ozn&il fimskymi cislicemi I, 1l, lll a IV. Svij objev zveejnil ve Sborniku lekakém
v roce 1907.

American William Lorenzo Moss (1876-1957) v roce 1910 as#drsvé krevni
skupiny také&imskymi ¢islicemi, ale v obrdceném sledu nez Jansky. Kowiserické
leékarské spolénosti proto roku 1921 stanovila jednotné a@ard krevnich skupin, a to
podle Janského. Timto byla potvrzena priorita jebgevu. Na prvnim mezinarodnim
sjezdu krevni transfuze doslo ke &m ozna&eni krevnich skupin na A, B a 0, které se
dodnes pouziva po celémegy .

Po objevu krevéh skupinového systému ABO byly nalezeny dalSi annge
vlastnosti ¢ervenych krvinek, které nebyly pro transfuzi az tagznamné. Karl
Landsteiner dohromady s Philipem Levinem (1900-)9&Fhalili roku 1927 systém
MN. DualezitéjSi byl vroce 1941 objev Rh systému, kterginili Landsteiner
s Alexandrem Solomonem Wienerem (1907-1976). Rkésysyl pojmenovan podle
opiceMacacus rheusneba pokusy vedouci k tomuto objevu byly pro¢ag na jejich
krvink&ch. Tento objev pomohl vysiit nékteré zahadné reakce po transfuzi a &dvn
pri¢cinu hemolytického onemoéni novorozeng. Po roce 1946 byly objevovany dalSi
systémy, jako Duffy, Kell, Kidd, Lutheran a daf&.

Na zéklad objevu krevnich skupin razagtiklesl paet €zkych a smrtelnych

reakci pi transfuzich. Naopak stoupl et transfuzi jako Eebného zakroku a doslo
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k jejich rozSteni na dalSi |ékaka pracoviét Vedle dosavadniho uplaim v chirurgii
a porodnictvi si naSly své misto i ve ¥nitn a d@tském lék#stvi. Objev krevnich
skupin byl nej¢tSim a nejvyznamijSim objevem v historii krevni transfuze a poddel

tak na jejim rozseni jako dleZitého terapeutického prostiku™®.
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1.4 Skupinovy systém ABO (H)

Prvni objeveny krewhskupinovy systém byl systém ABO, neboli ABH. Tento
systém ma i nadale priadly vyznam v transfuznim lélsavi. NejdilezitéjSimi antigeny
tohoto systému jsou antigeny A a B. Gen kodujievki skupiny mait alely: A, B a 0.
Kodominantni alely A a B kodujitfslusny produkt, kdeZto alela O je tich4 a nevyjes
v expresi antigenu. VSichni mameédalely ABO systému, jednu jsmeétili od otce a
druhou od matky. Tyto alely mohou vytWioSest fiznych kombinaci genotyip A/A,
A/0, B/B, B/0 A/B a 0/0. Vzhledem k tomu, Ze aldlge ticha, vyusguje €chto Sest
kombinaci pouze détyi fenotypi/krevnich skupin: A, B, AB a (.

Priblizna cetnost krevnich skupin u istloevropského obyvatelstva je
nasledujici: A — 45%, B — 15%, AB — 8% a 0 — 32%.s¥tové populaci se frekvence
krevnich skupin rni s ohledem na rasu, narodnd@stgeografickou oblast. Vyskyt
skupiny A je docela vysoky uigodniho obyvatelstva jizni Australie (az 77%). Skap
B se s vysokou frekvenci (kolem 40%) objevuje Vi Asiskupina 0 se udpodniho
obyvatelstva Ameriky &asti Afriky nachazi getnosti nad 609>,

1.4.1 Antigeny systému ABO (H)

Prakticky u kazdého jedince jéifmmna prekurzorova substance, ze které vznika
H antigen. Alely A a B prostdnictvim enzym preménuji H substanci na A nebo B
antigeny. Alela 0 je ticha a H substanci nemodjékZ toho divodu je na erytrocytech
krevni skupiny O itomna pouze H substanéé

Gen H je nezavisly na genu ABO a antigeny ABO &yst jsou formovany
.neprimym*“ procesem. Kornmé krevié skupinové antigeny postupnprodukuji
enzymy, ale u &Siny ostatnich krewhskupinovych systému (nagRhesus) jsou kre¥n
skupinové antigeny kédovanyimo pislusnymi geny. Gen H kéduje transferazu, jez
piipojuje fukdzu ke galakt6ze zakladni substancensotzpisobem je utviEen H antigen
@

Antigeny A a B jsou koncové sacharidy glykoprote{(65-75%) a glykolipid
(25-35%) erytrocytarni membrany. fifdmnost sacharidu N-acetylgalaktozaminu
(GalNac) utuje skupinu A, D-galaktozy (Gal) skupinu B a L-fukgd (Fuc)
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skupinu 03 4)

1.4.1.1 Podskupiny

Antigeny A a B se nevyskytuji na vSech erytrocyteehstejné antigenni sile
a kvalit. Je zndmo kolik kvalitativné a kvantitative odliSnych druli antigenu Ai B,
které oznaujeme jako podskupiny®.

NejvyznamijSimi podskupinami krevni skupiny A jsou; A& A,. Ostatnimi,
mért znamymi a méhcastymi podskupinami jSOUzAAm, Ax, Aeng Aint @ Ael. Zhruba
80% lidi s krevni skupinou A ma fenotyp; A& téng 20% ma fenotyp A Shodné
procentualni zastoupeni se vyskytuje o podskupin AB a AB. Velmi silny enzym
A1 meéni prakticky vSechny prekurzoroveiiditzce na antigeny A Enzym A je slabsi
aztoho dvodu nemdni vSechny prekurzory vAantigeny. V dsledku toho jen
a erytrocytech krevni skupiny;Avice antigefi A;, neZz A antigeri na erytrocytech
skupiny A .

Podskupiny mizeme najit i u B antigenu, i kdyZ mnohem vazgichnez
u antigenu A. To vSak fiZe byt zgisobeno menséetnosti B antigenu v populaci.
Podskupiny B antigenu jsou ragené na B, B,, By a B, .

1.4.1.2 Abnormality

Krevni skupina je od narozeni né&mma. MiZzeme vSak pozorovat &asné
zmeény po transfuzi velkého mnozstvi krve jiné skupimgbo trvalé zrmy po
transplantaci kostniidré od darce jiné krevni skupiny. Ke Zn& krevni skupiny nmize
dojit i za hiznych patologickych stév(nag. bakterialni infekcel?.

Ziskany B antigen

U lidi s krevni skupinou A mohou ¢které bakterialni infekce #gobit
piitomnost antigenu, kteryiipomina antigen B. P@madz tito lidé nemaji geneticky
znak pro B antigen, nazyva se tento B antigen miskBoté, co bakterie #pobujici
puvod ziskaného B antigenu vymizi zéesta, zmizi i ziskany B antigen.

H deficitni fenotyp

Ve velice vzacnychifpadech chybi u lidi H alela. Ti nemohou produkodat
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substanci a visledku toho nedojde k expresi ABO antijeprestoze jsou ifitomny A
nebo B alely. Prvniifipad byl objeven ve &t Bombay v Indii, a proto je H deficitni
fenotypcasto nazyvan Bombay fenotygpkrevni skupina Bombay. Bombay erytrocyty
se podobaji erytrocfn krevni skupiny 0, az na to, Ze neobsahuji Zadiigen H. Tito
jedinci produkuji protilatky anti-H, anti-A i anB; a proto niZze byt k transfuzi pouZzita
pouze krev s Bombay fenotypem, nékaloprotilatka anti-H prakticky vzdy #Agobi
akutni hemolytickou potransfuzni reakei

V Evrop se Bombay fenotyp vyskytuje zhruba u 1 z 1 00Q ®0mdii je jeho
vyskyt mnohem #tSi, zde niZzeme tuto abnormalitu najit u 1 z 10 000 a na Falzju
dokonce u 1 z 8008°. Nejwtsi frekvence Bombay fenotypu je na ostrdRéunion
v Indickém ocean({t”.

Fenotyp Cis AB

Obvykle jsou u krevni skupiny AB A a B alely un¢is# na odliSném
chromozomu fislusného chromozomového paru. Alely jsou uénistnaproti sob
a pouze jedna z nich jequlana diiti. Tato pozice se nazyva trans. U Cis AB fenotypu
jsou alely A a B umighé v cis pozici, a to vedle sebe na stejném chromoza ok

alely se ddi sowasrs .

1.4.2 Protilatky systému ABO (H)

Protilatky (aglutininy) jsou latky bilkovinové pafty obsazené v krevni plagm
které jsou schopné shlukovat krvinky odpovidajicanfitigeri (aglutinogei). Sila

shlukovaci schopnosti protilatek je dana jejictetit.

