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ABSTRACT:
Ondruskova, E. 2010: Field detection of blood groups in haematological laboratory

This thesis ,,Field detection of blood groups in haematological laboratory deals with

questions concerning blood groups .

In the theoretical part | deal with historical aspects, the role of antigens and
antitoxins, the importance of the ABO system, the Rh factor and with other blood group
systems. A part of my bachelor thesis is a description of the importance of blood group
qualities in transfusion medicine and in immunogenetics too. The latter deals with the
danger of post-transfusions and hemolytic disorders of new born babies. At the end of
the theoretical part | mention detection methods which can be used to verify the blood

group of the examined patient.

In the practical part of this thesis | examined 75 blood samples from different
patients by means of three different detection methods. These samples were delivered in
the laboratory Laboma s.r.o. in Ceské Bud&ovice. The aim was to detect the blood
groups and compare these methods to each other in respect of their time consumption,
financial means, work demand and reliability. After all results have been compared, it is
obvious that all methods are useful for a correct detection of blood groups and can be
applied in each laboratory. Therefore, this result has confirmed my hypothesis.
Nevertheless, during my examination work new hypothesis have arisen because | had
decided to compare the occurence of blood groups with men and women who descend

from the region of southern Bohemia.

This thesis could be useful as a study aid for students of the Faculty of Health

and Social Studies and as a comprehensive study material for experts.
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Uvod

Téma ,,VySeti‘eni krevnich skupin v terénni hematologické laboratori* jsem
si vybrala, protoze m¢ dana problematika zajimala a pfi mém zkoumani se mi i zalibila.
Zajimala m¢ otazka, zda je mozné vysSetiit krevni skupiny tfemi rtiznymi metodami,
jestli se vSechny tii shodnou na stejném vysledku a zda je lze vykonavat v kazdé

laboratofi.

Pfi své praci jsem narazila na fadu prekazek, které jsem se snazila vyfeSit a
zvladnout. Pfi Cerpéani z literarnich prament jsem zjistila, jak je tématika krevnich
skupin a transfuzniho 1ékafstvi rozsdhla. Neni mozné se o vSech informacich zminit,

vvvvvv

se krevnich skupin.

Bakalatisk4 prace je rozdélena na cast teoretickou, ve které se vénuji historii
krevnich skupin, soucasnym poznatkim, ABO systému, Rh systému, krevnim
transfuzim, hemolytickému onemocnéni novorozence, potransfuznim reakcim a také
imunohematologickym vySetfovacim metoddm. V praktické ¢asti popisuji, jak jsem
jednotlivé metody provadéla.

Doufam, ze tato prace poslouzi nejen jako studijni materidl pro studenty

Zdravotné socialni fakulty, ale i jako uceleny material pro osoby, které se touto
problematikou zabyvaji.



1. Soucasny stav

1.1 Krevni skupiny

1.1.1 Historické aspekty

Rakousky védec Karl Landsteiner (obr. 1; Svejnoha, 2000) roku 1900 vydava

dilo, ve kterém uvadi, ze lidska krev musi obsahovat pfirozené
protilatky, protoze casto shlukuje cizi cervené krvinky. A také
tvrdi, ze podle shlukovatelnosti krvinek urcitymi séry, které
obsahuji protilatky, se lidé sdruzuji do ,,skupin“ (Svejnoha 2000).

Obdrzel Nobelovu cenu za lékafstvi v roce 1930. Pusobil ve

Vidni, Haagu a New Yorku a pfipsal si zdsadni pfispévky v

oblasti imunohematologie a to predevsim u krevnich skupin A, B,

0 a Rh faktoru (Groger 2001). Obr. 1 Karl Landsteiner

Profesor Jan Jansky (obr. 2; Svejnoha, 2000) roku 1907 nezavisle na poznatcich
Landsteinera zjistil, ze kazdého cloveéka lze zatadit podle vlastnosti séra a krvinek do
- , ~ jedné ze Ctyi krevnich skupin. Toto zjisténi patii k velkému,
fia” celosvétové vyznamnému objevu, kdy presvédCivé prokazuje
existenci Ctvrté krevni skupiny a vytvaii predstavu uzavieného
systému krevnich skupin (Svejnoha 2000). Skupiny oznadil
fimskymi ¢islicemi, ale ty byly nahrazeny pismeny A, B, 0

‘ (Malaska 1957).
AN

Obr. 2 Jan Jansky

1.1.2 Soucasné poznatky

Diky objevu krevnich skupin, které maji velky vyznam v medicin¢ a jsou
zékladnim pilitem v transfuznim Iékatstvi, mohlo dojit k rozvoji dal§ich medicinskych

obort, které jsou zavislé na hemosubstitucni terapii. Maji nezastupitelné misto 1 ve sféie
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imunohematologické; a to ve fetalni mediciné pti diagnostice, monitorovani, terapii a

prevenci fetomaternalnich cytopeniich.

Rozvoj imunohematologie, kterd studuje pficiny, pribé¢h a nasledky obrannych
reakci organismu, které jsou vyvolany krevnimi antigeny a protilatkami (Bicik 1992),
mél ve 20. stoleti velky vyznam pro nové prohloubeni poznatkli na molekularni Grovni
ve védnich oborech jako je biochemie, genetika a imunologie. Na uplném pocatku byly
znamy pouze dva antigeny jednoho systému a v 21. stoleti jiz rozeznavame 308

antigend, z nichz je 270 zatazeno do 30 systémil krevnich skupin (Pisacka 2009).

Klinicky vyznam krevnich skupin je dany pravidelnymi lidskymi protilatkami
proti nim. Vyznamné jsou protilatky, které zplisobuji rozpad cervenych krvinek, mohou
zpusobit hemolytické onemocnéni novorozence, akutni nebo pozdni potransfuzni

hemolytickou reakci (Pisacka 2009).

Krevni skupiny vznikaji expresi antigenti na extracelularni plochu membrany
cervenych krvinek. V néekterych pripadech jsou tyto antigeny k dispozici pouze na
erytrocytech (Kirkman 2007), nékteré antigeny jsou na vSech krevnich buiikach, na

erytrocytech a tkanich (Cerméakova et al. 2008).

1.1.3 Protilatky (aglutininy) krevnich skupin

Protilatky krevnich skupin (obr. 3; Engelfriet et
al., 2003) hraji dulezitou roli v transfuznim Iékafstvi i
Vv t¢hotenstvi. Klinicky vyznamné protilatky jsou schopné
zpusobit nezddouci ucinky po transfuzi, a to od mirnych

az po tézké, a mohou byt pfi¢inou hemolytické nemoci

plodu.
Obr. 3 Protilatky krevnich skupin

Principy metodiky pro urcovani krevnich skupin a identifikaci protilatek se
zménily jen velmi mélo a opiraji se o sérologické metody, které vyvolavaji aglutinaci

¢ervenych krvinek (Poole and Daniels 2007).
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1.14 Antigeny (aglutinogeny) krevnich skupin

Biochemické a molekuldrné genetické studie prokdzaly, Ze antigeny krevni
skupiny jsou pfitomny na povrchu bunc¢k vcetné sacharidovych epitopti pro
glykoproteiny anebo glykolipidy a peptidové antigeny pro bilkoviny, které jsou vlozeny
do membrany pies jednu nebo vice transmembranovych domén nebo pies komplexy,

které jsou slozené z n€kolika slozek membrany (Cartron and Colin 2001).

1.2 Skupinovy systém erytrocyti

Imunohematologie ¢ervenych krvinek je definovana vySetfovanim erytrocytarnich

protilatek a antigend, kterymi jsou krevni skupiny (Cermékova et al. 2008).

Jedna se o soubor fenotyp, které jsou definovany lidskymi protilatkami, jez maji
znamou biochemickou podstatu, chromozomalni lokaci s identifikovanym a
sekvenovanym genem. V systému miize byt pouze jeden antigen (P, H), nebo i desitky

antigend (Rh, MNS).

Kolekce je soubor dvou a vice antigeni se sérologickou, biochemickou a
genetickou piibuznosti, ale nespliiujici vSechna kritéria systému. Do sérii se zafazuji

antigeny, které zatim neodpovidaji definovanym systémim a kolekcim (Pisacka 2009).

V soucCasné dobé existuje 30 uznavanych systéml krevnich skupin, vcetné
systému Rh. Pochopeni systémi krevnich skupin ma dopad i mimo transfuzni 1ékafstvi
v oblastech, jako jsou transplantace, autoimunita a popula¢ni biologie (Baiochi and

Nardozza 2009).

1.2.1 ABO - systém

Skupinovy systém ABO je ze vSech skupinovych systémi erytrocytii nejdéle

znamy a ma nejvetsi vyznam.
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1.2.1.1 Dédi¢nost krevnich skupin AB0

Tento systém urcuji 3 alelové geny — A, B, 0. Alely A, B, 0 se navzijem

homozygotn¢ a heterozygotné kombinuji (tabulka 1; Engelfriet et al., 2003; upraveno) a

diky tomu davaji vzniku ctyfem zakladnim fenotyptim - A, B, 0, AB. Geny A, B maji

charakter dominantnich genii a gen 0 je recesivni. Tim, Ze gen 0 ma recesivni vlastnosti,

nema funkci a neni schopny zménit antigen H na jiny. Navenek se projevuje jen tehdy,

pokud se v genotypu nachazi v homozygotni form¢ 00. Tento genotyp reprezentuje

krevni skupinu 00. Geny A a B vytvafi aglutinogeny nejen, kdyZ se nachazi ve formé

homozygotni, ale 1 kdyZ jsou v heterozygotni kombinaci. VZdy se jedna o skupinu AB,

pokud jsou geny A a B v heterozygotni kombinaci. Pokud jsou v kombinaci s genem 0,

tak dominantni gen A potlacuje recesivni gen 0 a projevuje se navenek jako krevni

skupina A. Totéz plati i pro skupinu B (Kubisz et al. 2006).

