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Diivody vyrazovani darcta krve na Transfuznim oddéleni Nemocnice

Ceské Budéjovice a.s.
Abstrakt

Tématem bakalarské prace jsou divody vyfazovani darct krve. Cilem je
zhodnoceni mnozstvi vyfrazenych darcii krve a jejich ditvody vyfazeni za roky 2015
a 2016, dale také provedeni piedodbérového a poodbérového vySetfeni na
Transfuznim oddéleni Nemocnice CB a.s.

V teoretické ¢asti prace se vénuji diulezitym udalostem Vv historii transfuzniho
1ékarstvi. Dale se zabyvam kritérii pro pfijeti darcli, ocenovanim darcii krve a také
zpusoby, mnozstvim a frekvencemi odbéru. Dulezitou soucasti prace jsou duvody
vyrazovani darci krve, které se d€li na docasné a trvalé. Existuji registry, do
kterych jsou tito darci zapsani.

V metodické ¢asti se vénuji predodbérovému a poodbérovému vysetieni, které
se provadi na Transfuznim oddéleni Nemocnice CB a.s.. U predodbérového
vySetfeni se u vSech darct provadi laboratorni méfeni hladiny hemoglobinu na
ptistroji HemoCue 201+. U prvodarci se provadi vySetfeni krevni skupiny
orienta¢né na sklicku. U déarch plazmy, krevnich desti¢ek nebo v pfipad€ chylozity
krve pfi minulém odbéru se vysetiuje hematokrit. Dale se provadi poodbérové
vySetfeni, které zahrnuje vySetfeni infek¢nich markeri a imunohematologické
vySetieni. K vySetteni infekénich markerti slouzi analyzator Architect, testy na ném
provadéni jsou: Ab anti HCV, Ag a Ab HIV, Ab proti Treponema pallidum
a HBsAg. Imunohematologické vySetfeni se provadi pomoci rozplinovace Qasar
a analyzatoru obrazu Duet Reader. Tyto dva pfistroje se spolecné podili na
vySetfeni  krevnich skupin  ABO a RhD, screeningu nepravidelnych
antierytrocytarnich protilatek a vysSetfeni skupinového systému Rh- Kell.

V roce 2015 darovalo krev celkem 15 048 darct a bylo vyfazeno 360 Zen
a 306 muzt. V roce 2016 darovalo krev celkem 15 788 darct a bylo vyiazeno 286
zen a 211 muzi. Nejvice darci bylo vyfazeno z divodu nizkych hladin krevniho
barviva- hemoglobinu.

Kli¢ova slova: darce krve; hemoglobin; infekéni markery; predodbérové vysetrent,
poodbérové vysetieni; Architect; Qasar IV; Duet Reader



Reasons of discarding blood donors at transfusion department of

Hospital Ceské Budéjovice a.s.

Abstract

The topic of thesis are reasons for discarding blood donors. The aim of this
thesis is to evaluace the amount of discarded blood donors and the reasons for
elimination in 2015 and 2016, further implementation of pre-sampling and post-
sampling tests in the Blood Bank Department of the Hospital CB, Ltd.

In the theoretical part | attend to important events in the history of transfusion
medicine. Next | deal with criteria for receiving blood donors, evaluation of the
blood donors and ways, amounts and frequency of blood collections. The important
part of my thesis are the reasons for discarding blood donors, which are divided
into temporary and permanent. There are registers, in which these donors are
registered.

In the methodological part | attend to pre-sampling and post-sampling tests,
which are performed in the Blood Bank Department of the Hospital CB, Ltd.
At pre-sampling laboratory measurement of hemoglobin amount on HemoCue
201+ is performed. For new blood donors the blood group orientation is examined
on the slide. Donors plasma, platelets or in case of chylozity blood at the last
sample hematokrit is examined. Further examination post-sampling test, which are
include tests of infectious markers and imunohematology. For examination
infectious markers are of service analyzer Architect, tests make on this analyzer
are: Ab anti HCV, Ag and Ab HIV, Ab against Treponema pallidum and HBsAg.
Immunohematology tests are examination with a dispenser Qasar and imagine
analyzer Duet Reader. These two devices are jointly involved in the testing of ABO
blood group and RhD, screening of irregular anti-erythrocyte antibodies
and examination of a group of Rh Kell.

In 2015 there were 15 048 blood donors and 360 women and 306 men were
discarded. In 2016 there were 15 788 blood donors and 286 women and 211 men
were discarded. The most blood donors were discarded because of unsufficient
amount of hemoglobin.

Key words: blood donor; hemoglobin; infectious markers; before sampling

test; after sampling test;  Architect; Qasar IV; Duet Reader
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Uvod

Tématem bakalarské prace jsou Duvody vyfazovani darci krve na
Transfuznim oddéleni Nemocnice Ceské Budgjovice a.s. Krev je velmi vzacna
a nenahraditelna lidské tekutina. Proto je dilezité vénovat darcovstvi krve a jejich
slozek velkou pozornost. Darcovstvi krve je bezplatnd a dobrovolna ¢innost, kterou
lidé €ini ze své vlastni vile.

Cilem prace je zhodnotit mnozstvi vyfazenych déarct krve a divody jejich
vyfazeni za roky 2015 a 2016 na TRS v Nemocnici CB a.s. Déarce krve musi byt
vySetien pred odbérem. Podle vysledki pfedodbérového vysetieni je propustén
k odbéru nebo vyloucen. Odebrana krev se dale vySetfuje po odbéru. Na zakladé
vysledkd poodbérového vysetieni lze darce vyradit. Predodbérové a poodbérové
vySetteni je tedy soucasti metodické ¢asti prace.

Ze zdrojii jsem nejvice vyuzivala knihu Rehacka, Masopusta a kol., Transfuzni
I1€katstvi, dale také knihu od Penky, Tesafové a kol., Hematologie a transfuzni
1ékaistvi I1. a dokumentaci Transfuzniho oddéleni Nemocnice CB a.s. a Doporuceni
Spolecnosti pro transfuzni 1ékarstvi, které byly velkym pifinosem pro psani mé

prace.
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1.2

Teoreticka ¢ast

Historie transfuzniho lékarstvi
Krev byla lidmi povazovana za velmi dualezitou tekutinu v lidském téle uz od
starovéku. V patém stoleti pfed nasim letopoctem definoval Empedokles, ptirodni

filozof ze starovékého Recka, spojeni mezi krvi a Zivotem (Penka et al., 2012).

Transfuze krve ve svété
Prvni transfuze krve byla roku 1492 podéana papezi Innocentovi VIII.. Za
odménu jednoho dukatu darovali krev 3 chlapci papezi, ktery byl v komatu.
Nicméné chlapci neptezili, ani papeZe se nepodafilo zachranit. Velmi dulezité bylo
zavedeni pojmu cirkulace, italskym botanikem a filosofem, Andreem Cesalpinem

(1519- 1603) (Penka et al., 2012). Objevitelem krevniho ob&hu v lidském téle

(1616) byl William Harvey (1578- 1657) (Dobry, 1974).

V roce 1665 byl proveden pokus o ptevod krve pomoci dvou stiibrnych trubic,
krev byla pfevadéna do piijemcovy zily z darcovy tepny. Nasledné bylo popsano
provedeni transfuze pomoci téchto trubic. Tento zpisob vymyslel 1ékai piivodem
z Ttalie, Geronimo Cardano (1501- 1576) (Penka et al., 2012). Na pokusnych psech
byl v roce 1665 v Oxfordu proveden historicky prvni dolozeny pievod krve. Pievod
byl proveden anglickym fyziologem, Richardem Lowerem (1631- 1691) (Dobry,
1974). Lékat Ludvika XIV., Jean Baptista Denis (1628- 1704), roku 1667, provedI
prvni uspéSnou a ovefenou transfuzi krve, pomoci beranc¢i krve (Dobry, 1974).
Jednalo se o lécbu Sestnactilet¢ho mladika, ktery trpél hore¢natymi stavy (Penka
etal., 2012).

V roce 1678 bylo zakézano provadéni transfuzi v Italii, Francii a Anglii (Penka
et al., 2012). Prvni transfuze lidské krve byla podana v Londyné roku 1818,
porodnikem, chirurgem a fyziologem, Jamesem Blundellem (1791- 1878). Krev
byla podana dvéma rodickam, pfi¢emz jedna z nich zemiela a druha ptezila. Roku
1818 popsal James Blundell zptisob provedeni krevni transfuze mezi lidmi. O 6 let
déle, roku 1824, publikoval knihu o transfuzi, v niz popsal provedeni transfuze krve
(Penka et al., 2012). Roku 1907 byla provedena 1. transfuze, kdy se védélo, o jakou
krevni skupinu se jednd. Oddéleni krvinek a zpracovani krve od dérce na jednotlivé

slozky bylo mozné od roku 1940 (Dobry, 1974).
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1.2.1 Objeveni krevnich skupin

Krevni skupiny byly objeveny v roce 1901, rakouskym biologem a lé¢kafem,
Karlem Landsteinerem (1868- 1943). Dle schopnosti shlukovani neboli aglutinace,
byly objeveny 3 krevni skupiny, a to krevni skupiny A, B a C. V roce 1910 se Karl
Landsteiner dockal ocenéni, ziskal Nobelovu cenu (Dobry, 1974). Roku 1902 byla
popsana ¢tvrta  krevni  skupina. Krevni skupinu AB objevili Alfred
Decastello a Adriano Stiirli (Apecu et al., 2016).

O spravné rozdéleni krevnich skupin, roku 1907, se zaslouzil Jan Jansky
(1873- 1921), cesky psychiatr a neurolog. Popsal je pomoci fimskych ¢islic: I, 11,
[, 1IV. William Lorenzo Moss popsal roku 1910 také ¢tyfi krevni skupiny. Tyto
krevni skupiny byly popsany fimskymi c¢islicemi, ale v opaéném potadi, nez
Janskym. Tedy IV., IIL, II., T (Dobry, 1974). V roce 1912 byly zavedeny pojmy
,univerzalni piijemce a darce*, Reubenem Ottenbergem (Duskova, 2014).

K dalsimu poznani ptispél roku 1941 Landsteiner s Wienerem, objevem
Rh faktoru. Byl objeven diky pokusu s krvi opice, Maccacus Rhesus, z rodu
kockodanti (Dobry, 1974).

1.2.2 Konzervace krve
Pro transfuzi bylo velmi dilezité uchovavani krve v tekutém stavu, a tak roku
1916 bylo zjisténo, ze se da krev konzervovat. A to naptiklad pomoci nizké teploty
nebo za ptitomnosti citronanu sodného, ktery brani srazeni krve. Dale také pomoci

glukosy, ktera umoznuje krev uchovat po dobu 14 dnti (Dobry, 1974).

1.2.3 Vyvoj krevni transfuze mezi svétovymi valkami

Do roku 1925 probihal rozvoj transfuze pomalu. Z divodu nepeclivych
vySetfeni krve dochazelo po transfuzich k horeCnatym stavim a tézkym
nezadoucim komplikacim, tedy k potransfuznim reakcim. Roku 1930 byl zaloZen
V Leningradu tUstav krevni transfuze, dale potom v Kyjeveé, Minsku a v dalSich
mistech. Od roku 1927 vychézel prvni ¢asopis o transfuzi. Prvni transfuzni sluzba
byla zalozena roku 1921, Percyem Oliverem, v Londynég. Dalsi transfuzni stanice
byly zakladany i v jinych mistech, a to napiiklad v Bordeaux (r. 1934), v Rimé
(r.1936). O 11 let pozdégji, v roce 1932, byla v Leningradu zalozena prvni krevni
banka. V duasledku zvysujiciho se zajmu o transfuzi krve byl svolan 1. mezinarodni

kongres, roku 1935, v Rimé. O dva roky pozdéji se konal 2. kongres v Pafizi.
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Transfuze krve se zacala vyvijet, doSlo k vytvofeni testli, které zajiStovaly
kompatibilitu neboli slucitelnost krve, tudiz se zvysila bezpecnost. Na zacatku
transfuze bylo piijemci podano nejprve malé mnozstvi krve, pokud byl pacient bez
potizi, tak se s transfuzi pokracovalo dale. Zjistilo se, ze divodem potransfuznich
reakci bylo zejména dlouhodobé skladovéani krve (Dobry, 1974). Krev se zacala
odebirat do glukoso- citronanového konzerva¢niho roztoku (ACD), tento roztok byl
v roce 1943 ve Velké Britanii uveden do praxe (Penka et al., 2012).

