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Abstrakt
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Nazev prace: Imunohematologicka vySetifeni darcl krve a krevnich slozek

Bakalafska prace je zaméfena na imunohematologicka vySetfeni darct krve
a krevnich slozek. Jsou zde uvedeny zakladni imunohematologické pojmy, vysvétleny
laboratorni postupy vySetfeni krve darcl a jejich vyznam pro zajisténi bezpecnosti
a kompatibility krevnich transfuzi. Prace se vénuje uréovani krevnich skupin v systémech
ABO a RhD, popisuje vySetieni Rh a Kell fenotypu a detailnéji se zaméfuje na screening
a identifikaci nepravidelnych antierytrocytovych protilatek. Prakticka ¢ast popisuje metodiku
vySetfovani nepravidelnych antierytrocytovych protilatek na Transfuznim oddéleni Fakultni
nemocnice v Hradci Kralové. Je zde uveden zachyt nepravidelnych antierytrocytovych
protilatek u souboru darcti z TO FN HK v letech 2020-2024, v&etné nejCetnéji zastoupenych
protilatek a posouzeni jejich klinického vyznamu. Zjisténa data jsou porovnana se

zahraniénimi studiemi.
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Abstract
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Title of thesis: Immunohematological testing in blood donors

This bachelor’'s thesis focuses on immunohematological testing in blood donors.
Thesis presents immunohematological terms, describes laboratory procedures for
examining donor blood, and explains their importance for ensuring the safety and
compatibility of blood transfusions. The work focuses on the determination of blood groups
in the ABO and RhD systems, describes Rh and Kell phenotype testing, and provides
a detailed focus on the screening and identification of irregular antierythrocyte antibodies.
The practical part describes the methodology of irregular antierythrocyte antibody testing at
the Transfusion Department of the University Hospital in Hradec Kralové. The study
presents the detection of irregular antierythrocyte antibodies among a cohort of blood donors
at the Transfusion Department of the University Hospital in Hradec Kralové between 2020
and 2024. It includes an analysis of the most frequently identified antibodies and an
evaluation of their clinical significance. The findings are subsequently compared with data

from international studies.
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Zkratky

AGH - anti-human globulinum

AIHA — autoimunitni hemolyticka anémie
FN — Fakultni nemocnice

HFA — antigen s vysokou frekvenci vyskytu
HON — hemolytické onemocnéni novorozence
HTR — hemolytické potransfuzni reakce

Ig — imunoglobulin

KS — krevni skupina

LFA — antigen s nizkou frekvenci vyskytu
LISS — roztok o nizké iontové sile

NAT — nepfimy antiglobulinovy test

PAT — pfimy antiglobulinovy test

PCR - polymerazova fetézova reakce

SA — sloupcova aglutinace

TO — Transfuzni oddéleni

TP — transfuzni pfipravek



1 Uvod

Znalost a studium krevnich skupin je nedilnou soucasti moderni mediciny, zejména
v oblasti transfuzniho lékafstvi a imunohematologie. Objev novych antigen na krevnich
bunkach, identifikace klinicky vyznamnych antierytrocytovych protilatek, rozvoj

a automatizace vySetfovacich metod pfispivaji ke snizeni rizika potransfuznich komplikaci.

Teoreticka ¢ast se vénuje zakladnim pojmim imunohematologie, pfehledu hlavnich
krevnich skupinovych systému, principm metod a imunohematologickym vySetfenim, ktera
se provadeéji u darcu krve a krevnich slozek. Screeningové vySetfeni antierytrocytovych
protilatek je dllezité pro pfipadné odhaleni klinicky zavaznych typl protilatek, které mohou
pusobit nezadouci hemolytické reakce jako je zkracené prezivani transfundovanych
erytrocytd. Nepravidelné antierytrocytové protilatky se mohou vyskytovat i u darcu krve,

napf. po téhotenstvi i po podani krevni transfuze.

Cilem praktické ¢&asti je zhodnotit zachyt klinicky vyznamnych nepravidelnych
antierytrocytovych protilatek u souboru darcu krve a krevnich slozek Transfuzniho oddéleni
Fakultni nemocnice Hradec Kraloveé v letech 2020-2024 a ziskané vysledky porovnat s daty

dostupnymi v literature.



2 Teoreticka cast

2.1 Imunohematologie

Imunohematologie studuje vztah imunitniho systému a krve, zalozeny na interakcich
antigenl a protilatek. Imunitni systém dokaze rozeznat cizi antigeny a odstranit je napfiklad
pomoci tvorby protilatek. Prvni poznatky zahrnuji objev aglutinace, déje, pfi kterém Cervené
krvinky jedince reaguiji se séry jinych osob. Tento obor je dulezity pro spravnou diagnostiku,

bezpecné transfuze a prevenci potransfuznich komplikaci [1].

2.1.1 Zakladni imunohematologické pojmy

Antigen

Antigen je soucasti membrany erytrocytu a mize vyvolat imunitni reakci, tzn. tvorbu
protilatky, ktera je produkovana osobou, které dany znak chybi. Protilatka se vaze na
specifické Casti antigenu (epitopy). Nékteré antigeny se mohou vyskytovat i v rozpustné
formé. PIni fadu funkci napf. udrzuji tvar erytrocytd, podili se na transportu latek nebo
regulaci komplementu [2]. VétSina erytrocytovych antigenu patfi mezi endogenni antigeny,
tzn., Ze jejich syntéza probiha v erytrocytech. Z biochemického hlediska se rozeznavaji
proteinové a sacharidové antigeny [3].

Vzhledem k velkému mnozstvi identifikovanych antigenli na erytrocytech byla
Mezinarodni spolenosti pro krevni transfuzi zavedena v 90. letech minulého stoleti
klasifikace, ktera je pravidelné rozSifovana. Do roku 2021 je znamo celkem 378
erytrocytovych antigenut, z toho 345 je zafazeno do 43 krevnich skupinovych systémi
(krevni skupiny), 14 do 5 kolekci a dale se rozliSuji série antigenu s nizkou (LFA) a vysokou

frekvenci vyskytu v populaci (HFA) [2, 3, 4].

Krevni skupinové systémy (krevni skupiny)
Krevni skupiny zahrnuji antigeny, které maji spolec¢né vlastnosti, tzn. znamou

biochemickou strukturu, umisténi na chromozomu a identifikovany gen [3, 4].

Kolekce antigenti
Antigeny, které nesplriuji vSechna kritéria pro zafazeni do krevniho skupinového
systému, jsou fazeny do kolekci. Patfi zde sérologicky nebo geneticky podobné antigeny,

jedna se o pfibuzné antigeny [2].



Série antigent
Antigeny, které nelze zaradit do krevniho skupinového systému ani do kolekce patfi
do sérii. Série LFA zahrnuji antigeny, které se v populaci vyskytuji méné nez v 1 % a HFA

jsou antigeny s vyskytem vy3$sim nez 90 % v populaci [2].

Protilatka

Po kontaktu s cizim antigenem je vyvolana tvorba protilatky. Protilatky
(imunoglobuliny) jsou produkty B lymfocytl a jsou soucasti specifické imunitni odpovédi.
Vyskytuji se ve volné formé (napf. v plazmé, séru, télnich tekutinach) nebo jako receptory
na membranach bunék. Jejich ukolem je neutralizace a eliminace antigent [4, 5].

Zakladem protilatky jsou 4 bilkovinné fetézce, 2 lehké oznaCované jako kappa
alambda a 2 tézké, které jsou navzajem propojeny. Tvar molekuly protilatky pfipomina
pismeno Y, na kterém se rozliSuje Fc fragment (konstantni oblast), ktery pIni efektorovou
funkci a je u vSech protilatek totozny a Fab fragmenty, které jsou specifické a slouzi k vazbé
antigenu [6].