Tabulka 1. Genotyp a fenotyp krevnich skupin

Krevni skupina Genotyp Alely v zygoté Fenotyp Antigeny
A AA Homozygotni A A
A A0 Heterozygotni A A
B BB Homozygotni B B
B BO Heterozygotni B B
AB AB Heterozygotni AB AiB
0 00 Homozygotni 0 neni

Kazdy ¢loveék ma dvé alely ABO systému, jedna se dédi od otce a druha od

matky, diky tomu vznikd Sest moznych kombinaci a vznikaji tyto genotypy AA, A0,
BB, B0, AB, 00 (Engelfriet et al. 2003).
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Zakladem rozdéleni lidi do 4 krevnich skupin je skutecnost, zda se na ¢ervenych
krvinkach vyskytuji ¢i nikoli aglutinogeny A a B. Lidé, jejichz krevni skupina je A,
maji ve svych krvinkach aglutinogen A. Lidé se skupinou B maji pfitomny aglutinogen
B ve svych krvinkdch. Aglutinogeny A i B vlastni lidé s krevni skupinou AB, zatimco

lidé s krevni skupinou 0 nevlastni aglutinogen ani A ani B.

Uvedené krvinkové aglutinogeny doprovazi protilatky, jejichz pfitomnost
Vv krevni plazmé je pfirozend a maji vlastnost shlukovat krvinky opacné krevni skupiny.
Tyto protiladtky nazyvame aglutininy a jsou oznaceny feckymi pismeny o a 3. Aglutinin
a se nazyva také anti-A a ma schopnost shlukovat krvinky s krvinkovou vlastnosti A.
Zatimco aglutinin B, ktery se znaci také anti-B, shlukuje krvinky s krvinkovou vlastnosti
B. Je vice nez jasné, ze Cloveék za normdlnich okolnosti nemtize mit ve svém séru
aglutinin proti jeho vlastnim krvinkam, nebot’ by dochazelo ke shlukovani a nasledovala
by hemolyza vlastnich krvinek. Proto plazma ¢lovéka, ktery mé krevni skupinu A,
obsahuje aglutinin B, plazma skupiny B obsahuje aglutinin a, skupina AB neobsahuje

zadny aglutinin, kdezto skupina 0 ma aglutinin o 1 § (Malaska 1957).
1.2.1.2 Biochemie, struktura

Antigeny A i B jsou koncové sacharidy glykoproteini a to z 65-75% a
glykolipidu, které zaujimaji 25-35% erytrocytarni membrany (obr. 4; Engelfriet, 2003;
viz piilohy). Skupinu A urcuje pfitomnost sacharidu N-acetylgalaktozamin (GalNac),
skupinu B zastupuje D-galaktoza (Gal) a skupinu 0 L-fukoza (obr. 5; Sakalova et al.,
1995; upraveno; viz pfilohy). Skupina 0 vznika pfipojenim sacharidu L-fuk6zy pomoci
specifické transferdzy k prekurzorovému fetézci. Syntéza antigentt A a B pak probiha
pfipojenim sacharidd GalNac a Gal pomoci specifickych transferaz k antigenu H
(Cermékova et al. 2008).
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1.2.1.3 Krevni podskupiny

Vroce 1911 Dungern a Hirszfeld zjistili, Ze aglutinogen A neni jednotny a
existuji dva aglutinogeny A a oznacili je A1 a Ay (Malaska 1957). Asi 80% jedinct
s krevni skupinou A jsou A; a pouze 20% A (Sakalova et al. 1995). V dalSich letech
byly objeveny dalsi tfi aglutinogeny As, A4 a As. Krvinky obsahujici tyto aglutinogeny,
které se vzajemné¢ lisi tim, ze jsou rizné rychle a rtizné siln¢ shlukovany aglutininem a.
Nejvice shlukovatelnymi se jevi krvinky, které obsahuji aglutinogen Aj, zatimco As je
naopak nejméné shlukovatelnd. Stejny princip plati také pro krevni skupinu AB

podskupiny A;B, A;B a A3;B (Malaska 1957).
1.2.1.4 H deficitni fenotyp

Nositel¢ genotypu h/h neprodukuji danou specifickou transferdzu a na jejich
erytrocytech se nenachézi antigen H, ale pouze prekurzorovy fetézec. Nedochazi tedy
k syntéze ABO antigent, kdyz jsou pfitomné jak ABO geny, tak i pfislusné specifické
transferazy. H deficitni fenotyp se ve svétové populaci vyskytuje velice ojedinéle,
prakticky jen u kmene Parsi v mést¢ Bombay. Proto je tento H deficitni fenotyp

nazyvan ,,typ Bombay*.

Antigeny A, B, H se vyskytuji téméf na vSech buiikach a tkanich, ovS§em mimo
centralni nervovy systém a mohou byt vylu¢ovany ve formé solubilnich glykoproteinti
do plazmy a télesnych sekreti; jako jsou sliny, slzy, pot, zalude&ni §tava (Cermakova et

al. 2008).
1.2.1.5 Ziskané zmény

Krevni skupina je od narozeni neménnd, avSak stanou se vyjimecné udalosti, kdy
se krevni skupina zméni — ptechodné nebo trvale. Tyto zmény jsou pozorovany u lidi,
kteti pfijali transfuzi velké mnoZstvi jiné skupiny nebo po transplantaci kostni difen¢ od
darce jiné krevni skupiny. Ke zméné krevni skupiny mize dojit i za riznych
patologickych stavii, kterymi jsou bakteridlni infekce ¢i hematologické malignity.

Vzicné se vyskytuje ziskany antigen B u jedinct skupiny A, ktefi trpi onemocnénim
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zazivaciho traktu provazeného infekci (Escherichia Coli, Clostridium tertium).
Oslabena exprese antigenli A, B, H na erytrocytech miize byt prokdzana u akutni

leukemie (Cermakova et al. 2008).
1.2.1.6 Vyznam skupinového systému ABO pro transfuzi

Pfitomnost pravidelnych piirozenych protilatek anti-A a anti-B ma velky
vyznam pii vybéru slucitelné krve. Pfijemce mlze dostat pouze takovou krev, ve které
nejsou cervené krvinky aglutinované jeho vlastnimi protilaitkami. To je zasadni
predpoklad slucitelné krve a nasledné nerespektovani této dilezité skutecnosti
zpusobuje prudkou reakci mezi protilatkami ptijemce a krvinkami dérce a jejich rozpad
vV krevnim fe€isti. Organismus se dokaZe vyrovnat s protilatkami od darce jen do
ur¢itétho mnozstvi a kvality. Po pfekroCeni neutralizacni a fedici kapacity piijemce se
protilatky darce vazou na Cervené krvinky (obr. 6; Engelftriet et al., 2003), ¢imz vznika

jejich hemolyza a klinicky obraz neslucitelné transfuze.

‘ protilatky proti antigenu

erytrocyty s modrymi antigeny

|
|

Vazba na erytrocyty a aglutinace erytrocytt

Obr. 6 Reakce antigenu a protilatky

Pfi transfuzi celé krve i1 pii transfuzi erytrocyti musi byt dodrZzeny zéasady
kompatibility krevnich skupin. Ptijemce jiné krevni skupiny neZ 0 mlzZe piijmout krev

skupiny 0, aniz by doslo ke komplikacim, protoze nositelé¢ krevni skupiny 0 se oznacuji
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jako univerzalni darci. Nositel krevni skupiny AB, mize pfijmout kteroukoliv krevni
skupinu bez zavaznych komplikaci a jednd se o univerzalniho pfijemce, protoze

neobsahuje anti-A ani anti-B protilatky (Kubisz et al. 2006).
1.2.1.7 Vyskyt krevnich skupin

Vyskyt krevnich skupin A, B, AB a 0 u obyvatelstva jedné oblasti a jedné rasové
skupiny byva pomérné staly. Avsak jist¢ rozdily ve vyskytu krevnich skupin
zaznamenavame mezi jednotlivymi rasami a ndrodnostmi. Je zndma skuteCnost, Ze
smérem od zapadu k vychodu ubyva u bélochii skupina A a piibyva skupina B. V Ceské
republice (tabulka 2; Hrubisko et al., 1983; upraveno) ma 44% lidi krevni skupinu A,
skupina 0 se vyskytuje u 31% nasi populace, zatimco skupinu B vlastni 17% lidi a

pouze 8% obyvatel zije s krevni skupinou AB (Hrubisko et al. 1983).

Skupina 0 se vyskytuje nejcastéji u piivodniho obyvatelstva Ameriky, Australie
a casti Afriky a to s Cetnosti nad 60%. Obyvatelstvo krevni skupiny A je nejCastéji
zaznamenana v rozmezi 40-60% v Evropé, hlavné ve Skandinavii a stfedni Evropé, dale
u puivodniho obyvatelstva jizni Australie aZ 77% a u nékterych domorodych americkych
kmeni az 50%. Zatimco skupina B se vyskytuje u obyvatelstva ve stiedni Asii kolem

40% (Cermakova et al. 2008).