1.2.4 Vyvoj krevni transfuze v pritbéhu 2. svétové vilky
Koncem 30. let bylo nejvétsim cilem ziskéni rezerv darca krve, tedy ziskani,
co nejvetsiho mnozstvi krve pro zranéné. Také se osvédCilo pouzivani krevni
plasmy, ktera se suSila a nasledné¢ zni vznikl prasek. M¢la spoustu vyhod,
neobsahovala erytrocyty a mohla se skladovat rizné¢ dlouhou dobu pti riznych
teplotach. Roku 1941 popsal Edwin Joseph Cohn velmi slozity chemicky proces,

tzv. frakcionaci, kterym rozdélil krevni plazmu na jednotlivé slozky (Dobry, 1974).

1.2.5 Vyvoj krevni transfuze po druhé svétové vilce
Dulezitou soucasti vSech nemocnic ve vyspélych statech byly transfuzni
stanice. Dale se také zaCaly krevni konzervy transportovat i do nemocnic bez
transfuznich sluzeb. Diky novym poznatklim o pouZivani tzv. umélé ledviny, srdce
a plic dochézelo ke zvySené spotiebé a potiebé krve. Dochdzelo k rozvoji chladici
techniky, ktera se stala velmi dilezitou soucasti transfuzni sluzby. Zacal pievladat

nazor bezplatného darcovstvi krve a pocet darcti se zvySoval (Dobry, 1974).
1.3 Transfuze krve u nds

1.3.1 Vyvoj krevni transfuze béhem prvni svétové vilky
Prvni krevni transfuzi u nas provedl lékat a chirurg, Antonin Erpek (1843-
1921), v roce 1897. Ctyfem Zenam byla podana berani krev. Ve stejné dobé délal
pokusy s transfuzi na zvifatech Cesky profesor chirurgie, Eduard Albert (1841-
1900). Zak Alberta, Karel Maydl, zacal provadét transfuze lidské krve na klinice
v Praze. K vyvoji krevni transfuze pfispél také Jan Jansky, ktery roku 1907 objevil
4 krevni skupiny (Dobry, 1974).
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1.3.2 Vyvoj krevni transfuze po prvni svétové vilce

Na klinikach v Praze se zacali vénovat transfuzim o 2 roky dfive, roku 1922,
nez v jinych méstech. Postupné se také zaCaly dostavat informace o transfuzi krve
na venkov. Velké problémy zpiisobovalo pouzivani krve ptibuznych, zvlasté pti
transfuzich, které byly potieba ihned. Tohoto zptsobu se vyuzivalo do roku 1937.
Zacaly se vytvaret spolky na sdruzovani darci krve. V roce 1943 byly vytvotreny
ustiedny darct krve, které byly pod vedenim lékafe. Mezi dulezité doporucéeni
patiilo, Ze na 1000 lidi m¢l existovat jeden darce krve, v dneSni dob¢ je to asi 20 az

30 dérct (Dobry, 1974).

1.3.3 Vyvoj krevni transfuze po druhé svétové vilce

2.1

2.2

Na zaklad¢ usneseni vlady byla roku 1948 zalozena Narodni transfuzni sluzba.
Na nasem tzemi vzniklo 16 transfuznich stanic. V 50. letech se jejich pocet zvysil
na 100. S dalSim rozvojem transfuzni sluzby narostly i pozadavky na kvalitu
transfuznich piipravki (TP), doslo ke snizeni poctu potransfuznich reakci.
Dulezitym tématem v transfuzni sluzbé bylo také odménovani darca krve. Darovani

krve se stalo dobrovolnym a bezplatnym (Dobry, 1974).

Darcovstvi krve

Definice darcovstvi krve

,Darcovstvi je povazovano za dobrovolné a bezplatné, pokud tak osoba, ktera
krev, plazmu nebo krevni bunky dava, ¢ini z vlastni svobodné vile a nedostava za
to Zadnou uplatu v hotovosti nebo zplisobem, ktery je mozné povazovat za
nadhrazku penéz. Toto zahrnuje i1 pracovni volno delsi, nez je doba rozumné
potfebna pro darovani a snim spojenou cestu. Malé pozornosti, obcerstveni
a nahrada pfimych nakladt na dopravu jsou v souladu s dobrovolnym bezplatnym
darcovstvim.* (Rehadek et al., 2013, s. 21).

Nadbor darcii krve
Darce nesmi byt k odbéru krve nucen. Diky odbéru pomaha jinym nemocnym
osobam v riznych zdravotnickych zafizenich. Darovani krve je bezplatné

a dobrovolné.  Dulezita je také vychova Kk darcovstvi, na které se formou
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2.3

2.4

2.5

propagacnich akci (naptf. prednaSky, televizni ¢i rozhlasové potady, letaky

a plakaty) podili i Cesky Gerveny kiiz. (Penka et al., 2012).

Registry darcit krve

Jsou velmi dtlezité pro chod transfuzni sluzby. Existuje vice typl registra
darci krve. Prvnim typem je registr aktivnich darci krve, kde darci aktivné
a pravideln¢ daruji krev nebo jeji slozky. DalSim typem je registr docasné
vyrazenych darct krve. Zde se vyskytuji darci, ktefi nespliuji pozadavky pro
darovani krve pouze docasné a po urCit¢é dobé mohou krev darovat (napf. po
vyléCeni). Poslednim typem je registr trvale vyfazenych darct krve. Z dtivodu
$patné informovanosti o darcich v ramci Ceské republiky byl vytvofen celostatni
Nérodni transfuzni informacni systém. Je zde seznam darct se vzacnymi krevnimi
skupinami i trvale vyfazenych déarci. Do tohoto registru maji piistup vSechna
transfuzni oddéleni v Ceské republice a v piipadé potieby mohou pozadat darce

0 darovani krve (Penka et al., 2012).

Ocenéni darcii krve a jejich sloZek
Dodnes dobrovolnym bezplatnym darctim krve udéluje Cesky &erveny kiiz
plakety prof. MUDr. Jana Janského. Dale se také udé€luji tzv. Zlaté kiize, za 80, 120
a 160 odbért. Darctim, ktefi absolvuji prvni odbér, je darovan odznak tzv. Krip¢j
krve (Cesky Cerveny kiiz, © 1999 — 2016).
Tabulka 1: Typy darovanych plaket

pocet odbéri plaketa
10 bronzova
20 stiibrna
40 zlata

Zdroj: Cesky erveny kiiz, © 1999 — 2016

Kritéria pro vybér darciu krve a jejich sloZek
Jsou dana vyhlaskou ¢. 143, O lidské krvi a Doporu¢enimi odborné spole¢nosti
CSL JEP ¢&. STL 2007_03 (v platném znéni) a aktualni epidemiologickou situaci.
e Velmi dilezitym kritériem je hmotnost, darci musi mit minimélni hmotnost
50 kg. Vyjimkou je dvojita erytrocytaferéza, kdy musi déarci spliiovat hmotnost

vyssi, nez 70 kg (Doporuceni STL2007_03).
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Dalsi podminkou je vék, ktery musi byt u darct v rozmezi od 18 do 65 let
(Vyhlaska ¢. 143/2008). Nedoporucuje se vSak, aby byl prvodarce starsi 60 let
(Doporuceni STL2007_03).
Dérce krve musi mit trvaly pobyt na uzemi Ceské republiky. Pokud se jedna
0 osobu ze zahranic¢i, musi se prokazat povolenim k dlouhodobému pobytu
a také musi mit platné zdravotni pojisténi.
Dulezita je také kontrola, zda darce neni uveden v Narodnim registru darct
jako docasné €i trvale vyrazeny. V tomto pfipad¢€ nesmi byt jeho krev odebrana
¢i pouzita k dalSimu zpracovani.
Musi se také kontrolovat celkovy vzhled darce krve. Hodnoti se, zdali darce
nevypada podvyziveng, jestli nemé nazloutlou kiiZi (riziko Zloutenky), déle se
kde by se mohlo vyskytovat riziko uzivani drog intravendzné, dale se musi
kontrolovat, zdali se v misté¢ odbéru nevyskytuje ekzém ¢i jiné vyrazky
(Doporuceni STL2007_03).
Dalsimi kontrolovanymi parametry jsou krevni tlak a tep. Tep musi byt
pravidelny, coz znamena 50 az 100 tept/ min (Penka et al., 2012).
Tlak systolicky musi odpovidat hodnoté < 180 mmHg a diastolicky < 100
mmHg (Madrona et al., 2014).
Dale se hodnoti parametry v Krvi:

o Hemoglobin: Hb, u Zzen musi byt minimalné¢ 125 g/l, v muzid musi byt

hladina vyssi, a to minimaln¢ 135 g/l (Guide to the preparation, use
and quality assurance of blood components, 2010).

o Hematokrit: HCT, jedna se o pomér mezi objemem Cervenych krvinek
a celkovym objemem krve, u Zen musi byt > 38% a u muzi musi byt > 40%
(Doporuc¢eni STL2007_03).
Trombocyty: PLT, hodnota > 150x10%!1 plati pro muze i Zeny.

Celkova bilkovina: hodnota musi byt > 60 g/l u muzt i u zen (Vyhlaska ¢.
143/2008 Sb.).
o Zasoby Zeleza: pii opakovaném darovani krve je riziko snizeni hladiny

zeleza (Macher et al., 2016). Proto je dulezité uzivani pfipravkt s obsahem
zeleza, dale také iprava diety a zména frekvence odbéri. Pokud bylo snizeni
hladiny Zeleza na hodnotu 20 g/I, je nutné zjistit pfic¢inu (Guide to the

preparation, use and quality assurance of blood components, 2010).

15



3 Divody vyrazeni darci

Jsou dvojiho typu: doCasné a trvalé.

3.1 Docasné duvody vyiazeni darcu krve a jejich sloZek
Darci krve jsou vyfazeni na rizné obdobi, a to:

1) Dérci jsou vyfazeni na dobu pul roku:

e pokud se nachazeli v tropické oblasti s nebezpecim febrilni ataky nebo se

vyskytovaly ptiznaky malarie (Penka et al., 2012).
e pokud darci navstivili malarickou oblast a jsou bez piiznakii.
e pokud trpi boreliézou nebo toxoplazmoézou.
e pokud darci trpi onemocnénim traviciho traktu, naptiklad viedy.
e po vétsSim operativnim vykonu.
e po podani krevni transfuze.
e po provedeni transplantace tkani ¢i bunék.
¢ po akupunktufe, kterd byla provedena mimo zdravotnické zatizeni.
e 7 divodu tetovani nebo piercingu.
e po katetrizaci.
e po pohlavnim styku (S nakazenou osobou HIV).
e po pohlavnim styku s osobou s HBV nebo HCV.
e pii stfidani sexudlnich partnert.
e po porodu ¢i potratu (Doporuéeni STL2007_03).

e Vv piipadé¢ v t€hotenstvi nebo pti kojeni mohou Zeny krev darovat 6 mésict
po dokonceni ¢innosti (Vyhlaska ¢. 143/2008 Sb.).
2) Darci jsou vyfazeni po dobu jednoho roku:
e z duvodu onemocnéni- hepatitidou typu A a typu E, bfisSnim tyfem,
paratyfem, klistovou encefalitidou, piijici, kapavkou, infek¢éni
mononukleézou nebo pfi sepsi.

e pfi rizikovém pohlavnim styku (Rehaéek et al., 2013).
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3) Darci jsou vyrazeni na dva roky:

pii chronickych onemocnénich- napt. pfi zanétu kostni diené.
pii onemocnéni brucel6zou, tularemii ¢i plicni tuberkul6zou.

Z dtvodu revmatické horec¢ky (Doporuceni STL2007_03).

4) Darci jsou vytazeni na rizné dlouhou dobu:

v piipadé infekce- nebezpetna je navstéva oblasti, kde je riziko infekce,
darci byvaji vytazeni na obdobi 4 tydny po navratu. Pokud je ale vysledek
pozitivni, vyfazeni se prodluzuje na dobu 3 roky.

pti dlouhodobém pobytu v malarické oblasti.

z ditvodu onemocnéni mocovych cest- napt. akutni zanét glomeruli nesmi
darci darovat krev 5 let.
pii onemocnéni nervové soustavy- darci S epilepsii mohou darovat krev,

pokud nemaji 3 roky zachvat a jsou bez 1é¢by.

pii uzivani nékterych 1€k, zalezi vSak, jakého charakteru 1€k je, to ale

zhodnoti vySetfujici 1ékat (Doporuceni STL2007_03).

po vySetfeni u zubniho lékate- vyfazeni po dobu jednoho tydne je napf.

po vynéti zubu (Kouao et al., 2012).

po ockovani- vakcinami S oslabenymi viry ¢i bakteriemi se vyfazuji dérci
na 4 tydny (Vyhlaska €. 143/2008 Sb.). Dale pti vakcinaci proti hepatitidé
typu B nesmi darci darovat krev 4 tydny. Po dalsich typech oc¢kovani, jako
jsou napft. anatoxiny, vakciny s inaktivovanymi viry nebo s usmrcenymi
bakteriemi, mohou darci krev a krevni sloZky darovat ihned, pokud se citi

dobfe a neni reakce (Doporuceni STL2007_03).

