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Abstrakt

Ve své bakalaiské praci jsem se zabyvala zachytem chladovych protilatek
v hematologické laboratofi pfi stanovovani krevniho obrazu.

Cilem této prace bylo upozornéni na moznost ovlivnéni hodnot krevniho obrazu
chladovymi protilatkami, praktické laboratorni metody - méteni hodnot krevniho obrazu
na hematologickém analyzatoru firmy Abbott, dale ovlivnéni vysledkii stanovovani
chladovych protilatek preanalytickou fazi a nakonec vyhodnoceni a ziskani vysledku
pfiblizné u 20 pacientt.

Prvni ¢ast prace je zaméfena na obecné informace z oboru imunohematologie,
kde je popsan antigen, protilatky a struktura imunoglobulini. Dale jsem se zabyvala
fyziologii a slozenim krve, krevnim obrazem a jeho parametry. Na zavér jsou uvedené
informace o autoimunitnich hemolytickych anémiich a chladovych protilatkach, kde je
popsana preanalyticka, analyticka a postanalyticka faze.

Metodicka c¢ast prace byla provedena v Biochemicko-hematologické laboratoti
Stafila, s. r. 0. Veskeré mé méteni bylo provedeno pod dohledem laborantky na tseku
hematologie. Stanoveni krevniho obrazu bylo vykonano u 24 pacientd pomoci
multiparametrického plné automatizovaného analyzatoru firmy Abbott. V této casti
praci nejprve popisuji specifikace analyzatoru. V dal$im kroku jsou uvedené pracovni
pomucky, které byly pouzity. V zavéru je podrobné popsan prubéh vlastniho méfeni.

Pti hodnoceni naméfenych hodnot byla pozornost vénovana hlavné ¢ervené krevni
fadé, konkrétné ovlivnéni hodnot erytrocytii, hemoglobinu, MCH a MCHC.

V dal$i ¢asti prace jsou zpracované naméfené hodnoty krevniho obrazu
u 24 vzorkd, které jsem nasledn¢ zanesla do tabulek a grafi.

Z naméfenych hodnot mohu vyhodnotit, ze z 24 méfenych vzorki byly pouze
4 vzorky s neobvyklymi hodnotami Cervené ftady, které mohou znait moznou

pfitomnost chladovych protilatek.
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Abstract

In my Bachelor thesis | followed up cold antibodies capture in a hematology
laboratory during the blood cell count statement.

The main goal of this thesis was to point out the possible influence of blood counts
through the cold antibodies, practical laboratory methods — measurement of blood count
values with hematological Abbott analyser, furthermore influencing the results of
setting the cold antibodies through preanalytical phase and finally the assessment of
received results in amount of 20 patients.

The first part of this thesis focuses on general information of imunohematology
which describes antigen, antibodies, structure of immunoglobulins. Moreover | dealt
with physiology and blood composition, the blood counts and its parameters. In the end
of this thesis there are information of autoimmune hemolytic anemia and cold
antibodies including their preanalytical, analytical and postanalytical phase.

The methodological part of this thesis was carried out in Biochemical-
hematological laboratory Stafila s.r.o. All my measurements were made under the
supervisory of hematological laboratory assistant. Stating the blood count was made
with 24 patients through multiparametric fully automatic Abbott analyser. In that part, |
firstly describe analyser specifications. In the following step I indicate the working aids
which were used. Finally, there is described the process of the measurements in detail.

Within the assessment of the measured values the main attention was paid to red
blood line, especially influencing the values of erythrocyte, the hemoglobin, MCH and
MCHC.

In another part of this thesis are all the blood counts calibres of 24 samples, which
I entered into graphs and charts.

Out of all 24 measured values | can evaluate that only 4 samples were of unusual

values of red line, which can indicate the presence of cold antibodies.

Key words:
Cold antibodies, blood cell count, erythrocytes, measurements
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Seznam pouzitych zkratek

APC
AlIHA
Fab

PAT
KsEDTA

RBC
HGB
HCT
MCV
MCH
MCHC
RDW
PLT
MPV
WBC
LIS

bunka piedkladajici antigen (Antigen Presenting Cell)
autoimunitni hemolytickd anémie

antigen vazajici fragment (Fragment Antigen Binding)
krystalizujici fragment (Fragment crystallisable)
imunoglobulin A

imunoglobulin D

imunoglobulin E

imunoglobulin G

imunoglobulin M

krevni obraz

komplex atakujici membranu (Membrane Attack Complex)
chladové aglutininy

antigen

pfimy antiglobulinovy test

antikoagula¢ni ¢inidlo (tri-draselna stl kyseliny etylen-diamin-
tetraoctove

erytrocyty (Red Blood Cells)

hemoglobin

hematokrit

sttedni objem erytrocytil

hemoglobin v erytrocytu

koncentrace HGB v erytrocytu

distribuc¢ni §ife erytrocyti

trombocyty (platelets)

stiedni objem trombocytl

leukocyty (White Blood Cells)

laboratorni informacni systém
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NEU

%N

LYM

%L

MONO

%M

EOS

%E
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%B

RETC

%R

USB

CBC

CBC + NOC
CBC + RRBC
RETIC

separace polarizovaného rozptyleného svétla pod riznymi thly
(Multi-Angle Polarized Scatter Separation)
absolutni koncentrace neutrofili

procentudlni podil neutrofilti na po¢tu WBC
absolutni koncentrace lymfocyti

procentualni podil lymfocytii na poctu WBC
absolutni koncentrace monocyti

procentudlni podil monocytli na poctu WBC
absolutni koncentrace eozinofila

procentudlni podil eozinofili na po¢tu WBC
absolutni koncentrace bazofilt

procentudlni podil bazofilli na poctu WBC
absolutni koncentrace retikulocytti

procento retikulocytt

univerzalni sériova sbérnice (Universal Serial Bus)
celkovy pocet krevnich bun¢k

CBC s vyhledem optického pocitani jader

CBC s rezistentnimi RBC

retikulocyty



Uvod

Tuto bakalaiskou praci na téma Zachyt chladovych protilatek v hematologické
laboratofi pfi stanovovani krevniho obrazu jsem si zvolila po konzultaci s MUDr. Marii
Ladovou, ktera se stala zaroven i mou vedouci této prace.

Chladové¢ protilatky jsou kompletni protilatky tfidy IgM, které vazi komplement.
Reaguji pii nizsi teploté nez 37 °C a maji schopnost aglutinovat erytrocyty.
Tyto protilatky se u pacienti mohou projevit riznymi piiznaky, jako je napiiklad
slabost, inava, bledost ¢i bolest hlavy. Po kontaktu s chladem mtize dojit k bolestivému
zbarveni terminalnich ¢asti t€la, napiiklad usi, nosu, prstl, které je zplsobené praveé
aglutinaci erytrocytt. Chladové protilatky mohou byt pfi¢inou autoimunitni
hemolytické anémie, ktera je spiSe znamd pod ndzvem nemoc chladovych aglutinint.
Jiz zminénd anémie muze souviset s celou fadou chorob, mezi které patii napiiklad
infekce vyvolané Mycoplasma pneumonie nebo hematologické a jiné malignity.

Ptitomnost chladovych protilatek v krvi se vyskytuje ve velmi malé mife, mnohdy
se o ni ¢loveék béhem zivota nemusi ani dozvédét. U nékterych piipadu je sila protilatek
tak mal4, Ze se projevi pouze zbarvenim nékterych cCasti téla pfi dlouhodobém
vystavovani se chladu. V dalSich ptipadech mohou byt chladové protilatky pfi¢inou
mnoha jinych zavaznych onemocnéni. BohuZel je o této problematice chladovych
protilatek téméf nulova informovanost. Touto praci bych chtéla vetejnosti pribliZit
zavaznost této mozné pfitomnosti chladovych protilatek v krvi.

Préci jsem rozdélila na ¢ast teoretickou a metodickou. V prvni zminéné ¢asti jsou
uvedené obecné informace z oboru imunohematologie, kde jsem popsala antigen
a protilatky, dale informace z oboru hematologie. V té jsem se zabyvala fyziologii
a sloZzenim krve, dale krevnim obrazem a jeho parametry. V nésledujici teoretické ¢asti
jsem vypsala informace 0 autoimunitnich hemolytickych anémiich a chladovych
protilatkdch. U této kapitoly jsme se zabyvala odbérem, vySetienim a 1éEbou
chladovych protilatek. V druhé ¢asti metodické je uvedena specifikace analyzatoru,

na kterém jsem provadéla méfeni u vybraného poctu 24 pacientd. Dale je zde popsan
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pribéh vlastniho méfeni, které spocivalo ve stanovovani krevniho obrazu na mozny
zachyt pritomnosti chladovych protilatek.
V zavéru mé prace jsem zpracovala tabulky naméfenych hodnot krevniho obrazu

u 24 pacienti na mozny zachyt pravdépodobné ptitomnosti chladovych protilatek.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Imunohematologie

Imunohematologie je védni obor, ktery se zabyva studiem imunitniho systému
a krve a zaroven jeho diagnostikou. Dale detekci antigenti krevnich bunék a protilatek
proti nim. Re§i problémy krevnich transfuzi, transplantaci kostni dieng, déle se zabyva
zménami krevniho obrazu (Cerméakova et al., 2008).

Jednou z hlavnich funkci imunitniho systému je rozpoznani cizorodych antigent
a nasledna reakce proti nim tvorbou protilatek. Tato funkce je souhrnem mnoha
spoustécich mechanismt, které se projevuji jako obranyschopnost, autotolerance
brani organismus proti patogennim mikroorganismim. Autotolerance je funkce,
pfi které imunitni systém rozeznava vlastni tkané a udrzuje toleranci vi¢i nim.
Poslednim z projevil je imunitni dohled, ktery se vyznacuje tim, ze IS odstranuje
prubézné staré, poSkozené a zmutované bunky. Tyto obranné mechanismy vytvoiené
proti cizim organismim se nazyvaji imunita (Engelfriet et al., 2003; Hotejsi, 2013).

Imunitni systém je tvofen riznymi typy bunék, kde nejvyznamnéjsi postaveni maji
lymfocyty. Lymfocyty se kromé& periferni krve nachdzeji v thymu, ve slezing,
dale v lymfatickych uzlinach a ve tkanich. IS je sklada z nespecifické a specifické
slozky. Slozku nespecifickou piedstavuji slozky fyzikalni a fyziologické bariéry,
to je napiiklad koZni epitel a rtzné bunky (monocyty/makrofagy, granulocyty).
Specificka slozka je tvofena T a B lymfocyty a protilatkami tvofené B lymfocyty.
Dale je mifena proti urcité cizi struktufe, naptiklad bakterii, vird nebo cizich bun&k
(Engelfriet et al., 2003).