Tabulka 2. Relativni ¢etnost krevnich skupin [ %]

Krevni Zastoupeni krevnich skupin
skupina v populaci CR
A+ 37,4
A- 6,6 44,0
B+ 14,4
B- 2,6 17
AB+ 6,8
AB- 1,2 8
0+ 26,3
0- 4,7 31
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1.2.2 Rh — systém
1.2.2.1 Historie

Tento vyznamny skupinovy systém erytrocyti objevili vroce 1940 Karl
Landsteiner a Alexander Wiener pifi imunizaci opic rodu Macacus Rhesus. Od tohoto
pojmu je nasledné odvozen nazev aglutinogenu a systému: faktor Rhesus a zkracen¢ Rh
faktor (Pecka 2005). Krvinky, které maji tento antigen, byly oznaceny jako Rh pozitivni
neboli Rh+, ostatni jako Rh negativni ¢ili Rh- (Malaska 1957).

1.2.2.2 Struktura a funkce

Rh systém je nejpolymorfnéjsi systém s Castou tvorbou IgG protilatek, které
pusobi hemolytické onemocnéni novorozence a to zejména anti-D a anti-c; ale také
zpuisobuje mirné az tézké hemolytické transfuzni reakce pozdniho typu. Molekularnim
podkladem jsou dva blizké geny, kdy jejich produktem jsou dva proteiny, jezZ se ucastni

vystavby Rh komplext erytrocytové membrany (Pisacka 2009).
1.2.2.3 Rh antigeny

Tyto antigeny jsou lokalizovany na RhD a RhCcEe proteinech. Pocty molekul
antigend na jeden erytrocyt se u normalni exprese pohybuji v fadu desitek tisic a jsou
zavislé na genotypovém a fenotypovém uspotadani, ale také na homzygocii nebo
heterozygocii pro dany antigen. ZvySen¢ pocty D antigenu jsou nachézeny na
erytrocytech s tim, ze tam chybi nékteré nebo vSechny C/c a E/e antigent, naopak
snizené pocty antigent jsou u slabych D antigenti a u nékterych typth D variant

(Cermékova et al 2008).

Rh/D antigen patfi mezi nejimunogennéjs$i ze vSech struktur erytrocytu. Je to
erytrocytu nositelem jednoho zcela odliSného proteinu a to D proteinu; na rozdil od
membrany erytrocytl, kterd nema D protein a je Rh/D negativni. Z toho vyplyva vysoka
imunogenicita D antigenu az 80%. Ostatni antigeny maji odliSnost v rozdilném obsahu

aminokyselin v jinak stejnych proteinech, a proto je u nich imunogenicita o jeden a vice
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radi nizsi. (Pisacka 2009). Tim, Ze u jedinci D- chybi cely Rh/D protein a maji pouze
RhCcEe proteiny, tak jejich imunitni systém dobfe rozpoznava D+ erytrocyty a vytvari
anti-D protilatky (Cermakova et al. 2008). U déarci krve je nutné zachytit, pokud je to
mozné, vSechny formy Rh/D antigenu (Pisacka 2009).

Ostatni erytrocytové antigeny jsou vétsinou bud’ antigeny s vysokou frekvenci
vyskytu anebo antigeny o nizké frekvenci vyskytu. Protilatky proti nim se vyskytuji jen
velmi ziidka a jejich diagnostika je mozna pouze V laboratofich s vysokou specializaci

(Cermakova et al. 2008).
1.2.2.4 Rh protilatky

Protilatky anti-Rh jsou velmi zfidka pfirozené anti-D, -E a C". Jejich piivod je
nejasny. Typické protilatky pro Rh systém jsou imunni protildtky po opakovanych
graviditach nebo transfuzich (Sakalova et al. 1995). Imunni protilatky, které jsou IgG
neaktivujici komplement, patii mezi nejéastéji se vyskytujici erytrocytarni protilatky
(Cermékova et al. 2008) a pronikaji placentou a jsou pii¢inou hemolytického
onemocnéni novorozencil a potransfuznich hemolytickych reakci. Nejcastéjsi protilatky

jsou anti-D, -C, -CD, -c, -DE a -E.

Pti transfuzich erytrocytli a celé krve se musi respektovat pfitomnost anebo
nepfitomnost antigenu D v krvinkach. Lidé Rh negativni pfi transfuzi nesmi dostat
krvinky s antigenem D, musi dostat jen Rh negativni krev. Zatimco lidé Rh pozitivni

mohou dostat krev jak Rh pozitivni, tak Rh negativni.

I Rh- té¢hotné Zeny se mohou dostat v urCitych pfipadech do kontaktu s Rh+
krvinkami plodu, pokud jejich plod ziskal genetickou vybavu od otce a to Rh+. Tyto
krvinky mohou vniknout do matcina krevniho ob&hu béhem doby téhotenstvi, nejvice
vSak na jeho konci a pii porodu. Matka vytvafii protilatky proti krvinkdm svého plodu a
tyto protilatky poSkozuji krvinky plodu. Tomuto jevu se fika hemolytické onemocnéni

novorozence (Sakalova et al. 1995).
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Pokud dochazi k tvorbé protilatek Rh- negativni matky viici pozitivnimu plodu,
je nutné preventivni podani anti-D gamaglobulinu v potiebné davce pii kazdé

potencialné senzibilizujici udalosti (Cubusky et al. 2009).
1.2.2.5 Dédi¢nost

Rh systém ma zaklad ve tfech blizko sebe lezicich lokusech genii na kratkém
raménku chromozomu 1. Na lokusu 1 je alela C a c, na lokusu 2 se vyskytuje alela D a d
a na 3 lokusu se nachézi E a e alela, které se vzajemn¢ mohou zastupovat. Kombinace
alel je déditelnd stejné jako Rh-komplex (Kubisz et al. 2006). Geny prodélaly v ramci
svého dlouhodobého vyvoje ptekiiZzeni — crossing over, coz je vyména nukleotidovych
sekvenci. Vlivem toho vznika moznych 8 typu genovych kombinaci Rh-komplexu
(tabulka 3; Pecka, 2005; upraveno): cde, Cde, cdE, CdE, cDe , CDe, cDE, CDE (Pecka
2005).

Tabulka 3. Vyskyt CDE nomenklatury u stfedoevropské populace

CDE CDe cde cDE cDe Cde cdE CDE CdE

nomenklatura

Cetnost [ % | 40,5 39,2 14,2 2,7 0,9 0,6 0,2 0,01

1.2.2.5 Vyskyt

ey e

embryonalniho Zivota. Jejich vyskyt se u riiznych obyvatel na zemékouli vyrazné
odlisuje. B&losi jsou v 85% Rh pozitivni a v 15% negativni. Cernosi jsou az v 90 - 95%
pozitivni (Sakalova et al. 1995). Mongoloidni rasa z 90% pozitivni a 10% je negativnich
(Pecka 2005).
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1.3 Ostatni krevni skupinové systémy

VétSina antigent je zafazena do jednoho z téchto 30 krevnich skupinovych
systémil (Baiochi and Nardozza 2009). Kazdy systém obsahuje riizny pocCet antigenii a
je jednoznaéné geneticky urCeny. Mezi lidské krevni skupinové systémy patii vedle
systémt ABO, Rh dale i systémy Kell, Lewis, Duffy, Kidd, MNSs, P, Lutheran, Diego,
Yt, Xg, Scianna, Dombrock, Colton, Landsteiner-Wiener, Chido/Rodgers, Hh, KXx,
Gerbich, Cromer, Knops, Indian, Ok, Raph, John Milton Hagen, I, Globoside, Gill,
RHAG (Cermakova et al. 2008).

Genetické vztahy Kell systému jsou komplikované stejné jako v systému Rh,

kdy genovy komplex systému Kell lezi na chromozomu 7 s minimaln¢ tfemi lokusy. Na
. o ., a b e
lokusu 1 jsou alely K a k, na lokusu 2 mizeme najit Kp a Kp~ a na tfetim lokusu se
-} b o o . . «xiwr .
nachazeji Js a Js . Tvoii se protilatky anti-K, které jsou castéj$i nez anti-k (Pecka

2005).

Lewis systém neni pravym krevnim skupinovym systémem (Pecka 2005). Jeho
antigeny jsou rozpustné sacharidy piitomné ve slinich a plazmé (Cermakova et al.
2008), které se navazuji na povrch erytrocytu az sekundarng€. Geneticky ma tento sytém
vztah k ABO systému. Tento systém je podminén geny na 19. chromozomu, kde jsou

alely Le a le a soucasné pisobi i alely ABO systému H a h (Pecka 2005).
Krevni skupinovy systém Duffy ma 6 antigend, z nichZ jsou nejvyznamnéjsi
alelické antigeny Fya1 a Fyb lisici se v jedné aminokyseling. Tento systém ma zastoupeni

u pavodni africké populace. Duffy protilatky obvykle IgG; jsou klinicky vyznamné a

mohou byt pfi¢inou hemolytické potransfuzni reakce nebo i hemolytického onemocnéni

novorozencii. Castgji se vyskytuje protilatka anti- Fya (Cermakova et al. 2008).

Kidd systém je podminén geny na 18. chromozomu, ktery ma 3 antigeny Jka,

b . . . . . . . . b.
JK™ a Jk, které se lisi v jedné aminokyselin€. Kidd protilatky anti- 3K a anti- Jk jsou
nejcastéj$i pficinou pozdnich hemolytickych potransfuznich rekci, vzacné vyvolavaji
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tézké akutni potransfuzni reakce nebo tézké formy hemolytického onemocnéni

novorozencti (Cermékova et al. 2008).