V imunohematologii se nejvice uplatiiuji protilatky tfidy IgM a IgG, popf. IgA. Podle
pri€iny vzniku se antierytrocytové protilatky déli na pfirozené, které se vyskytuji bez
pfedchozi imunizace erytrocytovym antigenem a imunni, které vznikaji nasledkem
imunizace cizorodym erytrocytovym antigenem (napf. po podani inkompatibilniho
transfuzniho pfipravku, béhem téhotenstvi i po transplantaci). Jako pfirozené pravidelné
protilatky se oznaluji protilatky anti-A a anti-B, vS8echny ostatni protilatky jsou
nepravidelné [3, 6].

IgM jsou vétSinou Fazeny mezi chladové protilatky a obvykle se na erytrocyty navazuji
pfi nizkych teplotach (pod 20 °C). Jsou oznaCovany jako kompletni, tzn., umi propoijit dva
erytrocyty pfimo (jsou schopné tzv. pfimé aglutinace). Mezi zastupce patfi napf. protilatky
ABO nebo protilatky Lewis systému [3, 4].

Protilatky tfidy 1gG jsou vétSinou tepelné, optimalné reaguji pfi teploté lidského téla
(37 °C) a jsou vzdy klinicky vyznamné. Jedna se o nepravidelné antierytrocytové protilatky,
které se dale rozliSuji na aloprotilatky a autoprotilatky. Aloprotilatky mohou byt pfi€inou
zkraceného prezivani transfundovanych darcovskych erytrocytd. Vzhledem ke své malé
struktufe maji schopnost pfechazet pres placentarni bariéru, navazovat se na fetalni
erytrocyty a pusobit jejich hemolyzu a rozvoj hemolytického onemocnéni novorozence
(HON) [3, 4].
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Mezi Klinicky nejvyznamnéjSi patfi protilatky napf. z Rh, Kell, Kidd nebo Duffy
systému [2, 7]. Jsou oznacovany jako inkompletni, protoZe propojeni dvou erytrocytl
dosahnou az pomoci dodanych faktort (napf. AGH, sérum antiglobulinum humanum, které
obsahuje slozku anti-lgG a/nebo anti-C3d) do reakce (jsou nepfimo aglutinujici).
Autoprotilatky se v téle nemocného vazi na vlastni erytrocyty. Mohou byt chladového
i tepelného typu a jsou klinicky vyznamné (zplUsobuji napf. autoimunitni hemolytickou
anémii — AIHA). U darcu krve, téhotnych Zen i pacientll se provadi screeningové vysetreni

s cilem zachytit a identifikovat klinicky vyznamné nepravidelné aloprotilatky [8, 9].

Aglutinace

Aglutinace (hemaglutinace) je dé&j pfi kterém dochazi ke shlukovani erytrocytl
a probiha ve dvou fazich. Nejdfive dochazi k vazbé protilatky na erytrocyt (tzv. senzibilizaci)
a pokud je protilatka schopna pfeklenout vzdalenost mezi dvéma sousednimi erytrocyty,
dochazi k jejich propojeni a vzniku shluku (vlastni aglutinace). Druhou fazi Ize laboratorné
ovlivnit napf. pouzitim AGH séra, roztoku o nizké iontové sile, nastavenim optimaini teploty

a doby inkubace, upravenim pH, centrifugaci i pouzitim enzymu [3, 4, 10].
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2.2 Krevni skupinové systémy

Historie krevnich skupin je velmi bohata. V roce 1901 rozdélil rakousky lékai Karl
Landstainer krev do tfi skupin (0, A, B). Objevil, Ze ¢lovék mlze mit na erytrocytech antigeny
a v plazmé protilatky v takové kombinaci, aby nedochazelo k jejich vzajemné reakci. Toto
Landsteinerovo pravidlo, je zakladem uréovani krevnich skupin. Dale se tomuto Iékafi ve
spolupraci s A. Wienerem podafilo objasnit vyznam krevniho faktoru Rh (dnes oznaCovany
jako D antigen). V roce 1907 zvefejnil Cesky psychiatr Jan Jansky vyzkum potvrzujici
existenci Ctyf krevnich skupin, dnes oznacovanych jako 0, A, B, a AB, za coz byl Americkou
lékaFskou komisi oznacen jako objevitel typu krevnich skupin. Bohuzel roku 1930 byla za
tento objev udélena Nobelova cena K. Landsteinerovi [11, 12].

a Kell systém [2, 7].

2.2.1 ABO systém

ABO systém je nejvyznamnéjSim krevné skupinovym systémem a nachazi se na
9. chromozomu. Zahrnuje geny A, B a H (0). Alely A a B jsou kodominantni, alela O je
recesivni a prosadi se pouze v homozygotni formé 00. Kazdy jedinec dédi jednu alelu od
otce a jednu alelu od matky. Otec i matka mohou byt homozygoti: A/A, B/B, 0/0 nebo
heterozygoti: A/O, B/0, A/B. Existuje 6 genotypu: AA, A0, BB, BO, AB a 0 a 4 fenotypy: A, B,
AB, 0 [13].

Podle pfitomnosti antigent (aglutinogenli) na povrchu membrany erytrocytd se
rozliSuji Ctyfi zakladni krevni skupiny A, B, AB a 0. Strukturou se jedna o oligosacharidy,
které se vazi na lipidovou nebo proteinovou ¢ast membrany a vytvareji glykolipid nebo
glykoprotein. ABO systém je jediny krevni systém, u kterého jsou v plazmé / séru kazdého
jedince pfitomny pfirozené pravidelné protilatky (aglutininy, anti-A, anti-B) proti antigenu,
ktery se nenachazi na jeho erytrocytech (viz Tabulka 1) [1, 2, 13].

Gen H je zakladem pro vznik H antigenu, ktery se nachazi na membrané vSech
erytrocytd, je koédovan na 19. chromozomu a vznikd navazanim L-fukézy na
tzv. prekurzorovy fetézec. Jedinec s krevni skupinou 0 ma na svych erytrocytech pouze H
antigen a v plazmé anti-A a anti-B protilatky [13, 14].

Antigen A vznikd po navazani N-acetylgalaktosaminu na galaktézu H antigenu.
Jedinci s krevni skupinou A maji na povrchu erytrocytd A antigen a v plazmé anti-B
protilatky [13, 14].
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Antigen B vznika navazanim D-galaktozy ke galaktoze H antigenu. Jedinci s krevni
skupinou B maji na povrchu svych erytrocytd B antigen a v plazmé anti-A protilatky [13, 14].

Jedinci s krevni skupinou AB maji na erytrocytech antigeny A, B i H a v plazmé
nemaji zadné protilatky [13, 14].

V ABO systému se podle mnozstvi antigend na membrané erytrocytu rozliSuji
podskupiny (u fenotypl A i B). Nejcastéjsi jsou podskupiny A a Az a vznikaji aktivitou

transferaz. V praxi se bézné u darcu krve ani u pacientl nevysetiu;ji [3, 13, 15].

