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Abstrakt

Piedtransfuzni vySetieni, Kklinicky vyznamné protilatky proti
antigenim erytrocyti a vyhledavani kompatibilnich erytrocyti u

pacientii s aloimunizaci

Tématem prace jsou postupy piedtransfuzniho vySetfeni se zaméfenim
na transfuze erytrocyt, klinicky vyznamné protilaitky a postupy vyhledavani
kompatibilnich erytrocytti u pacientli s aloimunizaci.

Cilem prace je shrnout soucasné védomosti o problematice aloimunizace
Vv modernim transfuznim lékafstvi, vypracovat piehled klinicky vyznamnych protilatek
a zjistit frekvenci vyskytu aloprotilatek u krevnich vzorkd pro ptredtransfuzni vySetieni
pacienti Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s.

Prace informuje o postupu provedeni predtransfuzniho vySetfeni, jeho
nalezitostech a doporucenich pro laboratorni praxi. Dale se prace vénuje
imunohematologickym laboratornim metodam, které se vyuzivaji u pfedtransfuzniho
vySetfeni. Nasleduje prehled skupinovych systému s jejich stru¢nym popisem a vyctem
klinicky vyznamnych nepravidelnych protilatek. Ptehled soucasného stavu
problematiky je ukoncen vysvétlenim pojmu aloimunizace, uvedenim pfic¢in jejiho
vzniku, jejich nasledkli a souhrnem doporuceni pro vybér fenotypové vhodnych
erytrocytarnich transfuznich pfipravkl pro aloimunizované pacienty.

U vzorkli od pacientli pted transfuzi ptipravki obsahujicich erytrocyty bylo
provedeno predtransfuzni vySetieni, tzn. vySetfeni krevni skupiny v ABO/RhD,
screening nepravidelnych protilatek proti antigentim erytrocytli a zkouska kompatibility.
Pfi pozitivnim screeningu protilatek byla provedena jejich identifikace a piipadné
dopliujici vySetieni erytrocytarnich antigenti. Pro provedeni téchto testi byla vyuzita
metoda sloupcové (gelové) aglutinace a metody ve zkumavce.

7 % vzorku bylo pozitivni na pfitomnost nepravidelnych protilatek. Z nich vice
nez 50 % pochazelo od Zzen. Aloprotilatky byly nalezeny u 57,6 % pozitivnich vzorkd.
Celkem bylo identifikovano 52 aloprotilatek: anti-E (23,08 %) > anti-D, -C" (13,46 %)
> anti-c, -K, -Kp® (9,62 %) > anti-C, -Wr?, -JK?, -S, -e, -Fy°, -P1 (1,92 %). Nejvice



nalezenych aloprotilatek pochazelo ze systému Rh (68 %) a Kell (19 %). Vzajemné
kombinace byly nej¢astéji nalezeny mezi aloprotilatkami Rh a/nebo Kell systému.

Na zéklad¢ zjisténych vysledkl Ize pro polytransfundované pacienty a zeny ve
fertilnim véku doporucit tento idealni algoritmus vybéru transfuznich piipravkl
obsahujicich erytrocyty: Vramci predtransfuzniho vySetfeni vySetfit antigeny Rh
systému a systému Kell a pfijemcum podavat transfuzni pfipravky s maximalni shodou

erytrocytarnich antigenti ve vyse uvedenych systémech.



Abstract

Pretransfusion testing, important red cells antibodies and transfusion

in alloimmunised recipients

The topic of this thesis is to analyse the pretransfusion testing focusing on red
cells transfusion, important red cell antibodies and transfusion in aloimmunised
patients.

This thesis is supposed to sum up the present knowledge of aloimmunisation
in modern transfusion medicine, to provide a list of clinically significant antibodies and
to determine the aloantibodies incidence in blood samples in pretransfusion testing
in hospital Nemocnice Ceské Budg&jovice, a.s.

The thesis informs about the pretransfusion testing procedure, its requirements
and recommendation for laboratory praxis. Furthermore, it describes
immunohematologic laboratory methods that use pretransfusion examination. Then, it
lists group systems with short description and clinically important irregular antibodies.
The summary of actual state of the topic is concluded with the explanation of the term
alloimunisation, causes of its emergence and recommendations for phenotypically
suitable RBC transfusion preparations choice for aloimmunised patients.

In the patient samples before transfusion of preparations containing RBC, we did
the pretransfusion testing, i.e. blood type examination in ABO/RhD, screening
of irregular antibodies against RBC antigens and compatibility test. If the antibody
screening was positive, we identified them and eventually processed them through some
additional RBC antigens test. After those tests, we used column (gel) agglutination and
tube methods.

In 7 % of the samples, the irregular antibodies were positive. More than 50 %
of them came from women. Aloantibodies were found in 57,6 % of positive samples.
Altogether, we identified 52 antibodies types: anti-E (23,08 %) > anti-D, -C" (13,46 %)
> anti-c, -K, -Kp? (9,62 %) > anti-C, -Wr?, -JK?, -S, -e, -Fy®, -P1 (1,92 %). The majority
of identified aloantibodies came from the Rh (68 %) and Kell (19 %) system.
Combinations were found in aloantibodies of Rh and/or Kell system.



Acording to the results, polytransfused patients and fertile women can be
recommended to use this ideal algorithm in the choice of transfusion preparations
containing RBC: to test Rh and Kell system antibodies in the pretransfusion testing and
to provide the recipients with transfusion preparations of maximal compliance of RBC

antigens in above mentioned systems.
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Uvod

Problematice piredtransfuzniho vySetfeni vénuje odborna spole¢nost i v dnesni
dobé velkou pozornost. Diivodem jsou pozadavky klinickych 1ékaii na maximalni
bezpecnost podavanych transfuznich piipravka (TP). Pro bezpecnost transfuze
erytrocytll u pacientd s aloimunizaci ma zdsadni vyznam kompatibilita a event. Sir$i
shoda v erytrocytarnich antigenech. Antigenni shoda ma vyznam také pii
transplantacich kostni diené a pfi orgdnovych transplantacich, kdy casto ovliviiuje
uspéch procesu transplantace.

Od zminované udajné¢ prvni provedené transfuze ubéchlo jiz nékolik stoleti.
Soucasna transfuzni medicina trvale vyviji snahu o tzv. G¢elnou hemoterapii, tzn., Ze
pacientovi by mél byt aplikovan pouze TP, ktery obsahuje takovou slozku krve, ktera je
pro pacienta v uréitém lécebném momentu optimalni. Zda se, ze vybér vhodného TP jiz
patfi mezi rutinni rozhodovani klinickych lékatd, ale o konkrétnim piipravku
obsahujicim erytrocyty spolurozhoduje i specialista z oboru transfuzni mediciny.

Svybérem TP uzce souvisi 1 proces piedtransfuzniho vySetieni, ktery od
zalozeni transfuzni sluzby prodélal vyrazny vyvoj, a to zejména ve smyslu vybéru
metod Kk provadéni vlastni zkouSky kompatibility. V pocatcich transfuzni sluzby
postacovala k provedeni transfuze shoda krevni skupiny v ABO a Rh systému mezi
darcem a pfijemcem. V souCasné¢ dobé, kdy je hemoterapie vice a vice ucelnéjsi
a sofistikovanéjsi, je snaha piijemce transfuze zatézovat co mozna nejméné. S tim
souvisi 1 spravné provedeni komplexu predtransfuznich vySetfeni a v neposledni fadé
I vybér vhodné metody k provedeni vlastni zkousky kompatibility.

Dnes je jiz samoziejmosti provadét vlastni zkousky kompatibility na systémech
sloupcové (gelové) aglutinace, které postupné nahradily provadéni zkousSek
kompatibility ve zkumavkach.

Nyni, kdyZ jsou k dispozici robustni laboratorni systémy, je mozné pozornost pii
vybéru transfuzniho pfipravku vice zaméfit na antigenni shodu V erytrocytarnich

systémech.
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Moje prace se vénuje vybéru vhodného TP pro pacienty v Nemocnici Ceské
Bud¢jovice, a.s. a stim souvisejicim zjisténim frekvence klinicky vyznamnych
antierytrocytarnich protilatek u polytransfundovanych pacienti a v neposledni fadé
I posouzeni rozsahu vySetieni erytrocytarnich antigeni u piijemce a darce pied
planovanou transfuzi scilem snizit riziko aloimunizace v ramci erytrocytarnich

antigennich systémt.
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1 Soucasny stav
1.1 Piedtransfuzni vySetieni

Predtransfuzni vySetfeni je soubor organizacnich opatieni, laboratornich zkousek
a kontrol, provadénych pied podanim TP, nebo v situaci, kdy je jejich podani
pravdépodobné.

Cilem pfedtransfuzniho vysetfeni je zajistit piijemci podani krve schopné
dostate¢n¢ dlouhého preziti vjeho krevnim obéhu a minimalizovat nezadouci
imunohematologické ucinky transfuze.

Ptedtransfuzni vySetieni pro transfuzni ptipravky obsahujici erytrocyty se sklada
z vySetfeni krevni skupiny pfijemce a darce v ABO a RhD systému, screeningu

nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek a vlastni zkousky kompatibility @,

1.1.1 Zddost o vydani transfuzniho p¥ipravku a kontrola tidaji

Podnétem pro zahdjeni ptedtransfuzniho vySetfeni je obdrzeni pozadavku
na transfuzi a krevniho vzorku pacienta. Pozadavek k vySetfeni vydava vzdy pouze
lékat a to na zadance (Pfiloha 1), kterdA musi obsahovat ptedepsané udaje (Pfiloha 2).
Jsou-li poZadované udaje nelplné nebo dokonce chybi, laboratof nesmi poZzadavek
pfijmout. Vyjimkou je pouze stav ohrozujici Zivot pacienta. Udaje na zaslaném krevnim
vzorku pacienta musi byt totoZné s tidaji na Zadance.

Pot¢ se provadi porovnani  vysledki  pacientovych  ptedchozich
imunohematologickych vySetfeni se soucasnymi testy. Jsou-li zjiStény neptesnosti, musi

byt objasnény jesteé pred vydanim transfuze @3,

1.1.2 Vzorky pro predtransfuzni vySetieni

K vySetfeni jsou pfijaty pouze spravné odebrané a oznacené vzorky zilni krve,
které¢ nejevi znamky hemolyzy. Volny hemoglobin totiz mize maskovat protilatkami
vyvolanou hemolyzu @ Pouzivé se srazliva nebo nesrazliva (v EDTA) krev @,

Casté transfuze nebo t&hotenstvi mohou vést k tvorbé protilatek. Odbér vzorku

proto musi byt nacasovan s ohledem na tuto skutecnost. U polytransfundovanych
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pacientll je ke kontrole imunologického stavu dostatecny 72 hodin (maximalné) stary
vzorek. Pro zkousku kompatibility by vzorek mél byt odebran tésné pred transfuzi.
Vzorky plné krve lze uchovéavat po dobu 7 dni pti 4 °C. Po separaci plazmy
od krvinek je mozné ji zamrazit pii -30 °C po dobu 6 mésicti. Po ukonceni testli jsou
vzorky déarce i piijemce uchovavany v chladnicce po dobu 7 dni a to zdavodu

piipadného dalSiho vySetfeni u potransfuznich komplikaci @

1.1.3 Stanoveni krevni skupiny v AB0 systému a uréeni RhD znaku

vvvvvv

muze byt smrt pacienta nebo zdvazné poskozeni jeho zdravi. VySetfeni Se provadi
metodou pfimé aglutinace.

Test mé& dvé€ ¢asti. V prvni se provadi urceni antigenl na erytrocytech pomoci
monoklonalnich diagnostickych sér anti-A a anti-B. Ve druhé casti se stanovuji
pravidelné protilatky ABO v séru pacienta za pouziti typovych erytrocyti A; a B @3,
K této casti vySetfeni se zafazuje také kontrola pomoci pacientovych erytrocyt
nebo erytrocyti skupiny 0 @ Py interpretaci vysledné skupiny je nutné, aby si vysledky
antigenu a protilatek odpovidaly. Dojde-li k jakékoliv nesrovnalosti, je nutné ji vytesit
jeste pred vydanim vysledku @

Vysetteni RhD znaku se provadi duplicitné pomoci riznych monoklonalnich
diagnostickych sér anti-D t¥idy IgM, ktera nezachycuji variantu D"' 3 Ke kazdé sérii
vySetieni musi byt pouZita pozitivni a negativni kontrola @

Vyhodnoceni vysledki viz Tabulka 1.