V roce 1927 nalezli Karl Landsteiner a Philip Levine v lidskych erytrocytech
nové aglutinogeny, které oznacili jako M a N. Alely S a s v roce 1947 objevili Walsh a
Montgomery (Pecka 2005). Tento systém ma 43 antigenil, kdy nejvyznamnéjsi jsou
parové antigeny M a N, které se 1isi ve dvou aminokyselinach. Nej¢astéji se vyskytuje
protilatka anti-M, kterda je reaktivni pfi 37 °C a mulze byt pii¢inou hemolytické
potransfuzni reakce nebo hemolytického onemocnéni novorozenct, zatimco anti-N se

objevuje velmi ziidka (Cermakova et al. 2008).

1.4 Vyznam krevnich skupinovych vlastnosti v 1ékarstvi

Diky poznatkiim o krevnéskupinovych antigenech, o jejich antigenni povaze a o
jejich pravidelné dédicnosti se také rozsitilo jejich pouziti v teoretické a praktické
medicing. Nezastupitelny vyznam maji krevni skupinové vlastnosti pro transfuzi krve,
pro vznik hemolytické choroby novorozenct, dale pro imunogenetiku a také pro ziskané
hemolytické anémie a jind onemocnéni (HrubiSko et al. 1983). Dalsi dileZitou oblasti je
soudni lékatstvi, kdy je nutné zjistit totoznost neznamych osob a pfi ur€¢ovani otcovstvi

(Jilkova 2009).
1.4.1 Krevni transfuze

Znalost krevnich skupin ma nejvétsi vyznam pro pievod krve. Krevni transfuze
mohou byt uspésné jen tehdy, kdyz aglutininy ptijemce neshlukuji krvinky dérce. Tomu
se zabrani tim, Ze se pfi transfuzi pouzije krev stejné skupiny, jakou ma piijemce
(Hrubisko et al. 1983). Piedevsim se musi respektovat slucitelnost v ABO systému a Rh
systému. Krev darce musi po transfuzi plnit svou funkci a nesmi plsobit nemocnému
zadnou ujmu. Pii nedodrzeni zasady slucitelnosti se protilatky navazuji z plazmy

pacienta na erytrocyty darce a dochazi khemolyze darcovskych erytrocytu.
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Z rozpadlych erytrocytd se uvoliiuje hemoglobin, ktery muze poskodit ledvinné

glomeruly a dochazi k Soku, ve kterém muze pacient zemfit.

Bez predtransfuzniho vySetfeni se nesmi podat transfuzni ptipravek, ktery

obsahuje velké mnozstvi erytrocytli. Vyjimecné lze podat erytrocyty univerzalniho

darce krevni skupiny 0, pokud mozno Rh negativni. Touto vyjimecnou situaci miize byt

neodkladna transfuze, kdy se test slucitelnosti vysetiuje dodatecné (Jilkova 2009).

Predtransfuzni vysetieni obsahuje tyto ¢innosti:

Ptijem vzorku krve pfijemce transfuze s piilozenou zadankou. (Jedna se
o vzorek srazlivé ¢i nesrazlivé krve, kdy musi byt zkumavka oznacena
stitkem, kterym se identifikuje piijemce. Na Stitku je zaznamendno
jméno, ptfijmeni, ¢islo pojisténce a datum odbéru. Kontroluje se vzhled a
staif vzorku. Zadanka jednoznaéné identifikuje piijemce, dale obsahuje
udaje o diagnoze, o predchozich transfuzich a reakcich na transfuze, o

ptitomnosti nepravidelnych protilatek, o t€hotenstvi ¢i transplantacich.)

Provadi se kontrola zaznamia v pfedchozi dokumentaci s ohledem na

krevni skupinu a pfitomnost diive prokazanych protilatek.
Stanovi se ABO a RhD skupiny pfijemce.

Stanovuji se klinicky vyznamné nepravidelné protilatky proti

erytrocytim a identifikuji se pfi pozitivnim nalezu.
Provéadi se vybér vhodného transfuzniho ptipravku podle krevni skupiny.

Na zavér se uskutecni vlastni laboratorni priikaz slucitelnosti krve darce
s krvi piijemce (Jilkova 2009) neboli ,,velky kifizovy pokus a maly
kiizovy pokus®. Velky kiizovy pokus se povinné vySetiuje u kazdé
konzervy. Navic se provadi screening protilatek u piijemce. Jestlize
kitizova zkouska vyjde pozitivni, obsahuje sérum piijemce protilatku

proti erytrocytim konzervy a krevni konzerva se nesmi pouZzit
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k transfuzi. VySetfeni nazyvajici se maly kiizovy pokus se provadi
smichdnim séra darce s krvinkami piijemce. Od tohoto vySetfeni se

upustilo, nebot’ se povinné vySetfuje screening protilatek (Pecka 2005).

Krevni transfuze indikuje a podava pouze lékaf. Pfed podanim provadi Iékar
kontrolu totoZnosti pacienta, znacCeni na Stitku transfuzniho ptipravku, zdznami o
provedeném vySetfeni a jejich vysledkl, doby pouzitelnosti piipravku a neporuSenosti

obalu a vzhledu obsahu transfuzniho ptipravku (Jilkova 2009).

Odbér, pteprava a vysetieni vzorkll zahrnuje také mozné riziko vécnych chyb
(,,lidsky faktor®), které mohou vést az k hemolytické transfuzni reakci (Rachel and
Plapp 1990). U luzka pacienta 1ékai proto povinné provadi kontrolu krevni skupiny,
Kterou nazyvame ,.bed side test”, kdy se jedna o orientani vySetieni ABO skupiny
pacienta a podavanych erytrocyti skliCkovym testem. Jsou pouzita diagnostickd séra
anti-A a anti-B. Timto testem je posledni moznost, jak odhalit zZiménu krevniho vzorku

pacienta, se kterym se provadél test slucitelnosti.

Po zavedeni transfuze je pfijemce nejméné 10 minut pod pfimym dohledem
lékaie a lékat v této dobé provedet biologicky test, ktery spociva v rychlém ptevedeni
30 ml krve pacientovi a pak se pievod prerusi a sleduje se reakce pacienta. Pokud

nenastane zadna reakce, pokracuje se v transfuzi (Jilkova 2009).
1.4.2 Hemolytické onemocnéni novorozenci HON

Aloimunizace a tvofeni protilatek probiha pfi transfuzi nebo injekci krve odlisné
krevni skupiny, ale 1 v dob¢ t¢hotenstvi. V situaci, kdy maji matka a plod odli§né krevni
skupiny se krvinky plodu nedostavaji do krevniho obéhu matky a krvinky matky se
nedostanou do krevniho ob&hu plodu. Pfi urc¢itych chorobnych stavech placenty, mizou

pronikat krvinky plodu pfes placentu do krevniho obéhu matky.
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V prvni fazi se tvoii protilatky tfidy IgM, které pro plod nejsou pfili§ bezpecné.
Poté se zacinaji tvofit protilatky tiidy IgG, jejichz molekulovd hmotnost je mala a diky
tomu mohou pronikat pfes placentu (obr. Placenta
7; Jilkova, 2009) a vazou se na
specificky antigen erytrocytt. Vlivem
této vazby dochdzi k rozpadu erytrocyt
plodu a wvznikd u néj hemolyticka

anémie. Nejvice protilatek pronika

Vv pribéhu porodu, novorozenci trpi

Zloutenkou a anémii (Sakalova et al.
1995). Obr. 7 Tvorba protilatek IgG a IgM

Cim dfive vznikaji imunni protilatky, tim dfive pronikaji do téla plodu, &im vétsi
je mnozstvi téchto protilatek, tim je rozsahlejsi a vétsi poSkozeni plodu. HON se
vyskytuje nejéastéji pii druhém a dalSim téhotenstvi (Hrubisko et al. 1983). Proto je
nutnd prevence HON, kdy se vysetiuje ABO a Rh skupinova prisluSnost matky,
screening nepravidelnych protilatek proti erytrocytim, ur€eni specifity protilatky a
sledovani jejiho titru. Tato vySetfeni se provadi za ucelem zajistit vhodnou slucitelnou
krev pro matku v pfipadé¢ podéani transfuze a moznost zajistit 1écbu plodu nebo
novorozence odpovidajici transfuzi erytrocyti (Jilkova 2009). Vymeénou krve dojde
K odstranéni poskozenych krvinek a také velkého mnozstvi bilirubinu a do organismu se
dostane nova krev. Proto zavisi na tom, aby se hemolytické onemocnéni novorozence

rozpoznalo co nejdiive (Hrubisko et al. 1983).
1.4.3 Imunogenetika

Dédi¢nost krevnich skupin je velmi podrobné a pfesné probadana. Poznatky o
dédi¢nosti krevnich skupin se vyuzivaji v soudnim lékafstvi ve sporech o otcovstvi.
Vychézi se ze zédkladniho poznatku, ze dité nemiize mit ve svém skupinovém genotypu
takovy antigen, jaky nema ani jeden z rodi¢l. Pro soudni lékaistvi je dulezité, ze se

krevni skupiny v pribéhu Zivota neméni a na zaklad¢ vysetfeni krevni skupiny se tvori

-23-



zavery o totoznosti osob. Tim, ze se krevni skupiny nevyskytuji ve stejném pomérném

zastoupeni u vSech lidi, ma vyznam pro antropologii a biologii (Sakalova et al. 1995).

1.4.4 Hemolytické anémie a jind onemocnéni

V mediciné maji velky vyznam protilatky anti-I a u vétSiny lidi se vyskytuji jako
ptirozené nepravidelné protilatky (Sakalova et al. 1995). Tento antigen I neni jednotny,
protoze se vyskytuji lidé I negativni. Zjisténi probéhlo diky chladovym nespecifickym
protilatkdm, nebot tyto protilatky mohou shlukovat pii nizsi teploté vSechny krvinky a
maji diagnosticky vyznam napiiklad u infekéni mononukledzy nebo virového zapalu

plic (Hrubigko et al. 1983).