Imunitni odpovéd’ je nejprve zahajena rozpoznanim antigenu jako cizi latky, kterou
je nutné z téla odstranit. Nasledujici fazi je Giprava antigenu, kterou vykonaji makrofagy
nebo dendritické buiky, jako antigen prezentujici buiikky (APC). Po této antigenni
prezentaci je zahajen slozity proces reakci, ktery zahrnuje dva typy reakci: imunitu

humorélni a bunéénou. U bunécné imunity organismus produkuje cytotoxické
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T lymfocyty. Tyto lymfocyty nesou na svém povrchu molekuly, které se nazyvaji
T-bunécné receptory. V této podobé je cytotoxicky T lymfocyt schopen navazat se
na cizi antigen. Tento antigen muze byt nasledné odstranén z organismu. U humoralni
imunity reakce probiha tak, ze se aktivuji B lymfocyty, které se vyvijeji v plazmatické
bunky. Ty dale produkuji protilatky, které napadaji cizi struktury (antigeny),
(Engelfriet et al., 2003).

1.2 Antigen

Latky, na které mize reagovat imunitni systém, nazyvame antigeny. Jakékoli
chemické struktury mohou piisobit jako antigeny. Obvykle se jedna o molekularné
velké struktury, makromolekuly, jakoz jsou proteiny, komplexni sacharidy, lipidy
a lipoproteiny. Diky tomu je miZe imunitni systém rozeznat (Engelfriet et al., 2003;
Hofejsi, 2013). Struktury antigenu, maji schopnost vyvolat tvorbu protilatek,
neboli navodit specifickou imunitni odpovéd’ (Ferencik, 2004). Dilezitymi pojmy jsou
pro antigeny imunogenicita a antigenicita. Prvni zminény termin znamena schopnost
antigenu vyvolat imunitni odpovéd’. Antigenicita, jak jiz z nazvu vypovida, je schopnost
antigenu vyvolat protilatkovou odpovéd’ (Fabryova et al., 2012). V nyngjsi dobé
rozeznavame 329 antigent, ze kterych se dale 292 tadi do 33 systému krevnich skupin

(Hotejsi 2013; Rehadek et al., 2013).

1.3 Protilatky

Protilatky jsou latky bilkovinné povahy, které vznikaji v ramci humordlni imunity
produkci B lymfocyti a plazmatickych bunék. Protilatky, které se poté uvolnuji
do krevniho obé&hu, nazyvame imunoglobuliny, které jsou zakladni jednotkou, ty poté
napadaji antigen. Dale se pak navazi na urcit¢ misto antigenu, které je rozeznavano
imunitnimi receptory, to se nazyva epitop. V pfipad¢ fixace protilatky na cizi bunky
se zahajuji rGzné typy reakci. Protilatka je rozpozndna fagocytarni buiikou, naptiklad

makrofagem, ten nasledné stravi cizi bunku i s povlecenou protilatkou. Proces povleceni
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bunék se nazyva opsonizace. Absorpce povleCenych bunék makrofagy se nazyva
fagocytoza. V ptipad¢, ze jsou protilatky navadzané na bunky ke komplement-vazajicim
imunoglobuliniim, dochézi k navazani faktor komplementu na protilatky. Tyto faktory
jsou nadale rozpoznany fagocytdrnimi buiikami a nasledné zptsobi fagocytoézu cizi
bunky. Dale mohou vytvofit ,,komplex napadajici membranu“ (MAC). Tento komplex
narusi jeji sténu, poté dojde k destrukci cizi bunky (Engelfriet et al., 2003; Jilkova,

2009; Ferencik, 2005).

Pii prvnim kontaktu jedince s cizim antigenem nasleduje vzdy primarni imunitni
reakce. V ramci humoralni odpovédi dojde k rozmnozeni B lymfocytt, které byly
aktivovany pomoci antigenu a T pomocnymi lymfocyty. Zde dochazi k diferenciaci
na plazmatické bunky, které produkuji protilatky. VétSina plazmatickych bun€k nejprve
produkuje IgM protilatky, po nékolika nésledujicich dnech 1 IgG protilatky.
Poté nésleduje doba trvani dvou az Sesti tydnil, nez dojde k detekovani specifickych
protilatek v Krvi. Protilatky pretrvavaji v krvi pouze urcity cas. Jejich koncentrace
se postupné snizuje n€kdy az na hladinu, ve které neni moznd jiz zadna detekce.
Primérni odpovéd’ neni jedinou, a tak zde plsobi i sekundarni odpoveéd’, kterd vytvari
lymfocyty, které jsou nosi¢em paméti pro piislusny antigen. Proto v ptipad¢ obnoveni
kontaktu s antigenem jsou lymfocyty schopny velmi rychle produkovat velké mnozstvi
protilatek. Témto lymfocytim fikdme pamétové bunky. Zde dochazi k vytvoreni
prevazné IgG protilatek (Engelfriet et al., 2003).

Protilatky obecné délime podle n€kolik specifik a to podle:

o puvodu (lidské, zviteci, rostlinné a umélé)

o specifity (reakce sjednim antigenem — specifické, nebo s vice antigeny -
nespecifické)

o zpusobu vzniku (imunni, které vznikaji po celou dobu kontaktu s antigenem;
prirozené, které se vytvori po kontaktu s antigenem; autoprotilatky jsou urcity typ
protilatek namifen proti vlastnim antigentim)

. sérologické reakce (kompletni — protilatky mifené proti vlastnim erytrocytim, typ

IgM; inkompletni — K jejich diikazu je zapotiebi laboratorni Giprava testu, typ 1gG)
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. tepelné¢ho optima reakce (tepelné, kdy se jedna o aglutinujici erytrocyt za teploty
37 °C, ptevazné IgG; chladové aglutinujici naopak pii nizké teploté, nejlépe

v rozmezi 23 °C az 20 °C nebo nizsich, vétsinou IgM), (Fabryova et al., 2012).

1.3.1 Struktura imunoglobulinu

Imunoglobuliny (Ig) nazyvame protilatky patiici ke globulinové frakci sérovych
bilkovin. Zékladni strukturou téchto imunoglobulinovych molekul jsou dva identické
tézké (m. h. 50 000 — 70 000 Daltonli) a dva identické lehké polypeptidové fetézce
(m. h. 25 000 Daltonti). Tyto fetézce navzajem spojuji disulfidové vazby (mezi dvéma
atomy siry), (Engelfriet et al., 2003; Jilkova, 2009). Tézké fetézce se dale skladaji
ze Ctyf domén. Doména je tvorena sekvenci 110 — 120 aminokyselin. Prostorova
struktura téchto domén se podobd jakémusi soudku, ktery je tvoreny smyckami
polypeptidovych fetézcti. Naopak lehké fetézce se sklddaji pouze ze dvou domén
(Hotejsi et al., 2013).

Vazebné misto

pro antigen , Tezky fetézec

Antigen vazajici
Sy Variabilni ‘
domeéna tézkého (==

Antigen =
retézce ~

Vs NH,
'.\Q fi Lehky

. fetézec
\_\\ & . (‘)\ 8-

N 9 ; { §-5 Variabilni

R & ) domena
Variabilni ™\ ' ‘.f“ ,‘S\/ - lehkého
doména \( § N AR B fetézce

lehkého fetézce ,
™ 5nm

Konstantni ™ |
doména 3 (A)
lehkého fetézce ™\ |

(B) LY

Obrazek ¢. 1: Znazornéni struktury imunoglobulinu (pfevzato a upraveno z Alberts,
2004)
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1.3.2 Tridy IgG, IgM, IgA, IgD, IgE

Rozdé€leni imunoglobulini fadime do 5 tfid (izotopt) a to 19G, IgM, IgA, IgD
a IgE. Kazdy imunoglobulin ma dva tézké fetézce, a to IgG y (gamma), IgM p (mi),
IgA a (alfa), IgD & (delta) a IgE ¢ (epsilon). Aminokyselinova sekvence na tézkém
fetézci Urcuje imunoglobulinovou tfidu. Dale rozezndvame dva lehké typy fetézcu
K (kappa) a A (lambda). Tyto dva fetézce vSak nejsou specifické pro urcitou Ig tridu.
U jednotlivé imunoglobulinové molekuly jsou vSak typy lehkych i té€zkych fetézct vzdy

identické (Engelfriet et al., 2003).

IgG IgA (dimer) IgM (pentamer) igD IgE

v chain d chain € chain

a chain

Obrazek ¢. 2: Znazornéni typt imunoglobulind (pfevzato a upraveno z J. M. Berg et al.,
2012)

Rozd€leni imunoglobulinové molekuly lze provést pomoci uréitych enzymd,
a to na tifi Casti: dvé Fab (Fragment antigen binding) a jednu Fc (Fragment
crystallisable) ¢ast. Ob&é dvé prvni cCasti jsou identické sobsahem L - fetézce
a CasteCného H - fetézce. Tyto Fab ¢asti jsou nositeli protilatkové specifity kompletni

Ig molekuly, a to diky schopnosti vazat antigen (Engelfriet et al., 2003).
19G molekula

IgG molekula existuje pouze ve form€ monomeru a skladd se zjedné

imunoglobulinové jednotky se dvéma tézkymi a dvéma lehkymi fetézci. Ze vsSech
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imunoglobulinti tvoii 80 %. Vyjimecnosti je to, Ze pouze tato jedind protilatka
je schopna prochazet placentou. Receptory pro Fc ¢ast IgG se v tomto ptipadé nachazi
na monocytech a makrofazich. Podtiidy IgG se navzajem liSi sekvenci aminokyselin
na specifické casti gama fetézce. Tim dochazi ke vzniku rozdilné biologické
charakteristiky. Pro porovnani IgG; a 1gG; dobie vaze komplement, na rozdil od IgGy,
ktery je tohoto schopen jen v nékterych ptipadech, zatimco IgG4 komplement nevaze

vibec (Engelfriet et al., 2003; Jilkova, 2009).

IgM molekula

IgM se na rozdil od 1IgG molekul vyskytuje ve formé pentameru a obsahuje tézké
fetézce p — typu. Oproti molekule IgG tvoii pouze 6 % ze vSech imunoglobulini. Podle
nazvu jiz mizeme usoudit, Ze pentamer se sklada z péti zékladnich imunoglobulinovych
jednotek, které se navzajem propojuji tzv. J (join), coz je kratky polypeptidovy fetézec.
Z hlediska struktury obsahuje molekula IgM deset antigennich vazebnych mist.
Protilatky velmi dobie vaZou i aktivuji komplement. Z tohoto diivodu sta¢i pouze jedna
navazana IgM molekula na bunéném povrchu, aby komplement buniku zni¢il.
Oproti 1gG molekulam tyto molekuly neprochazi placentou (Engelfriet et al., 2003;
Jilkova, 2009).