Tabulka 1: Vyhodnoceni vysledku testu krevni skupiny v ABO systému

) Reagencie
Skupina ) ) ) ) )
anti-A anti-B krvinky A, krvinky B krvinky 0
+ - - + -
B - + + - -
- - + + -
AB + + - - -

Zdroj: Knowles, S., Poole, G. (2005) ™
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1.1.4 Screening nepravidelnych aniterytrocytarnich protilatek

Jeho cilem je odhalit klinicky vyznamné protilatky @) Za referencni techniku pro
screening protilatek je povazovan nepiimy antiglobulinovy test (NAT), ktery se provadi
ve zkumavce za pouziti erytrocytl resuspendovanych v roztoku o nizké iontové sile
(LISS-NAT). Hranice citlivosti LISS-NAT se bere jako standardni nepodkrocitelné
minimum @,

Za standardni metody se povazuji testy sloupcové (gelové) aglutinace a testy na
»pevné fazi“. Na zéklad¢ dlouhodobych vysledki externi kontroly kvality bylo
zjisténo, ze metody sloupcové (gelové) aglutinace a pevné faze dosahuji lepSich
vysledki nez zkumavkovd metoda. Z tohoto vyplyva, Ze by tyto metody mély byt
preferovany @,

Za doplikovou techniku NATu je povazovan enzymovy test (ET), ktery je
v n&kterych piipadech (napf. u Rh protilatek) citliv&jsi nez jiz zminény NAT @9,

Testy se provadéji podle navodu k pouziti, ktery je pfilozen u pfisluSnych
testovacich systémd.

Zakladnimi diagnostiky pro screening protilatek jsou certifikované screeningové
panely @, Screeningové panely se fidi frekvenci vyskytu ur€itych antigent
v populaci ®). Pro Ceskou Republiku je doporuceno pouZiti panelu tii diagnostickych
erytrocytd se zastoupenim antigentt C, CV, ¢, D, E, e, K, k, Fy?, Fy®, Ik JK S, s, M, N

@ ™) Ve Velké Britanii je tento panel bez antigenu C" © atd. Diagnostické

a Le
erytrocyty by mély byt zastoupeny ve fenotypu DCe/DCe a DcE/DcE. Ve
screeningovém panelu by taktéZ mély byt v homozygotnim zastoupeni pfitomny
antigeny Fy?, Fy®, Jk?, JK°, S, s @,

Screeningové diagnostické erytrocyty pro predtransfuzni vySetfeni se nesméji
pouzivat ve smési, protoZe jejich smichanim se snizuje sensitivita testu ©.

Pii vySetfeni u podezieni na hemolytickou transfuzni reakci (HTR) nebo
autoimunitni hemolytickou anémii (AIHA) se provadi jest¢ autologni kontrola

nebo piimy antiglobulinovy test (PAT). Tyto testy ale nejsou nezbytnou soucasti

screeningu protilatek @.
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1.1.5 Identifikace nepravidelnych protilatek

Identifikace protilatek navazuje na pozitivni screeningovy test a pouzivaji se k ni
diagnostické erytrocyty. Je urcovana specifita protilatky a jeji klinicky vyznam
(Piiloha 3) 9.

K identifikaci protilatek se stejn¢ jako pfi jejich screeningu pouzivaji komeréni
certifikované identifikacni panely, které umoznuji identifikovat Casto se vyskytujici
Klinicky vyznamné protilatky. U protilatek, slabé reagujicich v NATu, a u smési
protilatek se doporucuje pouzit panel senzymaticky oSetfenymi diagnostickymi
erytrocyty

Protilatka se hodnoti podle rozpisu antigenli jednotlivych erytrocyti a shody
ziskanych reakci. Soucéasti testu je provedeni autologni kontroly, pii které
je vySetfovano sérum piijemce s jeho vlastnimi erytrocyty. Toto vySetfeni se provadi

za stejnych podminek paraleln¢ s identifikaci protilatky @

1.1.6 Vybér vhodného transfuzniho piipravku

Zéakladem je podani transfuze shodné v ABO systému (Tabulka 2) a RhD znaku
(Tabulka 3). Vyjimkou je pouze zZivot ohrozujici stav, kdy jesté nebyla urcCena
pacientova krevni skupina. V tomto ptipadé se pouziva krev skupiny 0 RhD negativni
(K negativni) a plazma AB @, P¥ nedostatku RhD negativnich pfipravki Ize
neimunizovanym RhD negativnim jedincdm (tj. bez priukazu anti-D) podat
RhD pozitivni erytrocyty ®) Jakmile je urcCena krevni skupina pacienta, méla by byt

pouzita skupinové odpovidajici krev.

Tabulka 2: Kompatibilita v ABO systému

Prijemce Lze podat transfuzni pripravek
0 0
A A0
B B,0
AB AB, A B, 0

Zdroj: doporuceni ¢. STL2011_08 ®
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Tabulka 3: Kompatibilita RhD znaku

Prijemce Lze podat transfuzni pripravek

RhD pozitivni . Ca
) RhD pozitivni; RhD negativni
D" potvrzeny vySetienim DNA

RhD negativni

D" - nevysetteno PCR / neuzavieno / sérologicky _
) ) RhD negativni
susp. varianta / varianta uréena PCR

nejasny (diskrepantni) vysledek vySetieni RhD

"Nejsou-li piitomny protilatky anti-e a/nebo anti-c.

e

negativni erytrocyty (soucasné sérologické rutinni postupy nemohou zcela vyloucit vSechny variantni formy
antigenu D, napt. D I11).
Zdroj: doporuceni & STL2011 08 ©

Neonatalni transfuze maji byt shodné nebo kompatibilni v ABO systému a RhD
znaku a téZ je vhodné, aby bylo ptihlédnuto ke krevni skupiné matky. Zeny ve fertilnim
veku by mély idealné dostat K negativni erytrocyty.

Pro pacienty, ktefi jsou celozivotné zavisli na poddvani krevnich transfuzi,
je vhodné podavani erytrocyti odpovidajicich antigenim RhD systému a K @

Piijemci ABO a eventualné RhD inkompatibilni transplantace kostni dfené musi
byt transfundovéani podle ABO protilatek pfitomnych u pfijemce. Ty mohou byt bud’
ptuvodniho, darcovského nebo obojiho typu.

U nemocnych s klinicky vyznamnymi aloprotilatkami je nutno k transfuzi vybrat

erytrocyty bez antigent, proti nimz jsou aloprotilatky namiteny @3,

1.1.7 Test kompatibility

Tento test musi zachytit inkompatibilitu v ABO systému a klinicky vyznamné
protilatky. Provadi se mezi sérem pfijemce a darcovskymi erytrocyty @3 Jeho
provedeni je mozné sérologicky metodou sloupcové (gelové) aglutinace nebo pevné
faze s citlivosti odpovidajici alespont LISS-NAT pii 37°C nebo pomoci elektronického

testu @9,
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Test kompatibility plati nejdéle 72 hodin. Jeho platnost lze prodlouzit az na
7 dnt a to u pacient, u kterych prokazatelné¢ nebyla podana v priabéhu poslednich

28 dni transfuze erytrocytii nebo trombocytt ®)

1.1.8 Vydani vysledku piedtransfuzniho vySetieni a p¥ipravku K poddni

Vysledek vySetfeni musi byt vydan pied nebo s prvnim vydavanym TP a musi
obsahovat identifikaci pacienta, identifikaci transfuzniho pfipravku, datum provedeni
a vysledek predtransfuzniho vySetfeni, identifikaci laboratote, identifikaci osoby, ktera
provedla vysetfeni, ev. osoby odpovédné za interpretaci vysledku, misto doruceni

pripravku a datum jeho vydeje. Nestandardni vysledky musi byt zietelné vyznaceny ®)
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1.2 Imunohematologické laboratorni metody vyuZivané u predtransfuzniho
vySetieni

1.2.1 Aglutinacni testy

Aglutinacni testy se rutinné pouzivaji k ur€ovani krevnich skupin, pfi screeningu
a identifikaci protilatek a u testl kompatibility. Jsou zalozeny na principu aglutinacni
reakce, pfi niz €inkem protilatek dochazi ke shlukovani erytrocytil, na jejichz povrchu
je piitomen odpovidajici antigen. Protilatky vytvaieji mezi antigeny jednotlivych

erytrocytd vazby. Nastava shlukovéni erytrocytd, tj. aglutinace @

1.2.1.1  Rozdéleni podle reagencii pouZitych pro aglutinaci

Test s erytrocyty resuspendovanymi vV solném prostredi

®  Slouzi

Test vsolném prostiedi je nejleh¢i a nejlevnéjsi ze vSech testu
k vySetfeni nepravidelnych pfirozenych protilatek a ziskanych imunitnich protilatek
tiidy 1gM ak vySetfeni erytrocytarnich antigenit pomoci diagnostik obsahujicich
protilatky tfidy IgM. Test se provadi ve zkumavkach M K vySetfeni se pouziva 2% az
5% suspenze diagnostickych nebo vySetfovanych erytrocytt ve fyziologickém roztoku
(1 kapka), ke které se ptidava pacientské sérum/plazma (2 kapky) nebo diagnostické
sérum (1 nebo 2 kapky podle ndvodu vyrobce). Zkumavky se poté mohou ihned
centrifugovat, anebo inkubovat pfi pokojové teploté a az poté centrifugovat. Pro néktera
vySetfeni je tfeba inkubace pii 37 °C nebo pii 4 °C. Doba inkubace se fidi ucelem
vySetfeni. Pro svoji malou citlivost se dnes Kk vySetfeni zkousky kompatibility

nepouziva ©

Test s erytrocyty resuspendovanymi v LISS (Low-lonic-StrengthSolution)
roztoku

Do praxe byl tento test zaveden vroce 1980 ©® a slouzi pro detekei
protilatek, které se nachazeji v séru v nizkém titru @ LISS zvySuje rychlost, kterou

se protilatky vazi na antigeny erytrocytl ©

Test zahrnuje inkubaci pacientského
séra/plazmy a diagnostickych erytrocyti s LISS roztokem po dobu 10-15 minut

pfi 37 °C. Nasleduje centrifugace a odeCteni aglutinace. Test je velmi UCinny
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pro identifikaci protildtek a ma znacné vyhody, mezi které patii zvySena sensitivita

pii detekei protilatek a kratsi doba inkubace ©.

Enzymové testy (ET)

ET jsou zalozeny na proteolytické aktivit¢ nékterych enzyml. Ty maji
pfi nizkych koncentracich schopnost natravit povrch erytrocytd 7, ¢imz dojde
ke zruseni jejich negativniho naboje @ To jim umozni vice se k sob¢ piiblizit. Timto
zpusobem usnadiiuji aglutinaci a zvySuji citlivost téméf vsech antigenti (kromé M, N, a
Fy) @, jsou vsak jen vzacné citlivéjsi nez NAT. Z tohoto diivodu se pouzivaji pouze
k jeho doplnéni.

Nejcastéji pouzivané enzymy jsou papain a bromelin. Papain obvykle slouzi
pro osetieni erytrocyti pfed jejich pouZzitim k testovani. Bromelin je spiSe pouzivan
jako reagencie, ktera se piidavéa do reakce (jako aditivum) ®©.

Rizikem ET je, Zze vlivem pusobeni enzymu mize dojit k destrukci nekterych
antigent (napf. antigenit M, N, a Fy) @

Provedeni ET miZe byt jednofazové (erytrocyty + enzym — bromelin/papain +
sérum/plazma) nebo citlivgjsi dvoufdzové (enzymaticky upravené erytrocyty -+

sérum/plazma) @,

Testy vyuzivajici jiné potenciatory (PEG - PolyEthyleneGlycol)

Metoda vyuzivajici PEG je velmi citliva ®. PEG se pouziva k vytlageni molekul
rozpoustédla. Tim U¢inné zvySuje koncentraci protilatky a antigenu a vyrazné posiluje
jejich reakci. Test vyuziva 20% roztok PEG ® ve fosfatovém pufru pfi béZné iontové
sile nebo v prostiedi o nizké iontové sile. Slouzi ke zvySeni senzitivity testd pro detekci
klinicky vyznamnych protilatek tfidy IgG a také muze byt pouZit k zesileni reakce
slabych protilatek © Sérum, diagnostické erytrocyty a PEG se inkubuji 15 minut a potg,

po promyti, se piida antiglobulinové sérum @),
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Antiglobulinové testy (Coombsovy testy)

Antiglobulinové testy byly poprvé popsany Robertem Roystonem Coombsem a
jeho kolegy v roce 1945 . Zahrnuji dva druhy testii: pfimy a nepfimy antiglobulinovy
test (Pfiloha 4). Patii do skupiny aglutina¢nich testi a pouzivaji se Kk detekci
protilatek @ U obou se pii reakci vyuziva polyspecificky AHG (antihuman globulin),
coz je reagencie, ktera obsahuje protilatky proti lidskému IgG a C3d (12)

a) Primy antiglobulinovy test (PAT)

PAT se pouziva k detekci erytrocytd, které maji na svém povrchu navazané
protilatky a/nebo slozky komplementu ***¥), zejména IgG a C3d ™. Slouzi k odhaleni
pritomnosti navazanych autoprotilaitek na erytrocytech pacienta (AIHA), protilatek
od matky na erytrocytech novorozence u hemolytického onemocnéni novorozence
(HON) a aloprotilatek na transfundovanych erytrocytech po inkompatibilni krevni
transfuzi .