5) Darci mohou darovat krev, az po ukonceni 1éCby:

pfi nezhoubném nadoru ¢i bazaliomu, dale také pti karcinomu déloZniho
¢ipku.

pfi riziku trombdzy z divodu fixace dolni koncetiny saddrou jsou darci
vyfazeni az do odstranéni sadry z koncetiny.

darci zavisli na alkoholu, mohou darovat krev rok po vyléceni

alkoholismu, dale nesmi darovat darci, ktefi jsou v podnapilém stavu.
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pii nizkych hodnotach krevniho obrazu.
pii alergiich- u projevii senné rymy, alergii na léky ¢i pyl (Doporuceni

STL2007_03).

3.2 Trvalé duvody vyrazeni darcu krve a jejich sloZek

osoby drogove zavislé- uzivajici drogy intraven6zné

transplantace- tvrdé mozkové pleny (Doporuceni STL2007_03),
xenotransplantace (Vyhlaska ¢. 143/2008 Sb.)

operace- zakroky, pfi kterych dochazi k trvalé poruse krvetvorby

uzivani 1€kti- dlouhodobé¢ pouzivanych k ovlivnéni dusevniho stavu darce,
1é¢ba hormony- riistovymi

povolani- pracujici na infekénim ¢i plicnim oddé€leni, piloti pracujici
u vojenské sluzby (Doporuceni STL2007_03)

pobyt delsi, nez pul roku ve Velké Britanii ¢i Francii mezi roky 1980-
1996

podani transfuze pted rokem 1996 v ciziné (Penka et al., 2012)

Onemocnéni:

onemocnéni jater- kterd jsou zavazna, opakuji se nebo jsou vlekla, mezi
pojivové tkané€ do jater

onemocnéni srdce- tézkd hypertenze, zdnét srdecni svaloviny, zanét
endokardu, trombdza arterii, onemocnéni srde¢niho svalu spojené
s poruchou funkce srdce

choroby kozni- ekzém, nemoci, které jsou velmi rozsahlé, dale také
choroby degenerativni a nadorové

onemocnéni traviciho traktu- které probihaji vlekle, téZce nebo se opakuji
onemocnéni oCi- vleklé zanéty oc¢i, onemocnéni sitnice oka, zanét nervu
onemocnéni plic- napt. chronicky zanét pradusek

nadorové onemocnéni- zhoubna

onemocnéni nervového systému- tézké onemocnéni mozku, kieCové stavy,

dusevni onemocnéni- psychozy a neurodegenerativni onemocnéni mozku-
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Creutzfeld- Jakobova choroba (vyfazuji se i darci krve, ktefi toto
onemocnéni maji v roding)

e choroby krve- které jsou zavazné nebo jsou vleklé, napf. hyperviskozni
syndrom, polycytemie, choroby zpusobené poruchou tvorby krevniho
barviva, které jsou dédi¢né

e poruchy imunitniho systému (Doporuc¢eni STL2007_03)

e Diabetes mellitus: 1. typ nebo diabetes 1é¢eny inzulinem
(NCB_TRS_SOP_13 004_F)

o velmi tézké Ci stredné t€zké alergie

e poruchy §titné zlazy

e opakované kolapsy

e riziko infekce- pti prostituci, injekéni aplikaci drog, darci s poruchami
koagulace, kteti uZzivali preparaty faktorti krevniho srazeni (Doporuceni

STL2007_03)

Odbér krve a krevnich slozek

Odbéry zajist'uje na transfuznim oddéleni proskoleny zdravotnicky pracovnik.
Krev se odebirda pomoci uzaviené odbérové soupravy, kdy je na minimum sniZeno
riziko kontaminace. Dalsim typem odbérové soupravy je otevieny odbérovy
systém, kdy se soustava vakl sestavi t€sné¢ pred odbérem. V tomto piipadé je vétsi
riziko kontaminace. (Penka et al., 2012).

Darciim je odebirdna bud’ plna krev, nebo jeji slozky. Pied odbérem by darce
nemé¢l konzumovat tuéna jidla, mél by abstinovat a pouze lehce se nasnidat. Nutné
je dodrZeni dostate¢ného piijmu tekutin. (Rehacek et al., 2013).

Pted zahajenim odbéru musi zdravotnicky personél zkontrolovat identifikacni
udaje darce sudaji na odbérové soupravé a zkumavkéach. Je velmi dilezita
nékolikastupnova desinfekce mista vpichu (loketni jamka). V pribéhu odbéru je
krev kontinualn€ promichavana (NCB_TRS SOP 13 005 F).
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4.1

4.2

Typy odbérnu
PInd krev: Odbér se provadi do jednorazovych odbérovych vaki. Jedna se
0 uzavieny systém. Vaky obsahuji protisrazlivy a konzervacni roztok. Soucasti
vakl je satelitni vacek, do kterého se odebere prvni porce krve. Tim se snizi
riziko kontaminace ptipravki (Rehacek et al., 2013).
Jednotlivé slozky: Odbér se provadi pomoci specializovanych pfistroji-
separatorti, kdy se odebiraji urcité krevni slozky (plazma, leukocyty, erytrocyty,
trombocyty). Jde o cytaferézu nebo o plazmaferézu (Vyhlaska ¢.143/2008 Sb.).
Darci musi mit zilni piistup v dobrém stavu.
Cytaferéza je obecné oznaeni pro bunééné odbéry. Pii trombocytaferéze se
uzavienym systémem odebiraji trombocyty, pfi erytrocytaferéze probiha odbér
erytrocytll a béhem granulocytaferézy se odebiraji granulocyty.
Plazmaferéza je proces, pii kterém se darci odebira plazma pomoci specialnich
pfistroji. Maximalni objem plazmy vcetné citratu ziskané béhem separace je
850 ml. V prib&hu separace se darci vraci do jeho krevniho ob&hu erytrocyty
a ostatni krevni slozky. Objem se doplni fyziologickym roztokem.
Autologni transfuze- autotransfuze. Pacient si zajistuje hemoterapii krvi
z vlastniho krevniho ob&hu.
Mezi vyhody autologni transfuze patii prevence pienosu infekénich chorob,
vyrazn€ jsou omezeny febrilni reakce (kromé bakteridlni kontaminace), dale
nehrozi nebezpec¢i imunizace, jelikoZ je piijemci podana jeho krev, tedy krev
slucitelna.
Existuji také nevyhody autologni transfuze, mezi které patii napt. indikaéni
omezeni- autotransfuze neni vhodnd pro vSechny pacienty ani pro vSechny
druhy operaci. Mohou nastat komplikace spojené s vlastnim odbérem nebo pii
vlastni transfuzi. Omezenim miiZze byt i hledisko finan¢ni a pfip. organizacni

naroénost (Rehagek et al., 2013).

Postup pited odbérem Krve na Transfuznim oddéleni Nemocnice Ceské
Budéjovice a.s.

Dérci krve na TRS Nemocnice Ceské Budéjovice a.s. se musi po piichodu

seznamit s ,,Poucenim pro darce®, v dotazniku pro dérce krve a jejich slozek jsou

povinni pravdivé vyplnit veSkeré informace. V ,,PouCeni pro darce* se darce

20



seznami s tim, ze jeho krev bude vySetiena potfebnymi testy a vyjadii souhlas
s evidenci jeho zdravotniho stavu. Je seznamen s pravy darct krve. V dotazniku
darce krve vyplnuje identifikacni udaje, zdravotni stav v soucasnosti, zmény
zdravotniho stavu, dale podava informace o prod€lanych nemocich, operacich ¢i
uzivanych lécich, o odbérech v minulosti a o cestovatelské anamnéze. Cely
dotaznik musi byt podepsan darcem, ¢imz potvrzuje, Zze veskeré informace vyplnil
pravdivé. (Rehacek et al., 2013). Po vyplnéni dotazniku prochazi darce na evidenci
darcti, kde odevzda dotaznik a prokaze se prikazem totoznosti. Pravidelny darce
ptedlozi prukaz darce. Dale provede sestra identifikaci darce:

e Pokud je evidovany, zkontroluje, zda nedoSlo ke zméné Udajli od minulého
odbéru.

e V pfipadé, Ze se jednd o prvodarce, vypiSe se karta darce, kde se zaznamenaji
identifika¢ni idaje darce, zdravotni pojiStovna, oSetiujici 1ékar a dalsi udaje.
Nasledné¢ se zkontroluje pomoci informacniho systému, zda se darce
nevyskytuje v registru vyfazenych darct krve.

Darci se pfifadi odbérové Cislo, které se s arovym kodem nalepi na darcem
vyplnény dotaznik. Nasledné sestra zméfi a zapiSe do LIS hodnoty télesné teploty,
pulsu a krevniho tlaku, do karty darce zapiSe datum odbéru a nalepi Cislo odbéru.
Vytiskne prichodovy list, ktery ptipoji ke slozce, ktera obsahuje dotaznik, kartu,
prukaz darce a ¢arové kody. Darce pokracuje do piedodbérové laboratote, kde se
zkontroluje jeho jméno, pfijmeni a rok narozeni. Dale také laborant navrhne
a zapise typ odbéru do priuchodového listu (NCB_TRS_SOP_13 003 _C). Vlastnim
provedenim piedodbérového vysetfeni se zabyvam v metodické ¢asti v kapitole
8.1..

Po provedeném predodbérovém vySetieni piechazi darce k 1€kafi, ktery oveéti
jeho jméno a piijmeni. Nasledné s darcem zkontroluje tidaje o zdravotnim stavu
uvedené v dotazniku a dale:

e Prvodarce lékat pou¢i o pribé¢hu odberu, seznami ho s moznymi riziky
a chovanim po odbéru.

e V piipad¢ pravidelného darce 1€kat zaznamena ptipadné zmény (zdravotni stav,
zmény v anamnéze apod.).

Dale 1ékaf zkontroluje zméfené hodnoty télesné teploty, krevniho tlaku
apulsu a v pfipadé odchylky tyto hodnoty pfeméfi. Informuje darce o vyznamu
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4.3

4.4

podepsani ,,Dotazniku pro darce krve™ a zkontroluje typ odbéru, poptipade jej
zméni a zapiSe do prichodového listu. Na zavér 1ékat rozhodne o zplsobilosti
darce. Rozhodnuti zapiSe do dotazniku darce a do LIS, v¢etné uvedeného diavodu
a délky vyrazeni. Vse stvrdi podpisem na dotazniku.

Dokumentaci ptfevezme laborant a Karty propusténych darct pieda do
predodbérového boxu. V piedodbérovém boxu laborant sejme carové kody pro
eviden¢ni Cislo a Cislo odbéru do LIS, vybere druh vaku dle typu odbéru a piilozi
zkumavky. Vse polepi stitky s ¢arovymi kody. Nasledné v LIS ptekontroluje Sarzi
vaku. Do kosiku vlozi kartu darce, dotaznik, oznacené vaky, zkumavky a zbylé
carové kody. Kosik si prevezme sanitarka a déarce pristoupi k odbéru

(NCB_TRS_SOP_13 003_C).

Frekvence odbéri

Pti odbéru plné krve by mélo byt rozmezi mezi dvéma odbéry 10 tydni,
vyjimecné se mize doba zkratit na 8 tydnl. Celkovy pocet odbérii za rok se lisi
umuzii i u Zen (Doporuéeni STL2007_03). Zeny mohou ro¢né darovat krev
maximaln¢ tfikrat a muzi Ctyfikrat. Pokud se jednd o vyjimecnou situaci, mize se
zenam krev odebrat Ctyfikrat a muzim pétkrat s ndslednou kontrolou zasob Zeleza
(NCB_TRS_SOP_13_004_F).