IgA molekula

Molekulu IgA nalezneme ve formé monomeru i dimeru. Procentualni zastoupeni
ze vSech imunoglobulint je 13 %. Stejné jako molekuly piedchoziho imunoglobulinu
neprochazi placentou. Vyskyt je pfevazné na mukéznich membranach, kde zastévaji
funkci preventivni, jako ochrana proti vniknuti mikroorganisml do téla. Pti destrukci
erytrocytd IgA protilatkami hraji dileZitou roli receptory Fc c&asti IgA, které se
nachazeji na monocytech a makrofazich (Engelfriet et al., 2003; Jilkova, 2009).

IgD molekula

Molekula IgD se vyskytuje na povrchu lymfocytl, je zabudovana

V cytoplazmatické membrang, neaktivuje komplement a ani neprochazi placentou.
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Ma nejméné znamou funkci a tvoii 0-1 % ze vSech imunoglobulinti (Jilkova, 2009;

Ferencik, 2004).

IgE molekula

Tyto molekuly maji nejmensi procentudlni zastoupeni ze vSech imunoglobulint,
a to pouze 0,002 %. Stupniuji ucinnost antimikrobidlnich systémt, a tak se uplatiuji
pii ochran¢ wvnéjSiho povrchu téla. Mnozstvi IgE se zvySuje pifi parazitarnich
onemocnénich a zpusobuje priznaky atopické alergie. IgE neprochazi placentou
(Jilkova, 2009).

1.4 Detekce antigenii a protilatek

Jednou z prvnich technik jsou tzv. sérologické techniky, které slouzi k vySetfovani
antigend a protilatek. Imunohematologicky rozvoj pocal objevenim hemaglutinace, dale
jen aglutinace, coz je shlukovani erytrocytti ptisobenim protilatek proti antigentim, které
jsou pritomny na téchto krvinkach. Tyto techniky zlstaly i po sto letech zakladnim
postupem z diivodu jednoduchosti (Rehagek et al., 2013).

K samotnému vzniku protildtkové aglutinace — shlukl krvinek je potieba téchto
dvou podminek. Prvni podminkou je vazba protilatky na antigen, ktery se nachazi
na povrchu krvinky. A za druhé je nutné propojeni dvou krvinek mezi sebou pomoci
protilatkové vazby. Tyto dva pozadavky spliuji pouze protilatky tfidy IgM, tedy
kompletni protilatky. Oproti IgM protilatkdm, splituji IgG protilatky, tedy inkompletni,

na ojedinélé vyjimky, pouze jednu z vy3e vepsanych pozadavki (Rehacek et al, 2013).
1.5 Reakce antigenu a protilatek

Jde o chemickou reakci, ve které se jedna o vazbu malého mista glykoproteinové
molekuly protilatky s vazebnymi misty, neboli epitopy na povrchu membrany.

Mezi faktory ovliviiujici tuto vazbu patii teplota, iontova sila prostredi a pH

(Rehacek et al, 2013).
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1.5.1 Faktory ovliviiujici reakci antigenii a protilatek

Teplota

U protilatek se vyuzivaji dva typy vazeb, a to vazba polarni a vazba hydrofobni.
Nejcastéji jde o polarni vazbu pfi interakci sacharidovych antigenti, kdy jde o vyménu
elektrontt mezi donorskou a akceptorskou molekulou. Dochézi k tvorbé vodikovych
mustkll ve vodném prostiedi. Tato reakce je silnéjsi za niz$ich teplot, je tedy exotermni.
Protilatky, které takto reaguji, patii vétSinou do tfidy IgM. Tyto protilatky oznacujeme
jako chladové, protoze reaguji pii teploté nizsi, nez je teplota télesna. Pravé z tohoto
divodu je teplota hlavnim faktorem, ktery ovliviiuje cely zachyt chladovych protilatek.
Jak jsem jiz uvedla, druhym typem je vazba hydrofobni, kterd probiha pii vysSich
teplotach a je ve vétsin¢ ptipadl spojena s proteinovymi antigeny. Takto reaguji hlavné
protilatky t¥idy IgG, které jsou oznaovany jako protilatky tepelné (Rehacek et al,
2013).

Iontova sila

Jiz oba typy zminénych vazeb jsou ovliviiovany ionty v reakénim prostiedi,
které vytvareji tzv. obaly okolo oblasti antigent a protilatek, jeZ jsou opacné nabité.
V piipadé pouziti roztoku, kde je obsah ionti nizsi (LISS), se rychleji dosahne
potiebnych vazeb antigent a protilatek (Rehacek et al, 2013).

pH

Optimalni pH hodnota je ve vétsiné protilatkovych reakci rovna 7. Laboratorni
testy je doporucovano provadét v prostiedi pufrovaného fyziologického roztoku (PBS),
aby doslo k udrzeni optiméalniho pH (Rehadek et al., 2013).

1.6 Hematologie

Obor hematologie, diive jen podobor vnitiniho 1ékatstvi s velmi zajimavou historii,

Vv poslednich letech nabyl na své obsaznosti a roz$ifenosti. V minulosti omezeny obor
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na vnitini 1ékafstvi, opirajici se o klinickd ¢i patologicko-anatomickd pozorovani,
dnes vyrazné pomaha nejen Vsamotném oboru hematologie, ale i v oborech
vzdalenych, vSak velice dilezitych (Donner, 1985).

Zakladnim vySetfenim v oblasti hematologie je bezpochybné vysetfeni krve.
Vysetiuji se vlastnosti krve a jeji slozeni, mezi které patii napiiklad mnozstvi
hemoglobinu, dale tvar a pocet erytrocytu, krevni srazlivost a jiné (Rozsypalova et al.,
2002). Nekdy muzeme krev povazovat za samostatny organ ¢i slozku pojiva s ohledem

na jeji fyziologické funkce (Navratil et al, 2008).

1.6.1 Fyziologie krve

Tato zivotn¢ dulezita télni tekutina se sklada z bunék, v tomto piipadé z krvinek,
dale z plazmy, coz je tekuta ¢ast, kterd obsahuje nejen bilkovinné, tukové ¢i sacharidové
latky, ale také organické i anorganické soli a plyny (Sakalova et al, 1995).
Krev zajiStuje neustdlou vyménu latek mezi buitkami a napomaha tim tak udrZovat
stdlost vnitiniho prostiedi, a sice tkanovych 1 krevnich bunék. Nejzékladnéjsi
funkci krve je vSak transportni funkce, ktera zajist'uje ptevod O, a CO, z plic do tkéni
a naopak. Aby k tomuto déni mohlo dojit, krev musi v téle kolovat, coz ji umoziiuje
uzavieny cévni systém, fadi se tedy mezi extracelularni tekutiny.
Ptiblizné tvoti krev 6 — 8 % z hmotnosti celého téla. V prepoctu na litry ¢ini objem krve
5 — 6 litri u dospélych muzl a u Zen je tato kapacita kolem 4,5 litrGi (Dylevsky, 2000;
Mourek, 2005; Navratil, 2008).

1.6.2 SloZeni krve

Jak jiz bylo zminéno v piedeslé kapitole, krev obsahuje hlavni dvé slozky, mezi
které neodmyslitelné patii krevni plazma a krevni bunky. Prvni z nich, krevni plazma,
je tekuta nazloutla slozka krve, ktera je z nejvétsi Casti slozena z vody (91 %). Zbytek
slozky tvofi organické a anorganické latky, které jsou napiiklad albuminy, globuliny,

glukéza, fibrinogen, ionty a soli. Druhou slozkou jsou krevni bunky, jinak feceno
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elementy, které zahrnuji Cervené krvinky (erytrocyty), bilé krvinky (leukocyty)
a desti¢ky (trombocyty), (Dylevsky, 2000; Mourek, 2005; Novotny et al., 2003).

Erytrocyty

Cervené krvinky neboli erytrocyty jsou bezjaderné buiiky obsahujici hemoglobin,
coz je cCervené krevni barvivo slozené z bilkoviny globinu a barevné ¢asti hemu,
na ktery se vaze kyslik a oxid uhli¢ity. Buiiky jsou bikonkavniho tvaru, ktery umoziuje
zvétSeni buniky o 30 %. Bchem transportu do krevniho ob&hu erytrocyty ztraci své
jadro. Tyto bezjaderné buiiky nejsou schopny déleni, a proto je jejich zivotnost pouze
100 az 120 dni. Jsou ohraniené cytoplazmatickou membranou, kterd je pevna
a elastickd. V pribc¢hu svého Zzivota se erytrocyty disledkem krevniho obéhu
opotitebovavaji a ve slezin¢ dochazi k jejich tplnému zaniku. Erytrocyty se vyznamné
podileji na metabolismu Zeleza. Standardni podet erytrocyti u muzd je 4,0 — 5,8 x 10"/l
au Zen 3,8 — 5,2 x 10*/1 (Mourek, 2005; Dylevsky, 2000; Penka, 2011; Pecka, 2006;
Ferencik, 2004).

Obrazek ¢. 3: Znazornéni erytrocytt, (pievzato a upraveno z The Franklin Institute,
2016)

Leukocyty

Bilé krvinky neboli leukocyty produkuji skupinu rtiznotvarych bunék. Leukocyty

délime podle tvaru jader, barvitelnosti a velikosti bunék na granulocyty a agranulocyty.
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Lisi se obsahem enzymil. Granulocyty dale délime na neutrofilni, bazofilni a eozinofilni
leukocyty. Agranulocyty rozliSujeme na lymfocyty a monocyty, kde lymfocyty jsou
T a B. Celkové mnozstvi vSech leukocyti se standardné u dospélého pohybuje

v rozmezi 4,0 — 10,0 x 1091 (Mourek, 2005; Dylevsky, 2000; Penka, 2011).

Obrazek ¢. 4: Znazornéni leukocytt, (pfevzato a upraveno z The Franklin Institute,
2016)

Trombocyty

Krevni desticky neboli trombocyty jsou bezjaderna téliska nepravidelného tvaru,
kterd vznikaji v kostni dfeni odSkrcovanim obrovskych bunék diené, megakaryocyti.
Proto jsou téliska mala a velmi kiehka. Pravé diky kiehkosti plni svoji funkci v Krvi.
V krevnim obéhu se dozivaji pfiblizné 4 dny. V piipadé¢ poskozeni cévni stény,
se dusledkem krevniho proudu rozbijeji a uvoliuji latky, které startuji krevni srazeni —
tromboplastin. Spolecné s tim se uvoliuji 1 dalsi latky zvySujici lepivost destiek a tim
dochdzi k vytvareni krevni zatky. Dalsi latky vyvolané timto procesem podporuji
smrS$tovani poSkozenych cév. U dospélého Cloveka se pii bézném stavu povazuje pocet

trombocyti 150 — 350 x 10%/1 (Dylevsky, 2000; Penka, 2011).