Odebrany vzorek krve se zpracuje a piitomné erytrocyty se promyji @,
Promytim se odstrani pacientova plazma a s ni i nenavazané protilatky. Poté se vzorek
inkubuje s AHG. Jsou-li na erytrocytech navazany protilatky a/nebo slozky
komplementu, dojde k navazani Fab casti Ig obsazenych v AHG na Fc fragment
protilatek vazanych na erytrocyty. Vysledkem je viditelnd aglutinace erytrocytl
(Pkiloha 4) @19,

b) Nepiimy antiglobulinovy test (NAT)

NAT detekuje pritomnost protilatek proti erytrocytiim, které se vyskytuji volné

vséru @ NATem se detekuji nepravidelné protilatky proti erytrocytim. Pouziva

se k prenatalnimu testovani t€hotnych zen a K testovani pred krevni transfuzi ()

V prvni fazi testu se sérum pacienta inkubuje s diagnostickymi erytrocyty a poté
se vzorek promyva (odstranéni nenavazanych protilatek). Ve druhé fazi se uplatiiuji
jiz pouze protilatky navazané na erytrocyty. Piidd se AHG, které v piipad¢ pozitivity
zptisobi aglutinaci erytrocytil (Piiloha 4) ¢*°),

NAT se také pouziva k vySetfeni n€kterych erytrocytarnich antigenti @
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1.2.1.2  Rozdéleni podle celkového provedeni testu
Ve zkumavce

Tradi¢né se aglutinaéni testy erytrocytd provadély ve sklenénych

[ ©.16)

zkumavkac . Posledni dobou jsou tyto testy masivné nahrazovany novymi

metodami (hlavné sloupcové (gelové) aglutinace), piesto se ale jeSté u nékterych metod
pouzivaji an,

Aglutinace je hodnocena makroskopicky pod silnym svétlem. Neni-li aglutinace
zpozorovana makroskopicky, je mozné suspenzi natfit na podlozni sklicko

a prohlédnout pod mikroskopem (zachyceni velmi slabych reakcti) ®

Na mikrotitracni desticce

Jedna se o modifikaci zkumavkovych testi .

Sloupcova (gelova) aglutinace

Gelovy test vyvinul vroce 1988 Lapierre a jeho spolupracovnici “®. Tato
technika se pouzivd pro screening nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek,
zkousku kompatibility enzymovym a nepfimym antiglobulinovym testem, identifikaci
protilatek, ale také pro ur¢ovani ABO, Rh a dalSich antigenii erytrocyti 19 Reakce séra
a bunék u tohoto druhu testu neprobiha ve zkumavce, ale v mikrozkumavkach
(Ptiloha 5), které jsou asi 15 mm dlouhé a 4 mm $iroké. Kazda obsahuje asi 35 pl gelu
ptipraveného v roztoku pufru jako LISS nebo fyziologickém roztoku @7 Gely mohou
obsahovat i jiné prvky napf. konzervanty (azid sodny), hovézi sérovy albumin
a v n€kterych piipadech i ¢inidla jako napi. polyspecificky AHG, anti-IgG nebo jina
specificka antiséra (17.18) Tyto latky musi byt do gelu ptfidany vyrobcem jiz béhem jeho
pfipravy, tedy jesté pfed naplnénim mikrozkumavek, aby doslo k rozptyleni ¢inidla po
celé délce sloupce. Mikrozkumavky jsou po 6 umistény v plastovych Kkartach
(Pfiloha 6), které umoziuji snadnou manipulaci, interpretaci vysledk a po provedeni
testu i snadnou likvidaci. Informace o postupu provedeni testu a interpretaci vysledkt

jsou uvedeny na piibalovém letaku @7,
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Testy na principu pevné faze

Test se pouziva jiz od roku 1980. Jeho zédkladem je mikrotitracni desticka, ktera
se sklada z 96 jamek. Tu lze pouzit jako celek nebo po rozdé€leni jako osmijamkové
stripy. Desticky jsou spolu s indikatorem vlhkosti ulozeny ve foliovych saécich. Rtizové
zbarveni indikatoru upozoriiuje na to, ze desticka byla vystavena piili§ velké vlhkosti
a musi byt zlikvidovana. Komercéni soupravy mohou byt zakoupeny v nékolika
provedenich. Jamky mohou byt potazeny bud lyzatem erytrocytdrni membrany
poolovanych erytrocytti Z 2 nebo 4 erytrocyti nebo lyzatem z panelu o 13 erytrocytech.
Dostupné jsou i desticky, které jsou pokryté pouze patentovanym lepidlem. Na tyto
desticky se pak daji aplikovat neporusené tekuté nebo zmrazené erytrocyty. Reagent,
ktery v této metod€ nahrazuje anti-IgG, je indikator erytrocytl oznaeny IgG proti
lidskému IgG. Informace o postupu provedeni testu a interpretaci vysledkd jsou

uvedeny na pribalovém letaku 47,

1.2.2 Jiné testy pouZivané v imunohematologii

K imunohematologickym vySetfenim se pouzivaji jesté dalsi reakce: precipitacni
reakce, testy na pritkaz hemolyzini, testy inhibice aglutinace, ELISA, aj. ®) Tyto metody
se ale nepouzivaji k predtransfuznimu vySetfeni. Pfesahuji ramec této prace, a proto zde

nebudou podrobnéji rozebirany.
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1.3 Krevné-skupinové systémy
1.3.1 Systém Duffy
Antigeny

Systém Duffy zahrnuje 6 antigend: Fy?, Fy°, Fy3, Fy4, Fy5 a Fy6 (frekvence
vyskytu viz Pfiloha 8). Jsou to transmembranové glykoproteiny, které 7X prostupuji
erytrocytdrni membranu. Maji extracelularni N-terminalni doménu a cytoplazmatickou
C-terminalni doménu (Pfiloha 7). B&zné& se vySetiuji antigeny Fy® a Fyb.

Glykoproteiny Duffy jsou receptory pro Plasmodium vivax, coz je parazit, ktery
napada Cervené krvinky a zpiisobuje maldrii. Erytrocyty, na kterych se tyto antigeny
nenachdazeji, jsou k proniknuti Plasmodia relativn€ rezistentni. Tato skute¢nost mé vliv
na pokles cetnosti vyskytu krevni skupiny Duffy u populaci, kde je bézny vyskyt
malarie 3242,

Zminéné antigeny jsou exprimovany na erytrocytech, ale také na mnoha jinych
bunkach (napf. na endotelovych buiikach krevnich cév, epitelidlnich buiikach sbérmych
tubulti ledvin, plicnich sklipcich a Purkyinovych bunkéach mozecku).

Jsou velmi citlivé na vétSinu proteolytickych enzymil. Zcela je znici

napf. papain, ficin a bromelin .

Protilatky

Protilatky tohoto systému jsou typu IgG a vazi komplement ). Anti-Fy? a anti-
Fyb zpisobuji mirné 1 t€zké, akutni i opozdéné HTR. Byly popsény i smrtelné

potransfuzni reakce. Mohou také vyvolat HON @1)

Anti-Fy?

Anti-Fy* nejéastéji vznika v disledku krevnich transfuzi. Jeji vznik mlze byt
vyvolan i t€hotenstvim. Obvykle je ttidy IgG (vétsinou IgG1). Nejlépe reaguje v NATu.
Pfiblizng 50 % anti-Fy* vaze komplement. MizZe zpiisobit vaznou HTR, byly popsany
I smrtelné piipady. Z hlediska transfuzi se protilatka povazuje za velmi vyznamnou (20)
Tato protilitka miiZe byt také p¥idinou mirného, ale i zdvazného HON ?®. U mnoha

ptipadt vyskytu HON matka prodélala piedchozi transfuzi (20)
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Anti-Fy®

Relativng vzacna protilatka (asi 20x méné Casta neZ anti-Fy*). Nejlépe reaguje
v NATu. Anti-Fy® miize byt pti¢inou mirné i vazné potransfuzni reakce, byla popsana

i smrtelna reakce. Vzacné miZe vyvolat také HON, které je vétsinou mirné @2,

1.3.2 Systém Lewis
Antigeny

Systém Lewis zahrnuje dva hlavni antigeny, Le® a Le® (frekvence vyskytu viz
Piiloha 9), podléhajici kontrole geni FUT (Le) (2.20), Antigeny systému Lewis
fenotypicky a biochemicky uzce souvisi se skupinami ABO a H. Nejsou produkovany
erytroidnimi bufikami, na membrany erytrocytii se navazuji sekundarng z plazmy ©*%2,
Za krevné skupinové antigeny jsou povazovany, protoze byly prvné rozpoznany na
erytrocytech .

Jsou to ve vodé€ rozpustné glykolipidy a glykoproteiny, které se nachazeji
Vv télesnych tekutinach a sekretech jako jsou sliny, matefské mléko, gastrointestinalni
stava, mo¢ atd.? Jejich oligosacharidové Fetézce jsou obvykle konjugované
spolypeptidy  anebo  ceramidy. @ Ve  spojeni s polypeptidy  vytvateji
glykoproteiny s ceramidy glykosfingolipidy.

Tvorbu antigent Le uréuji tyto geny: FUT 2 (Se) a FUT 3 (Le). Kazdy z gent
se vyskytuje ve dvou alelach: FUT 2 jako Se (nositelé této alely se oznacuji jako
sekretofi a vylu€uji solubilni antigeny H, A a B do télesnych tekutin) a se (nositelé této
alely se oznacuji jako nonsekretofi a uvedené antigeny do télesnych tekutin nevylucuji).
FUT 3 ma alelu Le (nositelé této alely vytvareji antigeny Le) a le (nositelé této alely
nevytvaieji antigeny Le). Gen Le produkuje enzym katalyzujici syntézu antigenu Le®
a Le”.

Antigeny Lewis jsou syntetizovany specifickou glykosyltransferazou. Ta
piipojuje fukoézu na prekurzorové tetézce typu 1 a 1 H, které jsou ptitomny v plazmé,
sekretech a endodermalnich tkanich (na erytrocytech se nevyskytuji). Retézec 1 H je
pfitomen jen u sekretort. Pii tomto d&ji je Le gen v kompetici s geny A a B. Vysledkem

procesu je: pripojenim fukozy na fetézec 1 vznik antigenni substance Le®, pfipojenim
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fukdézy na fetézec 1 H vznik antigenni substance Le®. Solubilni antigeny Le* a Le
se z plazmy adsorbuji na membranu erytrocytd a vznika tak bud’ fenotyp Le(atb-), nebo
Le(a-b+). Antigen Le” se tedy vytvaii jen u sekretorti (v piitomnosti alely Se) a antigen
Le® jen u nonsekretorii (v piitomnosti alely se). Nositelé alely le nevytvaieji antigen Le
a jejich fenotyp je Le(a-b-) 9.

Vedle hlavnich antigend Le® a Le® existuji jests vzacné antigeny Le®, Le? a Le*.

Pfi narozeni chybi nebo jsou slabé. Detekuji se NATem nebo pomoci ET @

Protilatky

Vsechny Lewis protilatky jsou tfidy IgM a nezptsobuji tedy HON (neprochaze;ji
placentou). Obvykle nejsou aktivni pii 37 °C a nejsou obecné povazovany za Klinicky

(22)

vyznamné ““. Tyto protilatky dobfe reaguji v testech pii pokojové teploté¢ nebo

v chladovych testech .

Anti-Le?