Odbér plazmy by nemél byt Castéji, nez jednou za 14 dni. Miniméalni rozmezi
mezi odbérem plazmy a plné krve nebo erytrocytt,, pomoci aferézy, je 48 hodin. Pii
odbéru trombocytli pomoci aferézy by se mélo dodrzovat rozmezi 48 hodin mezi
dvéma odbéry, avSak nejvyssi pocet odbérii za rok ¢ini 24. Pti odbéru trombocytl
aplné krve, ¢i plazmy pomoci aferézy musi byt interval minimalné¢ 48 hodin

(Doporuceni STL2007_03).

Odebirané mnoZstvi Krve
MnozZstvi odebrané plné krve by mélo byt 460 ml = 10 % bez protisrazlivého
roztoku (NCB_TRS_SOP_13 004 _F). Pti odbéru plazmy by mnozstvi nemélo
ptevysSovat 750 ml a 16 % celkového objemu dércovi krve. Za obdobi 12 mésict by
darci nemélo byt odebrano vice, nez 25 litri plazmy. Odbér trombocyti
jednoduchou trombocytaferezou by nemél byt vyssi, nez 13 % vypocitaného
celkového objemu darcovi krve (Doporuéeni STL2007_03).
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4.5

4.6

4.7

Doba odbéru transfuznich pripravki
Bézny, standardni odbér by mél trvat maximalné 10 minut
(NCB_TRS_SOP_13 005 _F). Pti delsim trvani nemiuZe byt krev pouzita pro
tvorbu ruznych transfuznich piipravka, napt. 12 minut- nesmi byt krev pouzita pro
tvorbu pfipravku trombocytového, 15 minut- nesmi byt krev pouzita na vyrobu

plazmy (Rehagek et al., 2013).

Komplikace odbéri
Pti odbéru ztrati darce krve asi 15% celkového objemu krve, tato ztrata se
vyrovnd béhem 24 hodin. Odbéry mohou byt provazeny komplikacemi, napf.
hematom v misté venepunkce nebo alergickd reakce na pouzity dezinfekéni
prostfedek. Po odbéru dochazi ke zvySeni mnozstvi bilych krvinek a sniZeni
krevnich desti¢ek, do nékolika hodin se hodnoty vrati do pivodni hladiny. Také
muze dojit k brnéni rtd nebo prst, kvali ztrateé vapniku. Ve vzécnych ptipadech

mohou vzniknout celkové kie¢e (Rehacek et al., 2013).

Znaceni transfuznich piipravki

TP a vzorky musi byt f4dn& oznadeny, tento postup je v ramci Ceské republiky
standardizovan.

Odebrany TP musi byt oznacen Stitkem s: identifikaci transfuzniho odd¢lenti,
kde byla krev odebrana, ¢islem a nazvem TP, krevni skupinou, Rh(D), datem
odbéru, dobou exspirace, mnozstvim odebraného vzorku. Déle musi obsahovat
informace o tom, jaké roztoky byly pouzity ke konzervaci a tdaje pro skladovani
a pouziti (Rehadek et al., 2013).

Piredodbérové vySetieni

Darce krve po seznameni s ,,Poucenim pro darce krve* a vyplnénim dotazniku
pristupuje k predodbérovému vysetieni, které je velmi dulezité. Nevyhovujici
vysledky tohoto vySetfeni jsou jednim z divodii pro vyfazeni darce z darovani krve.
Ostatni diivody docasného a trvalého vylouceni jiz byly zminény. Pokud je darce
vytazen, tak je zapsan do registri docasné, popiipadé trvale vyfazenych darca krve.
Darce pfed odbérem vysetii 1ékaf, ktery rozhodne o zpiisobilosti darce k odbéru.

Je mu zméfen krevni tlak, tep, t€lesna teplota a hodnoti se jeho hmotnost a celkovy
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vzhled (Rehadek et al., 2013). Pfedodbérovému vysetfeni z imunohematologického
hlediska se dale budu vénovat v metodické ¢asti.

Tabulka 2: Hladiny pifedodbérového vySetieni

Kontrolovana hodnota Hladina
krevni tlak: diastolicky max. 100 mm
krevni tlak: systolicky max. 180 mm
télesna teplota max. 37 °C
hmotnost min. 50 kg
tep 50-100 tepti/min

Zdroj: Rehagek et al., 2013

6 Poodbérové vySetieni

6.1 Imunohematologické vysetieni
Po odbéru krev putuje na laboratorni vySetfeni. VySetfuje se krevni skupina
v ABO systému a Rh(D), provadi se screening nepravidelnych antierytrocytarnich

protilatek. Dale se vysetfuji infekéni markery (Penka et al., 2012).

6.1.1 VySeti‘eni krevni skupiny ABO systému
Vysetfuji se antigeny= aglutinogeny A a B, které se vyskytuji na erytrocytech,
dale se také vySettuji protilatky= aglutininy anti- A a anti- B vyskytujici se v séru.
Tabulka 3: Vyskyt antigentl a protilatek u krevnich skupin

Krevni skupina Antigeny Protilatky
(=Ag, aglutinogeny) (=ADb, aglutininy)
na erytrocytech v séru
A A anti — B
B B anti — A
AB AiB nevyskytuji se
0 nevyskytuji se anti — A, anti— B

Zdroj: Rehagek et al., 2013

Principem je reakce aglutinogent s aglutininy. Aglutinogeny se vySetiuji
pomoci diagnostickych sér anti-A, anti-B a anti-AB. Aglutininy se vySetiuji pomoci
diagnostickych krvinek A1, A2, B a 0.

Vysledek se hodnoti makroskopicky. Pozitivni reakci je aglutinace neboli

shlukovani krvinek, je znacena +. Negativni reakce znamend, Ze jsou krvinky
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rozptyleny voln¢ a znaci se neg.. Vysledky vysSetfeni jak aglutinogent, tak
I aglutinin®i se musi vzajemn¢ doplnovat ( Penka et al., 2012).

Tabulka 4: Vyskyt krevnich skupin v CR

Krevni skupina Vyskyt
A 42 %
0 39 %
B 15 %
AB 4%

Zdroj: Fakultni nemocnice v Motole, © 2012

6.1.2 VySeti‘eni Rh
Systém Rh: Jedna se o velmi dulezity a 2. nejvyznamnéjsi skupinovy systém.

Je imunogenni a klinicky vyznamny. Obsahuje vice, nez 50 antigent,

vvvvvv

jsou C, ¢, E, e (Penkaetal., 2012).

VySetieni D antigenu: Antigen D je soubor epitopti, které se vyskytuji na
extramembranozni ¢asti Rh (D) proteinu. Principem vySetfeni je zjisténi
pfitomnosti ¢i nepfitomnosti antigenu D na krvinkach, které jsou vySetfovany.

Antigen D se vySetfuje pomoci 2 monoklonalnich diagnostickych sér anti-D.

Pfed zahajenim vySetfovani je provedena denni kontrola reaktivity
pouzivanych diagnostickych sér, pomoci firemné dodavanych kontrolnich
materiald. Kontroluji se vysledky vySetieni s Rh (D) pozitivnimi i Rh (D)
negativnimi krvinkami. Pii kazdém vySetfeni se dale provadi kontrola pomoci
monoklondlniho kontrolniho séra, vysledek tohoto vySetfeni musi byt vzdy
negativni. Pokud je v kontrolnim séru prokézana pozitivni reakce, nemize se Rh
(D) hodnotit a musi se provést dalsi doplnujici vySetteni.

Vysledek se hodnoti makroskopicky, pozitivni reakce s vySetfovanymi
krvinkami se znaci jako Rh pozitivni a negativni reakce s vySetfovanymi krvinkami
se znaci jako Rh negativni (Penka et al., 2012).

Tabulka 5: Vyskyt D antigenu na krvinkach

Reakce VyskytD .antfgen“ Rh faktor
na krvinkach

pozitivni vyskytuje se +

negativni nevyskytuje se negativni

Zdroj: autor
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6.1.3 VySeti‘eni nepravidelnych antierytrocytdarnich protildtek

6.2

Stanovuje se pfitomnost antierytrocytarnich protilatek, které vznikly imunizaci
pacienta po podani transfuze nebo u zen v tchotenstvi, dale zachycuje
autoprotilatky. Provadi se pomoci screeningovych metod, jejichz zakladem je
nepiimy antiglobulinovy test. Tento test byl piivodné provadén zkumavkovou
metodou, ktera je v soucasné dob€ nahrazovana citlivéj$imi testy, mezi které patii
sloupcova aglutinace a systém pevné faze (Rehacek et al., 2013).

Vysetieni screeningu protilatek se na Transfuznim oddéleni Nemocnice Ceské
Budéjovice a.s. provadi metodou gelové aglutinace tzv. nepfimym
antiglobulinovym testem, metoda zachycuje klinicky vyznamné protilatky tiidy IgG
NCB_TRS_SOP_13 204 _B).

VySetieni infekénich markeri
Provadi se screening:
e protilatek proti HIV 1 a 2 - protilatky anti-HIV a antigenu p24.
e protilatek proti HCV- protilatky anti-HCV (Doporuceni STL2009_05).
e povrchového antigenu HBV- HBsAg (Wang et al., 2016).
e protilatek proti Treponema pallidum, coz je puvodce onemocnéni syfilis
(Doporuceni STL2009_05).

V ptipad¢ pozitivity vySettovaného vzorku od darce krve se vySetfeni provadi
Znovu a Vv piipadé opétovné pozitivity se nesmi krev dale zpracovavat a pouZivat.
Darce krve je informovan o pozitivité¢ infekénich markert a provadi se look back,
tzn. zpétné ovéteni transfuzniho ptipravku od téhoz darce. Velmi dulezité je také
tzv. infekéni okno, coz je doba, kdy je infikovany darce serologicky negativni
(Rehacek et al., 2013). Tyto hodnoty jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6: Infekéni okno

Virus Infekéni okno
HIV 8 -10 dni
HBV 50 - 60 dni
HCV 90 dni

Zdroj: Rehacek et al., 2013
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7.1

7.2

Cile prace a hypotézy

Cil prace
Cilem bakalaiské prace je provedeni piedodbérového a poodbérového
vySetieni. Dale se zde budu zabyvat divody vyfazovani darcu z pohledu laboranta
a skladbou vyrazenych darcti za roky 2015 a 2016 na Transfuznim oddéleni

Nemocnice Ceské Budéjovice a.s.

Hypotézy
Cislo 1
Celkovy pocet darcti krve je vySs$i u muzského pohlavi, nez u zenského.
Cislo 2
Nejcastéji jsou vyrazovani darci z divodu snizené hladiny hemoglobinu.
Cislo 3
Castou piicinou doéasného vyfazeni darcti je pobyt v zahraniéi.
Cislo 4

Mezi velmi Casté pticiny vyfazeni darch krve patii kratkodoba nemoc.
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8 Metodika

Metodicka ¢ast byla zpracovana na Transfuznim oddéleni nemocnice Ceské
Budgjovice a.s.. V teoretické ¢asti jsou podrobné popsany divody vytfazovani
dérci. Zdravotni laborant se na vyfazovani darci podili provedenim
piedodbérového a poodbérového vysetteni. Dale zpracuji informace o darcich krve

za roky 2015 a 2016. Uvedu hlavni davody vytazeni s rozdélenim dle pohlavi.

8.1 Piedodbérové vySetieni
Patfi sem vySetfeni hematokritu, hemoglobinu a krevni skupiny orienta¢n¢.
U téchto vysetieni se provadi odbér krve stejnym zplsobem. Na odbér krve je
potieba dezinfekeni roztok, buniita vata a lanceta na 1 pouziti. Darci je odebrana
krev, z piedem zdezinfikovaného btiska prstu, pomoci lancety. Prvni kapka krve se
musi vzdy z prstu otfit, jelikoz by mohlo dojit ke zfedéni s dezinfekénim roztokem.
Sdalsi  kapkou se dale pracuje dle pozadovaného  vySetfeni

(NCB_TRS_SOP_13 003_C).

8.1.1 Vyseti‘eni krevni skupiny orientaéné
Provadi se u prvodarcu.
Potieby:
e 2 podlozni sklicka, diagnosticka séra anti- A, B, AB.
Princip:
e aglutinace- reakce aglutinogenu s aglutininem.
Pracovni postup:

e Na podlozni sklicko se pfed odbérem krve nakapou diagnostickd séra:
1 kapka anti- A, anti- B a anti- AB. Ke kazdému diagnostickému séru se
kapne 1 kapka krve a pomoci sklicka se promicha.