1.4.2.1 Pravidelné (girozené) protilatky

Pravidelné protilatky jsou vrozené, coz jsou patity, s kterymi seclovek
narodi, nebo které se bez¢jgich vliva vytvori do jednoho roku po narozeni a jsou po
cely Zivot obsazené v krevnim séru. Pravidelnymotifiitkami jsou protilatky ABO
systému, které jsou obsazené v séru vSech jedgifislusné krevni skupiny. Takovymi
protilatkami jsou wlovéka anti-A (alfa) a anti-B (beta).fiPnekompatibilni transflazi

jsou zodpowdné za hemolyzu transfundovanych erytrécyE¥irozené protilatky
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obvykle pati do #idy IgM a optimal®& reaguji pi teplotach nizSich nez 37°C.

1.4.2.2 Nepravidelné (ziskané) protilatky

Ziskané protilatky vznikaji na zakkadntigenniho podtu, kterym nize byt
krevni transfuze ¢hotenstvi nebo transplantace organu. Protilatkykaziti imunizaci
sefadi do tidy IgG. Mezi nepravidelné protilatky gati protilatky vSech ostatnich

krevnich skupinovych systént* )

1.4.2.3 Kompletni a inkompletni protilatky

Podle serologickych vlastnosti dale¢liche protilatky na kompletni
a inkompletni.

Kompletni protilatky jsou schopné aglutinovat eogiyty suspendované
v solném prosedi @gimo. Jejich velikost (900 kDa) uminzje prekonat vzdalenost mezi
erytrocyty. Obvykle pét k IgM protilatkhm a nemohou prochézet placentou.

Inkompletni protilatky jsou mnohem menSi (150 kDm)nedokazi vyvolat
piimou aglutinaci. K jeji zajighi potebujiin vivo podporu. Inkompletni protilatky pat

k IgG protilatkam a mohou prochazet placentou.

1.4.2.4 Klinicky vyznam protilatek

Rozpoznavani erytrocytarnich protilatek jeéeité vzhledem k tomu, Ze mohou
vyvolat hemolyzu erytrocytnesoucich fislusné antigeny. sledkem toho jsou tytdit
nezadouci komplikace.

(Pozdni) hemolyticka transfuzni reakce

Pokud je pijemci podana transfuze nekompatibilni krve, tak otiptky
namiené proti darcovskym antigém zpisobi €Zkou hemolytickou potransfuzni
reakci.

Hemolytické onemocéni novorozeng (HON)
V tomto gipact si Zena vytvéd 1gG protilatky proti erytrocyim plodu, které

projdou placentou a nasletldestruuji jeho erytrocyty.
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Autoimunitni hemolytickd anémie (AIHA)
Zde nastava autoimunitni reakce, kterouwisgbi protilatky nantené proti

antigerim vlastnich erytrocyit®.

Tabulka 1: ABO systém

' Antigeny na o )
ABO skupina Protilatky v séru Genotyp
erytrocytech
0 Zadné anti-A, anti-B 0/0
A Zadné A/A nebo A/O
B B anti-A B/B nebo B/0
AB AB anti-B A/B

Zdroj: Daniels (2002}

22



1.5 Skupinovy systém MNS

Skupinovy systém MNS vlastrzahrnuje dva oddené systémy: systém MN
a systém S¥. Lansteiner a Levina v roce 1927 objevili pomaglikich sér skupiny M
a N®. A7 dvacet let poté byla popsana protilatka andi-hti-s dokonce za dal&ixi
roky. Gen kodujici alely M a N jésnre poutan s genem kodujicim S a s alely. Oba geny
leZi na 4. chromozomu tak blizko sebe, Ze mezamlehedochazi ke crossing ovéhu

1.5.1 Antigeny systému MNS

Systém MNS zahrnuje 43 antigenMNS1 — MNS43 ™. Nejznangjsimi
antigeny jsou M, N, S, a s. Antigeny jsou urngt na sialoglykoproteinech glykoforinu
A a B. Antigeny MN jsou umighé na glykoforinu A. Antigeny Ss se nachazeji na

glykoforinu B®3),

Glykoforiny obsahuji znmé mnozstvi kyseliny sialove, jeZigpiva k tvork
negativniho povrchového naboje na membmnytrocyt.

Glykoforiny A a B mohou slouzit jako receptory pegtokiny, bakterie a viry.
Jedinci, kterym chybi gykoforin A nebo B, maji eogyty odolné wci invazi parazita
Plasmodium falciparupktery u lidi zgisobuje malarif*®).

Antigeny M, N, S, a s mohou bytaeny uz wasném stadiu fetalniho vyvoje
a i narozenf jsou antigeny zcela vyvinity

»~

Tabulka 2: Frekvence ndjZitejSich MNS antiget

' Frekvence u kavkazské| Frekvence @gernosSské
Antigeny
populace (%) populace (%)
M 78 73,8
N 72 75
S 52 31
S 90 93

Zdroj: Engelfriet (2003}’
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1.5.2 Protilatky systému MNS

Anti-M, anti-N

Anti-M protilatky nalezi kIgM a IgG protilatkhmAnti-N maji wtSinou
charakter IgM protilatek, ale whterych gipadech se mohou vyskytovat IgG anti-N
protilatky. Protilatky anti-M a anti-n nevazi korephent a nejsou povazovany za
pii¢cinu hemolytické transfuzni reakce, i kdyZ ve vzainyipadech doSlo vigledku
anti-M k pozdni transfuzni reak& . Jestlize protilatky pé#t do #idy 1gG, mohou
zpasobit hemolytické onemoé&ni novorozeni.

Enzymy (nap. papain, bromelin a trypsin) mohou odstrasdist glykoforinu A,
na kterém jsou umisty antigeny M a N. Vikledku toho nejsou na erytrocytech
detekovatelné. Z tohougtodu nelze protilatky anti-M a anti-N rozpoznavainpci
krvinek oSetenych enzymem. Mohou byt diagnostikovany pomogiéud a nefgmeho
antiglobulinového testu.

Anti-S, anti-s

Protilatky anti-S a anti-s jsourgvazié ziskané a jsou v tonyipac 1gG ftridy.
Mohou vSak byt i firozere se vyskytujici, a tedy IgMiidy. Ok protilatky mohou
zpasobit jak hemolytickou transfuzni reakci, tak heytioké onemocéni novorozent.

Antigen s se v populaci vyskytuje ve Zné frekvenci, a z tohougodu se
protilatka anti-s nachazi vzacnProtilatky anti-S i anti-s jsou detekovatelné pan
negimeého antiglobulinoveho testu.

Anti-U

Protilatka anti-U je téwt vzdy IgG protilatka a rive zpisobit €Zkou

potransfuzni reakci a hemolytické onem&unnovorozeni. Nejlépe se wuje pomoci

negimého antiglobulinového testl.
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1.6 Skupinovy systém P

Tento skupinovy systém objevili Landsteiner a bevigi praci s krevnimi

skupinami M a N v roce 1927.

1.6.1 Antigeny systému P

Rozeznavame antigeny, P, R a p. V [&Zné praxi se vySaije pouze antigen
P1, ktery se nachazi asi u 80% lidi. Antigeny P sysigsou docela slabé a jefidka

vyvolaji imunizaci®®.

1.6.2 Protilatky systému P

Protilatky anti-R jsou chladové IgM protilatky, které secuji solnym testem.
Aglutinatni reakce mze byt posilena enzymy. Nemgmbuji hemolytické onemogni

novorozend @,
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1.7 Skupinovy systém Rhesus

Skupinovy systém Rhesus objevili v roce 1940 L&ider a Wiener i praci
s erytrocyty opiceMacaca Rhesu&’. Ze v3ech krevnich systému, zahrnuje Rhesus
systém nejvice antigénV sowasné dob zname pes 50 antigei tohoto systém§.
vyskytovat ve variantnich a zeslabenych forméth

Rhesus systém zahrnuje dva Uzce propojené gedlp & RHCE. Oba geny
jsou umistné na 1. chromozomu. Oba geny jsou Uzce propojeoigysejrneé se adi
spolesns @,

Proteiny Rhesus systému jsou iMoy polypeptidovym fettzcem z 417
aminokyselin, ktery dvanactkrat prostupuje eryttdaoyi membranu. Na ¥si strar

membrany utvid Sest sm§ek, na kterych jsou lokalizovany vlastni Rhesusgganty.

1.7.1 Antigeny Rhesus systému

Rhesus antigeny jsou exprimovany pouze nakéch erytroidni linie. Na
fetalnich erytrocytech jsou prokazovany jiz od éeettydne gdhotenstvi. NejspiSe jsou
zapojené do membranového transportu amoniaku.

