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Vysetieni darci rekonvalescentni plazmy anti-SARS-CoV-2

Abstrakt

Rekonvalescentni plazma anti-SARS-CoV-2 je plazma ziskand od darct, kteti
prodélali onemocnéni Covid-19 a vytvorili si protilatky anti-SARS-CoV-2
V dostatecném titru. V dobé pandemie Covid-19 pied zavedenim monoklonalni
protilatek a specifickych antivirotik byla rekonvalescentni plazma jednou z mala
dostupnych moznosti 1é¢by onemocnéni Covid-19.

Hlavnim tématem bakalafské prace je vySetfeni darct rekonvalescentni plazmy
anti-SARS-CoV-2. U darcu krve a jejich slozek se po odbéru vySetiuji markery
nejvyznamnéjsich infekénich chorob ptenosnych krvi a zdkladni imunohematologické
znaky. U darci rekonvalescentni plazmy se navic vySetfovalo mnozstvi protilatek
anti-SARS-CoV-2.

Teoretickd ¢ast bakalarské prace se zabyva charakteristikou onemocnéni Covid-19,
viru SARS-CoV-2, historii a soudasnosti pouzivani rekonvalescentni plazmy. Pfi
popisovani odbéra a vysetieni darc krve a krevnich slozek se zamétuje na specifika
rekonvalescentni plazmy.

Praktickd ¢ast se vénuje vySetfeni darci RP anti-SARS-CoV-2 na analyzatorech
NEO Iris a Architect i2000 SR na TRS NEMCB. Darci RP anti-SARS-CoV-2 museli
splnit stejné podminky k odbéru a vyhovét povinnym vySetfenim jako darci pfi
klasickych odbérech. Vysetfeni zahrnovala jak imunohematologickd vySetieni (krevni
skupiny ABO, RhD a screening nepravidelnych antierytrocytdrnich protilatek),
tak serologicka vysetfeni infekénich markert (anti-HIV-1 + anti-HIV-2, HIV Ag p24;
HBsAg; anti-HCV a protilatky proti puvodci syfilis). U darci RP anti-SARS-CoV-2
byly serologické testy rozSifeny jesté o prukaz protilatek anti-SARS-CoV-2.
Imunohematologické vySetfeni se provadélo na analyzatoru NEO Iris firmy APR,
infek¢éni markery na analyzatoru Architect 2000 SR firmy Abbott.

Darce rekonvalescentni plazmy bylo mozné odebrat nejdiive 14 po uzdraveni nebo
po ukonceni izolace. Tvorba protilatek zacind zpravidla kolem 2 tydnt od zacatku
onemocnéni a dosahuje maxima kolem 4.- 10. tydne, pak nésleduje pokles. Pravé
obdobi s vysokymi titry protilatek je optimalni pro odbér rekonvalescentni plazmy.
Dérce bylo mozné odebirat opakované, pocet odbérii byl limitovan postupné klesajicim

titrem protilatek. Bakalatska prace se timto tématem zabyva.



Rekonvalescentni plazma stejné jako ,klasickd“ byla podavana pacientim
kompatibilni v systému ABO. Bakalaiskd prace se zabyva frekvenci krevnich skupin

u rekonvalescentni plazmy, zda odpovidala frekvenci krevnich skupin v populaci.

Klic¢ova slova:
COVID-19, RP anti-SARS-CoV-2, protilatky anti-SARS-CoV-2, analyzator NEO Iris,
analyzator Architect 12000 SR, krevni skupiny ABO systém



Screening of donors convalescent plasma anti-SARS-CoV-2
Abstract

Convalescent anti-SARS-CoV-2 plasma is plasma obtained from donors who
experienced the disease Covid-19 and developed anti-SARS-CoV-2 antibodies in
a sufficient titer. During the Covid-19 pandemic before the introduction of monoclonal
antibodies and specific antivirals convalescent plasma was one of the few available
treatment therapy of Covid-19.

The main topic of this bachelor thesis is the examination donors of
anti-SARS-CoV-2 convalescent plasma. Blood donors and its components are examined
for markers of the most important blood-borne infectious diseases and basic
immunohematological characteristics after collection. In addition, the amount of
anti-SARS-CoV-2 antibodies was investigated in convalescent plasma donors.

The theoretical part of the bachelor thesis deals with the characteristics of the
disease Covid-19, the SARS-CoV-2 virus, the history and the present of the use of
convalescent plasma. When describing the collection and examination of blood donors
and blood components, the focus is on the specifics of convalescent plasma.

The practical part is devoted to the examination of RP anti-SARS-CoV-2 donors on
NEO Iris and Architect i2000 SR analyzers at TRS NEMCB. Donors of
RP anti-SARS-CoV-2 had to have the same conditions for collection and comply with
mandatory examinations as donors for classic collections. The examinations included
both immunohematological examinations (blood groups ABO, RhD and screening of
irregular anti-erythrocyte antibodies) and serological examinations of infectious
markers (anti-HIV-1 + anti-HIV-2, HIV Ag p24; HBsAg; anti-HCV and antibodies
against the causative agent of syphilis). In the case of RP anti-SARS-CoV-2 donors,
serological tests were extended to include the detection of anti-SARS-CoV-2 antibodies.
Immunohematological examination was performed on the NEO Iris analyzer from APR,
infectious markers on the Architect i2000 SR analyzer from Abbott.

Donors of convalescent plasma could be collected no earlier than 14 days after
recovery or after the end of isolation. The production of antibodies usually begins
around 2 weeks after the onset of the disease and reaches a maximum around the
4"M-10™ weeks, then declines. The period with high antibody titers is optimal for

collecting convalescent plasma. Donors could be collected repeatedly, the number of



collections was limited by the gradually decreasing titer of antibodies. The bachelor
thesis deals with this topic.

Convalescent plasma as well as "classic™ was administered to compatible patients
in the ABO system. The bachelor thesis deals with the frequency of blood groups in
convalescent plasma, whether it corresponded to the frequency of blood groups in the
population.

Key words:
COVID-19, RP anti-SARS-CoV-2, anti-SARS-CoV-2 antibodies, NEO Iris analyzer,
Architect 12000 SR analyzer, blood groups ABO system
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Uvod

Rekonvalescentni plazma anti-SARS-CoV-2 (RP anti-SARS-CoV-2) byla
podavéana jako novy transfuzni ptipravek v dobé pandemie onemocnéni COVID-19
kvtli absenci jiné U¢inné 1écby. Jedna se o krevni plazmu, kterd navic obsahuje
protilatky anti-SARS-CoV-2. Piedpoklady jeji ucinnosti vychazely z poznatkl z jiz
diive podavanych rekonvalescentnich plazem u jinych virovych infekci. Podani
rekonvalescentni plazmy piedstavuje zplsob pasivni specifické imunizace
s o¢ekavatelnou 1écebnou odpovédi. Jeji podani je obecné ucinngjsi u profylaxe nez
u 1é¢by jiz rozvinutého onemocnéni. Uinnost terapie zavisi zejména na mnozstvi
specifickych ~ virus  neutralizujicich  protilatek  anti-SARS-CoV-2  obsazenych
v rekonvalescentni plazmé a v€asnosti jejiho podani.

Darci RP anti-SARS-CoV-2 museli splnit stejné podminky pro odbér plazmy jako
darci pii klasickych odbérech. Rovnéz povinnd vySetfeni darcti rekonvalescentni
plazmy (RP) odpovidala vySetfenim, kterd jsou pfedepsana pro vSechny darce. Povinna
vySetfeni zahrnuji jak imunohematologickd vySetfeni (krevni skupiny ABO, RhD
a screening nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek), tak serologickd vySetfeni
infekénich markert (anti-HIV-1 + anti-HIV-2, HIV Ag p24; HBsAg; anti-HCV
a protilatky proti pivodci syfilis). U darcti RP anti-SARS-CoV-2 byly sérologické testy
roz$ifeny jesté o prikaz protilatek anti-SARS-CoV-2.

Cilem teoretické ¢asti mé prace bylo pisemné zpracovat problematiku RP v dobé
pandemie COVID-19 a v praktické casti si  osvojit vySetfeni darci RP
anti-SARS-CoV-2 na analyzatorech NEO Iris a Architect i2000 SR a provést analyzu na

vySetieni protilatek.
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1. Onemocnéni COVID-19

V ¢inské oblasti Wu-chanu byly koncem roku 2019 popsany prvni ptipady zdvazné
probihajici pneumonie nejasného piivodu. Bylo prokazano, ze pivodcem onemocnéni je
nové identifikovany beta-koronavirus, ktery byl oznacen jako SARS-CoV-2
a onemocnéni jim vyvolané jako COVID-19 (coronavirus disease 2019). Pocatkem
roku 2020 doslo k vyznamnému rozsifeni ndkazy do fady svétovych regionti, proto
Svétova zdravotnicka organizace (WHO) 30. ledna vyhlasila stav ohrozeni vetejného
zdravi mezinarodniho vyznamu a 11. bfezna Sifeni infekce oznalila za globalni
pandemii (Trojanek et al., 2020).

Prvni piipady infekce COVID-19 v Ceské republice byly diagnostikovany
1. bfezna 2020, pfi¢emz u vSech nakazenych doSlo k ndkaze pravdépodobné v Italii
(MZ CR). Od konce prosince 2019 do 6. dubna 2023 bylo celosvétové hlaseno celkem
761,401,518 ptipadt tohoto onemocnéni, z toho 6,886,987 nemocnych infekci podlehlo,
mortalita se celosvétové pohybuje okolo 0,91 % (vychdzime z hlaSenych ptipadd).
V Ceské republice bylo ke shodnému datu hlaseno celkem 4,631,804 piipadi
onemocnéni a 42,635 Gmrti v souvislosti s COVID-19, mortalita CR se pohybuje okolo
0,92 % (COVID-19: Piehled aktudlni situace v CR... MZCR, 2020).

COVID-19 se podobné jako vétSina jinych virovych respiracnich infekci se prenasi
pfedevSim kapénkovou cestou. K samotnému pienosu infekce dochazi nejcastéji
vdechnutim nebo pifimym zasaZzenim sliznic kapénkami pifi blizkém kontaktu
s infikovanou osobu nebo nepiimo kontaktem s kontaminovanymi pfedméty ¢i povrchy.
K vylucovani infikovanych ¢astic dochdzi i u jedinct s asymptomatickym pribéhem
a u nemocnych pfed rozvojem symptomud. Virus rovnéz zlstava detekovatelny
v nosohltanu 1 po Ustupu klinickych obtizi. Vylu€ovani viru je nejvyssi béhem prvniho
tydne onemocnéni a infekéni virus byl izolovan nejdéle 8. den od zacatku obtizi,
pfestoze virova RNA byla v nosohltanu pfitomna podstatné déle. Virus byl u nékterych
pacientl prokazan i ve stolici. Inkubacni doba pro onemocnéni COVID-19 je udévana
vrozmezi 1-14 dni, u vétSiny piipadii se ptiznaky projevi v rozmezi 3 az 10 dna
(Trojanek et al., 2020).

K detekci onemocnéni COVID-19 se pouzivaji rychlé antigenni testy (COVID-19
lateral flow testy) nebo PCR testy, a to predev§im ze vzorkl ziskanych z nosohltanu ¢i
respiracnich sekreti z dolnich cest dychacich. K nakaze jsou nachylné osoby vSech

veékovych skupin, nezévisle na pohlavi ¢i etnickém piivodu, pfi€emZ bylo prokazano, Ze
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u déti a mladistvych infekce Castéji probiha subklinicky ¢i zcela asymptomaticky,

o4

YV wew

urcitou roli v pritbéhu nemoci hraje i velikost infekéni davky. Nejbezngjsi symptomy
infekce jsou horecka, suchy drazdivy kasel, bolesti svali a kloubt, duSnost, unava,
bolest hlavy, bolesti v krku, ale Casté jsou i gastrointestinalni obtiZze. Relativné ¢astym
symptomem, pievazné u varianty delta, je symptom ztraty Cichu (anosmie) ¢i chuti

(dysgeuzie) (viz. obrazek ¢.1.).

COVID-19

Novel coronavirus Prevention
Coronaviruses are viruses that circulate ‘

among animals but some of them are

also known to affect humans. Avoid contact
& with sick people

The 2019 novel coronavirus

was identified in China at
the end of 2019 and is a new Wash your hands [
strain that has not with soap and water Q%

previously been
seen in humans.

If you develop cough, |
use a medical face mask

\

Symptoms

¢ FEVER 1 o
- Transmission °

0D DIFFICULTY BREATHING
VIA RESPIRATORY DROPLETS
B¢ MUSCLE PAIN i
2 1 days

;?; TIREDNESS estimated incubaﬂperiod

Obrazek ¢. 1: Infografika COVID-19,

(zdroj:https://www.ecdc.europa.eu/en/publications-data/infographic-covid-19)
Mezi nejcastéjs$i komplikace onemocnéni COVID-19 patii zavazné probihajici

pneumonie, ktera mize vést, az k t€zkému syndromu akutni dechové tisné (Acute

Respiratory Distress Syndrome, ARDS), septickému Soku, akutnimu renalnimu selhani
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¢i kardiadlnimu postizeni. Na rozdil od fady jinych infekénich nemoci je pro COVID-19
charakteristicky protahovany prib¢h, ktery vede k pozvolnému zhorSovani respiracnich
funkci. Ke komplikacim dochéazi obvykle az ve 2. tydnu trvani obtizi. Mezi hlavni
vybranych internich komorbidit, zejména arteridlni hypertenze, kardiovaskuldrni ¢i
cerebrovaskularni onemocnéni, vyssi index télesné hmotnosti (BMI) > 35 kg/m2 nebo
diabetes mellitus. Co se tyka samotné smrtnosti infekce, ta je téZ zavisla na véku
postizeného, geografické oblasti a jeho komorbiditach, obvykle byva udavana mezi 1 az
3 % (Trojanek et al., 2020).

Typické laboratorni nalezy pro onemocnéni COVID-19 jsou normalni ¢i mirné
snizeny pocet leukocytd, lymfocytopenie, u zavazné nemocnych se zvySuje hodnota
LDH, D-dimert, CRP, ptipadné i prokalcitoninu. K primdrni diagnostice onemocnéni
COVID-19 se vyuziva i metoda vypocetni tomografie (CT), senzitivita samotného
CT vysetieni pro diagnostiku COVID-19 dosahuje az 95 % (Trojanek et al., 2020).

Na zafatku pandemie onemocnéni COVID-19 byla zdkladem terapie pii
onemocnéni symptomatickd 1écba podle tize ptiznaki, od 1é¢by antipyretiky, antitusiky
az po oxygenterapii. Farmakoterapii byla rekonvalescentni plazma anti-SARS-CoV-2.
V soucasné dobé je onemocnéni COVID-19 léCeno antivirotiky a monoklonalnimi

protilatkami.
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2. Virus SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 je pfi¢inny agens onemocnéni COVID-19 (coronavirus disease
2019) a patti do celedi Coronaviridae. V roce 2019 byl identifikovan novy beta
koronavirus, ktery byl nejprve oznacen jako 2019-nCoV (novel coronavirus), a pozd¢ji
jej mezindrodni vybor pro klasifikaci virth (ICTV) pojmenoval jako SARS-CoV-2.
Koronaviry patii mezi vyznamné pivodce akutnich respiracnich infekci u zvirat 1 lidi,
u téchto infekci snadno dochazi k mezidruhovému pifenosu, coz se s nejveétsi
pravdépodobnosti stalo i u viru SARS-CoV-2. Vétsina virl z ¢eledi Coronaviridae se
uplatiiuji jako piivodci béznych a obvykle nekomplikovanych infekei hornich ¢i dolnich
cest dychacich. Avsak pocatkem tohoto stoleti se ukazalo, ze koronaviry mohou vyvolat
i epidemie zavazné probihajicich infekci. V letech 2002-2003 probéhla epidemie
onemocnéni SARS (severe acute respiratory syndrome), ktera byla vyvolana novym
vysoce patogennim koronavirem SARS-CoV, jeji smrtnost u hlasenych ptipadi byla
okolo 9,6 %. Na Blizkém vychodé byl vroce 2012 popsan vyskyt dal$i zdvazné
probihajici koronavirové infekce MERS (Middle East respiratory syndrome), u kterého
se smrtnost u hlasenych piipadi pohybuje okolo 34,4 % (Trojanek et al., 2020).