Tabulka 1 - Zakladni déleni skupin ABO systému

ABO skupina Antigeny na Protilatky v Genotyp
erytrocytech plazmé

0 zadné anti-A, -Aq, -B, -A, B 0/0

A A (+A1) anti-B A/A a A/O

B B anti-A, A4 B/B a B/0

AB A+B, A B (+A1) zadné A/B

Upraveno podle: Masopust a PisaCka, 2022

2.2.2 Rh systém

Rh systém je vysoce komplexni a polymorfni krevni skupinovy systém. Sklada se
z velkého mnozstvi antigent, které jsou kédovany RHD a RHCE geny. Nejvyznamnéjsi
antigeny D, C, c, E, e jsou velmi imunogenni a mohou zpUsobovat hemolytické potransfuzni
reakce (HTR) ¢i hemolytické onemocnéni novorozencti (HON) [13].
membrané Cervenych krvinek nachazi, jsou oznaCovany jako RhD pozitivni a jedna se
o vétsinu kavkazské populace. Jedinci, ktefi na svych erytrocytech tento antigen nemaji, se
oznacuji jako RhD negativni. V pfipadé podani RhD pozitivhiho transfuzniho pfipravku RhD
negativnimu pfijemci mGze dojit k rozvoji potransfuzni reakce a tvorbé anti-D protilatek.
Podobny problém muze nastat v pfipadé RhD negativni matky nesouci RhD+ plod. Anti-D
protilatky matky mohou prochazet pfes placentu a vazat se na erytrocyty plodu a zpusobovat
jejich pred€asny zanik. V téchto pfipadech by méla byt vSem RhD negativnim Zenam béhem
téhotenstvi preventivné podavana anti-D profylaxe (anti-D protilatka), ktera zni¢i RhD+
erytrocyty plodu, které pronikly do systému matky, dfive, nez zaCne reagovat matcin imunitni
systém [16, 17].

U nékterych osob mize dochazet k mutacim ¢&i rekombinacim RHD genu a vzniku

novych forem D antigenu, napf. slaby D weak (D¥) a variantni D (D") antigen. VySetfovani
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téchto zvlastnich forem ma vyznam u darcl krve / krevnich slozek z divodu spravného
oznaceni vyrobeného erytrocytového transfuzniho pfipravku a u té€hotnych Zen z hlediska
podani anti-D profylaxe [17, 18].

D¥ antigen je na povrchu membrany erytrocytl zastoupeny v redukovaném
mnozstvi, jedna se o kvantitativni zménu. Jedinec s laboratorné potvrzenym D" antigenem
je oznacen jako RhD+ a v pfipadé nutnosti podani transfuze mize dostat RhD pozitivni
transfuzni pfipravek [18, 19].

DY antigen ma zménén jeden ¢&i vice epitopl nebo nékteré epitopy Uplné chybi
a vznika novy protein, jedna se o kvalitativni zménu. Jedinci s laboratorné potvrzenym DY
antigenem musi dostat RhD negativni transfuzni pfipravek v pfipadé nutnosti podani
transfuze, protoze u nich hrozi riziko imunizace po podani RhD pozitivni krve. Jedna-li se
o darce krve s DY antigenem je jeho vyrobeny erytrocytovy transfuzni pfipravek oznacen
jako RhD pozitivni. U téhotnych Zzen s DY antigenem se doporuCuje béhem téhotenstvi
preventivné podat anti-D profylaxi [18, 19].

Rozdily mezi erytrocyty s normalnim D antigenem, s variantou D antigenu (D) a se

slabym antigenem D (DY) znazorriuje Obrazek 1.

Obrazek 1 - Rozdil erytrocytu s RhD/RhDY/RhD"

= D antigen Z= D antigen s chybg&jicim epitopem

D erytrocyt DY erytrocyt DY erytrocyt

Upraveno podle: Obgyn Key, 2017

Antigeny C, c, E, e jsou kddovany RHCE genem a tvofi alelické pary. Nejvice jsou
v kavkazské populaci zastoupeny antigeny e 98 %, ¢ 81 %, C 68 % a nejméné E 29 %.
Ur€eni Rh fenotypu, tzn. antigenti C, c, E, e, C" se provadi u vSech prvodarct z divodu
spravného oznaceni vyrobeného transfuzniho pfipravku [13, 20].
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Protilatky Rh systému se vétdinou vytvareji nasledkem imunizace napf. béhem
téhotenstvi nebo po podani transfuze. Jsou klinicky vyznamné, imunni a mohou pusobit
HTR i HON. VySetfuji se pomoci nepfimého antiglobulinového testu (NAT) nebo
enzymového testu, ve kterém vykazuji zesilenou reakci. Mezi zastupce patfi napf. anti-D,

anti-c &i anti-E, anti-e, anti-C a anti-C¥, hojné zastoupena u ¢eské populace [3].

2.2.3 Kell systéem

Krevni skupinovy systém Kell je po ABO a Rh systému dalSim velmi imunogennim
(Penny), Kp® (Rautenberg), Js? (Sutter), Js® (Mathews). Nejcastéji se v kavkazské populaci
vyskytuje antigen k (s frekvenci 91 %), zatim co antigen K, pouze u 9 %. Z ddvodu vysoké
imunogenicity K antigenu, je dulezité, aby Kell negativni divky a Zeny ve fertiinim véku
dostavaly v pfipadé nutnosti podani transfuze darcovské erytrocyty bez odpovidajiciho
antigenu [14, 21].

Kell protilatky patfi do tfidy IgG, jsou vysoce imunogenni a klinicky vyznamné a mohou
pusobit HON a HTR [14, 21].
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2.3 Imunohematologicka vysSetfeni u darct krve a krevnich
slozek

Zavazna imunohematologicka vysetfeni darcl krve a jejich slozek stanovuje vyhlaska
€. 143/2008 Sb., jedna se o ur&eni krevni skupiny ABO, RhD a screening nepravidelnych
protilatek proti erytrocytim. U kazdého darce plné krve se stanovi Rh fenotyp (C, c, E, e, C%)
a antigen Kell. V pfipadé nalezu Kell pozitivity se vySetiuje antigen Cellano. VySetfeni se
provadéji pfi kazdém odbéru a tvofi soucast kritérii pro propusténi transfuznich pfipravka
pro léCebné pouZiti [3, 22].

K testovani se pouziva vzorek nesrazlivé krve odebrany do zkumavky s protisrazlivym
Cinidlem (EDTA). VysSetfeni probiha v sériich v plné automatickych analyzatorech.
Principem je reakce antigenu a protilatky, tzn. pfima ¢&i nepfima aglutinace. V soucasnosti

jsou nepouzivanéjSimi metodami sloupcova aglutinace (SA) a systém pevné faze [3, 22].

2.3.1 Vysetfeni krevnich skupin ABO a RhD

Ur€eni krevni skupiny zahrnuje stanoveni antigeni (aglutinogend) a antigenu D,
které jsou pFitomny na erytrocytech pomoci monoklonalnich diagnostickych antisér anti-A,
anti-B, anti-AB a anti-D a detekci pfirozenych pravidelnych protilatek (aglutinin() v plazmé
pomoci  diagnostickych  erytrocytt 0, As;, B. Pokud jsou v plazmé
(vySetfované / v diagnostickém antiséru) pfitomny protilatky, dojde k jejich navazani na
erytrocyty (diagnostické / vySetfované), propojeni a viditelnému shlukovani krvinek (pfima
aglutinace). Toto vySetieni je klicové pro spravné oznaCeni a pouziti vyrobeného
transfuzniho pfipravku [3, 23, 24].