22



Obrazek ¢. 5: Znazornéni trombocytd, (pfevzato a upraveno z Thrombocyte, 2016)

1.7 Krevni obraz

Jak jiz bylo zminéno v predeslych kapitolach ohledné¢ hematologie ¢i fyziologie
krve, je pravé krev hlavnim faktorem pti jakémkoliv vySetfeni. Z tohoto divodu je
nejzakladnéjSi metodou vysetfovani témeét vZdy rozbor krve, kdy se odebira srazliva
krev nebo v opaéném piipadé krev s protisrazlivym roztokem (Rozsypalova et al,
2002). V ptipadé mého vyzkumu jsem krevni obraz stanovovala ve zkumavkach
KsEDTA.

V dnesni dobé nalezneme v oboru hematologie vice nez 400 vySetiovacich metod,
ale jak jsem jiz zminila, zakladem vySetfeni zlstava stale stanoveni krevniho obrazu.
Krevnim obrazem nazyvame vySetieni jiz zminénych krevnich elementi s jejich
vlastnostmi, jako je naptiklad pocet krevnich bunék a jejich velikost. Vysledky
naméfenych parametri ndm napomahaji k diferencidlni diagnostice vnitinich chorob,
jako jsou naptiklad zanéty a nadory. Celkovy krevni obraz s diferencialnim rozpoctem
se jiz vdneSni dobé ve vétSin€ laboratofi stanovuje pomoci plné automatickych
analyzatort krevnich elementi. Ty poskytuji pfes tficet parametri KO,
vcetné diferencidlniho rozpoc€tu leukocytli a histogrami erytrocytl, leukocytl
a trombocytt. Vyhodou analyzatord je vSak rychlost, pfesnost a spravnost (Navratil,

2008; Penka, 2001; Kotackova, 2016; Dobrotova et al., 2006).
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1.7.1 Parametry krevniho obrazu

Pti vySeteni krevniho obrazu jsou vzdy stanoveny a zahrnuty tyto nésledujici
parametry, mezi které patii erytrocyty, hemoglobin, leukocyty a trombocyty, o kterych
jsem se jiz zminovala Vv kapitole 1.6.2. Dale do hodnot zahrnujeme hematokrit,
ktery znamena procentualni pocet erytrocyti v celkovém mnozstvi krve, stiedni objem
erytrocytt (MCV), coz zna¢i primérnou velikost erytrocytu. MCH, hemoglobin
Verytrocytu znamend pramérnou hmotnost hemoglobinu v erytrocytu. DalSim
parametrem je prumérna koncentrace HGB v erytrocytu (MCHC). Distribuéni Site
erytrocytl (RDW) nam udava prehled ve variabilité¢ ve velikosti erytrocytii. Stfedni
objem trombocyti (MPV) urcuje primérnou velikost trombocytu. U téchto uvedenych
hodnot spole¢né s dopliujicim vySetfenim krevniho obrazu, coz je diferenciaéni
rozpocet leukocytil, vymezim nyni jejich referenéni meze.

e erytrocyty (RBC)
o muzi: 4,0 - 5,8 x 10%/I
o zeny:3,8—5,2x 10/
e hemoglobin (HGB)
o muzi: 130 - 175 g/l
o zeny: 120 —160 g/l
e hematokrit (HCT)
o muzi: 0,39 -0,51
o zeny: 0,35-0,47
e stiedni objem erytrocyti (MCV): 84 — 96 fl
e hemoglobin v erytrocytu (MCH): 28 — 34 pg
e koncentrace HGB v erytrocytu (MCHC): 320 — 370 g/l
e distribu¢ni $ife erytrocyti (RDW): 10,0 — 15,2 % CV
e trombocyty (PLT): 150 — 350 x 10%I
e stfedni objem trombocytu (MPV): 7,8 — 11,0 fl
e leukocyty (WBC): 4,0 — 10,0 x 10%/1
o neutrofilni segmenty: 45 — 70 %; abs. pocet: 2,0 — 7,0 X 10/
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o neutrofilni tyde: 0 — 4 %; abs. pocet: 0,6 — 1,2 x 10%/1

o lymfocyty: 20 — 45 %; abs. po&et: 0,8 — 4,0 x 1071

o monocyty: 2 — 12 %; abs. pocet: 0,08 — 1,20 x 10%/1

o eozinofily: 0 — 5 %; abs. pocet: 0,00 — 0,50 x 10%/1

o bazofily: 0 — 2 %; abs. pocet: 0,00 — 0,20 x 10%/1
(Penka, 2011; Kotackova 2016).

1.7.2 Ovlivnéni hodnot

K ovlivnéni hodnot krevniho obrazu mize dojit z mnoha pii¢in. Vzhledem k mému
tématu bakalatské prace se budu nadale zabyvat predev§im ovlivnénim hodnot ¢ervené

krevni fady pfi stanovovani krevniho obrazu (Kotackova, 2016).

Ovlivnéni hodnot Cervené krevni iady

Pti stanoveni krevniho obrazu miize dojit k ovlivnéni parametrii Cervené fady
z ruznych pfi¢in, a to z divodu krvacivych, malignich nebo infekce, ktera mize byt
akutni nebo chronicka. Je-li zjistén pokles hodnot cervené fady, jiz tehdy miiZzeme
myslet na diagnézu anémie. Dale mtze dojit k ovlivnéni krevniho obrazu protilatkami.
Pti hodnoceni krevniho obrazu mlZze na moZnou pfitomnost chladovych protilatek
upozornit hlavné snizena hladina erytrocyta a hemoglobinu. Mimo tyto dvé ovlivnéné
hodnoty se dale abnormalné zvySuje stiedni objem erytrocytu (MCV), déle hladina
hemoglobinu v erytrocytu (MCH) a koncentrace HGB v erytrocytu (MCHC).
To vSe je zpusobené shlukovanim erytrocyti za nizsi teploty, nez je teplota télesna.
Dulezita je zde preanalytickd faze, ktera muiZe vyznamné ovlivnit tyto hodnoty

(Kotackova, 2016; Dvotakova et al., 2009).
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1.8 Anémie — chudokrevnost

Dle Krantze, 1994 jsou anémie nejcastejSimi projevy poruchy cervenych krvinek.
Anémie mohou vznikat ze dvou pficin, z primarni a sekundarni. Sekundarni pficinu
doprovazeji jiné chorobné stavy. Anémie je tedy doprovodnym syndromem jin¢ho
onemocnéni, napiiklad maligni nemoci, krvaceni, aj. SniZzeni koncentrace hemoglobinu
vkrvi je hlavni kritérium pro urceni, zda se jedna o anémii. Pokud hodnoty
hemoglobinu neodpovidaji hodnotdm normalniho jedince, miizeme tento stav pokladat
za anémii. Toto sniZeni je Casto doprovazeno i snizenim poctu Cervenych krvinek
a hematokritu. RozliSujeme tfi pfi¢iny anémie. Prvni pfi¢inou mohou byt krevni ztraty,
dale zvyseny zanik erytrocytl a tfeti pfi¢inou je nedostate¢na tvorba Cervenych krvinek.

Tyto pfi¢iny se mohou vyskytovat samostatné nebo v kombinacich (Pecka, 2006).

1.8.1 Autoimunitni hemolytické anémie (AIHA)

Tyto anémie patii do skupiny anémii ze zvySené destrukce erytrocytli. Spole¢nym
znakem téchto anémii je zvySeny ptredCasny zanik erytrocytd, zmény tvaru a funkce
erytrocyti mohou zpusobit jejich predcasné odbourdvani neboli hemolyzu
(Pecka, 2006).

Autoimunitni hemolytické anémie jsou heterogenni skupina patologickych stavi,
u kterych zanik cervenych krvinek zplisobuje pfitomnost protilatek namifenych proti
vlastnim krvinkdm. Dusledek vzniku autoimunitni hemolytick¢é anémie je porucha
regulace spoluprace mezi T a B lymfocyty, a to pifi procesu autotolerance. Autoimunitni
hemolytickou anémii trpi ptiblizn€ 0,001 % lidi. U primarni neboli idiopatické ATHA
neni znam puivod onemocnéni, urcitad ¢ast hemolytickych anémii miZze byt sekundarni,
tu doprovazi razné nemoci, infekce, zanéty nebo nadorovd onemocnéni.
Pfi¢ina hemolyzy vSak neni vétSinou zjistitelna (Pecka, 2006; Penka et al., 2012;
Rehacek, 2013; Harmening, 2009).
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Klasifikace
Autoimunitni hemolytické anémie rozd€lujeme do Ctyi kategorii dle teplotni
reaktivity protilatek:
e AIHA s tepelnymi protilatkami
e AIHA s chladovymi protilatkami
e smiSeny typ AIHA s tepelnymi a chladovymi protilatkami
e polékovy typ AIHA (Pecka, 2006).

AlHA s tepelnymi protilatkami

Autoimunitni hemolytickd anémie s tepelnymi protilatkami tvoii 80 % vSech
AIHA. Je to tedy nejcastéjsi pfi¢ina hemolytickych anémii u dospélych, s mirné
zvySenou frekvenci u zen, nez u muzd. VEtSinovy vyskyt této anémie je u lidi starSich
40 let. U 99 % piipadd jde o protilatky tiidy IgG a jsou polyklonalni. Jejich optimum
ucinnosti je piti 37 °C, spoklesem teploty se jejich afinita snizuje. Tyto tepelné
protilatky jsou vétSinou mifené proti antigenim Rh systému. DEli se na idiopatické

a sekundarni (Pecka, 2006; Penka et al., 2012; Harmening, 2009).

AlIHA s chladovymi protilatkami

Vyskyt AIHA s chladovymi protilatkami je ptiblizné 1 % vSech hemolytickych
anémii. Optimum ucinnosti téchto protilatek je pti 0 — 4 °C, reaktivita se vSak miize
projevit jiz pod 7 °C. V tomto piipad¢ jde vétSinou o protilatky ttidy IgM, které maji
nejCasteéji specifitu anti-I, poté méné Casto anti-i. Tato anémie se déli na AIHA
s vysokym titrem chladovych aglutinini a na Paroxysmalni chladovou hemoglobinurii

(PCHH), (Pecka, 2006; Penka et al., 2012; Harmening, 2009).