Anti-Le* neni neobvykld a vétSinou ma ,,pfirozeny“ ptivod. Tvoii ji pouze
jedinci geneticky Le negativni (fenotyp Le(a-b-)). Osoby s fenotypem Le(a-b+)
protilatku anti-Le® netvofi z toho divodu, Ze Le? je soudasti jejich antigenni konstituce.
Protilatka je pievazné tfidy IgM, pouze ziidka se vyskytne Cista IgG. Aglutinace
erytrocytll s anti-Le? je nejsilngjsi za nizkych teplot. Vzacn&ji reaguje pii 37 °C. Jeji
reaktivitu lze zesilit pomoci oSetfeni bunék protedzou. Ne&které anti-Le® jsou

lymfocytotoxické. Protilatky reagujici pii 37°C mohou ojedinéle vyvolat HTR (20)

Anti-Le®

Vyskytuji se méné ¢asto nez anti-Le®. Obvykle jsou tvofeny nonsekretory ABH
s fenotypem Le(a-b-) @, mohou je viak tvorit i lidé s fenotypem Le(a+b-). Existuji 2
typy anti-Le”: anti-Le®™ a anti-Le"-. Obvykle jsou tiidy IgM a n&které jsou
lymfocytotoxické. Jsou podstatné méné nebezpecné nez anti-Le®. Pouze velmi vzacné

vedou k hemolytickym reakcim %,
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1.3.3 Systém Kidd
Antigeny

Systém Kidd zahrnuje 3 antigeny: JK* Jk® a Jk3 (frekvence vyskytu viz
Ptiloha 10). Jsou to glykoproteiny. Strukturné jde o integralni transmembranové
proteiny, které se nachazeji na membrané erytrocytu. Piedpoklada se, ze 10x prochazeji
membranou a oba konce N i C jsou intracelularni (Pfiloha 7) @) Bezng se vysetiuji
antigeny Jk? a Jk. JK3 je antigen o vysoké frekvenci.

Antigeny systému Kidd se vyskytuji na cervenych krvinkdch i jinych

tkanich, jako jsou ledviny, mozek a srdce .

Protilatky

Protilatky obvykle vazi komplement a jsou tfidy IgG (Castéjsi) a IgM (méné
Casté). Anti-JK® je vétSinou t¥idy IgG nebo je smési IgG a IgM, vzacné mitze byt i istd
IgM. Anti-Jk® je vzacngjsi a také je vétSinou tidy IgG, vyjimecnd i IgM. Neni
zaznamenan zadny ptipad ptirozené se vyskytujici Kidd protilatky (20)

Ob¢ mohou zpusobit tézké potransfuzni reakce a také, i kdyz v mensi mife
HON. Protilatky v systému Kidd také mohou byt pfi¢inou pozdnich HTR. Casto jsou
hafe detekovatelné pomoci sérologickych metod. Po stimulaci maji tendenci rychle
vymizet @22 Obecné je k jejich zjisténi nutny antiglobulinovy test a k prikazu slabsich
protilatek je vhodné pouzit enzymem oSetfené erytrocyty. Antigeny systému Kidd jsou
rezistentni k proteolytickym enzymiim (papain, ficin, trypsin, chymotrypsin a pronaza).
OsSetfeni cCervenych krvinek témito enzymy obecné zvySuje reaktivitu protilatek

s antigeny Kidd ©2.

1.3.4 Systém Kell
Antigeny

Systém Kell je slozity antigenni systém zahrnujici sady antigenu s alelickym
vztahem: K/k, Kp*/Kp®, Js?/Js” (frekvence viz Piiloha 11) a vétsi pocet dalsich antigenti

0 vysoké nebo nizké frekvenci.
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Vsechny antigeny systému Kell jsou vyjaddieny na glykoproteinu Kell
umisténém na membran¢ erytrocyta (20),

Strukturné¢ je protein Kell polypeptidovy fetézec, ktery se sklada ze 732
aminokyselin ®. Obsahuje C-extracelularni, transmembranovou a cytoplazmatickou
doménu (Piiloha 7) @ Retdzec je glykosilovany na 5 riiznych mistech @l Je
sekventnim a strukturalnim homologem se skupinou na zinku dependentnich

(20,24)

endopeptidaz . Tyto endopeptiddzy obsahuji pentamerovou sekvenci, kterd je

nezbytna pro vazani zinku a katalytickou aktivitu @)

Drive se usuzovalo, Ze antigeny Kell jsou vyjadieny pouze na krevnich buiikach
erytroidniho pivodu (tzn. na erytrocytech a jejich prekurzorech). V posledni dobé
ale bylo zjisténo, Ze se nachazeji také na myeloidni tkani %)V malém mnozstvi jsou
vyjadieny také na rGznych orgdnech. Jedna se o lymfatické organy, svaly (srde¢ni
a kosterni), nervovy systém “® a pankreas ¢".

Klinicky nejvyznamné&jsi antigen tohoto systému je antigen K @Y. Jde o jeden
z nejvyznamnéj$ich antigent z hlediska transfuzi i HON. Jeho frekvence v populaci je
ptiblizné 9 %. Alelicky komplementarni k nému je také klinicky vyznamny antigen k.

Jeho frekvence v populaci je pfiblizng 99,8 % 022,

Protilatky

Protilatky jsou nej€astéji tiidy IgG (hlavné IgGl) a vzéacné tiidy IgM @) Jsou

klinicky vyznamné ®

, mohou tedy zptsobit zavazné formy HON a v pfipad¢ podani
inkompatibilni krve 1 téZké potransfuzni reakce. Optimalni metodou pro jejich vySetfeni

je NAT @),

Anti-K

v

Anti-K je nejcastéjsi imunni protilatka ¢ervenych krvinek mimo ABO a Rh
systém. Casto $patné reaguje v LISS. Miize zptisobit t&zké potransfuzni reakce a t&7ké
HON. Asi 10 % K negativnich pacientt, ktefi dostanou jednotku K pozitivni krve, poté
produkuji protilatku anti-K. To tento antigen v mife imunogennosti fadi na druhé

misto, hned za antigen D.
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Asi 0,1 % ze vSech HON je zptisobeno anti-K. HON zptisobena touto protilatkou
se svym mechanismem lisi od Rh HON. Anti-K zpasobuje fetadlni anemii potlacenim
tvorby cervenych krvinek, protoze antigeny Kell jsou pfitomny jiz na nezralych
prekurzorech Cervenych krvinek. Naproti tomu pfi HON vyvolané Rh protilatkami
dochazi k rozpadu zralych erytrocytd plodu ®??. P¥i vybéru vhodného transfuzniho
piipravku plati jedno zakladni pravidlo: détem a zenam ve fertilnim véku je nutné

podavat K negativni erytrocytové TP @3,

Anti-k

Vzacna protilatka diky velmi nizké frekvenci fenotypu k-. VEtSinou je tiidy IgG.
Nejlépe reaguje v NATU. Je znama i chladova anti-k tfidy IgM. Muze zpusobit tézkou
HTR i vazné HON 0?2,

Vétsina ostatnich Kell protilatek je vzacna a nejlépe se prokazuji NATem @2,

1.3.5 Rh systém

Antigeny

. S y N S Giwr w1y (20,22
Rh systém zahrnuje vice nez 50 antigenli. Mezi nejvyznamnéjsi patii D (20.22)

(po antigenech A a B nejvyznamngjsi ze viech) ®?, C, c, E a e, ® (frekvence viz
Ptiloha 12) v Ceské republice také C* @, Antigeny Rh systému jsou kdédovany dvéma
geny uloZenymi v té€sné blizkosti na kratkém raménku chromozomu 1. Jsou to: gen
RHD, ktery koduje antigen D, gen RHCE, ktery koduje antigeny Cc, Ee. Blizkost genil
umoziiuje pii meidze vyménu genetického materialu mezi RHD a RHCE na
homolognich chromozomech. Vysledkem jsou hybridni geny obsahujici geneticky
material z obou gent. Jejich produktem jsou variantni a slabé antigeny RhD a rtzné
odchylky v antigenech C, c a E, e. Antigen C" se d&di na genu RHCE, ale neni alelou C
a ¢ (20). V Ceské Republice se vyskytuje ve vyssi frekvenci (6-7%) nez v anglosaskych
zemich (2-3%) @,

Antigeny Rh systému jsou transmembranové proteiny. Tyto proteiny nenesou

oligosacharidové fetézce, ale jsou palmitované. 12x prochdzeji bunécnou membranou
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erytrocytti. Oba terminalni konce jsou v cytosolu (Ptiloha 7). Maji také Sest externich
smy&ek, které jsou potencialnimi misty antigenni aktivity 2.

Antigeny Rh jsou vyjadfeny jako ¢ast proteinového komplexu na membrané
erytrocytt. Tento komplex se nachazi pouze na buiikach erytroidni fady, a proto se Rh
antigeny nalézaji pouze na erytrocytech. Slozeni komplexu proteinti neni dosud piesné
znamé, ale predpoklada se, ze jde o tetramer, ktery je slozen ze dvou molekul tzv. Rh
asociovaného glykoproteinu (RhAG) spojeného se dvéma molekulami Rh proteinu.
Rh proteiny mohou byt RhD (nesou-li antigen D) nebo RhCE (nesou-li antigen C, ¢, E
nebo ¢). RhAG nenese antigeny Rh systému, ale jeho pfitomnost je nutna pro expresi
Rh antigeni. Oba tyto proteiny jsou transmembranové a jsou nedilnou soucasti
membrany erytrocyta.

Antigeny Rh hraji roli v zachovéani integrity bunécné membrany erytrocytil.
Absence komplexu Rh ma za nésledek zménu tvaru Cervenych krvinek, coz zkracuje
jejich zivotnost a nasledkem toho vznika mirna hemolyticka anemie 1)

Antigeny Rh systému jsou vysoce imunogenni, nejvice imunogenni je antigen D.
Po podani 200 a vice ml D pozitivnich ¢ervenych krvinek si anti-D tvoii kolem 85 %

D negativnich jedincii 2.

Protilatky

Vznikaji jako nasledek imunizace transfuzi nebo téhotenstvim, ale nékdy
je mozno nalézt i pfirozené protilatky @ Vétsina je typu IgG, nékteré také IgM (1)
Mohou byt piiginou t&zké i mirné, asné i pozdni HTR nebo HON @ Jen vzacnd vazi
komplement, a proto je odstranovani erytrocyti zprostiedkovano zpravidla

prostfednictvim makrofagi ve sleziné — extravaskularni hemolyza @)

Anti-D

Po anti-A a anti-B je to nejvyznamngjsi protilatka. Je prevazné tridy IgG
(podtiidy IgG1 a IgG3) @) Tato protilatka miZe zptsobit té¢Zkou akutni nebo pozdni
HTR, a proto nesmi byt nikdy podana D pozitivni krev pacientovi s anti-D. Anti-D je
nejéastdjsi piicinou t&zkych forem HON ©%?? které byly v minulosti hlavni pficinou

amrti plodu ®Y. Od zavedeni anti-D imunoglobulinové profylaxe ?? spolu s peclivym
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sledovanim rizikovych téhotenstvi se vyznamné snizil vyskyt HON zplsobené
inkompatibilitou v antigenu RhD. Pies veSkera zavedena opatfeni vSak nelze ve vSech
ptipadech RhD aloimunizaci zabranit, a proto i nadale zistava jednou z hlavnich pii¢in

HON @Y,

Anti-C, anti-c, anti-E a anti-e

Tyto protilatky maji mnoho charakteristik podobnych anti-D. VétSinou jsou
imunni a tfidy IgG (nejcastéji IgG1, také ale IgG2, 1gG3 a také byly pozorovany IgG4).
Vsechny zpusobuji mirné i vazné HTR, ¢asto pozdniho typu. Anti-c je hned po anti-D
nejdulezitéjsi Rh protilatkou a mize zpisobit t€¢zké formy HON. Anti-C, -E a -e

zpusobuji HON vzacnéji a vétsinou jde o mirné formy (20)

Anti-c"

(20,22)

Anti CV je pomé&mé &asta protilatka a jeji vyskyt je v riznych populacich

variabilni @Y. Maze pusobit HON, vétsinou vsak jde o mirné formy (20.22)

1.3.6 Systém MNSs
Antigeny

Systém MNS se sklada ze 45 antigent (4) NejvyznamnéjS$imi antigeny jsou M,
N, Sa s (frekvence viz Prtiloha 13). Antigeny systétmu MNS se nachazeji
na membranovych glykoforinech A a B (Pfiloha 7). Antigeny M, N jsou pfitomny na
glykoforinu A, antigeny S, s na glykoforinu B ®%. Antigeny MNS jsou také vyjadieny
na endotelu ledvin a na epitelu @¥.