Koronaviry jsou stiedné velké obalené viry (60—140 nm), jejichZz genom je tvofen
nesegmentovanou jednovlaknovou RNA. Nézev celé celedi je odvozen od typického
vzhledu virionu v elektronovém mikroskopu, nebot’ povrchové S proteiny pfipominaji
vzhledem slune¢ni koronu pii zatméni nebo vénec (z lat. corona = koruna, vénec; (viz.

obrazek ¢.2)).

Obrazek ¢.2: Vir SARS-CoV-2,

(zdroj: https://lwww.biointeractive.org/classroom-resources/biology-sars-cov-2)
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RNA SARS-CoV-2 kdduje ¢tyti hlavni strukturdlni proteiny — S (spike, povrchovy
protein), M (membrane, transmembranovy glykoprotein), E (envelope, obalovy protein)
a N (nucleocapsid, vnitini fosforylovany nukleokapsidovy protein). Genom viru dale
koduje celkem 16 nestrukturdlnich proteini a akcesorni proteiny. Hlavnim faktorem
virulence je predevS§im povrchovy S (spike) glykoprotein, ktery vyvolava tvorbu
specifickych neutralizacnich protilatek. Tento S — protein je tvofen dvéma
podjednotkami S1 a S2 (Chen et al., 2020).

S1 podjednotka slouzi k vytvofeni vazby mezi virionem a bunéénym receptorem,
jeji struktura ovliviiuje bunéény a hostitelsky tropismus viru, zatimco druha
podjednotka (S2) se uplatiiuje pii fuzi viru s bunénou membranou. Podjednotka S1
obsahuje doménu vazajici se na receptor — RBD. Tato doména ma vysokou afinitu
K receptoru enzymu konvertujiciho angiotenzinu 2 (ACE2 — Angiotensin Converting
Enzyme 2), coz je exopeptidaza exprimovand na povrchu hostitelskych epitelovych
bunék plic, tenkého stieva a endotelu. Samotna infekce virem SARS-CoV-2 je tedy
umoznénd interakci SARS-CoV-2 RBD s virovym receptorem ACE2. Protilatky proti
RBD S-proteinu, mohou inhibovat tuto vazbu na receptor ACE2, a tim vyvolat silnou
virus neutralizujici odpovéd’. Siroké spektrum vyvijenych vakcin proti COVID-19
vyuziva anebo vyuzivalo strategie, které vyvolavaji protilatkovou odpoveéd’ na S-protein
(spike) a RBD doménu podjednotky S1(Chen et al., 2020).

Protilatkova imunitni reakce u SARS-CoV-2 je obdobna jako u jinych virovych
respiracnich infekci a spociva v tvorbé Casnych IgM, které mizi do 12. tydne,
a pozdnich IgG protilatek, které jsou specifické proti virovému S a N antigenu (Zhao
et al., 2020). V piipadé¢ bunééné imunity dochazi k vyznamnému poklesu CD4+,
a pfedevsim CD8+ T lymfocytd a NK bunék v periferni krvi, avSak zaroven byla
pozorovana 1 jejich excesivni aktivace. Pravé imunitni reakce se ziejmé& vyznamné
uplatiiuje 1 v samotné patogenezi onemocnéni COVID-19. Bylo prokézano, ze €astou
pri¢inou umrti pacientd se SARS, MERS, ale i s COVID-19, je rozvoj syndromu akutni
dechové tisné¢ (ARDS). Jedna z moznych pfi¢in rozvoje ARDS je cytokinova boufe

zpusobena dysregulovanou tvorbou prozanétlivych cytokint (Trojanek et al., 2020).

15



3. Historie rekonvalescentni plazmy

Rekonvalescentni plazma (dale jen RP) je jednou z dostupnych moznosti 1éCby
infekéniho onemocnéni. Je to krevni plazma ziskana od osob, které jiz dané onemocnéni
prodélaly, tedy od rekonvalescentli po urcité chorobé. Tento typ plazmy obsahuje
urCitou specifickou protilatku v dostatecné¢ vysokém titru. Takto podané protilatky
predstavuji pasivni zptsob specifické imunizace s ocekavatelnou lécebnou odpoveédi
a s minimalnim rizikem nezddoucich uc¢inkd. RP tedy obsahuje neutraliza¢ni protilatky
proti piislusné nemoci, které jsou pravdépodobné hlavnim zdrojem jejiho 1éebného
potencidlu. Nelze vylouc¢it ani dal$§i imunitni mechanismy, jako je protilatkami
indukovana bunécné cytotoxicita anebo fagocytdza. Nejcastéji je vyuzivana k vyrobé
specifickych imunoglobulini, které ptedstavuji G¢innou moznost terapie a profylaxe
mnoha virovych onemocnéni jakou jsou vzteklina, hepatitidy A a B a dal$i (Bohonék
et al., 2020).

RP byla v minulosti mnohokrat s ispéchem pouzivana, i piestoze informace o jeji
ucinnosti a bezpecnosti vychazely pouze z empirickych zprav. Jesté¢ delsi tradici
V terapeutickém pouziti ma hyperimunni sérum, které¢ bylo od konce 19. stoleti az do
nastupu éry antibiotik pouzivano k prevenci a 1é¢b¢ tady infekci, a to jak bakterialnich,
jako jsou pneumokokova a meningokokova onemocnéni ¢i zaskrt, tak 1 u virovych
onemocnénich, jako napiiklad pii spalnickach €i ptiuSnicich. Prvni rozséhlejsi pouziti
rekonvalescentni plazmy bylo popsano v obdobi pandemie $panélské chiipky v letech
1918-1920. V poslednich letech RP byla pouzivana mnohokrat k 1é¢bé tady
epidemickych virovych onemocnéni, jako napiiklad pfi lécbé virové horecky ebola,
ptac¢i chfipky, pandemické chiipky HINI1 a také k1é€bé mnoha dalSich infekci
(Bohongk et al., 2020).

I ptes dlouhou a Cetnou historii pouziti rekonvalescentni plazmy s pfiznivym
terapeutickym Uc¢inkem stale chybi data o jeji bezpecnosti a UCinnosti, kterd by

vvvvvv

plazmy je jeji v€asné podani a dostatecné mnoZstvi koncentrace protilatek.
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4. Rekonvalescentni plazma anti-SARS-CoV-2

4.1. RP anti-SARS-CoV-2 — novy transfuzni piipravek

Rekonvalescentni plazma anti-SARS-CoV-2 (dale jen RP anti-SARS-CoV-2) se
k 1écbé zacala vyuzivat v priabehu prvni poloviny roku 2020 v mnoha zemich po celém
svété veetné Ceské republiky. Jeji podani bylo jedno z prvnich cilenych 1é¢ebnych
postupt pii  1é¢b€é onemocnéni COVID-19. RP anti-SARS-CoV-2 je typ
rekonvalescentni plazmy ziskané od darci, ktefi onemocnéni COVID-19 jiz prodé¢lali
a ziskali tim dostatecné mnozstvi protilatek anti-SARS-CoV-2. Vyroba RP
anti-SARS-CoV-2, jeji odbéry a ziskavani vhodnych darci se stalo velmi popularni.
Zdaraziovala se jeji relativni dostupnost i nizkd a obecné zndma rizika. RP
anti-SARS-CoV-2 byla indikovana zejména u téz§ich piipada COVID-19, které
vyzadovaly oxygenaéni podporu. Pfi podédni RP anti-SARS-CoV-2 se vychazelo
onemocnéni. Koncentrace protilatek anti-SARS-CoV-2 tiidy IgG, obsaZena
Vv rekonvalescentni plazmé, se potvrdila jako dulezity faktor, ktery ma vyznamny vliv na
1é¢bu, dokonce i preziti pacientd v zavazném stavu, a také brzky cas podani této
plazmy, nejlépe do tii dnli po stanoveni diagndzy u pacienta ma vyznamny vliv na

uspésnost 1éCby (Xia et al., 2020; Joyner et al., 2020).

4.2. Ddrci RP anti-SARS-CoV-2 — kritéria pro samotny odbér

Darcem rekonvalescentni plazmy, obsahujici protilatky anti-SARS-CoV-2, mohla
byt zpocatku pouze osoba, kterd prodélala onemocnéni COVID-19, nejlépe s klinickymi
projevy, ve formé& zvySené télesné teploty a s respiraCnimi pfiznaky. Pozdé¢ji darci
rekonvalescentni plazmy, byli nejen lidé, ktefi prodélali onemocnéni COVID-19, ale
1 darci, ktefi prode€lali onemocnéni COVID-19 a zaroven byli i1 proti tomuto onemocnéni
ockovani. Mezi darci byli jedinci, kteti byli pravidelnymi dérci, ale pfichazeli i novi
darci. Odbér rekonvalescentni plazmy byl mozny nejdiive za 14 dni po uzdraveni
Z prodélaného onemocnéni COVID-19 nebo ukoncené izolace. U té€ZSich priabeht
onemocnéni se interval po uzdraveni upravoval individualné a mohl byt prodlouzen az
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1 hospitalizovan. V jihoceském kraji byli k darovani rekonvalescentni plazmy zvani
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darci ze Siroké vefejnosti pomoci kampané Ceského Gerveného kiize spolu
s nemocnicemi. Darci RP anti-SARS-CoV-2 byl nejdfive proveden laboratorni odbér
kontrolniho vzorku, ze kterého se vySetfily protilatky anti-SARS-CoV-2 a dalsi
laboratorni hodnoty jako napt. parametry krevniho obrazu, hladina krevnich bilkovin
a byla urcena krevni skupina. Pouze osoby s dostate¢né vysokymi hladinami protilatek
anti-SARS-CoV-2 a se tadné splnénymi kritérii pro odbér plazmy byly pozvany
k darovani samotné rekonvalescentni plazmy anti-SARS-CoV-2 (Doporu¢ené postupy
pro pouziti RP 2020).

Kazdy déarce RP anti-SARS-CoV-2 musel spliiovat kritéria pro darce krve a jeji
slozky podle vyhlasky ¢. 143/2008 Sb. (Vyhlaska o lidské krvi ve znéni pozdéjSich
pfedpisi). Darcem se mohl stat jedinec ve véku 18-65 let (prvodarce do 60 let)
s télesnou hmotnosti vétsi nez 50 kg, s hodnotou hemoglobinu u zen nad 125 g/l,
u muzt nad 135 g/l, s vyhovujicim krevnim tlakem a tepovou frekvenci. U darca, kteti
darovali plazmu formou aferézy, se navic sledovala hodnota celkové bilkoviny
s vysledkem > 60 g/l a hodnota IgG s vysledkem > 6 g/l. Musely byt dodrzeny také
kritéria, pro kterd mohl byt darce vylouCen. Mezi né patii zavazné chronické
onemocnéni (kardiovaskularni, gastrointestinalni, urogenitalni, respirac¢ni, imunitni,
onemocnéni CNS nebo onemocnéni hematologicka, metabolickd nebo ledvinova),
abnormalni sklon ke krvaceni, diabetes mellitus 1é¢eny inzulinem, infekéni a zhoubna
onemocnéni. PrekdZkou byl i invazivni vykon v poslednich mésicich jako operace,
endoskopicka a artroskopicka vySetfeni, t¢hotenstvi, brzkd doba po nékterych o¢kovani,
ale 1 samotny rizikovy Zivotni styl, naptiklad v podob¢ uzivani drog, atd.. O zplsobilosti
darce k odbéru a o mozném typu odbéru RP rozhodoval I€kat ze zafizeni transfuzni
sluzby. Déarce musel mit celkové dobry zdravotni stav, musel mit trvaly pobyt v CR
a platné zdravotni pojisténi.

Dalsim kritériem, pro vybér vhodnych darci rekonvalescentni plazmy
anti-SARS-CoV-2 pro ptimé klinické pouziti, bylo snizeni rizika TRALI (transfusion -
related acute lung injury). Vybér byl tedy zizen na osoby, které nemély v anamnéze
moznou HLA aloimunizaci, a to na muze bez krevni transfuze v anamnéze a Zeny bez
téhotenstvi a krevni transfuze v anamnéze, nebo darce, ktery mél negativni vysledek
z vySetfeni antileukocytarnich protilatek (negativni na protilatky anti-HLA/HPA/HNA

pomoci validovaného testu; Doporucené postupy pro pouziti RP 2020).
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4.3. RP anti-SARS-CoV-2 - odbér plazmy

4.3.1. Odbéry RP anti-SARS-CoV-2 spolecné rysy s klasickym odbérem plazmy

Kazdy odbér plazmy miize byt provadén pouze v zafizeni transfuzni sluzby
s platnym povolenim. Kritéria pro odbér krevni plazmy jsou stanovena vyhlaskou
¢. 143/2008 Sb. (Vyhlaska o lidské krvi ve znéni pozdéjSich predpisti). Plazmu lze

ziskat z odbéru plné krve anebo plazmaferézou.

4.3.1.1. Odbér plazmy z plné krve

Standardni odbér krve c¢ini 450 ml s pfipustnou odchylkou 10 % bez
protisrazlivého roztoku a darci nema byt pii jednom odbéru odebrano vice nez 13 %
vypocéteného objemu krve. Minimalni interval mezi dvéma nasledujicimi odbéry je
8 tydnu, pricemz celkovy pocet standardnich odbért provedenych v pribéhu 12 mésict
je u muzi nejvySe 5 a u Zen 4 (Vyhlaska ¢. 143/2008 Sb., VyhlaSka o lidské krvi ve
znéni pozdé&jSich predpisii). Plazma se separuje z odebrané plné krve po centrifugaci
vysokymi otackami a pretlacenim lisy do satelitntho vaku odbérové soupravy.
Z jednoho odbéru plné krve se ziské 1 transfuzni jednotka plazmy, ktera musi splnovat

kritéria kvality stanovena vyhlaskou ¢€.143/2008 Sb.

4.3.1.2 Odbér plazmy pomoci aferézy
Plazmaferéza je selektivni odbér krevni plazmy provadény pomoci specidlnich
pfistroji — separatori, kdy buné¢éné slozky krve jsou prevedeny zpét do krevniho obéhu

darce, tedy automaticka separace plazmy v extrakorporalnim obéhu (viz. obrazek ¢.3).
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Obrazek ¢.3: Plazmaferéza, (zdroj: https://www.europlasma.cz/blog.html/30 272-co-se-

deje-s-vasi-plasmou-po-odberu)

Ptfi tomto typu odbéru krevni plazmy musi darce mit hmotnost vice jak 60 kg,
dobré Zily a v poslednich dvou letech mu musel byt odebran alespon jeden béZny odbér
krve. Mnozstvi plazmy, které mize byt odebrano pti jednom odbéru bez protisrazlivého
roztoku, je nejvyse 650 ml, pokud neni podan intravendzné nahradni roztok. Mnozstvi
plazmy odebrané v jednom tydnu je nejvySe 1,5 litru. Celkovy objem plazmy bez
protisrazlivého roztoku, ktery muize byt odebran v pribéhu 12 mésict, je nejvyse 25
litrG. Minimalni interval mezi dvéma pfistrojovymi odbéry plazmy je 14 dni. I u plazmy
odebrané pomoci aferézy museji byt splnéna kritéria kvality stanovené vyhlaskou
¢. 143/2008 Sb. pro plazmu (ptiloha 4, ¢ast A a B Vyhlasky o lidské krvi ve znéni
pozdéjsich predpisil) a pfi tom to typu odbéru plazmy lze vyrobit 1-3 TU (transfuzni
jednotky).