SmiSeny typ AIHA
Tento smiSeny typ AIHA stepelnymi a chladovymi protilatkami se vyskytuje
asi u 7 % pacientd s autoimunitni hemolytickou anémii. Jde o kombinaci tepelnych

a chladovych protilatek, tomu tedy 1 odpovidd smiSeny laboratorni nalez

(Penka et al., 2012).
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Polékovy typ AIHA

Polékovy typ AIHA postihuje 12 % pacientd. Tento typ délime podle mechanismu
pusobeni I¢kti. U téchto anémii piisobi 1€k jako stimuldtor tvorby protilatek proti
nékterym antigeniim, dale tvofi imunokomplexy, které se vazi na povrch erytrocytt.
Lék muze také pusobit jako stimuldtor tvorby protilatek proti nékterym antigentim

(Pecka, 2006; Penka et al., 2012).

1.9 Chladové protilatky

Chladové protilatky, poptipadé chladové aglutininy (CA) jsou protilatky, které jsou
produkovany imunitnim systémem a které reaguji pii nizsi teploté nez 37 °C. VétSinou
to jsou protilatky tfidy IgM, jsou kompletni a vazi komplement. Pokud je komplement
aktivovan uplné, dochazi k 1yze erytrocyti. Pokud vSak ¢astecné, chladova protilatka
se pfi telesné teploté z krvinky uvoliiuje. Dale maji schopnost piimo shlukovat
(aglutinovat) erytrocyty, jsou tedy chybné mifeny proti vlastnim erytrocytim. Reaguji
optimalné€ s erytrocyty pii teploté, kterd je nizSi nez télesna. Pokud by vSak doSlo
za pfitomnosti chladovych protilatek k vyrazné destrukci erytrocytli, néasledovala
by hemolyticka anémie se snizenym po¢tem RBC a hemoglobinu. Tato vskutku vzacna
forma autoimunitni hemolytické anémie je spiSe zndma pod jinym nazvem, a to nemoc
chladovych aglutinini. Nemoc mlze mit dvé formy - primarni a sekundarni
(Rehagek et al, 2013; Chladové aglutininy, 2014; Penka, 2001; Cold Agglutinins Test,
2014).

Primarni typ nemoci, neboli idiopaticka forma, postihuje nejvice lidi ve stfednim
a pokroc¢ilém véku a ma tendenci pieklenout v dlouhodobou — chronickou. Sekundarni,
symptomaticka, forma nemoci vSak miize postihnout clovéka v jakémkoliv véku a mize
mit akutni i chronicky prib&éh. Anémie rozeznavame ve vyssim a niz§im stupni a mohou
souviset s celou Skalou chorob, jakoz jsou napiiklad:

o infekce vyvolané Mycoplasma pneumonie — u této infekce je u vice

nez 75 % pacientt zvySena hladina chladovych protilatek
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. infekéni mononukleoza — u vice nez 60 % pacienti ma zvySeny titr
chladovych aglutinind
. hematologické a jiné malignity, a dalsi

Diky vcasnému upozornéni peclivé a v§imavé laborantky na moznou pfitomnost
chladovych protilatek v krvi pacienta lze zachytit jind zavaznéjsi onemocnéni,
ktera mohou souviset pravé s chladovymi protilatkami. Je zde také velice dulezita
spoluprace a komunikace mezi laboratoiemi a Iékafi (Cold Agglutinins Test, 2014).

V minulosti bylo toto testovani soucasti chorob, u kterych se mohou chladové protilatky
vyskytovat, jako napiiklad u jiz zminéné infekce Mycoplasma pneumonie
(Rehagek et al, 2013; Chladové aglutininy, 2014).

Pti jiz zminénych infekcich u syndromu chladovych aglutininti jde o protilatky
polyklonalni, a to stitrem nejcastéji do 2000, prakticky pokazdé se aktivuje
komplement (C3d pozitivni PAT). Oproti tomu u primarni formy jsou protilatky
monoklondlni s vysokym titrem ptfes 2000. U chladovych protilatek jsou
antigeny I/i nejCastéjsi specificitou. Specifitu anti-I maji protilatky IgM v 90 %,
anti-i v 10 %. Dalsi specificita muze byt kupfikladu rozdilna reaktivita s nativnimi
a upravenymi erytrocyty, které¢ jsou upravené protedzami, dale zde neni piili§ zjevna

souvislost se systémy krevnich skupin (Rehééek et al., 2013, Pecka, 2006).

1.9.1 Odbér

Jednou z ¢asti preanalytické faze je odbér vzorku, ktery se provadi za pfisnych
podminek, mezi které patii co nejrychlejsi transport a urcité teplotni rozmezi. Vzorek
musi byt vysetifen ihned po doruceni do laboratoie. Pro zachovani kvality vzorku neni
pred vySetienim nutna zadna pfiprava pacienta. Takto by mél probihat odbér vzorku
pii védomi piitomnosti chladovych protilatek v krvi (Chladové aglutininy, 2014).

Ve fazi ptipravy vzorku a néasledného transportu se nejcastéji objevuji komplikace
kvali charakteru pravé chladovych protilatek, dale také v testech pfi teploté nizs$i nez

37 °C, jakoz je urCovani ABO, detekce Ag, IgM diagnostiky, a dalsi. Pri odbéru
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a transportu vzorku je nutné dodrzovat postupy, které zamezi vlivu snizené teploty na
vysetieni (teplota mistnosti a odbérovych nadob, oddéleni plazmy a erytrocytl za tepla,
transport v termoboxu do laboratoie a jiné), to vSe pro spravnou reprodukovatelnost
a interpretaci. U vétSiny ptipadl se na moznou piitomnost chladovych protilatek piijde
viceméné ndhodné pii stanovovani krevniho obrazu z né¢jakého jiného diivodu, a to diky
ovlivnéni preanalytickou fazi. U téchto pacientl neni bran zfetel na moznou piitomnost
CA v Krvi, proto nejsou transportni naroky tak specifické. Vzorky se do laboratofe svazi
Vv transportnich boxech pfi teploté¢ 2 — 8 °C do urcité doby. Tim dochazi k aglutinaci

erytrocytt a k obtiznému stanoveni krevniho obrazu (Rehagek et al., 2013).

1.9.2 VySetreni

Vysetieni je poZzadovano v ptipadé, Ze ma €lovek reakci po expozici nizkych teplot
a vykazuje urcité pfiznaky hemolytické anémie. Tyto pfiznaky mohou byt v podobé
slabosti, unavy, bledosti, zavraté a bolesti hlavy, dale to mize byt Zloutenka, zvétSeni
sleziny a jater. Ptiznakem ve spojitosti po kontaktu s chladem je cyanotické bolestivé
zbarveni doprovazené znecitlivénim terminalnich ¢asti téla, a to prsti na rukou a nohou,
usi a nosu. To je zplsobené aglutinaci Cervenych krvinek snizkou teplotou krve
(Chladové aglutininy, 2014; Penka, 2001; Adam et al., 2007; Kavanagh, 2014).

Jak uz bylo v této praci uvedeno, vySetfeni se pouziva k diagnostice nemoci CA
a nasledné ke zjistovani pfi¢iny hemolytické anémie. Jedna se o test, ktery nasleduje po
vySetfeni krevniho obrazu, kde byly prokazany nesrovnalosti hodnot ¢ervené krevni
fady, prfedevSim pokud mohl byt pacient vystaven chladu. Pravé toto vySetfeni je
hlavnim tématem této prace, ve kterém se jednd o samotny mozny zachyt
pravdépodobné pritomnosti chladovych protiladtek v hematologické laboratoti (Chladové
aglutininy, 2014; Dvorakova et al., 2009; Kavanagh, 2014).

Princip testu spociva v sérii postupného tfedéni krevniho vzorku, ktery je poté
ochlazovan na obvyklé 4 °C. Nasledny vysledek se udava jako titr fedéni, coz je
nejvyssi fedéni za stavu, kdy jsou erytrocyty jesté rozpoznatelné. Zalezi tedy na sile

protilatek. Jak jiz bylo né€kolikrat zminéno, chladové protilatky erytrocyty v chladu

30



viditelné shlukuji, ovSem po zahtati vzorku se shluky rozpousti. U jednotlivych CA se
teplotni rozmezi, ve kterém protilatky reaguji, mize lisit (Chladové aglutininy, 2014;

Cold Agglutinin Titer, Serum, 2014).

1.9.3 Vysledek vySetieni

Samotny vysledek vySetieni CA je typicky ve formé titru, 1:64 nebo 1:512. Tyto
vysledné hodnoty nam udéavaji mnozstvi protilatek v krvi, tudiz se stoupajici hodnotou
pocet protilatek stoupa a naopak. V momenté vyskytu vyssiho titru a soucasné reaktivité
protilatek pii vyssi teploté by se mohla o¢ekavat hemolyticka anémie, ov§em s hor§imi
klinickymi projevy. Stupeni hemolytické anémie a hemolyzy erytrocyti se vSak miize
lisit u kazdého pacienta, stejné tak jako jejich ptiznaky a projevy po jednotlivych
expozicich chladu. Nekteré choroby, jako napt. mononukledza, mohou byt velice ¢asto
sdruZzeny se zvySenim CA, ale velmi vyjimecné s anémii (Chladové aglutininy, 2014;

Thomson, 2014; Cold Agglutinin Titer, Serum, 2014).