V hematologii jsou protilatky anti-I dualezité pii nékterych ziskanych
hemolytickych anémiich. Kdyz se rozsiti tepelnd amplituda uc¢innosti protilatky anti-1 az
na 37 ° C, tak se zacinaji tvorit protilatky tfidy IgG. Za téchto okolnosti piisobi na
vlastni erytrocyty majici antigen I jako autoprotilatky a zptsobuji jejich zkracené

pfezivani a hemolyzu.

tepelné autoimunni protilatky, jez reaguji pouze pfi teploté téla. Byvaji namifené proti
antigenim Rh systému a proti antigenim jinych krevnich skupin. Znamé jsou i
bitermické protilatky, které se za chladu vaZzou na erytrocyty, avSak jejich hemolyzu
zpusobi stav, kdy se erytrocyty s navazanou protilatkou dostanou do tepelného prostiedi

(Sakalova et al. 1995).

Za poslednich 20-30 let doSlo k dramatickému poklesu chorob pienesenych
krevni transfuzi, ale nikdy nebude dosazeno nulové riziko, protoze se mohou objevit
nové diive neznamé choroby. Krvi se mohou pfenasSet viry, bakterie 1 krevni paraziti.
Mezi nejznaméjs$i nemoci prenosné krvi fadime Hepatitis B, Hepatitis C, AIDS - HIV,
Syfilis, Cytomegalovirus, Creutzfeldt-Jakobova choroba, Bruceloza, Toxoplasmoza,
Tuberkuloza a dalsi. .. (Jilkova 2009).
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1.5 Imunohematologické vySetiovaci metody

Vysettovani krevnich skupinovych vlastnosti neni obtizny ani slozity laboratorni
vykon, ale pii chybném vysSetfeni miize vést k ohroZzeni zivota nemocného. VySetienim
se musi vénovat nalezitd pozornost a kazdy, kdo vysetiuje krevni skupiny, si musi dobie
osvojit vysetfovaci techniku a uvédomit si zdroje moznych chyb. Pfi vySetfovani

krevnich skupin se doporucuje ,,kontrola ¢tyf o¢i* (Hrubisko et al. 1983).

1.5.1 Laboratorni dikaz krevnich skupin

Vysetieni erytrocytarnich antigeni je zalozeno na principu sérologické detekce
antigent, kdy prob¢hne reakce nezndmého antigenu se znamou specifickou protilatkou,

ktera se nazyva diagnostické sérum. Dlikazem je aglutinace erytrocyta.

Tabulka 4. Stanoveni krevni skupiny pomoci antigent a protilatek

Vysetieni antigenii pacienta Vysetieni protilatek
pacienta
Skupina Diagnostické sérum Diagnostické erytrocyty
ABO ) )
anti-A anti-B Al B

0 - - + +

A + - - +

B - + + -
AB + + - -
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Diagnosticka séra obsahuji specifické IgM nebo IgG protilatky. Monoklondlni
protilatky jsou produkovéany jednim klonem B-bunék, reaguji s jednou antigenni
determinantou a jsou biochemicky identické. Kdezto polyklonalni protilatky jsou
produkovany vice klony B-bunék, jsou biochemicky a imunologicky rtaznorodé a
reaguji s riznymi epitopy daného antigenu. IgM protilatky piimo aglutinuji testované

erytrocyty, zatimco IgG protilatky se pouze vazou na testované erytrocyty.

Krevni skupinovy systém ABO se stanovuje pomoci ABO antigenti a protilatek
(tabulka 4; Cermakova et al., 2008). Antigeny jsou testovany IgM monoklonalnimi
diagnostickymi séry anti-A, anti-B, anti-AB. Protilatky se testuji diagnostickymi
erytrocyty skupin 0, Az, Az, B. Vysledky testovani musi odpovidat pfitomnosti antigenti
a protilatek u jednotlivych skupin (Cermakova et al. 2008).

K vySetteni vlastnosti RhD se vyuziva diagnostické sérum anti-RhD (Sakalova

et al. 1995). Vysledky jsou hodnoceny jako RhD- nebo RhD+.

1.5.1.1 Skliékova metoda

Urcovani antigent sytému ABO erytrocytil se dnes vysetfuje pomoci zndmych
diagnostickych sér anti-A, anti-B a anti-AB. Pfitomnost pravidelnych protilatek anti-A a
anti-B se vysetfuje pomoci znamych typovych krvinek A a B. Na oznacena sklicka se
nakape po jedné kapce diagnostického séra, na kterou se pfida jedna kapka erytrocytt
vySetiovaného pacienta, po promichani se odecitaji vzniklé aglutinace. TotéZ se provede
S typovymi krvinkami, ovSem misto erytrocytli se dava kapka séra (Sakalova et al.

1995).
1.5.1.2 Zkumavkova metoda

V soucasné dobé je cilem vySetfeni protilatek erytrocytii pouzit metodu, ktera
zjisti vSechny protilatky, které jsou povaZovany za klinicky vyznamné. Zkumavkova
metoda byla vyvinuta v pribéhu let, aby bylo mozné dosahnout rychlejSich vysledi

testd a lepsi citlivost (Casina 20006).
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1.5.1.3 Mikrotitraéni metoda

Vysetieni se provadéji v jednorazovych mikrozkumavkach (obr. 8) obsahujicich
vSechny potfebné reagencie a zachytné médium. Tyto mikrozkumavky jsou sdruzeny do
kazet po Sesti. Snadné vyhodnoceni vysledku vySetfeni je zaloZeno na tom, Ze
jednotlivé erytrocyty pii centrifugaci kazety
projdou  zachytnym  médiem  (sloupec
sklenénych mikrokuli¢ek o priméru 80 pm)
zatimco aglutindty se zachyti bud’ na, nebo v
tomto médiu. Systém je vhodny jak pro

provadéni jednotlivych vySetfeni, zejména

statimovych a s vitalni indikaci, tak i pro Obr. 8 Gelovi karta

vySetfovani v sériich.
1.5.1.4 VySetfovani na automatovych pristrojich

Hodnoceni vysledki imunohematologickych reakei zalozenych na posuzovani
miry aglutinace erytrocyti se vzdy vyznacovala
vy$§i  mirou  pfidané  hodnoty  zkuSenosti
laboratorniho ~ pracovnika, a  pokud  byla
imunohematologicka  vySetfeni  zalozend  na
zkumavkovych a sklickovych metodikach, byly
moznosti  jejich  automatizace omezené. Od
automatizace (obr. 9; Bohon¢k, 2009) se ocekava

zvySeni  bezpecnosti, omezeni lidské chyby,

standardizace hodnoceni vysledkii, uspora casu,

lidské prace a materialu (Bohonék, M. 2009). Obr. 9 Poloautomat DiaMed SWING

Twin Sampler
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2. Cil prace a hypotézy

2.1 Cil bakalarské prace

Tato bakalafskd prace je zamétfena na vySetifovani krevnich skupin tfemi
riznymi metodami. Pouzité metody jsou porovnavany z hlediska ¢asové narocnosti,

finan¢nich nédkladt, naro¢nosti prace, presnosti a spolehlivosti.

2.2 Predpokladané hypotézy

H1: Ovéfeni téchto metod a ujisténi, ze se jedna o spolehlivé metody a lze je provadét

v kazdé laboratofi.

H2: Vysetteni krevnich skupin pomoci zkumavkové metody je levnéjsi ale pomalejsi a

pracnéjsi nez mikrotitraéni metoda na gelovych kartach.

H3: Mezi vySetfovanymi pacienty v mém souboru se vyskytuje vice Zen neZ muzi.
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3. Material a pouzita metodika

3.1 Material

V této praci jsem vySetiovala 75 vzorki vendzni krve od rtiznych pacienti, které
byly dodany do laboratofe Laboma s.r.o v Ceskych Bud&jovicich. Jména pacientii jsou

z diivodu povinné mlcenlivosti utajena a nahrazena Cisly.

Venozni krve staci 5 ml a odebira se sterilné do zkumavky bez protisrazlivého
¢inidla. Tato zkumavka musi byt pfedem citeln€¢ popsana jménem, piijmenim a datem
narozeni pacienta. Krev se necha srazit a ¢ekd se na odd¢leni krevniho kolace od séra,
abychom toto odd€lovani urychlili, pouziva se centrifuga. Ze srazené krve se ziskéavaji
krvinky 1 sérum, protoze se musi vysetfit antigeny i protilatky. A spravnost vysetieni se
potvrdi pouze tehdy, kdyz se vysledky obou vySetfeni upIn¢ shoduji (Hrubisko et al.
1983).

3.2 Pouzita metodika

Pro ucely této bakalaiské prace je zvoleno laboratorni vySetfeni krevnich skupin

tfemi riznymi metodami.
3.2.1 Sklickova metoda

Prvni metodou je sklickovd metoda, kterd vyuZziva mikroskopické podloZzni
sklicko. Nejprve se necha krev stocit v centrifuze CENTRIC 322A na 10 minut po
3000 otackach za minutu. Sérum se odebird pomoci Pasteurovy pipety do stejné

oznacené zkumavky (Sakalova et al. 1995).

