ZAPADOCESKA UNIVERZITA V PLZNI
FAKULTA ZDRAVOTNICKYCH STUDI{

BAKALARSKA PRACE

2024 Anezka VoriSkova



FAKULTA ZDRAVOTNICKYCH STUDII

Studijni program: Laboratorni diagnostika ve zdravotnictvi

Anezka Voriskova

Studijni obor: Laboratorni diagnostika ve zdravotnictvi B0914P360004

KREVNE SKUPINOVE SYSTEMY- ANTIGENY A
PROTILATKY

Bakalaiska prace

Vedouci prace: MUDr. Jana Tichackova

PLZEN 2024



Zde se v tisténé verzi nachazi zadani BP.



Zde se v tisténé verzi nachazi zadani BP.



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem bakalafskou praci vypracoval/a samostatné a vSechny pouzité prameny

jsem uvedl/a v seznamu pouzitych zdroju.
V Plzni dne 31. 3. 2024

vlastnorucni podpis



Abstrakt

Ptijmeni a jméno: Anezka Voftiskova

Katedra: Katedra zachranafstvi, diagnostickych obort a vefejného zdravotnictvi
Nazev prace: Krevn¢ skupinové systémy- antigeny a protilatky

Vedouci prace: MUDr. Jana Tichackova

Pocet stran — ¢islované: 39

Pocet stran — nec¢islované: 19

Pocet priloh: 1

Pocet titula pouzité literatury: 6

Kli¢ova slova: krevné skupinové systémy, antierytrocytarni protilatky, imunohematologic-

ké vySetieni, transfuze

Souhrn:

Tato bakalarskd prace se zabyva predevSim stanovenim antierytrocyarnich protilatek a
krevnich skupin u pacientli vySetfenych na Transfuznim oddéleni FN Plzen. Teoreticka
¢ast obsahuje zékladni informace o krevnich systémech, jejich antigenech a protilatkach.
Dalsimi velkymi kapitolami jsou transfuze a vyroba transfuznich ptipravku, kde se zame-
fuji na fungovani transfuzniho zafizeni a na podminky darcovstvi krve. V praktické casti
jsou detailné popsany metody pro screening antierytrocytarnich protilatek a stanoveni
krevnich skupin. Pomoci téchto metod jsem ziskala soubor vysledki, které jsem ndsledné
graficky zpracovala. Data byla sbirdna na krevnich skladech Transfuzniho oddéleni Fa-

kultni nemocnici Plzen.
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Summary:

This bachelo’r thesis mainly deals with the determination of antierytrocyar antibodies and
blood groups in patients of the Pilsen University Hospital. The theoretical part contains
basic information abou tblood systems, their antigens and antibodies. Other major chapters
are trnasfusion anf the production of transfusion products, where I focus on the functioning
of the transfusion equipment and the conditions of blood donation. In the practical part, the
methods for antibody screening and detemination of blood group are describesd in detail.
Using these methods, | obtained a set of results, wich | subsewuently processed graphi-
cally. Data were collected at the blood banks of the Transfusion Department of the Pilsen

University Hospital.
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UvVoD

Téma Krevné skupinové systémy- antigeny a protilatky jsem si vybrala hlavné
Z divodu mé obliby oboru transfuzniho 1ékatstvi a hematologie obecné. VedlejSim zdmé-
rem bylo ziskat nové védomosti o tématu, o kterém jsem si myslela, Ze uzZ mam dostatek

znalosti.

V teoretické Casti mé bakalarské prace se zaméfim hlavné na zakladni informace o
krevnich systémech, jaké krevni systémy zname, jejich historii a popis. Dale bych rada
probrala antigeny a protilatky krevnich systému, jaké protilatky a antigeny zname, jak je
rozdélujeme atd. V zévéru teoretické ¢asti se budu vénovat pribéhu transfuze, predtrans-
fuznim vysetfenim, imunohematologickym vySetfenim, screeningu protilatek a samotné

vyrobé transfuznich ptipravk.

V praktické ¢asti bych se rada zaméfila hlavné na screening nepravidelnych protila-
tek proti cervenym krvinkam a stanoveni krevnich skupin U pacientti vySetfenych na Trans-
fuznim oddéleni FN Plzen v roce 2023. Tato vySetiena jsou velmi dileZitou soucasti pied-
transfuzniho vySetfeni, jsou nezbytna pro bezpecnost podani transfuznich ptipravkl. Dale
budu posuzovat expedici erytrocytarnich transfuznich piipravki dle jejich krevnich skupin
v ABO a RhD systému. Ziskanéé soubory vysledkl nasledné graficky zpracuji a vyhodno-

tim.
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TEORETICKA CAST

1 ERYTROCYTY

1.1 Charakteristika a funkce erytrocyti

Poprvé popsal erytrocyty ve vzorcich lidské krve nizozemsky védec Lee Van Hock
v roce 1674. O sto let pozdeji Howson zjistil, Ze tyto buiiky jsou spiSe ploché disky nez
kulicky popsané Van Hockem. V 19. stoleti Hope Seyler identifikoval hemoglobin a jeho

klicovou roli pti dodavce kysliku do rtiznych tkani. (1)

1.2 Hematopoéza a vyvojova stadia erytrocyti

Centrum hematopoézy je v obdobi embryonalniho vyvoje umisténo v oblasti zlout-
kového vaku. S postupnym vyvojem piechézi tento ukol na jatra a slezinu az konecné pak
na kostni dfefl. V kostni dfeni se nachdzi zasoba multipotentnich kmenovych bunék, ze
kterych se déle vyvijeji myeloidni spole¢na fada pro trombocyty, erytrocyty a leukocyty) a
lymfoidni fada krevnich bun¢k. Kmenové buiiky jsou vystaveny asymetrickému déleni,
kdy vznikaji z jedné mateiské bunky dvé dcefiné, jedna totozna, identickd, bufice matetské
a druha, ktera se dale diferencuje. Kazda tfada krevnich bun¢k vychdzi z vlastni kmenové
bunky specifickou pro svou linii. V kostni dieni se udrzuje staly pocet multipotentnich

kmenovych bunék, které davaji vzniknout committed cells (zralejsi kmenové buiiky). (2)

Proces hematopoézy je velmi naro¢ny a musi, pfi ném dojim k souhie mnoha fakto-
ri. Zastupci téchto faktort jsou naptiklad interleukiny (IL) nebo kolony stimulujici faktory

(CSF), jejich hlavni funkci je kontrola hematopoézy. (2)

1.2.1 Vyvojova stadia erytrocyti
Erytropoéza vznikéa ze spolecné kmenové bunky s megakaryopoézou, ktera se na-

sledné rozd¢luje, a erytrocyty se nadale vyvijeji sami. (2)

Prvni fazi maturace erytrocytu je proerytroblast. Proerytrobast, co se tyce velikosti
je nejvetsi, ma 14-20 pm v priméru a jeho jadro zaujima témét celou buiku, uvadi se vice
nez 80% bunky. Jaderny chromatin proerytroblastu je hrubsi a jadro mize obsahovat az 4

jadérka. Cytoplazma je syté bazofilni, v oblasti Golgiho komplexu pozorujeme projasnéni.

@)
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Bazofilni erytroblast je dalsi vyvojové stadium erytrocytu. Je jiz o néco mensi, 12-
17 pm. Jadro se zakulacuje a zmensuje, postupuje do stiedu buiiky. I jaderny chromatin se
stava hrubSim a kondenzovanéjSim. Jadérka se jiz v této fazi vyvoje nevyskytuji. Cyto-

plazma je stale syté bazofilni. (2)

Polychromatofilni erytroblast je posledni vyvojové stddium schopné déleni. Rozdil
ve velikosti polychromatofilniho a bazofilniho erytroblastu neni velky, udava se, ze veli-
kost se pohybuje mezi 12 a 15um. Jadro se uvnitf bunky stale vice zmensuje a jaderny

chromatin kondenzuje. Cytoplazma ptechazi ze syté bazofilni na $pinavé Sedou. (2)

Posledni ze zastupcu erytroblastt je ortochromni, oxyfilni, erytroblast. Oproti pied-
chozim erytroblastim je mens$i, jeho velikost se blizi velikosti zralého erytrocytu, 8-12 pm.
Jadro tohoto erytroblastu je malé a centralné uloZené. Jaderny chromatin hutny a cyto-

plazma velmi svétla. (2)

Z ortochromnich erytroblasti se dale vyvijeji retikulocyty. Retikulocyty nemaji
pravidelny tvar a jsou o néco vétsi nez normocyty, 7-8um. Neobsahuji jadro, ale v cyto-

plazmé nachazim zbytkovou RNA. (2)

Normocyty neboli normalni erytrocyty. Normocyty jsou bezjaderné bunky se speci-
fickym bikonkévnim tvarem. Diky tomuto tvaru maji vétsi povrch, coz je velkou vyhodou
pro transport kysliku do tkani. Jejich velikost se pohybuje okolo 7pum. Cytoplazmu maji

¢ervenou s centralnim projasnénim. (2)