Antigen D

Antigen D je hlavnim a nefdeZzit¢jSim antigenem tohoto systému. Je to soubor
fady epitofi povrchovécasti RhD proteinu. D epitop je tien jedingéné prostoroé
seskupenymi 3-5 aminokyselinami. Nyni rozeznavaioe mez 30tznych D epitop.

Velmi silna imunogenicita D antigenu g v tom, Ze u D negativnich jedinc
chybi cely RhD protein a maji jenom RhCcEe proteiriyyse od RhD proteinu liSi 31-
35 aminokyselinami. Z tohotoddodu imunitni systém D negativnich jedindohkie
rozpoznava D pozitivni erytrocyty.

Zhruba 85% kavkazské populace ma fenotyp D+ (Rhtipni) a 15% ma
fenotyp D- (Rh negativni).
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Slabé D antigeny

RHD geny sbodovymi mutacemi gobi substituci aminokyselin
v intramembranozni a intracelulaftésti RhD proteinu. Ret jeho kopii na membrén
erytrocytu se snizi Kii poruSe jeho zabudovani do Rh komplexu. Extramamdezni
¢ast RhD proteinutstava nezriména.

Variantni D antigeny

Zmény RHD genu zpisobi rozdilné uspgadani extramembranoziasti RhD
proteinu. To zaficini ztratu rkterych D epitop. RHD gen niZe byt zndnén dwma
zpasoby. Buf'to miZou bodové mutace #pobit znénu aminokyselin v polypeptidovém
fetzci, nebo rekombinaci mezi RHD a RHCE geny dojdezx@ku hybridniho genu,
ktery kdduje hybridni protein.

Antigeny C/c a E/e

Antigeny C, c, E a e jsou vyrazmeére imunogenni nez antigen D. Imunogenita
Rhesus antigénse sniZuje v nasledujicimigali: D >c>E > C > &,

Zakladnim rozdilem mezi antigeny C a c je substitaminokyselin serin
(antigen C) a prolin (antigen c) na 103. pozicidii#ované na druhé extramembranozni
smyce RhCcEe proteinu. Rozdil mezi antigeny E a €ispov substituci aminokyselin
prolin (antigen E) a alanin (antigen e) na 226. iggotokalizované nactvrté
extramembranozni srage RhCcEe proteinu.

S mimdadrs vyssi frekvenci se ¢eské republice vyskytuje antigenVCU
kavkazské populace se vyskytuje s frekvenci 2%, valeské republice az s 4-6%

getnosti®.

1.7.2 Protilatky systému Rhesus

Protilatky proti Rhesus antigém jsou téndf vyhradré vytvareny imunizaci
nasledkemdhotenstvi nebo krevni transfuze. ObvyklerphtlgG protilatkam. Mohou
byt pficinou hemolytického onemoéni novorozent nebo opozéhé hemolytické
potransfuzni reakce. Optimélaktivni jsou pi 37°C a nevdZzou komplement. Nejlépe se

uréuji antiglobulinovym testem nebo krvinkami a&stymi enzymem (nd&p papainem
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nebo bromelinem).

VétSina Rhesus protilatek ma specifitu anti-D, neli antigen je nejvice
imunogenni. Anti-C protilatka se témnikdy nevyskytuji bez jitomnosti anti-D nebo
anti-e protilatek. Anti-E protilatka se nachazi eRBus pozitivnich i Rhesus negativnich
osob. Nkdy se anti-E protilatky mohou vyskytovat i beegchozi imunizace. Anti-c
protilatky jsou naniené proti ¢ antigenu, ktery je po antigenu D nejgim
imunogenem z Rhesus antigenProtilatky anti-e se filka kdy nachazeji jako
protilatky, protoze 98% kavkazské populace ma egant Porgrn¢ ¢asto se vyskytuji
autoprotilatky s anti-e specifitdtf.

Nejzavazujsi formu hemolytické nemoci novorozénepisobuje anti-D. Po
zavedeni anti-D profylaxe af@wého sledovani rizikovychéhotenstvi se pet tohoto
onemocini z divodu nekompatibility RhD sniZil®®. Druhou nejvyznamisi
protilatkou Rhesus systému je anti-c, kterd je éakschopna Zsobit zavazné
hemolytické onemoemi novorozenit “%. Aloprotilatky anti-C, anti-E a anti-e jsou
obvykle spojeny s mirnym hemolytickym onemaaim novorozeni ?* 22
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1.8 Skupinovy systém Lutheran

Skupinovy systém Lutheran objevil Callender vrot@45. Pai sem 18
antigerii. VétSina z nich se v populaci vyskytuje ve velmi vyddkekvenci. Zkracen

se systém Lutheran nazyva Lu.

1.8.1 Antigeny sytému Lutheran

Nejvyznamgjsimi antigeny tohoto systému jsou®.a L. Gen Lutheran je
umisgn na 19. chromozomu. Vyskyt antigenu®lj@ velmi nizky, naproti tomu vyskyt
antigenu L8 je mnohem vy$&i. Jen 0,2% populace j& hegativnich, teda s genotypem

LuLu®. Antigeny L{ a LW nejsou pi narozeni zatim tpénvyvinuty .

Tabulka 3: Frekvence P LU fenotypi

Frekvence u Frekvence u
Genotyp Fenotyp kavkazské populacg cernoSské populace
(%) (%)
Lu’Lu® Lu*™ 0,2 0,2
Lu’Lu® Ly 7.4 5,2
LuPLu® Lu*®* 92,4 94,6
LuLu Lu®™ prakticky O prakticky O

Zdroj: Engelfriet (2003§*

1.8.2 Protilatky systému Lutheran

Protilatky anti-Ld a anti-L{ se vyskytuji ve forra piirozenych IgM protilatek
arovrez i ve formeé ziskanych imunnich 1gG protilatek. Protilatky mahdoyt
detekovany pomoci solného a tiepého antiglobulinového testt.

Anti-Lu?

Anti-Lu® imunni protilatky jsou velmi vzacné, antigen®je velmi slaby. H

22°C protilatky reaguji sitji nez @i 37°C. Nejsou znamyifpady, kdy by anti.L¥

protilatky zpisobily hemolytické onemoéni novorozent nebo hemolytickou
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potransfuzni reakci.
Anti Lu®
Protilatky anti-L{ reaguji pi 37°C steji jako i 22°C. Je &7ké sehnat pro lidi
s protilatkou anti-Lfkompatibilni krev k transfuzi, protoZe zhruba 99,p&pulace ma
Lu® pozitivni erytrocyty. Mohou zjsobit jak hemolytickou potransfuzni reakci, tak

hemolytické onemoami novorozent 2.
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1.9 Skupinovy systém Kell

Skupinovy systém Kell objevil Coombs v roce 194¢pa@menoval ho podle
pacientky (pani Kelleherové) u které protilatky id€ell zpasobily hemolytické
onemoc#ni jejiho novorozeného dfe *® Podstatu systému Kell t¥fotii geny na 7.

chromozomu?,

1.9.1 Antigeny systému Kell

Systém Kell ma 27 antigénKEL1 — KEL27. Do klinicky vyznamnych piatk
(KEL1), k (KEL2), Kp* (KEL3), Kp® (KEL4), J§ (KEL6) a J8 (KEL7). Teéchto 6
antigerti se 1i&f v jedné aminokysetinextramembranéznfasti Kell glykoprotein{®.
Kell glykoprotein je membranovy protein s ektodommén ktera se sklada ze dvou
oblasti. Z proximalni endopeptidazové domény séexrim a vice variabilni distalni
domény®.

Kromé ABO a Rhesus antigénD, ¢ a E je K antigen nejvice imunogennim
skupinovym antigenem. Antigeny K a k jsatitpmné uz u desetitydennich piod jsou
prokazatelné ve velngasném staditehotenstvi®.

S 99,9%cetnosti se v populaci vyskytuje Kantigen. Ziskani kompatibilniho
materialu na krevni transfuzi u anti-Kpacientt mize byt extrémé narané. Ri 16be
hemolytického onemoeni novorozent je ¢asto jedinym moznym Zigobem pouziti
matéské krve®),

J2je antigen s mnohenst&i frekvenci vyskytu, nez antigds.

Velmi vzacr se vyskytuji jedinci, kié nemaji na erytrocytech detekovatelné
Zzadné antigeny Kell systému, s genotypegn\itvéareji protilatky proti Kell antigetim
a jejich sérum nasledrreaguje s erytrocyty prakticky veskerych darroto musi H
transfuzi dostat krev pouze od déarce se stejnymtgpam.