4.3.1.3 Zamrazeni a uskladnéni plazmy

Plazma, ziskand jak z plné krve ¢i pomoci plazmaferézy, vzdy od jednoho dérce, je
zmrazena takovym zplsobem a v takové dobé od odbéru, aby labilni koagula¢ni faktory
zustaly ve funkénim stavu (tj. do 6 hodin po odbéru je zmrazena ve specialnim
- 30 °C). Kazda jednotka plazmy obsahuje stabilni koagula¢ni faktory na urovni

normalni plazmy, albumin a imunoglobuliny, miniméaln¢ 70 % ptvodniho mnozstvi

20



faktoru VIII a alesponi podobné mnoZstvi ostatnich labilnich koagulacnich faktort
a prirozen¢ se vyskytujicich inhibitorti. V plazmé se také nachdzi jen minimalni
mnozstvi bunécnych elementii. Pti teploté < -25 °C muze byt plazma skladovéana az po
dobu 3 let. Plazma pro klinické vyuziti prochazi minimalni 6. mésicni karanténou a po
této dob¢ jsou u darce plazmy opakované vysetieny povinné testy na infek¢ni markery.
Po ovéfeni vyhovujicich vysledkil infekénich markert je plazma uvolnéna z karantény
pro klinické ucely. V tomto bodu se zpracovani RP anti-SARS-CoV-2 lisi od klasického
zpracovani plazmy, viz. dale v textu (Specifikace transfuznich ptipravka pro klinické
ucely. TRS NEMCB, Plazma z aferézy Cerstva zmrazend pro klinické pouZiti.
NCB_TRS_F 578 C)

4.3.2 Specifika v odbéru RP anti-SARS-CoV-2

Zasadni rozdil mezi odbérem krevni plazmy a odbérem RP anti-SARS-CoV-2 je,
ze RP anti-SARS-CoV-2 je krevni plazmou od darce, ktery piekonal infekci
SARS-CoV-2, tedy nemoc COVID-19. U darce byly vySetfené protilatky v dostatecném
titru, tudiz kazd4d jednotka této plazmy obsahovala specifické protilatky
anti-SARS-CoV-2. RP anti-SARS-CoV-2 byla odebirana v obdobi v maximalni
predpokladané produkci virus neutralizacnich latek, nejcastéji v rozmezi 4-10 tydnt po
vymizeni klinickych pfiznakii. Aby plazma nemusela prochazet 6. mési¢ni karanténou
a mohla byt pouZita co nejdiive, fada transfuznich oddéleni, jako napiiklad TRS
NEMCB vyrabélo RP anti-SARS-CoV-2 patogen inaktivovanou. Plazma byla oSetiena
validovanou metodou inaktivace patogeni. Metoda musela byt schvalena pro dané
zaiizeni transfuzni sluzby od SUKL. Na TRS NEMCB se patogen inaktivace provadéla
pomoci riboflaminu a UV zafeni. Tak to upravend RP anti-SARS-CoV-2 mize byt
skladovana pfi teploté < -25 °C po dobu 2 let (Specifikace transfuznich pfipravki pro
klinické ucely. TRS NEMCB, Plazma z plné krve rekonvalescentni anti-Sars-cov-2
patogen inaktivovand. NCB_TRS_F _578_C).

V dobé¢ pandemie COVID-19 jedno zmnoha doporucenich umoznovalo
u RP anti-SARS-CoV-2 pro klinické pouziti v pfipadé nedostatku a nutnosti
uptednostnit 1écbu pacientll, moZnost zkraceni minimalniho intervalu mezi jednotlivymi
piistrojovymi odbéry plazmy ze 14 dni na 7 dni, s maximalnim poctem provedenych
4 odbért ve zkraceném intervalu a za dodrzeni celkového poctu max. 24 odbért

Vv pritbéhu 12 mésicti a pii neustalé kontrole hodnot celkové bilkoviny a IgG u darce RP
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(Doporuceny postup pro pouziti rekonvalescentni plazmy v 1é€bé dospélych pacientli

s COVID-19, verze 2, 13.10.2020).

4.4. Laboratorni vysetieni darce RP anti-SARS-CoV-2
Pti kazdém odbéru od darce se provadi vysetieni diagnostickych vzorka, ziskanych
v pribéhu odbéru. Tato vySetfeni se daji rozdélit do dvou skupin, a to na

imunohematologicka vysSetfeni a na vySetieni infek¢nich markert.

4.4.1. Imunohematologicka vyseti‘eni darcii krve a krevnich sloZek

Imunohematologické vysetieni darci krve a krevnich slozek tvofi soucast kritérii
pro propusténi transfuznich piipravkl pro 1é€ebné pouZiti a suroviny pro dalsi vyrobu
a provadé¢ji se pii kazdém odbéru. Darci rekonvalescentni plazmy se vySetfovali jako
bézni darci dle doporuceni spolecnosti pro transfuzni 1ékarstvi. Z odbérti darcii RP
zplné krve se vyrobily a pouzivaly erytrocytarni, ev. i trombocytarni transfuzni
ptipravky. Imunohematologické vysetieni se tedy provadélo v plném rozsahu (CLS
JEP ¢. STL2012 09 doporucené postupy: Imunohematologicka vysetreni darcu krve
a krevnich slozek).

Pro potteby pouziti krevni plazmy je zdsadni vySetfeni krevni skupiny a vySetteni
nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek. U kazdého odbéru se provadi vySetfeni
krevni skupiny ABO RhD a screening nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek
proti erytrocytim. U kazdého darce se stanovi Rh fenotyp (C,c,E,e) a antigen Kell,
v ptipad¢ nalezu Kell pozitivity se vySetfuje 1 Cellano.

Imunohematologické vysetfeni novych darci se od darci z opakovanymi odbéry
1181, je podrobné&jSim a §irsi. U novych dérct krve a krevnich slozek se vySetieni ABO
provadi 2x ze dvou nezavislych vzorkl. Alespont jedno vySetfeni musi zahrnovat
stanoveni antigenl erytrocytdl i stanoveni protilatek proti nim. Druhé vySetieni ABO
muze zahrnovat pouze urceni antigent. U opakovanych darcu krve a krevnich slozek se
standardné vySetiuji alespoil antigeny erytrocytl (1x), za druhé vySetteni se povazuje
vysledek vysetfeni v databazi z predchozich odbéri. Je nutné zajisténi shody vysledku
vySetieni krevni skupiny sudaji v databazi. K vySetieni se pouzivaji minimalné
diagnosticka séra anti-A a anti-B, diagnostické erytrocyty Al, B (CLS JEP &. STL 07,
verze 4 (2019 09), doporucené postupy: Zdkladni imunohematologickd laboratorni

vySetreni cervené rady — obecné zdasady a technické postupy).
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Antigen D se u novych darcii vySetfuje také 2x ze dvou nezavislych vzorkd.
Pouzivaji se diagnostickd séra anti-D tfidy IgM s dvéma riznymi klony, zaroven se
zafazuje kontrola falesné pozitivity (Rh kontrola). U dérct (na rozdil od pacientl) se
pouzivaji diagnosticka séra, ktera zachytavaji variantu DVI. U Rh negativnich darcii se
vySetfuje slabé/variantni D. U opakovanych dérct se pouziva diagnostické sérum anti-D
tiidy IgM a zafazuje se kontrola falesné pozitivity (,Rh kontrola®). Za druhé
(referencni) vySetfeni se povazuje vysledek vysetieni v databazi z predchozich odbért.
Neprovadi se jiz vySetieni slabého D.

U nového darce erytrocytl (plné krve, erytrocytii z aferézy) se provadi vysetfeni
Rh fenotypu (C, c, E, e), které se jesté 1x ovétuje pii nasledujicim odbéru nebo lze
vySetfit u prvodarce z druhého nezavislého vzorku. Nevyzaduji se dva rtizné klony
diagnostickych sér dané specifity. Doporucuje se 1 vySetfeni antigenu Cw. Stejné jako
u Rh fenotypu se u kazdého nového dérce erytrocyti (plné krev, erytrocyty z aferézy)
doporucuje stanovit ptitomnost ¢i neptitomnost antigenu Kell, ktera se jesté 1x ovefuje
pfi nasledujicim odbéru nebo lze vysSetfit u prvodarce z druhého nezavislého vzorku.
V ptipadé ndlezu Kell pozitivity se stejnym zplsobem vySetfuje i antigen Cellano
(CLS JEP & STL2022 16, verze 1 (2022_06_01), doporugené postupy Transfuze — ABO
systém a antigen D).

U kaZzdého odbéru se provadi vySetfeni piitomnosti nepravidelnych protilatek
pifiméfené citlivou metodou se zaméfenim na zachyt klinicky vyznamnych protilatek,
predev§im anti-D. K vySetfeni se mohou pouzit diagnostické erytrocyty ve smeési.
V ptipadé pozitivniho vysledku screeningového vySetfeni nepravidelnych protilatek
proti erytrocytum je vhodné provést identifikaci protilatky(-ek). Na TRS NEMCB se
imunohematologicka vysetfeni darcti krve a jejich slozek provadi na analyzatoru NEO

Iris.

4.4.1.1. Analyzdator NEO lIris

NEO Iris je mikroprocesorem fizeny analyzator pro plnou automatizaci
imunohematologickych in-vitro diagnostickych testi lidské krve za pouziti formatu
zalozeném na mikrotitranich deskach (viz. obrazek ¢.4). NEO Iris automaticky provadi
testy, interpretuje vysledky a zpracovava ziskana data. Mezi metody, které mohou byt
analyzatorem NEO Iris provadény, patii vySetfeni krevni skupiny ABO a typovani

antigenu Rh D, screening a identifikace IgG antierytrocytarnich protilatek, vySetieni
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kompatibility a vysetfeni erytrocytarniho fenotypu. NEO Iris pracuje jako uzavieny
systém, je to tedy robotizovany systém naprogramovany k manipulaci s mikrotitraénimi
deskami, s tekutinami kapalnych reagenti a krevnich vzorkli z/do riznych zasobnikt
a pracovnich oblasti pro danou metodu ve spravném potadi, jako napiiklad prostor pro
vkladani vzorkl, pozice inkubatori, promyvaci jednotka mikrodesticek, centrifuga

a kamerovy reader.

—
IMMUCOR

Obrazek ¢.4: Analyzator NEO lIris, (zdroj: autor)

Mikrodestickovy reader analyzatoru NEO Iris pouziva CCD kamery pro zachyceni
obrazu mikrodesti¢ky ze spodni strany. Programové vybaveni analyzatoru NEO Iris
vypocte reakéni hodnotu pro kazdou jamku na zakladé¢ multiparametrové analyzy
obrazu a poté pfifadi vysledek a interpretaci jamkam na zaklad¢ pieddefinovanych
kritérii spojenych s vypoctenou reakéni hodnotou.

Pro identifikaci reagentd, mikrodesti¢ek a vzorkll pouziva NEO Iris ¢arové kody.
Pouzitim technologie c¢arovych kodt se zvySuje pocet krokd, které mohou byt
automatizovany, a také dochazi ke snizeni moznych manipulaénich chyb. Carové kody
vzorkll jsou umistény na zkumavkach vzorkli a oznacuji ID vzorku a mohou byt
propojeny s informacemi o daném vzorku v LIS. Pro vkladani a vyjimani vzorkd
a reagenti pouziva NEO Iris zasobniky. NEO Iris je navrZzen tak, aby bylo mozné
dopliovat zdroje a spoustét nové metody bez pieruseni provadeéni jiz spusténych, anebo
planovanych metod — nepfetrzity piistup. Do pfistroje je mozné vloZzit soucasné az 176
vzorkli. Pro maximalni efektivitu umi moduly analyzatoru soucasné pipetovat,
inkubovat, centrifugovat a odecitat kontrolni reakce a vysledky, a ma také schopnost

dynamického planovace se statimovou funkci. Analyzator NEO Iris ma vlastni
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centrifugu, promyvacku, reader se dvéma CCD barevnymi kamerami, inkubator,
pipetor, prostory pro vkladani vzorkd, diagnostik a reagencii s integrovanymi ¢teckami
c¢arovych kodi, prostor pro vkladani mikrotitratnich desek, transportni modul
mikrotitracnich desek, ¢teCku carovych kodi mikrotitratnich desek a PC vcetné
obsluzného, vyhodnocovaciho a fidictho SW. Pro komunikaci s obsluhou slouzi
obsluzny pocita¢ PC, ktery ma LCD monitor s dotykovou obrazovkou, umoziuje
propojeni s nemocni¢nim externim informacnim systémem LIS i1 komunikaci se

samotnym analyzatorem NEO Iris. (NCB_TRS SOP NEO Iris UzZivatelsky manudl).

4.4.2 VySetieni infekénich markerii a protilatek anti-SARS-CoV-2 u ddrcit krve
a krevnich sloZek

Zakladem laboratorniho screeningu darci krve a krevnich slozek na infekéni
markery jsou serologickd vySetfeni, kterd zjiStuji pfitomnost protilatky na infekéni
agens nebo pfitomnost specifického antigenu. VSechny tyto postupy jsou zatiZzeny
rizikem diagnostického okna, tj obdobi, kdy ndkazu nelze provedenym testem prokazat,
piestoze virus je v organismu pfitomen. Jednou z moznosti, jak dosdhnout snizeni rizika
diagnostického okna, je zavedeni NAT (Nucleic acid testing — vySetfeni zjist'ujici pfimo
pfitomnost nukleové kyseliny daného viru). Vyssi citlivost NAT umoZziuje zkraceni
diagnostického okna. V soucasné dobé& jsou ukonCeny pfipravy novely Vyhlasky
o lidské krvi, kde vySetteni infekénich markerii pomoci NAT bude povinné.

Vysetfeni infekénich markerd je soucast kritérii pro propusténi transfuznich
ptipravkl pro lécebné pouZiti nebo suroviny pro dalsi vyrobu a provadéji se pii kazdém
odbéru. U darci RP anti-SARS-CoV-2 byla tato kritéria rozSifena jeSté o vySetieni
protilatek  anti-SARS-CoV-2. Znamky infekce byly vySetfovany u  darcid
rekonvalescentni plazmy jako u béznych darcti plazmy dle doporuceni spolecnosti pro
transfuzni Iékatstvi.

Krevni transfuzi miize byt pfeneseno jakékoli infekéni agens, které se v dobé
odbéru vyskytovalo v krevnim obcéhu darce, nebo infekéni agens, jimZz byla
kontaminovéna krev pifi odbéru nebo zpracovani. Z praktického hlediska maji nejvetsi
vyznam infekce, které v dob¢é odbéru nevyvolavaji u darce zjevné ptiznaky, a nejsou
tedy rozpoznany. Transfuzi pfenosné infekce se projevuji jako pozdni komplikace
transfuze. Jejich ptedstaviteli jsou pirevazné virové infekce. Mezi doposud znamé virové

infekce potencialné pienosné transfuzi patii napiiklad hepatitis A, hepatitis B,

25



hepatitis C, hepatitis E, virus HIV 1,2, HTLV I a II, CMV, lidsky parvovirus B 19, virus
zapadonilské horecky. Dalsi mikrobidlni agens predstavuje Treponema pallidum ¢i jiné
bakteridlni infekce (CLS JEP &. STL2009 05 ze dne 15. 5. 2009 verze 2 (2012_01),

doporucené postupy: Vysetrovaini znamek infekce u darcii krve a krevnich slozek).

4.4.2.1. VysSeti‘eni infekcnich markerii u darcit krve a krevnich sloZek

Vysetteni znadmek infekce u déarch krve a jejich slozek stanovuje vyhlaska
¢. 143/2008 Sb. (v platném znéni). VySetfeni jsou zamétena na specifické sérologické
markery infekce HIV, HBV, HCV a syfilis, tedy na anti-HIV-1 + anti-HIV-2,
HIV Ag p24; HBsAg; anti-HCV; protilatky proti pivodci syfilis. Néktera zatizeni
v Ceské republice navic vysetfuje i antigen HCV kombinovanych testem (HCV Ab/Ag)
a protilatky anti-HBc u hepatitidy B.

V piipad¢ reaktivity nebo hrani¢niho vysledku nékterého z vySetieni se vzorek
vySetfuje v dubletu, pfi opakované reaktivité neni povoleno pouzit transfuzni pripravky
ani suroviny pro dalsi zpracovani z daného odbéru. Kazdy opakované reaktivni nebo
opakované hrani¢ni vzorek musi byt odeslan ke konfirmaci do nérodni referencni
laboratofe. Konfirmacdni vysetieni opakované reaktivnich vzorki je v Ceské republice
povinné. Pozitivni vysledek vySetieni infekénich markerti se vzdy oznamuje darci
a zaroven se zpétné ovétuje osud transfuznich ptipravki 1 suroviny pro dalsi zpracovani
pochazejicich z ptedchozich odbéri téhoz darce (look-back).