1.9.4 Lécba

Lékar ur€uje naslednou lécbu podle ptric¢iny vyskytu chladovych protilatek. Nejvice
uzivanym lékem u vétSsiny nemocnych je podavani kortikosteroidi. Uinnost
kortikosteroidii spoc¢iva ve zméné alteraci exprese a funkce receptorti Fc fragmentu
imunoglobulinu na povrchu makrofagi. To zplsobi potlaceni odstraiiovani erytrocyt
S navazanou protilatkou z cirkulace. Mimo jiné mohou kortikosteroidy tlumit produkci
protilatek a sniZzovat tim jejich hromadéni. Oproti tepelnym protilatkam je efektivita
podavani kortikosteroid o mnoho niz$i. Procento efektivity je podle norské studie
necelych 15 % u nemocnych. Davkovani samoziejmé zavisi na stupni hemolyzy ¢i
anémie (Cermak, 2012). Avsak wginnou, nékdy i zcela dostate¢nou prevenci v mnoha
pfipadech je ochrana pacienta pfed vystavovanim se nizkych teplot, dale noSeni

vhodného obleceni a dostate¢na informovanost (Penka, 2001; Kavanagh, 2014).
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Cile prace

1. Upozornéni na moznost ovlivnéni hodnot krevniho obrazu chladovymi
protilatkami.

2. Praktické laboratorni metody — méfeni hodnot krevniho obrazu na
hematologickém analyzatoru firmy Abbott.

3. Ovlivnéni vysledki preanalytickou fazi stanovovani chladovych protilatek.

4. Vyhodnoceni a ziskani vysledkd stanovovani chladovych protilatek ptiblizné

u 20 pacientd.
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2 METODIKA

Praktickou c¢ast své bakalaiské prace jsem vykonavala v Biochemicko-
hematologické laboratofi Stafila, s. r. o., ktera sidli v Ceskych Bud&jovicich. Laboratof
ma vlastni odbérova mista v Ceskych Bud&jovicich, Strakonicich, Vodianech, Tieboni
a Kaplici. Tato odbérova mista zajistuji pozadavky preanalytické faze. Vedouci
laboratote je MUDr. Marie Ladova, ktera je zaroven vedouci mé bakalaiské prace.
Pti praci na mne dohlizela Bc. Romana Sladka. Laboratof, kde jsem provadéla praxi, se
déli na tfi useky, a to biochemicky, hematologicky a mikrobiologicky.
Laboratof  Stafila je akreditovana Ceskym institutem pro  akreditaci,
0. p. s., CSN EN ISO 15189: 2007. Stafila funguje jako denni laboratof. Tato
laboratot spolupracuje s lékati z celého JihoCeského kraje. Z tohoto divodu probiha
svoz biologického materidlu i vicekrat denné. Do laboratofe jsem dochazela béhem
mého studia na vysoké Skole, po domluvé s vedouci laboratofe ohledné vzorki
vhodnych pro tuto praci. Béhem mého trvani v této laboratofi jsem provedla méteni
krevniho obrazu 24 vzorki na multiparametrickém plné automatizovaném
hematologickém analyzatoru firmy Abbott, CELL-DYN Ruby. Blizsi informace

K tomuto pfistroji uvadim v dalsi kapitole.

2.1 Specifikace analyzatoru CELL-DYN Ruby

Jak jsem jiz zminila v pfedchozi kapitole pfi uvedeni tohoto pfistroje, jedna se
0 multiparametricky automaticky hematologicky analyzator ureny pro diagnostiku
in vitro v klinickych laboratofich (viz. Pfiloha ¢. 1). Analyzator vyuziva technologii
zvanou MAPSS, coZ je separace polarizovaného rozptylené¢ho svétla pod rtiznymi thly,
dale vyuziva laserovou pritokovou cytometrii a moderni software. Systém CELL-DYN
Ruby pouziva Microsoft Windows jako sviij operaéni systém. Dale vyuziva USB
k propojeni k datovému modulu, které zaroven poskytuje rozhrani napiiklad pro
tiskarnu. Nechybi zde ani standardni rucni ctecka carovych kodt pro rychlou

identifikaci vzorkt od pacienti (ABBOTT Diagnostics Division, 2009).
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Systém je urcen k analyze krve odebrané do antikoagulantu EDTA a také k méfeni
nasledujicich hematologickych parametri:

e parametry bilych krvinek

WBC: NEU, %N, LYM, %L, MONO, %M, EQS, %E, BASO, %B

e parametry krevnich desti¢ek

PLT, MPV

e parametry ¢ervenych krvinek

RBC, HCT, MCV, RDW, %R, RETC,

e parametry hemoglobinu

HGB, MCH, MCHC (ABBOTT Diagnostics Division, 2009).

Postup zpracovani vzorkii

Piistroj CELL-DYN Ruby vyuziva dva reZzimy vkladani vzorku do analyzatoru,
a to uzavfeny a otevieny rezim. Uzavieny rezim je uren pro vakuové zkumavky,
otevieny rezim slouzi pro nevakuové zkumavky. Ve zminéném otevieném rezimu
analyzator nasava vzorek z oteviené zkumavky, kterou oteviela a dale podava obsluha.
Po celou dobu jsem pracovala v rezimu uzavieném. Zpracovani vzorkll v uzavieném
rezimu probihd pomoci podavace vzorkl, jenZ je pfipojen k pfedni ¢asti analyzétoru.
Pouziva se k promichani a nasavani krve pfimo ze zkumavky, a to propichnutim jejiho
uzavéru. Podava¢ vzorkli umoznuje vloZeni az 50 vzorkl v uzavienych zkumavkach,
tim dochazi k nejmensimu kontaktu s infekénim materialem. Laser uvniti analyzatoru
precte ¢arové kody umisténé na jednotlivych zkumavkach, ¢arovy kod obsahujici ¢islo
stojanku (viz. Ptiloha ¢. 2) a pozici zkumavky. V dalsim kroku soucasti podavace
10x promichaji krev ve zkumavce a dale piesouvaji zkumavky pies oblast zpracovani
vzorkd (ABBOTT Diagnostics Division, 2009).
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Volba testu

V piistroji CELL-DYN jsou dostupné Ctyfi volby testu, a to CBC, CBC + NOC,
CBC + RRBC a RETIC. Ja jsem vyuzivala test CBC, coz znamena celkovy pocet
krevnich bun¢k (ABBOTT Diagnostics Division, 2009).

Souddsti systému

Systém CELL-DYN se sklad4a z téchto tfi hlavnich modull: analyzator, datovy
modul a plochy monitor. Analyzator i datovy modul jsou spole¢né oproti monitoru,
ktery je jako samostatny modul. Analyzator obsahuje hardware pro promichani,
nasavani, dale fedéni a analyzu jednotlivych vzorkd. Datovy modul obsahuje soucasti
pro analyzu, uchovédvani a nasledné¢ vydavani vysledk vySetfeni vzorkl.. Posledni
plochy monitor obsahuje dotykovou obrazovku, kterd slouzi k lepSimu uzivatelskému

rozhrani (ABBOTT Diagnostics Division, 2009).

Zpuisoby méreni

Piistroj CELL-DYN vyuziva dva zplsoby méfeni, které jsou na sob& nezavislé.
Prvni méteni se nazyva Optické méfeni pro stanoveni WBC, NOC a RBC/PLT, druhé
Meéfeni pomoci kanalu pro hemoglobin pro stanoveni HGB. V ramci kazdého cyklu
pfed méfenim jednotlivych parametrii dochazi k nasati, zfedéni a promichani vzorku.
Do pocitace datového modulu jsou pienesena vsechna data, kde jsou nasledné
analyzovana. Vysledky vSech parametrii jsou zobrazeny na obrazovce Run, neboli
zpracovani, dale jsou ulozeny v souboru Data Log (datovy soubor), (ABBOTT

Diagnostics Division, 2009).

Prutokova cytometrie

Pritokovou cytometrii vyuzivda CELL-DYN pro analyzu populaci RBC/PLT, NOC
a WBC. Je to proces, béhem které¢ho jsou jednotlivé bunky a jiné ¢astice v proudu
kapaliny protindny svételnym paprskem. Senzor pak méfi chemické a fyzikalni

vlastnosti bun€k a castic pomoci rozptylu nebo ztraty svétla. Pritokova cytometrie
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poskytuje kvantitativni analyzu bun€k a dale poskytuje rychly screening velkého

mnozstvi bunék (ABBOTT Diagnostics Division, 2009).

Histogramy

Histogramy jsou grafickad znazornéni jednotlivych naméfenych ¢éstic.

2.2 Pracovni pomiicky

e ochranné rukavice

e K3EDTA zkumavky

e stojanky

e michacka

e analyzator CELL-DYN Ruby
e podlozni skla + natérova skla
e pipeta — kapatko

e mikroskop Olympus BX50

e barveni dle Romanowského

2.3 Prubéh vlastniho méreni

Vesker¢ kroky, které jsem béhem mého méteni provedla, byly v plném souladu dle
standardnich operac¢nich postupti laboratofe Stafila, s. r. o. Praktickou cast mé
bakalarské prace jsem zaCala na pfijmu materidlu. Pracovnik svozu pfivezl material
Vv transportnich boxech s teplotou 2 — 8 °C. Material jsem vyjmula z boxt a nasledné
roztfidila. K odebranému materidlu jsem pfifadila Zadanky dle téchto kritérii,
a to jména, piijmeni a rodného c¢isla. Roztfidény material byl zadan do pocitacového
programu Infolab vyskolenymi pracovniky laboratofe. Po zadani Zadanek do systému
byl vytistén ptislusny carovy kod. Tento kod byl nalepen na patfiénou zadanku
a zkumavku vysSkolenym pracovnikem. Zadand data se poté s pozadovanymi

vysetienimi pfeddvaji na jednotlivd oddéleni systémem Infolab. Tam se material dale
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vySetfuje jiz pod ¢arovym kodem. Nejen mou vlastni zkuSenosti jsem se presvédcila,
Ze prace na ptrijmu musi byt velice pecliva a zodpovédna. Vznikla chyba pfi roziazovani
a zadavani do syst¢ému by mohla mit fatalni nasledky, pfedevSim pro pacienta, proto
musi byt pracovnici velmi pozorni a dikladni. Diky tomuto pfistupu, ma laboratof
Stafila, s. r. 0. nejmensi vyskyt reklamaci.

Zkumavky se zadanymi pozadavky a nalepenymi ¢arovymi kody jsem ve stojanku
odnesla na tsek hematologie. Své méfeni jsem provedla pod dozorem laborantky.
Vysetiované zkumavky K3EDTA jsem vlozila na michacku zkumavek, kde se
vySetfovany material promichd. Po promichani jsem zkumavky postavila do stojanku
a vlozila do analyzatoru, u kterého laborantka, kazdé rano po zapnuti, provadi vnitini
kontrolu kvality pomoci kontrol, a to vzdy pied vlastnim méfeni vzorkd. Dané kontroly,
HIGH, LOW a NORM surcitymi hodnotami, laboratofi doddva firma Abbott
S ptislusnym piibalovym letdkem. Dale jsem stiskla tlacitko start. Doslo k méteni
krevniho obrazu v uzavieném rezimu. Podavac analyzatoru 10x promichal jednotlivou
zkumavku. Pomoci jehly propichl vicko a nasdl stanovené mnozstvi vySetfovaného
materidlu. Poté se vSechna naméfena data pienesla do pocitace datového modulu,
kde byly analyzovany. Pomoci histogramt se na monitoru pocitate datového modulu
zobrazila namétena data (viz. Tabulka ¢. 1), ktera se zaroven pienesla do LIS
(laboratorni informaéni systém), tam se prifadila K pfislusnému pacientovi.
Tyto histogramy jsem si nasledné vytiskla.