V posledni dob bylo zjisS€no, Ze Kell antigeny nejsou omezené pouze tid&yu
erytroidniho fivodu, ale Ze jsou vyjédny i na myeloidnich tkanic®. V malém
mnozstvi jsou Kell antigeny vyjéeny i na lymfatickych organech, staém
a kosternim svalstvu a naitk#ch nervového systéniiy.
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. Frekvence u kavkazské| Frekvence @ernoSske
Antigen
populace (%) populace (%)
K 9 2
k 99,8 100
Kp® 2,3 0
Kp® 100 100
J$ 0,01 20
JS 100 99

Zdroj: Engelfriet (2003§*

1.9.2 Protilatky systému Kell

Protilatky proti Kell antigetim pati obvykle do tidy IgG, tvai se po transfuzi
nebo thotenstvi a mohou z#&pinit hemolytickou potransfuzni reakéi hemolytické
onemockni novorozence.

Protilatky proti antigeim s vysokou frekvenci vyskytu (anti-k, anti-Kp
anti-J8) stZuji vzhledem k malému ptu dar@a vybér vhodného kompatibilniho

materialu k transfuzi.

Protilatky Kell systétmu se nejlépe prokazuji pomomegimého
antiglobulinového testu.
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1.10 Skupinovy systém Lewis

Skupinovy systém Lewis je patrfedinym kreve skupinovym systémem, jehoz
antigeny se nevytvaji na erytrocytarni membranZkracer se Lewis systém nazyva

Le. Existuje &sny vztah Lewis systému s ABO (H) a P systéthy

1.10.1 Antigeny systému Lewis

Antigeny Lewis systému jsou sacharidy vazané nhkubsgoi glykolipidy
piitomné ve slinach a v plagm Druhotré jsou naadsorbovany na erytrocytarni
membranu z plasmy. Systém Lewis ma dva zakladigemt: Lé (LE1) a L& (LE2).

Ty jsou produkty neffmého Le genu FUT3 na 19. chromozoftil

1.10.2 Protilatky systému Lewis

Lewis protilatky jsou firozené IgM protilatky. Anti-L& je relativié casta
protilatka, kter4 raze zmsobit €Zkou hemolytickou potransfuzni reakci. Protilatka
anti-Lé® je méré nebezpéna a hemolytickou reakci #ipobuje ve vzacnychifpadech.
Protilatky Lewis systému nejlépe reaguji v solnérospedi @i 22°C. Hemolytické
onemockni novorozeng nezpisobuji, protoZe v&ichni novorozenci maji fenotygte

a antigeny se tévaz po narozen?>.
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1.11 Skupinovy systém Duffy

Skupinovy systém Duffy byl objeven v roce 1950 Qstiiem a byl pojmenovan
po prvnim pacientovi. Zkraceny nézev je Fy. Duffykgprotein sedmkrét prostupuje
erytrocytatni membranu a mé extracelularni N-te&mindoménu a cytoplazmatickou

C-terminalni domén{t®,

1.11.1 Antigeny systému Duffy

Do systému Duffy je zahrnuto Sest antitreRy? Fy’, Fy3, Fy4, Fy5 a Fys.
NejdileZitsj$imi z nich jsou Fy a FY. Gen pro systém Duffy je umést na 1.
chromozomu, kde je umét i gen pro Rhesus systém.

Frekvence vyskytu Duffy antigénse v populaci posmné dost liSi. Ucinske
populace se antigen Fyyskytuje v 99,7%, ale &ernosské populace je to jen 10%.

Antigeny FY a Fy jsou @ narozeni jiz pls vyvinuty a mohou byt
identifikovany uz u Sestitydennich plind

Malaricti paraziti Plasmodium vivaxa Plasmodium knowlespronikaji do
erytrocyti pres Ffa Fy antigeny. Jedinci s genotypem®®jsou Vici témto parazitm

rezistentnf®.

Tabulka 5: Frekvence By Fy genotyy a fenotyjh

Frekvence u Frekvence u
Genotyp Fenotyp kavkazské populace ¢ernoSské populace
(%) (%)
FY'Fy’ Fy™™ 17 9
FyFy’ Fy?? 49 1
FY'Fy’ Fy*?* 34 22
FyFy Fy™ prakticky O 68

Zdroj. Engelfriet 2009
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1.11.2 Protilatky sytému Duffy

Duffy protilatky jsou obvykle 1gG. Mohou Z#gobit jak hemolytickou
potransfuzni reakci, tak hemolytické onem&nnovorozend. Detekuji se pomoci
negimeho antiglobulinového testu.c¥ina nelze prokazat diagnostickymi erytrocyty
oSetenymi enzymem, protoZzeipobenim enzymu dojde k odstéan dilezitych Duffy

antigerti z krvinek®.
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1.12 Skupinovy systém Kidd

Skupinovy systém Kidd objevil v roce 1951 Allerbg@ pojmenovan po prvni
pacientce, u které byl nalezen. Kidd glykoprotemsetkrat prostupuje erytrocytarni
membranu a vykonava funkci transportérucmany . Zkracer se Kidd systém

nazyva JK.

1.12.1 Antigeny systému Kidd

Gen systému Kidd je umést na 18. chromozomu a mi alely: Ji& JK a Jk.
Alela Jk je ticha a nekdduje zadny antig8nAntigeny JR a JR se od sebe lisi v jedné
aminokyselig v extramembranézrsti Kidd glykoproteind*®),

Krome antigeri Ji¢a J® se vyskytuje jedtantigen Jk3. Ten jefftomny u viech
jedinai, kteif maji J&nebo JR antigen.

Kidd antigeny se vyskytuji jiZ ¥asném stadiu vyvoje plodu & marozeni jsou
dohe vyvinuty. Kidd antigeny jsou ménmunogenni, nez antigeny ABO, Rhesus a Kell

systému®?.

Tabulka 6: Frekvence 3& JK genotyyii a fenotyyi

Frekvence u Frekvence u
Genotyp Fenotyp kavkazské populacg cernosSské populace
(%) (%)
JKIK Je*E 26,3 51,1
JKIK Je* 50,3 4,8
JKIK Je* 23,4 8,1
JkJk IR prakticky O prakticky O

Zdroj: Engelfriet (2003§*
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1.12.2 Protilatky systému Kidd

Protilatky systému Kidd obvykle gatdo #idy IgG, ale mohou se vyskytovat i
v IgM tifds. V podstat vzdy vazi komplement”. Jsou nejastjsi piicinou pozdni
hemolytické potransfuzni reakce. Velmi vz&anohou byt picinou €zké hemolytické
reakcesi zavazné formy hemolytického onemeénhnovorozeng ™.

Koncentrace Kidd protilatek setre nahle snizit az pod Uravgejich detekce a
nemusi byt rutinnim screeningem zji$y. Nejlépe se protilatky Kidd detekuji pomoci
negimeého antiglobulinového testu: PEG-NAT, LISS-NAE&razym-NAT.

Osoby s protilatkami anti-Jk3 mohou dostat kretrahsfuzi pouze od daic

s fenotypem Jk> @
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1.13 Laboratorni metody pouzivané k ugovani krevné skupinovych protilatek

NejvhodrjSi metoda k ufovani protilatek proti erytrocyin je zaloZena na
aglutinaci. Pokud byly erytrocyty senzibilizovanyoplatkami, pak dochazi k jejich
aglutinaci, ktera je pozorovatelna pouhym okem. tdtijatek #idy IgM dochazi
k aglutinaci pimo. K detekci protilatekitdy 1gG je poteba pouZzit nafmou metodu,
neba’ protilatky tidy 1gG krvinky sice senzibilizuji, ale neaglutihujAby doSlo
k aglutinaci, tak je pdeba pidat dalSi substanci (napantiglobulinové sérum).

To, jestli dojde mezi erytrocyty Kimé nebo nefmé aglutinaci, spova ve
vzdalenosti, kterou mezi sebou maji. Bilkoviny ytescytarni membré&nh maji
negativni elektricky naboj. Ve vodnych roztocich leelem krvinek vytvéi obal
s pozitivre nabitymi ionty a dochazi k rozdilu potencialu meationty v médiu
a zaporg nabitymi erytrocyty. Tento potencial je nazyvamazpotencialem. Erytrocyty
maji stejny naboj a navzajem se odpuzuji. Udrzujnezi sebou vzdalenost zhruba
16 nm.

Kompletni (IgM) protilatky, o velikosti 30 nm, jeoschopny vzdalenost mezi
erytrocyty gemostit, diky tomu, Ze jsou jejich Falasti daleko od sebe.fifmou
aglutinaci zgsobuji pouze tyto protilatky, a proto se nazyvagimipletni, neboli
aglutininy. Aglutininy erytrocyty aglutinuji v ka&dsituaci, i v solném roztoku.