Ke kazdému dokoncenému odbéru se uchovava archivni vzorek (plazma nebo
sérum o objemu 0,5 ml) zptisobem, ktery umoznuje jeho nasledné vySetteni v ptipadé
pochybnosti. Archivni vzorek se uchovava po dobu nejméné 1 roku po uplynuti doby
pouzitelnosti transfuzniho pfipravku s nejdelsi dobou pouZitelnosti vyrobeného
z daného odbéru.

K testovani se pouziva sérum ¢i plazma dérce. Pro odbér nesrazlivé krve je vhodné
pouzit jako protisrazlivé prisady EDTA (chelatonan) ¢i heparin. Pfi odbéru se dba na to,
aby vzorek nebyl nepfiméfené nafedén (napf. antikoagulacnim roztokem z odbérové
soupravy). Vzorky se odeberou v den darovéani krve nebo jeji slozky. V odiivodnénych
a dokumentovanych piipadech je mozno odbér vzorkii provést nejdéle 7 dni pred
darovanim krve nebo jeji slozky (CLS JEP & STL2009 05 ze dne 15. 5. 2009 verze
2 (2012_01), doporucené postupy: VysSetiovani znamek infekce u darcu krve a krevnich

slozek).
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4.4.2.2. Vyseti‘eni protilatek anti-SARS-C0oV-2 u darciui krve a krevnich sloZek

Aby krevni plazma mohla byt oznacovana za RP anti-SARS-CoV-2, musela byt
ziskéna od darce, ktery piekonal infekci SARS-CoV-2, tedy onemocnéni COVID-19.
Darce také musel byt vySetfen na protilatky anti-SARS-CoV-2 a tyto protilatky musely

byt prokazany v dostatecném mnozstvi.

4.4.2.2.1. Zavedeni a vyuZiti virus neutralizacniho testu SARS-CoV-2

Na pocatku byl prokazan dostatecny titr protilatek anti-SARS-CoV-2
pro rekonvalescentni plazmu pomoci virus neutraliza¢niho testu. Virus neutralizacni test
(VNT) je zlaty standard v sérologii virl, slouzi k vySetfeni protildtek proti danému
agens. Principem virus neutraliza¢niho testu je inhibice cytopatického plisobeni viru na
bunky v disledku ptitomnosti neutralizacnich protilatek ve vzorku. Pro test in vitro se
pouziva tkanové kultury bun¢k vnimavych k infekci a virus SARS-CoV-2. Je to funkéni
biologicky test s naroky na zplisob provedeni a ¢as. Jedna se o test s relativné malou
kapacitou poctu vySetfovanych vzorki, ktery probihd 5 dnii. Lze jej provadét pouze
Vv laboratofich s bezpe¢nostnim rezimem BSL-3 nebo BSL-4, takovéto podminky bézné
laboratofe nemocnic ¢i laboratofe zatizenich transfuznich sluzeb nespliuji (Kabickova
et al., 2020). Takto vybavenych biologickych laboratofich je v CR pouze nékolik,
naptiklad pracoviité Akademie véd v Ceskych Budgovicich. Vysledek virus
neutraliza¢niho testu slouzil pro vybér vhodnych darct pro RP anti-SARS-CoV-2. Proto
bylo potieba hledat adekvatni korelace mezi virus neutralizaCnim testem a rutinnimi
serologickymi testy pro stanoveni specifickych protilatek, zejména tfidy IgG (Enterova

a Azeem, 2022).

4.4.2.2.2. Serologické testy — S-Protein SARS-CoV-2 viru

Protilatkova imunitni reakce u SARS-CoV-2 je obdobna jako u jinych virovych
respiracnich infekci a spo€ivd v tvorbé casnych IgM, které mizi do 12. tydne,
a pozdnich IgG protilatek, které jsou specifické proti virovému S a N antigenu.
S-protein (spike) SARS-CoV-2 viru, je jeden ze Ctyf hlavnich strukturalnich proteind
kédovanych RNA SARS-CoV-2 virem. Jedna se o povrchovy glykoprotein, ktery je
hlavnim faktorem virulence a vyvolava tvorbu specifickych neutraliza¢nich protilatek

(Trojanek et al., 2020). Sérologické testy prokazuji vazbu IgG protilatek na doménu
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virového spike-proteinu (anti-spike ectodomain, analyzator Architect 2000 SR) nebo na
receptorovy protein (receptor-binding protein; techniky ELISA, CLIA). Po nalezeni
a potvrzeni korelace mezi virem neutralizatnim testem a sérologickymi testy, zacaly
sérologické testy nahrazovat virus neutralizacni test pfi vySetfeni prukazu protilatek
anti-SARS-CoV-2 u darcu. Protilatky anti-SARS-CoV-2 se spolu s infekénimi markery
nyni vysetfuji pomoci sérologickych test, na TRS NEMCB na imunochemickém

analyzatoru Architect 12000 SR.

4.4.2.3 Analyzator Architect i2000 SR

Analyzator Architect 12000 SR je imunochemicky analyzator pracujici na principu
chemiluminiscence. Na TRS NEMCB se pouziva k sérologickému vySetieni infek¢nich
markert u infekci HIV, HBV, HCV a syfilis (protilatek anti — HIV-1/anti-HIV-2,
antigenu HIV p24, antigenu HBs, anti-HCV a protilatek proti TP — ptvodci syfilis),
a také k prukazu protilatek anti-SARS-CoV-2. VSechna tato vySetfeni u vzorku mohou
probihat soucasné. Analyzator Architect zpracovava vzorky plazmy nebo séra darce.
Jednotlivé vzorky jsou identifikovany pomoci ¢arovych kodi a do analyzatoru jsou
vkladany pomoci nosict. Tento typ analyzatoru ma prostor pro umisténi statimovych
vzorki k pfednostnimu vySetfeni a automatické zpracovani vzorka dle pokynt obsluhy.
Analyzator Architect 2000 SR provadi zcela automaticky jednotlivé testy, kontroluje
podminky testl pro jednotlivé vzorky, je schopen vytadit vzorky do ,,Nedokonceno* pfti
nesplnéni podminek pro dané vySetfeni a upozornit na to obsluhu. Dané testy dokaze
vyhodnotit, ulozit jednotlivé vysledky testl, pfipravit je pro tisk i je vytisknout dle

pokynti obsluhy.
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Obrazek ¢. 5: Analyzator Architect i2000 SR,
(zdroj: https://lwww.invitro.md/pagins/text-page/83)

Mezi nejdualezitéjsi ¢asti analyzatoru Architect 12000 SR patii procesni centrum,
které mtze byt lokalné fizeno klavesnici modulu nebo pies monitor analyzatoru. Tato
¢ast analyzatoru je rozdélena na hardwarové soucdsti pro vzorky, které slouzi
k nasavani a davkovani vzorki, na hardwarové soucasti pro reagencie, které slouzi
k nasavani a davkovani reagencii a na hardwarové soucasti procesni casti, které slouzi
k polohovani reakénich nadobek pro nasavani vzorkl a reagencii, michani, oplachovani
a zpracovavani metodou CMIA (chemiluminiscenéni imunoanalyza na mikroc¢ésticich).
Zde se nachazi také CMIA optika, kterd slouzi k méfeni chemiluminiscenénich emisi
vyzatovanych reakénimi nadobkami a pozdéjsi vystupni udaje jsou vypocitavany na
zakladé zachycenych emisi. Soucasti analyzatoru je také barevny dotykovy monitor,
s klavesnici a my$§i (NCB_TRS SOP 13 210 A, Obsluha analyzatori ARCHITECT
i2000 SR ai1000 SR).

4.5. RP anti-SARS-CoV-2 — uvolnéni k pouZiti, indikace a podani....

Propusténi transfuznich ptipravki (vcetné rekonvalescentni plazmy) k pouziti
muze provadeét jenom ,kvalifikovana osoba®“. Pii propousténi se ovéiuje, ze darce
splinoval dana kritéria, odbér a zpracovani prob&hly bez zavad, vysledky laboratorniho
vySetieni odpovidaji pozadavkim.

U rekonvalescentni plazmy navic byla dalezitym parametrem pro uvolnéni pro

klinické pouziti hodnota protilatek anti-SARS-CoV-2. Na pocatku bylo stanoveno, Ze
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RP anti-SARS-CoV-2 by méla obsahovat protilatky anti-SARS-CoV-2, jejichz
koncentrace je ve virus neutralizacnim testu v titru > 1:320 a 1é¢ebna dévka byla urcena
na 400-500 ml, tedy 2 TU plazmy (200-250 ml /1 TU). Pozdé&ji se ucinné mnozstvi
protilatek anti-SARS-CoV-2, které bylo potieba pro vydani RP k 1é¢bé, snizilo na titr
0 hodnoté¢ >160 v pfipadé nedostupnosti RP, mohla byt dokonce pouzita
I RP anti-SARS-CoV-2 s hodnotou titru > 80. Diivodem pro upravu limitniho titru VNT
byl, zejména na zaCatku pandemie, relativné maly pocet darcti s dostateCnou
protilatkovou odpovédi. U serologickych testli se hledala korelace s VNT (Bohon¢k
et al., 2020 a 2021; Doporucené postupy pro pouziti RP v 1é¢bé dospélych pacientti
s COVID-19).

RP anti-SARS-CoV-2, ktera byla vydavana k 1é¢bé pacienta, méla mit tedy co
nejvyssi dostupny titr protilatek anti-SARS-CoV-2 a transfundované davka plazmy byla
urena podle jejiho titru neutralizacnich protilatek a objemu plazmy piijemce. Pro
transfuzi bylo nutné pouzit plazmu kompatibilni v systému ABO, napiiklad plazma
skupiny 0 byla uréena pouze pro ptijemce skupiny 0, plazma skupiny A a B mohla byt
téz aplikovana pacientim skupiny 0 a plazma AB, mohla byt pouZzita pro vSechny
pacienty vSech krevnich skupin, tedy i pro pacienty sneznamou krevni skupinou.
U odebrané¢ RP nebylo mozné splnit podminky 6meési¢ni karantény, proto ncktera
zafizeni transfuzni sluzby zafadila do procesu vyroby postup patogen inaktivace
plazmy. Po pfidani fotoaktivniho ¢inidla a nasledném ozafeni UV paprsky dojde
k ireverzibilnimu naruseni Sroubovice nukleové kyseliny ptipadného infekéniho agens.
Na TRS NEMCB se portidil systém Mirasol (Terumo), ktery jako fotoaktivni ¢inidlo
pouziva riboflavin.

Pro kazdy transfuzni pfipravek produkéni zatizeni transfuzni sluzby vydava tzv.
specifikaci transfuzniho pfipravku (piibalovy letdk). Specifikace jsou dostupné vSem
klinikim na webovych strankdch produkéniho zafizeni, obsahuji zékladni informace
o transfuzni piipravku — vyrobce, definice, vlastnosti, kontrola jakosti, pokyny pro
pouziti, indikace, nezadouci u&inky apod (CLS JEP & STL2015 12,
verze 3 (2022_05_01), Doporucené postupy pro podani transfuznich pripravki,
Specifikace transfuznich pfipravkt pro klinické ucely. NCB_TRS F 578 C Plazma

z aferézy reconvalescentni anti-Sars-cov-2 patogen inaktivovana).
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5. Cile prace a hypotézy

5.1. Cile prace

1. Literarné¢ zpracovat problematiku rekonvalescentni plazmy v dobé pandemie
COVID-19.

2.  Prakticky si  osvojit  vySetfeni  darci  rekonvalescentni  plazmy

anti-SARS-CoV-2 provést analyzu na vySetieni protilatek.

5.2. Hypotézy:
1. Mnozstvi protilatek anti-SARS-CoV-2 se s postupem casu a poctem odbért Snizuje.
2. Frekvence krevnich skupin u darci rekonvalescentni plazmy odpovida frekvenci

vyskytu krevnich skupin v populaci.

6. Metodika

Prakticka ¢ast mé bakalarské prace byla provedena na TRS NEMCB. Veskera data,
kterd jsem vyuzila ke statistickému zpracovani, jsem ziskala ze zdznami laboratote.
Kapitola je rozdélena na dvé casti. Prvni c¢ast se zabyva serologickym testem
provadénym na imunochemickém analyzatoru Architect i2000 SR Aboott k prukazu
protilatek anti-SARS-CoV-2. Ve druhé ¢asti popisuji imunohematologické vySetieni
krevnich skupin ABO u darcti krve a krevnich slozek (tj. i darct RP), které bylo

stanovovano na analyzatoru NEO Iris APR.

6.1. Stanoveni protildatek anti-SARS-CoV-2 IgG u darcii RP anti-SRAS-CoV-2 pomoci
analyzdtoru Architect i2000 SR

Architect 12000 SR: imunochemicky analyzator pracujici na  principu

chemiluminiscence.

Metoda:

Metoda SARS-CoV-2 I1gG Il Quant, je chemiluminiscenéni imunoanalyza na
mikroc¢asticich (CMIA — Chemiluminescent Microparticle Immunoasssay), ktera se
pouziva ke kvalitnimu i kvantitativnimu stanoveni protilatek IgG proti SARS-CoV-2
Vv lidském séru a plazmé. V kombinaci s klinickymi projevy a dal$imi laboratornimi

testy se pouziva ke stanoveni diagnézy infekce SARS-CoV-2. Také se pouziva pii
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hodnoceni imunitniho stavu jedincl pomoci kvantitativniho méteni protilatek IgG proti

doméné¢ vazajici se na receptor S-proteinu SARS-CoV-2.

Princip metody:

Jednd se o automatizovanou dvoukrokovou imunoanalyzu, kterd vyuziva
technologii chemiluminiscen¢ni imunoanalyzy na mikrocasticich (CMIA). Vzorek,
paramagnetické mikrocastice potazené¢ antigenem SARS-CoV-2 a fedici roztok se
michaji a inkubuji. Protilatky 1gG proti SARS-CoV-2 piitomné ve vzorku se navazi na
antigen SARS-CoV-2 na mikrocasticich. Smés se promyje a pfida se konjugat protilatek
proti lidskému IgG znaceny akridiniem, ¢imz vznikne reak¢ni smés a ta se inkubuje. Po
promyvacim cyklu se pfidaji roztoky Pre-Trigger a Trigger. Vysledna
chemiluminiscen¢ni reakce se méii v relativnich svételnych jednotkach (RLU —
Relative Light Units). Mezi mnozstvim protilatek IgG proti SARS-CoV-2 a signalem

v jednotkach RLU detekovanych optikou systému existuje pfima amérnost.

Vzorky:

Krevni plazma ¢i krevni sérum, které jsou uchovavany pfi teploté 2-8 °C. Pokud
vzorky nejsou vySetfeny do sedmy dnd, odsaje se plazma nebo sérum a uskladni se pfi

teploté -20 °C a niZsi.

Diagnostika a chemikalie:

SARS-CoV-2 IgG Il Quant Reagnet Kit:

Soucasti soupravy:

Microrarticles — 1 lahvic¢ka (6,6ml) na 100 testi (purifikovany rekombinantni antigen
SARS-CoV-2 na mikrocasticich v TRIS pufru se surfaktantem), konzervace: ProClin
950 a azid sodny

Conjugate — 1 lahvicka (5,9ml) na 100 testi (konjugat protilatek proti lidskému IgG
(mysi monoklonalni) znaCeny akridiniem v MES pufru se surfaktantem a proteinovym
stabilizadtorem), konzervace ProClin 300 a antimikrobialni latky

Assay diluent — 1 lahvicka (7,9ml) (MES pufr s proteinovymi (bovinnimi) stabilizatory),
konzervace: ProClin 300 a ProClin 950
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SARS-CoV-2 IgG Il Quant Control Kit:
lahvicky (kazda po 4ml, konzervace: azid sodny, antimikrobidlni latky)
Negativni kontrola — obsahuje negativni lidskou plazmu

Pozitivni kontrola 1 a Pozitivni kontrola 2 — obsahuji lidskou plazmu pozitivni na

SARS-CoV-2 IgG

Tabulka ¢.1 Rozmezi hodnot anti-SARS-CoV-2 1gG kontrol:

Kontrola AU/ml
Negativni <18,0
Pozitivni 1 91,3 -240,7
Pozitivni 2 331,4-873,6

Zdroj: NCB_TRS_SOP_20_211_B Vysetieni anti-SARS-CoV-2 11 Quant

SARS-CoV-2 IgG Il Quant Calibrator Kit:

CAL A — obsahuje fosfatovy pufr a proteinovy stabilizator

CAL B — CAL F — obsahuji anti-SARS-CoV-2 IgG (myS$i, monoklonélni) ve
formatovém pufru s proteinovym (bovinnim) stabilizatorem

Kalibratory obsahuji rtizné koncentrace anti-SARS-CoV-2 19G.