Nasledné jsem provedla kontrolu naméfenych hodnot, u kterych jsem zaméfila
pravé na hodnoty cervené krevni fady. U 4 pacientil byly namétené neobvyklé hodnoty
cervené krevni fady, piedev§im abnormdlné vysoké hodnoty MCH a MCHC, dale
sniZzend hodnota erytrocytll (viz. Tabulka €. 2, 3, 4 a 5). Pravé tyto neobvyklé hodnoty
mohou znacit moZnou pfitomnost chladovych protilatek, tudiz mozny zachyt CA.
A tak jsem nasledné provedla u téchto 4 pacientli natér na sklo.

Ten jsem provedla nésledujicim zplisobem, a to takovym, Ze jsem v rukavicich
uchopila a nasledné promichala prvni zkumavku ze ¢tyt. Po promichani jsem zkumavku
oteviela a pipetou - kapatkem odebrala malé mnozstvi krve. Kapku krve jsem kapla na

jeden konec podlozniho skla. Roztiraci sklo jsem sunula od stfedu skla podlozniho ke
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kapce krve, kdy pfi jejim kontaktu s roztiracim sklem dojde Kk rozprostieni krve po celé
Sitce hrany skla. Dale jsem roztiracim sklem provedla rovnomérny jednolity natér
(viz obr.). Uhel roztéru musi vzdy byt 45°. Takto zhotoveny natér jsem nechala
10 minut zaschnout pii laboratorni teploté. Takto zaschly natér jsem zafixovala
Mayovym-Griinwaldovym roztokem, obsahujici metanol. V dal§im kroku jsem
provedla barveni roztokem Giemsy-Romanowského. Natéry jsou oplachovany mezi

jednotlivymi kroky barveni fosfatovym pufrem pH 6,8 a nakonec vodou.

Elood
A

Obrazek ¢. 6: Znazornéni natéru, (prevzato a upraveno z Great Scopes, 2016)

Zakladem barveni je metylenovd modf. Déle to mohou byt 1 jeji oxidacni produkty,
jako napftiklad eozin B, eozin Y a azur B. Kationtové nebo zasadité slozky barev se
V pufrovaném barvicim roztoku vazi na aniontové slozky. Ty pak dévaji modrosSeda
zbarveni nukleovych kyselin, granul bazofili a neutrofild a jinym. Naopak na
kationtové slozky se vazi kyselé a aniontové slozky barev (napf. eozin Y), tim udavaji
hemoglobinu a eozinofilnim granuldm cervenooranZova zbarveni. Celkové barveni tedy
udava celkovy vzhled natéru (Penka, 2011).

Standardni hodnoceni natéru periferni krve se tyka relativniho poctu dil¢ich podtiid
leukocytti. Dale poctu schistocytli a trombocytti na 1000 erytrocyti a morfologického
zhodnoceni erytrocyti, leukocytli a trombocyti (Penka, 2011).
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Vlastni vySetfeni jsem zapocala piehlednym zhodnocenim ndtéru a naslednym
hodnocenim bunék pod mikroskopem Olympus. Vzhledem k naméfenym hodnotam
jsem se zaméfila na erytrocyty, kdy jiz pti prvnim nahledu v mikroskopu byla patrna
vyrazna aglutinace Cervenych krvinek (viz Obrazek ¢. 4), kterd mlze znacit praveé

moznou pfitomnost chladovych protilatek.

Obrazek ¢. 7: Znazornéni aglutinace erytrocytil pomoci mikroskopu

(ptevzato a upraveno z Pathology Student, 2009)

Aglutinace bylo mozné si vSak vSimnout jiz pfed zhotovenim natéru na sklo na

sténé zkumavky (viz Obrazek ¢. 5).

Obrazek ¢. 8: Znazornéni aglutinace erytrocytd, (pfevzato a upraveno z Blood Journal,
2013)
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Cely postup mé prace jsem provadéla pod dohledem laborantky i u zbylych tfech
pacientl. V disledku naméfenych neobvyklych hodnot Cervené krevni fady a vyrazné
aglutinaci na skle se vysledky vSech naméfenych hodnot vyhodnotily pod
pojmem: nelze stanovit. Pod tyto vysledky laborantka udala komentat, a to: KO nelze
stanovit, pravdépodobnou pfiinou je mozna piitomnost nepravidelnych chladovych
protilatek v plazmé pacienta, pokud chcete KO stanovit, musi byt zméfen ihned po
odbéru krve pacienta (viz. Tabulka €. 2, 3, 4 a 5). Takto vyhodnocené vysledky byly
pfedany ke kontrole 1€kafi, ktery je odsouhlasil. Dale byly vysledky vytiStény a pomoci
svozu odeslany k pfislusnym Iékaiim, ktefi si vySetieni vyzadali. Vétsiné 1ékait byly
vysledky odeslany také elektronicky.

U tfech pacientli bylo stanoveni krevniho obrazu zopakovéno ihned po odbéru
pacienta, kdy se pacienti na doporuceni dostavili do odbérové mistnosti laboratoie
Stafila s. r. 0. Po zpracovani krevniho obrazu byly naméfené hodnoty vydany lékafi.
Ctvrty pacient se zatim nedostavil.

V ptipadé takto odhaleného mozného vyskytu nepravidelnych chladovych
protilatek je potfeba dovySetfit pacienta na imunologii nebo na transfuziologii.

Zde se provadi pfesné méteni chladovych protilatek pomoci titrace a fedéni.
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3 VYSLEDKY

Tabulka ¢. 1: Namétené hodnoty Cervené krevni fady v KO u 24 pacientli na moznou

ptitomnost chladovych protilatek.

Cislo RBC HGB HCT MCV | MCH MCHC RDW Pﬁf(’m”f’“
vzorku | 400-520 120 - 160 37 - 47 80 - 100 26-34 310 - 370 10.0-15.2 chlad.m’/y ch
[10e12/1] [o/1] [%] [f] [pa] [o/1] [%] protilatek
1. 4.44 124 39,5 89.1 28.0 314 13.4 | neptitomny
2. 4.30 134 42,1 97.9 31.2 318 13.7 | neptitomny
3. 4.58 135 41,3 90.3 29.5 327 12.7 | nepiitomny
4. 5.13 162 49,2 96.0 31.6 329 12.2 | nepiitomny
5. 4.90 151 43,7 89.2 30.8 345 11.9 | nepfitomny
6. 4.38 138 42,3 96.7 31.6 327 13.4 | neptitomny
7. 5.29 150 48,3 91.2 28.3 311 14.2 | neptitomny
8. 4.76 131 39,4 82.8 27.5 332 13.1 | nepiitomny
9. 481 128 40,7 84.7 26.6 315 13.5 | nepfitomny
10. 5.18 161 46,7 90.3 31.1 345 12.0 | nepfitomny
11. 5.36 117 38,0 70.8 21.7 307 18.5 | nepfitomny
12. 4.15 124 36,2 87.1 29.8 342 11.5 | neptitomny
13. 4.04 111 34,2 84.7 27.5 325 14.4 | nepiitomny
14, 4.37 122 37,7 86.2 28.0 325 12.5 | nepfitomny
15. 4.56 89.3 29,7 65.2 19.6 301 16.7 | neptitomny
16. 4.80 132 40,2 83.7 27.5 329 12.8 | nepiitomny
17. 471 141 43,2 91.8 30.0 327 13.1 | neptitomny
18. 4.08 127 37,9 92.8 31.0 334 12.5 | nepfitomny
19. 4.58 128 39,2 85.6 27.9 326 13.0 | nepfitomny
20. 5.19 156 46,1 88.8 30.1 339 12.6 | neptitomny

21. nelze stanovit fnozna
pritomnost

22. nelze stanovit fnozna
pritomnost

23. nelze stanovit mozna
pritomnost

24, nelze stanovit nozha
pritomnost
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Tabulka ¢. 2: Naméiené hodnoty v KO u pacienta s ¢islem vzorku 21. na moznou

pritomnost chladovych protilatek.

Cislo vzorku 21. — ZENA 1952

RBC HGB HCT MCV MCH MCHC RDW
4.00-5.20 120 - 160 37-47 80 - 100 26-34 310370 10.0-15.2
[10e12/1] [o/1] [%] [fn [pg] 1] [%]
1. méfeni 2.30 122 20.80 90.3 52.9 586 145
Komentdr Mozna pfitomnost nepravidelnych chladovych protilatek (vydano jako nelze stanovit)
2. méfeni 4.36 132 37.97 87.1 30.3 348 11.9
Komentar KO zhotoven ihned po odbéru (vysledky vydany)

Tabulka ¢ 3: Naméiené hodnoty v KO u pacienta s ¢islem vzorku 22. na moznou

pfitomnost chladovych protilatek.

Cislo vzorku 22. — MUZ 1932

RBC HGB HCT MCV MCH MCHC RDW
4.00 - 5.20 120 - 160 37-47 80 - 100 26-34 310370 10.0-15.2
[10e12/1] [o/1] [%] [f1l [pg] Lo/ [%]
1. méveni 2.14 101 22.9 107 47.1 440 13.4
Komentar Mozna ptitomnost nepravidelnych chladovych protilatek (vydano jako nelze stanovit)
2. méreni 2.93 115 31.22 106.7 39.2 368 13.7
Komentar KO zhotoven ihned po odbéru (vysledky vydany)
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Tabulka ¢. 4: Naméiené hodnoty v KO u pacienta s ¢islem vzorku 23. na moznou

pritomnost chladovych protilatek.

Cislo vzorku 23. — MUZ 1942

RBC HGB HCT MCV MCH MCHC RDW
4.00 - 5.20 120 - 160 37-47 80 - 100 26-34 310 - 370 10.0-15.2
[10e12/1] [o/1] [%] [f1] [pgl [o/1] [%]
1. méveni 4.03 148 40 102 41.2 405 13.3
Komentar Mozna pfitomnost nepravidelnych chladovych protilatek (vydano jako nelze stanovit).
2. méreni 477 159 45.90 96.1 33.3 346 13.0
Komentar KO zhotoven ihned po odbéru (vysledky vydany).

Tabulka ¢ 5: Naméiené hodnoty v KO u pacienta s ¢islem vzorku 24. na moznou

pfitomnost chladovych protilatek.