Inkompletni (IgG) protilatky jsou mensSi. Erytrogydice senzibilizuji, ale nejsou
schopny vzdalenost mezi nimigmostit. Rozgti mezi Fabcastmi je mensi nez 16 nm
aty se nedokazitipojit ke dwma erytrocyim. K urkeni €chto protilatekin vivo
musime pouzit podpné prostedky. Ktomu, aby doSlo k aglutinaci erytroyt
senzibilizovanych inkompletnimi protilatkami, lzeoyZit dvou zpsohi. MaZzeme
omezit vodni plaSs iontovym oblak kolem erytrodyta tim zmenSit vzdalenost mezi
erytrocyty. Nebo mizeme spojit protilatky na senzibilizovanych eryjrimch
protilatkami proti lidskému IgG a IgG protilatky @iesebou vytvéi mustek.

Existuji ale i vyjimky. 1gG protilatky proti antepim A a B mohou v solném
roztoku vést k aglutinaci. To je dano tim, Ze asmig ABO systému jsou umésie na
glykoproteinech vinivajicich z erytrocytarni membrany. Vzdalenost imeeznebo B

antigeny je tak kratsi, nez vzdalenost mezi menaimanigchto erytrocyli. DalSim
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divodem je, Ze piet antige je na membré&hznané vysoky a jakmile je navazan
vysoky pa@et IgG molekul, MZe nastat aglutinace.

1.13.1 Redukce vodniho plas a iontového oblaku kolem erytrocyfi

Vnitini ¢ast vodniho plagtma pozitivni naboj. V&Si negativni oblak je difuzni.
Potencial, ktery se zde nachazi, nazyvame zetangatem. Pokud zeta potencial
klesne, erytrocyty se k sébmohou piblizit a inkompletni protilatky jsou schopné
aglutinace. Toho Ize dosahnout pouzitim nasledijichztoKi:

Albumin

Albumin je bipolarni polymer a po jehdigani do suspenze erytrotyde zngni
jejich povrchovy néboj. Albuminové molekuly nahragbzitivni molekuly vody
a k erytrocytarni membrénse bude fixovat mé&npozitivnich ¢astic. Dojde k poklesu
zeta potencialu a zmensi se vzdalenost mezi epyrdObvykle se pouziva 22% roztok
albuminu v kombinaci s antiglobulinovym testem.

Polybren

Pozitivré nabité molekuly polybrenu reaguji s negativnimaj@im na povrchu
erytrocyti a podporuji aglutinaci tim, Ze vytttamastky mezi erytrocyty. Pokud je
polybren gidan ve vysoké davce, tak erytrocyty agreguji spomi Nejde vSak
o antigen-protilatkovou reakci. Inkompletni pratiéga mohou v pitomnosti polybrenu
reagovat s antigenni determinantou dvéengch erytrocyi. Fridanim roztoku citratu
sodného zabranime nespecifické agregatsapené polybrenem. Aglutinace erytracyt
se udrzi pouze vifpac, Ze jsou erytrocyty navzajem propojené inkompfatni
protilatkami. Polybren s&asto pouZziva s antiglobulinovym sérem.

Proteolytické enzymy

Proteolytické enzymy odstiaji n¢které glykoproteiny erytrocytarni membrany.
Ty obsahuji cukerndéetzce s negativh nabitymi skupinami kyseliny neuraminoveé,
které zfisobuji zaporny naboj na povrchu erytracyKrvinky oSetené enzymem maji
nizsi zaporny naboj a zmensi se vzdalenost meZianigG protilatky poté mohou tuto
vzdalenost femostit. K ¢mto (Eelim se pouZzivaji enzymy papain, bromedificin.

Nevyhodou je, Ze enzymy odstrani i proteiny s kéeskupinovymi antigeny
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nap. Duffy a MNS systému. Z tohoiddodu se protilatky protiétmto antigedm nedaji
uréit pomoci krvinek oséenych enzymem. Pomoci krvinek dgetych enzymem se

uréuji Rhesus, Kidd a Lewis protilatky.

1.13.2 Zesileni vazby mezi antigenem a protilatkou

Zesilenim vazby mezi antigenem a protilatkou pbeme k lepSi aglutinaci.
Dosahneme toho flanim polyetylenglykolu (PEG) nebo pouzitim susgen
erytrocytarni suspenze s nizkou iontovou silou.

Polyetylenglykol (PEG

Polyetylenglykol je ve vao# rozpustny polymer, ktery extrahuje vodu z jejiho
okolniho prosiedi, ¢cimz zesiluje vazbu mezi antigenem a protilatkowest jzvySuje
koncentraci protilatek v séru. PEG se pouZiva vikioaci s antiglobulinovym testem
k identifikaci vyznamnych erytrocytarnich protillate

Snizeni iontové sily v médiu

Ktomu, aby se protilatky Iépe vazaly k antigerai exytrocytarni suspenze
piipravuji v solném roztoku s nizkou iontovou konceot (LISS — Low lonic Strenght
Solution). LISS metoda se pouziva v kombinaci ggiotiulinovym testem, zejména ve

sloupcovych technikéach.

1.13.3 Antiglobulinovy test: vzajemné propojeni protilatkovych molekul

Jestlize jsou erytrocyty senzibilizovany IgG pi#ami, tak mohou byt
aglutinovany pomoci protilatek, které jsou n#&mE proti navazanym
imunoglobulimmm. Protilatky na jednotlivych erytrocytech se prppgomoci
antiglobulinovych molekul v antiglobulinovém sérdajde k aglutinaci.

Tento princip objevil v roce 1908 Moreschi. Znolbwl ,,0bjeven* Coombsem
v roce 1945. Z tohotvodu je dalSim nazvem pro antiglobulinovy test Cbsiw test.

Antiglobulinovy test se provadi i pomoci protiléteproti faktoim
komplementu. Antiglobulinovy test je nejvyznafjgi metodou k uovani
inkompletnich protilatek. V imunohematologii se ¥aji dva typy antiglobulinovych

testi: primy a nepimy.

40



Piimy antiglobulinovy test (PAT)

Primy antiglobulinovy test se pouZziva k detekci sbiizovanych erytrocyt in
vivo. PAT je pouzivan ke studiu autoimunitnich hemakgch anémii, hemolytického
onemockni novorozent a k ugeni @iciny hemolytické potransfuzni reakce.

V pripade PAT testu se kpacientskym erytraoyt pidava pouze
antiglobulinové sérum. Neni geba pidavat dalSi potenciator (albumin, PEG) nebo
LISS, protoZe erytrocytu uz jsou senzibilizovangtpatkami.

Nepfimy antiglobulinovy test (NAT)

Nepiimy antiglobulinovy test se pouziva k detekci gédék v séru, které jsou
navazany na diagnostické erytrocyity vivo. PouZiva se k pkazu erytroctytarnich
protilatek g screeningu protilatek, vikovém pokusu atpidentifikaci protilatek.

NAT probiha ve fiech fazich. V prvni fazi se inkubuji diagnostick§teocyty
s pacientskym sérem. Pokud jsou v séritopny protilatky, tak se navazou na
erytrocyty. Optimalni inkubiani teplotou IgG protilatek je 37°C.

Ve druhé fazi se erytrocyty promyji, aby se odslya nenavazané
imunoglobuliny. Tim zabranime faleSnnegativni reakci, kdy by nenavazané
imunoglobuliny reagovali s antiglobulinovymi moldami a tim neutralizovali
antiglobulinové sérum.

Ve freti fazi se fid4 antiglobulinové sérum, které obsahuje protitapkoti
lidskému IgG. Tyto protilatky se navazi na IgG nkolly na erytrocytech. Wivid
piremostni mezi erytrocyty a naslednou aglutinaci.

Citlivost testu niZze byt zvySenafmanim anti-komplementovych protilatek do
antiglobulinového séra. Antiglobulinové sérum ohgat jak anti-komplementovou
slozku, tak anti-lgG se nazyva polyspecifické dobglinové sérum. To se pouZiva
piedevsim u antiglobulinového testu v solném roztolllpuminu a LISS. V PEG
a polybrenové met@d se pouzivA pouze monospecifické antiglobulinovéuraé
(neobsahuje anti-komplementovou sloZzku, pouze Ig@likoz anti-komplementova
slozka v échto metodach vykazuje faleSpozitivni vysledky. Navic je PEG technika
tak citliva, Ze IgG protilatky mohou byt v PEG-NAITr¢eny bez anti-komplementové

slozky.

41



1.13.3.1Aglutina¢ni testy podle techniky provedeni

Nejprve se aglutirai testy provadly na skitkach, pozdji se za&aly pouzivat
zkumavky. V poslednich letech doSlo krozvoji slooyych tesi, predevSim
sloupcoveho (gelového) aglutitrdho testu, ktery je zaloZzen na hiepém aglutinanim
testu.