ARC Probe Conditioning Solution (promyvaci roztok jehly vzorkového pipetoru)

1 baleni — 4 lahvicky po 25ml

Obsahuje rekalcifikovanou lidskou plazmu.

Pouziti: pti provadéni nékterych postupti tdrzby pro promyti jehly vzorkového pipetoru

po ¢isténi, aby nedochazelo k nespecifickému navazani analyta v jehle.

ARC Pre-Trigger

1 lahev 975ml, ¢erna barva lahve

1,32 % roztok peroxidu sodné¢ho

Pouziti: k odstépeni akridiniového barviva z konjugatu navazaného na mikrocastice.

Tento proces pfipravi akridiniové barvivo na pfidani Triggeru.
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ARC Trigger:
1 ldhev po 975 ml, ptirodni barva lahve
0,35 N roztok hydroxidu sodného

Pouziti: k vyvolani chemiluminiscenc¢ni reakce, ktera umoznuje provést kone¢né Cteni.

ARC Concentrated Wash Buffer (koncentrovany promyvaci pufr)

Dodavéan v litrovych lahvich.

Pted pouzitim musi byt nafedén, obsahuje fyziologicky roztok s fosfatovym pufrem.
Pouziti: jako koncentrovany promyvaci pufr, pied pouzitim se fedi

V Pribéhu zpracovani metody je pumpovan do vzorkového a reakéniho procesu obou
mycich zon a mize byt dopliovan v pribéhu cinnosti  analyzatoru

(NCB_TRS_SOP_20 211 B, Vysetieni anti-SARS-CoV-2 1l Quant).

Dalsi potiebné piistroje a potiebny material:

Laboratorni centrifuga
Pipety a $picky k pipetdm
Reakéni zkumavky a nadobky

Septa a vyménitelna vicka

Piiprava krevni vzorku a reagencii:

Z vakuet skrvi darci odstranime vicka. Centrifugujeme po dobu 20 minut pfi
otaCkach 3500-4000 ot./min. Pfed vlozenim vzorki do analyzatoru musime odstranit
pfipadné bubliny ¢i pénu ve vzorku.

Pfed prvnim vloZenim reagen¢ni soupravy do pfistroje musime obsah lahvicky
s mikro¢asticemi promichat opatrnym pfevracenim asi 30x, aby se rozptylily
mikrocastice, které se béhem piepravy mohly usadit. Z lahvic¢ek reagencni soupravy
odstranime uzavéry a nasadime septa, které brani odpafovani a kontaminaci reagenci.
Reagencie ziistavaji v analyzatoru do svého vypotiebovani pii konstantni teploté nebo

jsou vyjmuty z analyzatoru a skladovany v chladnicce ve svislé poloze.

Vlastni vyS$etteni:

Cel¢ vySetfeni se provadi na analyzatoru Architect. Analyzator provadi

automaticky celé vySetieni vcetné¢ vyhodnoceni a kontrolnich mechanismi. Pied
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zahdjenim vySetfeni kontrol i vzorkii zkontrolujeme stav zasob roztokli a reagencii.
Podle potieby doplnime. Pied zacatkem samotného vysetfeni krevnich vzorkt je modul
podavace a modul analyzatoru v rezimu zastaven. Analyzator pievedeme do pracovniho
rezimu a provedeme vySetieni kontrol. Postupné zadame pozadavky. Vlozenim
reagencii do analyzatoru se spusti kontroly pro jednotlivé testy. Po vyhovujicim
vyhodnoceni kontrol muzeme zacit s vlastnim vySetfenim vzorkli. Vzorky muzeme
zadat jako zadani jednotlivych vzorkli — na monitoru ozna¢ime Objednavky (po jednom
vzorku, moznost vkladani statimovych vzork) ¢i jako zadani celé davky — na monitoru
od klikneme Objednavky — Dévka (vice vzorki najednou, nelze vkladat do statimové
casti).

U vSech zadavanych vzorkl si musime pohlidat jejich spravnou pozici ve stojanku.
Samotné vySetfeni se spusti vloZenim stojankdi se vzorky do pfistroje. Konecné
vysledky se postupné objevuji na monitoru ve slozce piehled vysledkt, vysledky
zkontrolujeme a uvolnime, na konci pracovniho dne vytiskneme. Béhem jednotlivych
meéfeni si musime neustdle hlidat stav reagencii a odpadu. Na konci prace provedeme
promyti a denni Gdrzbu. Analyzator se stisknutim stop pievede do stavu zastaven. Poté
je mozné vypnout monitor a praci s analyzatorem ukon¢it (NCB_TRS_SOP_13 210 A,
Obsluha analyzatorii ARCHITECT i2000 SR a i1000 SR).

Kalibrace:

Kazda Sarze reagencii musi mit platnou kalibrac¢ni kiivku. Do vzorkového kelimku
nakapeme nejméné¢ 4 kapky kalibratort. Kalibratory obsahuji rizné koncentrace
SARS-CoV-2 IgG. Kalibratory se méti ve dvou opakovanich. Pii vyhovujicim vysledku
je kalibraéni kiivka oznacena jako aktivni, pfi nevyhovujicim vysledku jako neplatna,

pak by analyzator nedovolil $arzi pouzivat. Kalibraci musime opakovat.

VySetteni kontrol:

VysSetfeni kontrol provadime pied vySetfenim vzorkd pomoci soupravy
SARS-CoV-2 IgG II Quant Control Kit, kterd obsahuje 2 pozitivni a jednu negativni
kontrolu. Vysledky kontrol kontroluje sdm analyzator podle pfedem nastavenych
rozmezi. Vysledky kontrol musi byt vyhovujici. V ptipadé¢ nevyhovujiciho vysledku
nejdiive vySetfeni zopakujeme, pokud nevyhovujici vysledky trvaji, piekalibrujeme

metodu.
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Vlastni vyS$etfeni vzorki a jejich vyhodnoceni:

Minimalni objem vzorku pro vysetieni je 150 ul. Vzorky nesmi obsahovat pénu ani
bubliny. Do analyzatoru zaddme pozadavky na vysSeteni vzork(, po vlozeni stojanku se
vzorky do analyzatoru se automaticky spusti samotné vySetfeni. Pribéh vysSetieni lze
sledovat na monitoru. V pfipadé vylouceni vzorku z vySetfeni jej lze odeslat
k opétovnému vySetieni. Vysledky se ukladaji v analyzatoru a po uvolnéni je odesilame
do laboratorniho informac¢niho systému FONS Openlims. Vyhodnoceni vysledki se
odviji od hodnoty cutoff, kterd je 50,0 AU/ml. Veskeré namétené hodnoty, které jsou
nizsi nez 50,0 AU/ml, jsou hodnoceny jako negativni a vSechny hodnoty vyssi nebo
rovno 50 AU/ml jsou hodnoceny jako pozitivni (viz. tabulky ¢.2). Analyticky rozsah
méteni je 21,0 — 40 000,0 AU/ml, po nafedéni vzorku rozSifeny rozsah méfeni je
40 000,0 — 80000,0 AU/ml. Za vyhovujici vysledek koncentrace protilatek pro
rekonvalescentni plazmu byla stanovena hodnota vice nez 2500 AU/ml

(NCB_TRS_SOP_20_211 B, Fysetieni anti-SARS-CoV-2 11 Quant).

Tabulka ¢.2 Vyhodnoceni a interpretace vysledkt

cutoff 50,0 AU/ml
Negativni vysledek <50,0 AU/ml
Pozitivni vysledek >50,0 AU/ml

Zdroj: NCB_TRS SOP 20 211 B Vysetreni anti-SARS-CoV-2 1l Quant

Dalsi metody provadéné na analyzatoru Architect i2000 SR

Na analyzatoru Architect 12000 SR Abbott se na TRS NEMCB vySettuji znamky
infekce HIV, HCV, HBV a syfilis u darct krve a krevnich slozek pti kazdém odbéru.
(NCB_TRS_SOP_13 210_A, Obsluha analyzatoriit ARCHITECT i2000 SR a i1000 SR)

6.2. Urceni krevni skupiny v ABO systému u ddrce RP anti-SARS-CoV-2 pomoci
analyzdtoru NEO Iris

NEO Iris APR: imunohematologicky analyzator pracujici s metodou ptimé aglutinace

na mikrodesti¢kach a se systémem pevné faze.
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Urceni krevni skupin v ABO RhD za pomoci analyzatoru NEO Iris je provadéno
pln¢ automatizovanou metodou v mikrotitraéni jamce. VySetfeni krevni skupiny
v systtmu ABO je zalozeno na pfitomnosti aglutinogenti na povrchu erytrocyta
a aglutininii v plazmé/séru. Kompletni vySetfeni krevni skupiny (aglutinogeny,
aglutininy) se provadi u darct krve pii 1. a 2. odbéru, u opakovanych déarct se provadi
pouze ovéfeni (aglutinogeny) krevni skupiny (NCB_TRS_SOP_21 213 A Vysetieni
ABO RhD a krevnich podskupin u darcit krve na analyzatoru NEO Iris).

Princip vySetfeni: metoda piimé aglutinace na mikrotitracni desticce.

Krevni vzorky:

krev odebrana do fialové zkumavky vakueta oznacena ¢arovym kodem a ¢islem odbéru

centrifugovany 10 minut pii ota¢kach 4000 otacek za minutu

Diagnostika a chemikalie:

Diagnostické erytrocyty k vysetieni aglutininii — Referencells Al, A2, B, 0
Diagnosticka séra k vySetfeni antigenit — ImmuClone anti-A Galileo, ImmuClone
anti-B Galileo

Galileo Diluent — izotonicky aditivni roztok uréeny k fedéni erytrocytl z krevni vzorkd

Destilovand voda — fedéni systémové kapaliny (PBS)

Spotiebni material:

Mikrodesticky — Galileo Mikroplates

Magneticka michadla — Stir Balls

Pristroje a technickd zafizeni:

Analyzator NEO Iris

Centrifuga na zkumavky

Postup vySetfeni:

Postup obsluhy analyzatoru:
Pro spravné provedeni testil na analyzatoru NEO Iris musi byt analyzator fadné

spustén a pristroj musi byt zapnut minimélné¢ 30 minut pted zapocetim testu, kvuli
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spravnému nahtati lampy readeru. Pokud by doslo ke ¢teni desek ptfed dokoncenim
zahtivaci periody, mohlo by to zplsobit nespravné cteni slabé pozitivnich reakci. Pred
spusténim samotného testu musime zkontrolovat odpadni nadobu, jestli je prazdna,
pokud ne, odpojime ji a vyprazdnime, a také zasoby systémové kapaliny, pii nedostatku
ji doplnime. Musime téZ zkontrolovat vSechny potiebné reagenty a vzorky podle
instrukei SOP.

Pted umisténi reagentd do analyzatoru musi byt odstranény zatky a do reagencii,
obsahujici celularni reagent (erytrocyty), musi byt pfidana michaci kulicka. Tato
kulicka slouzi k tomu, aby byl reagent béhem testovani v suspendovaném stavu, tedy
k promichavani krvinek v pruibéhu meéfeni. Poté potifebné reagenty umistime do
zasobnikl a ty vlozime do pfislusnych slotl analyzatoru. Do analyzatoru téZ musime
vlozit potfebné mnoZstvi mikrodesti¢ek, které umistime nejdfive do transportniho

ramecku a poté vlozime desky do volné pozice ve vkladaci vézi (viz. Obrazek ¢.6).

Obrazek ¢.6: Vkladaci véz na mikrodesticky, (Zdroj: autor)
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Mikrodesticky jsou oznaceny ¢arovy kddem, ktery predurcuje, na ktery z testii maji
byt dané desky pouzity (pro urceni krevni skupiny je to ABO deska). Na obrazovce
zkontrolujeme, Ze analyzator zaznamenal a nacetl vSechny ndmi vlozené reagencie
a mikrodesticky.

Dale pro spusténi potiebnych testli musi probéhnout jesté spravné nacteni vzork
a stazeni pozadavkd z LIS. Pro spravné nacteni vzorkli, se musime ujistit, Ze
pozadované vzorky jsou vlozeny do stojanku tak, Ze S$titky s ¢arovymi kody jsou
viditelné skrz mezeru na pravé stran¢ stojanku a ze vzorkt musi byt odstranéna vicka.
Stojanky zasuneme do vstupniho prostoru vzorkl jeden po druhém pro jejich nacteni,
poté se ujistime, jestli vSechny ¢arové kody byly uspésné nacteny. Po tispéSném nacteni
vzorki, stithneme poZzadované vySetfeni z LIS, naptiklad urcéeni krevni skupiny.

Systém poté vypocte a zobrazi stav potiebného materidlu pro dany test — jestli ma
dostupné veskeré desky, reagenty, kontroly a promyvaci roztoky pro danou desticku.
Pokud systém zobrazi zelené zatrzeni na vybrané desce ve sloupci potiebného
materialu, znaci to, ze je k dispozici dostate¢né mnozstvi pro potiebné testovani. Jestlize
systém zobrazi symbol cerveného vykfi¢niku v jednom ze sloupcii pro potiebny
material, musime tento material doplnit. Samotné spusténi zpracovani vzorku muize byt
tedy spusténo az poté, kdy je vSechen potfebny material pro dany test v dostatecném
mnozstvi. Vybereme a ozna¢ime desky, které maji byt spustény a tladitkem start
zahdjime zpracovavani testil. Poté, co analyzator vzorky zpracuje, uvolnime vysledky,
které¢ mohou byt archivovany pro dalsi zpracovani. U vysledki je také zkontrolovano,
zda nedoslo béhem méteni k chyb& — napf. technické zdvad¢ na analyzatoru apod., poté
musi byt zavady odstranény a testy zopakovany. (SOP: NCB-TRS-SOP-21-212 NEO

Iris Uzivatelsky manudl)

Prohlizeni, schvéaleni a export vysledku:

Vysledky mohou byt zobrazeny dvéma zptlisoby: dle mikrodesek a dle vzorki.
Reakce je mozné prohlizet jako + nebo -, stupen (Grade) 0-4, sila reakce 0—99 nebo jako

obrazek jamky (image). Schvalené vysledky mohou byt exportovany do LIS.

Vvhodnoceni krevni skupiny:

Hodnoti se pfitomna aglutinace (ter¢ik na dn€ jamky) v jednotlivych jamkach

mikrodesticky (viz Obrazek ¢.7).
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Obrazek ¢.7: Aglutinace, monitor analyzatoru NEO Iris, (zdroj: autor)

Vysetieni alutinogent:
Pozitivni reakce (aglutinace) — indikuje pfitomnost odpovidajiciho antigenu na

erytrocytech
Negativni reakce — indikuje chybéni odpovidajiciho antigenu na erytrocytech

Vysetfeni aglutininti:
Pozitivni reakce (aglutinace) — indikuje pfitomnost odpovidajiciho aglutininu v plazmé
Negativni reakce — indikuje chybéni odpovidajiciho aglutininu v plazmé (viz. Obrazek

¢.7a8; NCB_TRS_SOP_21 213 A Vysetreni ABO RhD a krevnich podskupin u darcii

krve na analyzatoru NEO Iris)

Procentuélni zastoupeni krevnich skupin (KS) v Ceské republice dle UHKT:
ABO systém zahrnuje 4 zdkladni fenotypy: A, B, 0, AB. Jsou urceny piitomnosti ¢i

chybénim dvou antigenli na erytrocytech. V plazmé jsou pfitomny protilatky proti

antigenu, ktery neni pfitomen na erytrocytech (viz. tabulka ¢.3, obrazky ¢. 8 a 9;

Penka et al, 2011).
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Tabulka ¢.3 Krevni skupiny ABO

ABO skupina Antigeny na Protilatky v plazmé | Dérce plazmy pro
erytrocytech krevni skupinu
A A Anti-B Anebo 0
B B Anti-A B nebo 0
AB AB zadné A, B, AB, 0
0 zadné Anti -A a Anti-B 0
Zdroj: autor
Skupina A Skupina B Skupina AB Skupina 0
e %o a®s O
L] @ ] ® ®
Erytrocyty o ] e @ @ @ o
) B ) ® =]
© PY ® LIPS & seo ¥
L X . SIS\
Protilatky ,/(7L _/()L Zadné ./(?\ J( ~
anti-B anti-A anti-A  anti-8

Obrazek ¢.8: ABO KS, Antigeny a Aglutininy, (Zdroj: https://www.cckp9.cz/krevni-

skupiny)

Moznosti transftze plazmy

darce B

AB

kompatibilita krve

pro prenos plazmy |

v

v |

g vl

AN AE AR

0 B A AB
prijemce |

Obrazek ¢.9: Moznosti transfuze plazmy, (Zdroj: img.geocaching.com)
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Celosvétové je nejrozsifendjsi krevni skupina 0. V Ceské republice, ale naptiklad
také i ve Svédsku a Norsku, je nejb&znéjsi krevni skupina A. Skupina AB je nejméné
Casta.