1.2.2 Ovlivnéni erytropoézy
Jak jsem jiz vySe uvade¢la, aby erytropoéza probihala spravné, je zapotiebi, aby byl

tento proces hlidan interleukiny a kolony stimulujicimi faktory (CSF). U erytropoézy jsou
ale dilezité jeSté dalsi latky. Aminokyseliny, Zelezo, kyselina listovéa a vitaminy B, B @
Bs. VSechny tyto latky se podileji na stavbé erytrocytu. (2) Dalsi a snad nejdulezitéjsi lat-
kou pro progenitory v kostni dieni je erytropoetin. Erytropoetin je glykoproteinovy hor-
mon, ktery je produkovén hlavné ledvinami, ale miiZze vznikat i v jatrech. Jeho produkce je

snizena pfi t€Zkych aciddzach a zanétlivych stavech. Pti deficitu dochazi k anémii. (3)
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2 ANTIGENY

Antigeny jsou struktury nachazejici se na membrané krevnich bun¢k. Tyto struktu-
ry jsou definovany protilatkami, které produkuje imunizovana osoba, které na dané¢ mem-
brané chybi. K roku 2021 bylo objeveno 378 antigenti na povrchu erytrocytd. Tyto antige-
ny jsou tfidény: 345 z nich v 43 systémech, 14 v 5 kolekcich, 16 v sérii LFA a 3 v sérii
HFA. Diky novéjsim a citlivéjsim metodam jsou objevovany dalsi a dalsi antigeny. Nové
objevené antigeny ¢i systémy jsou inaugurovany na jednanich WP on Red Cell Immuno-
genetics and Terminology, které se kona pii kongresu International Society of Blood

Transfusion. (4)

2.1 SloZeni antigenii
Antigeny obsahuji proteinovou a sacharidovou slozku. Proteinova ¢i glykoprotei-

nova slozka se sklada ze specifické aminokyselinové sekvence. (4)

2.2 Terminologie antigenii

Krevni skupiny jsou, jak jsem jiz vySe zminovala, fazeny do sérii, kolekci a systé-
mu. Systémem nazyvame soubor fenotypt se spolecnymi vlastnostmi. V systému muize byt
jeden, ale i1 desitky antigenti. Do kolekci fadime soubor dvou a vice antigenil se stejnou
sérologickou, biochemickou a genetickou ptibuznosti. Do sérii spadaji antigeny, které za-

tim neodpovidaji kritériim pro systémy a kolekce. (5)

2.2.1 Endogenni a exogenni antigeny
U endogennich antigent probiha syntéza v erytrocytech. Tyto antigeny jsou piichy-

ceny na membranu buiiky. Do skupiny endogennich antigenti spadd vétSina krevnich sku-

pin. (4)

Antigeny exogenni, jejich syntéza neprobiha v erytrocytech, ale v jinych bunkach.
Jsou pouze zadrzované na povrchu erytrocytu. Do této skupiny fadime systémy Lewis a

Chido/Rodgers. (4)

2.2.2 HTLA
Néazev HTLA, v sobé uschovava popis serologického chovani skupiny protilatek,

které byli kvili svym jedineénym obtizim, pfi praci s nimi, slouceny do jednoho celku.
Jejich spolecné znaky jsou vysoky titr a nizkd avidita. Tyto protilatky nejsou obvyklé, ale

krevni banky musi byt schopny je rozpoznat a umét s nimi pracovat. Samotny termin

20



HTLA je nejednoznacny a zavadéjici, protoze ne vSechny HTLA protilatky maji vysoky
titr nebo nizkou aviditu. Napftiklad jakékoli protilatka proti krevni skupiné, kterd se prave
zaCina vytvaret, mize mit slabou aviditu. Mnoho odbornikti proto navrhuje tento nazev
modifikovat na SDA neboli ,,sérologicky obtizné detekovatelné protilatky*. Pro vétSinu
laboratofi je nemozné je jednozna¢né identifikovat. Z tohoto diivodu mnohdy neexistuje
shoda mezi referen¢nimi laboratofemi ohledné specifi¢nosti urcitého séra nebo typizace
krvinek. Tyto laboratofe se proto rozhodli zaméfit své Gsili na jiné aspekty pacientova pro-

blému, nez aby se snazily urcit pfesnou specifitu HTLA protilatek. (4)

2.2.3 Antigenni determinanta
Antigenni determinanta neboli epitop je oblast na antigenu, kterd reaguje

s protilatkou. Jedna se o mnozstvi aminokyselin, které odpovida vazebnému mstu na proti-

latce. (4)

21



3 PROTILATKY

Antierytrocytové protilatky neboli protilatky proti antigeniim krevnich skupin. Jed-
na se o imunoglobuliny tetramerniho uspofadani, slozené ze dvou totoznych lehkych (light
chain) a dvou totoznych téZkych (heaavy chain) fetézci. Z lehkych fetézcl zname fetézec
kappa (« ), a fetézec lambda (A). Z tézkych fetézcli zname tyto: alfa (o), gama ( y), delta
(), epsilon (€), mi (n). Pomoci tézkych fetézcti rozdélujeme imunoglobuliny do péti tiid
(IgA, 1gG, IgE, IgD a IgM). Retézce jsou tvofeny aminokyseliny, t&zké a lehké se od sebe
li$i po¢tem aminokyselin. Spojeni mezi fetézci zajistuji disulfidické mustky. Cely imuno-
globulin ma tvar pismena Y. Oba dva druhy fetézcti obsahuji svou konstantni a variabilni
oblast, oznacené C a V. Variabilni oblast se u jednotlivych imunoglobulini 1isi a jeji hlavni
funkci je vazba s antigenem. Konstantni oblast imunoglobuliny je neménna. Kromé téchto
dvou oblasti, zname i oblast patovou, ta se vyskytuje pouze na tézkych fetézcich a rozdélu-
je protilatku na fragmenty. Fragmenty Fab jsou dva, obsahuji tu ¢ast imunoglobulinu, na
kterou se vaze antigen. Fragment Fc obsahuje tu ¢ast imunoglobulinu, které zajistuje vaz-
bu s bunikou. Pokud mluvime a dimerech a pentametrech imunoglobulinti, musi také znat

fetézec J. (5)

3.1 Typy protilatek

Protilatky délime do ttid a podtiid. Existuje 5 zakladnich ttid: IgM, 1gG, IgA, IgE a
IgD. Podtiidy maji pouze protilatky I1gG (IgG1, 1gG2, 1gG3 a IgG4) a IgA (IgAl a IgA2).
(4)

Protilatky mizeme také délit podle teploty na tepelné, chladové a bifazické. Tepel-
né protilatky nejlépe reaguji pii teplotich kolem 37°C, vétsinou to jsou protilatky tiidy
IgG, které zplisobuji rozpad erytrocytu pii télesné teploté. Chladové protilatky reaguji pii
teplotach pod 20°C. Nejcast&ji to jsou protilatky tiidy IgM, navazuji se na erytrocyty
V mistech, kterd jsou vystavena chladu. Bifazické protilatky se vaZou na antigeny jak pfi

nizké tak pii vysoké teploté. (4)

Dale protilatky délime na kompletni a inkompletni. Kompletni protilatka je takova,
ktera dokaze preklenout prostor mezi dvéma erytrocyty, tudiz zptisobi aglutinaci. Takovou-
to protilatkou je naptiklad protilatka IgM. Inkompletni protilatky nemiZzou zpusobit pii-
mou aglutinaci, potfebuji pomocny faktor, jako napiiklad AGH nebo snizit povrchové na-

péti na erytrocytu. Jako ptiklad uvedu protilatky IgG. (4)
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Obrazek 1Typy protilatek

monomer
IgD, IgE, 19G

dimer
IgA

pentamer
IgM

Zdroj: Prakticka imunohematologie- erytrocyty (4)
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4 KREVNE SKUPINOVE SYSTEMY

Krevnima skupinami nazyvame antigeny nachazejici se na krevnich elementech.
Zamérné neuvadim na Cervené fadé, protoze ne vSechny tyto antigeny se vyskytuji pouze
na erytrocytech. Napiiklad antigeny systému Lewis a Chido/Rodgers jsou absorbovany na

membranu erytrocytl z plazmy. (6)

Krevni skupiny byly objeveny panem Landsteinerem na zacatku 20. stoleti, kdyz si
v§iml, Ze plazma nékterych jedinct aglutinuje erytrocyty jinych jedinct. Postupem casu se
objevovali nové a nové skupiny. Dnes zname 339 ovétenych antigend, které spadaji mezi

33 znamych systému. (6)

4.1 Terminologie krevnich skupin

Od objeveni krevni skupiny ABO zapocal dlouhodoby a neustale pokracujici proces
terminologie krevnich skupin. Béhem let byli, pouzivany k oznaéeni krevnich skupin vel-
ka pismena, mald pismena, jejich kombinace ¢i zkratky atd. Takto to pokracovalo az do
roku 1980, kdy na vyzvu ISBT bylo zavedena alfabeticko-numericka terminologie. Kazdy

systém ma svou alfabetickou a numerickou znacku. (5)

4.2 ABO systém

vvvvvv

molytického potencialu. Pokud pacientovi podame inkompatibilni transfuzi, dojde k fatalni
hemolytické reakci. Tento systém byl objeven v roce 1900 panem Landsteinerem. Pivodné
byly skupiny pojmenovéany A, B a C. Az pozdé&ji bylo C nahrazeno oznacenim 0. Skupina
AB byla objevena az dva roky pozd¢ji pany von Decatellem a Sturliem. (5)