Vtéto metod je aglutinace senzibilizovanych erytrotyssuspendovanych
v LISS dosazena v gelovém sloupci pomoci antigiobuEho séra. Diagnostické
erytrocyty a pacientské sérum inkubuji v inkéfiacasti na povrchu gelu. Poté se
sloupec centrifuguje. &em centrifugace erytrocyty putuji gelem. Pokudujso
erytrocyty senzibilizovany, tak aglutinuji s antigulinovym sérem, které jefippmné
vgelu. Po centrifugaci tstanou aglutinaty v gelu, ktery ma funkci sita.
Nesenzibilizované erytrocyty nereaguji s antiglabmym sérem v gelu a prostupuji az
na dno sloupce.

Sloupcova metoda ma oproti té zkumavkowgotik vyhod. Tato metoda je
rychla, senzibilizované erytrocyty se nemusi proatyvVysledky jsou date
interpretovany a mohou byt znovu posouzeny i ppzd

Od konce devadesatych let se pouziva dalSi typstivého testu. Ten sfiga
v piimé vazls senzibilizovanych erytrocftna gelovou matrix uvritsloupce. Tento
systém je zalozen na technologii pevné faze a jeoran jako sloupcova (gelova)
afinitni metoda. Imunoreaktivni faze obsahuje pro€e, anti-lgM protilatku a anti-C3d
komplementovou slozku. Protein G je bilkovina iz@oa z bu&né sény Streptokoka
a s vysokou afinitou vaze Résti vSeclttyt podtid lidského IgG.

Pfi centrifugaci Zistanou senzibilizované erytrocyty ve vrchidisti sloupce.
Nesenzibilizované a nedost&ate senzibilizované erytrocyty migruji ke dnu sloupce.
U silné pozitivni reakce budou vSechny erytrocyty adherokgovrchu sloupce.
V piipact negativni reakce putuji vdechny erytrocyty ke delového sloupceCim je
reakce slabsi, tim vice krvinek se po centrifugacistedi na di sloupce™.
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2 Cile

Shrnout sotasné informace o screeningu protilatek dnotnych Zen
a vySeteni krevnich skupin.

Osvojit si laboratorni metody a postupy pouZivangydeteni krevnich
skupin a k ptkazu nepravidelnych protilatek.

Porovnani prevence a c¢liy hemolytického onemoéni novorozent

z ekonomického hlediska.
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3 Metodika

V laboratdi Synlab czech, s.r.o. ¢eskych Budjovicich jsem v ramci této
bakal&ské prace provedla vyseni krevnich skupin, Rh systému a screening ptekila
u 100 krevnich vzorkod €hotnych Zen, které jsou do laborgsvazeny od smluvnich
gynekologi. Tato vySeteni se provadi zacalem ugeni potencionak rizikovych

téhotenstvi z hlediska hemolytického onem&dmovorozent.
Preanalytickacast

Pro gesny vysledek imunohematologickych teg¢ dilezity spravny odér
a transport vzorku. Podle Dopdani Spolénosti pro transfuzni lékstvi CLS JEP
¢.STL2010 06 ze dne 1. 3. 2010 (Imunohematologicksekeni v €hotenstvi a po
porodu) musi byt zkumavkaigu odrem krevniho vzorku ozgena jménem
a ijmenim, gipadré ¢islem pojisénce. RPed samotnym odisem vzorku musi byt jeSt
ovérena totoznost jedince dotazem. Spolu se vzorkedojéaboratée dodanaradre
vyplnéna Zzadanka, ktera by &a obsahovat: jméno, figmeni a ¢islo pojiStnce,
zdravotni pojisovnu, datum poZzadavku, diagnozu, tydeghotenstvi, pipadré

informaci o profylaktickém podani imunoglobulinutiaD (Ig anti-D).

Analyticka ¢ast

3.1 VySetteni krevnich skupin

Wsefteni, ktera jsem v této praci pouzila, se provadsiZlivé ¢i nesrazlivé
Zilni krve.
Reagencie a poricky pouzité v této praci:
* krev
e sérum
» fyziologicky roztok
* Pelikloon anti-A (IgM) monoclonal (Sanquin)
* Pelikloon anti-B (IgM) monoclonal (Sanquin)

* Pelikloon anti-A,B (IgM) monoclonal (Sanquin)
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* Anti-A; (lectin) saline method (Sanquin)

* Anti-H (lectin) method (Sanquin)

» Diagnostikum anti-AB monoklonalni (EXBIO)
+ DiaCell ABO - A (BIO-RAD)

« DiaCell ABO - A (BIO-RAD)

« DiaCell ABO - B (BIO-RAD)

 DiaCell ABO - 0 (BIO-RAD)

e zkumavky

* stojan na zkumavky

» Pasteurovy pipety

« laboratorni centrifuga Tehtnica centric 322A

Postup vySeteni:

Nejdiive se musi krevni vzorek centrifugovat 10 mintit 3000 oté&kach za
minutu, aby se odtily krevni buiky a sérum. Z oddenych krevnich butk se gipravi
pomoci fyziologického roztoku 2-3% krevni néplavo 2kumavky je s pouzitim
Pasteurovy pipety odebran vzorek d&edych krevnich buk pifi centrifugaci
a zkumavka se doplni fyziologickym roztokem. Takornavka se centrifuguje 5 minut
pii 2500 oté&kach. Jeji obsah se po centrifugaci slije. Nazkumavky zAstane usazeny
sediment erytrocyt Znovu se zkumavka doplni fyziologickym roztokem j&
piipraveny naplav, ktery by ghmit priblizné lososovou barvu.

Krevni skupiny se @uji dvéma zgisoby, pomoci diagnostickych sér a typovych
krvinek. Pro tyto dva zisoby se vzilo ozrgni gedni a zadnfada, podle usgadani
stojami se zkumavkami. VSechny zkumavky sgedemiadre ozna&i, aby nedoslo
k zanEné za jinou zkumavku a nasledné Spatné interpretatedku.

Do pislusnych zkumavek se nakapou 2-3 kapky diagnastitlsér Pelikloon
anti-A (IgM) monoclonal, Pelikloon anti-B (IgM) moglonal a Pelikloon anti-A,B
(IgM) monoclonal. K diagnostickym sérum sidaji do zkumavky 3-4 kapky krevniho
naplavu a stfi se v centrifuze 1 minutufip1500 ot&kach za minutu. Poté co se

zkumavky ste¢i, lehce se s nimi zipeme a makroskopicky se oité vysledek.
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Erytrocyty Zistanou vold rozptylené (-), nebo ip aglutinaci

shluk, eventuakavice velkych shluk (+).

utvei jeden souvisly

Diagnosticka séra ] _
: i i Krevni skupina
anti-A anti-B anti-AB
+ - + A
- + + B
+ + + AB
- - - 0

(+) aglutinace; (-) Zadnéa aglutinace

Do dalSich zkumavek se nakapou 2-3 kapky typowreinek DiaCell ABO —
A1, Az, B a 0. Pomoci Pasteurovy pipety sil@ji 3-4 kapky pacientského séra a vSe se
stadi v centrifuze 1 minutuip 1500 otékach. Vysledek se @pod&ita makroskopicky

po jemném pdepani zkumavkou.

Typoveé krvinky .
Krevni skupina
Al A, B 0
- - + -
+ + - - B
- - - - AB
+ + + - 0

(+) aglutinace; (-) Zadna aglutinace

V pripadt skupin A a AB se je8turcuji podskupiny. U skupiny A se kdovani
podskupiny pouzivaji diagnosticka séra Anti{fectin) saline method a Anti-H (lectin)
saline method. U skupiny AB se kéeni podskupiny pouziva diagnostické sérum Anti
A:1B monoklonalni. K diagnostickym sérum sédpji 3-4 kapky krevniho naplavu
a zkumavky se std 1 minutu @i 1500 ot&kach. Toto dalSi @eni jiZ neni podle

doporweni STL nutné.
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Diagnosticka séra _
: : Podskupina
anti-Aq anti-H
+ - Ay
- + A2

(+) aglutinace; (-) Zadnéa aglutinace

Pokud dojde k aglutinaci ve zkumavce s diagnogtickérem anti-AB, jedna se

0 podskupinu AB. Pokud k aglutinaci nedojde, jde o podskupinB A

3.2 VySetreni Rh systému

Reagencie a poraicky pouzité v této praci:

Postup vySeteni:

Pri uréovani Rh systému se do zkumavek kapou 2-3 kaplgnditického séra
Pelikloon anti-D mix (IgG/IlgM) monoclonal a NOVACINE™ Anti-D IgM+IgG.
K séru se fidaji 3-4 kapky krevniho naplavu a vSe s&isfominutu @i 1500 otékach.
Vysledek se oddta makroskopicky po pt#pani zkumavkou. Pokud dojde k aglutinaci,
jedinec je Rh pozitivni (RD. V pripact, Ze nedojde k aglutinaci, jde o jedince Rh
negativniho (RH. U Rh negativnich vysledk se provadi odfovaci dovySeeni.

krevni naplav

Pelikloon anti-D mix (IgG/IgM) monoclonal (Sanquin)
NOVACLONE ™ Anti-D IgM+IgG (Immucor)
Pelikloon polyspecific anti-human serum (Sanquin)
zkumavky

stojan na zkumavky

Pasteurovy pipety

laboratorni centrifuga Tehtnica centric 322A

inkubator vyhfaty na 37°C
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VSechny Rh negativni vysledky se nechaji inkubavatiba 15 minut ip 37°C a poté
se do zkumavekifulaji 2-3 kapky Pelikloon polyspecific anti-humagrsm. Zkumavky

se ot stati 1 minutu @i 1500 oté&kach a znovu se odiga vysledek.

