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Souhrn:

Tato prace se zabyva hodnocenim poctu imunizovanych pacientl v pribéhu sledovaného
obdobi. Zaroven je v praci vysvétlen dopad metodiky prace na pocty zachycenych erytro-
cytarnich aloprotilatek a to zda vybér erytrocytarnich transfuznich pfipravka dle Rh-Kell
fenotypu vybranym pacientiim (Zeny ve fertilnim véku, u pacientd se znamymi nepravidel-
nymi protilatkami, u nemocnych s pfedpokladanou potiebou opakovanych transfuzi) od
roku 2018 ma vliv na ¢etnost vyskytu aloprotilatek v nésledujicich letech. V priibéhu sle-
dovaného obdobi se poéty zachycenych erytrocytarnich aloprotilatek mirné¢ meénily. Dile-
zité je, ze nedochazi k mensimu zachytu v disledku pouzité metodiky v porovnani se za-
catkem sledovaného obdobi. Dle nové zavedeného postupu od roku 2018 mizeme fici, Ze
se da oCekavat zlepSeni, co se tyce poftu imunizovanych pacientil z vybranych skupin v

nasledujicich letech.
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Summary:

This paper deals with the evaluation of the number of immunized patients during the peri-
od under study. It also explains the impact of the methodology of the work on the number
of detected erythrocyte alloprotobodies and whether the selection of erythrocyte transfusi-
on products according to Rh-Kell phenotype for selected patients (women of childbearing
age, patients with known irregular antibodies, patients with the expected need for repeated
transfusions) from 2018 onwards has an impact on the frequency of alloprotobodies in sub-
sequent years. During the sle-dated period, the numbers of erythrocyte allopro- antibodies
detected varied slightly. Importantly, there is no decrease in the number of detections due
to the methodology used compared to the beginning of the reporting period. According to
the newly introduced procedure as of 2018, we can say that an improvement can be expec-
ted in terms of the number of immunized patients from selected groups in the following

years.
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Ugelem mé prace bylo poukézat na dileZitost imunohematologie v souvislosti se
zakladnim ptedtransfuznim vySetfenim. Predstavit nejCastéjsi aloprotilatky proti erytrocy-
tim zachycené na TO FN Plzen a dulezitost vysSetrovani Rh-Kell fenotypu u vybranych
skupin pacientil (Zeny ve fertilnim véku, u pacientli se znamymi nepravidelnymi protilat-
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UvVoD

Tématem mé bakalarské prace je uloha imunohematologie v zékladnim ptedtrans-
fuznim vySetfeni. Imunohematologické vyseteni je nepostradatelnou soucasti predtrans-
fuzniho procesu. V soucasné dobé se bez n¢j hemoterapie neobejde, pokud nejde o stavy
bezprostiedniho ohrozeni Zivota a podédni transfuznich pfipravki z vitalni indikace. Ale i

Vv téchto situacich je nutné ho co nejdiive doplnit.

V praci jsem se teoreticky zabyvala tématy souvisejicimi s imunohematologii a
predtransfuznim vySetfenim. Téma je a bude stale aktualni, imunohematologie v prub&éhu
let neztraci na dualezitosti v souvislosti s hemoterapii. Metody, kterymi se provadi pied-
transfuzni vysetieni prochazi v zavislosti na modernizaci a dalSich okolnostech obménami.
V této praci jsem se zameétila na analyzu konkrétniho obdobi, ve kterém také doslo ke

zméndm metodiky a je dilezité ukazat si, zda jde dana metodika spraévnym smérem.

Cilem prace je zhodnotit ¢etnost vyskytu aloprotilatek proti erytrocytim u trans-
fundovanych pacientli na krevnich skladech Transfuzniho oddéleni Fakultni nemocnice
Vv Plzni. Dale pak zjistit, zda vybér eryrocytarnich transfuznich p¥ipravku dle Rh-Kell feno-
typu pro konkrétni pacienty vedl ke snizeni Cetnosti vyskytu protilatek. Soucasné jsem
ovétovala, zda a jakym zptsobem (pozitivné ¢i negativné) konkrétni metodika ovliviiovala

vysledky.

Ze zptistupnéného souboru dat jsem vyhledavala pocty pozitivnich pacientl na ery-

tocytarni protilatku. Vybrana data jsem déle analyzovala.
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TEORETICKA CAST

1 IMUNOHEMATOLOGIE

1.1 Imunita
Imunita je schopnost organizmu branit se cizorodym latkam, Skodlivym a nebez-

peénym. Imunitu délime na pfirozenou a ziskanou. (1)

Pfirozena imunita — nespecificka, vrozena
Jde o prvni linii obrany, jejiz mechanizmy jsou stejné U€¢inné proti riznym antige-

nim. Rychlost reakce je v fddu minut az hodin. Do nespecifické imunity fadime fyzikalni,
chemické a biologické bariéry (kizi, pohyb fasinek sliznice, nepatogenni fléru zazivaciho
traktu). K humoralni ¢asti patti komplement, cytokiny a interferony. Mezi bunééné slozky

patii fagocytujici a NK buiky. (1)

Ziskana imunita — specificka
U tohoto druhu imunity je reakce pomalejsi, reaguje v pribéhu dni, jde az o druhou

linii obrany organismu. Odpovéd’ se vyviji aZ po kontaktu se specifickym antigenem. Na-
stava tedy v situaci, kdy buniky imunitniho systému obsahuji receptor pro dany antigen. Ma
schopnost imunologické paméti. V tizeni této odpovedi hraji roli rizné signalni molekuly,
lymfokiny, cytokiny ¢i chemokiny. Protilatky neboli imunoglobuliny, produkované B lym-
focyty, patii do humoralni slozky specifické imunity. Zatimco T lymfocyty v perifernich
lymfatickych organech patii do slozky bunééné. T lymfocyty mizeme po diferenciaci jeste

dale rozlisovat na T¢ nebo Tp. (1, 2)

Odpovédi se dale ticastni dendritické bunky a makrofagy (APC), které jsou schopné
Stépit antigeny na peptidy a ve spojeni s molekulami hlavniho histokompatibilniho kom-

plexu je piedkladat T lymfocyttim. (1)

V obrané proti extracelularnim (exogennim) antigenlim se uplatiiuji protilatky, kte-
ré neutralizuji, opsonizuji nebo vedou k aktivaci komplementu a lyze patogend. Proti intra-
celularnim (endogennim) patogentim pusobi buiikami zprostfedkovana cytotoxicka odpo-

véd s ucasti T lymfocytt. (1, 2)
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1.1.1 Antigeny
Imunogen je substance, ktera navodi imunitni odpoveéd’.

Antigen je organicka latka rozpustna v télnich tekutinach nebo se vyskytuje na povrchu
bunék. Na svém povrchu obsahuje antigenni determinanty, které organizmus rozpozna jako

cizi a reaguje na n¢ imunitni odpovédi. Antigeny rozliSujeme na sacharidové a proteinové.

Hapten, jde o malou molekulu, ktera je antigenni, ale nikoli imunogenni, i pfesto po vazbé

na imunogenni nosi¢ muze vést k tvorbé protilatek.
Epitop je ¢ast antigenu a vaze se na néj produkt specifické odpovédi, tedy protilatka.

Imunogenicita je navozeni imunitni odpovédi. Jde o reakci, ktera je zavisla na cizorodosti
patogenni molekuly. Za normélnich okolnosti imunitni systém rozpoznava vlastni a cizi
molekuly a reaguje pouze na ty cizi. Reaguje na jejich velikost, sloZeni, na fyzikdlni formu
daného antigenu a na zpusob odstranéni antigenu z organizmu. Pfi této reakci rozhoduji i

dalsi faktory.

Antigenicita, jde o schopnost antigenu, kdy je antigen schopny specificky vazat protilatky
nebo receptory T lymfocytii. Mzeme fici, Ze vSechny imunogeny jsou antigeny, ale ne ze

vSechny antigeny jsou imunogenni. (1)

1.1.2 Protilatky
Protilatka je specificky protein, vznikd jako odpovéd’ na imunogen a reaguje se

specifickym antigenem. Konkrétné jde o glykoproteiny. Protilatka se na antigen vaze
k jeho specifickému antigennimu epitopu, a to na zaklad¢ vzajemné komplementarity
v mistech oznacovanych jako variabilni domény. Tuto reakci mizeme definovat pojmem
»zamek a kli¢*. Proti jednomu epitopu vznika fada protilatek, s rozdilem, Ze kazda kopiruje
jeho povrch jinak. Protilatky, jinak téz imunoglobuliny, maji i jiné efektorové vlastnosti,
naptiklad mohou vazat komplement a tim uvolnit biologicky aktivni molekuly a vést k 1yze
buiiky. Nebo se ptipojit k jinym buiikdm, které pro né¢ maji receptor a tyto builky nasledné

aktivovat. (1, 2)

Zakladni jednotka imunoglobulinu je tetramer sloZzeny ze dvou identickych lehkych a dvou
identickych tézkych fetézct ve tvaru pismene Y. Lehké i tézké fetézce maji svou variabilni
a konstantni ¢ast a jsou stoceny do kompaktnich globuli, jinak téZ nazyvanych domén. Ty-
to domény jsou slozeny z cca 110 aminokyselin. Sttedova ¢ast je ozna¢ovana jako pantova

a je flexibilni. Na konci V oblasti je hypervariabilni ¢ast, ktera diky spojeni lehkého a t&z-
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kého fetézce vytvaii vazebné misto pro antigen. Jednotlivé protilatky se 1isi slozenim ami-
nokyselin, na aminovych koncich fetézcii. Rlzné varianty protilatek existuji tedy diky va-

riabilité téchto oblasti. (1, 3, 4))

V pantové oblasti Ize imunoglobulin stépit. Pomoci proteolytického Stépeni papainem zis-
kame dva shodné Fab fragmenty dvou lehkych a dvou tézkych fetézcu. Ty obsahuji vazeb-
né misto pro antigen a dale pak fragment Fc, ktery plni efektorovou funkci protilatky a je

tvofeny dvéma tézkymi fetézci. (1, 4)

Protilatky se skladaji ze dvou typa fetézct. Typu L - jde o lehky fetézec a H — jde o tézky
typ tetézce. Ty se pak jest¢ dale deli. Lehky fetézec je bud’'to kappa nebo lambda, ty tézké
se rozliSuji na mi, gamma, delta, alfa a epsilon. Podle téchto aminokyselin v téZkych fetéz-
cich Ize imunoglobuliny rozdélit do péti imunoglobulinovych tfid a to na IgM, IgG, IgD,
IgA a IgE. Dale je mizeme diferencovat na podtiidy IgGy, 19G,, 19Gs, 19G4, 1gA; IGA..
V imunohematologii maji uplatnéni pouze IgG a IgM protilatky. (1, 3, 4)

Co se tyce protilatky IgG, jde o malou molekulu, o rozméru 150 000 Daltont (Dalton je
unifikovana atomova hmotnostni jednotka). Je to inkompletni protilatka, to znamena, Ze
aby propojila erytrocyty, musime reakci ovlivnit. Napiiklad pfidanim AGH nebo sniZenim
povrchového napéti erytrocyti. Klinicky je tato protilatka dilezita, dale pak jako jedina
muze prochazet placentou. Protilatky rozdélujeme na tepelné, chladové a bifazické, podle
teploty, pfi které optimalné reaguji. IgG protilatky jsou tepelné povahy, optimalni teplota

reakce je 37°C, to znamena, ze zpusobuji destrukei erytrocyti pii télesné teploté. (3)

Protilatky IgM maji velkou molekulu, uvadi se velikost 900 000 daltonti. Jde o kompletni
protilatku, propoji tedy dva erytrocyty v solném prostiedi. Az na anti-A a anti-B jde o kli-
nicky méné¢ diilezité protilatky. Obvykle jsou chladové povahy, optimaln¢ reaguji pfi teplo-
té¢ < 20 °C, vyjimecné zpusobuji hemolyzu in vivo (napfiklad v zimé, v akrdlnich ¢astech

koncetin). (3)
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Obrazek 1 Protilatka IgM a IgG

kompletni protilatka (IgM)

‘K ‘ inkompletni protilatka (IgG)

Zdroj: Prakticka imunohematologie — erytrocyty

Protilatky miiZeme dale délit:

a) Piirozené: zde neni Zadny imunizaéni podnét souvisejici s alogennimi erytrocyty. Tvor-
bu ptirozenych protilatek ziejmé zpisobuje vystaveni organismu antigenim prostiedi, bak-

terii nebo vird. (2, 4)

b) Imunni: vznikaji po styku s antigenem, ktery neni pfitomen v organismu daného jedin-
ce. Frekvence tvorby u zdravych darct je velmi nizka, u chronicky transfundovanych paci-

entl (s talasemii, srpkovitou anemii) mize dosahovat az 50 %. (2, 4)
Pokud se organismus s danym antigenem doposud nesetkal, nastava primarni imunizace.