U prvodarcu se vySetfeni provadi dvakrat ze dvou nezavislych vzork( a zahrnuje
vySetfeni aglutinogenu i aglutininG, které si musi odpovidat. Prvnim vzorkem je zkumavka
nesrazlivé krve odebrana pfed odbérem a druhym muze byt krev odebrana z pfridatného
vacku odbérové soupravy nebo ze segmentu transfuzniho pfipravku. RhD antigen se
vySetfuje dvakrat pomoci riznych klonu diagnostickych sér anti-D tfidy IgM metodou pfimé
aglutinace. K pfipadnému odhaleni faleSné pozitivnich vysledkl se pouziva Rh kontrolni
sérum, které anti-D protilatku neobsahuje. U vSech prvodarcu s vysledkem RhD negativni
se presetiuje ev. pfitomnost D"V (metodou NAT) pomoci dvou diagnostickych sér anti-D
tfidy 1gG odli$nych klont, ktera detekuji variantu DY. Mozné vysledky jsou znazornény
v Tabulce 2 [3, 23, 24].
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Zeslabené, nejednoznaéné C&i pozitivni reakce s jednim nebo obéma anti-D seéry
znaci pravdépodobnou pritomnost DV". Pokud je to mozné, je vzorek presetfen pomoci PCR
a zjistény typ DY & DY je zapsan k darci do laboratorniho informacéniho systému i na

identifikacni Stitek transfuzniho pfipravku [3, 23].

Tabulka 2 - Stanoveni D"V u novych darct krve

Darce Transfuzni pfipravek
S obéma dg. séry pozitivni D RhD pozitivni
S obéma dg. séry negativni RhD negativni RhD negativni
1 dg. sérum poz. 1 dg. sérum neg. DV RhD pozitivni

Upraveno podle: Masopust a PisaCka, 2022

U opakovanych darcu se provadi ovéfeni KS, tzn. antigend ABO a D antigenu.
Vysledek se kontroluje s pfedchozimi zaznamy v databazi laboratorniho informacéniho
systému [3, 23, 24].

PFi vySetfovani je dulezité pouzivat kontroly (pozitivni a negativni), které napomahaiji
predchazet vydavani nespravnych vysledkd. U manualné provadénych testll jsou
zarazovany v ramci denni kontroly diagnostik nebo pfi zméné Sarze diagnostik. U testd
provadénych na automatickych analyzatorech jsou provadény dle doporuceni vyrobce [23].

Existuji rdzna provedeni pfimé aglutinace. Vlivem rozvoje automatizace se
vySetfovani provadi v sériich na mikrotitraéni desce nebo metodou sloupcové aglutinace
(SA). Zkumavkova metoda se pouziva vyjimecné. Nepfimy antiglobulinovy test (NAT) se

provadi metodou pevné faze Ci SA [3, 24].

Zkumavkovy test

Zkumavkovy test neni jiz v rutinni praxi rutinné pouzivan, ale maze slouzit napf.
k rychlému preSetfeni krevni skupiny. Provadi se ve dvou Ffadach zkumavek (viz Obrazek
2), v pfedni fadé se vySetiuji aglutinogeny na erytrocytech pomoci diagnostickych antisér
av zadni fadé aglutininy v plazmé& pomoci diagnostickych krvinek. Z vySetfovanych
erytrocytd se pfipravi tzv. naplav ve fyziologickém roztoku. Nasleduje centrifugace,
roztfepani sedimentu, odeCet a vyhodnoceni pozitivnich reakci (aglutinaci). Vysledky se

odecitaji makroskopicky okem, hodnoceni reakci se provadi na tzv. kfize [3, 24].
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Obrazek 2 - Zkumavkovy test
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Zdroj: Masopust a Pisacka, 2022

Aglutinace na mikrotitraéni desce

VySetfeni se provadi v jamkach desky (viz Obrazek 3). Pouzivaji se znama
diagnosticka séra, ke kterym se pfikapava naplav krvinek darce (pfipraveny v roztoku
o nizké iontové sile, LISS) a diagnostické krvinky s navazanymi antigeny, které reaguji
s vySetfovanou plazmou. Pozitivni reakce, tzn. vazba antigenu s protilatkou je viditelna jako
terCik na dné jamky a v pfipadé negativni reakce je celd jamka zbarvena homogenné.

Reakce se hodnoti automaticky pomoci ¢te¢ky v pfistroji [3, 24].

Obréazek 3 - Aglutinace na mikrotitracni desticce
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Metoda sloupcové aglutinace

Vyhodou metody sloupcové aglutinace v gelu (viz Obrazek 4) je rychlost,
jednoduchost provedeni a mozZnost automatizace. Testovani se provadi
v mikrozkumavkach, které jsou naplnény gelem a umistény v plastové karté. K vySetfovani
(antigenu, protilatek) Ize zvolit rizné typy gelu (neutraini, s pfedkapanymi diagnostickymi
antiséry). Z vySetfovanych erytrocytll se pfipravuje naplav v roztoku o nizké iontové sile
(LISS), ktery se pipetuje do jednotlivych mikrozkumavek. Pfi vySetfovani aglutininti se do
gelu kape vySetfovana plazma a znamé diagnostické krvinky. Po inkubaci nasleduje
centrifugace. Nenavazané volné erytrocyty prochazi gelem na dno mikrozkumavky a reakce
se oznacuje jako negativni. V pfipadé pozitivni reakce, dochazi k vazbé protilatek s antigeny
krvinek a zachyceni aglutinatu v horni ¢asti &i uvnitf mikrozkumavky. Reakce se hodnoti

semikvantitativné ¢teCkou na tzv. kfize [3, 24].

Obrazek 4 - Sloupcova aglutinace
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Zdroj: Masopust a PisaCka, 2022

2.3.2 Vysetfeni Rh (C, c, E, e, C%) a Kell fenotypu

U prvodarcu se stanoveni fenotypu, tzn. ur€eni antigenu C, c, E, e, C¥ a K na
erytrocytech provadi metodou pfimé aglutinace ze dvou nezavislych vzorkd (popf. muze byt
ovéfeni provedeno pfi dalSim odbéru). Pouzivaji se diagnosticka séra anti-C, anti-c, anti-E,
anti-e, anti-C¥ a anti-K. V pfipadé pozitivniho vysledku antigenu Kije vySetfena
ev. pfitomnost antigenu k. Fenotyp je uveden na S§titku vyrobeného transfuzniho
pripravku [25].
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2.3.3 Screening nepravidelnych protilatek proti erytrocytim

Za nejcitlivéjSi metodu pro zachyceni a identifikaci nepravidelnych antierytrocytovych
protilatek je povazovan NAT. Existuji rGzné moznosti jeho provedeni, v souc¢asné dobé se

nejvice pouziva metoda pevné faze a SA [4].

Nepiimy antiglobulinovy test (NAT)

NAT detekuje klinicky vyznamné nepravidelné antierytrocytové protilatky (IgG) volné
pritomné v séru/ plazmé. K vySetfované plazmé / séru se pfidaji diagnostické erytrocyty, na
které se béhem inkubace (in vitro) vazi pfitomné IgG (a / nebo slozky komplementu),
promytim se odstrani plazmatické bilkoviny a pfida se AGH (polyspecifické), které se pfipoji
na IgG navazané na diagnostickych erytrocytech, vytvofi pfemosténi a umozni pfiblizeni
a aglutinaci erytrocytt [3, 4].

PFi vySetfovani darcu krve / krevnich slozek se pouzivaji panely diagnostickych
erytrocytd ve smési (tzv. poolované). Diagnostické krvinky obsahuji vétSinu klinicky
vyznamnych antigen(l (C, CV, ¢, D, E, e, K, k, Fy?, Fy®, Jk?, Jk°, S, s, M, N, Le?) [3, 24, 26].

Je-li screeningovym vySetieni zachycena protilatka, uréi se jeji specificita pomoci
zakladniho, ev. doplnujiciho identifikacniho panelu diagnostickych erytrocytl. Poté se
provede (pro kontrolu) stanoveni pfislusného skupinového systému na erytrocytech
vySetfovaného vzorku, proti kterému je protilatka namifena. Pokud je u darce krve potvrzen
zachyt Kklinicky vyznamné protilatky, je vyrobeny TP zlikvidovan a darce je trvale vyfazen
z darcovstvi [27, 28].