Antigeny systému ABO nazyvame aglutinogeny. Zname 4 zakladni aglutinogeny
systému ABO a to A, B, AB a Aj. Pro leh¢i pochopeni se ale pouZivaji pouze aglutinogen
A a aglutinogen B. Tyto antigeny se nachdzi na membrané vSech erytrocyti. Lze je ale
nelézt 1 na jinych bunikach v téle napt. na endotelovych buiikach, epitelovych bunkéch,
V plazm¢ atd. Aglutinogeny jsou nepiimo produkovany 3 alelami ABO genu, kdy A a B
jsou kodominantni a 0 je recesivni. Tento gen se nachazi na 9. chromosomu. Alely koduji
glykosyltransferazu, ktera syntetizuje antigeny A a B. Pokud syntéza neprobéhne, vznika
tak fenotyp 0. Na vzniku antigend ABO systému se také podileji geny kodujici fukosyl-

transferazy, které maji za ukol vystavbu prekurzort H fetezcu. (5)
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Protilatky ABO systému jsou pfirozené a nazyvame je aglutininy. Zname aglutinin
anti-A a aglutinin anti-B. Tyto protilatky vznikaji v t€le béhem prvnich par let zivota. Je-
dinci si vytvoieji protilatky proti cizim antigenim. Pro lep$i pochopeni, v t€le mame proti-
latky opacné k naSim antigentim. Tyto protilatky jsou tiid IgM, IgG 1 IgA. I protilatky ABO

systému mohou zpusobit fetalni hemolytickou reakci pfi transfuzi inkompatibilni krve. (5)

Fenotypy ABO systému jsou A, B, AB a 0. Nachdzi se ve vSech populacich. Na je-
jich frekvenci se pak podili geograficky a etnicky pavod. U nas v CR je nejvice frekvenéni
skupina A (40%). Co se tyce ostatnich skupin, 0 se nachdzi u 34%, B u 8% a AB u 18%
lidi. U fenotypy A a B jesté rozliSujeme podskupiny, které se 1isi kvalitativnim i kvalitativ-

nim zastoupenim. Nejvyznamné&j$imi podskupinami jsou A a Az. (5)

Tabulka 14B0 systém

JIOILGEVAEON antigeny | protilatky
oy s anti-A, anti-B, anti-
0 zadné AB
A A anti-B
B B anti-A
AB A B zadné

Zdroj: viastni

4.3 H systém

Je ve velmi tzkém vztahu se systémem ABO. Vyskytuje na hematopoetickych pro-
genitorovych bunikach, erytrocytech a megakaryocytech. H systém obsahuje pouze jeden
antigen a to antigen H. Nachazi se u vSech jedinct na jejich erytrocytech, vyjimkou je fe-

notyp Bombay (0y), ten antigen H nema. (4)

Gen pro H systém je lokalizovan na 19. chromosomu a byl pojmenovan FUTL1. Jak
uz bylo vySe zminéno, tento systém je Uzce spojeny se systémem ABO. Antigen H vznika
navazanim terminalni L-frukdzy na prekurzorovy H fetézec, ktery se systémem ABO stej-

ny. (4)

4.4 MNS systém

MNS systém byl objeven, jako druhy krevni systém, v roce 1927 panem Karlem
Landsteinerem. Landsteiner a Levine se snaZili objevit dal$i krevni systémy a tak pti poku-
su imunizovat kraliky lidskymi erytrocyty objevili nové dvé protilatky M a N. O 20 let
pozdé&ji panové Walsh a Montgomery objevili protilatku S. Az po par letech bylo prokaza-
no, ze tyto protilatky maji mezi sebou tésné vazby. (6)
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Kromé antigentt M, N, S, s a U, ktery se vyskytuje pouze u Cernochtl, existuje jesté

okolo 46 dalsich antigent systému MNS, ty jsou ale pro transfuzi nepodstatné. (6)

Molekularni zéklad tohoto krevniho systému je dén tésnou vazbou geni GYPA,
GYPB a GYPE, pficemz GYPE je nestabilni a proto pii vzniku antigent pfevazuji GYPA
a GYPB. (5)

M a N antigeny se nachazi na N- konci molekul GPA. V kavkazské populaci se
nejcastéji objevuje fenotyp M+N+ (50%) dale M+N- (28%) a M-N+ (22%). Protilatky an-
ti-M se co se tyCe vyskytu Castéjsi, anti-N je vzacna. Ob¢ tyto protilatky jsou chladového

charakteru, detekce je snazs$i za nizsich teplot. (5)

S a s antigeny se nachazi na pozici 29 v molekulach GPB. V kavkazské populaci se
nejcastéji objevuje fenotyp S-s+ (45%) dale fenotyp S+s+ (44%) a v menSin€ fenotyp S+s-
(11%). U Cernochii chybi GPB a proto je pro né typicky fenotyp S-s-. Anti-S, anti-s a anti-
U jsou protilatky tiidy IgG. (5)

45 P1P*sytém
Objevitelem P1P* systému je také pan Karl Landsteiner. Stejnd jako u systému

MNS byl tento systém objeven pii imunizaci kralika lidskymi krvinkami. (5)

Protilatky MNS systému jsou chladového charakteru tfidy IgM a pro transfuzi jsou
spiSe nedalezité. V roce 2012 byli do tohoto systému zafazeni tfi antigeny: P1, P* a P1LPKA4.
Diive pod tuto skupinu spadali i antigeny P a LKE, ale pro jejich biochemickou a genetic-
kou odlisnost byli ze systému vyfazeny. Antigeny P1 a pX vznikaji a-galaktosylaci riznych
prekurzort. Antigen P pak vznika z antigenu P, ktery na sebe navaze acetylgalaktosamin.
Antigen LKE pak vznika z antigenu P, ktery na sebe navaze galaktosylacin a sialylacin. V

kavkazské populaci se nejcastéji vyskytuje antigen P1 (80%). (5)

4.6 Rh systém

Tento krevni systém byl objeven Stetsonem a Levinem v roce 1939, pfi zkouméni
hemolytické reakce u zeny, ktera predCasné porodila dit€. Po porodu piijala transfuzi od
svého muZe, ktera ji zplsobil potransfuzni reakci. Tato pfijata krev byla ABO kompatibilni.
Prokazalo se tak, Ze tento novy antigen neni zavisly na systémech ABO, MN ani na systé-

mu P. Rok po objevu vytvoftili Landsteiner a Wiener protilatku, aplikaci ¢ervenych krvinek
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opice Maccaca Rhesus do tcla kralika. Tuto protilatku nazvali anti-Rh. Lidé s pozitivni

reakci na tuto protilatku oznacili Rh pozitivni a lidi s negativni reakci pak Rh negativni. (6)

Jedna se o nejpolymorfngjsi systém. Protilatky Rh systému jsou nejcastéji ttidy IgG
a zpusobuji t€zké HON. V pribehu let se objevovali dalsi a dalsi antigeny tohoto systému.

Dnes jich zname 53. Pro transfuzi jsou nejdulezitéjsi antigeny D, C, ¢, E ae. (5)

Antigen D je soubor epitopit na RhD proteinu. Jeho silna imunogenicita je zptiso-
bena tim, ze jedinci RhD- nemaji cely RhD protein (maji pouze RhCcEe), proto jedinci
RhD- po kontaktu s RhD+ vytvaieji protilatky anti-D. RhD- vznika deleci genu RHD. (5)

Protilatky Rh systému jsou klinicky velmi vyznamné, maji velky hemolyticky po-

tencial. Pfevazné se jedna o protilatky tiidy IgG. (5)

4.7 Kell a Kx systémy

Spojitost mezi témito systémy je dan disulfidickou vazbou mezi glykoproteinem
CD238, ktery nese Kell antigeny a proteinem Kx. Gen pro Kell systém se nachazi na
chromosomu 7 (gq32-q36). Tento krevni systém byl jako jeden z prvnich objeven pomoci
antiglobulinového testu. V Kell systému se nachéazi okolo 33 antigeni, ty jsou rozd€leny
do pari, které jsou spolu alelicky spojeny: K a k, Kp* s Kp” a Kp®, Js* s Js”, K11 a K17,
K14 s K24. Antigeny s vysokou frekvenci vyskytu jsou: K12, K13, K18, K19, TOU a
RAZ. Mezi antigeny s nizkou frekvenci vyskytu patii: UI*, K23 a VLAN. Pro nés jsou nej-

Antigen K se v kavkazské populaci vyskytuje u 9% lidi. Je velmi imunogenicitni.