Geny kodujici systém MNS jsou umistény v tésné blizkosti na dlouhém raménku
chromozomu 4. Jejich blizkost umoziuje vyménu genetického materialu podobné jako
V Rh systému, vznik hybridnich gent a v diisledku toho vznik mnoha antigenid o nizké
frekvenci a riznych odchylek v MNS systému (20),

Glykoforiny A a B jsou transmembranové glykoproteiny, které jednou protinaji
erytrocytarni membranu. Glykoforiny obsahuji velké mnozZstvi kyseliny sialové, ktera

pfispiva k vytvofeni negativniho povrchového ndboje na erytrocytarni membrané @)
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Existuji pozorovani, Zze glykoforiny mohou pulsobit jako receptory pro

Plasmodium falciparum, coz je parazit, ktery u lidi zptisobuje malarii .

Anti-M

Anti-M je pomérné bézna, vétsinou tiidy IgM a piedpoklada se, ze je predevsim
pfirozeného ptivodu, protoze se Casto vyskytuje u déti, které dosud nedostaly krevni
transfuzi. VéEtSina anti-M reaguje pouze pii teploté pod 37 °C (optimum jsou 4 °C).
U déti je &ast&jsi nez u dospélych. Casto je zavisla na pH (2022 pokud reaguje jen pii
teploté pod 37 °C, nema klinicky vyznam, ale reaguje-li pii 37 °C v NATu, je nutné na
ni pii transfuzich brat ohled. Protilatka reagujici pti 37 °C muze zptusobit HTR a vzacné

muze byt pfi¢inou HON (20)

Anti-N

Ve srovnani s anti-M je méné Casta. VéEtSinou se vyskytuje piirozené a je tiidy
IgM (20), Projevuje se jako chladova protilatka (neaktivni pfi teploté nad 37 °C) @ Jsou

vSak zndmy vzacné piipady vzniku imunni anti-N, kterd se vytvofila néasledkem

viceCetnych transfuzi (20),

Anti-S

Obvykle imunni protilatka, vétSinou nevaze komplement a je tfidy IgG, ackoli
byly zaznamenany i ptipady IgM. Obvykle reaguje pii1 37°C, ale vétSina ma idedlni

reakéni rozmezi 10-22 °C @9,

Anti-s

Imunni protilatka, ktera byla objevena 4 roky po anti-S. Muze byt tiidy IgM

i IgG a vétsinou nevaze komplement. Optimalni reak¢ni teplota je 22 °C a méné.

Anti-S i anti-s mohou piisobit t&7ké HTR i vazné formy HON ©%,
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1.4 Vyhledavani kompatibilnich erytrocyti u pacientt s aloimunizaci

Aloimunizace je jednim zrizik krevni transfuze. Je to proces, pii kterém se
vytvareji protilatky proti jednomu nebo vice aloantigentiim erytrocytd v disledku
genetickych rozdili mezi darcem a piijemcem @) To, zda imunitni systém piijemce
bude reagovat, zavisi na jeho genetickych a ziskanych faktorech, na davce, poctu
a frekvenci transfuzi a také na imunogenicité daného antigenu %2239,

Nejcastéjsimi pti¢inami vzniku aloimunizace jsou krevni transfuze a to hlavné
opakované, u kterych riziko vzniku né¢kolikanasobné vzrista 32) t&hotenstvi a organoveé
transplantace ©°.

Klinickymi disledky aloimunizace jsou akutni i pozdni HTR, HON (33.34)

a ptipadné zvysené riziko rejekce po organové transplantaci S

prevence HON zptisobeného touto protilatkou je podani RhD imunoglobulinu (631 Na
rozvoji HON se mohou podilet i protilatky vytvarejici se proti dal§im erytrocytarnim
antigenim (napf. antigenu K, C ®8)as (39)). Proti tomuto a dalSim erytrocytarnim
antigentim zatim nebyly vyvinuty imunoglobuliny zabranujici tvorb¢ protilatek 38),
Aloimunizace po transfuzi erytrocyti je castou komplikaci u pacientt
s chronickymi onemocnénimi (napf. srpkovita anemie, talasemie, atd.), ktera vyZzaduji

(3340) Jeji

pravidelné podavani transfuzi vznik u téchto pacientll 1ze omezit podavanim

fenotypove shodnych krevnich transfuzi (“1),

U D negativnich Zen ve fertilnim v&ku je dualezité zabranit Rh imunizaci
antigenem D. U téchto Zen, je-1i to moZzné, by proto mél byt podan piipravek obsahujici
D negativni erytrocyty @ v nekterych statech (Nizozemi, Austrdlie) je Zenam
ve fertilnim véku mimo RhD negativni rutinné podavéna i Kell negativni krev ©®,
Podavani fenotypové shodnych transfuznich ptipravkll je indikovdno jesté

v n&kolika dalsich piipadech (Pfiloha 14) ©,
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2 Cil prace

Shrnout soucasné védomosti 0 problematice aloimunizace v modernim
transfuznim lékatstvi.

Vypracovat piehled klinicky vyznamnych protilatek.

Zjistit frekvenci vyskytu aloprotilatek u krevnich vzorka pro ptedtransfuzni
vysetieni pacienti Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s.

Navrhnout idedlni postup predtransfuzniho vysetfeni u polytransfundovanych

pacientil a u Zen ve fertilnim véku.
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3 Metodika
3.1 Charakteristika souboru

Praktickd cast bakalafské prace byla vypracovana na Transfuznim oddé€leni
Nemocnice Ceské Budé¢jovice, a.s. vobdobi 1.-30. 11. 2011. Béhem sledovaného
obdobi bylo vysetieno 1122 vzorki. Z téchto vzorkl bylo u 926 pozadovano provedeni
ptedtransfuzniho vysetfeni. U nich bylo provedeno vysetieni krevni skupiny AB0O, RhD

a screening nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek.

3.2 Preanalyticka cast

Preanalyticka cast byla provedena v souladu s Doporu¢enim Spole¢nosti pro
transfuzni 1ékaistvi CLS JEP & STL2011 07 ze dne 1. 3. 2011 (Zakladni
imunohematologické laboratorni vySeteni Cervené fady — Obecné zésady a technické

postupy) @ a CLS JEP &. STL2011 08 ze dne 1. 3. 2011 (Ptedtransfuzni laboratorni

vySetieni) 2

3.3 Analyticka ¢ast
3.3.1 VySeti‘eni krevni skupiny zkumavkovou metodou
Diagnostika a chemikalie
e 1 zkumavka 6 ml krve pacienta v EDTA, ev. srazené krve
e Diagnostikum anti-A monoklonalni Sanquin Reagents
e Diagnostikum anti-B monoklonalni Sanquin Reagents
e Diagnostikum anti-AB monoklonalni Sanquin Reagents
e Lektin anti-Al Sanquin Reagents

e Lektin anti-H Sanquin Reagents

e Pufrovany fyziologicky roztok o pH 6,98

Spotrebni a pomocny material
e aglutinani a Wassermannovy zkumavky

e stojanky na zkumavky
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e jednorazové 3 ml pipety
e 3picky k pipetam

e sklenéné pasteurky

Pristroje a technické vybaveni

e laboratorni centrifuga na centrifugaci zkumavek

e stojan na zkumavky

Vysetfovany vzorek nesrazlivé/srazlivé zilni krve byl centrifugovan 2 min. pfi
3000 ot/min. Poté¢ byl do piredem oznacené aglutinaéni zkumavky odsat supernatant
(plazma/sérum). Sediment erytrocytii byl promyt v nadbytku fyziologického roztoku
a byl z n&j ptipraven 2% naplav (makroskopicky lososové barvy). Dalsim krokem bylo
oznaceni zkumavek: anti-A, anti-B, anti-AB, anti-D (IgM+1gG) a pro reakce s typovymi
erytrocyty A;, Ay, B a 0. Do prislusnych zkumavek bylo nakapano po 2 kapkéach
pfislusného diagnostického séra a piislusnych erytrocyti. Do zkumavek
s diagnostickymi séry bylo pfidano po 2 kapkach 2% néplavu vySetfovanych erytrocyti.
Do zkumavek stypovymi erytrocyty bylo pfidano po 2 kapkach vySetfované
plazmy/séra. Zkumavky byly lehce protiepany a centrifugovany 1 min. pti 1000 ot/min.
Aglutinace byla odecitana makroskopicky pii jemném poklepani na dno zkumavky.
Nakonec byl interpretovan vysledek. Negativni (-): erytrocyty volné rozptylené u dna
zkumavky, pozitivni (+): pfitomna aglutinace nebo hemolyza erytrocytti (Tabulka 4
ab).

Stejnym zptisobem bylo provedeno vysetfeni druhym sérem anti-D tridy [gM.
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Tabulka 4: Interpretace vysledku vysetfeni krevni skupiny

Reakce s
Krevni
erytroc erytrocyty erytrocyty erytrocyt
skupina | anti-A  anti-B  anti-AB yirooyty Yoy Yoy IOy
Ay A, B 0
A + - + - - + -
B - + + + + - -
AB + + + - - - -
0 - - - + + + -

Zdroj: Hrubisko, M. et al. (1980) O

Tabulka 5: Interpretace vysledkt vysetfeni RhD znaku

Krevni skupina Reakce s anti-D
RhD pozitivni +
RhD negativni -

Zdroj: Hrubisko, M. et al. (1980)

3.3.2 VySeti‘eni krevni podskupiny zkumavkovou metodou

Pomuicky (viz kapitola 3.3.1 Vysetfeni krevni skupiny zkumavkovou
metodou str. 34-35)

Podskupiny A byly vySetfovany v tom piipadé, byla-li pfi vySetfeni krevni
skupiny zjisténa skupina A nebo AB.

Zkumavky byly oznaceny anti-A; a anti-H. Poté do nich bylo nakapano po
2 kapkach pfislusného lektinu anti-A; nebo anti-H a po 2 kapkach 2% naplavu
vySetiovanych erytrocytd v 0,9% roztoku NaCl. Dale byl obsah zkumavek tadné
promichdn a inkubovan 10 min. Nakonec byly zkumavky odstfedény 1 min. pii
1000 ot/min. Aglutinace byla odecitana makroskopicky pti jemném poklepani na dno
zkumavky. Nakonec byl interpretovan vysledek. Reakce anti-A; znamena podskupinu

A;. Reakce anti-H znamena podskupinu A; (Tabulka 6).
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Tabulka 6: Interpretace vysledkt vysetteni podskupin A; a A

Sérum
Erytrocyty anti-A; anti-H
Ay + -
A, - +

Zdroj: Hrubisko, M. et al. (1980) "

3.3.3 Screening nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek metodou
sloupcové (gelové) aglutinace DiaMed

Diagnostika a chemikalie

1 zkumavka 6 ml krve pacienta v EDTA, ev. srazené krve
screeningovy panel ID-DiaCell I-11-111

screeningovy panel ID-DiaCell I-11-111 (papainizované erytrocyty)
karty délené (3 mikrozkumavky pro NaCl/enzymovy a chladovy test,
3 mikrozkumavky pro LISS/Coombs — AGH polyspec.)

karty LISS/Coombs (AGH polyspec.) DiaMed 1D

karty NaCl/enzymovy a chladovy test DiaMed ID

ID-Diluent 2 (modifikovany LISS roztok) DiaMed ID (modifikovany
LISS roztok)

ID-Papain — roztok pro papainizaci erytrocytt

Spotrebni a pomocny material

aglutinacni a Wassermannovy zkumavky
stojanky na zkumavky

jednorazové 3 ml pipety

Spicky k pipetam

sklenéné pasteurky

Pristroje a technické vybaveni

laboratorni centrifuga na centrifugaci zkumavek

inkubéator nastaveny na 37 °C
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e odstfedivka DiaMed ID — 1202

e inkubator DiaMed DG — 223

e stojan na zkumavky a na ID karty DiaMed ID

e |D-Pipetor FP-2, FP-3

e zasobnik s rozpliiova¢em na roztok ID Diluent 2

e pipety k pipetovani 10, 25 a 50 pl

Vzorek krve a zadanka byly oznaCeny Cislem a vySetfovany vzorek krve byl
centrifugovan cca 2 min. pti 3000 ot/min. aby se odd¢lila plazma/sérum od erytrocytu.