Pro vySetfeni jedné krevni skupiny je potteba 13 podloznich skli¢ek. Tato
podlozni sklicka je nutné popsat jménem nebo Cislem pacienta. Na prvni tii sklicka se

po jedné kapce nakapou diagnosticka séra anti-A, anti-B, anti-AB (obr. 10; viz ptilohy),
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tato séra jsou barevné¢ odlisend podle obsahujicich protilatek, diky t€émto diagnostickym

sérim se zjist'uji krevni skupiny A, B, AB a 0.

Na dalsi dv¢ sklicka se pfida po jedné kapce Pelikloon anti-Dmix (IgG/IGM);
Monoclonal clones MS26 a TH28 a po jedné kapce Novaclone anti-D (IgG/IgM);
Human monoclonal clone D175 a D415, kterymi se ur¢i Rh faktor. K témto
diagnostickym sériim se Pasteurovou pipetou pfida na sklicko po jedné kapce cervenych
krvinek pacienta a rohem c¢istého sklicka se smicha kazda kapka séra s kapkou

erytrocytu.

Na ¢tyti sklicka se nakape po jedné kapce typovych krvinek Aj, Az, B, 0 (obr.
11; viz ptilohy) a k nim se pfid4 Pasteurovou pipetou po jedné kapce séra. Tyto kapky
se nechaji alespon jednu minutu ustat a pozoruje se, zda dochazi k aglutinacim a na
konec je nutné odecist krevni skupiny. Pokud nejsou erytrocyty aglutinovany, ztstavaji
rovnomérné rozptylené. NeurcCité a negativni vysledky se kontroluji pod mikroskopem

(Hrubisko et al. 1983).

Podskupiny se vysetiuji tehdy, pokud mé pacient krevni skupinu A nebo AB.
Pro uréeni podskupiny A; se pouziva diagnostické sérum anti-A; a podskupina A, se
detekuje pomoci diagnostického séra anti-H. Na dvé pfedem popsana podlozni sklicka
se nakape po jedné kapce téchto sér, ke kazdé kapce se ptida kapka Cervenych krvinek
pacienta a rohem cistého skli¢ka se promicha kapka diagnostika s kapkou erytrocyti.
Jestlize diagnostické sérum anti-A; shlukuje erytrocyty na sklicku, jednd se o
podskupinu A;. Pokud dochazi ke shlukovani erytrocyti na sklicku s anti-H, jedna se o
podskupinu A, (Hrubisko et al. 1983).

Pro odliSeni podskupiny A;B a A;B se pouziva diagnostické sérum anti-A;B
monoklonalni. Shlukovani erytrocytt uréuje krevni podskupinu A;B, pokud k aglutinaci

nedochazi, jedna se o krevni podskupinu A,B (Sakalova et al. 1995).
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3.2.2 Zkumavkova metoda

Tato metoda je zaloZena na stejném principu jako sklickova, ale ptredchazi ji
nékolik odlisSnych postupti, jak docilit spravného vySetieni. Pfi tomto vySetfeni je
zésadnim pozadavkem pouzivani jen promytych cervenych krvinek (Hrubisko et al.

1983) neboli naplav lososového zbarveni (obr. 12; viz ptilohy).

Plnou krev je nutné dat do centrifugy CENTRIC 322A a nechat ji tocit 10 minut
pfi 3000 otackach za minutu. Zkumavky se vyndaji z centrifugy, odebere se sérum
pomoci Pasteurovy pipety a nalije se do jiné stejné¢ oznacené zkumavky. Z krvinek se
ptipravi 2-3% naplav za pouziti fyziologického roztoku (0,9% roztok NaCl). Néplav se
musi nechat centrifugovat pti 2500 otackach po 5 minutach. Tento roztok se slije a na
dn¢ zkumavky zlstane sediment erytrocytl, ke kterému se ptida opét fyziologicky
roztok a tim kon¢i pfiprava vhodného naplavu lososového zbarveni k uréeni

skupinového sytému ABO a Rh faktoru (Sakalova et al. 1995).

Do tfi ptedem oznacenych zkumavek se piidava po dvou az tiech kapkach
diagnostického séra anti-A, anti-B, anti-AB k urceni skupinového systému ABO. Do
dalsich dvou zkumavek se nakape po dvou az tfech kapkach Pelikloon anti-Dmix
(IgG/IGM); Monoclonal clones MS26 a TH28 a po dvou az tfech kapkach Novaclone
anti-D (IgG/IgM); Human monoclonal clone D175 a D415, kterymi se urcuje Rh faktor.
Do téchto péti zkumavek s nakapanymi diagnostickymi séry se ptidava pfipraveny

krvinkovy néplav po dvou az tfech kapkach a vSe se necha minutu ustat.

Mezitim se do zbylych ¢tyf zkumavek nakapou po dvou az tfech kapkach typové
krvinky A;, Az, B, 0 a k nim se pfida Pasteurovou pipetou po dvou az tiech kapkach
séra. Zkumavky s diagnostickymi séry i stypovymi krvinkami se nechaji stacet 1
minutu pi1 1500 otaCkach. Po vyjmuti z centrifugy se zkumavky prottepou a vysledek
se odecitd makroskopicky. Pfi pozitivni aglutinaci jsou erytrocyty ve velkych shlucich
nebo tvofi jeden souvisly shluk. Pfi negativni aglutinaci jsou erytrocyty volné

rozptylené (Hrubisko et al. 1983).
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Pokud se zjisti, ze je pacient Rh negativni, provadi se dovysetfeni. VSechny
zkumavky s Rh negativnimi krevnimi skupinami se nechaji inkubovat 15 minut pfi
teploté 37 ° C. Po vyjmuti zkumavek z inkubatoru se do zkumavek ptida Pelikloon
polyspecific anti-human serum (IgG goat; C3d clone BRIC 8). Dale se zkumavky
nechaji sto€it v centrifuze 1 minutu pifi 1500 ota¢kach a po vyjmuti z centrifugy se

odecita aglutinace (Sakalova et al. 1995).

Podskupiny se vysetfuji tehdy, pokud ma pacient krevni skupinu A nebo AB.
Pro uréeni podskupiny A; se pouziva diagnostické sérum anti-A; a podskupina A, se
detekuje pomoci diagnostického séra anti-H (Hrubisko et al. 1983). Do dvou piedem
popsanych zkumavek se nakapou dvé az tfi kapky z obou diagnostickych sér. Ke
kazdému séru se ptidaji dvé az tii kapky krvinkového néplavu a zkumavky se nechaji
stocit 1 minutu pii 1500 otackéch v centrifuze. Po odstiedéni se odecitd vysledek
vySetfeni. Zkumavka se drzi ve dvou prstech, poklepanim na dno zkumavky a sleduje se
aglutinace. Jestlize sérum anti-A; shlukuje erytrocyty ve zkumavce, jednd se o
podskupinu A;. Pokud dochazi ke shlukovani erytrocyti ve zkumavce s anti-H, jedna se
0 podskupinu A; (Hrubisko et al. 1983).

Pro odliSeni podskupiny A;B a A;B se pouziva diagnostické sérum anti-A;B
monoklonalni. Toto diagnostikum obsahuje mysi IgM protilatky. Shlukovani erytrocytt
uruje krevni podskupinu A;B, pokud k aglutinaci nedochazi, jedna se o krevni

podskupinu A;B (Sakalova et al. 1995).

3.2.3 Metoda na mikrotitraénich desti¢kach

Pro toto vySetfeni je potfeba mit pfedem ptipravené gelové karty, ve kterych je
rozpipetovan piesny objem diagnostickych sér. V této sad€ se nachézi ScanGel
Monoclonal ABO/Rh, ScanGel Neutral, roztok ScanLiss pro ptipravu krvinkového
naplavu, diagnostické erytrocyty na vysetfeni protilatek As, B, 0.
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Ptiprava 1% suspenze vysetfovanych erytrocytt pro testovani ABO/Rh v roztoku

ScanlLiss:
e dat do zkumavky 0,5 ml roztoku ScanLiss

e piidat 5 pl sedimentu erytrocyti propranych v 0,9% roztoku NacCl.

Pi'ed pouzitim se musi reagencie vytemperovat na laboratorni teplotu. 1 karta

slouzi k vySetieni 1 osoby:

1. Kartu je nutné oznacit jménem pacienta nebo Cislem dané¢ho vzorku a odstranit
hlinikovy kryci prouzek. Kazdd zpéti mikrozkumavek obsahuje gel sjednim
nasledujicim monoklonalnim diagnostikem anti-A, anti-B, anti-AB, anti-D, anti-DCE.
Zarazeni diagnostika anti-DCE umozni pacientovi s fenotypem ccddee vybér vhodné

ccddee kompatibilni krevni konzervy. Sesta mikrozkumavka je kontrolni.

2. Do v§ech mikrozkumavek se kapne 50 pl 1% suspenze erytrocyt v roztoku ScanLiss

3. Thned se nechaji gelové karty centrifugovat 10 minut v centrifuze ScanGel System.

4. A po stoceni se odecitaji reakce.

Reversni testovani na karté ScanGel Neutral se provadi nejcastéji se 3 nebo

2 typy diagnostickych erytrocyta (A, B, 0/ Ay, B).

1. Prvni karta slouzi k vySetfeni pro 2 osoby za pouziti 3 typl diagnostickych
erytrocytll. Karta se musi fadn€ oznacit jménem pacienta nebo ¢islem odpovidajiciho

vzorku a odstrani se hlinikovy kryci prouzek.

2. Pomoci mikropipety se mnapipetuje 50 pl diagnostickych erytrocytd do
mikrozkumavky a to nasledujicim zptsobem: Do 1. mikrozkumavky se daji erytrocyty

Al, do 2. mikrozkumavky erytrocyty B a do 3. mikrozkumavky se piidaji erytrocyty 0.
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3. K diagnostickym erytrocytim se ptida 50 pl vysetfovaného séra nebo plazmy.