To je zpusobeno tim, ze imunitni systém pozna chybéni glykosyla¢niho fetezce u K. (5)

Protilatky systému Kell se vytvaieji nejcastéji po imunizaci, maji silny hemolyticky

potencial. (5)

4.8 Lewis systém

Antigeny Lewis systému se nachazi na vSech krevnich bunkéch, s vyjimkou granu-
locyti a monocytt. Dale se vyskytuji na epitelovych bunkach, v plazmé a télnich tekuti-
nach. Byl objeven v roce 1946. Specifita antigent tohoto systému je, Ze na erytrocyty jsou
absorbovany z plazmy. (4) (6)
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Je znamo 6 antigenii: Le?, Le®, Le®, Le®", ALe®, a BLe. Pro nés jsou hlavni anti-
geny Le® a Le”, kteii a¢ se miizou zdat, nejsou alelidti. Jsou produktem Lewis genu, ale na

jejich syntéze se podileji i dalsi systémy. (5) (6)

Klinicky je tento systém nedulezity, jeho protilatky nejsou hemolyticky nebezpec-
né. (5)

4.9 Duffy systém
Systém Dufty byl poprvé popsan u polytransfundovaného hemofilika pana Duffy
v roce 1950. (5)

Antigeny Duffy systému se nachazi na vSech krevnich buiikach, vyjimkou trombo-
cytl a leukocytt. Dale je nalézame na endotelovych bunkach, v plicich, slezing, tlustém
stievé atd. Rozliujeme 5 antigenti Duffy systému: Fy?, Fyb, Fy3, Fy5 a Fy6. Pro nés sté-
zejni jsou antigeny Fy* a Fyb. Pomoci antigenti rozliSujeme Ctyii fenotypy. Fenotyp
Fy(atb-), Fy(atb+), Fy(a-b+) a takzvany Fyn, Fy(a-b-). Fenotyp Fynu vznika riznymi
mutacemi GATA1 a lidé tohoto fenotypu jsou rezistentni vi¢i malarii. Fyyy) se tak nejcas-

t&ji vyskytuje u ¢ernochti zijici v malarické oblasti Afriky. (4) (6)
Protilatky Duffy systému mohou zpisobovat hemolytické reakce. (5)

4.10 Kidd systém
Systém Kidd byl objeven v roce 1951 u zeny, které se narodilo dit¢ s HON. Gen

pro Kidd systém je umistény na chromosomu 18 (q11-ql2). Antigeny tohoto systému se
nachazeji na glykoproteinu Kidd, jeho hlavni funkci je transport urey. Jsou zndmy dva an-
tigeny: Jk® a Jk®. kombinaci téchto antigenti vznikaji ¢tyfi fenotypy: Jk(a+b+), Jk(a+b-),
Jk(a-b+) a Jk(a-b-). Fenotyp Jk(a-b-), také Kidd null, je velmi vzacny a jejich nosi¢i mohou
produkovat protilatky anti-Jk3. (5) (6)

Protilatky tohoto krevniho systému jsou velmi nebezpecné. Stézi se detekuji a

Vv piipad¢ $patné transfuze maji silnou hemolytickou reakci. (6)

4.11 Lutheran systém
Systém Lutheran poprvé popsan v roce 1945 diky detekci protilatky anti-Lu? az o
deset let pozdé&ji byla popsana protilatka anti-Lu®. Lutheran systém se sklada z 19 antigent,

které se nachazi na dvou glykoproteinech CD239. Gen Pro tento systém se nachazi na
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chromozomu 19 (q13-q32). Pro transfuzi jsou st&Zejni hlavné antigeny Lu® a LuP®, které
davaji vznik ¢tyfem lidskym fenotyptim: Lu(atb+), Lu(a+b-), Lu(a-b+) a Lu(a-b-). (5) (6)

4.12 Diego systém

Diego antigeny nachazime na vSech krevnich bunkéch, vyjimkou leukocytli. Zname
celkem 23 riiznych antigenti Diego systému. Pro nés nejdiilezitéjsi jsou antigeny Dia a Dib,
ktefi jsou aleli¢ti. Gen pro Diego systém je lokalizovan na 17. chromosomu. Tento gen je
pojmenovan SLC4AL1. (4) (5) (6)

Protilatky Diego systému jsou nejcastéji tfidy IgG a maji hemolyticky potencial. (5)
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5 TRANSFUZE

Také zndma jako transplantace krevnich bunék nebo hemoterapie. Je proces podani
transfuzniho ptipravku do krevniho ob¢hu pacienta. Pfed samotnou transfuzi musi dojit

k vysetfeni kompatibility transfuzniho ptipravku s krvi piijemce. (5)

5.1 Darci krve

Krev pro vyrobu transfuzniho pfipravku nebo krevnich derivati by méla byt ziska-

na od dobrovolného bezplatného darce. (5)

5.1.1 Posouzeni zpusobilosti darce
V Ceské republice se darcem miZe stat svépravna osoba od 18 do 65 let, ktera méa v

Ceské republice sjednané zdravotni pojisténi a zdrzuje se dlouhodobé & trvale na jejim
uzemi. Odbér u osob starSich 65 let je mozny pouze se souhlasem lékate. Odbér u darce s
postizenim, neslySici, nevidomi, némi, je mozny pouze za dodrZeni specialnich podminek.
Pokud darcova hmotnost nedosahuje 50 kg, odbér neprovadime. Tato omezeni nejsou plat-

na pro autotransfuzi. (5)

Pted samotnym odbérem musime dérce informovat o smyslu darcovstvi, vyuziti
odebranych slozek, komplikacich a rizicich spojenych s odbérem. Darce také vypliuje
,Dotaznik pro darce krve* ze kterého transfuzni zafizeni ziskd informace o anamnéze dar-
ce. Soucasti tohoto dotazniku je i prohlaseni o pouceni a srozuméni s riziky provedeni od-

béru. (5)

Pokud v anamnéze jedinec uvede chorobu ¢i faktory, které zvySuji riziko pfenosu
infekéniho onemocnéni, miiZze dojit k trvalému ¢i docasnému vylouceni z darcovstvi. Mezi
docasné vylouceni osoby spadaji jedinci, ktetfi prodé€lali napi. mononukleézu, borelidzu,
toxoplazmozu ¢i malérii. Do¢asné vylouceni mohou byt 1 osoby uZivajici bézné 1éky, jako
jsou analgetika Ci antipyretik, tyto léky ovliviiuji funkci krevnich desticek. Mezi trvale
vyloucené osoby spadaji jedinci napt. s hepatitidou C, HIV ¢i jedinci, kteti pobyvali déle
nez 6 mésict na tzemi Velké Britanie v letech 1980-1996. (5)

5.2 Odbér vzorku

Odbéry mohou provadét pouze ZTS (zafizeni transfuzni sluzby). Pfed samotnym

odbérem je nutno ovéfit totoznost darce a posoudit jeho zpiisobilost k provedeni odbéru.

(5)
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5.2.1 Odbér pIné krve
PIna krev se odebird do odbérovych vak, tyto vaky jsou jednordazové. Uvnitt vaku

se nachazi antikoagula¢ni ¢inidlo, nejcastéji citrat sodny, ktery vyvaze vapenaté ionty a tim
zabrani srazeni krve. Citrat byva obohacen o latky, které vyzivuji odebrané buiiky napf.
glukoza, ADP ¢i manitol. Soucasti odbérového vaku je i satelitni vacek, do kterého putuje
prvni porce krve (cca 25ml), tim se zamezime bakterialni kontaminaci ptipravku. Soucasné
také odebirdme vzorek pro laboratorni vySetieni. Pfed samotnym odbérem musime misto
planovaného vpichu dukladné vydezinfikovat. Nasledné provedeme vpich. Okamzité po
zahajeni odbéru se musi krev zacit misit s antikoagula¢nim ¢inidlem, to zajiStuji automa-
tické odbérové vahy. Jako standart se uvadi odbér 450ml béhem 10 minut. Pokud je odbér
delsi, hrozi vyplaveni koagulacnich faktori. Po ukonceni odbéru se konec hadicky sterilné
uzavie a jehla se vytdhne z zily darce. Darce by mél po odbéru zistat v klidu az do obého-

vé stability. (5)

Interval mezi jednotlivymi odbéry se u muzi a Zen se lidi. Zeny mohou darovat pl-
nou krev obvykle 3krat ro¢né s intervalem mezi odbéry 4 mésice. Muzi mohou darovat

plnou krev 4krat ro¢n¢ s intervalem mezi odbéry 3 mésice. (5)

5.2.2 Odbér aferéz
Odbéry jednotlivych krevnich sloZek, tzv. aferézy, se provadéji pomoci separatorii

krevnich slozek. Pomoci téchto pfistroji 1ze v mimotélnim ob&hu odebiranou krev rozde-
lovat na jednotlivé sloZky a nepotiebné slozky nésledné vracet zpét do obéhu darce. Mame
dva druhy téchto pfistroji. Kontinualni, krev se pribézné odebira, rozdéluje a vraci darci,
nebo intervalové, kde se krev odebere do rezervoaru, rozd¢li se a nasledné vrati darci. Pri
kontinualnim odbéru je za potiebi dvoji zilni ptistup. Samotna separace je Casto zaloZena

na centrifugaci ¢i na membranové filtraci. (5)
Zatizeni transfuzni sluzby provadi tyto druhy aferéz:
* plazmaferéza
* trombocytaferéza
= erytrocytaferéza

Dérce mlze darovat i vice krevnich slozek. U aferéz se lisi intervaly mezi odbéry.
U plazmaferézy je interval mezi odbéry 14 dni a ro€ni maximum 25litr(i, trombocytaferéza

se mize odebirat jiz po 48hodinach, ale maximalné 24krat za rok. (5)