K sekundéarni imunizaci dochéazi, pokud byl organismus danym antigenem imunizovan a
doslo k dalSimu imunizaénimu podnétu tim samym antigenem. Sekundarni odpovéd’ byva

rychla. (2)

Obecné se uvadi vliv nékterych chorob na tvorbu aloprotilatek, a to jak vyssi riziko, tak i
niz8i riziko tvorby aloprotilatek po opakovanych transfuzich. Existuji vSak studie, které
neprokazuji souvislosti mezi tvorbou aloprotilatek a chorobami, misto toho za primarni

faktor tvorby aloprotilatek povazuji genetické predispozice. (2)

c) Pasivné pienesené: prenaseji se podanim imunoglobulinu, darcovské plazmy, lymfocy-

ti z transplantovaného organu nebo hematopoetickych bunék.(2)

Pravidelné protilatky, vyskytuji se ocekavané v lidské plazmé/séru, jsou to protilatky

anti-A a anti-B, nepravidelné jsou vSechny ostatni protilatky. (2)
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Alogenni protilatka (aloprotilatka), piisobi proti antigenu, ktery u daného jedince neni

ptitomen, tedy proti cizimu antigenu. (1, 2)

Autologni protilatka (autoprotilatka), je protilatka, ptisobici proti antigenu, ktery dany

jedinec nese na svych erytrocytech, pusobi proti vlastnimu antigenu. (1, 2)

Afinita protilatky vyjadfuje silu vazby (asociace), mezi urcitym epitopem antigenu a va-

zebnym mistem dané protilatky. (2)

Avidita protilatky uvadi pevnost vazby antigen-protilatka, mezi polyvalentni protilatkou a
polyvalentnim antigenem. Jde tedy o afinitu vSech vazebnych mist protilatek a antigennich

epitopu. (2)

Antiglobulinové sérum = AGH, jsou to sekundarni protilatky, které¢ se vazou na primarni

protilatky nebo na slozku komplementu. (2)

Rozdélujeme je na: a) Monospecifické - podle toho, proti cemu jsou namifené, je dale dé-

lime na anti-1gG, anti-C3d, anti-IgA, anti-lgM, anti-C3c. (2)
b) Polyspecifické - sérum obsahuje anti-1gG a anti-C3d. (2)

1.1.3 Reakce antigenu s protilatkou
Jde o chemickou reakci malého mista glykoproteinové molekuly protilatky, tedy

paratopu (oblast variabilni ¢asti protilatky) s vazebnymi misty (epitopy) na povrchu mem-
brany erytrocytu. K piipojeni dochazi pomoci nekovalentnich vazeb, které jsou slabé, fun-
guji jen na malou vzdalenost a jsou reverzibilni. Pro pevné spojeni je nutné velké mnoZstvi

vazeb a vysoka vzajemna komplementarita antigenu a protilatky. (1)
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Obrazek 2 Reakce antigen-protildatka

@ .

+/}%%= SN

=Ny
erytrocyty s antigenem protilatky proti - vazba protilatek na erytrocyty
(modra barva) »modrému” antigenu - aglutinace erytrocyti

- eventualné aktivace komplementu

Zdroj: Prakticka imunohematologie - erytrocyty

Specifi¢nost reakce je vlastnost protilatky reagovat jen s jednim antigenem, kon-

krétn€ jen s jednim epitopem.

Zkiizena reaktivita je naopak schopnost protilatky reagovat s riznymi epitopy,

pokud jsou zkiizené reagujici epitopy podobné antigenu, ktery navodil imunizaci. (1, 2)
Vznik vazby mezi protilatkou a antigenem mohou ovlivnit rizné faktory.
a) Teplota

Idealni teplota, pii které dana protilatka optimalné reaguje s antigenem, urcuje také
jeji klinicky vyznam. Pfevazna vétsina klinicky vyznamnych protilatek reaguje pii 37 °C.
Pokud je vazba mezi antigenem a protilatkou polarni, jde o exotermni reakci a tudiz je sil-
néjsi za niz8ich teplot. V této vazbé¢ se uplatiuji predev§im antigeny sacharidové povahy.
Pokud jde o hydrofobni vazbu antigen-protilatka, reakce je silngj$i pii vysSich teplotach.

Zde se uplatiiuji hlavné proteinové antigeny. (1, 2)
b) pH

Optimalni pH prostiedi je pro rtizné protilatky odlisné, ale vétSina reakci probiha
pii hodnotach pH kolem 7 — za této situace maji protilatky slabé pozitivni ndboj, coz je
vzhledem k negativnimu naboji erytrocytd optimalni. Pfi snizeni pH muize dojit k disociaci
protilatkové vazby, coZ nasledné¢ muize vést k dosazeni falesné negativnich vysledki. Pro
udrzeni optimalniho pH pro reakce se doporucuje provadét testy v prostiedi pufrovaného

fyziologického roztoku. (1, 2)
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C) iontova sila prostiedi

Jak polarni, tak i hydrofobni protilatkové vazby jsou ovliviiovany ionty v reakénim
prostiedi. Typickym diluentem pro reakce je izotonicky fyziologicky roztok. Pokud chce-
me vazeb antigent a protilatek dosahnout rychleji, je moznost pouzit roztok s nizSim obsa-

hem Na+ a Cl- iontt. (1, 2)
d) pomér mnozstvi antigenu a protilatky

Aby se mezi antigeny a protilatkami mohly uplatnit ptitazlivé sily, je zapotiebi co
nejtésnéjsi priblizeni. Silu vazby, tedy miru afinity, lze vyjadfit pomoci rovnovazné kon-
stanty. Vysledek reakce ovlivituje hustota exprese antigenu na membrang, stejné jako kon-
centraci protilatek. Pro ideélni vysledky laboratornich testd je potfebny nadbytek protilatek
nad antigeny. (1, 2)

Fenomén prozony znamend, ze vznika slaba az falesn¢ negativni reakce, dochdzi k
nému pfi extrémnim nadbytku protilatek. Protilatky obsadi vSechny antigeny na jednom
erytrocytu, coz znamend, Ze nezbyva zddny volny antigen, na ktery by se navéazala pfemos-
tujici protilatka. Falesn¢ negativnimu vysledku miizeme zabranit nafedénim vysetfovaného

materialu. (2)

2 UCEL PREDTRANSFUZNIHO VYSETRENI

Cilem pfedtransfuzniho laboratorniho vySetieni je vySetfeni pacientského vzorku
krve a uréeni spravné a bezpecné hemoterapie. Soucasti je vySetieni v oboru imunohemato-
logie, ktera studuje vztah imunitniho systému a krve. Ukolem transfuzniho oddéleni je za-

roven piiprava kvalitnich transfuznich ptipravka. (1, 3)

Transfuzni terapie se neustale vyviji v souladu s trendy moderni transfuzni medici-
ny s cilem maximalizovat bezpe¢nost transfuznich pifipravkl. Imunohematologie propojuje

transfuzni pracoviste s klinickymi oddélenimi. (5)

V ptipadé nespravného urceni hemoterapie nastava problém ze strany protilatek.
Funkci protilatek je obrana vlastniho organismu pied cizimi elementy a jejich odstranéni.

Doposud jsou popsany tii mechanismy, jak protilatky ptsobi pti destrukci erytrocyti:

e aktivace komplementové kaskady, kterd vede jak k intravaskularni tak ex-

travaskularni hemolyze,
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fagocytdza erytrocytii s navazanymi IgG protilatkami, po které nasleduje

extravaskularni hemolyza,

ptimé naruseni stability membrany vazbou protilatek. (2)

Abychom se témto mechanismiim u pacienta vyhnuli, musime dodrzovat pfisna

pravidla. Pfed samotnou transfuzi piedchazeji dulezité kroky, musi dojit ke spravné indi-

kaci transfuze 1ékafem, spravnému vystaveni zadanky o transfuzni ptipravek a spravnému

odbéru vzorku pro predtransfuzni vySetfeni. Musi se tedy dodrzet spravna identifikace pa-

cienta / piijemce, spravny odbér, oznaceni a transport vzorku, uplné a spravné udaje v za-

dance. (6)

Vzorek pacientské krve se z velké vétSiny odebird do zkumavek s EDTA, k vySet-

feni tedy pouzivame nesrazlivou krev, ale 1ze pouzit i krev srdzlivou (zkumavky se Serum

Clot Activator, bez gelu). Odbér se musi vzdy provadét uz do piedem oznacenych (jmé-

nem, piijmenim, rodnym ¢islem, rodnym ¢islem, pfipadné nahradnim identifika¢nim ¢is-

lem pacienta) zkumavek. (6)

Co se tyce zadanky o transfuzni ptipravky (TP), obsahuje:

nazev a identifikacni udaje poskytovatele zdravotnickych sluzeb, tedy zada-

teleo TP

jméno a piijmeni pacienta/piijemce transfuzniho pfipravku a jeho rodné ¢is-
lo nebo nahradni identifikaci (dale naptiklad datum narozeni, pohlavi, ¢islo

pojisténce)
diivod podéani TP nebo diagnézu pacienta

pokud byla vySetfena, tak krevni skupinu (ABO a RhD) a déle informaci o
zjisténych nepravidelnych protilatkach proti erytrocytim

informace o pfedchozich transfuzich, porodech, t€hotenstvi, potransfuznich
reakcich, pfipadném vyskytu imunohematologickych komplikaci v rodiné a

podobné
druh TP, pocet kust, transfuznich jednotek nebo terapeutickych davek

razitko poskytovatele
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e nalé¢havost pozadavku

e pozadavky na dal$i upravu transfuzniho ptipravku

e datum vystaveni

e informace o I¢kafi, ktery TP pozaduje

e druh pozadovaného vysetteni, test kompatibility

e datum a ¢as odbéru vzorku pacienta

¢ identifikacni udaje osoby, ktera vzorek odebrala

e identifikaci zdravotni pojistovny pfijemce transfuzniho ptipravku

Pti pfijmu vzorku a zadanky musi piijimaci pracovnik zkontrolovat Uplnost tidaji a
to jak na zadance, tak na Stitku vzorku, vzhled vzorku a spravnost ¢asovani odbéru vzorku

vzhledem k datu transfuze. Zjisténé nesrovnalosti a zavady je nutné zaznamenavat a hla-

sit. (6)

3 KREVNI SKUPINY

Systém krevnich skupin je charakterizovan jako soubor fenotypt definovanych lid-

skymi protilatkami a vyznacujicich se spole¢nymi vlastnostmi, jako jsou:
e znama biochemicka podstata,
e definovana chromozomalni lokalizace,
¢ identifikovany a sekvenovany gen.

V systému mulZe byt pfitomen jen jeden antigen (P, H a jiné), ale i desitky antigenti

(Rh, MNS). (3)

Genotyp je soubor pfitomnych gent, zatimco fenotyp je soubor morfologickych a

funkénich znakd jedince. (1)

vvvvvv

nogenicity a to na ABO, Rh a pfipadné Kell systém. Timto se predchazi rozvoji reakei pti

transfuzich, transplantacich, komplikacich v t€hotenstvi a novorozeneckém véku. Stanove-
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ni krevnich skupin se d4 vyuzit i v jinych smérech, v soudnim lékatstvi, v ur¢ovani otcov-

stvi a v rodovych studiich. (4)

3.1 Krevni skupinovy systém AB0

Jde o nejvyznamnéjsi systém, oproti ostatnim systémum je charakterizovan jedi-
necnou vlastnosti, a to existenci pfirozenych protilatek proti antigenim, které nejsou na
krvinkach dané osoby. Tyto protilatky vznikaji po narozeni, na zaklad¢ imuniza¢niho pu-
sobeni antigenti zevniho prostfedi. Takto vytvofené protilatky maji ¢asto hemolyticky po-
tencidl a inkompatibilni transfuze mohou zptsobit akutni hemolytické reakce se zavaznym

klinickym prubéhem, ktery mnohdy konci az fatalng. (3)

ABO antigeny jsou oligosacharidy, které jsou soucasti glykoproteind a glykolipidii
vV membrané erytrocyti a jejich rozpustna forma je také obsazena v sekretech. V zakladnim

modulu jsou uvadény 2 antigeny a 4 fenotypy. (1, 3)