Hodnoceni: Odecita se aglutinace.

e Pokud nedoslo k aglutinaci, je darce krve skrevni skupinou 0. Pokud
doslo k aglutinaci vSude, je darce krve s krevni skupinou AB. Pokud
doslo k aglutinaci vanti- A a anti- AB, tak je darce krve s krevni
skupinou A. Pokud doslo k aglutinaci v anti- B a anti- AB, je darce krve
s krevni skupinou B. Nasledn¢ se provadi zapis do FONS Openlims a do
knihy Darcti krve (NCB_TRS_SOP_13 003_C).
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Obrazek 1: Krevni skupina A
Zdroj: autor

Obrazek 2: Krevni skupina 0
Zdroj: autor

29



8.1.2 VySeti‘eni hemoglobinu
Provadi se pred kazdym odbérem na pfistroji HemoCue Hb 201+ .
Potieby:

e kyveta, analyzator HemoCue Hb 201+ fotometr se sitovym adaptérem,
(obsah kyvety- deoxycholat sodny, azid sodny, dusi¢nan sodny,
nereaktivni slozky).

Pracovni postup a princip:

e Kirev se odebird do mikrokyvety firmy HemoCue. Nasledné se kyveta
vlozi do analyzatoru. Pii vySetfeni dochazi k hemolyze erytrocyti
deoxycholdtem sodnym za uvolnéni hemoglobinu. Hemoglobin se méni
na methemoglobin za ucasti dusi¢nanu sodného. Methemoglobin reaguje
s azidem sodnym a vznik4 azidmethemoglobin. M¢fi se absorbance pii
270 a 880 nm ke kompenzaci turbidity vzorku. Analyzator zméti do
1 minuty hodnotu hemoglobinu. Namétenou hodnotu obsluha zapise do
FONS Openlims a do laboratornich knih.

Hodnoceni: analyzator vydava ¢iselné hodnoceni automaticky.

e muzi: 130- 170 g/l ; zeny: 120- 150 g/I

e déti: 110- 140 g/l (NCB_TRS_SOP_13 003_C)

Obrazek 3: ptistroj HemoCue Hb 201+

Zdroj: autor
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Obrazek 4: Mikrokyveta do analyzatoru HemoCue 201+

Zdroj: autor

8.1.3 VySetieni hematokritu
Provadi se, pokud darce krve daruje trombocyty, plazmu nebo v piipadé
chyl6zni krve pfi minulém odbéru.
Potieby:
e kapilara, kahan, centrifuga.
Pracovni postup:

e Krev z prstu se necha vzlinat do % kapildry. Nésledn¢ se konec kapilary
zatavi nad kahanem. Kapilara s krvi se centrifuguje 3 minuty na 13000
otacek.

Hodnoceni:

e Vysledek se hodnoti na monogramu. Dilezitd je kontrola vyskytu
chylozity, pokud je krev chylozni, nesmi se odebrat. Odeétena hodnota se
zapiSe do FONS Openlims (NCB_TRS_SOP_13_003_C).

8.2 Poodbérové vySetieni
Provadi se na TRS v Nemocnici Ceské Bud&jovice a.s. na téchto piistrojich:
e Abbott Architect i2000 SR
e Qasar

e Duet Reader
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8.2.1 Abbott Architect i2000 SR
Jednd se o automatizovany analyzator, ktery za 1 hodinu vysetii az 200

vzorkl. U darce krve se na tomto analyzatoru vySetiuji infekéni markery:
e Abanti-HCV
e Ag, AbHIV
e Ab proti ptivodci syfilis
e HBsAg (NCB _TRS_SOP_13 210_A).

Analyzator pracuje na principu chemiluminiscence. Provadi kvantitativni
a kvalitativni ~ vySetfeni pomoci technologie CMIA (chemiluminiscencni
imunoanalyza na paramagnetickych mikro¢asticich).

Chemiluminiscen¢ni imunoanalyza na paramagnetickych mikrocasticich:
do reak¢ni nadoby se vzorkem piidd pipetor paramagnetické mikrocastice, které
obsahuji molekuly na zachyt. Nasleduje inkubace a promichdni ve tiepacce.
Na molekuly na mikrocasticich se navéaze analyt ze vzorku. Déale dochézi ke vzniku
imunokomplexu a odstranéni prebytecné, nenavazané latky. Poté se pfida
protilatka  (konjugat) s chemiluminiscen¢ni latkou akridinem a vznikd
imunokomplex. Po inkubaci nésleduje promyti piebytecné, nenavazané latky
a ptidani peroxidu vodiku (Pre Triggeru). Dojde ke ¢teni pozadi pomoci optického
systému. Peroxid vodiku brani pfed€asnému uvolnéni energie a odStépuje akridin
Z konjugatu, ktery je navazany na imunokomplex. Dale se piida hydroxid sodny
(Trigger), ktery zpusobi spusténi chemiluminiscencni reakce.
K chemiluminiscen¢ni reakci dochdzi, pokud na akridinum piisobi peroxid
a alkalicky roztok. Dochazi ke vzniku N- metylakridonu a uvolnéni energie ve
formé emise svétla.

Opticky systtm CMIA stanovuje mnozstvi analytu pomoci méfeni
chemiluminiscen¢ni emise (Uzivatelské ptiru¢ka Abbott Architect).

Vzorky:
e Pristroj vySetfuje darce krve ze 6 ml vzorku ve fialové vakueté
s protisrazlivym c¢inidlem EDTA. Pied vySetfenim se musi provést
centrifugace pti 3500 az 4000 otackach za minutu po dobu 20 minut. Po
centrifugaci se musi zkontrolovat pfitomnost bublin ¢i pény, v piipadé

pritomnosti se musi odstranit. Vzorky se uchovavaji pii teploté 2 az 8 °C.
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Pokud se vSak vzorky nevysetii do 2 tydnid, musi se odsat plazma nebo
sérum a skladovat pii teploté < -20 °C.

Podminky provozu: jsou ureny vyrobcem.

Cinnosti analyzatoru:

e kalibruje a identifikuje Sarze jednotlivych reagencii a kontrol,
identifikuje vzorky s ¢arovym kodem, kontroluje objem vSech roztoka
areagencii a informuje o tom obsluhu pfistroje, provadi testy zadané
obsluhou, pifi chybé ihned informuje obsluhu, vyhodnocuje, uklada
atiskne vysledky, pievadi vysledky do FONS  Openlims
(NCB _TRS_SOP_13 210_A).

Obrazek 5: Analyzator Abbott Architect i2000 SR

Zdroj: autor

Popis obrazku:

A) Monitor ptipojeny k analyzatoru.
B) Ctecka ¢arovych kodi na vysetfovanych vzorcich.
C) Kryt procesniho centra: pod nim se nachazi procesni centrum s hardwarem,

pipetory, davkovaci, jehlami, motorem a optikou CMIA (viz. obr. €. 6).
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D) Klavesnice, ktera fidi procesni centrum.

E) Kryt centra na odpad a zasoby: zde se nachazi mista pro uloZeni pufru na
promyvani, odpadu a Pre-Triggeru a Triggeru.

F) Misto pro pfednostni zpracovani vzorki: obsahuje indikator stavu, ktery vydava
barevné signaly. Pokud nesviti nic, tak nejsou vlozeny zadné vzorky na vysSetfeni.
Pokud sviti zelend barva, tak byly vzorky vlozeny, ale proces zpracovani nebyl
zahajen. Kdyz sviti zlutd barva, tak pfistroj vzorky zpracovava. Blikani zelené
barvy nam signalizuje, Ze je zpracovani vzorku dokonceno.

G), H), ), J) - Mista pro rutinni zpracovani vzorki: Jsou vybavena indikatory stavu,
které vydavaji barevné signaly. Pokud kontrolky nesviti, tak neprobiha zadna
¢innost a vzorky nejsou vlozeny. Pfi zeleném signalu jsou vzorky vlozeny, ale
neprobiha zpracovani. Pokud sviti kontrolky Zluté, signalizuje to zpracovani
vzorkid. Konec zpracovani je oznacen zelenym problikavanim kontrolky. Pokud se
Vv pritbéhu prace vyskytla néjakéa chyba, dochazi ke stfidavému blikani zluté

a zelené barvy (NCB _TRS_SOP_13 210_A).

(=

Obrazek 6: Procesni centrum analyzatoru Abbott Architect i2000 SR

Zdroj: autor
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Obrazek 7: Nosi¢ vzorka

Zdroj: autor
Obsluha analyzatoru Abbott Architect 12000 SR:

e Nejprve se musi zapnout monitor u analyzatoru.

e Na monitoru spusti obsluha moduly analyzatoru a podavace.

e Provede se denni udrZba.

e Zadaji a vySetfi se kontroly: na monitoru se oznac¢i objednani kontrol.
e Nosic s kontrolami se vlozi do analyzatoru a prob&hne vlastni métent.
e Nasleduje méfeni vzorkd od darct krve:

e V piipad¢ vySetfeni jednoho vzorku: zada se cislo stojanku, pozice,
identifika¢ni Cislo vzorku a zadaji se pozadovana vySetieni.

e V piipadé vySetieni vice vzorkil: vzorky se vlozi do nosic¢li, na monitoru
se zada ¢islo na nosici u prvniho vzorku a ¢islo na nosic¢i u posledniho
vzorku, nasledné se pfifadi poZadovana vySetieni.

e Samotny proces méfeni zahdjime vlozenim nosice do pfistroje.

e Proces méfeni muzeme sledovat na monitoru v ¢asti: stav objednavky.

e Vysledky méteni nalezneme v sekci: piehled vysledku.

e Po vykonani vSech pozadovanych testi se musi vysledky ulozit v analyzatoru,
uvolnit do LIS (FONS Openlims) a musi se vytisknout protokol s vysledky
(NCB_TRS_SOP_13_210_A).
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8.2.1.1 VjySetieni Ab anti-HCV

Toto vySetieni se provadi u darcu krve, krevnich desticek, plazmy pii kazdém

odbéru a pfi autotransfuzi pii prvnim odbéru v sérii.

Potiebné chemikalie a diagnostika:

ARC anti-HCV Reagent Pack Kit, jejichz soucasti jsou: 6,6 ml lahvicka
s mikrocasticemi, které jsou potazené antigenem HCV, dale konjugat- 5,9 ml
lahvicka konjugatu mysich protilatek anti-IgG a anti-igM, dalsi soucasti je 10 ml
lahvicka fediciho roztoku.

ARC Anti-HCV Controls: jedna se o dvé 8 ml lahvicky s rekalcifikovanou
lidskou plazmou. Prvni lahvicka je pozitivni kontrola, ktera je reaktivni na
protilatky anti-HCV. Druhd lahvicka je negativni kontrola, kterd neni reaktivni
na anti-HCV.

ARC Anti-HCV Calibrator: jedna 4 ml lahvicka, kalibrator reaktivni na protilaty
anti-HCV.

Promyvaci roztok jehly vzorkového pipetoru: 4 lahvicky o objemu 25 ml.

ARC Pre-Trigger: 1 lahvicka o objemu 975 ml.

ARC Trigger: 1 lahvic¢ka o objemu 975 ml.

Promyvaci pufr koncentrovany.

Multimarkerova pozitivni kontrola: 6 lahvicek po 3,5 ml séra kontrolniho
(NCB_TRS_SOP_13 207_B).

8.2.1.2 VySetieni Ag, Ab HIV

Toto vySetteni se provadi u darct krve, krevnich desti¢ek a plazmy pfi kazdém

odbéru a pfi prvnim odbéru v sérii pii autotransfuzi.

Pottebné chemikalie a diagnostika:

ARC Ag/Ab Combo Reagent Kit, jejichz soucasti jsou: jedna 6,6 ml lahvicka
s TRIS pufrem a fyziologickym roztokem. V ném jsou mikrocastice potaZzené
antigenem HIV-1/HIV-2 a mysimi monoklonalnimi protilatkami anti-HIV p24.
Dalsi soucasti je konjugat v lahvicce (5,9 ml), ktery obsahuje akridin
s rekombinantnimi angiteny HIV-1, dale s peptidy HIV-1/HIV-2 a s mySimi
monoklonalnimi protilatkami anti-HIV p24. DileZitou soucasti je fedici roztok

(5,9 ml), ktery obsahuje TRIS puft.
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e ARC HIV Ag/Ab Combo Controls- 4 lahvicky o objemu 8 ml, jedna se o 3
pozitivni kontroly (reaktivni na HIV-1, reaktivni na HIV-2 a purifikovany
virovy lyzat HIV) a jednu negativni kontrolu.

e ARC HIV Ag/Ab Combo Calibrator: virovy lyzat HIV ve fyziologickém
roztoku s pufrem TRIS.

e Promyvaci roztok jehly vzorkového pipetoru: 4 lahvicky o objemu 25 ml,
pouziva se k udrzbeé.

e ARC Pre-Trigger: 1 lahvicka o objemu 975 ml.

e ARC Trigger: 1 lahvicka o objemu 975 ml.

e Promyvaci pufr koncentrovany.

e Multimarkerova pozitivni kontrola: 6 lahvicek po 3,5 ml séra kontrolniho

(NCB_TRS_SOP_13 206_B).