31



5.2.3 Odbérové komplikace
Nejcastéjsimi komplikacemi spojenymi s odbérem krve jsou modiiny v misté vpi-

chu, kolaps, brnéni prstl ¢i trnuti jazyka. Tyto vSechno komplikace nejsou vazné a da se

jim bud’ ptedejit, nebo na né jednoduse reagovat. (5)

5.3 Imunohematologické vySetieni pacienti

Imunohematologické vysetfeni slouzi k predtransfuznim vySetfeni darované krve.
Pfi imunohematologického vysetfeni vzdy provadim vysetfeni ABO a Rh systému. Prvo-
darci se tyto skupiny vySetfuji dvakrat za sebou. U opakovanych dérct se vysSettuji jiz
zjednodusSen¢ a posuzuji se a kontroluji s predeSlou dokumentaci. Darctim, ktetfi daruji
opakovang, se doporucuje provadét vysetfeni Rh fenotypu, Kell systému ¢i jinych antigen-

nich systému. (5)

5.3.1 Aglutinacni technika
Aglutinace neboli shlukovani krvinek. Erytrocyty maji na svém povrchu za nor-

malnich podminek, negativni naboj. Proto se krvinky sami o sobé nemizou shlukovat.
Aglutina¢ni metody jsou zalozené na vazbé¢ antigen-protilatka. Aby doslo k aglutinaci, mu-
si po vazbé antigen-protilatka na povrchu krvinky dojit k propojeni s druhou krvinkou po-
moci protilatkové vazby. Toto pieklenuti dokazou pouze dvé protilatky. 1gG neboli in-
kompletni protilatka je monomer, dokaze se pouze navazat na krvinku, ale sama o sob¢
nedokaze pieklenout prostor mezi dv€ma krvinkami a aglutinovat. IgM je pentamer, kom-
pletni protilatka, aglutinuje pfimo. Dohromady ma 10 Fab zakonceni, dokaZe jednoduse
pieklenout prostor mezi dvéma krvinkami a vyvolat pfimou aglutinaci. Tato technika se

vyuziva pro stanoveni ABO ¢i RhD systému. (5)

5.3.2 Antiglobulinové testy
Také n€kdy znamé jako Coombsovy testy slouzi k detekci 1gG protilatek. Zname

piimy a nepfimy antiglobulinovy test. Pfimy antiglobulinovy test (PAT) se pouZziva
k detekci IgG protilatek ¢i slozek komplementu, které jsou navazané na povrch erytrocytu
in vivo. Neptimy antiglobulinovy test (NAT) slouzi k detekci vazby erytrocyt-protilatka in
vitro. Slouzi k detekci jak protilatek, tak antigend. (5)

Antiglobulinové testy se primarné provadéli zkumavkovou technikou. U tohoto tes-
tu se nejprve provede promyti vySetfovaného séra fyziologickym roztokem. Promyti pro-
vedeme 3x po sobé, tim ziskdme pouze protilatky navdzané na erytrocyty. Nasledné ne-

chame obsah zkumavky inkubovat s AGH sérem. Inkubace probiha pii 37°C. Pii pozitiv-
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nim vysledku dojte k aglutinaci. Pfi NAT testu je potieba pfed promyvaci fazi jesté inku-
bace vzorku se zndmymi krvinkami. Zkumavkové testy jsou kvili prodlouzenému casu,

zpusobené promyvaci fazi, nahrazovany modernéj$imi testy. (5)

Jednim z nich je test sloupcové aglutinace. Vyhodou tohoto testu je vypusténi
promyvaci faze. Sloupcova aglutinace probiha ve specialnich mikrozkumavkach, které na
svém dn¢ obsahuji specialni gelovou matrix, ktera v sobé obsahuje sekundérni anti-1gG
protilatku. Postup je v podstaté obnovny jako u zkumavkového testu. Inkubace probiha
V horni ¢asti zkumavky. Vlivem nasledné centrifugace se do kontaktu s protilatkou v gelu

dostanou erytrocyty diive nez volné protilatky ze vzorku a tim dojde k aglutinaci. (5)

Druhym z modernéjSich testl je test v Systému pevné faze. Tento test se provadi
v mikrotitracnich destickach, které maji na svych dnech jamek navdzané membrany erytro-
cytli. Do jamek se nasledné napipetuje vySetiovany vzorek a necha se inkubovat pii 37°C,
tim dojde k navazani protilatek ke dnu jamky. Pfi nasledném promyti se zbavime pieby-
teCnych Ig. Poté jsou do desticky pfidany indikatorové erytrocyty, které na sob& nesou
sekundarni protilatku anti-IgG. Tento test je v podstaté zalozen na sendvicové technice. Pti
pozitivnim vysledku mize pozorovat homogenni zbarveni jamky. Naopak pfi negativni

reakci vidime pouze terc¢ik na dné jamky. (5)

5.3.3 Screening nepravidelnych protilatek
Screening nepravidelnych protilatek se provadi u vSech predtransfunich vySetfeni.

Vysettfujeme pomoci NAT test, sloupcové aglutinaéni technikou, ktery je doplnén testem
enzymovym. Vyuzivime screeningovy panel diagnostickych erytrocytl, nejcastéji jsou

vybrané 3 typy, které¢ maji nejvétsi klinicky vyznam. (5)

Po screeningu se provadi identifikace protilatek, ktera probiha stejné jako screening
s rozdilem pouziti identifikaéniho panelu. Vyuzivame 10 a vice typt diagnostickych ery-

trocytd. (5)
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6 TRANSFUZNI PRIPRAVEK

Je 1éCivy ptipravek, ktery je vyroben z lidské krve nebo jeji slozky. Tento pFipravek
je vyroben zafizenimi transfuzni sluzby. Jedna se Casto o jednoduché separacni postupy
jako je centrifugace ¢i filtrace. Transfuzni piipravek se vyrabi s krve darcii pro nitrozilni
podani piijemct. V Ceské republice je vyroba transfuzniho piipravku povazovana za vyro-
bu 1éc¢iv, a proto jsou jeji podminky upraveny zékonem o 1é¢ivech. Tento zakon je harmo-
nizovan s legislativou Evropské unie. Zatizeni transfuzni sluzby musi splnit predepsané
postupy. Dulezité také je dodrzet systém jakosti a zasady spravné vyrobni praxe neboli
SVP. Z téchto diivodu podléha i zatizeni transfuzni sluzby pravidelné kontrole 1éCiv Stat-

nim Gstavem pro kontrolu 1é¢iv. (5)

6.1 Zadanka o transfuzni pFipravek

Pro objednéni transfuzniho ptipravku je nutno vystavit zddanku. Tuto zddanku pte-

depisuje 1ékat, chova se v podstaté jako recept. Zadanka musi obsahovat:
* nazev poskytovatele, nazev oddéleni a identifikacni ¢islo pojistovny

= informace o pacientovi-pfijemci: jméno, piijmeni, datum narozeni, identifi-

kacni ¢islo, moznost pohlavi ¢i véku
» diagndza ¢i divod podani transfuzniho piipravku

= krevni skupina (ABO a RhD), ¢i uvést i jiné protilatky, pokud byli dfive vy-

Setfeny
* imunohematologicka ¢i transfuzni anamnéza
= druh transfuzniho pfipravku, pocet kus, terapeuticka davka atd.
= naléhavost pozadavku

= dal$i pozadavky, napi. dalSi uprava transfuzniho piipravku (ozéteni, deleu-

kotizace atd.)
= identifikacni udaje poskytovatele
= datum vystaveni

* jméno, piijmeni a podpis l€kare, ktery vystavil zddanku
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6.2 Vyroba transfuzniho pripravku

6.2.1 Vyroba z plné krve
Po odbéru by se méla nechat krev stat. Po cca 1 hodin¢ stani krev centrifugujeme.

Centrifugaci dokdzeme z pIné krve separovat mnoho krevnich slozek. Pfi centrifugaci do-
chazi k rozdé€leni krevnich slozek podle jejich hmotnosti. Pii centrifuze s vysokymi otac-
kami dokazeme vyseparovat tfi vrstvy, a to plazmu, buffy coat a erytrocyty. Pii pouziti

nizkych otacek se krev rozdé€li na erytrocyty a plazmu bohatou na trombocyty. (5)

Jednotlivé slozky krve se dale jesté¢ upravuji podle potieb. U erytrocytl nejcastéji
provadime deleukotizaci a podani resuspendujicich roztokl. Resuspedivni roztoky zaruci
delsi Zivotnost erytrocytl a deleukotizace zabrani vzniku nehemolytickym potransfuznim
reakcim. Plazmu po oddéleni rychle zmrazime. Mrazeni musi byt rychlé, aby nedoslo
k denaturaci a inaktivaci koagulaénich faktor®i. Plazma se mrazi na -30°C. Trombocyty
vyrabime z buffy coatu mirnou centrifugaci. Na spodu zlistane zbytek erytrocytt a desticky

jsou obsazené v supernatanu. (5)

6.2.2 Priprava aferéz
Aferézy se obvykle po odbéru dale neupravuji. Ve vyjimecnych piipadech lze dale

aferézy resuspedovat. Resuspendazi provadime napiiklad pifi vyrob& trombocytl. Dalsi

upravou aferéz je napiiklad deleukotizace. (5)