Na délenych kartach DiaMed byly oznaceny piislusné zkumavky tak, aby bylo
ziejmé, v jaké mikrozkumavce je jaky typ screeningovych erytrocyti. Dale byly karty
oznaceny Cislem vzorku. Do mikrozkumavek bylo posléze napipetovano dle oznaceni
po 50 ul pfislusnych typovych erytrocyti (pfislusné typové erytrocyty do ptislusné
ozna¢ené mikrozkumavky) a po 25 pl vySetfované plazmy/séra. Do mikrozkumavek pro
LISS/Coombs byly napipetovany erytrocyty screeningového panelu ID-DiaCell I-11-111,
do mikrozkumavek pro NaCl/enzymovy a chladovy test byly napipetovany erytrocyty
screeningového panelu ID-DiaCell I-11-111-P. Vsechny karty byly nasledné inkubovany
15 min. vinkubatoru DiaMed pii 37 °C a po inkubaci centrifugovany 10 min.
v centrifuze DiaMed. Vysledky byly makroskopicky odeéteny (Obrazek 1 str. 39)
a zaznamendny. Pfi pozitivhim vysledku byla pficina pozitivity urena identifikaci

protilatek.
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Obrazek 1: Hodnoceni vysledku sloupcové (gelové) aglutinace

Medscape® www.medscape.com

Source: Lab Med © 2005 American Society for Clinical Pathology

Mikrozkumavka Reakce Popis

A 4+ erytrocyty tvofi linii u horni ¢asti mikrozkumavky

vétSina erytrocytti je v linii u horni ¢asti mikrozkumavky,
B 3+ nékteré erytrocyty jsou umistény pod linii, smétuji ke spodni

¢asti mikrozkumavky

erytrocyty jsou plynule rozmistény mezi horni a spodni Casti

C 2+

mikrozkumavky

nekteré erytrocyty jsou umistény nad spodni ¢&asti
P o mikrozkumavky, vétSina je u dna mikrozkumavky
E negativni vSechny erytrocyty jsou umistény u dna mikrozkumavky

Zdroj: Delaflor-Weiss, E., Chizhevsky, V. (2005) ©®
http://www.medscape.com/viewarticle/509092

3.3.4 Identifikace nepravidelnych antierytrocytirnich protiliatek metodou
sloupcové (gelové) aglutinace

Potreby (viz kapitola 3.3.3 Screening nepravidelnych antierytrocytarnich
protilatek metodou sloupcové (gelové) aglutinace DiaMed str. 37-38), navic

byly pouzity tyto panely erytrocytl:
e identifikacni panel erytrocyti ID-DiaPanel DiaMed-I1D
e identifikacni  panel erytrocytt  ID-DiaPanel-P  DiaMed-ID

(papainizované erytrocyty)

39



e identifikacni panel erytrocyti Makropanel 16 Exbio

Vysetiované erytrocyty byly napipetovany do oznacené aglutina¢ni zkumavky
a promyty v nadbytku fyziologického roztoku (aglutina¢ni zkumavka byla doplnéna
ccado % fyziologickym roztokem, centrifugovdna cca 2 min. pfi 3000 ot/min.,
supernatant byl slit na suchou kapku/koncentrat promytych erytrocyt). Vzorek
nesrazlivé zilni krve byl centrifugovan cca 2 min. pti 3000 ot/min., aby byla oddélena
plazma od erytrocytt.

Identifikace byla provedena pouze v tom testu, ve kterém byl zjistén pozitivni
screening protilatek.

Ze sedimentu promytych vysetfovanych erytrocytii byl pfipraven néplav v ID
Diluentu 2 nasledujicim zptisobem: do 1 ml ID Diluentu 2 bylo napipetovano 10 ul
sedimentu promytych vySetfovanych erytrocyta.

Dale byly oznaéeny karty pro vlastni identifikaci. Pro identifikaci v NAT byly
oznaceny karty LISS/Coombs (AGH polyspec.), pro identifikaci v ET byly oznaceny
karty NaCl/enzymovy a chladovy test. Karty byly oznacCeny identifikaci pacienta,
jednotlivé mikrozkumavky byly oznaceny cisly jednotlivych diagnostickych erytrocytt
panelu, téz byla oznacena mikrozkumavka pro autokontrolu. Do mikrozkumavek bylo
napipetovano dle oznaceni 50 pl pfislusnych diagnostickych erytrocyti, a to: pro
vysetfeni v NAT erytrocyty panelu ID-DiaPanel, pro vysetieni v ET erytrocyty panelu
ID-DiaPanel P. Do mikrozkumavek oznacenych pro vySetieni autokontroly bylo
napipetovano 50 pl ndplavu erytrocytll vySetfovaného vzorku. Dale bylo do vSech
mikrozkumavek napipetovano po 25 pl vySetfovaného séra. Karty byly inkubovany
15 min. v inkubatoru DiaMed pii 37 °C. Po inkubaci byly karty centrifugovany 10 min.
v centrifuze DiaMed.

Doplnujici panel Makropanel 16

Tento panel byl pouzit pii nejednoznaéném vysledku s panelem DiaMed.

Vysetieni bylo provedeno podle informace uvedené na piibalovém letdku.
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Nakonec byly odecteny (viz Obrazek 1 str. 39) a interpretovany vysledky.
Interpretace byla provedena podle piilozené piibalové informace (Pfiloha 15 a 16). Byl
urcen klinicky vyznam zjisténych protilatek. U klinicky vyznamnych protilatek byly
vybrany TP bez odpovidajicich antigend. Klinicka interpretace vysledku byla provedena

lékarem.

3.3.5 Vysetiteni fenotypu erytrocytii zkumavkovou metodou a metodou
sloupcové (gelové) aglutinace (DiaMed)

Diagnostika a chemikalie (specificka pro jednotlivé antigenni systémy)
Ostatni potreby (stejné jako u piedchozich vysetieni)

Postup vySetfeni jednotlivych skupinovych systémi erytrocyti je riizny. Pfi
vySetfeni skupinovych systémt erytrocyti byl dodrzen doporuceny pracovni postup
vyrobce prislusného diagnostika. Hodnoceni jednotlivych testi bylo provedeno

v souladu s doporué¢enym postupem vyrobce ptislusného diagnostika.

3.3.6 Zkouska kompatibility metodou sloupcové (gelové) aglutinace

Potreby (viz kapitola 3.3.3 Screening nepravidelnych antierytrocytarnich
protilatek metodou sloupcové (gelové) aglutinace DiaMed str. 37-38)

Vzorek ,nesrazlivé® 7zilni krve pacienta byl centrifugovan cca 2 min.
pti 3000 ot/min. Tim byla oddé€lena plazma od erytrocytli. Vzorek TP byl promyt
v nadbytku fyziologického roztoku (aglutinacni zkumavka byla doplnéna cca %
fyziologickym roztokem, centrifugovan cca 2 min. pti 3000 ot/min., supernatant byl slit
na suchou kapku/koncentrdt promytych erytrocytil), po promyti byl ze vzorku TP
nasledujicim zplisobem pfipraven naplav erytrocyti: do 1 ml ID Diluentu 2 bylo
napipetovano 10 pl sedimentu promytych erytrocyti (0,8% roztok). Stejnym zplsobem
byly do oznaCenych zkumavek piipraveny néplavy erytrocyti z pilotnich zkumavek
vybranych erytrocytarnich ptipravk.

Podle pozadavku klinického oddéleni byly k transfuzi vybrany vhodné
erytrocytarni ptipravky.
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Karty LISS/Coombs (AGH polyspec.) byly oznaceny Ccislem vzorku
a mikrozkumavky pfislusnym c¢islem zvoleného TP. Do mikrozkumavek oznacenych
karet bylo napipetovano po 50 ul néplavu erytrocytii zvolenych TP a 25 ul séra/plazmy
pacienta. Dale byly karty inkubovany 15 min. v inkubatoru DiaMed pii 37 °C
a centrifugovany 10 min. Vv centrifuze DiaMed. Poté byly makroskopicky odecteny

(Obrazek 1 str. 39) a nasledné zaznamenany vysledky.

Zkouska kompatibility piedstavuje vySetieni reakce plazmy/séra piijemce
aerytrocytt daného piipravku za ucelem zjiSténi kompatibility (slucitelnosti)
plazmy/séra piijemce a erytrocytti daného pfipravku.

Negativni vysledek zkousky kompatibility pii negativnim screeningu protilatek
znaci kompatibilitu daného TP pro piijemce.

Pozitivni vysledek zkousky kompatibility znamena inkompatibilitu daného TP
pro piijemce. Pokud je pozitivita zkousky kompatibility zptsobena klinicky vyznamnou
aloprotilatkou, je nutno vybrat k transfuzi krev bez ptislusného antigenu. V ptitomnosti
autoprotilditek je pro vybér vhodného TP tfeba pouzit dalSi specidlni

imunohematologické metody.

3.4 Postanalyticka c¢ast

Postanalyticka ¢ast byla provedena v souladu se SOP Transfuzniho oddéleni

Nemocnice Ceské Budégjovice, a.s.
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4 Vysledky

Béhem sledovaného obdobi bylo vySetfeno 1122 vzorkl. Z téchto vzorka bylo
u 926 (83 %) pozadovano provedeni piedtransfuzniho vysetfeni (Graf 1). U nich bylo
provedeno vySetfeni krevni skupiny v ABO systému, Rh/D znak a screening

nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek.

Graf 1: Pfi¢iny vySetfeni vzorki

1 predtransfuzni vystreni

17 vysetreni z jiného dlvodu

Od Zen bylo 51,62 % a od muzt 48,38 % vzorkil. Nejvice vzorkti pochazelo od
pacientt ve véku 61-80 let (49,35 %) (Graf 2).
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Graf 2: Rozlozeni vzorkl s pozadavkem na provedeni piedtransfuzniho vysetfeni podle

pohlavi a véku pacientl
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66 (7 %) vzorkt bylo pozitivni na ptitomnost protilatek (Graf 3).

Graf 3: Pocet pozitivnich a negativnich vzorki vySetfenych screeningem protilatek

M negativni

pozitivni

Od zen bylo 69,74 % a od muzt 30,26 % vzorki. Nejvice vzorkl pochazelo od
pacientt ve véku 61-80 let (42,11 %) (Graf 4).
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Graf 4: RozlozZeni pozitivnich vzorkt ve screeningu protilatek podle pohlavi a véku
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U téchto vzorkl byla dale provedena identifikace pfitomnych protilatek, jejimz
vysledkem bylo zjisténi, Ze pouze aloprotiladtky obsahovalo 31 (47 %) vzorkil a pouze
autoprotilatky obsahovalo 12 (18 %) vzorkli. Kombinace alo a autoprotilatek byla
nalezena u 6 (9 %) vzorki. V 1 (2 %) pripadé se vyskytla kombinace aloprotilatek
a protilatek, které byly oznaceny jako ,,ostatni (Graf 5). Jak je z tohoto grafu patrné,
aloprotilatky byly pfitomny celkem u 38 (58 %) vzorku.
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Graf 5: Rozdéleni vzorki pozitivnich ve screeningu protilatek podle jejich typu
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Jak jiz bylo feceno, ve vzorcich byly nalezeny pozitivni reakce, které byly
oznaceny jako ostatni. Celkem bylo takovych vzorktu 17 (26 %). 16 (24 %) obsahovalo
pouze ,ostatni“ protilatky. Ztohoto mnozstvi 11 (65 %) vzorkll reagovalo
nespecifickou nebo nejasnou reakci v ET a NAT, u 4 (23 %) byla ptitomna protilatka
anti-D ziskana po Rh imunoprofylaxi matky a u 2 (12 %) vzorkd byly pfitomny
matefské anti-D v ob&hu novorozence (Graf 6). V1 vzorku (2 %) se nachazela

kombinace nejasné reakce v ET a NAT s aloprotilatkami.
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Graf 6: Typy samostatnych ,,ostatnich* protilatek
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Celkem bylo identifikovano 52 aloprotilatek: anti-E (23,08 %) > anti-D, -C"
(13,46 %) > anti-c, -K, -Kp? (9,62 %) > anti-C, -Wr?, -JK?, -S, -e, -Fy®, -P1 (Tabulka 7).

Tabulka 7: Specifita a frekvence vyskytu aloprotilatek nalezenych u 37 vzorkt

Frekvence vyskytu
Specificita aloprotilatky

pocet %
anti-E 12 23,08
anti-D 7 13,46
anti-C" 7 13,46
anti-c 5 9,62
anti-K 5 9,62
anti-Kp? 5 9,62
anti-C 4 7,69
anti-wr? 2 3,85
anti-Jk? 1 1,92
anti-S 1 1,92
anti-e 1 1,92
anti-Fy® 1 1,92
anti-P1 1 1,92
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Nejvice nalezenych aloprotilatek bylo ze systému Rh (68 %) a Kell (19 %)
(Graf 7).