Zkumavkovy test — NAT (viz Obrazek 5)

Test se v rutinni praxi pouziva vyjimecné. Ve zkumavce reaguje vySetfovana plazma
s diagnostickymi erytrocyty, nasleduje inkubace a centrifugace. Nevyhodou je nutnost
propirani nadbytkem fyziologického roztoku, aby se odstranily nenavazané imunoglobuliny.
K sedimentu erytrocytl se pfida AGH a po centrifugaci a protfepani sedimentu se odecitaji
reakce. Vyhodnoceni se provadi na kfize, pouziva se tzv. master list, ve kterém je uvedeno

sloZeni antigend, které jsou navazany na diagnostickych krvinkach [24, 26].
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Obrazek 5 - Nepfimy antiglobulinovy test — zkumavkova metoda
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Zdroj: Masopust a Pisacka, 2022

Sloupcova aglutinace — NAT (viz Obrazek 6)

K vySetfeni se pouZzivaji diagnostické karty s mikrozkumavkami, které jsou naplnény
gelem s AGH. Do nich se pfikapavaji diagnostické krvinky a vySetfovana plazma. Po
inkubaci nasleduje centrifugace a odecet reakci. Negativni reakce nastane v pfipadé, ze
erytrocyty sedimentuji na dno zkumavky. Pozitivni reakce se projevi zadrZzenim erytrocytu
na povrchu nebo uvniti gelu a znaci pfitomnost nepravidelnych protilatek. Hodnoceni

pozitivnich reakci se provadi na tzv. kfize [24, 26].
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Obrazek 6 - Nepfimy antiglobulinovy test — metoda sloupcové aglutinace
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Upraveno podle: Masopust a PisaCka, 2022

Metoda pevné faze — NAT (viz Obrazek 7)

KvySetfeni se pouzivaji stripy s navazanymi lyofilizovanymi diagnostickymi
erytrocyty. Do jamek stripl se pfida vySetfovana plazma a LISS roztok. Nasleduje inkubace
a promyti. Pozitivni reakce, tzn. vazba protilatky a antigenu, se zviditelni pfidanim
indikatorovych krvinek (s navazanou sekundarni protilatkou anti-lgG). Po centrifugaci je
viditelIné homogenni zbarveni jamky zpusobené zadrzenim indikatorovych krvinek na dné
jamky a tvorbou anti-lgG-IgG komplexu. Negativni reakce je viditelna jako tercik uprostied

jamky, zpUsobeny usazenim indikatorovych krvinek. Hodnoceni reakci probiha ¢teCkou

pristroje [24, 26].

22



Obrazek 7 - Nepfimy antiglobulinovy test —metoda pevna faze
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2.3.4 Dalsi vySetreni

Vysetreni dalSich antigentl krevnich skupinovych systémii

U darcu krve / krevnich slozek KS 0 je vhodné urcit fenotyp i u dalSich antigennich
systému (napf. Duffy, Kidd, Lewis). Typy antigenu jsou poté uvedeny na Stitku vyrobeného
erytrocytového TP. VySetfeni ma vyznam pro zajisténi kompatibility krevnich transfuzi, které
jsou uréeny polytransfundovanym pacientim, u kterych se v plazmé vyskytuji
antierytrocytové protilatky ¢asto ve smési. Typovani dalSich antigent se provadi pomoci

pfimé ¢€i nepfimé aglutinace metodou pevné faze, SA, popf. zkumavkovym testem [3, 25].

Primy antiglobulinovy test (PAT)

Test slouzi k detekci aktivovaného komplementu nebo IgG protilatek, které jsou
navazany pfimo na erytrocytech vySetfované osoby in vivo, tzn. v krevnim fecisti. K naplavu
vySetfovanych erytrocytl se pfida AGH a po centrifugaci se odecitaji reakce. Provedeni je
mozné SA, metodou pevné faze, pfip. zkumavkovym testem (viz Obrazek 8) [3, 29].

Tento test se provadi pfi podezieni na HON, autoimunitni hemolytickou anémii &i
hemolytické potransfuzni reakce. U darcu krve se provadi napf. v pfipadé pozitivniho
vysledku Rh kontroly nebo pokud doSlo k pozitivni reakci v ramci pfedtransfuzniho
vySetfeni. U zdravych osob se mize také vyskytnout PAT pozitivita, vysledek je vétSinou

docasny a nevede k zadnym klinickym problémdm. Pfi€inou je napf. virova infekce &i uzivani
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nékterych Iéku. Darce je z evidence darcovstvi doCasné vyfazen, po urcité dobé je pozvan

na odbér kontrolniho vzorku a presetien [30].

Obrazek 8 - Princip pfimého antiglobulinového testu

A — vazba protilatek na erytrocyty
B — vazba AGH k protilatkdm na
erytrocytech

C — aglutinace erytrocytl

Zdroj: Masopust a PisaCka, 2022

Enzymovy test

Test je vsouCasné dobé pouzivan jako doplnujici vySetfeni, napf. v pfipadé
identifikace smési protilatek nebo pfi vySetfovani protilatek z Rh &i Lewis systému. Enzymy
(bromelin, papain, ficin) stépi kyselinu sialovou z povrchu membrany erytrocytu, dochazi
k odkryti antigenl a protilatky se mohou snadnéji navazat. Test se provadi metodou SA

nebo ve zkumavce [31].

Molekularné genetické metody

V pfipadé diskrepantnich a nejasnych nalezl pfi sérologickém vysSetfeni krevnich
skupin Ize vyuzit molekularné genetické metody (tzv. genotypovani). Principem je PCR, pfi
které dochazi k namnozeni useki DNA pomoci enzymu DNA polymerazy a teplotnich zmén
v cykleru. Genotypovani umoznuje detekovat tzv. SNP (single nucleotid polymorfism)
a funguje na principu porovnavani konkrétni sekvence DNA s referen¢ni sekvenci. Existuje

fada komer&nich souprav (napf. microarray, PCR SSP, rt PCR) [3, 32].
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3 Prakticka cast

Cilem praktické ¢asti prace je zhodnoceni zachytu nepravidelnych antierytrocytovych
protilatek v ramci screeningového vySetfeni u darcu krve a jejich slozek na TO FN HK
v letech 2020-2024.

Dle literarnich dat je vyskyt antierytrocytovych protilatek u darct krve / krevnich slozek
nizky, prevalence se udava od 0,04 % do 0,4 % [37, 38, 39, 40, 41, 42, 43]. Zdravi jedinci
se mohou imunizovat napf. v t€hotenstvi nebo podanou transfuzi. Screeningové vysetfeni
protilatek proti erytrocytim je dulezité z hlediska prevence hemolytickych potransfuznich
reakci.

Ziskana data pochazeji z archivu automatickych analyzatort (Neo Iris, Galielo Neo,
firmy Immucor) a z laboratorniho informacniho systému Imunohematologické laboratofe TO
FN HK.

3.1 Metodika screeningového vySetfeni antierytrocytovych
protilatek

Vysetfovani antierytrocytovych protilatek u darct krve / krevnich slozek se na TO FN
HK provadi ze vzorku plazmy na plné automatizovaném pfistroji, metodou NAT v systému
pevné faze Capture®. V pfipadé pozitivnino nebo neinterpretovatelného vysledku se vzorek
pfeSetfuje manualné pomoci sloupcové aglutinace (SA) na gelovych kartach (diagnosticky
systém DG Gel Coombs, firmy Grifols), metodou NAT. V pfipadé pozitivnhiho vysledku
ziskaného i metodou SA se provede identifikace antierytrocytové protilatky a posouzeni
klinického vyznamu vzhledem k darci krve (zpUsobilost k dalSim odbérdm) i pacientovi
(pouziti vyrobeného TP) [33].