Podil krevnich skupin podle ABO systému v Ceské republice je nésledujici:
40-44 % populace ma krevni skupinu A, 30-34 % krevni skupinu 0, 15-18 % krevni
skupinu B a 8-9 % populace ma krevni skupinu AB (viz. tabulka ¢.4 a obrazek ¢.10;

Rehacek et al., 2011).

Tabulka ¢.4 Procentuélni zastoupeni KS v CR dle UHKT

Krevni skupina Procentualni zastoupeni KS v CR
(%)
40-44 (cca 42)
B 15-18 (cca 18)
AB 8-9 (cca 8)
0 30-34 (cca 32)

Zdroj: autor

QGrafické znazornéni:

Procentudlni zastoupeni KS v CR
8%

16% 42%

—

32%

= KSA =KSO KSB = KSAB

Obrdzek ¢.10: Graf — procentudini zastoupeni KS v CR, (zdroj: autor)
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7. Vysledky

Veskera data, ktera jsem vyuzila ke statistickému zpracovéni, jsem ziskala ze
zaznamu laboratofe TRS NEMCB. Analyzu na vySetieni protilatek anti-SARS-CoV-2
jsem provedla zodbérdi darcd RP vobdobi prvni poloviny roku 2021.
Protilatky byly vySetfeny na analyzatoru Architect 12000 SR, kde se v té¢ dobé pouzival
test SARS-CoV-2 IgG Quant ke kvalitnimu a kvantitativnimu stanoveni IgG protilatek
proti S-antigenu (Spike).

7.1. Vysledky vysetieni protildtek anti-SARS-CoV-2 ddrciit RP

U 30 darci, ktefi v obdobi prvni poloviny roku 2021 darovali rekonvalescentni
plazmu nejméné tfikrat, jsem se snazila zachytit zménu koncentrace protilatek
anti-SARS-CoV-2 v zavislosti na ¢ase a poc¢tu odbéri. U kazdého opakovaného darce
jsem sledovala koncentraci protilatek pii kazdém odbéru, rozdil koncentraci mezi
jednotlivymi odbéry v % a Casovy interval mezi jednotlivymi odbéry ve dnech (viz
tabulky ¢. 5-9 a obrazky ¢.11 a 12 - grafy).

Zména koncentrace protilatek anti-SARS-CoV-2 v zavislosti na poctu odbéru

AU/ml

Hodnota protilatek

Pocet odbéri u darcd

Obrazek ¢.11: Graf — zmeény koncentrace protilatek anti-SARS-CoV-2, (Zdroj: autor)
(zvétSeny graf viz ptiloha €.1)

43



Tabulka ¢.5 Zmény koncentrace protilatek anti-SARS-CoV-2 v zavislosti na cCase
a poc¢tu odbéru (podle dat z prilohy ¢. 2)
OG0T 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
cislo darce
Krevni A A 0 A A A A A A 0
skupina
= | 1 odberu 12.1. 15.1. | 21.1. | 26.1. 28.1. 31.1. 1.2. 2.2. 5.2. 11.2.
210 2021 2021 | 2021 | 2021 2021 2021 2021 2021 | 2021 | 2021
=
S plt 15648 7092 | 4290 | 4995 11947 | 5564 6117 2737 | 6968 | 4834
= | (AU/mI)
Bk 22 17 | 21 | 21 18 78 18 2 | 17 | 19
. 1. odbéru
>
= | plt
-g (AU/mI) 14026 5696 | 3329 | 3960 7526 3825 6007 1367 | 4527 | 3705
| Zména
olt (%) -10 -20 -22 -21 -37 -31 -2 -50 -35 -23
Dny od 69
. 2 odbéru 14 22 19 16 18 21 17 - 32 16
>
= | plt
-g (AU/mI) 12505 4293 | 3325 | 3224 4751 3941 4792 8721 | 2828 | 2943
i | Zména +538
158 a1 | 25 | 01 | 19 | 37 | +3 | 20 | T2 33 | 21
DIy 14 2 | 19 | 16 18 21 17 69 16
. 3. odbéru
>
2| plt >4000
e (AU/mI) 10958 3530 | 2861 | 2374 2868 3173 0 5576 2382
< | Zména +735
it (%) 12 | 18 | 14 | 26 | -0 | 20 | T | -3 -19
Dny od
) 4 odbéru 20 26 22 23
2| plt 11209 | 3115 | 2418 34781
T | (AU/mI)
| Zména
olt (%) +2 -12 -16 -13
Dny od
. 5. odbéru 49 15 20
2| plt 9865 | 3096 24546
2 | (AU/mI)
° | Zména
olt (%) -12 -0,6 -29
Dny od
. 6. odbéru 20 28
2 | pit >40000 18050
2 | (AU/mI)
= | Zména +306 97
plt (%) x
Dny od
7. odbéru 21
=
2 | (aumi 31683
® | Zména
pliw) | %

plt — protilatka, * delsi ¢asovy odstup mezi odbéry z divodu nemoci, ** zvyseni hodnoty protilatek po
Zdroj: autor

opetovném prodélani COVID-19, *** zyySeni hodnoty protilatek po ockovani
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Pokradovani: tabulka ¢.5

Poradové ¢islo
darce

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

Krevni

sku

pina

A

A

0

1. odbér

1. odbéru

15.2.
2021

16.2
2021

18.2.
2021

18.2.
2021

23.2.
2021

24.2.
2021

24.2
2021

26.2.
2021

8.3
2021

18.3.
2021

plt
(AU/mI)

8872

2622

6716

4833

5227

4921

>40000

4328

38956

10923

2. odbér

Dny od
1. odbéru

17

17

19

18

16

47

15

17

15

14

plt
(AU/mI)

5431

2818

4594

4416

4691

5147

23776

4032

24126

7071

Zména plt
(%)

+8

-10

+5

3. odbér

Dny od
2. odbéru

15

19

15

15

21

15

20

14

20

22

plt
(AU/mI)

4097

2680

3448

3890

4080

5075

16801

3749

16299

3797

Zmeéna plt
(%)

-25

-25

-12

-13

-29

4. odbér

Dny od
3. odbéru

15

19

15

15

21

15

20

22

plt
(AU/ml)

3250

2602

2490

3383

3385

4095

12954

Zm¢éna plt
(%)

-21

-28

-13

-17

-19

-21

5.0dbér

Dny od
4. odbéru

18

18

12

31

plt
(AU/ml)

2449

2396

3370

9049

Zmeéna plt
(%)

-25

-0,4

6.0dbér

Dny od
5. odbéru

14

plt
(AU/ml)

2937

Zmeéna plt
(%)

-13

7.0dbér

Dny od
6. odbéru

14

plt
(AU/mI)

Zmeéna plt
(%)

8.0dbér

Dny od
7. odbéru

plt
(AU/mI)

Zména plt
(%)

plt — protilatka, * delsi ¢asovy odstup mezi odbéry z diivodu nemoci, ** zvyseni hodnoty protilatek po
Zdroj: autor

opétovném prodélani COVID-19, *** zvySeni hodnoty protilatek po oCkovani
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Pokracovani: tabulka ¢.5

Poradové ¢islo
darce

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

Krevni
skupina

A

A

AB

1. odbér

1. odbéru

19.3.
2021

19.3.
2021

24.3.
2021

6.4.
2021

12.4.
2021

15.4.
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Tabulka €. 6 Primérné hodnoty ¢asovych rozestupli a procentualnich zmén hodnot
protilatek mezi jednotlivymi odbéry (data z tabulky ¢. 5)

= = = = = = =
sl £|2/8|2|8 |2|8 |2|g |2 g |B2s |2¢8
ElEIZIC 132 |35 |3 S |33 |32 |83
HEC = I o I3 5 I S| I o B ° B > B
i B: BH: B H: BB: B :
gl 1S/ 8 [ 8§ [S 8§ [S E |58 |S|§ |S|§
+306
1| A [22]-10 14| -11 |14 -12 |20 2 [49] -12 |20 ** |21)| -21
2 | A |17 -20 22| -25 |22 | -18 |26 -12 | 15| -0,6
3 0 |21]-22 19| 01 [19| -14 |22 ]| -16
4 | A 12121 16| -19 16| -26
5 | A |18)-37 |18] -37 |18 | -40
6 | A |78 -31 |21 +3 |21| -20
+735
7| A |18 -2 |17| 20 |17 | *** 23| -13 |20| -29 |28 | -27
69 | +538
8 | A [22] 50 | * ** |69 ] -36
9] A |17 -3 | 32| -38
10| 0 19| -23 |16 -21 |16 | -19
1] A |17 -39 |15] 25 |15| -21 |18 | -25
12| A |17] 48 |19 -5 19 -3 18] -8
13| B |19]-32 |15] -25 15| -28
14| A 18| 9 |15 -12 15| -13
15| A |16|-10 |21 | -13 |21 | -17 |12|-04 |14 ] -13 |14
16| A |47] 45 |15 -1 5] -19
171 0 15| 41 |20 | -29
8| 0 17| -7 |14 -7
19| 0 /15| -38 |20 -32 |20 | -21 |31)-30
20| A |14| -35 |22| 46 |22
21| A [18] -4 |23 -7 23| -12 |21 -13
22| A |18 43 | 16| -26
23| 0 |21 | -47 | 22| -43
24| 0 |15)| -35 |22 | -26
25| A |15]-19 |28 | +2 |28| -18
26| A |14]-24 119| -28 |19| -20
+545
27| 0 12| -3 |51 | *** |51 -3
28 | AB |29 | -31 | 20| -38
29| 0 |23]-39 |20 -34
30| 0 [21]-22 |21| -13
primér |21 | -24 | 22| -20 |23 | -19 [21| -13 |25| -13 |21 | -27 |21 -21

* delsi Casovy odstup mezi odbéry z divodu nemoci, ** zvySeni hodnoty protilatek po prodélani
COVID-19 (nezapocitavano do praméru), *** zvyseni hodnoty protilatek po o¢kovani (nezapo€itavano
do priimeéru)

Ptl. Protilatky Zdroj:autor
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Tabulka ¢.7 Casovy odstup mezi odbéry

Primérny Casovy odstup mezi odbéry 22 dni
Min. ¢asovy odstup mezi odbéry 12 dni
Max. ¢asovy odstup mezi odbéry 78 dni

Zdroj: autor

Tabulka ¢.8 Rozdéleni darci podle zvySeni/snizeni protilatek anti-SARS-CoV-2
protilatek v zavislosti na ¢ase a poctu odbérta

Rozdéleni déarct podle

Darci s opakovanymi odbéry Rozdé&leni darct podle zvySeni/sniZzeni
zvySeni/snizeni protilatek protilatek
pocet (%)
Dareci s poklesem protilatek 22 73
Dareci, u kterych protilatky 4 13

klesaly i stoupaly

Darci s prudkym nartistem 3 10

protilatek po o¢kovani

Darci s vyraznym nartistem 1 3
protilatek po onemocnéni

COVID-19

Zdroj: autor

Rozdéleni darcli podle zmén v koncetraci anti-SARS-CoV-2
protilatek v zavislosti na ¢ase a poctu odbéru

-

= Ddrci s poklesem protilatek

= Darci, u ktery protilatky klesaly i stoupaly
Darci, s pradkym narlistem protilatek po ockovani

Dérci s vyraznym narlistem protilatek po onemocnéni COVID-19

Obrazek ¢.12: Graf — rozdéleni darcii podle zmen v koncentraci anti-SARS-CoV-2

protilatek v zavislosti na case a poctu odberii, (Zdroj: autor)
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Tabulka ¢.9 Pokles protilatek anti-SARS-CoV-2 (u odbéri, kde doslo k poklesu)

Pramérna hodnota poklesu protilatek -20 % AU/ml
Min. hodnota poklesu protilatek -0,1 % AU/mlI
Max. hodnota poklesu protilatek -50 % AU/ml

Zdroj: autor

1.2. Vysledky vySetieni krevni skupiny u ddarcii RP
V prvni poloviné roku 2021 na TRS NEMCB darovalo rekonvalescentni plazmu
anti-SARS-CoV-2 189 darci. Pomoci aferézy bylo odebrano 149 darct a plnou krev

k vyrobé rekonvalescentni plazmy darovalo 40 darci (viz ptilohy ¢.3 a ¢.4).

Tabulka ¢.10 Procentudlni zastoupeni KS u darcti RP za obdobi prvni poloviny roku

2021

KS Pocet darcii RP KS u darcti RP KSv CR
celkem (%) (%)
A 103 54 40-44 (cca 42)
B 24 13 15-18 (cca 18)
AB 14 7 8-9 (cca 8)
0 48 25 30-34 (cca 32)

Darce KS AB

Procentualni zastoupeni KS u darc(i RP

\\4

m Darce KSA = Darce KSB

Darce KS O

Zdroj: autor

Obrazek ¢.13: Procentudlni zastoupeni KS u darcii RP, (zdroj: autor)



Tabulka ¢.11 Procentudlni zastoupeni KS u darci RP z plné krve (za sledované obdobi

kazdy darce RP z pIné krve daroval 1x)

Krevni skupina Pocet darca RP KS u darca RP KS v CR
z plné krve Z plné krve (%)
(%)
16 40,0 40-44 (cca 42)
B 9 22,5 15-18 (cca 18)
AB 1 2,5 8-9 (cca 8)
0 14 35,0 30-34 (cca 32)

Procentualni zastoupeni KS u darcl RP z pIné krve

—

= Darci KS A

= Darci KS B

Darci KS AB

Darci KS 0

Zdroj: autor

Obrazek ¢.14: Procentudlni zastoupeni KS u darcii RP z plné krve, (zdroj: autor)

Tabulka ¢.12 Procentualni zastoupeni KS odbéri RP z aferézy (darci darovali

1-8 odbéri)
Krevni skupina Pocet odbért RP z aferézy | KS u odbérti RP z aferézy
(%)
A 169 57,7
B 19 6,3
AB 20 7,0
0 85 29,0
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Zdroj: autor




Tabulka €. 13 Procentudlni zastoupeni KS u darcti RP z aferézy

Krevni skupina Pocet darcti RP KS u darcti RP KS v CR
z aferézy Z aferézy (%)
(%)
87 58,0 40-44 (cca 42)
15 10,0 15-18 (cca 18)
13 9,0 8-9 (cca 8)
34 23,0 30-34 (cca 32)

= Darci KS A

= Darci KS B

Darci KS AB

Procentudlni zastoupeni KS u ddrct RP z aferézy

Darci KS 0

Zdroj: autor

Obrazek ¢.15: Procentudlni zastoupeni KS u darcii RP z aferézy, zdroj: autor

Tabulka ¢.14 Procentualni zastoupeni KS u rtizny skupin darcti RP a v CR

KS KS u darci RP | KS u darcti RP | KS u darcii RP KS v CR
Zp h(l;) ;m' © affor/f )Zy celkem (%) &,
A 40 58 54 40-44 (cca 42)
B 22,5 10 13 15-18 (cca 18)
AB 2,5 9 7 8-9 (cca 8)
0 35 23 25 30-34 (cca 32)
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8. Diskuze

V dobé pandemie COVID-19 transfuzni odd€leni musela rychle zareagovat na
pozadavky klinickych pracovist zavedenim rekonvalescentni plazmy od darct, ktefi
prodélali onemocnéni COVID-19 a vytvofili si protilatky anti-SARS-CoV-2
v dostate¢ném titru. U¢innost terapie rekonvalescentni plazmou zavisela zejména na
mnozstvi specifickych virus neutralizujicich protilatek anti-SARS-CoV-2 obsazenych
v rekonvalescentni plazmé a véasnosti jejiho podani. Uskalim situace bylo vysetieni
protilaitek anti-SARS-CoV-2 vyhovujicim testem a odbér vhodnych déarci po
onemocnéni v dob¢ s maximalnim titrem protilatek

Dérci RP anti-SARS-CoV-2 museli splinovat obecna kritéria pro odbér krve
a krevnich slozek a vyhovét povinnym vySetfenim jako pti béznych odbérech. Navic se
u darcti zjistovali potfebné protilatky. NejvhodnéjSim testem pro vySetfeni protilatek
anti-SARS-Co-2 byl doporucen virus neutralizaéni test, ktery neni mozné provadét
Vv laboratofich transfuzniho oddéleni. Po stanoveni korelace s VNT se mohly protilatky
anti-SARS-Co-2 zadit vySetfovat serologicky, coz uz pro transfuzni oddéleni nebyl
problém. Déle RP nemohla prochédzet karanténou, na to nebyl cas, proto seu ni
provadéla patogen inaktivace. Vybér darct byl navic ztizen pozadavkem pro snizeni
rizika akutniho poSkozeni plic zplsobeného transfuzi (TRALI). Darcem mohly byt
pouze osoby, které nemély v anamnéze moznou HLA aloimunizaci, a to na muze bez
krevni transfuze v anamnéze a Zeny bez téhotenstvi a krevni transfuze v anamnéze.
U kazdého darce RP byla vySetfena krevni skupina a byl proveden screening
nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek. Vzhledem k tomu, Ze odbéry RP se
provadély u darcti bez probéhlé imunizace transfuzi nebo téhotenstvim, vSichni mély
screening nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek negativni.