Tabulka 1 Zakladni krevni skupiny - ABO antigeny, ABO protildtky

Krevni skupiny ABO antigeny ABO protilatky
A A Anti-B
B B Anti-A

0 zadné Anti-A, anti-B
AB A, B zadné

Prevzato: Prakticka imunohematologie - erytrocyty

3.2 Skupinovy systém Rh

Rh systém je druhym nejvyznamnéj$im systémem, zarovei jde o nejpolymorfné;si
systém s nejveétsi aloimunogenicitou a Castou tvorbou IgG protilatek. Oznaceni Rh bylo
poprvé pouzito v roce 1940 a bylo odvozené na zakladé protilatky ziskané imunizaci krali-
ki a morcat krvinkami opice Macacus rhesus. I pfesto, Ze se pozdé&ji ukéazalo, Ze lidské a
zviteci protilatka maji jisté odliSnosti, zlistalo pro lidskou protilatku vzité oznaceni anti-

Rh. (1, 3)

Pii popisovani Rh antigentli se pouzivaji i kromé ISBT numerické klasifikace dvé
historické nomenklatury, z toho star$i Wieneruv ,,faktorovy* Rh/Hr systém a Fisherav ,,tfi-

genovy“ CDE systém. V soucasné dob& rozezndvame 56 antigenit Rh systému,
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Kk nejvyznamnéjSim a nejznaméj$im patii antigeny D, C, c, E a e. Osoby s exprimovanym
D antigenem se oznacuji jako RhD pozitivni, jedinci s chybéjicim D antigenem jako RhD
negativni. Protilatky proti Rh antigeniim se nevytvari pfirozené, proto vznik protilatek
predpoklada antigenni stimulaci imunitniho systému jedince napiiklad transfuzi nebo t€ho-

tenstvim. (1, 2)

Rh antigeny koduji dva homologni geny RHCE a RHD, ty podléhaji autozomalné
dominantnimu typu dédi¢nosti a jsou umisténé na 1. chromozomu. Normélni D antigen
sestava z vice jak 30 casti, které oznacujeme jako epitopy, s diagnostickymi antiséry dava
silné, jasné pozitivni reakce. Existuji 1 D antigeny, které¢ davaji s diagnostickymi antiséry
slabé nebo diskrepantni reakce. Ty se rozdéluji do dvou kategorii, které se 1i$i poctem anti-
gennich mist na erytrocytu a zménami D epitopt. Jde o slabé D antigeny (D"**) a varianty
antigenu D (D*™™), D"** antigen je kvantitativni varianta antigenu, jde o kompletni antigen, ale
s redukovanym poctem antigennich mist. D' je antigen s kvalitativni zménou, tedy nekompletni
antigen, chybi jeden nebo vice epitopt. Pacienti s variantni formou antigenu D mohou po podani

Rh(D) pozitivnich erytrocytt vytvofit protilatku anti-D. (1)
3.3 Ostatni krevné-skupinové systémy

3.3.1 Skupinovy systém Lewis
Antigeny v tomto systému jsou na membrany erytrocytd adsorbovany z plazmy, tu-

diZ na rozdil od jinych se neméni po transplantaci krvetvornych bunék. Vyskytuji se na
erytrocytech, lymfocytech a trombocytech. Jejich syntéza je tkdnové omezena, se silnou
expresi v tekutindch a respiraCnich, gastrointestinalnich a urogenitalnich tkéanich. Jsou
znamy dva hlavni antigeny tohoto systému, Le® a Le’a Ctyfi potencionalni fenotypy Lewi-
sovych cervenych krvinek, ackoli pouze tfi typy jsou povaZzovany za bézné. Biosyntéza
téchto antigenti zavisi na dalSich spolupracujicich systémech, produktem Lewis genu je
fukosyltransferaza ménici fetézec H-prekurzoru typu 1 za vzniku Le? nebo H fetézce typu
1 za vzniku Le”, kone¢ny Lewis fenotyp spoluzavisi na ucinnosti Se genu. Pfirozené ne-
pravidelné protilatky jsou pomérmné casté, ¢asto u lidi bez antigenniho stimulantu, ptede-

v§im u lidi Le(a-b-) az ve 20 %. (2, 3, 7)

3.3.2 MNS systém
Antigeny MNS systému se vyskytuji pouze u erytrocytové fady a na renalnich en-

dotelovych burikach. Systém MNS je po systému Rh druhym nejvice polymorfnim s cel-
kem 50 antigeny. Zakladni antigeny se nachazeji na glykoforinech A (GPA) nebo B
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(GPB). Antigeny M a N, S a s, patii do skupiny antigent, které je mozné destruovat enzy-
my. Protilatky anti-M a anti-N jsou pfevazné klinicky nevyznamné, podobné jako protilat-
ky proti antigenim Lewis patii k takzvané ptirozenym protilatkam, ale protilatky anti-S, -,

-U mohou zpusobit zavaznou hemolyzu. (1, 2, 8)

3.3.3 P1PK systém
Systém obsahuje 3 antigeny, z toho se antigen P1 vyskytuje pouze na erytrocytech

a antigen pk je kromé erytrocytl i na lymfocytech, trombocytech, dale v plazmé, ledvinach,
plicich, srdci, endotelu, placenté, synovidlnich a malignich buikéach. Pro antigen Pl
(P1PK1) plati, Ze jeho sila se u riznych jedincu lisi, vétSina homozygotl nese silny antigen
P1, vSichni heterozygoti nesou slaby antigen P1. Pfi skladovéni se sila antigenu snizuje,
erytrocyty poté mohou byt falesné P1 negativni. Je-li pfitomen P¥ (P1PK3) antigen, pak
neni pfitomen antigen P, pravidelné je pifi tom pfitomna protilatka anti-P. Ttetim antige-
nem je antigen NOR (P1PK4). V praxi se nejcastéji jedinci déli na P1 pozitivni a P1 nega-
tivni. Protilatky anti-P1 jsou obvykle klinicky nevyznamné, zatimco anti-P se uplatiiuji u
paroxysmalni chladové hemoglobinurie (PCH) jako IgG autoprotilatky nazyvané Do-

nathdv-Landsteinertv bifazicky hemolyzin. (1, 2)

3.3.4 Lutheran systém
Glykoprotein Lutheran je krom¢ nékterych krevnich bunék ptitomen i v placenté,

ve sténach cév traviciho traktu a kize, na epitelovych buiikach ledvin, v jatrech, mozku,
plicich a dalSich tkanich. Do systému spada ptiblizn¢ 27 antigentl, nejznaméjsi jsou vyso-
kofrekventni antigen Lu® a malo asty antigen Lu®. Nejvice Castym fenotypem je tedy
Lu(a-b+). Systém Lutheran neni pfili§ klinicky vyznamny, protilatky sice mohou pusobit
potransfuzni reakce, ale vétSinou pozdni a mirné a kvuli slabé expresi na fetalnich krvin-

kach nejsou spojovany s piipady hemolytického onemocnéni novorozence (HON). (1, 2, 3)

3.3.5 Kell systém a Kx systém
Tyto dva systémy spolu tizce souviseji, Kell antigeny jsou neseny glykoproteinem

CD239, ktery je disulfidickou vazbou spojen s Kx proteinem. Zména jednoho z proteinii
ovlivituje expresi druhého. Kell antigen se vyskytuje na bunikach cervené fady a pravdépo-
dobné i na myeloidnich progenitorovych bunikdch a mozna i na megakaryocytech. Dale
pak na nékterych ostatnich bunikach a tkanich. Ptiblizné 10 % pacienti s K-, ktefi jsou vy-
staveni antigennimu pasobeni, produkuji anti-Kell protilatky jiz po 1 transfuzi erytrocytu,
Kell antigeny jsou tedy po antigenu D nejsiln€j§imi imunogeny. Protilatky proti tomuto

systému, patii ke klinicky vyznamnym protilatkdm, jako prvni byly objeveny pii zavadéni
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nepiimého antiglobulinového testu. Protilatky maji potencial vyskytu tézkych hemolytic-
kych reakcich po transfuzi krve (HTR) a tézkého pribehu hemolytického onemocnéni plo-
du a novorozence (HON). (1, 3, 8)

3.3.6 Duffy systém
Fy* a Fyb se nevyskytuji na trombocytech a leukocytech. Co se tyCe ostatnich bu-

nék, vyskytuji se na endotelovych bunkach, v tlustém stievé, plicich a dalsich. Jejich frek-
vence vyskytu v kavkazské populaci je Fy® 68 % a Fy® 80%. Zatimco asi 70 % Afroameri-
anl a tém&F 100 % Zapadoafricani je Fy(a-b-). Receptory Fy® a Fy® jsou receptory, které
usnadnuji celularni invazi, nékterym typtim plasmodii, coz jsou ptivodci malarie (Plasmo-
dium vivax, Plasmodium knowlesi), proto jsou jedinci s erytrocyty Fy(a-b-) vic¢i nim rezis-
tentni. Protilatky proti antigennimu systému Duffy jsou malo casté, ale maji potencial pl-

sobit HTR a HON. (2, 3, 8)

3.3.7 Kidd systém
Antigeny Jk* a JK° jsou produkty kodominantnich alel, jejichZ frekvence vyskytu je

v kavkazské populaci podobna a to ptiblizné 75 %. Raritni nulovy fenotyp Jk(a-b-), se rela-
tivnd asto vyskytuje v Polynézii. Antigeny Jk® a JKk® se vyskytuji napiiklad na endotelo-
vych buiikach cév zasobujicich ledviny. Protilatky proti systému Kidd nebyvaji casté, ale
jsou nebezpecné, jednak pro obtiznou detekovatelnost a jednak pro velkou hemolytickou
ucinnost. Pro HON nemaji pfili§ velky vyznam, v ptfipad¢ inkompatibility novorozence a
matky, nastava jen vzacné€. Oproti tomu muze dojit k zavaznym az fatdlnim akutnim hemo-

lyzam. (2, 3, 8)

4 TRANSFUZNI PRIPRAVKY
Za transfuzni pfipravky se povazuji lidska krev a jeji slozky zpracované pro podani

Cloveéku za ucelem 1é€eni nebo predchazeni nemoci, pokud nejde o krevni derivaty.

Pro kazdy typ pripravku jsou stanovena piisna pravidla a pozadavky na jeho kvali-
tu. Tyto pozadavky kontrolujeme tak, aby je spliiovalo urcity po¢et nebo procento vyrobe-
nych pfipravkl. Pfi skladovani pfipravkll musime dat pozor predevSim na teplotu, kazdy
ptipravek ma stanovenou teplotu nebo rozmezi teplot, pii kterych je garantovana doba po-
uzitelnosti. Pi1 vydeji kazdého transfuzniho ptipravku musi vyrobce poskytnout piibalovy

letak, ve kterém jsou uvedeny souhrnné informace o pfipravku. (9, 10)
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Pro transfuzi vybirdame a ddvame ptednost podani pifipravku shodnému v ABO a
RhD systému. Podani jinoskupinovych piipravkl je pfipustné za ptedpokladu, ze je dodr-

zena kompatibilita a dojde k upozornéni klinického pracovisté na ABO RhD neshodu. (11)

4.1 Plna krev

Odebrana plna krev se nejcastéji vyuziva jako zdroj pro vyrobu jednotlivych trans-
fuznich ptipravka (erytrocyty, plazma, trombocyty). Pokud je urcena k pouziti pro transfu-
zi, lze ji podavat bez dalsiho zpracovani nebo mize byt deleukotizovana. Pfed samotnou
transfuzi plné krve je nutné provést zkousku kompatibility, pokud nejde o urgentni podani
Vv zivot ohrozujici situaci. RhD negativnim a stejné tak RhD negativnim zenam ve fertilnim
véku a mladym osobam by mély byt prednostné podavany ptipravky od RhD negativnich
darct. Déle musime déat pozor na tvorbu mikroagregati, piti skladovani plné krve, to neplati

pro deleukotizovanou krev. (10)

Plna krev, deleukotizovana je urena pro univerzalni podani, jedna se o pfipravek

s obsahem vyznamného mnozstvi plazmy. (10)

Tabulka 2 ABO kompatibilita pro plnou deleukotizovanou krev

ABO kompatibilita

Prijemce Lze podat transfuzni pripravek
0

0
A, 0

B B, 0"

AB AB, A, B, 0'

Prevzato: STL2022 16, verze 1
pouze v piipads, Ze titr protilatky anti-A a/nebo anti-B < 256 (IgM)

4.2 Erytrocyty

Erytrocytové transfuzni ptipravky lze vyrobit dvéma zplsoby, z odbérti plné krve
centrifugaci, nebo odbérem déarce na separatoru pii erytrocytaferéze nebo multikompo-
nentnim odbéru. Pfipravky by méli mit nizky obsah plazmy, tento poZadavek spliiuji pfi-
pravky z aferézy a ptipravky z plné krve, u nichz byla po centrifugaci odstranéna plazma a
buffy-coat. Pfed podanim transfuze erytrocytl je nutné provést zkousku kompatibility,

pokud se nejedna o podani v zivot ohrozujici situaci. (10, 11)
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Tabulka 3 ABO kompatibilita

ABO kompatibilita

Prijemce Lze podat transfuzni pripravek
0 0

A A0

B B,0

AB AB, A B, 0

Prevzato: STL2022 16, verze 1

Tabulka 4 RhD kompatibilita

RhD kompatibilita

Piijemce Lze podat transfuzni pripravek

RhD pozitivni RhD pozitivni; ptipadné RhD negativni®

D* potvrzeny vysetienim DNA®

RhD negativni RhD negativni ve zvlastnich situacich RhD

I v v v 7 e 3
D" nevysetteno PCR / neuzavieno / séro- | pozitivni
logicky susp. Varianta / varianta urcena

PCR

Nejasny (diskrepantni) vysledek vySetieni
RhD

Prevzato: STL2022 16, verze 1

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

24

2 Jde-li pouze o sérologickou suspekei, potom u Zen ve fertilnim v&ku je bezpetn&jsi pro

transfuzi pouzit RhD negativni erytrocyty.