V pfistroji (viz Obrazek 9) probiha vysSetfeni v jamkach stripti Capture® Ready-Screen®,
jejichz dna jsou vyrobcem potazena lyofilizovanymi diagnostickymi (tzv. smésnymi)
erytrocyty. Do jamek je pfidana vySetfovana plazma darce (25 pl) a LISS roztok (50 pl, ktery
souCasné slouzi jako kontrola, protoZze obsahuje barvivo, které po pfidani plazmy méni
barvu z fialové na modrou). LISS je roztok se snizenym obsahem iontd a umoZznuje rychlejsi
vazbu antierytrocytové protilatky na antigen. Nasleduje inkubace (37 °C po dobu 20 min.)
a promyti. Vazba protilatky a antigenu (pozitivni reakce) se zviditelni pfidanim

indikatorovych krvinek (60 pl, s navazanou sekundarni anti-IgG protilatkou), tzn., po
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centrifugaci jsou indikatorové krvinky zadrzeny na dné (homogenni zbarveni jamky)
a vytvareji pevné anti-IgG-lgG komplexy. V opacném pfipadé (negativni reakce) se
indikatorové krvinky usadi uprostied jamky jako viditelny terCik. V kazdé sérii vySetfeni se
nasazuje pozitivni a negativni kontrola (25 ul). Reakce je detekovana ¢teckou pfistroje [33].

V pfipadé pozitivhiho / neinterpretovatelného vysledku ziskaného z analyzatoru je
screening antierytrocytovych protilatek presetfen SA (metodou NAT). VySetfeni se provadi
na gelové karté (DG Gel Coombs) v mikrozkumavkach naplnénych gelem s AGH
(viz Obrazek 10). Do &ty mikrozkumavek se da kapka (50 ul) diagnostickych krvinek
(SeraScan Diana 4) a poté se do vSech mikrozkumavek pipetuje 25 pl vySetfované plazmy,
nasleduje inkubace (15 min. pfi 37 °C), centrifugace dle pokynu vyrobce a odecet aglutinace
pomoci ¢te¢ky DG readeru [34].

Nasleduje urCeni typu antierytrocytové protilatky (identifikace) pouzitim zakladniho,
ev. dopliujiciho identifikaéniho panelu diagnostickych erytrocytd, ktery obsahuje antigeny
krevné  skupinovych systémi v rlznych kombinacich. Reakce probihaji
v 11 mikrozkumavkach gelové karty (DG Gel Coombs), do kterych se pfidava 1 kapka
pfisluSnych diagnostickych erytrocytd a 2 kapky vySetfované plazmy, nasleduje inkubace
(15-20 min. pfi 37 °C), centrifugace a odecCet aglutinace. Pomoci master listu, ktery
obsahuje informaci o antigenech navazanych na diagnostickych krvinkach, se odecte typ
protilatky. Nebo se identifikace provadi na automatickém analyzatoru (metoda pevné faze)
v jamkach dvojstripu Capture Ready-ID® (14 jamek s antigeny, v&etné pozitivni a negativni
kontroly) a vysledek se odecte CteCkou pfistroje a vyhodnoceni typu protilatky se provede
pomoci master listu [34].

Po urceni typu protilatky se pro kontrolu provede urCeni pfislusného skupinového
systému na erytrocytech vySetfovaného vzorku, proti kterému je protilatka namifena [34].

K darci je vlaboratornim informaénim systému zaznamenan typ antierytrocytové
protilatky. Jestlize je protilatka klinicky vyznamna, je darce z darcovstvi trvale vyfazen
avyrobeny TP je zadrZzen a zlikvidovan. V pfipadé zjisténi nespecifickych reakci,
popf. pozitivniho PAT je darce vyfazen doCasné a po urcité dobé je pozvan na odbér

kontrolniho vzorku, a pokud vySetifeni vychazi negativné, je zafazen do darcovstvi zpét [34].
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Obrazek 9 - Automaticky analyzator Neo Iris (f. Immucor)

Zdroj: TO FN HK

Obrazek 10 - Gelova karta (DG Gel Coombs)
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3.2 Vysledky

Vletech 2020-2024 bylo na automatickém  analyzatoru provedeno
98 741 screeningovych vySetfeni nepravidelnych antierytrocytovych protilatek u darcl krve
a jejich slozek. Nejvice se testovalo v roce 2024 (21 387) a nejméné v roce 2020 (14 621),

coz pfehledné zobrazuje Tabulka 3 a Graf 1.

Tabulka 3 - Pocet provedenych screeningovych vysetieni nepravidelnych antierytrocytovych protilatek u darct
krve a krevnich slozek na TO FN HK v letech 2020-2024

Rok Pocet vySetieni
2020 14621
2021 21332
2022 21150
2023 20251
2024 21387
2020-2024 98741

Zdroj: Data z TO FN HK

Graf 1 - Pocet provedenych screeningovych vySetreni nepravidelnych antierytrocytovych protilatek u darct
krve a krevnich slozek
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Z celkového poctu 98 741 provedenych screeningovych vySetfeni u darct krve
a krevnich slozek bylo automatickym analyzatorem zachyceno a metodou SA potvrzeno
pouze 17 Klinicky vyznamnych antierytrocytovych protilatek. Nejvice téchto protilatek bylo
identifikovano v roce 2022, 2024 (celkem 5x) a nejméné v roce 2021 (celkem 1x). PocCet
pozitivnich screeningovych vySetfeni antierytrocytovych protilatek za jednotlivé roky je

uveden v Tabulce 4 a Grafu 2. Prevalence antierytrocytovych protilatek je 0,017 %.

Tabulka 4 - Pocet pozitivnich screeningovych vySetreni antierytrocytovych protilatek u darcti krve na TO FN
HK v letech 2020-2024

Rok Pocet
2020
2021
2022
2023
2024

celkem 1
Zdroj: Data z TO FN HK

N o~ 0=~ N

Graf 2 - Pocet pozitivnich screeningovych vySetieni antierytrocytovych protilatek u darct krve na TO FN HK v
letech 2020-2024
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Antierytrocytové protilatky byly nalezeny u 12 Zen a 5 muza (viz Graf 3) z ¢ehoz
vypliva, Ze se protilatky Castéji vyskytovaly u Zzen. PocCty zachycenych klinicky vyznamnych
antierytrocytovych protilatek u muzi a zen za sledované obdobi (2020-2024) jsou uvedeny
v Tabulce 5 a Grafu 4.

Graf 3 - Pocet zachycenych antierytrocytovych protilatek u muzi a Zen ve sledovaném obdobi (2020-2024)

m Muzi = Zeny

Zdroj: Data z TO FN HK

Tabulka 5 - Pocet zachycenych antierytrocytovych protilatek u muzi a Zen v jednotlivych letech

2020 2021 2022 2023 2024 2020 2021 2022 2023 2024
1 0 2 1 1 1 1 3 3 4

Celkem 5 Celkem 12
Zdroj: Data z TO FN HK
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Graf 4 - Pocet zachycenych antierytrocytovych protilatek u muzt a Zen v jednotlivych letech
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Zdroj: Data z TO FN HK
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Identifikované antierytrocytové protilatky jsou pro pfehlednost rozdéleny do krevnich

skupinovych systému (Rh, Kell a MNSs). Dale je zhodnocen jejich klinicky vyznam, moznost

pouziti vyrobenych TP a posouzena zpUsobilost darct krve / krevnich slozek k dalSim

odbérdm. Viz Tabulka 6 a Graf 5.