8.2.1.3 V)ySetieni Ab proti pirvodci syfilis
Vysetieni se provadi ptfi autotransfuzi pfi prvnim odbéru v sérii a pii kazdém
odbéru u dérct krve, krevnich desticek a plazmy.
Potfebné chemikalie a diagnostika:

e ARC Syphillis TP Reagent Pack Kit, jejichz soucasti jsou mikroc¢astice potazené
antigenem TP v lahviéce o objemu 6,6 ml, dale konjugat mysich protilatek
anti-1gG/anti-IgM V 5,9 ml lahvicce, posledni soucasti je fedici roztok.

e ARC ARC Syphillis TP Controls: 1 lahvi¢ka (8 ml), kde je negativni kontrola-
nereaktivni na anti-TP a pozitivni kontrola, ktera je reaktivni na anti-TP.

e ARC Syphilis TP Calibrator.

e Promyvaci roztok jehly vzorkového pipetoru: 4 lahvicky o objemu 25 ml,
pouziva se k adrzbe.

e ARC Pre-Trigger: 1 lahvicka o objemu 975 ml.

e ARC Trigger: 1 lahvicka o objemu 975 ml.

e Promyvaci pufr koncentrovany.

e Multimarkerova pozitivni kontrola: 6 lahvicek po 3,5 ml séra kontrolniho
(NCB_TRS_SOP_13 209 _B).
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8.2.1.4 VySetieni HBSAQ

Provadi se u darct krve, krevnich desticek a krevni plazmy pii kazdém odbéru.

Pti autotransfuzi pti prvnim odbéru v sérii.

Potiebné chemikalie a diagnostika:

ARC HBsAg Qualitative II Reagent Pack Kit: soucasti této soupravy je lahvicka
(6,6ml) s mikrocasticemi, které jsou potazené Ab anti-HBs v pufru se
stabilizatorem, dale konjugat (5,9 ml) Ab anti-HBs (mysi a kozi IgG)
a promyvaci pufr (5,9 ml).

Kontrola pozitivni- obsahujici lidskou plazmu, kterd je rekalcifikovana
a nereaktivni na HBsAg. A kontrola negativni- obsahujici purifikovany lidsky
HBsAQg, ktery je inaktivovany a je reaktivni na HBsAg.

ARC ABsAg Qualitative Il Calibrators- 2 kalibratory o objemu 4,0 ml.
Promyvaci roztok jehly vzorkového pipetoru- je velmi duilezity k provadéni
udrzby.

ARC Pre-Trigger: 1 lahvicka o objemu 975 ml.

ARC Trigger: 1 lahvicka o objemu 975 ml.

Promyvaci pufr koncentrovany.

Multimarkerova pozitivni kontrola: 6 lahvicek kontrolniho séra po 3,5 ml

(NCB_TRS_SOP 13 208_B).

8.2.1.5 Postup vySetieni Ab anti HCV, Ag a Ab HIV, HBsAg a Ab proti piivodci

Syfilis

Vysetieni se provadi na automatizovaném analyzatoru Abbott Architect 12000.

Pfed métenim vzorkli od darce krve se musi zkontrolovat, zda jsou reagencie,

pracovni roztoky a nadobky v dostateéném mnoZstvi. Na monitoru se zada

poZadované vySetteni, do analyzatoru se vlozi nosi¢ se vzorky a nasleduje proces

méteni. Vysledky méfeni se zobrazi na monitoru analyzatoru, laborantka je

zkontroluje a vysledky uvolni do LIS (NCB_TRS_SOP_13 206-209_B).
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8.2.1.6 Hodnoceni vysledkii vySeti‘eni infekénich markerii Ab anti HCV, Ag a Ab
HIV, HBsAQ a Ab proti pitvodci Syfilis
Vyhodnoceni vysledkil vysetieni provadi automaticky analyzator. Vysledek vydava
Ciselné jako pomér hodnoty optické denzity vzorku (S) a cut-off (CO), tzv. S/CO. Ke
kazdému  vzorku 1  kontrole  zaroven  vydavd  slovni = vyhodnoceni
(NCB_TRS_SOP_13 206-209_B).
e Interpretace screeningového vySetieni HIV, HBV, HCV:
o negativni (S/CO je mensi nez 0,90)
o hranié¢ni/ $eda zona (S/CO je v rozmezi 0,90-0,99)
o reaktivni (S/CO je vétsi nebo rovno 1) — oznaci se jako ,,inicialné reaktivni‘
(NCB_TRS_SOP_13 206-208_B).
e Interpretace screeningového vySetreni syfilis:
o negativni (S/CO je mensi nez 0,99)
o reaktivni (S/CO je vétsi nebo rovno 1) — oznaci se jako ,,inicialné reaktivni‘

(NCB_TRS_SOP_13 209 _B).

Pfi reaktivnim nebo hranicnim vysledku vstupniho vySetfeni se provadi 2x
opakované vySetieni téhoz vzorku stejnym postupem.

Tabulka 7: Interpretace opakovanych vySetieni

VySetieni vysledek 1. vysledek 2. vysledek 3.
1. reaktivni/ reaktivni/ .,
oy o, reaktivni
hrani¢ni hrani¢ni
2. . reaktivni/ .,
negativni s reaktivni
hrani¢ni
e negativni negativni reaktivni
zavérefné . “ N " .
z negativni | opakované reaktivni | opakované reaktivni
hodnoceni

Zdroj: NCB_TRS_SOP_13 206-209_B
Postup pri opakované reaktivnim nebo hrani¢nim vysledku screeningového
vySetieni:

Pokud je screeningové vysetieni opakované reaktivni nebo opakované hrani¢ni
vyradi se odbér i TP z néj vyrobené a darce se doCasn¢ vytradi z darcovstvi. Laboratof
bezodkladné posSle do NRL tentyz vzorek k prvni konfirmaci, soucasné si laboratot
ponecha zmraZenou plazmu z daného odbéru, dokud neobdrzi vysledek konfirmace, pro
ptipad potfeby dalSich vySetfeni. Provede se pfedbézny look-back, kde se pozastavi
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vydej TP daného dérce, jsou-li jest¢ na skladé. Ptipadn¢ se informuje odbératel
takového transfuzniho ptipravku. Look-back je povinné nahlésit i zpracovateli plazmy.
Look-back se pouziva k vyhledani rizikovych odbéri v piipadé reaktivnich
vysledkii screeningového vySetfeni na infekci HIV, HBV, HCV u darce krve.
Zarizikové odbéry se povazuji vSechny odbéry provedené v predchazejicich Sesti

mésicich poslednimu nereaktivnimu odbéru.

Konfirmac¢ni vySetieni:

Provadi je NRL zptsobem a metodami, které zahrnuji i testy zalozené na odlisném
principu, nez je screeningové vysetieni.

Zavérecné hodnoceni konfirmacnich vySetieni mize byt:
e Konfirmace negativni

Daérce je mozné zatadit zpét do registru darcil a s odstupem minimalné Sesti mésicii
jej lze pozvat na odbér krve. Na zakladé vyhodnoceni predbézného look-back lze
uvolnit transfuzni ptipravky z rizikovych odbérl, pfipadné informovat odbératele
danych transfuznich ptipravki nebo zpracovatele plazmy plazmy.
e Konfirmace pozitivni

U darce se doporucuje provést odbér kontrolniho vzorku krve, ktery se bez ohledu
na vysledek screeningového vysSetfeni zasle do NRL. Z Transfuzniho oddéleni
Nemocnice Ceské Budg&jovice a.s. se darci predavaji rovnou na infekéni oddé&leni
nemocnice. Darce se oznaci jako pozitivni a trvale se vyfadi z darcovstvi v regiondlnim
1 narodnim registru. VSechny transfuzni ptipravky z rizikovych odbéri se zlikviduji
nebo predaji k vyuziti NRL. Informuji se pfipadni odbératelé danych transfuznich
ptipravki ¢i zpracovatelé plazmy.
e Konfirmace nejasna

Pfitomnost markert infekce se konfirma¢nim vysetfenim nepodafi ani vyloudit ani
potvrdit. Darce se docasn¢ vyfadi z odbéri. Po uplynuti minimaln¢ Sesti mésict (dle
doporu¢eni NRL) se darce pozve na odbér kontrolniho vzorku ke screeningovému
I konfirmacnimu vysetfeni. Konfirmace se provede vzdy, bez ohledu na vysledek

screeningového vysetteni plazmy (CLS JEP & STL2009 05).
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e Opakovana konfirmace pozitivni- darce se trvale vyfadi v registru darct
I V narodnim registru a posle se na infek¢ni oddéleni k dalSimu vysetfeni. Je nutné
déarce vhodné informovat o diivodu jeho vyfazeni.

e Opakovana konfirmace nejasna- darce se vyfadi, jeho zafazeni zpét do registru je
mozné pokud jsou vysledky opakovaného vysetfeni provedeného nejméné v odstupu
2 let negativni a to jak screeningového tak konfirmacniho vySetfeni.

¢ Opakovana konfirmace negativni, bylo-li:

o screeningové vySetieni negativni- darce se zaradi zpét do registru.

o screeningové vySetfeni opakované reaktivni- darce se vyfadi v mistnim
registru a hodnoti se jako opakované nespecificky reaktivni, dal$i odbéry se
doporucuji az po zmén¢ vysetfovaciho systému.

Vyhodnoti se pfedbézny look-back, transfuzni ptipravky z rizikovych odbért se
likviduji. Informuji se dalsi odbératelé danych transfuznich piipravkii nebo zpracovatelé

plazmy (CLS JEP &. STL2009 05).

Moznosti vyfrazeni darce:
o docasné vyrazen bez data

o opakovana reaktivita screeningového vysetfeni do vysledku konfirmace

o nejasny vysledek prvni konfirmace (vyfazeni je jiZ provedeno pii reaktivnim
screeningu)

e docasné vyiazen do...(s datem):

o negativni vysledek prvni konfirmace, darce se vyfadi z darcovstvi na dobu 6
mésicti od odbéru, u kterého byla provedena konfirmace — provadi 1ékaf
stanice darcii krve

o negativni vysledek druhé (opakované) konfirmace pii negativnim
pfedchozim screeningu, darce se vyfadi z darcovstvi na dobu 6 mésict od
odbéru kontrolniho vzorku, u kterého byl proveden screening a konfirmace —
provadi lékar stanice darci

e trvale vyrazen

o negativni vysledek druhé (opakované) konfirmace pii opakované reaktivnim

pfedchozim screeningu

o nejasny vysledek druhé (opakované) konfirmace
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trvale vyrazen s TransREGem (registr vytrazenych darct)

o pozitivni vysledek prvni nebo druhé (opakované) konfirmace

o u darce byla hldsena NAT pozitivita vySetieni HIV, HBV, HCV
zpracovatelem plazmy

o byla hlasena infekce HIV, HBV nebo HCV jinym subjektem, napt. organy
ochrany vefejného zdravi

o bylo opakované (>2x) vysloveno podezieni na pifenos potransfuzni
hepatitidy (i kdyz je laboratorni ndlez od téchto osob negativni)

(NCB_TRS_SME_12_007_B).

8.2.2 QASAR IV

Tento pfistroj slouzi jako rozpliovaci zatizeni. M4 dv¢ casti: robotickou
a pocitacovou. Je schopny pracovat s 96 vzorky najednou. Rozpliovaci zatizeni
QASAR 1V a analyzator obrazu Duet Reader spolu tvofi uceleny systém. U darct
krve se spole¢né podili na vySetieni: krevnich skupin ABO aRh, screening

nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek a vysetfeni skupinového systému Rh-

Kell, antigenti Kell a Cellano a slabého/variantniho D
(NCB_TRS_SOP_13 202_B).
Vzorky:

e vySetiuje se krev odebrana do fialové vakuety s obsahem protisrazlivého
¢inidla EDTA, na vakueté musi byt ¢islo odbéru a ¢arovy kod. Pied
vySetfenim se musi provést centrifugace 20 minut pfi 3500 az 4000
otackach. Pokud je ve vzorku pfitomnost pény nebo bublin, musi se
odstranit. Teplota vhodna pro uchovavani vzorki je 2-8 °C. Pokud se
vzorky nevySetii do 14 dnd, odsaje se plazma/sérum a skladuje se pii
teploté -20 °C a méné.