3V zivot ohrozujicich situacich, nebo pfi kritickém nedostatku zdsob RhD negativnich
ptipravki, lze neimunizovanym (jedinci bez prikazu anti-D) RhD negativnim piijemctim
podat RhD pozitivni erytrocyty. V takovém ptipadé by se mélo provést vySetieni plaz-
my/séra pacienta na pritomnost anti-D (S odstupem 2-4 mésict). V piipadé pozitivniho
prikazu by mél mit pacient tuto informaci v dokumentované formé pro piipadné dalsi
transfuze. Pokud je to mozné, nemél by se tento postup volit u divek a zen ve fertilnim

veku. (10, 11)
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V soucasné dob¢ je k dispozici véts§i mnozstvi erytrocytovych piipravki, z toho dva nejpo-

uzivangjsi jsou erytrocyty bez buffy-coatu resuspendované (EBR) a erytrocyty resuspen-
dované deleukotizované (ERD). (10)

Erytrocyty mohou byt kryokonzervovany S trvanlivosti az 10 let, po rozmrazeni je vSak
jejich trvanlivost nejvySe 14 — 21 dni. Standardni trvanlivost EBR a ERD, které nejsou

kryokonzervovany je 42 dnt po odbéru. (10)

4.3 Trombocyty

Trombocytové transfuzni pripravky by nemély obsahovat viditelnou pifimés erytro-
cytil. Pfi podani trombocytd neni nutné shodu ABO dodrzet, ptipravek se voli i na zaklade
dalsich kritérii. V situaci, kdy je nutné podat jinoskupinové trombocyty nepanuje shoda,
zda uprednostnit kompatibilitu antigend ¢i aglutinin ABO systému. Podame-li trombocyty
neshodné v ABO antigenech s pfijemcem (s ohledem na ABO protilatky u pfijemce) mize
to vést ke zkrdcenému preziti podanych trombocytl. Pokud podame trombocyty v plazmé,
ktera obsahuje protilatky proti ABO antigentim pfijemce, mlze to vést k hemolyze erytro-
cytll pfijemce. Idedlni je podat trombocyty shodné v ABO systému a u RhD negativnich
zen ve fertilnim véku dodrzet i RhD shodu. (10, 11)

Zkouska kompatibility se neprovadi.

Transfuzni ptipravky trombocytil 1ze ziskat dvéma zplsoby, odbérem z plné krve
centrifugaci nebo odbérem darce na separatoru. Nejb&znéji pouzivanymi piipravky trom-
bocytll v transfuzni praxi jsou trombocyty z buffy-coatu smésné a trombocyty z aferézy.
(10)

4.4 Plazma

Plazma stejné¢ jako trombocyty nemé obsahovat viditelnou piimés erytrocyti. U
plazmy se zkouSka kompatibility nevyZaduje. Piesto se v ABO systému dodrzuje ABO
kompatibilita. (11)

33



Tabulka 5 AB0 a RhD slucitelnost u plazmy

ABO slucitelnost RhD sluditelnost
Piijemce Transfuzni piipravek | Neni nutné brat v potaz, lze podavat i
0 0, A, B, AB RhD pozitivni plazmu RhD negativni-
A A, AB mu piijemci
B B, AB
AB AB

Prevzato: STL2022 16, verze 1

Plazma obsahuje v urcitych koncentracich vSechny koagulac¢ni faktory a jejich ptirozené
inhibitory. Proto se plazma da pouzit bud’to pfimo, nebo jako surovina na piipravu produk-

tt vyrabénych pramyslovou frakcionaci. (9, 11)

4.5 Granulocyty

Granulocyty jsou resuspendované v plazmé a naopak od dvou ptedeslych piiprav-
ki, obsahuji vyznamnou pfimés erytrocyti. Pii podani granulocytl se dava ptednost poda-
ni pfipravkt shodnych v ABO a RhD systému. Pied transfuzi granulocyti se vyzaduje test
kompatibility, dale se mize vyzadovat sluCitelnost V HLA systému a to predevSim u

aloimunizovanych pacienti. Granulocytovy koncentrat se ziskava aferézou od jednoho

darce. (4, 11)

4.6 Neonatalni transfuze, intrauterinni (intraumbilikalni) transfuze
(IUT)
Transfuzni ptipravky v tomto piipadé maji byt ABO, RhD shodné nebo kompatibil-
ni s novorozencem, vhodné je zaroven ptihlédnout i1 ke krevni skupiné matky pokud jde o
erytrocytové piipravky. Pfi intrauterinni transfuzi se pouZivaji erytrocytové transfuzni pfi-
pravky krevni skupiny ABO RhD kompatibilni jak s plodem, tak i s matkou. Nastane-li
situace, kdy po ptedchozi IUT doSlo ke zmén¢ krevni skupiny u plodu, pouZziji se ptipravky

skupinové shodné s predchozi IUT. Obvykle se pouzivaji erytrocyty 0 RhD negativni. (11)

5 INDIKACNI KRITERIA A NALEHAVOST PODANI
Podani transfuzniho pfipravku indikuje a objednava jej 1ékat. Podani musi byt vzdy

spravné odiivodnéno. Transfuze je predepsana pouze v piipade, kdy ma jeji podani vyssi

34




pfinos nez jeji riziko. Lékat by mél vzdy jesté zvazit i jiné moznosti 1écby pacienta, s cilem

minimalizovat pottebu transfuze. (9)

5.1 Indikaéni Kritéria hemoterapie

Transfuze je v podstaté jen substitu¢ni 1é¢ba. Chybéni nebo nedostate¢né mnozstvi
dané slozky krve je potfebné doplnit transfuznim ptipravkem s co nejmensi pfimési ostat-
nich slozek krve. O tom zda je transfuze nutna a jaky transfuzni ptipravek je potieba podat

rozhoduji urcité faktory. (9)

5.1.1 PIna krev
Podéni plné krve je indikovano pii akutnim krvaceni se ztratou vice jak 25 % cirku-

lujiciho objemu krve, pfi vyménné transfuzi a operaci s mimotélnim ob&hem. (9)

5.1.2 Erytrocytovy koncentrat
Indikace pro podéni erytrocytového koncentratu je v ptipadeé:

e Pied operaci, a pokud je hladina Hb mensi jak 80 g/l a nebo Ht mensi nez

0,26.

Pti zvazovani podani transfuze erytrocytti se mimo klinicky stav a vysledku labora-

torniho vySetieni hemoglobinu a hematokritu berou v potaz dalsi faktory:

e pficina, doba trvani a hloubka anémie,

doba krvaceni a mnozstvi krevnich ztrat,

kapacita kompenza¢nich mechanismi pacienta,
e pfitomnost chorob zhorSujici kompenzaéni mechanismy,
e posouzeni volemie u akutni krevni ztraty. (9, 10)

5.1.3 Trombocytovy koncentrat
Indikace podani je:

e Pii trombocytopénii, kdy pocet trombocytil klesne pod mnozstvi 50 x 101
s projevy krvaceni, v ramci pfipravy na chirurgicky vykon nebo v poope-

raé¢nim obdobi.

Pted tim nez se rozhodne o podéani trombocytového transfuzniho piipravku, méla
by byt zjiSténa pficina trombocytopenie.
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Zda se rozhodne o podani trombocyti, je velmi individualni. Kromé poctu a funkc-

nosti trombocyti se do Givahy bere:
e velikost krvaceni a

o rizikové faktory zvySujici pravdépodobnost krvaceni (infekce, horecka nad

38 °C. (9, 10)

5.1.4 Cerstva zmrazena plazma
Indikace pfi:

e prodlouzeni trombinového ¢asu o vice jak Ctyii sekundy a aktivovaného

parcidlniho tromboplastinového ¢asu o vice jak deset sekund,

e defektu jednoho koagulacniho faktoru pfi nedostupnosti vhodného koncen-

tratu
e trombotické trombocytopenické purpuie a dalSich. (9)

5.1.5 Transfuzni pfipravky zbavené leukocytu
Podavame pfi:

e prevenci aloimunizace antigeny leukocytu,

e prevenci pienosu CMV infekce (novorozenci, pacienti po transplantaci kr-
vetvorby). (9)

5.1.6 Transfuzni pripravky chudé na leukocyty
Jsou indikovany pfi:

e prevenci nehemolytickych potransfuznich reakci,

e u pacientli bez dokdzanych antileukocytovych protilatek s nejméné dvéma

nehemolytickymi potransfuznimi reakcemi v anamnéze,
e sniZeni rizika aloimunizace antigeny leukocyti. (9)

5.1.7 Ozarené transfuzni pripravky
Podéni ozéateného piipravku je indikovano pfi prevenci reakce St€pu proti hostiteli

— u pacientll s vrozenou, nebo ziskanou imunodeficienci, pfi transfuzi od pokrevnich pfi-

buznych. (9)
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5.2 Stupné naléhavosti pozadavku

5.2.1 Vitalni indikace
V piipad¢ vitalni indikace je transfuzni pfipravek vydan ihned bez provedeni pied-

transfuzniho laboratorniho vysetieni.

a) Neni znama krevni skupina AB0, RhD: vydava se transfuzni ptipravek skupi-

nové€ univerzalni, to znamena
e erytrocyty: 0 RhD negativni, pokud moZno i Kell negativni

0 RhD pozitivni a Kell pozitivni — Vv situaci absolutniho nedo-
statku a pfimého ohrozeni Zivota, je nutno zvazit rizika podani

bez proveden¢ho screeningu protilatek
e plazma: krevni skupiny AB

e trombocyty: mizeme pouzit piipravek jakékoli krevni skupiny, pfednostné

resuspendovany v nahradnim roztoku (6)

b) Znama krevni skupina ABO, RhD: po provedeni ovéteni krevni skupiny se vy-

davaji prednostn¢ stejnoskupinové transfuzni ptipravky

Za danych okolnosti nelze vyloudit vznik akutni potransfuzni hemolytické reakce,

pacientovy protilatky se zjisti az pii standardnim ptedtransfuznim vySetieni!