6.3 Bezpeci transfuzniho pripravku

Transfuzni zatizeni provadi specidlni postupy, které zvySuji bezpe€nost transfuzni-
ho ptipravku, tak aby nedoslo k posttransfuzni reakci u pfijemce. Jednim z takovych po-
stuptl je karanténa plazmy. Karanténa trva minimélné 6 meésicti. Plazma je uvolnéna k pou-
Ziti az poté, co jeji darce je znovu odebran a jsou mu opét vySettené infekéni makrery. Vy-

sledky musi byt negativni a odpovidat pfedeslym vysledktim. (5)

TRALI neboli plicni selhani vazané na transfuzi je jednim z posttransfuzni reakce.
Tato reakce je vyvolana protilatkami anti HLA, které se nachazi v plazmé&. Predejit této

reakci muzeme spravnym vybérem klinické plazmy, deleukotizaci apod. (5)

Dalsi posttransfuzni reakce je napiiklad, je to reakce Stépu proti hostiteli. Tohoto

rizika se zbavime jednoduchym ozafenim piipravku gama zafenim v davce 25-50 Gy. (5)

35



Mezi dalsi bezpecnostni postupy transfuzniho pfipravku patii jeho protiinfekéni
osetfeni. U trombocytli provaddime screening bakterialni kontaminace, ta hrozi pii sklado-
vani trombocytu pti 20-25°C. Pii pouziti riboflavinu &i psoralenu s UV zafenim lze zabra-

nit rustu infekénich agens. (5)
6.4 Druhy transfuznich pripravku

6.4.1 Plna krev
Jak bylo jiz zminéno, hlavni vyuziti plné krve je pii vyrobé jejich jednotlivych slo-

zek. Pokud je plné krev pouzita pfi transfuzi, je podana bez predeslého zpracovani, pouze

byva deleukotizovana. (5)

6.4.2 Erytrocyty
Erytrocytovy pfipravek vyrabime dvéma zptsoby, bud’ z plné krve, nebo z erytro-

cytaferézy. U vyroby z plné krve pouzivame postup: odstranéni buffy-coatu a nasledném
pfidanim resuspenzniho piipravku. Diky této vice stupiiové metod¢ lze vyrobit erytrocyto-

vy ptipravek riznych druhti. Dilezité je skladovat erytrocyty pti 2-6°C. (5)

Erytrocyty bez buffy-coatu (EB) se také pripravuji z plné krve. Po odd¢€leni erytro-
cytt se k nim vraci mala ¢ast plazmy tak abychom dosahli hematokritu 0,65-0,75. Pfi od-
stranéni buffy-coatu pifijdeme o 10-30ml erytrocytli, proto piipravek jiz nebude obsahovat
45g hemoglobinu, ale pouze minimaln¢ 43g. Diky odstranéni buffy-coatu dojde ke sniZeni

leukocytl a trombocytt v ptipravku. (5)

Deleukotizované erytrocyty (ED) vytvafime z erytrocytdl, erytrocyti bez buffy-
coatu nebo odstranénim plazmy z deleukotizovné plné krve. Hematokrit je v tomto pii-

pravku opét o néco snizen na 0,50-0,70 (40g hemoglobinu). (5)

Resuspendované a deleukotizované erytrocyty (ERD) vyrabime je deleukotizaci re-
suspendovanych erytrocyti (ER) ¢i odstranénim plazmy po centrifugaci deleukotizované
plné krve a nésledné ptidani resuspenzniho roztoku. Hodnota hematokritu a hemoglobinu

je stejna jako u deleukotizovanych erytrocyti. (5)

Erytrocyty lze ziskat i pomoci aferéz (EA). Erytrocytaferézy ziskavdme pomoci
specialnich separatord. Takto ziskany piipravek obsahuje nejméné 40g hemoglobinu. Hod-

nota hematokritu se 1i$i podle pouzitého resuspenzniho roztoku. (5)
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6.4.3 Trombocyty
Trombocyty stejné jako erytrocyty lze vyrobit bud’ z plné krve, nebo z trombocyta-

ferézy. Pii vyrobé z plné krve miizeme vyuzit kombinaci nejriiznéjSich postupi. Diky tém-
to postupum Ize pfipravit mnoho typti trombocytovych piipravkd. Trombocyty se skladuji
pii 20-24°C za stalého promichavani. Doba exspirace se pohybuje od 5 do 7 dni, zaleZi na

zamezeni bakterialni kontaminace. (5)

Vyroba trombocytl z plné krve zacina jejim uskladnénim po dobu 24hodin pii 20-
24°C a naslednou centrifugaci. Podle zpiisobu centrifugace pouZivame k vyrobé piipravku
bud’ plazmu bohatou na desticky nebo (PRP) nebo buffy-coat (BC). Pro vytvofeni resu-

spendovych trombocyti musime tyto slozek znovu centrifugovat. (5)

Trombocyty z plné krve smésné nebo trombocyty z plné krve smésné deleukotizo-
vané vyrabime smiSenim vice buffy-coatii a jejich centrofugaci ¢i smiSenim vice jednotek

trombocytl. Pro snizeni leukocytt v ptipravku pouzijeme deleukotizacni filtr. (5)

Trombocyty vyrobené z aferéz, neboli trombocytaferéz odebirame ppomoci speci-
alnich separatorti. Tyto trombocyty mizeme dale deleukotizovat pomoci deleukotizacniho

filtru. (5)

6.4.4 Plazma
Plazmu lze také odebirat dvéma vySe zminénymi zpusoby. Z plné krve vyrabime

plazmu pro klinické pouziti. Plazmu lze vyrobit centrifugaci plazmy bohaté na desticky.
Pii odbéru plazmaferézy ddvame ptrednost automatickym separatoriim. Po odbéru je nutné
plazmu $okové zamrazit (béhem 60minut na -30°C), diky zamraZeni ndm ziistanou zacho-
vané koagulaéni faktory. Plazmu dile skladujeme pii teploté -25°C. Takto uskladnéna

plazma vydrzi az 36 mésict. Pro pouziti je nutné plazmu rozmrazit pfi teploté 37°C. (5)

Pro ziskani faktoru VIII, von Willlebrantova faktoru, fibrinogenu a faktoru X111 vy-
uzivame vyrobu kryoproteinu. Kryoprotein se vyrabi z rozmrazené plazmy, kterou centri-
fugujeme. Diky tomu se nam od sebe oddé&li kryoprotein a supernatan. Takto ziskany pfi-

pravek skladujeme pfi teploté -25°C. (5)

6.4.5 Granulocyty
Pro vyrobu granulocytl vyuzivame aferézy. Pii granulocytaferéze je potieba darce

stimulovat kortikosteroidy ¢i G-CSF. Odebirame kostni dien. Takto vyrobeny ptipravek je
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pfipraven k okamzitému pouziti. V ptipad¢ kratkodobého skladovéni je doporuceno 20-

24°C. (5)
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PRAKTICKA CAST

7 CiL A UKOLY PRACE

7.1 Hlavni cil

Hlavnim cilem mé bakalafské prace je vyhodnoceni zastoupeni krevnich skupin (ABO +
RhD) expedovanych erytrocytarnich transfuznich ptipravkl a sledovani cCetnosti vyskytu
antierytrocytarnich protilatek u pacientli vySetfenych na krevnich skladech Transfuzniho

oddéleni FN Plzen v roce 2023.

7.2 Dildi cile

1. Popsat imunohematologické metody, které jsou rutinné pouzivany na Transfuznim od-
déleni FN Plzen k vySetfeni screeningu protilatek proti erytrocytim a pro vySetieni
krevnich skupin.

2. Sledovani expedice erytrocytarnich transfuznich ptipravki na obou krevnich skladech
TO FN Plzen a statistické zpracovani zastoupeni krevnich skupin u téchto piipravk.

3. Posouzeni vyskytu specifickych protilatek proti erytrocytarnim antigentim a jejich

kombinace u pacientl v nasem sledovaném souboru.
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8 VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY
Odpovidalo zastoupeni krevnich skupin expedovanych piipravki (ERD) vyskytu

krevnich skupin v populaci v CR?

Jaké specifity antierytrocytarnich protilatek se vyskytovaly u pacientti v nami sle-

dovaném souboru?
Byl rozdil ve vyskytu protilatek proti erytrocytim u muzt a zen?

S jakou Cetnosti se vyskytovaly kombinace téchto protilatek?
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9 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Nasim prvnim sledovanym souborem byli vSichni pacienti, kterym byl vySetfen
screening protilatek na krevnich skladech Transfuzniho oddéleni FN Plzenn v roce 2023.
Druhym sledovanym souborem byly vSechny expedované erytrocytarni ptipravky za rok
2023. Data jsme sbirali z laboratorniho informaéniho systému i papirové dokumentace jak
z Krevniho skladu TO FN Plzen Bory, tak z Krevniho skladu TO FN Plzen Lochotin. Jed-
na se o systtmy Amadeus a Orpheus firmy Steiner, kr sbéru dat jsme vyuzily statictiky

téchto systému. Vysledky jsme ziskala s védomim 1ékait a pracovnika TO.
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10 METODIKA PRACE

10.1 Stanoveni krevnich skupin

Pti prvnim vySetfeni krevni skupiny pacienta miizeme zvolit dva druhy stanoveni.