Podminky provozu: jsou urceny vyrobcem.
Cinnosti piistroje:

e davkovani, fedéni a odsavani, identifikace mikrodesticek, gelovych karet,

krevnich vzorki.

Vlozeni reagencii, vzorkl, mikrodesti¢ek a gelovych karet:

e Reagencie v originalnim baleni se vkladaji do stojanku pro reagencie.
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e Vzorky, které jsou fadné oznacené, se vkladaji do karuselu tak, aby byla
identifikace vzorkii viditelnd. Za vzorky se davaji zkumavky
s kontrolami.

e Mikrodesticky musi obsluha opatfit carovym kodem a vlozi ji do
piistroje podle hlaSeni na monitoru.

e Gelové karty se davaji do stojanu v piistroji tak, aby byl snimatelny
¢arovy kod (NCB_TRS_SOP_13 202_B).

Obrazek 8: Rozpliiovac QASAR IV
Zdroj: autor

8.2.2.1 VySetieni krevnich skupin AB0 a Rh na mikrodestickdch
Toto vysetieni se U darcti krve provadi pii kazdém odbéru krve, autotransfuzi
i krevnich desticek.
Princip: aglutinace- dochazi k reakci aglutinogenu s aglutininem.
Potteby:

e diagnostické erytrocyty, monoklonalni protilatky anti-A, anti-B, anti-D,
anti-D IgM, Rh kontrola, pufrovany fyziologicky roztok (pH=6,98).

e zkumavky na fedéni naplav ERY, michadla, mikrodesticky.

e Qasar IV, centrifuga a tfepacka na mikrodesticky, Duer Reader.
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Postup vysetieni:

e Do vzorkového karuselu musi obsluha vlozit zkumavky se vzorky
a kontrolami. Do stojanu na desce pfistroje obsluha pfipravi piislusny
pocet mikrodesticek a do vysuvného stojanu piipravi reagencie.

Zprovoznéni pipetovaciho zafizeni:

e Na monitoru musi obsluha oznacit pozadované vySetfeni (ABO Rh),
zkontrolovat, zda je dostatecné mnozstvi reagencii. Nasleduje cteni
carovych kodid a rozkapavani vSech vzorkl, diagnostickych sér
a erytrocyti. Obsluha je o celém procesu informovand na monitoru.
Pokud je préce pfistroje odvedena, objevi se informace o ukonceni prace
na monitoru. Po nakapani nasleduje tfepani po dobu 10 sekund, dale
inkubace pfi teploté 18 az 25 °C na dobu 10 az 15 minut. Po inkubaci
desticku centrifugujeme 1 minutu pti 1000 otackach, opét nasleduje
tiepani za snizovani poctu otacek (1350- 600 ot/min) do objeveni
aglutinace uprostied jamky.

Hodnoceni: Vysledky se odecitaji na pfistroji Duet Reader, sleduje se vyskyt
aglutinace.

e Pozitivni reakce- dochézi k aglutinaci.

e Negativni reakce- nedochdzi k aglutinaci.

V ptipadé neshody mezi vySettenim Ag a Ab se musi provést vySetfeni
ve zkumavce, které slouzi pro kontrolu. Pokud se neshoduje vysledek vysetieni
krevni skupiny, musi se vyloudit zaména darct. Pokud je neshoda mezi vysledkem
vizudlnim  a fotometrickym, vzdy je rozhodujici hodnoceni  vizudlni

(NCB_TRS_SOP 13 203 A).

8.2.2.2 Screening nepravidelnych antierytrocytirnich protilatek
Provadi se po kazdém odbéru krve a krevnich desticek u darc krve a po
frakcionaci u darci plazmy z aferézy. Provadi se na ID kartach technikou NAT.
Princip: Principem nepiimé aglutinace je vznik shluki inkompletnich IgG
protilatek se screeningovymi krvinkami za pomoci sekundarni protilatky anti-1gG.
Mikrozkumavka na gelové karté obsahuje gelovou matrix se sekundarni protilatkou
IgG, pres kterou prochazi vySetfovany material béhem centrifugace. Mezery

Vv gelové matrix jsou tak velké, Ze pies n€ projdou pouze jednotlivé krvinky, shluky
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jsou zadrzeny v gelové matrix a velké shluky vibec nezacnou gelem prochazet
(Rehacek et al., 2013).
Potieby:

e Smésné erytrocyty od 2 darci pro NAT, karty LISS/Coombs (BIO-
RAD), kontrolni vzorky ¢.1 a ¢.2.

e QASAR IV, centrifuga a inkubator na ID karty, Duet Reader.

Postup vysetieni: Vzorky se vlozi do karuselu pfistroje QASAR IV, dle poctu
vzorkl se na pfisluSna mista vlozi ID karty.
Zprovoznéni pipetovaciho zatfizeni:

e Na monitoru ozna¢ime pozadované vySetfeni, nasleduje kontrola
pritomnosti dostate¢éného mnozstvi reagencii. Pfistroj Si nacte Carové
kédy vzorkit a ID karet. Z ID karet se musi odtrhnout folie. V dal$im
kroku probihd pipetovani vzorkd, pozitivni kontroly a erytrocytd.
Veskera cinnost, kterou pfistroj provadi je viditelnd na monitoru.
Ukonceni své ¢innosti hlasi ptistroj na monitoru. Po rozkapani nasleduje
inkubace ID karet po dobu 15 minut pifi 37 °C. Poté provedeme
centrifugaci pii 910 otackach za minutu po dobu 10 minut.

Hodnoceni: Vysledky se odecitaji na pristroji Duet Reader, sleduje se vyskyt
aglutinace.

e Pozitivni reakce- aglutinace je viditelna v gelu mikrozkumavek, vzorek
se posilda na specidlni vySetfeni, jelikoZz je riziko vyskytu tepelné
antierytrocytarni protilatky.

e Negativni reakce- gel je bez zmény, na dné se vyskytuji erytrocyty.

V ptipadé¢ vyskytu neshody mezi vizudlnim a fotometrickym odecitdnim,
je vzdy rozhodujici vizudlni hodnoceni. Pokud se lisi vysledky s pfedchozim

vySetienim, darce se vySetiuje ve specialni laboratoii (NCB_TRS_SOP_204_B).

8.2.2.3 VySetieni skupinového systéemu Rh- Kell

Vysetiuje se u darci krve minimalné ze 2 nezavislych odbért.
Princip: aglutinace, kdy dochazi k reakci antigenu s protilatkou.
Potieby:

e monoklonalni anti-E, anti-e, anti-C, anti-c, anti-K ¢.1 a ¢.2, anti- D ¢.3,
diluent 2, ID- karta, kontrola ¢.1 a ¢.2, fyziologicky roztok o pH 6,98.
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e mikrodesticky, zkumavky na fedéni erytrocytii, pipety a Spicky,
umélohmotné a aglutinacni zkumavky, jednordzové pipety.

e QASAR IV, Centrifuga a tiepacka na mikrodesticky, centrifuga na karty,
Duet Reader.

Postup vysetfeni: Zkumavky se vzorky a kontrolami se umisti do vzorkového
karuselu. Prislusny pocet mikrodesticek se piipravi do stojanu na mikrodesti¢ky na
desce pfistroje, do vysuvného stojanu se piipravi reagencie.

Zprovoznéni pipetovaciho zatfizeni:

e na monitoru oznac¢ime pozadované vySetfeni, oznaCime na monitoru
fenotyp, vzorky fenotyp a sera fenotyp, nasledné¢ se zkontroluji
reagencie. Systém zobrazi pozadované kroky pro kontrolu a nactou se
caroveé kody vzorkd, kontrol a mikrodesticek.

e Nasleduje pipetovani, cely proces je viditelny na monitoru, po rozkapani
hlasi pfistroj zpravu o ukoncéeni ¢innosti.

Hodnoceni: odecitani na piistroji Duet Reader, hodnoti se aglutinace.

e Pozitivni reakce- dochazi k aglutinaci, je pfitomen odpovidajici Ag na
erytrocytech.

e Negativni reakce- nedochazi k aglutinaci, neni pfitomen odpovidajici Ag
na erytrocytech.

Jako potvrzené se eviduji vysledky, az z druhého odbéru. Pouze u vySetteni

K jsou vysledky potvrzené jiz u prvniho odbéru (NCB_TRS_SOP_13 205 _C).

8.2.2.4 OQvéieni antigenu Kell
Toto vySetfeni se provadi na karté u vSech prvodarcli pomoci monoklonalniho
anti-K ¢.3. Dale se také provadi u neshody mezi 2 vySetfenimi.
Postup vySetieni: Nejprve se musi pfipravit naplav erytrocyta (0,8 %),
do mikrozkumavky se napipetuje 25 ul anti-K a 50 pl suspenze erytrocytl, kartu
centrifugujeme 10 minut pii 910 otackach/ min.
Hodnoceni: vysledek se hodnoti makroskopicky, hodnoti se pfitomnost aglutinace.
e Pozitivni reakce- na gelu doslo k aglutinaci (je pfitomny odpovidajici
antigen na erytrocytech).
e Negativni reakce- gel je Cisty, sediment je na dné mikrozkumavky
(chybi antigen na erytrocytech) (NCB_TRS_SOP_13 205 C).
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8.2.25 OvéieniD, C, ¢, E, e
Provadi se u vSech prvodarci ve zkumavce pomoci monoklonalniho anti-D.
Ovérteni antigenti C, ¢, E, e- se provadi pii neshod¢ mezi 1. a 2. vySetfenim nebo
pii Spatn¢ viditelném vysledku na mikrodesticce.
Postup vySetteni:
e Do zkumavky musi obsluha pfipravit suspenzi erytrocytu (3-5 %), do
zkumavek napipetovat kapku naplavu erytrocytd a 1 kapku anti-D, anti-
C, anti-c, anti-E, anti-e, nasledn¢ se musi vSechny zkumavky protiepat
apii pokojové teplot¢ 5 minut inkubovat, po inkubaci nasleduje
centrifugace pii 1000 otdc¢kach na 1 minutu.
Hodnoceni: hodnoti se aglutinace poklepanim na dno.
e Pozitivni reakce- je pritomna aglutinace (je pFitomny odpovidajici
antigen).
e Negativni reakce- neni pfitomna aglutinace (neni ptfitomny odpovidajici

antigen) (NCB_TRS_SOP_13 205 C).

8.2.2.6 V)ySetieni antigenu k (Cellano)

Vysetiuje se ze dvou nezavislych odbéri u darct K+.

Potieby:
e modifikovany bromelin, karta ID anti-k a karty LISS/Coombs, pozitivni
kontrola.
e mikrozkumavky, pipeta, Spicky na pipetu, zkumavka na naplav
erytrocytu.

e inkubator a centrifuga na karty.

Postup vySetteni:

e Laborant ptipravi naplavu erytrocytd (5 %) v ID-Dilluentu, poté do
zkumavky napipetuje 25 upl suspenze erytrocytt a 0,5 ml Dillluentu.
Nasleduje inkubace pii pokojové teploté po dobu 10 minut. Do znacené
mikrozkumavky napipetuje 10 upl naplavu vySetfovanych erytrocytt
a provede centrifugaci v ID centrifuze po dobu 10 minut.

Hodnoceni: hodnoti se pfitomnost aglutinace makroskopicky.
e Pozitivni reakce- na gelu je cCerveny prouzek z erytrocytil, které

aglutinovaly a jedna se o pfitomnost antigenu k.
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e Negativni reakce- sediment se vyskytuje na spodni ¢asti mikrozkumavky,
nevyskytuje se antigen k, vzorek se musi piedat na pieSetfeni

(NCB_TRS_SOP_13 205_C).

8.2.2.7 VySetieni Dw/y

Provadi se u darcii krve, krevnich desticek a plazmy ze dvou odbérti. Vysetiuje
se pouze u Rh negativnich darcti krve.
Potieby:
e D week, ID-Dilluent 2, karty LISS/Coombs, monoklonalni anti-D.
e Zkumavka na néplav erytrocytii, mikrozkumavky, centrifuga.

e centrifuga a inkubator na karty.

Postup vySetieni:

e Laborant piipravi naplav erytrocyta v Dilluentu (0,8- 1 %), dale do
mikrozkumavky napipetovat 50 pl suspenze erytrocyti + 25 ul anti-D,
nasleduje inkubace pti 37 °C na 15 minut a centrifugace na 10 minut.