3.3 Screening protilatek

Reagencie a poriicky pouzité v této praci:

e sérum

e ScanCell I, I, Il (BIO-RAD)

e ScanCell IP, 1IP, llIP (BIO-RAD)

» gelové karty ScanGel Coombs+Neutral

» stojan na gelové karty

e automaticka pipeta

e néahradni Sgky

» centrifuga BIO-RAD ScanGel

e inkubator BIO-RAD ScanGel

Screening protilatek se vysge negimym antiglobulinovym (Coombsovym)

testem sefeémi typy diagnostickych erytrodyia dvoustupovym enzymatickym testem
na gelovém systému ScanGel. \Wéeany krevni vzorek zcentrifugujeme 5 minut p
3500 otékach za minutu. #Hena karta ScanGel se ozhgménem nebo islusnym
¢islem pacienta a odstrani se hlinikovy kryci préuBeo prvnich iti mikrozkumavek se
napipetujeme 50ul suspenze diagnostickych erytio&tanCell I, I a lll. Do
zbyvajicich i mikrozkumavek se napipetuje 50ul suspenze paaaianych
diagnostickych erytrocyt ScanCell IP, IIP a IlIP. Do vSech mikrozkumavekpsiela
25ul vySetovaného séra a karta se necha inkubovat 15 mimB79C v inkubatoru
ScanGel. Po inkubaci se karta centrifugujeme 10 utmim centrifuze ScanGel

a makroskopicky se odia vysledna reakce (Obrazek 1).
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Obrazek 1: Hodnoceni vysleilkloupcové (gelové) aglutinace
- + e +++ EIEE
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Zdroj: Pibalovy letak karty ScanGel Coombs+Neutffal
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4 Vysledky

V laboratdi Synlab czech, s.r.o. Ceskych Budjovicich jsem vy3etla 100
krevnich vzork od €hotnych Zen. U kazdého vzorku jsem vigtkrevni skupinu
v ABO systému, Rh faktor a provedla jsem screeniggwySeteni nepravidelnych
antierytrocytarnich protilatek.

Tabulka 7: Vysledky laboratorni prace

Jméno Rok Diagndza Krevni Rh faktor Screening
narozeni skupina protilatek
1 V.M. 1984 Z 349 B + -
2 JM. 1985 Z 349 A - -
3 T.J. 1974 Z 340 B + -
4 S.J. 1973 Z 359 A + -
5 C.M. 1973 Z 359 B + -
6 K.M. 1987 Z 349 A + -
7 M.S. 1977 Z 340 B + -
8 M.H. 1979 Z 349 A + -
9 S.A. 1986 Z 359 0 + ;
10 H.K. 1982 Z 340 0 - -
11 H.K. 1985 Z 359 0 - -
12 K.R. 1980 Z 359 0 + -
13 D.V. 1979 Z 340 A + -
14 P.S. 1991 Z 349 A + .
15 H.B. 1971 Z 349 A + -
16 S.Z. 1984 Z 349 0 + ;
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17 M.V. 1987 Z 359 B
18 CH.L. 1987 Z 349 0
19 K.A. 1985 Z 349 A
20 N.M. 1994 Z 348 B
21 VA, 1985 Z 358 A
22 V.H. 1975 Z 340 /B
23 H.E. 1982 Z 351 B
24 ZJ. 1977 Z 350 A
25 T.E. 1993 Z 358 A
26 K.K. 1983 Z 348 0
27 B.J. 1981 Z 348 A
28 K.V. 1984 Z 359 A
29 N.M. 1973 Z 348 0
30 F.L. 1986 Z 340 0
31 R.M. 1992 Z 340 B
32 D.V. 1982 Z 340 A
33 S.J. 1976 Z 340 0
34 K.A. 1990 Z 340 0
35 B.M. 1981 Z 348 A
36 S.Z. 1985 Z 340 A
37 P.V. 1979 Z 359 0
38 K.T. 1982 Z 359 0
39 P.G. 1986 Z 359 A
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40 J.V. 1983 Z 349 0
41 T.S. 1988 Z 349 8
42 H.J. 1983 Z 358 0
43 T.P. 1986 Z 359 0
44 JM. 1976 Z 359 B
45 K.P. 1981 Z 348 0
46 B.P. 1983 Z 348 0
47 V.V, 1978 Z 349 0
48 H.M. 1980 Z 349 A
49 S.M. 1982 Z 340 A
50 H.H. 1981 Z 349 0
51 F.L. 1978 Z 350 A
52 S.V. 1990 Z 348 A
53 R.S. 1969 Z 349 A
54 K.Z. 1982 Z 349 0
55 z.J. 1984 Z 340 0
56 M.S. 1986 Z 358 A
57 M.R. 1980 Z 340 0
58 M.D. 1985 Z 358 B
59 N.A. 1979 Z 358 B
60 J.L. 1983 Z 348 0
61 K.D. 1986 Z 348 A
62 T.M. 1994 Z 340 B
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63 K.J. 1982 Z 340 B
64 L.J. 1978 Z 348 B
65 L.Z. 1984 Z 340 B
66 K.M. 1981 Z 340 A

67 JK. 1992 Z 340 A
68 C.L. 1986 Z 358 0

69 S.1. 1989 Z 340 A
70 S.J. 1987 Z 349 A
71 C.B. 1980 Z 340 0

72 M.M. 1972 Z 359 B
73 P.K. 1983 Z 349 A
74 V.M. 1989 Z 348 A

75 K.P. 1986 Z 348 B
76 K.K. 1977 Z 359 0

77 D.R. 1984 Z 349 0
78 S.E. 1977 Z 348 0
79 JK. 1987 Z 349 B
80 S.M. 1992 Z 340 A
81 CH.R. 1988 Z 340 0
82 M.H. 1983 Z 340 0
83 D.M. 1981 Z 349 A

84 S.J. 1980 Z 358 A
85 CH.K. 1986 Z 348 0
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86 T.P. 1992 Z 340 A
87 B.J. 1980 Z 349 A
88 C.A. 1976 Z 359 A

89 LK. 1979 Z 349 0
90 K.E. 1983 Z 348 0
91 B.B. 1982 Z 349 0
92 M.L. 1989 Z 340 0
93 K.Z. 1983 Z 359 B
94 C.B. 1982 Z 348 B
95 S.S. 1974 Z 349 A
96 Y.M. 1986 Z 340 0
97 V.N. 1977 Z 358 A
08 JM. 1981 Z 349 B
99 K.K. 1981 Z 349 B
100 N.I. 1988 Z 340 A

Zdroj: Vlastni vysledky

Tabulka 8: Legenda diagnéz

Z 340 Dohled nad normélnim prvnighbtenstvim

Z 348 Dohled nad jinym normalniréhtotenstvim

Z 349 Dohled nad normalninshotenstvim

Z350 Dohled nadckhotenstvim s anamnézou neplodnosti

Z 351 Dohled nadhotenstvim s anamnézou abortivniho vysledku

Z 358 Dohled nad jinym vysoce rizikovyrghbtenstvim

Z 359 Dohled nad jinym vysoce rizikovym (ohroZenytotenstvim, NS

Zdroj:http://www.ordinace.cz/kody-diagnd??
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NejcastjSi krevni skupinou byla skupina 0 (37). Krevni gikia A.B nebyla ze
100 vzorki identifikovana ani jedna. (Graf 1)

Graf 1:Cetnost krevnich skupin
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22 vzorki bylo Rh negativnich a 78 vzarlylo Rh pozitivnich. (Graf 2)

Graf 2: P@et Rh pozitivnich a negativnich vzdrk
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Pri screeningu protilatek byly pouze 3 vzorky poaziiivzbytek byl negativni.
(Graf 3) Pozitivni screening byl zachycen u kretingkupin (Rh, A;B Rh a BRh'.