1. Manualni- u manualniho stanoveni je nutné nejprve provést vysetieni sku-
piny metodou sklickovou a nasledné musi byt vzdy vySetiena metodou
zkumavkovou ¢i metodu sloupcové aglutinace, ktera probiham na ID karté,

a rucné ji provadi laborant.

2. V analyzatoru- analyzator provede metodou sloupcové aglutinace na ID
kart€, vzdy je v§ak nutné provést manudlni ovétreni krevni skupiny metodou

sklickovou.

10.1.1 Metoda sklickova
Na podlozni sklicko si pfedem oznac¢ime mista, ke kterym nasledné nakapeme dia-

gnosticka séra (anti-A, anti-B, anti-AB a anti-D). Vedle téchto diagnostickych sér kapneme
po jedné kapce plnou krev pacienta. Jednotlivé kapky spolu dikladné promichdme a ne-
chame cca 2 minuty v klidu pii pokojové teploté. Po uplynuti 2 minut se sklickem kyvave

hybeme a pozorujeme tvorbu aglutinace. Hodnotime, zda aglutinace vznikla ¢i ne.

Obrazek 2Podlozni sklicko pripravené k vysetieni KS

Zdroj: vlastni
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Obrazek 3Podlozni sklicko po vysetieni KS (skupina AB+)

Zdroj: viastni

10.1.2 Metoda zkumavkova
Do stojanku si pfipravime 4 zkumavky, které si oznacime ¢islem pacienta a pis-

menkem (A, B, AB nebo D) podle toho, jaké diagnostické sérum do n&j kapeme. Do kazdé
zkumavky kapneme po 2 kapkach diagnostickych sér (anti-A, anti-B, anti- AB a anti-D).
Do v8ech zkumavek pfiddme po dvou kapkach 3-5% suspenze vySetfovanych krvinek ve
fyziologickém roztoku. Zkumavky nechame centrifugovat 20 sekund pii 1000 rcf. Na dné
zkumavky se nam vytvoii sediment. Pokud se nam sediment povede rozklepat, ozna¢ime
reakci za negativni. V pfipad¢, ze sediment zlstane nerozklepan, je vysledek pozitivni a

uréujeme silu reakce + az ++++.

10.1.3 Vysetreni aglutinini
Toto vySetieni se provadi spolu s vySetfenim krevni skupiny metodou zkumavko-

vou. Pro vysSetfeni aglutinini pouzivame pfedem znamé krvinky o vyrobce, ze kterych si
ptipravime 2-4% suspenzi. Do 4 ptedem oznacenych zkumavek (0, A1, A2 a B) ptidame
po 2 kapkéch plazmy pacienta a k ni pfidame jednotlivé zndmé krvinky, tak aby v kazdé
zkumavce byly jedny. Zkumavky zcentrifugujeme 20 sekund pii 1000 rcf. Po centrifugaci
jemn¢ poklepeme prstem na dno zkumavky. Aglutininy hodnotime stejné jako zkumavko-

vy test krevnich skupin, tudiz na +.

10.1.4 Metoda sloupcové aglutinace
Jedna se v podstaté o metodu zkumavkovou pienesenou do ID karet. Vyuziva k ni

ID kartu pro AB0/D. Kartu si pfedem oznaéime. Jako prvni si z pacientovy krve ptipravi-
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me 5% suspenzi Cervenych krvinek v diulentu. Poté 10ul této suspenze napipetujeme do
mikrozkumavek, které jsou oznacené A, B, DVI-, DVI-. Do zbylych dvou mikrozkumavek
(A1 a B), které vyuzivame pro stanoveni aglutinint, napipetujeeme 50ul diagnostickych
krvinek (A; a B). Do obou téchto mikrozkumavek pak pfidame po 50ul pacientovo séra.
Kartu vlozime do centrifugy a nechame ji tocit 10 minut pii 910 otackach. Pozitivni reakci
pozname vytvoienim shluku krvinek v horni ¢asti mikrozkumavky. Pokud nam krvinky
propadly na dno mikrozkumavky, hodnotime tuto reakci za negativni. Pozitivni reakce

jesté rozdelujeme stejné jako u zkumavkové metody, hodnotime shluky na +.

Obrazek 41D-karta po vysetieni KS a aglutininii (skupina A-)

Zdroj: viastni

10.2 Screening a identifikace protilatek v NAT

Ve FN Plzen se pro screening protilatek, jejich identifikaci a testy kompatibility
vyuziva NAT testu. Pouzivaji se k tomu specialni ID karty, které v sob& obsahuji po 6 mi-
krozkumavkach. Mikrozkumavky obsahuji polyspecifické AGH, které ma za kol deteko-
vat pritomnost IgG. Pro tento test je za potiebi vzorek Cerstvé odebrané krve ve zkumavce

s EDTA nebo citratem.
Postup screeningu:
1) ID kartu oznac¢ime jménem ¢i ¢islem pacienta.

2) Do mikrozkumavek 1, 2 a 3 napipetujeme 50ul jednotlivych diagnostickych
erytrocytu.
3) Do kazdé mikrozkumavky pridame 25ul séra pacienta.
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4)
5)

6)

ID kartu inkubujeme 15 minut pii 37°C.
Po inkubaci ID kartu pfesuneme do centrifugy a nechame tocit 10 minut.

Po centrifuze odecitame a zaznamendvame vysledky.

Postup identifikace:

1)
2)

3)

4)

5)
6)
7)

8)

Na identifikaci protilatek je nutné ptipravit dvé ID karty
Oznacime je jménem ¢i ¢islem pacienta

Do mikrozkumavek 1-11 napipetujeme 50ul jednotlivych diagnostickych

erytrocyti, jejich antigenni sloZzené zname z 1D Panelu

Do 12 mikrozkumavky napipetujeme 50ul suspenze vlastnich erytrocyti,

slouzi jako autokontrola

Do vSech 12 mikrozkumavek ptidame 25ul séra pacienta

Karty inkubujeme 15 minut pii 37°C

Po inkubaci karty pfeneseme do centrifugy a nechdme to¢it 10 minut

Odecitame a zaznamenavame vysledky

10.3 Screening a identifikace protilitek pomoci enzymového testu

Enzymovy test se pouziva u protilatek, které vyzaduji vyssi citlivost metody napft. u

syst¢ému Rh, Kell a Kidd. Pokud se rozhodneme vyuzit enzymovy test, musime k nému

vzdy provést i test NAT. I zde vyuzivame ID karty s mikrozkumavkami, které ale obsahuji

pouze neutralni gel bez AGH.

Postup screeningu:

1)

2)

3)

4)

ID kartu ozna¢ime jménem ¢i ¢islem pacienta.

Do mikrozkumavek 1, 2 a 3 napipetujeme 50ul jednotlivych diagnostic-

kych erytrocyti, které jsou papinizované.
Do vSech 3 mikrozkumavek pfiddme 25ul séra pacienta.

Kartu inkubujeme 15 minut pti 37°C.
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5) Po inkubaci kartu pfeneseme do centrifugy a nechame tocit 10 minut.

6) Odecitame a zaznamenavame vysledky

Postup identifikace:

1)
2)

3)

4)

5)
6)
7)
8)

9)

Na identifikaci protilatek jsou za potiebu dvé ID karty
Oznacime je jménem ¢i ¢islem pacienta

Do mikrozkumavek 1-11 napipetujeme 50ul jednotlivych diagnostickych
erytrocytu, které jsou papainizované a jejich antigenni slozeni zname z ID

Panelu

Do 12 mikrozkumavky napipetujeme 50ul suspenze erytrocytid pacienta,

slouzi jako autokontrola

Do vsech mikrozkumavek pridame 25ul séra pacienta

Do mikrozkumavky 12 ptidame jesté 25ul ID- Papainu

Karty inkubujeme 15 minut pii 37°C

Po inkubaci karty pfeneseme do centrifugy a nechdme tocit 10 minut

Odecitame a zaznamenavame vysledky
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11 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

Celkové bylo za rok 2023 vydéano 21 429 erytrocytarnich transfuznich piipravki
(ERD). Z grafu Ize vy¢ist, Ze nejvice bylo podano ERD skupiny A+ a ERD skupiny 0+ coz

koresponduje s jejich nejvy$sim zastoupenim v populaci.

Graf 1ERD vydané v roce 2023

mO-
m O+
mA-
oA+
B AB-
m AB+
mB-

B+

Zdroj: viastni

Porovnali jsme procentudlni zastoupeni jednotlivych krevnich skupin v ABO a RhD
systému v populaci KS v Ceské republice s vydanymi transfuznimi piipravky z krevnich
skladii z TO FN Plzen.
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Graf 2Porovnani zastoupeni KS v CR a vydanych TP z TO FN Plzeit za rok 2023
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Zdroj: vlastni
Z grafu je evidentni, Ze krevni skupiny 0- a A- jsou vice zastoupeny ve vydanych ERD nez

je jejich Cetnost vyskytu v populaci, naopak méné bylo vydano ptipravka skupiny AB+ a
B+.