Standardni predtransfuzni vySetfeni je provedeno bezodkladné, ze vzorku dodané¢ho
hned jak je to mozné. Vzorek krve je nutné odebrat zasadné pred podanim transfuzniho
ptipravku, pokud situace dovoli i jinych nahradnich roztoki. O vysledku vySetteni je na-
sledné informovano klinické pracovisté. Pokud vysledek vySetfeni naznacuje, ze by pied-
bézné vydané ptipravky mohly byt inkompatibilni, bez prodleni se informuje klinické pra-
covisté. Snahou je poté dle moZnosti zastavit transfuzi nevhodnych piipravkl a dosud ne-

podané nahradit vhodnymi. (6)

5.2.2 Statim
V tomto ptipad¢ je transfuzni ptipravek ptipraven k vydani co nejdiive po provede-

ni kompletniho pfedtransfuzniho vySetfeni v zavislosti na typu a dostupnosti transfuzniho
pfipravku a na poctu pozadovaného mnozstvi. Pokud jde o erytrocytové transfuzni pii-

pravky, obvykla doba vydani je do 60 — 90 minut od pfevzeti vzorku. MiZe nastat situace,
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kdy ziskdme komplikovany imunohematologicky ndlez, naptiklad z diivodu kombinace
protilatek. V takové situaci se bud’ transfuze odlozi, nebo se vybere nejméné rizikovy pii-

pravek, to vSe zavisi na dohodé s oSetfujicim 1ékafem a klinické situaci. (6)

5.2.3 Plianovana transfuze
S takovou transfuzi se pocita, transfuzni pfipravek je tedy k dispozici dle data,

eventudln¢é hodiny na Zadance. Miize nastat situace, kdy nelze garantovat pozadovany ter-
min pro zajisténi vhodného pfipravku a to pti komplikovaném imunohematologickém né-
lezu. Déle se na zédkladé domluvy s oSetiujicim 1ékafem a klinické situaci transfuze odlozi,

nebo se vybere nejméngé rizikovy piipravek. (6)

5.2.4 Planovany erytrocytovy transfuzni pripravek do zalohy
V této situaci se neprovadi vlastni test kompatibility. Pouze se provede stanoveni

ABO, RhD a screening antierytrocytovych protilatek pacienta a ptipravi se vhodny erytro-
cytovy transfuzni piipravek. Ve chvili kdy je potieba transfuze, provede se test kompatibi-
lity. Tento postup vSak nemizeme uplatnit u pacientl s prokazanymi nepravidelnymi proti-

latkami, opakované transfundovanych a u novorozenci. (6)

5.2.5 Masivni transfuze
Jedna se o nahradu ztraty minimalné jednoho celého objemu krve pacienta trans-

fuznimi ptipravky (v€etné ndhradnich roztoki) béhem 24 hodin. Jde tedy o podani > 10
T.U. erytrocytii/24 hodin. T. U., je zkratka pro transfuzni jednotku, kazda transfuzni jed-
notka erytrocytl, pfipravena z odbéru plné krve i z aferézy, obsahuje nejméné 40 g hemo-
globinu. Pfi transfuzi 1 T. U. erytrocytl pacientovi se jeho hladina hemoglobinu zvysi o 7-
10 g/l a hematokritu o0 0,03-0,04. Masivni transfuze mtze byt definovana i jako nahrada 50
% krevniho objemu béhem 2-3 hodin, poddnim minimaln€ 4 T.U. erytrocytl béhem 1 ho-
diny, pokracujici krevni ztrata pfesahujici objem 150 ml/min nebo pokracujici krevni ztrata
1,5 ml/kg po dobu delsi nez 20 minut. Masivni transfuze je neodkladna u cca 1-2 % paci-

entt s traumatem a nese s sebou znacna rizika. (6, 10)

6 POTRANSFUZNI REAKCE

Kazdy krevni pfevod, pfedstavuje pro piijemce urcité riziko, které musi byt zvaze-
no ordinujicim lékafem. Potransfuzni reakce je definovéana jako nezadouci ti¢inek podané-
ho transfuzniho pfipravku. Riziko vzniku nékterych potransfuznich reakci Ize v dnesni

dobé minimalizovat, a to naptiklad sprdvnou vyrobni praxi a dale sprdvnym postupem
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Vv klinické casti procesu podani transfuze — podani vzorku, vyplnéni zaddanky, zachazeni
s transfuznim piipravkem na klinickém oddé€leni v¢etné jeho aplikace pacientovi. Dale lze
potransfuzni reakce ovlivnit preventivnim opatfenim (deleukotizace, ozareni), nékteré re-
akce lze ovlivnit jen tim, Ze se s jejich moznym vyskytem pocita a pii jejich objeveni jsou
vc€as zahdjeny vhodné diagnostické a 1é¢ebné postupy. Potransfuzni reakce délime na ¢asné

a pozdni, z klinického hlediska na lehké a t€zké a dale i dle jinych kritérii. (12, 13)

6.1 Klasifikace potransfuznich reakei

Dle priciny:
1. transfuzi pfenosné infekce
2. imunitni komplikace
3. kardiovaskularni a metabolické komplikace
4. neznamé komplikace
Podle ¢asového pribéhu:

a) Akutni nezadouci G¢inky jsou takové, které se vyskytuji nejdéle do 24 hodin po

aplikaci transfuze.

b) Pozdni nezadouci ucinky transfuze se projevuji s odstupem 24 hodin, nékolik

dnt aZ tydnt po transfuzi.
Podle klinického pribéhu:
a) Lehké potransfuzni reakce odezni po zastaveni transfuze a po jednoduché 1é¢bé.

b) Zavainé zptsobuji organové poruchy. Nasledné se vyzaduje monitorovani zi-

votnich funkci, tyto reakce mohou mit za nasledek smrt, poskozuji zdravi nebo omezuji

(10)

6.1.1 Akutni hemolyticka reakce

o 24

Akutni hemolytickd potransfuzni reakce je zpiisobena pfevazné intravaskularni destrukci
cervenych krvinek protilatkami, které tvofi pfijemce po podani transfuze. Nejcastéjsi prici-

nou vzniku je podéani krve neslucitelné v ABO systému, kdy staci 10-15 ml inkompatibilni
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krve k tomu, aby se rozvinula jeji plna symptomatologie. Reakce se nejcastéji projevuje
horeckou, pfipadné se zimnici a tiesavkou, dale pocitem uzkosti, bolesti na hrudniku a
V bederni oblasti, dusnosti, tachykardii a hypotenzi. Tento stav je zivot ohrozujici zejména
z davodu akutniho rendlniho selhdni a rozvoje diseminované intravaskularni koagulaci.
Dulezité je vCasné zastaveni krevniho pfevodu a zahajeni v€asné a spravné 1écby. (5, 14,
15)

6.1.2 Pozdni hemolyticka reakce
V ptipad¢ kdy ma pacient aloprotilatky proti antigenim erytrocytl v transfuznim

ptipravku, vznikd pozdni hemolyticka reakce. Jedna se o sekundarni imunitni odpovéd’
organismu piijemce. K imunizaci pacienta doslo naptiklad pii pfedchazejici transfuzi nebo
v gravidité. Je zde 1 moZnost, Ze reakce mize vzniknout i po prvni transfuzi, kdy se mohou
vytvofit protilatky proti podanym erytrocytim. Nejéastéjsi pfi¢inou vzniku je inkompatibi-
lita ve skupinovych systémech Kell, Kidd, Duffy, ta zpisobi extravaskularni hemolyzu,
jejiz prabéh nebyva zpravidla tak dramaticky jako pii akutni hemolyze. Ptiznakem reakce
je anémie, piipadné zloutenka, horecka, duSnost, hypotenze, tachykardie, bolest zad a dalsi.

Vyskytuji se zpravidla 5-7 dni po transfuzi. (10)

6.1.3 Alergicka reakce
Alergické reakce jsou zpusobeny reakci protilatek piijemce proti plazmatickym

bilkovindm nebo alergeniim, které jsou obsazeny v piipravku. Dochéazi k nim zejména po
podani plazmy nebo trombocytarnich transfuznich ptipravkd. Obvykle se projevuje jako
kopftivka, svédéni az dusnost, edém, cyandza. Vzacnou piic¢inou byva u piijemct kongeni-
talni deficit IgA s pfitomnymi anti-IgA protilatkami. Reakce se projevuje hypotenzi se
ztratou védomi, akutni dusnosti — anafylakticky Sok, kopfivkou, generalizovanym svédé-
nim. (13)

6.1.4 Poskozeni plic zptisobené transfuzi — TRALI (Transfusion Related Acute Lung
Injury)

Obecné jde o akutni, zdvaZznou, Zivot ohrozujici reakci, ktera miiZe nastat po podani
jakéhokoli transfuzniho ptipravku. Reakei zptisobuji specifické anti-HLA nebo antigranu-
locytové protilatky (obvykle u darkyn multipar) nebo biologicky aktivni lipidy pfitomné
Vv plazmé darce, které reaguji s leukocyty piijemce. Ve vzacnych piipadech mohou reago-
vat protilatky v plazmé pfijemce s leukocyty darce. Antileukocytové protilatky pisobi ad-

herenci granulocytu K plicnimu endotelu, nasledkem je uvolnéni proteolytickych enzymi a
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kyslikovych radikalt. Tyto produkty plisobi poSkozeni endotelidlni vystelky dychacich

cest, obstrukci plicni mikrocirkulace a plicni edém. (10, 13)

Reakce se vyskytuje s frekvenci jeden na 5000 transfuzi a mortalita je 15 %. Mezi
priznaky patii horeCka, hypotenze a respiracni selhani s diagnostickymi oboustrannymi
symetrickymi plicnimi infiltraty a hypoxemii bez pfitomnosti srdecniho selhavani. Dale
pak rentgenovy prikaz oboustrannych plicnich infiltrati béhem transfuze nebo do 6 hodin

po ni. (10, 13)

6.1.5 Transfuzi indukovana reakce Stépu proti hostiteli TA-GVHD
Reakce nastava pii uchyceni alogennich imunokompetentnich T-lymfocytt darce,

které proliferuji a reaguji proti piijemci. Jde o velmi vzacny, zadvazny zivot ohrozujici stav,
ktery Casto konci fatdlné. Muze nastat u transplantovanych pacientll, ptijemct piibuzen-
skych transfuzi, popsdna byla i u pacientt Ié€enych purinovymi analogy nebo novorozenct
s kongenitalnim imunodeficitem. Projevuje se horeckami, vyskytem koznich 1ézi, jaterni
dysfunkci, cholestatickou hepatitidou, nauzeou, zvracenim, masivnimi prijmy, pancyto-

penii az aplazii kostni dfen¢ béhem 1-6 tydnii po transfuzi bez jiné pficiny. (10, 14)

6.1.6 Potransfuzni trombocytopenicka purpura
Jde o velmi vzacnou, i kdyz zdvaznou potransfuzni komplikaci, jejiz odhadovany

frekvenéni vyskyt je jeden na 50000 transfuzi. Se stoupajicim podilem deleukotizovanych
ptipravkl v dneSni dobg, jeji vyskyt dale klesa. Pfi¢inou potransfuzni reakce je reakce an-
titrombocytovych protilatek v krvi pfijemce a transfundovanych trombocytt. Jde o sekun-
darni imunitni odpovéd’, s nastupem 7-10 dni po podani trombocytii. Ke klinickym ptizna-
kim dochazi béhem 5-12 dni po transfuzi a jsou jimi krvaceni (purpura) a trombocyto-
penie. (9, 10)

6.1.7 Transfuzi zpusobené obéhové pietizeni — TACO (Transfusion Associated Cir-
culatory Overload
Reakce vznika u velmi rychlych nebo velkoobjemovych transfuzi, které vedou

k akutni hypervolemii. Reakce muze vést az k akutnimu plicnimu edému. Novorozenci,
déti a pacienti starSi 60 let jsou postizeni nejcastéji. Frekvence vyskytu je 1-8 % piijemct
transfuzi. Projevuje se kaslem, duSnosti, cyan6zou, bolesti hlavy, tachykardii, srdecni se-

lhani se rozviji do 12 hodin po aplikaci transfuze. (10)
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6.1.8 Transfuzi prenosné infekce
Podénim krevni transfuze muze byt preneseno kterékoli infek¢ni agens, které se

vV dobé odbéru vyskytovalo v krevnim ob¢hu darce, nebo infekéni agens, jimz byla krev
nejvetsi vyznam maji infekce, které v dobé odbéru nevyvolavaji u darce znatelné piiznaky,
nejsou rozpoznany. Jedna se o pozdni komplikace transfuze a klinicky obraz se nelisi od
klasického obrazu dané infekce. Vyjimkou jsou bakteridlni infekce, které mohou probihat
pod obrazem akutni potransfuzni reakce. Potransfuzni infekce 1ze podle etiologie d¢lit na

bakterialni, virové, parazitarni a prionové. (9)

6.1.9 Febrilni nehemolytické potransfuzni reakce
Patii k nejcastéjSim potransfuznim reakcim. Vyskytuje se u polytransfundovanych

pacientll s antileukocytovymi protilatkami. Protilatky pfijemce (anti-HLA protilatky) rea-
guji s HLA antigeny na povrchu bunéénych membran bunék obsazenych v transfuznim
pripravku. Miize byt zpiisobena i cytokiny, které se uvolnuji z leukocytii ptitomnych v pti-
pravku. Prevenci je deleukotizace piipravkl. Pfiznakem je zvySeni télesné teploty nad
38°C nebo 0 > 1 °C a/nebo tfesavka, zimnice, nauzea ¢i zvraceni béhem transfuze nebo do

4 hodin po transfuzi bez zjevného divodu. (1, 9)
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7 ZAKLADNI PREDTRANSFUZNI VYSETRENI

Zakladni ptedtransfuzni vySetieni, které provadime na zékladé pozadavku klinické-
ho pracovisté na transfuzni ptipravek, zahrnuje vicero vySetfeni: stanoveni ¢i ovéieni krev-
ni skupiny v ABO Rh(D) systému, screening protilatek proti erytrocytim, test kompatibili-
ty, u vybranych skupin pacientll vySetfeni Rh-Kell fenotypu a pfi pozitivité ve screeningu
¢i testu kompatibility i identifikace protilatky proti erytrocytim. K vysetfeni v imunohema-
tologickém analyzatoru ITH-500 na krevnich skladech TO FN Plzen se pouziva nesrazliva
krev (cca 4-6 ml), ziskana odebranim do zkumavky obsahujici protisrazlivou ptisadu ED-
TA. Pfi manudlné provadéném vySetieni lze pouzit i srazlivou krev. Pii predtransfuznim
vySetfeni lze pro screening protilatek a test kompatibility pouzit krevni vzorek do 3 dnti od

jeho odbéru. (6)