4. Musi dojit k inkubaci a to 15 minut pfi laboratorni teploté 20° C

5. Musi probéhnout odsttedéni 10 minut v centrifuze ScanGel Systém.

6. Na zavér se odecitaji reakce a hodnoti se vysledky.

Hodnoceni vysledkii:

Pokud se aglutinace vyskytuji na povrchu gelu nebo jsou rozptylené v gelu,
jednd se o pozitivni vysledek a indikuje ptitomnost odpovidajiciho

erytrocytarniho antigenu nebo pritomnost odpovidajici protilatky.

Kompaktni sediment na dné zkumavky predstavuje negativni vysledek a to
znamena, ze odpovidajici antigen nebyl zjistén nebo protilatka nebyla prokdzana

V séru nebo plazmé.

Pozitivni reakce nesmi byt hodnocena a uzaviena jako pozitivni, pokud se
zpozoruje pozitivita v kontrolni mikrozkumavce, ktera je oznacena ,,Ctl*. Pokud
je vysledek ve zkumavce ,,Ctl“ pozitivni, pak se zopakuje vySetfeni

S propranymi erytrocyty v 0,9% roztoku NaCl 37° C teplém (Ryznarova 2008).
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4. Vysledky

4.1 Rozdéleni vySetfovanych pacientii podle pohlavi

W zeny
W muzi
Obr 13. Procentualni zastoupeni krevnich skupin mezi muZi a Zenami
4.2 VySetreni krevnich skupin u Zen
Tabulka 5. VySetifeni krevnich skupin u Zen
DlagD,OStICka Typové krvinky Vysledna
séra
¢ anti anti anti A A B 0 anti anti podsku | anti anti Rh krevni
| -B -A -AB|"T 77 -A; -H pina | -D -Du faktor | skupina
1 - - - * * + * + B+
2 - - - * * + * + B+
3 - - - + - * * + * + 0+
4 - + + - -+ - + - 1 + * + A+
5 - + + - -+ - + - 1 - - - Aq-
6 - - - + - * * + * + 0+
7 - - - + - * * + * + o+
8 - + + - -+ - + - 1 + * + At
9 - - - + + + - * * + * + 0+
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Diagnosticka

séra Typové krvinky Vysledna
¢. a_rgi a_r:i a'gg A; A, B 0 |anti anti podsku|anti anti Rh Sﬁﬁ‘;}‘:};
A, -H pina -D -Du faktor
10| - + + - -+ - + - 1 + * + A+
11 - - - + o+ o+ - * * + * + o+
12| - - B I N - - - 0-
13| + - + + + - - * * + * + B+
141 - + + - -+ - + - 1 + * + At
15| + + + |- - - -]+ - 1 - - - A;B-
16| + - + + + - - * * + * + B+
17 - + + - -+ - + - 1 + * + A+
18] + - + + + - - * * + * + B+
19| + - + + + - - * * + * + B+
20 + - + |+ + - -] * * - - - B-
21 + - + |+ + - -] * * - - - B-
22 - + + - -+ - + - 1 + * + A+
23 - - - + + + - * * + * + 0+
24| - + + |- - + - |+ - 1 - - - As-
25| - + + |- - + - |+ - 1 - - - As-
26 - + + - -+ - - + 2 + * + Aot
27| - - -1+ o+ + - * * + * + 0+
28 - - - + + o+ - * * + * + 0+
291 + + + I - + 2 + * + AB+
30| - - -l o+ + - - - - 0-
31 - - - + + o+ - * * + * + 0+
32| - + + - - + -1+ - 1 - - - As-
33 - + + - -+ - + - 1 + * + At
34 - + + - -+ - + - 1 + * + At
35 - + + - -+ - - + 2 + * + Aot
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Dlagnrostlcka Typové krvinky Vys!ed

séra na

. . . . . . . krevni

. |anti anti anti anti anti podsku | anti anti Rh .

1B A -ag|™ A B 01 A 4 pina |-D -Du faktor Sk‘fap'”

36| + - + |+ + - - * * - - - B-

37 - + + - -+ - + - 1 + * + At

38 - + + - -+ - + - 1 + * + At

39| + - + + + - - * * + * + B+

401 + + + - - - - + - 1 + * + AB+

41| + - + |1+ + - -] * * - - - B-

42| + + + - - - - - + 2 + * + A,B+
Vysvétlivky:

¢. ... potadi pacienta

+ ... dochazi k aglutinaci

- ... nedochazi k aglutinaci

* ... nevySetiuje se

Sérum pacienta + typové krvinky

Krvinkovy néaplav + diagnosticka séra

+ anti-Al, anti-H

+ anti-D, anti-Du
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4.3 VySetieni krevnich skupin u muz

W O

u

Tabulka 6. VySeti‘eni krevnich skupin u muza

Diagnrostické Typové krvinky Vys!ed
séra na

c anti anti anti AL A, B 0 anti anti poc_isku anti anti Rh ;{;SBT;

-B -A -AB -A;, -H pina | -D -Du faktor a
1 - + + - -+ - + - 1 + * + A+
2 - + + - - + - + - 1 + * + At
3 + - + + + - - * * + * + B+
4 - + + - -+ - + - 1 + * + At
5 + - + + + - - * * + * + B+
6 - + + - -+ - + - 1 + * + A+
7 - + + - -+ - + - 1 + * + A+
8 + + + - - - - + - 1 + * + AB+
9 + + + - - - - + - 1 + * + AB+
0] + - + |+ + - -] * * - - - B-
11| + - + + + - - * * + * + B+
12 - + + - -+ - + - 1 + * + A+
13| + + + - - - - + - 1 + * + AB+
14 - - - + + + - * * + * + 0+
15 - - - + + + - * * + * + 0+
16| + - + + + - - * * + * + B+
17 - + + - -+ - - + 2 + * + A+
181 + - + + + - - * * + * + B+
191 + - + + + - - * * + * + B+
20| - - - + o+ o+ - * * + * + 0+
21 - - - + + + - * * + * + 0+
221 + - + + + - - * * + * + B+
231 + + + - - - - + - 1 + * + AB+
241 - - - + + + - * * + * + 0+
251 + + + - - - - + - 1 + * + AB+
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Dlagnrostlcka Typové krvinky Vysledna
séra

. |anti- anti- anti . A anti- podskupi .~ anti- Rh krevni
1B A -ag| A A B Oant-A T na anti-Dh 1 faktor skupina
261 - + + | - - + - + - 1 - - - As-
27| - + + - -+ - + - 1 + * + A+
28| - + + - -+ - + - 1 + * + At
291 - - - + + o+ - * * + * + 0+
30| - - - S S * * + * + 0+
311 - + + - -+ - + - 1 + * + A+
321 + - + + + - - * * + * + B+
33| + + + - - - - + - 1 + * + AB+
Vysvétlivky:
¢. ... poradi pacienta Sérum pacienta + typové krvinky
+ .. dochézi k aglutinaci Krvinkovy naplav + diagnostické séra

.. nedochazi k aglutinaci

.. nevysetiuje se

+ anti-Al, anti-H

+ anti-D, anti-Du
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mo
mB

HAB

Obr. 14 Procentualni zastoupeni krevné skupinového systému AB0 u vySetfovanych pacienta

mo
mB

HAB

Obr. 15 Procentualni zastoupeni krevné skupinového systému ABO u Zen p¥i pouziti diagnostickych
sér
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Obr. 16 Procentualni zastoupeni krevné skupinového systému ABO u muzZi p¥i

diagnostickych sér

Obr. 17 Procentualni zastoupeni krevnich podskupin A; a A, u vySetfovanych pacienti
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Al
A2

Obr. 18 Procentualni zastoupeni krevnich podskupin A; a A, u Zen

Al
A2

Obr. 19 Procentualni zastoupeni krevnich podskupin A; a A, u muzi
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B AlB
A2B

Obr. 20 Procentualni zastoupeni krevnich podskupin A;B a A, B u vySetiovanych pacienti

50%
B AlB
A2B

Obr. 21 Procentualni zastoupeni krevnich podskupin A;B a A, B u Zen
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B AlB
mA2B

Obr. 22 Procentualni zastoupeni krevnich podskupin A;B a A; B u muzi

i Rh-
I Rh+

Obr. 23 Procentualni zastoupeni krevnich skupin v systému Rh u vy$etfovanych pacienti
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M Rh-
I Rh+

Obr. 24 Procentualni zastoupeni krevnich skupin v systému Rh u Zen

M Rh-
= Rh+

Obr. 25 Procentualni zastoupeni krevnich skupin v syst¢ému Rh u muzi
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4.4 Porovnani metod u vySetiovanych krevnich skupin v systému AB0

a Rh

Tabulka 7. Porovnani metod stanoveni krevnich skupin v systému AB0 a Rh

VySetieni
ABO a Rh Metody
sklickova zkumavkova mikrotitra¢ni
10 min . . . 110 min
. , . . |10 min centrifugace plné . .
casova centrifugace plné K centrifugace  plné
roy rve
naro¢nost | krve krve
5 - 10 min . . . .
v . wi1.]5 - 10 min oznaceni|5 min oznaceni
oznaceni a fadné ,
o 11rx zkumavek gelovych karet
popsani sklicek
5 min .,nakapam 5 min nakapéni reagenci 5-10 rT]|n piiprava
reagencii suspenzi
: . .|5 min  centrifugace |5 min
5 min nakapani . s . : .,
. krvinek a fyziologického |rozpipetovani
krve a séra B
roztoku suspenzi
10 min odecitani|5 - 10 min nakapani|10 min
krevnich skupin | naplavu a séra centrifugace
celkem 30 - 35 5 - 10 min
min/ 20 krevnich | 1 min centrifugace odecitani krevnich
skupin skupin
10 min odegitani krevnich Ce.lkem 3 - ,45
. min / 20 krevnich
skupin g
skupin
celkem 36 - 46 min/20
krevnich skupin
finan¢ni
naklady (za
1 krevni
skupinu) 50,- K¢ 170,- K¢ 200,- K¢
naroc¢nost
prace stiedni velka mala
spolehlivost 100% 100% 100%
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50 -~