Hodnoceni: Hodnoti se pfitomnost aglutinace. Darci, u kterych je uréen slaby
antigen D/varianta antigenu D, jsou evidovéni jako Dw/v. TP darci, kteti nesou

Dw/v, se oznacuji jako Rh D pozitivni (NCB_TRS_SOP_13 205_C).

8.2.3 Duet Reader

Jednd se o analyzator obrazu. Pfistroj fotometricky odecita vysledky na
mikrotitracnich destickdch 1 na gelovych kartach, které jsou rozpipetovany
pfistrojem Qasar.

Cinnosti analyzatoru: fotometrické odeéitani imunohematologickych vysledki, tisk
a pfevod vysledki do LIS.

Postup pii hodnoceni:

e Piistroj se musi zapnout 15 minut pfed odecitanim, protoze je nutna
stabilizace vystupniho svétla lampy.

e (decitani provadi program Sanquin Aurora, do toho programu se musi
obsluha piihlésit uzivatelskym jménem a heslem.

e Pokud chce obsluha, aby analyzator odecital mikrotitracni desti¢ku, musi
kliknout na ikonu pro odecteni desticky. Desticka se do pfistroje vlozi,
precte se ¢arovy kod. Pokud vSak piistroj ¢arovy kod neptecte, ihned
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0 tom informuje hlaSenim na monitoru. Vysledek se zobrazi na monitoru
a vzdy sekontroluje svizudlnim zhodnocenim. Jelikoz pfistroj
nerozliSuje aglutinace, které jsou slabé nebo nejsou na sttedu jamky, je
rozhodujicim vysledkem vizudlni zhodnoceni vysledku.

e Pokud chce obsluha, aby analyzator piecetl gelovou karticku, musi
kliknout na ikonku pro ¢teni karti€¢ky. Obsluha karticku do analyzétoru
vlozi anasleduje odecitani vysledku. Po odecéteni vysledku se opét
kontroluje vysledek s vizualnim hodnocenim.

e U obou méfeni je rozhodujici vizualni hodnoceni. Pokud je vizualni
hodnoceni odlisné od vysledki z analyzatoru, musi se vysledky
V programu opravit.

e Po dokonceni méteni se musi vysledky vytisknout a prevést z programu

Aurora do LIS (NCB_TRS_SOP_13_202_B).

Obrazek 9: Analyzator Duet Reader

Zdroj: autor

8.3  Udriba p¥istrojii
Pro spréavnou funkci pfistrojii je nutné provadét pravidelnou udrzbu pftistroji podle
platnych manualii dodanych vyrobcem. Pravidelné ro¢ni kontroly provadi

akreditovana firma (NCB _TRS_SOP_13 210).
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9 Vysledky

Informace o vyrazenych darcich krve jsem ziskala na Transfuznim oddé€leni
Nemocnice Ceské Budgjovice a.s. Jsou zde zpracované informace o vyfazenych
darcich krve v tabulkach a grafech.

Tabulka 8: Pocet darcii v Nemocnici Ceské Budgjovice a.s.

Rok 2015 2016

5413 5411
Pocet darci muzi 9635 10 377
Celkovy pocet darci 15048 15788

Zdroj: autor

Pocet vyrazenych darcu
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Obrazek 10: Vytazeni darci krve za roky 2015 a 2016
Zdroj: autor
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Vyrazené Zeny za roky 2015 a 2016
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Obrazek 11: Dlvody vyfazeni Zen 2015, 2016
Zdroj: autor

Vyrazeni muzi za roky 2015 a 2016
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Obrazek 12: Divody vyrazeni muzi 2015, 2016
Zdroj:autor
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Tabulka 9: Mnozstvi a divody vytazeni darct krve za roky 2015 a 2016

Pocet Pocet
Divody vyrazeni vyFazenych | vyFazenych
dércﬁ krve muiﬁ' rOk muiﬁ' rOk
2015 v % 2016 v %
Hmotnost pod 50 kg 2,8 0,3 0,3 0,0
Tetovani, piercing 3,0 15 13,2 0,9
Nevhodny stav zil 0,3 0,3 0,0 00
Kolapsy (opakované) 6,4 5,7 0,6 1,4
Rizikové cesty v
zahranicéi 3,3 3,6 10,8 4.7
Operace 3,0 3,3 51 9,9
Infek¢ni choroba 0,5 0,0 0,3 0,0
Dlouhodob4 nemoc 2,8 1,8 4,9 3,3
Kratkodoba nemoc 7,5 6,0 17,3 11,6
Klisté 0,5 1,6 1,9 2,8
Krevni obraz 48,8 48,3 13,2 13,9
Vlastni Zadost 19 2,4 2,4 2,6
Dalsi zdrav. duvody 19,2 25,2 30,0 48,9
Zdroj: autor
Tabulka 10: Opakované reaktivni darci za roky 2015 a 2016
Poslano do NRL
Rok " . s . Vysledek z NRL
-opakované reaktivni darci-

Zeny- 11 2 vzorky muzi-
2015 27 vzorkt pozitivni anti HCV, HIV 1

muzi- 16

senv- 7 1 vzorek muz-
2016 24 vzorkii Y pozitivni anti HCV

muzi- 17

Zdroj: autor
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10 Diskuze

NejcastéjSim divodem vyfazovani darkyn krve, zvlasté mladSich, je nizsi
hladina krevniho barviva- hemoglobinu. Ke stejnému zavéru dosly autorky I.
Sulovska, E. Entrova a D. Galuszkova z Transfuzniho odd¢leni Fakultni nemocnice
Olomouc v ¢lanku ,, Nejcastéjsi dtivody vyfazeni darcu z odbéru®. Je otazkou, jak
tomuto jevu predchazet. Na zaklad¢ zkuSenosti pracovnik transfuzniho oddé€leni je
Castym problémem Spatny dietni rezim- nedostateCny piijem kvalitni smisené
stravy s hodnotnymi zivo¢isnymi bilkovinami.

Dalsim divodem Kk vyfazeni pro nizkou hladinu hemoglobinu u zen ve
fertilnim véku je nepravidelnost menstruacniho cyklu zriznych pficin. Jako
moznou prevenci je zvySeni piijmu Fe u darkyn ve formé& vyzivovych doplikl
a dodrzovani rezimu preventivnich gynekologickych vysetfeni. Dle J. Rosochové
Vv ¢lanku ,,Manazment darcov krvi v savislosti s nedostatkom Zeleza a anémiou jako
neziadicimi G¢inkami darovania krvi“ se potvrdila nutnost upravy frekvence
odbéra.

U muzt neni tak jednozna¢ny diivod vyrazovani. Pomérné Casta jsou docasna
vyrazeni z karanténnich divodu po invazivnich zakrocich (endoskopicka vysetieni,
operace), tetovani, piercing ¢i karantény z epidemiologickych pfi¢in v dusledku
cestovani do exotického prostedi. Prevence spociva obecné ve zdravém Zivotnim
stylu bez rizikovych aktivit a v dobré informovanosti darcti o rizikovém chovani.

Muzeme piedpokladat, ze dojde knavySeni pocétu vyfazovanych darct
v disledku globalniho oteplovani a zvySené migrace obyvatel. Lze ocekavat vyssi
vyskyt exotickych chorob i na naSem uzemi (napf. malarie, West Nile virus, Zika
virus a dalsi).

Déle je také otdzkou, zda dosavadni laboratorni vySetfeni nebude nutné
roz§itit, zvlasté sohledem na mozny zvySeny pienos dalSich infekénich
onemocnéni. Ve vyspélych statech svéta i Evropy je v soucasné dobé zavedeno jiz
molekularné biologické vySetfovani odebrané krve metodami (NAT), které zatim
neni v CR rutinné provadéno vzhledem k aktualni epidemiologické situaci
andkladnosti. Prozatim jedinymi pracovisti v CR jsou UVN a FN Brno. O
zavedeni téchto vysetfeni ve FN Brno v roce 2010 a v UVN v Praze v roce 2013 se
zminuji autof1 Bohon¢k, Tesatfova, Landova a Ktizova v praci ,,Bude v CR zaveden
povinny screening darci metodami NAT?“ a ,,Zrekonstruované laboratofe
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umoznuji vysetfeni darované krve novou metodou” (UVN, Vojenska fakultni

nemocnice Praha, 2015).
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11 Zavér

Cilem bakalaiské prace bylo provést predodbérové a poodbérové vysetieni,
déle zhodnotit mnozstvi vyfazenych darcti krve a jejich ditvody vytazeni.

V prubéhu zpracovani bakalarské prace jsem si osvojila praci v predodbérové
i poodbérové laboratofi a seznamila jsem se s obsluhou vyse uvedenych pfistroju.

V roce 2015 celkem darovalo krev 15 048 darcu, z toho darovalo 5 413 Zen
a9 635 muzi. Bylo vyfazeno 360 Zen a 306 muzd. Nejvice zen (48,8 %) bylo
vyfazeno z divodu krevniho obrazu, zejména nizkych hladin hemoglobinu. Dalsi
zdravotni divody, mezi které patii léky a dodatecné nahldSeni zdravotnich
problémt po odbéru, byly druhou nejcastéj$i pii¢inou vyfazeni zen (19,2 %)
a U muzi prvni nejcastéjsi pticinou (30 %). Mezi dalsi casté dlivody vyfazeni muzi
patii kratkodoba nemoc (17,3 %), Spatné hladiny krevniho obrazu (13,2 %),
tetovani ¢i piercing (13,2 %) a rizikové cesty v zahrani¢i (10,8 %). Dale bylo 27
opakovan¢ reaktivnich vzorkli poslano do NRL (11 zen a 16 muzl), u dvou muzi
byl potvrzen pozitivni vysledek vySetieni HCV a HIV. Oba byli trvale vyfazeni
z darcovstvi a zapsani do registru trvale vyfazenych darct.

V roce 2016 celkem darovalo krev 15 788 darcu, z toho darovalo 5 411 zen
a 10 377 muzt. Bylo vyfazeno 286 Zen a 211 muzi. Prvni nejcastéjsi pfi¢inou
vytazeni Zen (48,3 %) a druhou nejcastéjsi pii¢inou vytazeni muzi (13,9 %) byly
Spatné hladiny krevniho obrazu. 25,2 % Zen a 48,9 % muzi bylo vyfazeno kviili
dal§im zdravotnim divodim. Dale bylo 24 opakované reaktivnich vzorkl poslano
do NRL (7 zen a 17 muzil). Pozitivni vysledek HCV se prokazal u jednoho muze,
ktery byl trvale vyfazen z darcovstvi a zapsan do registru trvale vyrazenych darca.

Hypotéza Cislo 1, ze celkovy pocet darct krve je vy$s$i u muzského pohlavi,
neZz u Zenského, se potvrdila. Dale také hypotéza Cislo 2, Ze jsou nejcastéji
vyfazovani darci z ditvodu snizené hladiny hemoglobinu, se potvrdila. Tento diivod
vytazeni tvoii u zen polovinu poctu vyrazeni. Hypotéza Cislo 3 se potvrdila. V roce
2015 bylo vytazeno 10,8 % muzi zcelkového poctu vytazenych z divodu
rizikovych cest do zahranici. A dale se potvrdila hypotéza Cislo 4, Ze velmi Casta

pfi¢ina vyfazeni darct krve je kratkodob4 nemoc.
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14 Seznam zkratek

a.s. akciova spolecnost

AD protilatka

ACD glukoso- citronanovy konzervacéni roztok

Ag antigen

AGH sérum antiglobulinové sérum

ARC Architect

CMIA chemiluminiscen¢ni imunoanalyza na paramagnetickych mikrocasticich
CO cut- off

CB Ceské Budgjovice

CLS JEP Ceské lékatska spole¢nost Jana Evangelisty Purkyng

CR Ceska republika

EDTA EthyleneDiamineTetraacetic Acid, ethylendiamintetraoctova kyselina
FONS Openlims laboratorni informaéni systém

Hb hemoglobin

HBsAQ Australsky antigen

HBYV Virus hepatitidy B

HCT hematokrit

HCV Virus hepatitidy C

HIV Human Immunodeficiency Virus, virus lidské imunitni nedostatecnosti
LIS Laboratorni informacni systém

NAT nepiimy antiglobulinovy test

NRL Narodni referen¢ni laboratot

PLT krevni desticky, trombocyty

Rh faktor Rhesus faktor, krevni skupinovy systém

TP transfuzni ptipravek

TRS Transfuzni oddéleni
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