Pti pfedtransfuznim vySetieni s pozadavkem na erytrocytarni transfuzni ptipravky
zasadné vzdy z kazdého nového vzorku stanovime ¢i ovéiime krevni skupinu, vySetfime

screening protilatek a provedeme testy kompatibility. (6)

7.1 Stanoveni krevnich skupin systému AB0 Rh(D)

Ucelem je zjistit skupinové krevni vlastnosti ABO systému stanovenim aglutinoge-
nu (antigend A a B) na ¢ervenych krvinkach pomoci diagnostickych sér obsahujici odpovi-
dajici specifické protilatky a stanovenim aglutinind (pfirozenych protilatek anti-A a anti-B)
ve vySetfovaném séru (plazmé€) pomoci znamych (typovych) krvinek. Vysledna skupina

ABO si musi v ptipadé antigent i protilatek odpovidat. (6)

Zaroven stanovujeme Rh(D) antigen na ¢ervenych krvinkach, dvojmo riznymi mo-
noklonalnimi diagnostickymi séry anti-D. Pfi vySetfeni Rh(D) antigenu rozliSujeme 3 ka-

tegorie vysledki:

RhD pozitivni = dochazi k pozitivni reakci se vS§emi pouZitymi diagnostickymi sé-

ry anti-D

RhD negativni = nastdva negativni reakce se vSemi pouzitymi diagnostickymi séry

anti-D

D (slaby antigen D/varianta antigenu D) = na slaby antigen D ¢i variantu antige-
nu D je vhodné myslet naptiklad pfi slabsi reakci vSech pouzitych diagnostickych
sér anti-D nebo pii diskrepantnich reakcich (pozitivni x negativni).
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VysSetfeni antigent a protilatek by mélo byt provedeno u kazdého pacienta starSiho
4 mésict. U déti do 4 mésict véku provadime vySetieni aglutinogenti duplicitné (nemaji
vyvinuté protilatky) pomoci 2 rtiznych diagnostickych sér pro kazdy antigen. Na TO FN
Plzen u déti starSich 4 mésict cca az do 1 roku véku vySetiujeme aglutinogeny duplicitné

pokud stale chybi odpovidajici protilatky. (6, 17)

Pro pacienta vybirdme transfuzni piipravky kompatibilni s jeho krevni skupinou, u
novorozencu s hemolytickym onemocnénim kompatibilni i s krevni skupinou matky. (6,
17)

Zakladni metody:

e sklickova metoda — pouzivd se k orientatnimu stanoveni aglutinogenti
vcetné Rh(D). Slouzi tedy k ovéfeni krevni skupiny vzorku pti zkousSce
kompatibility, je-li skupina jiz znama z databaze, ptipadné doprovazi meto-
du sloupcové aglutinace ¢i metodu zkumavkovou pii prvnim vySetfeni

krevni skupiny.

e sloupcova aglutinace na ID-kartach — pouzivame ji vzdy pfi prvnim vy-
Setfeni krevni skupiny pacienta. Stanovujeme aglutinogeny vcetné Rh(D) a

aglutininy.

e zkumavkova metoda — pokud neni pouzita jind metoda, pouzivame ji pfi
prvnim vySetfeni krevni skupiny pacienta zpravidla v urgentnich situacich
nebo pfi nejasnych nalezech. Stanovujeme aglutinogeny vcetné Rh(D) a

aglutininy.

Principem metody je aglutinacni technika zaloZena na reakci antigen - protilatka.
(17)

7.1.1 VySetieni aglutinogentii a Rh(D) antigenu sklickovou metodou
Radné oznadime podlozni desti¢ky (skla) &islem vySetieni. Na pfedem oznadend

mista na desti¢ce se nakape po jedné kapce diagnostického séra anti-A, anti-B, anti-AB,
anti-D (urcené na sklo) a pfida se po jedné kapce plné krve. Rohem podlozniho sklicka
(otac¢ime, pouzivame na kazdé sérum jiny roh) se jednotlivé kapky peclivé smisi a rozpro-

sttou se do kruhovych ploch o primeéru cca 2 cm. Reakce se nechd 2 minuty pii pokojové
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teploté v klidu probéhnout. Nasledné se s destickou kyvave pohybuje a makroskopicky se

sleduje tvorba shluki — aglutinace. Reakce se hodnoti jako negativni nebo pozitivni. (17)

7.1.2 VySetieni aglutinogenii a Rh(D) antigenu v¢etné aglutinini zkumavkovou me-
todou

Vysetieni aglutinogeni a Rh(D) antigenu

Do ptipravenych a predem popsanych 4 zkumavek se nakape po dvou kapkach dia-
gnostického séra anti-A, anti-B, anti-AB, anti-D (ur¢ené do zkumavky). Pfida se po dvou
kapkéch 3-5% suspenze vysetrovanych krvinek ve fyziologickém roztoku (krvinky se je-
denkrat promyji fyziologickym roztokem). Po protfepani zkumavek tak, aby se kapky smi-
sily, se daji zkumavky centrifugovat na 20 sekund pti 1000 rcf (zaleZi na kalibraci centri-
fugy). Poté se mirnym poklepem zvifi sediment a makroskopicky se hodnoti aglutinace.

V piipadé¢ jemné aglutinace kontrola probiha mikroskopicky. (17)
Vysetieni aglutinini zkumavkovou metodou

Pfipravi se 3 aglutina¢ni zkumavky a oznaci se ¢islem vySetfeni. Po dvou kapkach
se do nich nakape vySetfovana plazma. K plazmé se po dvou kapkéch ptida 3-5% suspenze
znamych krvinek 0, A1 a B. Dle potieby lze pouZit i zndmé typové krvinky A2. Zkumavky
se protiepaji a daji centrifugovat na 20 sekund pii 1000 rcf (zaleZi na kalibraci centrifugy).
Poté se mirnym poklepem zviti sediment a makroskopicky se hodnoti aglutinace. V ptipa-
dé jemné aglutinace kontrola probiha mikroskopicky. Pokud nastane situace, kdy neoceka-
van¢ chybi pozitivni reakce na aglutininy, je nutné vySetieni zopakovat s tim, Ze po protie-
pani nastava inkubace 30 minut pfi + 2 az + 8 °C. AZ poté se provadi centrifugace a ode-

cet.

Krevni skupina se urcuje po porovnani vysledkil vysetieni aglutinogenti a vySetieni

aglutinint. (17)
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Obrdazek 3 VVyhodnoceni zkumavkové metody

Zdroj: Prakticka imunohematologie - erytrocyty

7.1.3 Stanoveni krevnich skupin ABO/RhD metodou sloupcové aglutinace
Lze vySetrovat nesrazlivé vzorky v analyzatoru IH-500 nebo nasledujicim zpiso-

bem z nesrazlivych i srazlivych vzorkti manualné.

Sloupcova/gelova aglutinace umoziuje detekci aglutina¢nich reakci ¢ervenych kr-
vinek. Pokud se na antigeny c¢ervenych krvinek navazi odpovidajici protilatky ptitomné
Vv reagencii nebo vzorku séra ¢i plazmy, dochézi k viditelné aglutinaci. Do pfedem oznace-
né zkumavky ¢islem vysetieni se odsaje plazma (sérum) pacienta. Do dalsi stejn¢ oznacené
zkumavky se odsaje ¢ast krvinek pacienta. Nasledujicim zptisobem se ptipravi 5% suspen-
ze erytrocytll pacienta v ID-Diluentu 2, ktera se pfipravuje stejnym zptisobem i pro vétsinu
ostatnich popsanych stanoveni:

1. Do &isté oznacené zkumavky se napipetuje 0,5 ml ID-Diluentu 2.

2. Nasledné se pfida 25 pl koncentratu erytrocytti nebo 50 pl plné krve, zkumavka

se poté jemn¢ protiepe.

Stanoveni krevni skupiny na karté DiaClon ABO/D + Reverse Grouping (A, B,
DVI-, ctl/A4, B)

1. ID-Karta se oznaci ¢islem vySetteni.
2. Kartu je nutné drzet ve vzpiimené pozici a odstranit aluminiovou folii.
3. Do mikrozkumavky 5 (A1) se napipetuje 50 pl ID-DiaCell A;.

4. Do mikrozkumavky 6 (B) se napipetuje 50 ul ID-DiaCell B.
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5. Do obou mikrozkumavek 5 a 6 se ptida 50 pl plazmy nebo séra pacienta. Déle je

doporuc¢ena inkubace 10 minut pfi laboratorni teploté (+18 az +25 °C).

6. Do mikrozkumavek 1 - 4 (A,B,D,ctl.) se nasledné napipetuje 10 pl nebo 12,5 pl su-

spenze erytrocytll pacienta.
7. ID-Karta se necha 10 minut centrifugovat v ID-Centrifuze.

8. Odectou a zaznamenaji se vysledky. (18)

Stanoveni 2. Rh(D) na karté DiaClo Anti-DVI neg.

1. Mikrozkumavka ID karty se oznadi ¢islem vySetieni.

2. Kartu je potieba drzet ve vzpiimené pozici a odstranit aluminiovou folii z poza-

dovanych mikrozkumavek.

3. Do pftislusné oznacené mikrozkumavky se napipetuje 10 pl nebo 12,5 ul suspen-

ze erytrocytu pacienta.
4. Centrifugace ID-Karty probiha 10 minut v ID-Centrifuze.
5. Odectou a zaznamenaji se vysledky.

Pozitivni vysledek — aglutinované erytrocyty vytvareji na povrchu gelu ¢ervenou

linku nebo jsou v gelu rozptyleny
Negativni reakce — kompaktni sediment erytrocytti na dn¢ zkumavky (18)

Obrazek 4 Hodnoceni sloupcové aglutinace

- + ++ e e+t dp'

Zdroj: Prakticka imunohematologie — erytrocyty

*dvoji populace



Tabulka 6 Hodnoceni reakci ABO krevnich skupin pri stanoveni aglutinogenii

Diagnostikum

Krevni skupina

anti-A anti-B
+++ az ++++ negativni
negativni +++ az ++++ B
+++ az ++++ +++ aZ ++++ AB
negativni negativni 0

Prevzato: SOPV/TO/016/04

V mikrozkumavce ctl musi probihat negativni reakce. Pokud tomu tak neni, pak uréeni

ABO neni platné.
Tabulka 7 Hodnoceni reakci pri stanoveni aglutininit AB
Diagnostikum Krevni skupina
Ay B
+az ++++ negativni B
negativni +az ++++ A
+az ++++ +az ++++ 0
negativni negativni AB

Prevzato: SOPV/TO/016/04

Tabulka 8 Hodnoceni reakci Rh(D)

+++ az ++++ +az ++* negativni

Rh(D) pozitivni Rh(D) slabé pozitivni Rh(D) negativni

Prevzato: SOPV/TO/016/04

* Rh(D) slabé pozitivni by mély byt podrobeny dalSimu vySetfeni, zda se jednd o slabé
Rh(D) nebo parcidlni typy antigenu D pfiméfené tomu, o jaky testovany vzorek se jedna.
Neni-li to mozné, pacienta (¢i t€hotnou) uzavieme jako Rh(D) negativni a podavame
Rh(D) negativni erytrocytarni transfuzni pfipravky. Pouzité anti-D nereaguje s DVI varian-
tami.
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Veskeré diskrepance nalezené pii vySetfeni krevnich skupin je vzdy nutné konzultovat

s Iékafem TO. (18)

7.2 VysSetieni Rh-Kell fenotypu

Vedle antigenu Rh(D) jsou dal§imi vyznamnymi antigeny C, ¢, E, e a Kell jejichz

o324

Odpovidajici antigen pozitivni erytrocyty TP mohou stimulovat produkci protilatek
u osob negativnich na antigen C,c,E,e a Kell. Z tohoto divodu je stanoveni fenotypti Rh-
Kell dtlezité béhem téhotenstvi, u divek a zen ve fertilnim véku (do 50 let), pro pacienty
jiz dfive transfundované, pro pacienty se zndmymi nepravidelnymi protilatkami, u hemato-
logicky nemocnych pacientli s predpokladanou potiebou opakovanych transfuzi (napf.
chronicka lymfatickd leukémie, myelodysplasticky syndrom, pied podanim Daratumuma-

bu (anti-CD 38) pii diagnoze myelom...atd.)