Dérce rekonvalescentni plazmy bylo mozné odebrat nejdiive 14 po uzdraveni nebo
po ukonceni izolace. Tvorba protilatek zafinid zpravidla kolem 2 tydnii od zacatku
onemocnéni a dosahuje maxima kolem 4.-10. tydne, pak nasleduje pokles. Pravé obdobi
s vysokymi titry protilatek je optimalni pro odbér rekonvalescentni plazmy. Darce bylo
mozné odebirat opakované, poc€et odbérti byl, ale limitovan postupné klesajicim titrem
protilatek. Na opakované odbéry byli zvani jen darci s vyhovujici hodnotou protilatek,
nebyli jiz zvani darci s hrani¢ni hodnotou protilatek, protoze se ptedpokladalo, Ze
nasledna hodnota nebude vyhovujici. VétSina darci absolvovala jeden odbér (69 %),

dva a vice odbéru absolvovalo 31 %.
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Potvrzenim prvni hypotézy mé prace jsem se Snazila dokazat, zZe
k tomuto postupnému snizovani protilatek opravdu dochazi. U 30 darci, kteti v obdobi
prvni poloviny roku 2021 darovali aferetickou rekonvalescentni plazmu nejméné trikrat,
jsem se snazila zachytit zménu koncentrace protilatek anti-SARS-CoV-2 v zavislosti na
Case a poctu odbéri. U 73 % darct s opakovanym odbérem doslo jen poklesim
protilatek mezi jednotlivymi odbéry. U 13 % darct dochézelo ke stiidavym mirnym
narustim a poklesim protilatek. Darci S prudkym narustem protilatek po ockovani
tvorilil0%. U 3 % darct doslo vyraznému narustu protilatek po opétovném prodélani
onemocnéni COVID-19.

Prudkéd kladna navySeni koncentrace protilatek, kterd mizeme vidét na obrazku
¢. 10, jsou zplisobena vakcinaci nebo opétovnym prodélanim onemocnéni COVID-19.
Darci s nékterym odbérem s lehkym navySenim protilatek byly naboostrovani
prostiedim (v rodin€, v zaméstnani). Primérny Casovy rozestup mezi jednotlivymi
odbéry byl 22 dni (od 12 do 78 dni). Primérné snizeni protilatek (tam, kde doslo ke
snizeni) mezi 2 odbéry bylo 20 % (od 0,1 do 50 %). Postupnym snizovanim protilatek
anti-SARS-CoV-2 a jejich rychlosti snizovani se zabyvaji i jiné prace viz. Wang et al,
2021; Kratka et al., 2021 a Fejt et al., 2020. Tyto prace se zabyvaji poklesem protilatek,
jak ziskanych onemocnénim COVID-19, tak i poklesem protilatek po ockovani. Prace,
které zpracovavaji poznatky o protilatkach ziskanych po prodélani nemoci (Wang et al,
2021, Kratka et al. 2021), zachycuji pomalejsi pokles neZ prace, které zpracovavaji data
o protilatkach ziskanych o¢kovanim (Fejt et al., 2020).

Druhé hypotéza se zabyvala frekvenci krevnich skupin u darct rekonvalescentni
plazmy, zda odpovida frekvenci vyskytu krevnich skupin v populaci. V prvni polovingé
roku 2021 na TRS NEMCB darovalo rekonvalescentni plazmu anti-SARS-CoV-2 189
darcu. Pomoci aferézy bylo odebrano 149 darcu a plnou krev k vyrobé rekonvalescentni
plazmy darovalo 40 darc. V tabulce ¢.14 zachycuji porovndni procentudlniho
zastoupeni KS u vSech darci RP, u darci RP zplné krve a u darci RP z aferézy
s procentualnim zastoupenim KS v Ceské republice.

U kazdé skupiny darctl, tak i v populaci CR, pievazuje skupina A. U darci RP
z aferézy prevazuje skupina A velmi vyrazné, oproti populaci CR o cca 16 %. Jedna se
o nejpocetnéjsi skupinu, proto se naslo nejvice darcti vhodnych pro afereticky odbér
Nejmensi zastoupeni ma u vSech skupin skupina AB. U této skupiny dochazi také

k vyraznému rozdilu mezi procentudlnim zastoupenim KS AB u darci RP z plné krve
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a darci RP z aferézy. Tento rozdil byl zptsoben snahou transfuzniho oddéleni ziskat co
nejvice pfipravki se skupinou AB odebranych pomoci aferézy. Aferézou se ziskaly
3 TU RP, z plné krve pouze 1 TU. Od skupiny AB je potieba pro transfuzi hlavné
plazma, mén¢ erytrocyty. Skupina AB je univerzalni darce pti darovani plazmy a mize
byt podana piijemci kazdé skupiny ABO systému. Dalsi odchylky u procentudlniho
zastoupeni jednotlivych krevnich skupin mohou byt zpisobeny malym souborem darcti

RP k poméru poétu obyvatel Ceské republiky.
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9. Zavér

V dobé pandemie byl na transfuzni oddéleni vyvinut ohromny tlak na zajisténi
dostate¢ného poctu jednotek RP vSech krevnich skupin. Transfuzni oddéleni si musela
rychle poradit s problematikou vysetfeni protilatek anti-SARS-CoV-2 a vybérem
vhodnych darcti.

Ob¢ hypotézy mé bakalafské prace by se daly oznacit za spravné. Mnozstvi
protilatek anti-SARS-CoV-2 se spostupem cCasu a poctem odbéri snizuje. Tato
hypotéza by zcela platila, pokud by nedochazelo ke zvySovani protilatek at’ uméle
pomoci ockovani nebo pfirozenou cestou opétovnym prodélanim nemoci COVID-19
nebo posilujicim piasobenim prostiedi (,,booster). Za sledované obdobi jsem
vyhodnotila protilatky anti-SARS-Co-2 u 30 darci, ktefi darovali RP nejméné 3x,
ztoho u 22 darci (tj. 73 %) skazdym odbérem dochazelo ke sniZzeni mnozstvi
protilatek.

Zastoupeni krevnich skupin u darci RP anti-SARS-CoV-2 zhruba odpovida
zastoupeni krevnich skupin v populaci obyvatel Ceské republiky. V prvni poloving roku
2021 na TRS NEMCB darovalo RP celkem 189 darcti, 40 z plné krve a 149 z aferézy.
Skupina A je nejpodetngjsi skupinou v populaci CR, proto se naslo nejvice darci
vhodnych pro odbér RP z plné krve i1 aferézy praveé u této skupiny. U nejslabsi skupiny
AB vice darct darovalo RP aferézou nez z plné krve. K tomu doslo kvuli vyznamnosti
skupiny AB pro odbér plazmy. AB skupina je ,,univerzalnim* darcem plazmy. Darci

krevni skupiny 0 a B maji vyssi % zastoupeni u darcii z pln€ krve nez z aferézy.
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12. Seznam zkratek

2019-nCoV
ABO systém

ACE2

anti-A a anti-B
anti-D

anti-HCV
anti-HIV-1
anti-HIV-2
anti-HLA/HPA/HNA
anti-SARS-CoV-2
ARC

ARDS

Architect 12000

BMI

BSL-3/ BSL-4
CAL A
CALB-CALF
CD4+

CD8+

CLIA

vvvvvv

zéakladni rozdéleni krevnich skupin — A, B, ABa0
enzym konvertujici angiotenzin 2, exopeptidaza
(Angiotensin Converting Enzyme 2)

protilatky proti krevnim skupindm A a B
protilatka proti antigenu D (RH1)

protilatka proti viru hepatitidy C (HCV)
protilatka proti HIV-1 viru

protilatka proti HIV-2 viru

protilatky proti komplexim HLA/HPA/HNA
protilatka proti SARS-CoV-2 viru

Architect i2000 SR

syndrom akutni dechové tisné

(Acute Respiratory Distress Syndrome)
imunochemicky analyzétor pracujici na principu
chemiluminiscence

Body mass index, index télesné hmotnosti
laboratoie s vysokym stupném zabezpeceni
kalibrator A

kalibrator B-F

pomocné Th lymfocyty

cytotoxické Tc lymfocyty

chemiluminescence immunoassay, imunologickd metoda
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CMIA
CMV

CNS
COVID-19
CRP

CT

D-dimer

EDTA

ELISA

HIN1
HBsAg
HBV/ HCV

HIV

HIV Ag p24

HLA

HTLV lall

ICTV

ID vzorku

I9G

chemiluminiscen¢ni imunoanalyza na mikroc¢asticich)
cytomegalovirus

centralni nervova soustava

onemocnéni vyvolané virem SARS-CoV-2

C reaktivni protein

vypocetni tomografie

fragment proteinu, ktery vznika, kdyz enzym plazmin
odbourava fibrinovou srazeninu

obalovy protein (envelope) viru SARS-CoV-2
organicka sloucenina kyselina ethylendiamintetraoctova

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, imunologicka

metoda

chiipkovy virus A/HIN1, podtyp viru chiipky A
povrchovy antigen HBV (Hepatititis B) viru
hepatitida B a C

virus lidské imunitni nedostatecnosti

(Human Immunodeficiency Virus)

HIV-1 antigen p24

hlavnim histokompatibilnim systémem u lidji,
komplex HLA (Human Leucocyte Antigen)
lidsky T-lymfotropni virus—typu 1 a 2
mezinarodni vybor pro klasifikaci virt

(International Committee on Taxonomy of Viruses)

informace o pacientu/vzorku (rodné ¢islo, jméno, datum,..)

imunoglobulin tfidy G
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KS
KS ABO

LDH

LIS

MERS

MZ CR

NAT

NEO lIris

NK
PC

PCR test

ProClin 300
ProClin 950
RBD
RhD

RLU

imunoglobulin tfidy M
krevni skupina
krevni skupiny A, B, AB, 0

laktatdehydrogenaza, bunécny enzym, ktery se vyskytuje

Vv cytoplazmé vSech bunék
laboratorni informacni systém

transmembranovy glykoprotein (membrane) viru

SARS-CoV-2

Middle East respiratory syndrome, jedna z forem

koronavirt
Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky

vnitini fosforylovany nukleokapsidovy protein

(nucleocapsid) viru SARS-CoV-2

nepiimy antiglobulinovy test

imunohematologicky analyzator pracujici s metodou pifimé
aglutinace na mikrodestickach a se systémem pevné faze
nukleova kyselina

pocitac

PCR je molekularni test, ktery urcuje geneticky material
(RNA) viru (pomoci polymerazové fetézové reakce)
roztok 2-Methyl-4-isothiazolin-3-one

roztok 2-Methyl-4-isothiazolin-3-one

doména podjednotky S1(S proteinu viru SARS-CoV-2)
Rh faktor, erytrocytarni Rh antigen, antigen D

relativnich svételnych jednotkach (Relative Light Units)
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RNA

Rozmezi S/CO

RP

RP anti-SARS-CoV-2

S spike
SlaS2

SARS

SUKL
SwW
TP

TRALI

TRIS

TRS NEMCB
TU

UHKT

UV zateni
varianta DVI
VNT

WHO

ribonukleova kyselina

rozmezi signal-to-cut-off ratio (cutoff — prerusit, zastavit)
rekonvalescentni plazma

rekonvalescentni plazma anti-SARS-CoV-2
povrchovy strukturdlni protein viru SARS-CoV-2
podjednotky S proteinu viru SARS-CoV-2

tézky akutni respira¢ni syndrom

(Severe Acute Respiratory Syndrome)

Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv

Software

Treponema pallidum, pivodce syfilis

akutni poskozeni plic zpiisobené transfuzi
(transfusion - related acute lung injury)

tris(hydroxymethyl)aminomethan, pufr

laboratofe transfuzni oddéleni nemocnice Ceské Budé&jovice

transfuzni jednotka

Ustav hematologie a krevni transfuze
ultrafialové zateni

varianta antigenu D

virus neutralizacni test

Svétova zdravotnicka organizace

(World Health Organization)
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13. PFilohy

Ptiloha ¢.1 Graf — zmény koncentrace protilatek anti-SARS-CoV-2, (Zdroj: autor)

Zména koncentrace protilatek anti-SARS-CoV-2 v zavislosti na poctu odbéri
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Priloha ¢.2: Tabulka s 30 darci s opakovanymi odbéry RP

1. odbér 2. odbér 3.0dbér 4.0dbér
Poft datum Plt datum plt datum plt datum plt
¢islo | KS | odbéru | (AU/ml)| odbéru | (AU/mI)| odbéru | (AU/ml)| odbéru | (AU/mI)
1. A | 12.01.21 | 15648 |03.02.21| 14026 |17.02.21 | 12505 |05.03.21 | 10958
2. A | 1501.21 | 7092 |01.02.21| 5696 |23.02.21| 4293 |18.03.21| 3530
3. 0 | 21.01.21 | 4290 |11.02.21| 3329 |02.03.21| 3325 |17.03.21| 2861
4. A [26.01.21 | 4995 |16.02.21| 3960 |04.03.21| 3224 |31.03.21| 2374
5. A | 28.01.21 | 11947 |15.02.21| 7526 |05.03.21| 4751 |26.03.21| 2868
6. A [ 31.01.21 | 5564 |19.04.21| 3825 |10.05.21| 3941 |31.05.21| 3173
7. A [ 01.02.21 | 6117 |19.02.21| 6007 |08.03.21| 4792 |20.04.21 | >40000
8. A | 02.02.21 | 2737 |24.02.21| 1367 |04.05.21| 8721 |24.05.21| 5576
9. A | 05.02.21 | 6968 |22.02.21| 4527 |26.03.21| 2828
10. | 0 [11.02.21 | 4834 |02.03.21] 3705 |18.03.21| 2943 |07.04.21| 2382
11. | A | 15.02.21 | 8872 |04.03.21| 5431 |19.03.21| 4097 |08.04.21| 3250
12. | A |16.02.21 | 2622 |05.03.21| 2818 |24.03.21| 2680 |08.04.21| 2602
13. | B [18.02.21 | 6716 |09.03.21| 4594 |24.03.21| 3448 |13.04.21| 2490
14, | A |18.02.21 | 4833 |08.03.21| 4416 |23.03.21| 3890 |23.03.21| 3383
15. | A | 23.02.21 | 5227 [11.03.21| 4691 |01.04.21| 4080 |22.04.21| 3385
16. | A [ 24.02.21 | 4921 |12.04.21| 5147 |27.04.21| 5075 |28.05.21| 4095
17. | 0 | 24.02.21 | >40000|11.03.21| 23776 |31.03.21| 16801
18. | 0 | 26.02.21 | 4328 [15.03.21| 4032 [29.03.21| 3749
19. | 0 | 08.03.21 | 38956 |23.03.21| 24126 |12.04.21| 16299 |26.04.21 | 12954
20. | A |18.03.21 | 10923 |01.04.21| 7071 |23.04.21| 3797
21. | A | 19.03.21 | 8953 |06.04.21| 8609 |29.04.21| 8040 |27.05.21| 7100
22. | A | 19.03.21 | 21413 |06.04.21| 12216 |22.04.21| 9024
23. | 0 | 24.03.21 | 5979 |14.04.21| 3150 |06.05.21| 1799
24. | 0 | 06.04.21 | 10875 |21.04.21| 7020 |13.05.21| 5175
25. | A | 12.04.21 | 8379 |27.04.21| 6776 |25.05.21| 6898 |09.06.21| 5683
26. | A | 15.04.21 | 7079 |29.04.21| 5352 |18.05.21| 3878 |04.06.21| 3105
27. | 0 119.04.21 | 6365 |07.04.21| 6202 |28.05.21|>40000]18.06.21 | 38965
28. |AB| 27.04.21 | 6156 [26.05.21| 4251 |[15.06.21| 2645
29. | 0 | 03.05.21 | 26896 |26.05.21| 16541 |15.06.21 | 10911
30. | 0 [11.05.21 | 15690 |01.06.21| 12303 |22.06.21| 10760
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Pokrac¢ovani ptilohy ¢.2