Graf 3: P@et pozitivnich a negativnich screeningrotilatek
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Nejwetsi paet vzorki byl z wkové skupiny 25 - 29 let (36). Druhou &e&$tji
zastoupenoudkovou skupinou byla skupina 30 — 34 let (31). (Graf

Vzorky piSly do laboratée nefastji s diagnézou Z 340 — dohled nad
normalnim prvnim &hotenstvim (28). Druhou nggsgjSi diagnézou byla diagn6za
Z 349 — dohled nad normalnighbtenstvim (27). (Graf 5)
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Graf 4:Cetnost vzork podle &kovych skupin
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Graf 5:Cetnost diagn6z
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5 Diskuze

Krevni skupina a nepravidelné antierytrocytarnitipatky se vySauji u vSech
teéhotnych Zen ve 12. tydnéhotenstvi. Tato vyS&ni se provagi za (Eelem ugeni
potencionala rizikovych Zen z hlediska hemolytického onemdn novorozeng.

V ptipad® pozitivniho screeningu se nepravidelné protilatigentifikuji
a vyhodnoti se jejich vyznamnost z hlediska moZnazpicinit hemolytické
onemockni novorozeng. Jestlize se prokazerifppmnost vyznamnych protilatek,
stanovi se jejich titr. Ten slouzi k blizSimu monitvani péibéhu onemoceni.
Protilatky, které nepsgji vyvolavaji £zké hemolytické onemoeni novorozent jsou:
anti-D (85%), anti-c, anti-K a anti-E.

Po zavedeni profylaxe imunoglobulinem anti-D seraggg snizil paet
hemolytickych onemoami navozenych anti-D protilatkami. Imunoglobulin tiad
podany Rh D negativni matce po porodu Rh D poZitierdigte destruuje D pozitivni
fetalni erytrocyty, které se mohlygteem porodu dostat do krevnihogbln matky. Tim
se zabrani tomu, aby si matka vyl anti-D protilatky. Imunoglobulin anti-D se D
negativnim Zenam podava ve 28. tyd#otenstvi v ramci igdporodni profylaxe a po
porodu D pozitivniho plodu. V prvnim trimestru jimiZe byt indikovana po uéiém
ukonteni €hotenstvi, samovolném potratii operaci mimodlozniho €hotenstvi. Ve
druhém aietim trimestru by se profylaxe imunoglobulinu abtiméla indikovat po
amniocentéze, kordocentéze, intrauterinnim Umrtdyl iSnim poragni nebo
porodnickém krvaceni. @em tchto udalosti iize dojit k ptiniku fetalnich erytrocyt
do krevniho obhu matky a k imunizaci jejich erytrodyt

Pri predporodni profylaxi v 28. tydnéhotenstvi je Zzehpodano 250 ug (1250
IU) imunoglobulinu anti-D. PouZivaji se rma@nti-D imunoglobuliny Pratobulin SDF
nebo Rhesanativ. 250 pug (1250 IU) imunoglobulinttd®ailinu SDF stoji 1100 — 1200
K¢. 350 1U imunoglobulinu Rhesanativ stoji 800 — 0. Pokud je iteba podani
imunoglobulinu v prvnim trimestru, dopauwje se 50 pg. iP profylaxi po porodu se
pouziva 100 pug imunoglobulinu anti-D.

Pokud se narodi dits tzv. novorozeneckou Zloutenkou, ktera jésgibend tim,
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Ze nevyvinutd novorozenecka jatra nejsou schops&artt bilirubin, musi podstoupit
fototerapii. WSSi hladiny totiz mohou &gobit postizeni mozku. P fototerapii je
novorozenec vystavertimkiam ultrafialového ss#tla. Principem fototerapie je &elna
degradace bilirubinu na netoxické produkty, kte@jz organismu vyl@eny nezavisle
na funkci jater.

V ptipadech vazného hemolytického onemwénnovorozence je pimba
provést vynénnou transfuzi, kdy se ¢&ity objem novorozenecké krve vym za

darcovskou krev.

Tabulka 9: Finaéni naklady na material k vygnné transfuzi

Pomicky Cena (K)
Spojovaci hadka 1,8 x 450 UNIV NO DOR 11,60
Spojovaci hadka 1,8 x 800 LL NO DOP 12,50
Transfuzni souprava TSU 221 12
Strikacka vel. 2, 5, 10, 20 m| 12,50
Trojcestny kohout 2 x 6,00
Katetry 79 + 71,5C
Odpadni nddoba 286
Sterilni pomiicky — rukavice, rouska, atd. 21,50
Wsetteni krevni skupiny 250
Plazma 2 x 1700
Krev (600 ml) 3500

Zdroj: Nemocnic&’eské Bugjovice, a.s. - Neonatologické adeni

Celkova cena vygmneé transfuze se pohybuje kolem 8008 ¥ tabulce nejsou
zahrnuty naklady spojené s praci ligka zdravotnického personalu.

Za rok se v nemocnici €eskych Budjovicich narodi kolem 2500&ti. Z toho
priblizn¢ 1/3 potebuje fototerapii a u 1 — 2t je provedena vy#mna transfuze. ied
zavedenim profylaxe se provdal n¢kolik set vyneénnych transfuzi né.

Zachyt pozitivnich screeningovych tiest mé praci tvé 3%. To odpovida
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pozitivnimu zachytu i v ostatnich laborétih (3-5%). Screening protilatek je levné
vySeteni (127 K), ale m& velky dopad ifptak nizkém procentu pozitivnhich naiez
Pomoci tohoto vyS&ni se pedchazi pdebke pouziti vyménné transfuze, ale hlagrse
piedchazi poskozeni die zpisobeného nasledky hemolytického onentacn

novorozenda.
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6 Zavér

Téma screeningu protilatek shbtnych Zen a s nim souvisejicich vy8ef je
velmi rozsahlé a zajimavé. Touto problematikou secg@lém s¥té zabyva mnoho lidi
a dochazi ke stalému objevovani novych a tditeh poznatk.

Cilem této prace bylo shrnout $asné poznatky ohledrvySetovani krevnich
skupin a screeningu protilatek. Téma je tak roZsate jsou zde shrnuty a ujednoceny
zakladni poznatky.

Souasti prace bylo i porovnani prevence (profylaktipké€ldni imunoglobulinu
anti-D) a I€by (vymenna transfuze) hemolytické onemeéoh novorozent
z ekonomické stranky. Profylaktické podani imunbglonu anti-D je podstatn
levngjSi, nez vynénna transfuze.

Diky zavedeni rutinni prenatélni profylaxe imuraigllinem anti-D a objeim
stédle novych poznalk v této problematice, se et pipadi, kdy je teba vyuZit
vyménné transfuze u novorozanos porovnani s minulymi lety vyra#rsnizil. Zasluhu
na tom ma i screeningové monitorovani nepraviddirprotilatek Bhem thotenstvi.

Screening protilatek je levné, ale efektivni viget. Pomoci tohoto vydeni se
odhali potenciondtfrizikova €hotenstvi z hlediska HON. Wahto €hotenstvi jsou pak
provedena preventivni opgahi, aby nedoSlo k rozvoji HON. Tim se zabranirgdust

pouziti vynenné transfuze, ale’@devsim se zabrani poskozenéteit
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9 Prilohy

Priloha 1: Krevni naplav

Zdroj: vlastni fotografie

Priloha 2: Diagnostick& séra kaani krevnich skupin
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Zdroj: vlastni fotografie
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Priloha 3: Diagnostické erytrocyty kaani krevnich skupin

e L etk

Zdroj: vlastni fotografie

Ptiloha 4: Diagnostické erytrocyty pro screening ik

Zdroj: vlastni fotografie



Priloha 5: Diagnostické erytrocyty pro screening fditgk s papainem

Zdroj: vlastni fotografie

Priloha 6: Karta s mikrozkumavkami pro screening ipatek
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Zdroj: vlastni fotografie



Ptiloha 7: Pomicky k vyménné transfuzi

Zdroj: vlastni fotografie



Priloha 8: Schéma pbé¢hu vymenné transfuze

Obr. 1 —Nasati krve z vaku Obr. 2 — Transfuse krve do ditéte
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Obr. 4 — Odstriknuti krve do odpadni

Obr. 3 — Odsati krve z ditéte
nadoby

Zdroj: Standardy o$epvatelské pée v neonatologi®



Priloha 9: Kompletni a inkompletni protilatka

Kompleini protilatiea
(zM)

Inkompleini protilatka
I2C)

Zdroj: Engelfriet (2003§*

Priloha 10: Zeta potencial na erytrocytech

Zdroj: Engelfriet (2003§"