40 -
30 A
H Rady1
20 A
10 A

sklickova zkumavkova mikrotitracni

Obr. 26 Casova naro¢nost metod vyjadiena v [min]

200 A

150 -
100 - m Rady1
- '

sklickova zkumavkova mikrotitracni

Obr. 27 Finané¢ni naklady metod. Vyjadieno v [K¢] za 1 krevni skupinu.
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90 -~

60 o
m Rady1

30 -

sklickova zkumavkova mikrotitracni

Obr. 28 Naro¢nost prace vyjadiena v [%0]
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5. Diskuze

Cilem m¢ bakalaiské prace bylo pomoci tii riiznych metod vysetiit 75 vzorkl
krve od rtiznych pacientd, které byly dodany do laboratofe Laboma s. r. 0. v Ceskych
Budgjovicich. Ugelem bylo vysetiit krevni skupiny a porovnat tyto metody mezi sebou

z hlediska ¢asové naro¢nosti, finanénich nakladd, naro¢nosti prace a spolehlivosti.

Ze zpracovani vysledkl pii pouziti vSech tii metod, které jsem provadéla

V laboratofi Laboma s. r. 0. vyplyva:

Sklickova metoda je nejméné Casové naroc¢na, trva 30 — 35 minut (Obr. 26;
Tabulka 7), jelikoz doba tohoto vySetfeni zdvisi na poctu vySetfovanych krevnich
skupin. V laboratofi se neprovadi jako bézna vysetfovaci metoda, ale spiSe slouzi jako
orientacni metoda. Ke $patnému odecteni krevnich skupin miize vést zasychani krve na
sklicku, také zde hrozi nebezpec¢i zdmény reagencii na sklicku. AvSak ke kontaminaci
muze dojit i pfi promichdvani vSech reakci pouze jednim rohem podlozniho sklicka

(Hrubisko 1983).

VySetfeni provadéné ve zkumavkéch patfi k metoddm, které jsou nejcastéji
Obr. 26), nebot’ je nutné nechat krev sto€it v centrifuze a to hned nékolikrat. Tato
metoda je sice draz$i (Tabulka 7, Obr. 27) a pracnéjsi (Obr. 28), ale je spolehliva a
pouzitelnd pro spravné stanoveni krevnich skupin a lze ji vykonavat v kazdé
hematologické laboratofi. AvSak 1 u této metody pies vSechny klady muze dojit
k omylim; kdyz se vytvoii pfili§ husty naplav krvinek vySetfovaného pacienta, slabé
ucinné diagnostické sérum, nesetrny zplisob odecitani ¢i zasychani krve (Sakalova et al.

1995).

Metoda vySetiujici se na gelovych kartach je velmi snadna a rychld (Tabulka 7,
Obr. 26) na zpracovani. Tato metoda trva i s odeétenim 36 — 46 minut. Prikladané
pracovni postupy dopomahaji ke spravnému pouziti a odecitani krevnich skupin. Tato

metoda omezi fadu chyb, kterych se miiZze laborant pii vySetfovani krevnich skupin
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dopustit (Ryznarova 2008). Tato metoda je drahé a ne kazda laboratof si ji mize potidit

(Obr. 27; Tabulka 7).

U vySetfovanych pacientli z mého souboru se vyskytuje vice zen nez muzu (Obr.
13), coz také vyplyva z vyzkumu, kdy jsem vysetiila 56% Zen a 44% muzi. Zeny jsou
vysSetiovany ve veétSiné piipadi v dob¢ tchotenstvi, aby se zjistilo, zda matka ma

nepravidelné protilatky (Poole and Daniels 2007).

V Ceské republice (Hrubisko et al. 1983) ma 44% lidi krevni skupinu A, skupina
0 se vyskytuje u 31% nasi populace, zatimco skupinu B vlastni 17% lidi a pouze 8%

obyvatel Zije s krevni skupinou AB.

Pti svém vyzkumu jsem zjistila, Ze se nejcasteji vyskytuji 1idé s krevni skupinou
A; a to v 36%; dale jsou to lidé se skupinou 0 v 24%, B v 27% a AB v 13% (Obr. 14).
Nejcastéjsi vyskyt krevni skupiny u Zen (Obr. 15) je A (38%), 0 (26%), B (26%) a AB
(10%). Nejmensi vyskyt krevni skupiny u muzt (Obr. 16) je AB (18%), vétsi pocet
muzi ma krevni skupinu B (27%), 0 (22%) a nejcastéji se vyskytujici krevni skupina je

A (33%).

Dale je uvedeno (Sakalova et al. 1995), ze asi 80% jedinci ma krevni

podskupinu A; a pouze 20% A, .

Béhem zkoumani jsem vySetiila (Obr. 17) 89% pacienti s krevni podskupinou
A1 a 11% s podskupinou A,. Zeny (Obr. 18) maji podskupinu A; v 80% a podskupinu
A; ma 20% Zen v mém vySetfovaném souboru. Muzi (Obr. 19) maji z 91% podskupinu
A1a9% A,.

90% jedincti ma krevni skupinu A;B a 10% skupinu A,B (Hrubisko et al. 1983).
Ve svém vySetfovaném souboru jsem vyzkoumala, Ze 80% vySetfenych pacientli ma
krevni podskupinu A1B a 20% s A,B (Obr. 20). Zeny (Obr. 21) maji v 50% podskupinu
A;B i A;B. U muzského pohlavi (Obr. 22) jsem vysetiila 100% jedinct s podskupinou
AB.
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Dale se uvadi (Sakalova et al. 1995), Ze bélosi jsou v 85% Rh pozitivni a v 15%
negativni. Pfi mém zkoumani vyplynulo, ze (Obr. 23) Rh pozitivnich je 83% a Rh
negativnich je 17%. Zeny jsou Rh pozitivni v 74% a Rh negativni v 26% (Obr. 24) a
muzi jsou Rh pozitivni v 94% (Obr. 25) a negativni v 6%.
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6. Zavér

Cilem této prace bylo vysetfit krevni skupiny tfemi riznymi metodami a
porovnat tyto metody mezi sebou z hlediska ¢asové narocnosti, finan¢nich nakladu,
narocnosti prace a spolehlivosti. Po srovnani vSech vysledki v této praci je patrné, ze
vSechny uzité metody jsou vhodné, spolehlivé a pouzitelné pro spravné stanoveni
krevnich skupin a Ize je vykonavat v kazdé hematologické laboratofi. Tim jsem si

ovéftila, ze se ma prvni hypotéza, kterou jsem si stanovila, potvrdila.

I svou druhou hypotézu jsem potvrdila, nebot’ metoda zkumavkova je levnéjsi,
ale pracnéj§i a pomalejsi neZz metoda mikrotitraéni. Metodu mikrotitraéni jsem
provadéla, i kdyz neni vyuzivana v laboratofich tak casto jako metoda zkumavkova

kvili finanénimu aspektu.

Zeny jsou vySetfovany ve vétsing pripadti v dobé t&hotenstvi, aby se zjistilo, zda
matka nemd nepravidelné protilatky a tim ma tieti hypotéza, Ze mezi vySetfovanymi

pacienty je vice zen nez muzu, je opét pravdiva.

I kdyz metoda sklickova a zkumavkova je znama nékolik desitek let, tak dnes$ni
doba a rozvoj technologie nabizi i jiné moznosti, jak vySetfit krevni skupiny a to je
metoda vySetfovani krevnich skupin na automatovych pfistrojich. Tuto metodu jsem
neprovadéla, jelikoz je zavedena jen na ojedinélych pracovistich, kde se vyskytuje vétsi

mnozstvi krevnich vzorki k vySetfeni krevnich skupin.

Doufam, Ze tato bakalafskd prace bude pfinosem do oblasti zdravotnictvi a
pokud si ji kdokoliv bude ¢ist, v&fim, Ze ho oslovi téma krevnich skupin a problematika
S nimi spojend. Informace o krevnich skupinéach jsou velice ¢etné a véda zabyvajici se

krevnimi skupinami je rozsahla a neni jednoduché do ni jen tak proniknout.
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9. Pfilohy

VYNEISI POVRCH BUNKY

VNITRNI POVRCH BUNKY

Obr. 4 Vnéjsi a vnitini povrch buiiky (Engelfriet, 2003)
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Skupina A

ﬂ' fffffffffffffffffffffffffff

erytrocyt
prekurzorovy fetézec
N-acetylgalaktozamin
Skupina B
| erytrocyt
prekurzorovy fetézec
D-galaktoza
Skupina 0
| erytrocyt
prekurzorovy fetézec
L-fukéza

Obr. 5 Schematické znazornéni oligosacharidovych struktur antigenii, H, A, B (Sakalova et
al. 1995)
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Obr. 11 Typové krvinky A;, Ay, B, 0

Obr. 12 2-3% naplav za pouZiti fyziologického roztoku
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