)
©9 |3

)
©

Poi. 5. odbér 6. odbér 7. odbér 8. odbér
¢isl datum plt datum plt datum plt datum plt
0 | KS | odbéru | (AU/ml) | odbéru | (AU/ml) | odbéru | (AU/ml) | odbéru | (AU/mI)
1. | A [25.03.21]| 11209 |13.05.21| 9865 |02.06.21|>40000 |23.06.21| 31683
2. | A [13.04.21| 3115 |28.04.21| 3096
3. | 0 ]08.04.21| 2418
4. | A
5. | A
6. | A
7. | A |13.05.21| 34781 |02.06.21| 24546 |30.06.21| 18050
8. | A
9. | A
10. | O
11. | A [26.04.21| 2449
12. | A [26.04.21| 2396
13. | B
14. | A
15. | A |04.05.21| 3370 |18.05.21| 2937
16. | A
17.1 0
18. | O
19. | 0 [27.05.21| 9049
20. | A
21. | A |17.06.21| 6187
22. | A
23.1 0
24. | 0
25. | A
26. | A
27. 1 0
AB
0
0

w
©

Zdroj: autor
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Ptiloha ¢.3: Tabulka odbéra darci PR z plné krve

Koncentrace
Poradové| Datum Krevni protilatek
Cislo odbéru skupina AU/ml
1 06.01.2021 Al+ 607
2 07.01.2021 0+ 2609
3 11.01.2021 0+ 408
4 13.01.2021 B+ 13359
5 18.01.2021 0- 1799
6 19.01.2021 0+ 5377
7 20.01.2021 B+ 3037
8 27.01.2021 B+ 3580
9 26.02.2021 0- 4011
10 26.02.2021 B+ 3422
11 08.03.2021 0+ 11054
12 10.03.2021 A2+ 4077
13 10.03.2021 0+ 34394
14 17.03.2021 A2+ 2542
15 17.03.2021 Al+ > 40000
16 17.03.2021 B+ 6491
17 23.03.2021 0- 24175
18 23.03.2021 Al+ 3225
19 26.03.2021 B+ 4757
20 26.03.2021 Al+ 3234
21 29.03.2021 Al+ > 40000
22 01.04.2021 Al- 3761
23 07.04.2021 AlB+ 6911
24 07.04.2021 Al+ 2548
25 09.04.2021 0+ 21072
26 09.04.2021 0+ 23073
27 15.04.2021 Al+ 2577
28 15.04.2021 0+ 5966
29 16.04.2021 0+ 16901
30 20.04.2021 0- 6728
31 21.04.2021 0+ 5478
32 26.04.2021 A2+ 3964
33 26.04.2021 Al+ 2205
34 26.04.2021 Al+ 5973
35 27.04.2021 B+ > 40000
36 27.04.2021 Al+ 3986
37 04.05.2021 B- > 40000
38 04.05.2021 Al+ 16775
39 06.05.2021 Al+ > 40000
40 07.06.2021 B- 21015

Zdroj: autor
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Priloha ¢. 4. Tabulka odbért darcu PR z aferézy

Koncentrace
Pof. | Datum | Krevni | protilatek
¢islo | odbéru |skupina AU/ml
1 |5.1.2021 A 5623
2 |5.1.2021 A 7328
3 |5.1.2021 A 3241
4 16.1.2021 AB 1094
6 |6.1.2021 AB 2855
7 [7.1.2021 A 6891
8 [7.1.2021 B 1254
9 [7.1.2021 A 4640
10 |8.1.2021 0 2359
11 |8.1.2021 0 735
12 18.1.2021 A 1623
13 [8.1.2021 A 2923
14 18.1.2021 0 2584
15 [11.1.2021 A 7203
16 [11.1.2021 0 5946
17 |11.1.2021 A 1074
18 [11.1.2021 A 6120
19 [12.1.2021 A 15648
20 [12.1.2021 0 2810
21 [12.1.2021 0 1536
22 |12.1.2021 B 707
23 |12.1.2021 A 543
24 112.1.2021 A 15649
25 [12.1.2021 A 717
26 [12.1.2021 A 2364
27 ]13.1.2021 0 1035
28 [13.1.2021 A 6679
29 [13.1.2021 B 2650
30 |13.1.2021 A 2292
31 |13.1.2021 A 784
32 |13.1.2021 A 1426
33 |13.1.2021 A 1144
34 [14.1.2021 0 2294
35 [14.1.2021 A 1347
36 |14.1.2021 A 3555
37 |14.1.2021 A 3574
38 |15.1.2021 0 2576
39 |15.1.2021 A 782
40 |15.1.2021 A 7093
41 [18.1.2021 0 707
42 |18.1.2021 A 1081
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Koncentrace
Pof. | Datum | Krevni | protilatek
¢islo | odbéru |skupina| AU/mlI
43 |18.1.2021| AB 2869
44 119.1.2021 0 3526
45 119.1.2021 A 6397
46 |19.1.2021 0 342
47 119.1.2021 A 1469
48 119.1.2021 A 1949
49 120.1.2021 0 3781
50 [20.1.2021| AB 823
51 |20.1.2021 0 1899
52 |21.1.2021 B 911
53 [21.1.2021 0 4290
54 22.1.2021 A 2790
95 |22.1.2021 A 2933
56 |22.1.2021 A 2383
57 |25.1.2021 0 2107
58 |26.1.2021 A 4996
59 ]26.1.2021 A 3604
60 |[26.1.2021 0 5456
61 [27.1.2021 A 14026
62 |27.1.2021 B 1076
63 [27.1.2021 0 4882
64 |28.1.2021 A 11948
65 [29.1.2021 A 2574
66 |[29.1.2021 A 3864
67 |29.1.2021 0 1756
68 [29.1.2021 0 2259
69 |1.2.2021 AB 2414
71 |1.2.2021 A 5697
72 [1.2.2021 A 6118
73 |1.2.2021 AB 5721
74 [1.2.2021 AB 848
75 [1.2.2021 0 1947
76 |2.2.2021 A 3368
77 |2.2.2021 A 5243
78 [2.2.2021 A 2737
79 [2.2.2021 A 2608
80 |4.2.2021 B 1166
81 |4.2.2021 A 6968
82 |5.2.2021 A 6968
83 |5.2.2021 A 3817
84 |8.2.2021 A 2983




Koncentrace

Pof. | Datum | Krevni | protilatek
¢islo | odbéru |skupina AU/ml
85 ]9.2.2021 AB 2064
86 |10.2.2021 B 511
87 110.2.2021 B 2440
88 |11.2.2021 0 4835
89 |11.2.2021 0 3330
90 |15.2.2021| A 2024
91 |15.2.2021| A 8872
92 |15.2.2021] A 7527
93 |15.2.2021| AB 2815
94 116.2.2021| A 2623
95 |16.2.2021| A 3960
96 |16.2.2021| A 2762
97 |16.2.2021 0 3967
98 |17.2.2021] A 2180
99 |17.2.2021 B 6717
100 |17.2.2021| AB 4429
101 1722021 A 12505
102 |18.2.2021 B 6716
103 |18.2.2021| A 4833
104 118.2.2021| A 1333
105 {19.2.2021| A 6007
106 [22.2.2021| A 4528
107 |23.2.2021| A 5227
108 |23.2.2021| A 2764
109 |23.2.2021| A 4294
110 |23.2.2021| A 4950
111 |24.2.2021| A 1368
112 |24.2.2021 0 > 40000
113 |24.2.2021 B 2089
114 12422021 A 4921
115 2422021 A 4922
116 |26.2.2021 0 4329
117 126.2.2021 0 4010
118 |26.2.2021| A 2119
119 |1.3.2021 A 3609
120 |2.3.2021 A 3245
121 |2.3.2021 0 3326
123 |2.3.2021 0 3705
124 |3.3.2021 0 3314
125 | 4.3.2021 A 5431
126 | 4.3.2021 A 3224
127 |5.3.2021 A 10959
128 |5.3.2021 A 2819

Koncentrace
PofF. | Datum | Krevni | protilatek
¢islo | odbéru |skupina| AU/mlI
129 |53.2021 A 1975
130 |5.3.2021 A 4752
131 |8.3.2021 AB 1934
132 |8.3.2021 0 38956
133 |8.3.2021 A 4792
134 18.3.2021 A 3177
135 |8.3.2021 A 2728
136 |8.3.2021 A 4416
137 9.3.2021 B 4593
138 |10.3.2021| A 4077
139 |11.32021| A 4691
140 |11.3.2021 0 23776
141 11232021 A 2229
142 112.3.2021| AB 4047
143 ]15.3.2021 0 4032
144 116.3.2021 0 3658
145 116.3.2021| A 4692
146 |17.3.2021 0 2862
147 118.3.2021| A 3530
148 |18.3.2021| A 10923
149 118.3.2021 0 2943
150 18.3.2021| A 21413
151 119.3.2021| A 4097
152 119.3.2021| A 8953
153 119.3.2021| A 2836
154 122.3.2021 0 2964
155 |23.3.2021 0 9442
156 |23.3.2021| A 3383
157 23.3.2021| A 1735
158 |23.3.2021| A 3890
159 |23.3.2021 0 24126
160 |24.3.2021| A 2403
161 (24.3.2021| A 2680
162 |24.3.2021 B 3448
163 |24.3.2021 0 5979
164 12432021 B 3924
165 2532021 A 11209
166 |26.3.2021| A 2828
167 |26.3.2021| A 2868
168 |29.3.2021| AB 2064
169 |29.3.2021 0 4539
170 129.3.2021 0 3749
171 30.3.2021| A 28461




Koncentrace

Pof. | Datum | Krevni | protilatek
¢islo | odbéru |skupina AU/ml
172 |31.3.2021 0 13806
173 |31.3.2021| A 5564
174 13132021 A 2374
175 |31.3.2021 0 16801
176 [31.3.2021 0 2894
177 11.4.2021 A 4080
178 |1.4.2021 A 7071
179 |1.4.2021 0 2656
180 |6.4.2021 A 12216
181 |6.4.2021 0 16818
182 |6.4.2021 A 8609
183 |6.4.2021 0 10875
184 |6.4.2021 A 2985
185 |7.4.2021 AB 2824
186 |7.4.2021 A 3423
187 |7.4.2021 0 6202
188 |7.4.2021 0 8403
189 |7.4.2021 0 2412
190 |7.4.2021 0 2382
191 |8.4.2021 A 2602
192 18.4.2021 A 3250
193 |8.4.2021 0 2418
194 19.4.2021 0 1316
195 11242021 A 3309
196 |12.4.2021| A 2030
197 112.42021| A 8379
198 |12.4.2021| A 5147
199 |12.4.2021 0 16299
200 (13.4.2021| A 2951
201 (13.4.2021| A 4837
202 113.4.2021 B 2490
202 |13.4.2021| A 4867
203 (13.4.2021| A 3115
204 113.4.2021 0 26681
205 |13.4.2021 0 2299
206 |14.4.2021 B 2234
207 (1442021 A 2107
208 |14.4.2021| A 4518
209 (14.42021| A 7079
210 |14.4.2021 0 3150
211 |14.4.2021 0 7552
212 11542021 A 17530
213 (1542021 A 2543
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Poi. | Datum | Krevni | protilatek
¢islo | odbéru |skupina AU/mlI
214 [15.4.2021 A 17735
215 [15.4.2021 0 2822
216 |16.4.2021 A 4134
217 [19.4.2021 A 2542
218 [19.4.2021 A 3825
219 [19.4.2021 0 6365
220 [19.4.2021 A 6365
221 |20.4.2021 A 3385
222 |20.4.2021 0 2344
223 |20.4.2021 A > 40000
224 [21.4.2021| AB 15649
225 [21.4.2021| AB 2190
226 [21.4.2021| AB 2529
227 |21.4.2021 0 5478
228 |21.4.2021 0 7020
229 [21.4.2021 A 2134
230 [21.4.2021 A 2194
231 [22.4.2021 A 3385
232 |22.4.2021 A 9024
233 |22.4.2021 0 7020
234 |23.4.2021 A 3797
235 |23.4.2021 B 4258
236 |26.4.2021 0 12954
237 |26.4.2021 0 11351
238 |26.4.2021 A 2449
239 [26.4.2021 A 2396
240 |27.4.2021 B 4524
241 |27.4.2021| AB 6156
242 |27.4.2021 A 5075
243 |27.4.2021 A 3383
244 |27.4.2021 A 6776
245 |28.4.2021 A 3096
246 |29.4.2021 A 8040
247 |29.4.2021 A 5352
248 [30.4.2021 A 2151
249 |3.5.2021 0 4997
250 |3.5.2021 0 26896
251 |4.5.2021 A 8721
252 14.5.2021 A 3370
253 |4.5.2021 A 2222
254 |14.5.2021 0 2184
255 |5.5.2021 A 3031
256 |5.5.2021 0 1799




Koncentrace
Poi.| Datum | Krevni | protilatek
¢islo| odbéru |skupina AU/mlI
257 |5.5.2021 B 37033
256 |6.5.2021 0 1799
257 16.5.2021 0 4171
258 |10.5.2021 A 3941
259 [11.5.2021 0 15690
260 | 12.5.2021 A 3202
261 |12.5.2021 A 2963
262 |13.05.2021 A 9865
263 | 13.05.2021 0 5175
264 |13.05.2021 A 34781
265 |18.05.2021 0 6515
266 |18.05.2021 A 3878
267 |18.05.2021 A 2937
268 |21.05.2021 A 2522
269 |24.05.2021 A 5576
270 | 25.05.2021 A 6898
271 |26.05.2021| AB 4251
272 | 26.05.2021 0 3870
273 | 26.05.2021 0 16541
274 |27.05.2021 A 2334
275 | 27.05.2021 A 7100
276 | 27.05.2021 0 9049
277 |28.05.2021 A 2198
278 |28.05.2021 0 > 40000
279 |28.05.2021 A 4095
280 | 31.05.2021 A 3173
281 | 01.06.2021 0 12303
282 |02.06.2021 A 24546
283 |02.06.2021 A > 40000
284 104.06.2021 0 5322
285 | 04.06.2021 A 3105
286 |09.06.2021 A 5683
287 |15.06.2021| AB 2645
288 | 15.06.2021 0 10911
289 |17.06.2021 A 6187
290 |18.06.2021 0 38965
291 |22.06.2021 0 10760
292 |23.06.2021 A 31683
293 | 30.06.2021 A 18050

Zdroj: autor
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