Ptiblizn¢ 9% osob kavkazské rasy je Kell pozitivnich. Antigen Kell je siln¢ imuno-
genni. Je zndmo, Ze protiladtka anti-Kell mlze byt pfi¢inou akutni i pozdni hemolytické

potransfuzni reakce a hemolytického onemocnéni novorozenct.

Lze vySetfovat nesrazlivé vzorky v analyzatoru IH-500 nebo nasledujicim zpiso-

bem z nesrazlivych i srazlivych vzorkti manualné (19)
7.2.1 Stanoveni fenotypii Rh a Kell na ID-Karté DiaClon Rh-Subgroups + K
1. ID-Karta se oznaci ¢islem vySetteni.

2. Kartu je potieba drzet ve vzptimené pozici a odstranit aluminiovou folii ze vSech

mikrozkumavek.

3. Do vSech mikrozkumavek ID-Karty se napipetuje 10 ul nebo 12,5 ul suspenze

erytrocytll pacienta.
4. Centrifugace ID-Karty probiha 10 minut v ID-Centrifuze.
5. Odectou a zaznamenaji se vysledky.

Pozitivni vysledek — aglutinované erytrocyty vytvaieji na povrchu gelu cervenou

linku nebo jsou v gelu rozptyleny

Negativni reakce — kompaktni sediment erytrocytii na dn€¢ zkumavky
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Hodnoceni reakci pri stanoveni fenotypu Rh a Kell:
e pozitivni reakce (+ az ++++) indikuje pfitomnost odpovidajiciho antigenu,

e reakce slabsi nebo rovné 2+ mohou indikovat pfitomnost slabé nebo vari-

antni formy antigenu,
e negativni reakce indikuje nepfitomnost odpovidajiciho antigenu,

e po podani erytrocytarnich TP v poslednich 3 — 4 mésicich, mizeme v mi-

krozkumavce zaznamenat dvoji populaci erytrocytt. (19)

7.3 VySetieni screeningu protilatek proti erytrocytim
Screeningové vySetieni nepravidelnych protilatek ptitomnych v séru (plazmé) paci-

enta proti erytrocytim darce ma zasadni vliv na bezpecnost transfuze.

Screening protilatek je nutné provést metodou detekujici vyznamné protilatky - po-
vinné je pouziti nepfimého antiglobulinového (NAT,AGH) testu a inkubace pii 37 °C.
NAT muze byt doplnén dalSimi typy testli (enzymovy test — papainem ¢i bromelinem oset-
fené diagnostické erytrocyty). Enzymovy test krevni sklady pouzivaji pfi diagnozach tého-
tenstvi, porod, potrat, Sestinedéli, pfi vySetieni potransfuznich reakci, u pacientt s protilat-
kami nebo nespecifickymi nalezy v NAT ¢i enzymovém testu pii zkouskach kompatibility,
u déti do 1 roku v€ku (pokud lékar nerozhodne jinak), pfi pozitivnim screeningu provede-
ném jen v NAT, pfi vySetieni nejasnych imunohematologickych nélezii pro externi zadate-
le. (6, 20)

K detekci protilatek se pouzivaji diagnostické erytrocyty jednotlivych darct skupi-
ny 0, pfevazné v tiikrvinkovych setech. Na zaklad¢ shody ziskané reaktivity séra (plazmy)
se znamymi antigeny (reakce antigenu a protilatky) je mozné detekovat protilatky. Neni-li
screening protilatek ¢i test kompatibility negativni, pak je nutné provést identifikaci proti-

latky. (6, 20)

7.3.1 Screening protilatek nepfimym antiglobulinovym testem (NAT)
NAT je povazovan za referencni techniku v pfipad¢, kdy je ve zkumavkovém pro-

vedeni s pouzitim erytrocytii resuspendovanych v roztoku o nizké iontové sile (LISS-
NAT). Standardni metodou na TO FN PLzen je test sloupcové aglutinace LISS-NAT pii
37 °C.
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Lze vySetfovat nesrazlivé vzorky v analyzatoru IH-500 nebo nésledujicim zptiso-

bem z nesrazlivych i srazlivych vzorkti manualné. (20)

Priprava suspenze erytrocytii pro screening protilatek, identifikaci protilatek

a test kompatibility

Do pfedem oznacené zkumavky ¢islem vySetieni se odsaje plazma (sérum) pacien-
ta. Nasledné se do dalsi oznacené zkumavky odsaje Cast erytrocytil pacienta a na promyva-
ci centrifuze se 1x properou ve fyziologickém roztoku. Do dalsi zkumavky se nadavkuje
0,5 ml ID Diluentu 2 a 5 ul propranych erytrocytii pacienta. Jemnym protfepanim se pii-

pravi suspenze erytrocytu.

Postup screeningu protilatek NAT:

Pouziji se diagnostické erytrocyty ID-DiaCell I-1I-1II ptipravené k piimému pouZi-
ti.

1. Ptislusné mikrozkumavky ID karty LISS/Cooombs se oznaci ¢islem vysetfeni.

2. ID-Kartu je nutné drzet ve vzptimené pozici a z pozadovanych mikrozkumavek

se odstrani aluminiova folie.

3. Do pfislusnych mikrozkumavek se napipetuje 50 pl jednotlivych diagnostickych
erytrocytu.

4.V ptipadé, Ze je ve vySetfeni zahrnuta autokontrola, napipetuje se 50 ul suspenze

vlastnich erytrocyti vzorku do pfislusné mikrozkumavky oznacené jako VL.
5. Nasledné se do kazdé mikrozkumavky pfida 25 ul plazmy/séra pacienta.
6. Inkubace ID-Karty probiha 15 minut pfi 37 °C v inkubatoru.

7. Dale se ID-Karta centrifuguje 10 minut v ID-Centrifuze.

8. Odectou se a zaznamenaji vysledky.

7.3.2 Screening protilatek enzymovym testem s papainizovanymi krvinkami
Enzymovy test (ET), je pouzivan jako dopliikova technika, pouze vzacné je citli-

véjsi nez NAT. Provedeni ET muizZe byt jednostupniové (v reakci erytrocyty + en-
zym/bromelin, papain + sérum/plazma), nebo citlivéj$i dvoustupnové (v reakci pouze en-
zymaticky, papain/ upravené erytrocyty + sérum plazma). Na TO FN Plzeii provadime

citlivéjsi dvoustupnové provedeni.
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Postup enzymového testu:
Pouziji se diagnostické erytrocyty ID-DiaCell I-11-111 P.

1. Piislusné mikrozkumavky ID karty NaCl, Enzyme Test and Cold Agglutinins se
oznaci ¢islem vySetieni.
2. ID-Kartu je nutné drzet ve vzpiimené pozici a z pozadovanych mikrozkumavek

se odstrani aluminiova folie.

3. Do pftislusnych mikrozkumavek se napipetuje 50 ul jednotlivych diagnostickych
erytrocytu.
4. V ptipadé, ze je ve vysetieni zahrnuta autokontrola, napipetuje se 50 ul suspenze

vlastnich erytrocyti vzorku do pfislusné mikrozkumavky oznacené jako VL.

5. Nasledné se do kazdé mikrozkumavky piida 25 ul plazmy/séra pacienta.

6. Do mikrozkumavky ur¢ené pro autokontorolu se napipetuje 25 pl ID-Papainu.
7. Inkubace ID-Karty probiha 15 minut pfi 37 °C v inkubatoru.

8. Dale se ID-Karta centrifuguje 10 minut v ID-Centrifuze.

9. Odectou se a zaznamenaji vysledky.

Z kazdého nového vzorku vzdy provadime screening protilatek v NAT. Enzymo-

vym testem s papainizovanymi krvinkami u vybranych skupin viz kapitola 7.3. (20)

7.4 ldentifikace protilatek proti erytrocytiim

Identifikace protilatek se provadi po vyhodnoceni pozitivnich reakci pfi screeningu
nebo zkouSce kompatibility. Ke stanoveni specifity protilatky je nutné pouzit diagnostické
erytrocyty, které maji vétsi pocet riznych znamych antigennich kombinaci a tim umoznuyji
identifikovat danou protilatku. Kazdé sarzi diagnostickych erytrocytu je pridé€len rozpis
(panel) analyzujici jednotlivé antigeny. Podle shody ziskané reaktivity séra (plazmy) se
znamymi antigeny je mozné identifikovat protilatku. Identifikaci provadime technikou
nepiimého antiglobulinového testu (NAT,AGH) a enzymovou technikou (papainem oSet-

fené diagnostické erytrocyty) a inkubaci pii 37 °C. (16, 20)

Identifikovana protilatka se potvrdi jako aloprotilatka chybénim antigenu na paci-
entovych erytrocytech. Oproti tomu autoprotilatka je namifena proti antigenu, ktery je na

pacientovych erytrocytech ptitomen. Identifikované protilatky hodnotime z hlediska Kli-
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nické vyznamnosti. Klinicky vyznamna protilatka je takova, kterd mize zpusobit zrychle-
nou destrukcei signifikantniho mnozstvi transfundovanych erytrocytli, s danym antigenem.
Provedeni autologni kontroly pfi rutinnim pfedtransfuznim vysSetfeni neni povinné. Stano-
veni protilatek proti erytrocytim se provadi manualné. Mozno provadét z nesrazlivych

(EDTA) i srazlivych vzorku. (16, 20)

Po identifikaci aloprotilatky vybirdme pro pacienta erytrocytdrni TP tak, aby byl
negativni pro dany antigen, proti kterému je protilatka namifena, a mél negativni test kom-
patibility. Totéz plati i v piipadé klinicky vyznamné autoprotilatky (napf. autoanti-e) u
klinicky vyznamné hemolyzy (hemoglobin < 70 g/l, event. laboratorni prikaz hemolyzy
nebo prikaz klinické vyznamnosti ptimého antiglobulinového testu). V ostatnich ptipadech

autoprotilatek podavame erytrocytové pripravky fenotypové shodné s ptijemcem. (16, 20)

7.4.1 Identifikace protilatek NAT
Pouziji se diagnostické erytrocyty ID-DiaPanel pfipravené k piimému pouziti.

1. Dv¢ ID-Karty LISS/Coombs se oznaci ¢islem vySetfeni a napisem PANEL.

2. ID-Kartu je nutné drzet ve vzpiimené pozici a z pozadovanych mikrozkumavek

se odstrani aluminiova folie.

3. Do pfislusnych mikrozkumavek oznacenych 1 -11 se napipetuje 50 pl jednotli-

vych diagnostickych erytrocytt 1 — 11.

4.V ptipadé¢, Ze je ve vySetfeni zahrnuta autokontrola, napipetuje se 50 ul suspenze

vlastnich erytrocytd vzorku do 12 mikrozkumavky oznacené jako VL.

5. Nasledné se do kazdé mikrozkumavky ptida 25 ul plazmy/séra pacienta.
6. Inkubace ID-Karty probiha 15 minut pfi 37 °C v inkubatoru.

7. Dale se ID-Karta centrifuguje 10 minut v ID-Centrifuze.

8. Odectou se a zaznamenaji vysledky.

7.4.2 Identifikace protilitek enzymovym testem s papainizovanymi krvinkami
Pouziji se diagnostické erytrocyty ID-DiaPanel P.

1. Dv¢ ID-karty NaCl, Enzyme Test and Cold Agglutinins se oznaci Cislem vySet-
feni a napisem PANEL.
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2. ID-Kartu je nutné drzet ve vzpiimené pozici a z pozadovanych mikrozkumavek

se odstrani aluminiova folie.

3. Do prislusnych mikrozkumavek oznacenych 1 -11 se napipetuje 50 ul jednotli-

vych diagnostickych erytrocytt 1 — 11.

4. V ptipadé¢, ze je ve vysetieni zahrnuta autokontrola, napipetuje se 50 ul suspenze

vlastnich erytrocyti vzorku do 12 mikrozkumavky oznacené jako VL.

5. Nasledné se do kazdé mikrozkumavky piida 25 ul plazmy/séra pacienta.

6. Do mikrozkumavky ur¢ené pro autokontorolu se napipetuje 25 pl ID-Papainu.
7. Inkubace ID-Karty probiha 15 minut pfi 37 °C v inkubatoru.