Dale jsme porovnali expedované ERD dle RhD antigenu (RhD pozitivni X negativni)

Graf 3Zastoupeni RhD negativnich ERD a RhD pozitivnich ERD + vydanych za rok 2023

M ERD Rh -
M ERD Rh +

Zdroj: vlastni

RhD pozitivnich ERD tvoftily 78%, RhD negativni 22% expedovanych erytrocytar-

nich ptipravi. Toto zastoupeni se lisi od frekvence vyskytu v kavkazské populaci, kde sle
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dostupnych zdroju se uvadi frekvence antigenu RhD pozitivni 82-88% a RhD negativni 12-
18%.

Nasim dal§im sledovanym souborem byli pacienti vySetfeni v ramci piedstransfuz-
niho vySetfeni na krevnich skladech TO. Celkem jsme provedli screening protilatek u
16 796 pacientl. Specifické protilatky byly identifikovany u 265 pacientl, coz piedstavuje
1,58%.

Graf 4Porovnani pozitivnich a negativnich screeningii protildatek

pozitivni

screening
protilatek;
1,58%

Zdroj: viastni

Celkem bylo identifikovano 312 specifickych protilatek proti erytrocytarnim anti-
genuim, které se vyskytovaly prevazné samostatné, méné ¢asto v kombinaci vice protilatek

u jednoho pacienta.

Tabulka 2Seznam stanovenych protildtek a jejich cetnost

anti-D po aplikaci profylaxe ‘ 93
anti-E ‘ 59
anti-D ‘ 29
anti-Kell 25
anti-C 123
anti-M |18
anti-c ‘ 14
anti-Le(a) ‘ 10
anti-Cw ‘ 9

anti-Lu(a) ‘ 8
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anti-Jk(a)
anti-S

anti-Fy(a)
anti-Fy(b)

anti-Le(b)
anti-e
anti-k

anti-Kpa
Celkové stanovené imunni
protilatky

Zdroj: vlastni

Graf 5Celkové diagnostikované protilatky

Celkové diagnostikované protilatky
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Zdroj: viastni

Z grafu lze vycist, Ze nejcastéji stanovenou protilatkou u pacientli vysetienych na
krevnich skladech je protilatka anti-D. Divod pro€ je Cetnost této protilatky tak vysoka je
z diivodu profylaxe u t€hotnych Zen. Jednalo se o Zeny vySetfované pied porodem ¢i kratce
po porodu, u kterych byla zachycena profylakticky podana protilatka anti-D. Nejcetnéji
zastoupenou protilatkou byly protilatky v Rh systému (anti-D, anti-E) a anti-Kell.
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Graf 6Pacienti se stanovenou protilatkou podle pohlavi-zeny 65% versus muzi 35%

Zdroj: vlatni

Na grafu je vyobrazeno pohlavni zastoupeni naSich pacientd dle pohlavi.
Z celkovych 265 pacientli bylo 204 Zen a 61 muzi. Od poctu zen jsme odecetli 93, protoze
tyto Zeny byly vySetfeny po aplikaci profylaxe, nejednalo se tedy o imunni protilatku. Pies-

to Zeny tvofily 65%.
Dale nas zajimalo, jaky podil tvoii pacienti s kombinaci protilatek.

Graf 7Kombinace protilatek

Kombinace protilatek

Zdroj: vlastni
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Tento graf ukazuje pomér pacientd s troj a dvojkombinaci protilatek. U 35 pacientl
byla identifikovana vice jak jedna protilatka. Konkrétn¢ u 23 pacienti byla stanovena

dvojkombinace protilatek. U 12 pacientl byla ur€ena trojkombinace protilatek.

Graf 8Zastoupeni kombinace protilatek u pohlavi

Zastoupeni kombinace protilatek u
pohlavi

B muzi ®Zeny
14

Trojkombinace Dvojkombinace

Zdroj: viastni

Z grafu lze vy¢ist, Ze pohlavi nemélo vliv na vyskyt trojkombinaci protilatek, dveé

ruzné specifity protilatek byly vice pfitomny u Zen.
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DISKUZE

Jednim s hlavnich cilit mé bakalatrské prace bylo sledovat zastoupeni krevnich sku-
pin v systtmu ABO a RhD u erytrocytarnich transfuznich pfipravkid expedovanych na
krevnich skladech Transfuzniho odd¢leni Fakultni nemocnice Plzen za rok 2023 a posou-

dit, zda toto zastoupeni kopiruje frekvenci skupin v populaci.

Z dat, kteréd jsem ziskala z TO FN Plzen, jsem zjistila, Ze nejvice vydanych ERD
bylo skupiny A+ (33%) a 0+ (28%), coz odpovida také nejéetnéjs§imu zastoupeni téchto
krevnich skupin v nasi populaci. Odlisné vysledky vsak byly u ERD skupiny 0-, coz je
univerzalni krevni skupina z hlediska podéani erytrocytli, vydéava se pti akutnich ptipadech,
kdy jesté nebyla z ¢asovych divodu presné urcena krevni skupina pacienta. Z dat krevnich
skladii je evidentni, ze vydané erytrocytarni ptipravky skupiny 0- byly zastoupeny ve
vys$8im procentu (8%) nez je jeji zastoupeni v populaci (5%). Také transfuzni piipravky A-
byly expandovany ve vys$§im procentu (9%) nez je Cetnost skupiny A- v populaci (6%).
Dérci téchto krevnich skupin tedy museli byt vyzvani Castéji k odbériim nez darci ostatnich
skupin. Aby bylo mozné zajistit dostatek erytrocyti 0- a A-, bylo ¢asto nutné pfistoupit i

ke zkraceni intervalii mezi odbéry u téchto darcii.

Naopak nejméné bylo vydano ERD skupiny AB- a B-, coz kopiruje jejich zastou-

peni v populaci.

Druhym cilem mé bakalaifské prace bylo posoudit Cetnost vyskytu specifickych

protilatek proti erytrocytarnim antigeniim a jejich kombinace.

Z udajl krevnich skladli TO FN Plzen jsem zjistila, Ze screening nepravidelnych
protilatek proti erytrocytim byl proveden v roce 2023 u 16 796 pacienti. U 265 pacientd
nam vysledek screeningu vysel pozitivni a byla identifikovana specificka antierytrocytarni
protilatka. V procentech se pohybujeme okolo 1,5% pozitivnich vzorkl ze vSech vysetie-

nych, coz piiblizné odpovida vyskytu téchto protilatek v populaci.

Za rok 2023 bylo stanoveno 18 druht protilatek. Tyto protilatky byly vytvotfeny po
pfedchozi imunizaci pacienta podanim alogennich erytrocytll nebo v t€hotenstvi. Nejcastéji
byly stanovené imunni protilatky systému Rh (anti-D a anti-E), dale byly také velmi Casto
identifikovany protilatky anti-Kell a anti-M. Protilatky systému Rh a Kell jsou v populaci

zastoupeny nejcasteji z divodu, Ze se jednd a velmi imunogenni systém. Jednd se o klinic-
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ky vyznamné protilatky, které mohou vyvolat potransfuzni reakci nebo HON. Protilatka
anti-e byla naopak stanovena jen u dvou pacientt, protoze antigen e se vyskytuje v popula-

ci cca v 98%.

Z celkového souboru 16 796 pacienti mélo 265 pacientii pozitivni screening proti-
latek. Z tohoto poctu bylo 205 Zen a 61 muzt. Od poctu Zen jsme odecetli 93, protoze tyto
zeny byly vySetifeny po aplikaci anti-D profylaxe. Pfesto pocet Zen s pozitivnimi imunnimi
protilatkami proti erytrocytim vyrazné prevySoval pocet muzii (zeny 65% x muzi 35%),

coZ je zfejm¢e zpusobeno imunizaci v t¢hotenstvi.

U 35 pacientl byla prokazana kombinace protilatek. Z tohoto poétu bylo 23 dvoj-

kombinaci a 12 trojkombinaci.

Dale m¢ zajimalo, zda mé pohlavi vliv na kombinaci protilatek. Z vySe uveden¢ho
grafu je prokazatelné, Ze pohlavi na kombinaci nemélo pfili§ velky vliv. Zatimco dvoj-
kombinace protilatek byly vice zastoupeny u zen, vyskyt trojkombinace protilatek u muzi

a zen vysel totozny.

54



ZAVER
Ve své bakalaiské praci jsem se zabyvala problematikou imunohematologického

vysetieni, darcovstvim krve a expedici transfuznich ptipravk.

V teoretické Casti jsem piehledné popsala krevné skupinové systém, odbéry krve,

vyrobu transfuznich ptipravki a piedtransfuzni vysSetfeni.

V praktické Casti jsem se vénovala imunohematologickym metodam, které jsou ru-
tinn€ pouzivany v ramci pfedtransfuzniho vysetfeni na krevnich skladech TO FN Plzen.
Zaméfila jsem se na vyskyt antierytrocytarnich protilatek, jejich kombinaci a vliv pohlavi

na jejich vyskyt.

Dale jsem analyzovala zastoupeni krevnich skupin u expedovanych ERD a porov-

nala s ¢etnosti vyskytu krevnich skupin v populaci.

Domnivam se, Ze této prace zodpovédéla vSechny poloZené otdzky a splnila hlavni

1 dil¢i cile.
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