Tabulka 6 - Cetnost zachycenych antierytrocytovych protilatek u dércti krve

Zachycena antierytrocytova protilatka
anti-D
anti-M
anti-E
anti-C
anti-C+D
anti-c
anti-C"
anti-K
Zdroj: Data z TO FN HK
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Cetnost zachytu

6x (2x ve smési anti-C+D)
3x

3x

2x (2x ve smési anti-C+D)
2x

1x

1x

1x



Graf 5 - Cetnost zachycenych antierytrocytovych protilétek u darct krve
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Zdroj: Data z TO FN HK

Rh systém

VétSina protilatek proti antigendm z Rh systému je imunniho typu a vznikaji napf.
v téhotenstvi nebo po podané transfuzi. Jedna se o klinicky vyznamné protilatky, mohou
pusobit hemolytické potransfuzni reakce (HTR) i hemolytické onemocnéni novorozence
(HON), diky své struktufe jsou schopny prochazet placentou. Nej¢astéji jsou tfidy IgG, méné
Casto IgM a vétSinou nevazou komplement. Destrukce erytrocytl témito protilatkami probiha
pusobenim makrofagl ve sleziné a jatrech (extravaskularni hemolyza) [19].

Z celkového poctu identifikovanych protilatek byly protilatky z Rh systému ve
sledovaném souboru zastoupeny nejvice, a to ve 12 pfipadech, z toho u 11 Zen a u 1 muze.

Nejcastéji zachycenou protilatkou celkové i v ramci tohoto systému byla anti-D
protilatka, identifikovana u 5 zen a 1 muze. Anti-D protilatka je povazovana za klinicky
nejvyznamngjsi protilatku Rh systému. V pfipadé podani RhD pozitivnich erytrocytd RhD
negativnimu pfijemci, muze dojit k jeho imunizaci a vytvareni anti-D protilatky. Ve dvou
pfipadech u Zen doSlo k zachytu anti-D protilatky v kombinaci s protilatkou anti-C (anti-C +
anti-D). Tyto protilatky se Casto vyskytuji spolecné. Protilatka anti-C maze pusobit pozdni
hemolytické potransfuzni reakce i HON [3].

Dale byla u 3 Zen identifikovana protilatka anti-E vznikajici imunizaci, napf. po podani
transfuze nebo bé&hem téhotenstvi. Tato protilatka muaze zplsobovat HTR i HON,

v nékterych pfipadech se muze vyskytovat pfirozené po prodélané infekci [3].
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U jedné Zeny byla potvrzena pfitomnost protilatky anti-c, jedna se o druhou klinicky

U jedné Zeny ze sledovaného souboru byla zachycena protilatka anti-C", ktera vznika
imunizaci proti antigenu C%, napf. v disledku téhotenstvi nebo podanim transfuze od darce,
ktery ma tento antigen pfitomny na povrchu erytrocytll. Tato protilatka mize zpusobovat
leh&i formy HON nebo HTR. | kdyz se antigen C¥ nachazi pouze u malé Casti kavkazske
populace, je dle literarnich dat vyskyt této protilatky v Ceské republice asty [3].

Darci s identifikovanou protilatkou z Rh systému byli z darcovstvi trvale vyfazeni

a vSechny vyrobené TP byly na TO FN HK zadrzeny a zlikvidovany.

Kell systém
U jedné Zeny ze sledovaného souboru byla zjisténa protilatka anti-K, ktera je klinicky
velmi vyznamna. Po protilatkach ABO a Rh systému se jedna o nejCastéji se vyskytujici
a nejvice imunogenni protilatku. Obvykle byva tfidy IgG, nevaze komplement a reaguje pfi
teploté téla (37 °C). Protilatky Kell systému mohou byt i tfidy IgM, vyskytujici se jako
autoprotilatky u lidi prodélavajici infekci zplsobenou E. coli, takto vzniklé anti-K protilatky
po uzdraveni jedince mizi. Protilatka anti-K je namifena proti antigenu K, ktery se nachazi
na povrchu erytrocytll u ¢asti kavkazské populace (9 %), vznika napf. po transfuzich nebo
v téhotenstvi a zplUsobuje zavazné HON a HTR. Protilatka ma schopnost prochazet
placentou a nasledné se navazovat na fetalni erytrocyty a zpUsobit jejich hemolyzu i Gtlum
erytropoézy plodu v kostni dfeni. V pfipadé, Ze plod zdédi po otci antigen Kje tfeba
u téhotnych Zen s anti-K protilatkou sledovat dynamiku jejiho titru b&hem celého t&€hotenstvi.
Zenam a divkam ve fertiinim véku (Kell negativni) je nutno podavat Kell negativni (kk)
erytrocytoveé TP [3, 35].
Darkyné s identifikovanou protilatkou anti-Kell byla z darcovstvi vyfazena a vyrobené

TP byly na TO FN HK zadrzeny a zlikvidovany.

MNSs systém

U dvou zen a jednoho muze ze sledovaného souboru byla zjiSténa pfitomnost
protilatky anti-M. Tato protilatka patfi do MNSs systému, ktery je velmi polymorfni. Ve
vétSiné pfipadl se jedna o pfirozené nepravidelné protilatky tfidy IgM chladového typu
(optimalné reaguiji pfi 4—20 °C) nezpusobujici HTR & HON. V nékterych pfipadech je mozny
vyskyt nati-M protilatky jako imunni protilatky tfidy IgG (reaguijici pfi pokojové teploté a pfi
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37 °C), vtéchto pfipadech muze pusobit pozdni hemolytické potransfuzni reakce
i HON [3, 36].
VSichni darci s identifikovanou protilatkou z MNSs systému byli z darcovstvi vyfazeni

a vyrobené TP byly na TO FN HK zadrzeny a zlikvidovany.

Nespecifické reakce
Jako nespecifické reakce se v imunohematologii oznacuji nezadouci nebo faleSné
pozitivni vysledky. Tyto reakce mohou nastat z rliznych duvodu, jako jsou technické
komplikace, nespravna pfiprava vzorku &i pfitomnost nezadoucich bilkovin plazmy, které
mohou ovlivnit testovani. Automaticky analyzator je vyhodnoti jako neinterpretovatelné.
PreSetfenim téchto vzorkd metodou SA je ve vétSiné pfipadu ziskan negativni vysledek
a screening antierytrocytovych protilatek je uzavien jako negativni [3].
Nejvice nespecifickych reakci zaznamenal automaticky analyzator v roce 2024, celkem
74 a nejméné v roce 2020, celkem 18. Pro prehlednost jsou vysledky za jednotliva Iéta

uvedeny v Tabulce 7 a celkové vysledky (muzi a Zeny dohromady) uvedeny v Grafu 6.

Tabulka 7 - Pocéty zachycenych nespecifickych reakci u muzi a Zen v letech 2020-2024

Rok 2020
Muzi Zeny Celkem
13 5 18
Rok 2021
Muzi Zeny Celkem
28 16 44
Rok 2022
Muzi Zeny Celkem
30 14 44
Rok 2023
Muzi Zeny Celkem
26 15 41
Rok 2024
Muzi Zeny Celkem
44 30 74
Rok 2020-2024
Muzi Zeny Celkem
141 80 221

Zdroj: Data z TO FN HK
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Graf 6 - Celkovy pocet zachycenych nespecifickych reakci v jednotlivych letech
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4 Diskuse

Screeningové vySetfeni antierytrocytovych protilatek patfi mezi zakladni
imunohematologicka vySetfeni a provadi se u pacientll v ramci pfedtransfuzniho vySetreni,
u téhotnych zen a darcli krve a krevnich slozek. Cilem je zachytit vSechny klinicky vyznamné
antierytrocytové protilatky, které jsou namifeny proti antigenim na ¢ervenych krvinkach
a mohou zpusobovat zavazné reakce po podani transfuznich pfipravku [3].