Cislo vzorku 24. — ZENA 1948

RBC HGB HCT MCV MCH MCHC RDW
4.00-5.20 120 - 160 37-47 80 - 100 26-34 310-370 10.0-15.2
[10e12/1] [o/ [%] [ [pg] [9/1 [%]
1. méfeni 2.79 143 22.90 82.1 51.2 624 13.8
Komentdr Mozna ptitomnost nepravidelnych chladovych protilatek (vydano jako nelze stanovit).
2. méreni / / / / / / /
Komentar Pacient se zatim nedostavil na odbér do laboratofe.
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Graf ¢ 1: Procentudlni vyjadieni stanoveni KO pro zjisténi mozné piitomnosti

chladovych protilatek u 24 pacientd.

| Nepfitomnost chladovych
protilatek

Mozna pfitomnost
chladovych protilatek

Graf ¢ 2: Zastoupeni muzid a Zen pii mozné pfitomnosti chladovych protilatek.
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4 DISKUZE

Piitomnost chladovych protilatek v Krvi se vyznacuje tim, Ze pii vystaveni se
chladu dochazi ke shlukovéni erytrocytii. To se muze projevit zbarvenim koncovych
casti t¢la, ale také to mize byt pfi¢ina autoimunitni hemolytické anémie, kterd mize byt
doprovazena jinym zavaznym onemocnénim. Diky témto ne pfili§ vyraznym piiznakim
pacient dlouhou dobu nevi, zZe je nemocny. Na moznou piitomnost téchto protilatek
u pacientl se vétSinou pfijde ndhodné pii rutinnim stanoveni krevniho obrazu, ktery byl
lékafem vyzadan zjiného davodu. Dle Rehacka et al., 2013 se nemoc vyskytuje
ve dvou formach, a to v primarni a v sekundarni formé. Primarni, neboli idiopaticka
forma se vyskytuje u lidi ve stfednim a pokrocilém véku a muze pieklenout ve
formu chronickou. Sekundarni, symptomatickd, forma vSak muze postihnout ¢lovéka
Vv jakémkoliv véku a miize mit akutni i chronicky pribéh.

M¢é méfeni spocivalo v analyze 24 vzorkl krve pacientt, u kterych jsem stanovila
krevni obraz na analyzatoru firmy Abbott. Do tabulky ¢. 1 jsem zanesla namétené
vysledky krevniho obrazu u hodnot Cervené fady, konkrétné to jsou hodnoty RBC,
HGB, HCT, MCV, MCH, MCHC a RDW. Zaméfila jsem se vSak na hodnoty Cervené
krevni fady, které miiZou znacit moZnou piitomnost chladovych protilatek, a to sniZzena
hodnota RBC a HCT, a zvySena hodnota MCH a MCHC. U dvaceti pacientii nebyla
prokazana mozna ptitomnost chladovych protilatek. U zbylych 4 pacientii byly
vysledky jiz zminénych hodnot naméfeny velice nestandardn€, mimo laboratorni
referenéni meze, které jsou uvedené ve vSech tabulkach. Hodnoty dle Penky, 2011,
které jsou uvedeny v bodé 1.7.1, se od jiz zminénych laboratornich mezi li§i jen
minimaln¢. Takto neobvykle naméfené hodnoty mohou znacit moZnou piitomnost
chladovych protilatek. Tyto hodnoty se ve vysledcich vydéavaji pod pojmem nelze
stanovit, dale se pripisuje komentat o mozné pifitomnosti chladovych protilatek. Pokud
1ékat chce stanovit krevni obraz, pacient se musi dostavit pfimo do odbérové mistnosti
laboratote, kde se krevni obraz stanovi ihned po odbéru. Tti ze Ctyf pacientl se dostavili
na odbér do laboratote, nasledné byl krevni obraz ihned stanoven. Diky tomuto opatteni

byly hodnoty cervené fady jiz naméfeny a vydany lékafi, ktery nechd dovysetfit
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pacienta na imunologii nebo transfuziologii, kde se provadi pfesné méteni chladovych
protilatek pomoci titrace a fedeéni. V pfipadé potvrzeni piitomnosti chladovych
protilatek nasleduje ptislusna l1écba pacienta.

V této souvislosti bych rada uvedla kazuistiku, kterou mi poskytla MUDr. Marie
Ladova ze své hematologické ordinace. Jedna se o pacientku ve véku 64 let, ktera
vV zimnim mésici prodélala zéapal plic svysokymi teplotami, pii hospitalizaci
V nemocnici byla pteléCena antibiotiky. Po Case si vSak pacientka st€Zuje na vyrazku na
obliceji a rukou v chladném pocasi. Tento samy stav ndsledoval i1 pii cesté
k oSetfujicimu 1ékafi. Pfi ¢ekani v ¢ekarné vSak vyrazka vymizela, dale v ordinaci byla
pacientka bez potizi a objektivniho nalezu. Pacientce byla nasledné odebrana krev na
vySetfeni. Do laboratotfe byl vzorek dovezen obvyklym svozem v transportnich boxech
S dodrzenim preanalytické faze. Po zpracovani krevniho obrazu byla prokdzana nizka
hodnota erytrocyti a hemoglobinu, avSak objem cervenych krvinek byl v normé.
Z tohoto divodu byla pacientka poslana na Interni ambulanci, kde byl zméten kontrolni
krevni obraz ihned po nabéru krve s normalnimi hodnotami. Pacientka si nadale
st¢Zovala na vyrazku s modravym zbarvenim, ktera se zlepSovala V teplejSich
prostorech. V tento okamzik bylo vysloveno podezieni na chladové protilatky. Dalsi
vySetieni bylo provedeno ihned po odbéru — méfeni po odbéru v normé, po stani
Vv chladni¢ce postupny pokles erytrocyti, hemoglobinu a hematokritu pii zachovani
objemu ¢ervené krvinky. Nésledné vysetieni na transfuznim oddéleni v C. Bud&jovicich
prokazalo znamky autoimunitni hemolyzy z chladovych protilatek. Pozitivni pfimy
antiglobulinovy test ukdzal na aktivovany komplement. V séru se vyskytly silné
chladové protilatky ucinné pti 4 °C i 20 °C. V nepiimém antiglobulinovém testu
reagovaly pfitomné autoprotilatky i pii 37 °C, specifita protilatek byla anti-l. Pacientka
byla nasledné zalécena vysokymi davkami kortikoidi. Po mésicnim odstupu doslo
k vyraznému zlepSeni nalezu autoimunitni hemolyzy. Pfimy antiglobulinovy test jen
slabé pozitivni stitrem o 4 fady niz8i. Nasledujici kontrola byla provedena po
6 mésicich, tentokrat s negativnim antiglobulinovym testem a s titrem pod hranici
vyznamnosti. Béhem roku byly pacientce postupné vysazeny Kkortikoidy, potize

s vyrazkou vymizely. Od té doby je pacientka klinicky bez obtizi.
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Nejen z obsahu kazuistiky vyplyva, ze je zde velice dulezita preanalyticka faze,
ktera zapti¢ini ovlivnéni hodnot krevniho obrazu. Pacientovi je odebran vzorek svym
praktickym lékafem, ktery v dany okamzik nevi o mozném vyskytu chladovych
protilatek. Odebrany vzorek je tedy pracovnikem svozu dopraven do laboratoie
klasickym zptsobem. Vzhledem k dobé¢ transportu a nizké teploté v transportnich
boxech dochazi k aglutinaci erytrocyt (2 — 8 °C). Proto je nutné stanovit krevni obraz
ihned po odbéru pacienta.

V grafu ¢. 1 jsem uvedla procentualni vyjadieni stanoveni krevniho obrazu pro
zjisténi mozné pritomnosti chladovych protilatek. Z 24 pacienti byla u 83 % zjisténa
nepiitomnost chladovych protilatek, u zbylych 17 % byl pravdépodobny zachyt mozné
ptitomnosti chladovych protilatek. V grafu €. 2 je zndzornéno zastoupeni muzl a Zen pii
mozné pritomnosti chladovych protilatek. Zjisténé zastoupeni bylo v poméru 2:2.

Dle mého nazoru, je velice dulezité, aby lidé brali zietel na moznou pfitomnost
chladovych protilatek pfi jiz zminénych moznych pfiznacich. A to z divodu,

24

onemocnéni.
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5 ZAVER

Tématem této prace byl mozny zachyt pritomnosti chladovych protilatek
vV hematologické laboratoti. Chladové protilatky jsou protilatky, kterym se nevénuje
pfili§ pozornosti, pfitom souvisi se spoustou jinych zavaznych onemocnéni. Z tohoto
divodu by se zachyt chladovych protilatek nemél podcenovat. I pies tuto zavaznost
mozné piitomnosti neni vetejnost podle mého nazoru dostate¢né informovana.
V soucasné dobé se vSak mnoho lékaii a specialistl touto problematikou zabyva.
Mnohdy, a to vim i zmé zkuSenosti, dochdzi k upozornéni na mozny zachyt diky
znalosti, peclivosti a pozornosti laborantky pti stanovovani krevniho obrazu.

Muj vyzkum spocival v métfeni krevniho obrazu na moznou ptitomnost chladovych
protilatek u ndhodn¢ vybranych 24 pacienti. Veskera meéfeni jsem provadéla na
hematologickém plné automatizovaném analyzatoru firmy Abbott. Poté jsem vytvorila
tabulky s namé&fenymi hodnotami ¢ervené krevni fady. Mé vysledné hodnoty se u ¢tyf
pacienti s moZnym zachytem pravdépodobné piitomnosti chladovych protilatek,
ztotoznuji s tvrzenim Dvordkové, 2009. Dle Dvordkové, 2009 mize na moznou
pfitomnost chladovych protilatek pfi hodnoceni KO upozornit abnormalné vysoka
hodnota MCV. Avsak u tohoto jednoho parametru se mé hodnoty lisi, a to u vSech
ctyfech pacientdl. V kazdém ptipadé se potvrdila hypotéza o nesrovnalostech hodnot
cervené krevni fady, které mohou souviset s moznou ptitomnosti chladovych protilatek
v Krvi.

Velice dllezitd je dle mého nazoru informovanost a ur¢itd vzdélanost populace
ohledné mozné pritomnosti téchto protilatek. V pfipad¢ znalosti této problematiky by
lidé kladli vétsi diraz na mozné ptiznaky spojené s touto pifitomnosti. A to hlavné
z divodu, ze za témito ptiznaky se mohou skryvat 1 dal§i onemocnéni. Diky v€asnému

zachytu a feSeni dané skutecnosti se dale miize zlepsit kvalita Zivota pacienta.
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7 PRILOHY

Priloha €. 1: Multiparametricky pln€ automatizovany hematologicky analyzator firmy

Abbott, CELL-DYN Ruby.

Zdroj: vlastni foto

Priloha &. 2: Stojanek se zkumavkami K;EDTA.

Zdroj: viastni foto
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