Graf 7: Zastoupeni aloprotilatek v Rh, Kell a v ostatnich systémech

13%

Rh
m Kell
68% ostatni

Kombinace dvou aloprotilatek byla nalezena u 14 vzorkid. Nejcastéjsi byly
kombinace aloprotilatek anti-C%, anti-Kp® (35,72 %) a anti-E, anti-c (14,29 %), tedy
systému Rh a Kell (Tabulka 8).

Tabulka 8: Specifita a frekvence vyskytu aloprotilatek nalezenych ve smési

Frekvence vyskytu
Kombinace aloprotilatek

pocet %
anti-C", -Kp? 5 35,72
anti-E, -c 2 14,29
anti-E, -D 1 7,14
anti-E, -K 1 7,14
anti-E, -c% 1 7,14
anti-C, -K 1 7,14
anti-C, -D 1 7,14
anti-c%, -wr 1 7,14
anti-K, -Jk* 1 7,14
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5 Diskuze

Tato prace byla provedena ke zjisténi frekvence vyskytu aloprotilatek proti
antigentim erytrocytii u vzorkii od pacienti z Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s. Behem
sledovaného obdobi bylo 7 % vzorkii pozitivnich na pfitomnost protildtek. Podobné
udaje o poctech pozitivnich vzorkt uvadéji i dal$i autofi. Jsou to napt. Reedman et al.
(1996), ktery protilatky nachazi u 10,8 % vysetienych vzorkt “? a de Oliveira Cruz
et al. (2011), kterému se miij vysledek bliZi vice, ten uvadi 7,5 % 9.

Od Zen pochazelo vice nez 50 % vzorkl pozitivnich na vyskyt protilatek a také
aloprotilatky u nich pfevazuji a to v poméru 2,3 : 1. Verduin et al. provedli v roce 2012
detailni rozbor literatury (z let 1950-2011) o erytrocytarni aloimunizaci, na jejimz
zaklad¢€ navrhli zenské pohlavi jako rizikovy faktor aloimunizace po transfuzi. Uvadéji,
Ze mimo jiné muze Castéjsi vyskyt protilatek u Zzen zpisobit imunizace vznikla vlivem
t&hotenstvi “®. Stejny tdaj ve své praci uvadi i Rosse et al. (1990) “*. Ze ziskanych
vysledkl rovnéz vyplyva, Ze pocet imunizovanych pacientli roste umérné véku. Toto
souvisi s tim, Ze u Zen s V€kem roste pocet t¢hotenstvi (s kazdym dal$im téhotenstvim
se zvysuje pravdépodobnost imunizace), dale ptibyva mnozstvi Urazl, operaci
atransfuzi a s vys$sim vékem se také vyskytuje vice chronickych a zvySuje se pocet
prodélanych infekénich onemocnéni.

Z celkového poctu vzorkl pozitivnich na pfitomnost protilatek obsahovalo 58 %
aloprotilatky (samotné anebo v kombinaci sauto nebo ,ostatnimi® protilatkami).
K podobnému vysledku 47 % (u dospé€lych) ve své praci o aloimunizaci u pacientil se
srpkovitou anémii dospél i Aygun et al. (2002) “. V roce 2011 byla v Indii provedena
studie o vyskytu aloprotilatek u pacientl s thalasemii. Aloprotilatky byly pfitomny
u 9,48 % téchto pacientti (46)

Nejvice nalezenych aloprotilatek pochazelo ze systému Rh (68 %) a Kell (19 %).
Ke stejnému zaveéru, tedy ze nejcastéji aloprotilatky vznikaji proti antigentim Rh a Kell
systému, ve své praci o aloimunizaci u pacientli se srpkovitou anémii dospél i Roose
etal. (1990) “Y a Narol et al. (1994) “7). Toto zjisténi odpovida frekvenci vyskytu

(1 (29,30,31)

antigend téchto systému ) a také jejich vysoké imunogenicité
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Z celkového poctu 52 identifikovanych aloprotilatek bylo nejvice typu anti-E
(23,08 %) dale anti-D, -C" (13,46 %) a anti-c, -K, -Kp* (9,62 %). K podobnym
vysledkiim dospél ve své praci i de Oliveira Cruz et al. (2011) ®. Vyjimkou ve
frekvenci vyskytu je anti-C" a anti-Kp® které jsou v jeho praci vyznamné niz§i. Casty
vyskyt anti-C" a anti Kp® je vmé praci zptsoben jednou 5x ve stejném obdobi
vysetienou pacientkou, u které se tyto obé dvé tyto protilatky vyskytuji.

Nejcastéjsi kombinace tvoii aloprotilatky Rh a/nebo Kell systému @93 timto se
shoduji i mé vysledky. Protilatky, které jsem v kombinaci objevila, jsou nej¢astéji anti-
C% s anti-Kp® (35,72 %). Jedna se ale o jiz zminénou pacientku, ktera byla vySetiovana
vicekrat ve sledovaném obdobi. Z tohoto divodu nemé piitomnost téchto protilatek
statisticky vyznam. Druhou nej¢astéjsi kombinaci je anti-E s anti-c (14,29 %), které obé
patii do Rh systému.

Pro porovnani frekvence vzacnéjSich protilatek byl hodnocen pfili§ maly pocet
vzorkid. Z tohoto diivodu nebylo mozné zachytit statisticky vyznamné mnozstvi téchto
vzacnych protilatek. Z celkového poctu zjiSténych protildtek byly zachyceny dvé
aloprotilatky anti-Wr®. Tato piirozena protilatka se tvoii proti antigenu o nizké
frekvenci. Jeji zachyt lze vysvétlit tim, Ze laboratof v Nemocnici Ceské Budgjovice, a.s.
se vénuje zachytu této protilatky u téhotnych a u nemocnych s projevy autoimunity proti

erytrocytim.
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6 Zavér

Vysledky prace potvrzuji, ze podani TP obsahujiciho erytrocyty muize
u pfijemce transfuze vyvolat tvorbu nepravidelnych protilatek proti erytrocytarnim
antigenim. V tomto ohledu jsou nejvice rizikovi polytransfundovani pacienti a zeny ve
fertilnim véku.

U pacientdl s transfuzi erytrocytd v anamnéze byly v Nemocnici Ceské
Budgjovice, a.s. zjistény tyto klinicky vyznamné protilatky: anti-E, -D, -c%V, -, K, -
Kp?, -C, -Wr?, -JK, -S, -e, -FyP, -P1 ve frekvencich viz vysledky (Tabulka 7).

Vzhledem ktomu, Ze daleko nejcastéjSimi aloprotilatkami v mém vyzkumu
i v literatufe jsou protilatky namifené proti antigentim systému Rh a Kell, se jako idealni
postup ke snizeni frekvence aloimunizace jevi vybér erytrocytovych ptipravka podle
Rh-Kell fenotypu. Tento postup by mél velky klinicky vyznam zejména u zen ve
fertilnim véku a u pacientti dlouhodobé odkazanych na transfuze erytrocyti.

Z praxe imunohematologické laboratofe v Nemocnici Ceské Budgjovice, a.s. je
zfejmé, Ze neni problémem zajistit transfuzi u pacientli s vyskytem protilatky proti
antigenu s nizkou a stfedni frekvenci v populaci.

Zvlastni pozornost je vSak tfeba vénovat 1 situaci, kdy je zjisténa protilatka proti
antigenu s vysokou frekvenci v populaci. V mém vyzkumu jsem vzhledem k jejich
vzacnosti Zadnou takovou protilatku nezachytila. Pro vybér kompatibilnich TP pro
pacienty s protilatkami proti antigenim s vysokou frekvenci je dulezité udrzovani
a aktualizace narodniho registru vzacnych krevnich skupin s napojenim na mezinarodni
registry.

Z vysledki mé prace 1 zdostupné literatury vyplyva mimotadny klinicky
vyznam spravn¢ provedeného predtransfuzniho vySetfeni a vyhodnoceni klinického
vyznamu pozitivniho nalezu protiladtek. Spravné provedené predtransfuzni vySetieni se
vSemi dopliuyjicimi vySetfenimi je pfedpokladem pro vybér bezpe¢ného kompatibilniho

TP obsahujiciho erytrocyty.
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9 Prilohy

Ptiloha 1: Ptiklady zadanky o TP

Reakce po transfizich: . ......

DABGNGER: ... s cconesiraesesss sssasprsassyssasansasnaspsassns
Pocet predchozich transf. ........................

ZADANKA

O ISOSEROLOGICKE VYSETRENI

A O TRANSFUZNI PRIPRAVKY

rodne cislo:

€. pojistovny:

...................... () oo L1 el e
............. - A S o S e
......... porodi ........cccoceveeinnn.... potratil ...............

Zkumavku se srazenou krvi (5 ml) opatiete
zétkou s nalepkou s gitelnym jménem

Zadame o
vysetfeni: krev. skup., kiiz. zkousky
imunnich protitatek: ...

dodani krve; erytrocyt masy.

................................................................... nNAAen ......coocmmvennenen: NOAINY oo
Zaskrtnéte, ot zadate Podpis a razitko lékare:
Datum.
DITIS-114-731/0 o 0488604 027 fax fszé;na':nm&vsa;s?% o i
Laboratof S
Doslo dne: C.vys. P
Krevni skupina: Vysledek imunohematol. vySetieni
Kiizova zkouska: kons. & bl W =y -_-_—__l(ons. (o | kons. €
skup. '__-_ _r_nl. skup. mi. ' skup. -_fn_l;
| kompatibilni L5 kompatibilni kompatibilni
Vydano dne hod. | dne hod. | dne hod.
L L s B BN T WLlong S S A e e
x | LA ey do Lian _Ilgc_l._ cx_d“ _dc_) hod. | od L5 -do hod.
P e o oy e ML T
Biol. zkouska
Komplikace | ; ,
Lab, vySetfeni proved|: Transfuzi proved!:
(podpis a razitko) (podpis a razitko)

Zdroj: Transfuzni oddéleni Nemocnice Kolin

59

opisu

Zalozit do chorob:



exel [ onv 80yeal jUZNJSULNOd
d O
‘anel ONV Aneinos ezauweue
D aujepiaeidan |uznysuesy
D ONY 8znjsuel) 1zoyopald BwBUZAU
(maepezod Jjalud od “uiw 0z op juepAa) S2BNIPU] JUIBHA _U
(mjaepezod nafud od “ului 0z| op 1uepA) wpess [7]
) eAI9Z0) D
(1uepod gueaougd) ‘wnjep eu D fapAn Aueaopezod
v
"IYAEPEZOd 1810 PO UpZ XEW EAIeZay
euldnys [unasy euasjesAA 1Aq Isnjy
D (n + oquioy guped)yd)
T — INVAOZILOMNITAA ALADOENOYL
“euidnys juaasy euanjesha 3Aq Isnpy
[ nuebiue yojueikoonise yoknioupal jusasin O 1O VINZV1d
D nuupniBe yosAaope|yo jualesip hwoud D
D e1e(o.d yojueisonlisue aseyynuap| 1znjsuely NYIOZA . ul LjRLIXEL [BpAA Z8:
yergoud yojuwe, ! i _U Juesqunenu oid D HIOZA MIRGPO PO UIPOY Z2 QUIBWIXEW [BpAA € BRIGZEY
0O (1581 fouyngoiBiue fwiyd) Lvd 1znsues nouugwia oxd | [7] ALADON LAY
_U {1vN — 1581 Anounngojbue Ausydeu) (1 + Ase aupedjyd)
yelenosd yojweykoonhisnue Buusaiog BUBAOZIJOYNB|BP D
_U D Aurdnys juaasy sido ogau euidnys juAaIY 1uajezQ AqoA 1sieq IA}SZOUW d1 ynip fueaopezod

wpejs 1u1)05AA B321B0|0jRWAYOUNLUI JUPEYEZ

Ajaesdud juznjsuen eu fyaepezod

zo'uyA‘asojeIoqey/:diY Yyoeyuens YyoAaogam eu ajeuzeleu Jaqpo oid Aufyod
Ui} SUBWIUIL — JBUIRINOEA AAO[RY — L (3 OP BUBIGAPO ABIY JU|IZ BAIIZBISEU ‘80USZ0J0A0U |usljasha apediyd A |w / - G JauiginoeA AAO[eY — V1O Op BUBIGEPO ABIY |UJIZ RAIZRISBU ANIOZA SUBAOPEZOY