Na Transfuznim oddéleni FN HK bylo u darcl krve v letech 2020-2024 provedeno
celkem 98 741 screeningovych vySetieni antierytrocytovych protilatek. Nejvice se testovalo
v roce 2024 (21 387) a nejméné v roce 2020 (14 621). Nizky pocet provedenych vysetfeni
v roce 2020 byl pravdépodobné zpusoben mensim poctem darct z divodu probihajici
covidové pandemie. Jen u 17 darct byly zachyceny klinicky vyznamné nepravidelné
antierytrocytové  protilatky.  VySetfovani  probihalo na plné  automatickém
imunohematologickém analyzatoru na principu NAT metodou pevné faze. K predetieni
a potvrzeni pozitivnich vysledkl byla pouzita metoda sloupcové aglutinace v gelu. Dle
odbornych zahraniénich analyz se prevalence antierytrocytovych protilatek pohybuje mezi
0,04 % - 0,4 % u nadeho souboru je to 0,017 %. Rozdilné hodnoty prevalence protilatek
proti erytrocytim u darci krve mohou byt zpusobeny rozdilnou predchozi imunizaci
(téhotenstvi, transfuze), genetickymi rozdily v populaci, zpisobem testovani a citlivosti
pouzitych metod, vékem &i pohlavim darct [37, 38, 39, 40, 41, 42, 43].

Ve sledovaném souboru byly nej¢astéji zachyceny a identifikovany protilatky z Rh
systému, které mohou byt klinicky velmi zavazné. Hlavni pficinou vzniku téchto protilatek je
pravdépodobné aloimunizace RhD negativhich zen béhem té&hotenstvi ¢i podani RhD
pozitivnich transfuznich pfipravkd RhD negativnim jedincim [3, 19]. | v naSem souboru byl
potvrzen vyS8i zachyt antierytrocytovych protilatek u Zen, coz se shoduje s daty vétSiny
publikovanych zahrani¢nich studii [37, 38, 39, 40, 41, 42, 43]. Celkem 6x byla na TO FN HK
identifikovana protilatka anti-D (5x u Zzen). Tato protilatka je klinicky nejvyznamnéjsi
protilatkou z Rh systému a muze pusobit HON i HTR [19]. Zavedeni anti-D profylaxe do
klinické praxe vede ke sniZeni po¢tu imunizovanych Zen. Nicméné k tvorbé protilatek béhem
téhotenstvi muze dochazet i z didvodu imunizace matky jinymi erytrocytovymi antigeny.
Vysoky zachyt anti-D protilatky popisuji i zahraniéni studie [37, 40, 43].

Dale byla ve sledovaném souboru darcli zachycena protilatka anti-C (2x ve smési anti-
C+D), ktera mlze pusobit pozdni HTR i HON [3]. Vyskyt této protilatky potvrzuje i zahrani¢ni

studie provedena v Indii [41]. Celkem u tfi Zen byla potvrzena pfitomnost protilatky anti-E.
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Tato protilatka vznika nejCastéji imunizaci, napf. po podani transfuze nebo bé&hem
téhotenstvi a mize pusobit HTR i HON. V nékterych pfipadech se mize vyskytovat
pfirozené po prodélané infekci [3]. Casty vyskyt této protilatky potvrzuji i zahraniéni studie
[37, 40]. Jedenkrat byla zachycena protilatka anti-c a anti-C". Anti-c protilatka je klinicky
velmi zavazna a mize pusobit tézké formy HON i HTR. Protilatka anti-C" vznika nejCastgji
imunizaci, napf. béhem téhotenstvi nebo podanim transfuze od darce, ktery ma antigen C¥
pfitomny na povrchu membrany erytrocytll. Dle odbornych studii je vyskyt tohoto antigenu
pouze u malé &asti kavkazské populace (2 %), ale v Ceské republice je zachyt anti-C*
protilatky i pfesto vyznamny. Tato protilatka mize zplsobovat leh¢i formy HON nebo
HTR [3]. Casty zachyt anti-c a anti-C" u darct krve popisuje i zahraniéni studie [37].

U dvou Zen a jednoho muze ze sledovaného souboru byla zjiSténa pfitomnost
protilatky anti-M. Tato protilatka patfi mezi chladové protilatky, které nejsou klinicky
zavazné [3, 36]. Podobny zachyt protilatek z MNSs systému uvadi studie provedené
v Indii [37, 39].

U jedné Zeny ze sledovaného souboru byla zachycena protilatka anti-K. Po
protilatkach z ABO a Rh systému se jedna o nejcastéji se vyskytujici a nejvice imunogenni
protilatku. Obvykle se fadi do tfidy IgG, nevaze komplement, optimalné reaguje pfi teploté
téla a ma schopnost prochazet placentou, navazovat se na fetalni erytrocyty a pasobit utlum
erytropoézy v kostni dfeni. Zpusobuje zavazné HON a HTR [3, 35]. Tato protilatka je
namifena proti antigenu K, ktery se nachazi na povrchu erytrocytd pouze u ¢asti kavkazské
populace (9 %). Kell negativnim Zenam a divkam ve fertilnim véku je proto nutné podavat
Kell negativni erytrocytové TP. Studie z roku 2023 provadéna na uzemi Srbska udava
zachyt této protilatky u darct jako nejcetné&jsi [40].

Automaticky analyzator zachytil pfi screeningovém vysSetfeni darct krve cCetné
nespecifické reakce (celkem 221x). PreSetfenim téchto vzorki metodou sloupcové
aglutinace byly ziskany negativni vysledky. Divodem vyskytu téchto faleSné pozitivnich
reakci, mohou byt reakce bilkovin plazmy s klinicky nevyznamnymi erytrocytovymi antigeny
pfitomnymi na indikatorovych krvinkach ¢i membranach erytrocytl, které jsou pfi vyrobé
imobilizovany na dna stript. | pfes vySe uvedenou skutecnost je Capture-R® metoda
k vySetfovani vhodna a detekuje vSechny klinicky vyznamné protilatky [44].

VSichni darci s identifikovanymi klinicky vyznamnymi protildtkami byli z darcovstvi

vyfazeni a vyrobené TP byly na TO FN HK zadrZeny a zlikvidovany.

37



o> Zaver

Cilem prace bylo zhodnotit zachyt Kklinicky vyznamnych nepravidelnych
antierytrocytovych protilatek u souboru darcu krve a krevnich slozek Transfuzniho oddéleni
Fakultni nemocnice Hradec Kralové v letech 2020-2024. Celkem bylo provedeno 98 741
screeningovych vySetfeni, 17x byla zachycena a identifikovana klinicky vyznamna
antierytrocytova protilatka. Nej¢astéji se vyskytovaly protilatky z Rh systému (anti-D) a vysSi
zachyt byl potvrzen u zen, coz je v souladu s daty zahraniCnich studii. Prevalence
antierytrocytovych protilatek ve sledovaném souboru darct byla 0,017 %, tedy nizsi, nez
uvadi odborné studie, coz mlze byt zpusobeno rozdilnou délkou sledovaného obdobi,

poctem darcl i mnozstvim provedenych screeningovych vysetieni.
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