P VNI SI4A0d V VH1S3S |0|rva|g3a0 (PoY "s12) VZONOVIO
= ONIWF
INYWNONZ3d 3 (sv2 ‘WNiva) ¥3800 VNAOLSIFOd
.nﬂ.ﬁ.@ _g_._mwm IMVLINOX INNO4313L JONZLSIFrOd S|
OXMSIAIYLS “IHYN ONJNP
muﬂﬂxmwﬁ IN313000 OML)ZVY ’
LovsIoet SRIRA v IN313000 AIZYN N3N
INFYLISAA INDID0TOLYWIHONNWI INAVINYZ V MIAVHC|Hd INZNASNVHL O VINVAYZ
Oﬁ‘:& P) (id A A,
& WY ) @ ;
5 VAW & %) Z eyeld 80 8Z| 'Z 92ludoWsaN N
o ) \2 5 8zeid A NdA 1US|2PPO Juznjsues) jujjnye
P < @ 3
N Ie, ew/iw\i&«
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Ptiloha 2: Nalezitosti zddanky o TP

identifikacni udaje poskytovatele: nazev poskytovatele, jeho identifikacni Cislo,
pokud bylo ptidéleno, nazev oddélent,

jméno, pifipadné¢ jména, piijmeni, identifikacni cislo pacienta-pojiSténce,
rodné ¢islo planovaného piijemce transfuzniho piipravku (pokud se shoduje
s identifikacnim cislem pojiSténce) nebo datum narozeni; v piipadé, Ze nejsou
potfebné udaje znamy, uvede se Udaj jednoznacné identifikujici planovaného
pfijemce (vhodny je udaj o pohlavi a pravdépodobném véku),

identifika¢ni Cislo zdravotni pojistovny (nejedna-li se o cizince a dalsi bez
pojisténi),

divod podani transfuzniho ptipravku nebo diagnézu pacienta,

krevni skupinu (ABO a RhD), pokud byla vySetfena, informaci o dFive
zjisténych protilatkach (uvést specifitu),

transfuzni / imunohematologickou anamnézu obsahujici piedchozi transfuze,
porody, t¢hotenstvi, potransfuzni reakce, hemolytické onemocnéni novorozence,
pfipadny vyskyt imunohematologickych komplikaci v rodiné€ a podobné,

druh jmenovité uvedeného transfuzniho pfipravku, pocet kust, transfuznich
jednotek nebo terapeutickych davek,

naléhavost pozadavku (vitalni — statim — standard den a hodinu podani),
pfipadné pozadavky na dalSi upravu transfuzniho ptipravku (deleukotizace,
ozatreni, CMV-negativita, apod.),

datum vystaveni,

jméno, piipadné jména, piijmeni a podpis lékare, ktery poZaduje transfuzni
pripravek,

jméno a podpis sestry, ktera odebrala krevni vzorek ©®)



Ptiloha 3: Klinické zdvaZnost protilatek proti erytrocytim

Specifita Klinicka zavaznost Vybér transfuzniho pripravku
anti-A, anti-B vzdy ano ABO kompatibilni
Rh protilatky (reagujici v NAT) negativni pro dany antigen a
ano
anti-D, -C, -c, -E, -e negativni test kompatibility
negativni test kompatibility
anti-c% ve smési s jinou protilatkou
negativni pro dany antigen
] ] negativni pro dany antigen a
Kell protilatky (anti-K, -k) ano ) o
negativni test kompatibility
negativni test kompatibility
anti-Kp® vzacnd ve smési s jinou protilatkou
negativni pro dany antigen
_ . b negativni pro dany antigen a
Duffy protilatky (anti-Fy*, -Fy”) ano ) o
negativni test kompatibility
) . o b negativni pro dany antigen a
Kidd protilatky (anti-JK*, -JK”) ano ) o
negativni test kompatibility
) negativni pro dany antigen a
anti-S, -s, -U ano ) o
negativni test kompatibility
anti-Aq, -P4, -N vzacné negativni test kompatibility
anti-M (nereagujici pii 37 °C) vzacné negativni test kompatibility
) _ ) negativni pro dany antigen a
anti-M (reagujici pii 37 °C) nékdy ano ) o
negativni test kompatibility
anti-Le?, -Le*™ vzacné negativni test kompatibility
anti-Le° ne Ize ignorovat
anti-Lu® vzacné negativni test kompatibility
protilatky s vysokym titrem a podle doporuceni specializované ¢i
nepravdépodobna

nizkou aviditou (HTLA)

referencni laboratoie

protilatky proti antigenim

s nizkou/vysokou frekvenci

podle specifity

podle doporuceni specializované ¢i

referencéni laboratoie

Zdroj: doporuceni & STL2011 08 ®



Priloha 4: Znazornéni ptimého a nepiimého antiglobulinového testu

Direct Antiglobulin Test

VAntigen
"€

* \-’)‘“AV
V)‘ : ‘A*
" = Y

» 4

LGy
%
Y 4 > 5
B *
Erythrocyte - f % 2 . A,
P %
In vivo antibody > > A
coating of erythrocytes Y * )’ Y 4

x Anti-lgG AHG reagent added s AHG reagent causes lgG-coated
erythrocytes to agglutinate

after erythrocytes are washed

Indirect Antiglobulin Test

' )_Antibodiesinserum
* Tl j\%‘:

) S \
* A 1 *

P ¢
» A
< Reagent .«, > 4\
7 erythrocyte }' ‘(

Zdroj: Zaradona, J. M., Yazer, M. H. (2006) %
http://www.cmaj.ca/content/174/3/305/F1.expansion.html

Ptiloha 5: Mikrozkumavka pouzivana k provedeni gelového testu

Source: Lab Med © 2005 American Society for Clinical Pathology

Zdroj: Delaflor-Weiss, E., Chizhevsky, V. (2005) @©

http://www.medscape.com/viewarticle/509092



Ptiloha 6: Karta s mikrozkumavakami k provedeni sloupcové (gelové) aglutinace

(KELY)

T e o . |

Zdroj: SelectScience® “7)

http://www.selectscience.net/products/invitrogel-test-system/?prodID=113400

Ptiloha 7: Schematické znazornéni druhi glykoproteinii na membrané erytrocyti

Single-pass Polytopic GPl-anchored
Type 1  Type2 (multi-pass) Type 5
N C Type 3

1 | Il

WACAYAY, U'l

C N N C

Glycophorins Kell RhD, RhCcFe, RhAG Duffy Yt(AChE),
AtoD, Kidd, Diego (band 3), Dombrock Cromer

Lutheran, LW, Colton (AQP1), (CD55) JMH

Knops (CD35), Gill (AQP3), Kx (CDW108)

Indian (CD44)

Zdroj: Daniels, G. (2005) ©?
http://www.scribd.com/doc/34622155/Practical-Transfusion-Medicine-2nd-Ed



Ptiloha 8: Frekvence vyskytu antigenti Duffy

) %
Antigen
bélosi ¢ernosi Asiaté
Fy? 66 10 99
Fy® 83 23 18,5
Fy3 100 32 99,9
Zdroj: Reid, M. E., Lomas-Francis, C. (2004) ©®
Ptiloha 9: Frekvence vyskytu antigent Lewis
) %
Antigen
bélosi ¢ernosi Asiaté
Le? 22 23 -
Le 72 55 -
Le° 6 22 -
Zdroj: Wilkinson, S. L. (2005) “®
Ptiloha 10: Frekvence vyskytu antigenti Kidd
) %
Antigen
bélosi ¢ernosi Asiaté
JK 77 92 73
JK° 74 49 76
Jk3 100 - -

Zdroj: Reid, M. E., Lomas-Francis, C. (2004) ®©



Ptiloha 11: Frekvence vyskytu antigenu Kell

] %
Antigen
bélosi cernosi Asiaté
K@ 9 1,5 vzacny
k @4 vysoka frekvence ve vSech populacich (99,8)
Kp* @ 2 0 0
Kp° @ vysoka frekvence ve vSech populacich (99,9)
Js* @ <0,01 19,5 -
Js"@ vysoka frekvence ve vSech populacich (99,9)

Zdroj: Daniels, G., Bromilow, I. (2010) ©“¥;

Kucerdkova et al. (2011) @

Ptiloha 12: Frekvence vyskytu antigentd Rh

Antigen v
bélosi cernosi Asiaté
D 85 92 99
C 68 27 93
E 29 22 39
C 80 96 47
e 98 98 96
Zdroj: Reid, M. E., Lomas-Francis, C. (2004) ®©
Ptiloha 13: Frekvence vyskytu antigenit MNSs
) %
Antigen
bélosi cernosi Asiaté
M 78 74 -
N 72 75 -
S 55 31 -
s 89 93 -

Zdroj: Reid, M. E., Lomas-Francis, C. (2004) ®©



Ptiloha 14: Vycet a zasady vybéru odpovidajicich erytrocytovych ptipravkl

PRIJEMCE

ERYTROCYTOVY TRANSFUZNI
PRIPRAVEK

Divky a Zeny ve fertilnim véku (do 50 let)

Kell kompatibilni

Vhodné vySetiit Rh-Kell fenotyp?

optimalné shodny v negativnich znacich (je-li

znam Rh-Kell fenotyp piijemce)

RhD negativni

ccee (RhD negativni)
kromé pfijemcii s prokdzanou pozitivitou

antigenu C nebo E)

Pacienti zavisli na transfuzich erytrocytiu
(thalasemie, srpkovita anémie, chronické

hematologické poruchy)

Kell kompatibilni

VySetiit Rh-Kell fenotyp?

optimaln€ Rh fenotyp shodny s piijemcem

V negativnich znacich?

Vhodné je pred zahdjenim hemoterapie
fenotyp i VvdalSich  klinicky
vyznamnych  krevne-skupinovych — systémech

(jako Duffy, Kidd, MNSs apod.).

stanovit

Pacient s klinicky vyznamnou specifickou

aloprotilatkou (i v anamnéze)

bez odpovidajicich antigenti

+ optimalné u anti-E bez Ag ,,c; u anti-c bez
Ag..E%;

u anti-D bez Ag ,,C* (zvazovat podle Rh

fenotypu pfijemce)

Kell negativni®

VySetiit Rh-Kell fenotyp®?

optimaln¢ Rh fenotyp shodny s piijemcem

V negativnich znacich >

Pacient s AIHA s tepelnymi protilatkami a

zaroven s aloprotilatkou (-tkami)

bez odpovidajiciho antigenu k aloprotilatce

Kell-negativni®

VySetiit Rh fenotyp®

Rh fenotyp shodny s pfijemcem v negativnich

znacich 2

Vhodné vySetiit Jk a Fy fenotyp, S*

optimalné€ Jk, Fy a S fenotyp shodny




73 4
S pfijemcem

Pacient s AIHA se specifickou tepelnou

autoprotilatkou

optimalné bez odpovidajiciho antigenu;

posuzuje se podle klinického stavu pacienta

Kell negativni®

VySetiit Rh fenotyp"®

optimaln€ Rh fenotyp shodny s piijemcem

V negativnich znacich *°

Pf.: anti-e = u klinicky vyznamné akutni hemolyzy (Hb < 70 g/l, event. laboratorni prukaz

hemolyzy nebo prikaz klinické vyznamnosti PAT) se upfednostni podani erytrocytd

s fenotypem EE; v ostatnich pfipadech se podavaji erytrocyty s fenotypem odpovidajicim

fenotypu piijemce

Pacient s ATHA s nespecifickymi tepelnymi
protilatkami (panspecifické)

Kell negativni

VySetiit Rh fenotyp"

optimaln€ Rh fenotyp shodny s piijemcem

V negativnich znacich*

Event. dal$i vpznamné antigeny, je-li to

vhodné (nap¥. Jk, Fy, S*)

optimalnég fenotyp shodny

s pijemcem v negativnich znacich®*

Test kompatibility: pfednostné v NAT zkumavkovou metodou; vybrat EBR s nejslabsi reakei

T T — IO " —
neni-li prokdzana pozitivita antigenu Kell u ptijemce

2y neurgentnich p¥ipadech; nebyl-li pfjemce transfundovén v poslednich 3 mésicich

% klinicky vyznamnych protilatek (anti-Rh, -K, -k, -Fy, -JK, -MNSs, -Lu, -Wr?)

*v neurgentnich piipadech; nebyl-li prijemce transfundovéan v poslednich 3 mésicich; pouze dg. séry t¥idy

IgM nebo po odstranéni autoprotilatek z povrchu erytrocytti

%s piihlédnutim ke specifité autoprotilatky
Zdroj: doporuceni ¢. STL2011 08 ®
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Zdroj: Pribalovy letak Sanquin: Makropanel 16, Makropanel 16-P