8. Dale se ID-Karta centrifuguje 10 minut v ID-Centrifuze.

9. Odectou se a zaznamenaji vysledky. (20)

7.5 Test kompatibility

Cilem testu kompatibility je zjiSténi pfitomnosti ¢i nepfitomnosti nepravidelnych
protilatek v krvi pacienta, které jsou specificky namifené proti antigeniim Cervenych krvi-
nek darce (erytrocytarniho TP). U planovanych ptijemci transfuze je na pracovisti TO FN
Plzen platnost testu kompatibility omezena na 72 hodin od data a ¢asu odbéru vzorku.
V ptipadé, ze dany pacient potiebuje transfuzi po uplynuti této lhtty, je nutno provést test
kompatibility z nového vzorku odebrané krve a na zakladé nové zadanky. Standardné se
test kompatibility provadi metodou s citlivosti odpovidajici LISS-NAT pii 37 °C. Test
kompatibility enzymovym papainovym jednostupiiovym testem se provadi vyjimecné

(napf. u pacientl po podani anti-CD 38).

Lze vySetfovat nesrazlivé vzorky v analyzatoru IH-500 nebo nésledujicim zptiso-

bem z nesrazlivych i srazlivych vzorki manuélné. (16, 20)

7.5.1 Test kompatibility NAT
Zkumavky pro vzorky krevnich konzerv (vybrany dle krevni skupiny pacienta) se

oznaci Cislem vySetfeni, Cislem odbéru krevni konzervy a potfadovym cislem dle poctu
konzerv (1,2,3,4...atd.). Obsah segmentu vybranych krevnich konzerv se vypusti do pie-

dem ptipravenych zkumavek.
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Do dalsi pfedem pfipravené zkumavky se nadavkuje 0,5 ml ID-Diluentu 2 a 5 pl

krvinek dan¢ho segmentu. Jemnym poklepanim na zkumavku se vytvofi suspenze erytro-

cytl, ktera se dale vyuziva k vlastnimu testu kompatibility.

7.5.2

fe TO.

1. Ptislusné mikrozkumavky ID karty LISS/Cooombs se oznaci ¢islem vySetieni.

2. Jednotlivé mikrozkumavky se oznaci poradovym c¢islem konzervy nebo jejich

odbérovym cislem.

3. ID-Kartu je nutné drzet ve vzpiimené pozici a z pozadovanych mikrozkumavek

se odstrani aluminiova folie.

4. Do ptisluSnych mikrozkumavek se napipetuje 50 pl erytrocytii krevni konzervy.
5. Nasledné se do kazd¢ mikrozkumavky ptida 25 pl plazmy/séra pacienta.

6. Inkubace ID-Karty probiha 15 minut pfi 37 °C v inkubatoru.

7. Dale se ID-Karta centrifuguje 10 minut v ID-Centrifuze.

8. Odectou se a zaznamenaji vysledky.

Provedeni testu kompatibility v NAT je povinné, provadime jej vzdy.

Test kompatibility enzymovym papainovym testem (jednostupiiovy test)
Na TO FN Plzen se standardné nepouziva. Provadi se vyjimecné z rozhodnuti 1¢ka-

1. Pfislusné mikrozkumavky ID-karty NaCl, Enzyme Test and Cold Agglutinins se

oznaci Cislem vysetieni.

2. Jednotlivé mikrozkumavky se oznaci pofadovym cislem konzervy nebo jejich

odbérovym ¢islem.

3. ID-Kartu je nutné drzet ve vzpiimené pozici a z pozadovanych mikrozkumavek

se odstrani aluminiova folie.

4. Do pfislusné mikrozkumavky se napipetuje 50 pl suspenze erytrocytl krevni

konzervy.
5. Nasledné se do kazdé mikrozkumavky ptida 25 pl plazmy/séra pacienta.
6. Do kazdé mikrozkumavky se dale napipetuje 25 ul ID-Papainu.

7. Inkubace ID-Karty probiha 15 minut pii 37 °C v inkubatoru.
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8. Dale se ID-Karta centrifuguje 10 minut v ID-Centrifuze.

9. Odectou se a zaznamenaji vysledky.(20)

Zhodnoceni testu kompatibility:
e negativni reakce — kompatibilni
e pozitivni reakce — inkompatibilni (20)

Tabulka 9 Makroskopické zhodnoceni reakci pri screeningu, identifikaci protildtky, testu
kompatibility

Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni Slab¢ pozitivni | Negativni

++++ +++ ++ + +/- -

Prevzato: SOPV/TO/015/04
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PRAKTICKA CAST

8 CIL A UKOLY PRACE

8.1 Hlavni cil

Hlavnim cilem mé bakalaiské prace je zhodnotit ¢etnost vyskytu aloprotilatek proti erytro-
cytim u transfundovanych pacientii na krevnich skladech TO FN Plzen. Zjistit, zda vybér
erytrocytarnich transfuznich pfipravki dle Rh-Kell fenotypu pro konkrétni pacienty vede

ke snizeni Cetnosti vyskytu protilatek.

8.2 Dildi cile

1. Zhodnotit pocty nové nalezenych erytrocytarnich aloprotilatek v obdobi roku 2015-
2022.

2. Zhodnotit pocty jednotlivych nové nalezenych erytrocytarnich aloprotilatek mezi se-
bou.

3. Zjistit, zda se v nalezenych erytrocytarnich aloprotilatkach nachazeji protilatky
s CetnéjSim vyskytem a jak se jejich pocty méni v prubéhu let 2015 - 2022.

4. Zhodnotit zda vybér erytrocytarnich transfuznich piipravkil pro konkrétniho pacienta

dle Rh-Kell fenotypu vede ke snizeni Cetnosti vyskytu aloprotilatek.
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9 VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY

Vyskytl se v prubéhu let 2015 — 2022 néjaky faktor, ktery by ovlivnil poéty pozi-

tivnich vzorkl na erytrocytarni aloprotilatky?
Objevuji se v jednotlivych letech erytrocytarni aloprotilatky s ¢etnéj$im vyskytem?
Me¢ni se mnozstvi pozitivnich vzorkt na danou aloprotilatku v pribéhu let?

Ovliviiuje vybér erytrocytarnich transfuznich piipravka dle Rh-Kell fenotypu pro

konkrétniho pacienta ¢etnost vyskytu aloprotilatek?
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10 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

K dispozici jsem méla pocty vySetfenych vzorkti na obou krevnich skladech Trans-
fuzniho oddéleni ve Fakultni nemocnici v Plzni. Konkrétné Slo o ptfehled provedenych la-
boratornich metod od 1. 1. 2015 do 31. 12. 2022 z krevniho skladu na Lochoting a krevni-
ho skladu na Borech. V piipadé pozitivniho nalezu erytrocytarni aloprotilatky se musi ten-
to nalez vzdy zaznamenat. Dale jsem tedy méla k dispozici seznam nalezenych protilatek

vV obdobi od 1. 1. 2015 do 31. 12. 2022.
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11 METODIKA PRACE

Z dokumentu obsahujiciho pocty provedenych laboratornich metod na krevnich
skladech Transfuzniho odd¢leni ve Fakultni nemocnice v Plzni jsem vyhledala informaci o
celkovém poctu vysetienych vzorkl za jednotlivy rok 2015 — 2022. Za jednotlivy rok jsem
vzdy stanovila pocet negativnich vzorki a pocet pozitivnich vzorkd na erytrocytarni alo-
protilatku. Jednotlivé roky jsem mezi sebou dale porovnala a zhodnotila vysledky. Zaméfi-

la jsem se na okolnosti, které mohly ovlivnit nalez protilatek.

Dale jsem méla k dispozici pocty nalezenych konkrétnich erytrocytarnich aloproti-
latek za jednotlivé roky 2015 — 2022. Pocty nalezenych protilatek jsem mezi sebou porov-
nala a pozorovala ¢etnost jejich vyskytu. U protilatek Rh systému (anti-D, anti-C, anti-c,
anti-E, anti-e) a systému Kell jsem provedla porovnani ¢etnosti vyskytu za obdobi 2015 —
2022. Zjistovala jsem rok, kdy byla jejich Cetnost vyskytu nejvyssi a okolnosti, které

k tomu vedly.

Analyzovana data jsem zpracovala do tabulek a grafii, které jsou soucasti praktické

¢asti a ptilohy A, C a D.
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12 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

12.1 Analyza pozitivnich a negativnich vzorku

V pribéhu sledovaného obdobi se pozménovala metodika prace, coz mélo vliv na
pocet vzorkl pozitivnich na erytrocytarni aloprotilatku. Pocty pozitivnich vzorkt jsou dale
ovlivnény celkovym poctem vySetiovanych vzorkd, ktery se ve sledovaném obdobi také
ménil. Vykyvy v poétu pacientl s protilatkami pravdépodobné ovlivnilo i covidové obdo-
bi, kdy doSlo kutlumu planované operativy a tedy 1 k menSimu zachytu pacientd

S protilatkami.

V ptiloZeném grafu vidime pocty negativnich a pozitivnich vzorkl na erytrocytarni
aloprotilatku a zaroven celkové pocty vysetfovanych vzorkt. Graf vychazi z tabulky, ktera
je soucasti prilohy C.

Graf 1 Pocet pozitivnich a negativnich vzorkii z celkového poctu vysetrovanych vzorkii pro
Jednotlivé roky 2015-2022
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Zdroj viastni

Do roku 2016 vcetné byla na TO Fakultni nemocnice Plzen ke screeningu protilatek pou-
zivana metoda sloupcové aglutinace - NAT soucasné s enzymovym bromelinovym testem
V jednostupniovém méné citlivém provedeni (v reakci erytrocyty + enzym bromelin + sé-

rum/plazma). Screeningy a identifikace protilatky byly provadény (kapany) manualng.

Od roku 2017 se do provozu krevnich skladi zavedl imunohematologicky analyzator TH-

500. Na obou krevnich skladech se screening protilatek zacal vySetfovat metodou sloupco-
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vé aglutinace a byl provadén v NAT soucasné senzymovym papainovym testem
Vv dvoustupiiovém vice citlivém provedeni (v reakci pouze enzymaticky papainem uprave-
né erytrocyty + sérum/plazma). Screening se od tohoto roku testoval v analyzatoru, pii
pozitivnim zachytu ve screeningu protilatek se identifikace protilatky ze vzorku dale vyset-
fovala manualng€. Zavedeni citlivéjsi enzymové metody mélo za nasledek narust zachytu
protilatek zejména v enzymovém testu (anti-E, klinicky nevyznamna anti-Le(a)) a bohuzel
1 nespecifickych reakei, které v urgentnich situacich zbyte¢né prodluzovaly piedtransfuzni

vySetteni.

Proto se od 4. ¢tvrtleti roku 2018 screening protilatek zacal vySetfovat metodou sloupcové
aglutinace NAT testem vzdy, enzymovym papainovym testem v dvoustupiiovém provedeni
jen u vybranych skupin pacientt (u diagnoz téhotenstvi, porod, potrat, Sestined¢li, potrans-
fuzni reakce, pacienti s protildtkami a nejasnymi imunohematologickymi nalezy, déti do
jednoho roku véku). Zaroven bylo od pocatku roku 2018 zahajeno rutinni vysetfovani Rh-
Kell (C,c,E,e,Kell) fenotypu u zen ve fertilnim veéku (do 50 let), u pacientd se zndmymi
nepravidelnymi protilatkami, u nemocnych s predpoklddanou pottebou opakovanych trans-
fuzi (pacienti s hematologickymi diagnozami). Erytrocytarni transfuzni pfipravky jsou vy-

birany pro vyse uvedené skupiny dle Rh-Kell fenotypu a optimalné i Cw negativni.

Od roku 2019 jsem zaznamenala pokles zachytu protilatek, ktery je zplisobeny provadénim
screeningu pievazné jen vV NAT. Tento pokles zachytu protilatek ve srovnani s roky 2015 a

2016, kdy byl provadén NAT a méné citliva enzymova metoda, neni vyrazny.

V letech 2020 — 2021 se zachyty protilatek nijak vyrazné nezvySovaly, pravdépodobnym
divodem je jiz zminované covidové obdobi, kdy prakticky vSude ve Fakultni nemocnici
byli hospitalizovani pacienti s onemocnénim COVID-19 (stafi, oslabeni, pacienti s onkolo-

gickymi a hematoonkologickymi chorobami, atd.)

V poslednim analyzovaném roce 2022 jsem zaznamenala narQst po¢tu vySetfovanych paci-
entll a s tim patrné i souvisejici narist zachytu protilatek. Zvyseni poctu v tomto roce je
pravdépodobné zpusobené nartistem operativy, ktery nastal v zavislosti na kon¢icim covi-

dovém obdobi.
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Nasledujici tabulka vychazi z tabulky, ktera je soucasti pfilohy C.

Tabulka 10 Pomérové zastoupeni pozitivnich pacientii s aloprotildatkou z celkového poctu
vySetiovanych za jednotlive roky

2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022
1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1%

Zdroj vlastni

V tabulce vidime pomér pacientt s aloprotilatkou z celkového poctu vySetiovanych vzor-

ka. Vidime, Ze pomér je ve sledovaném obdobi konstantni, neméni se.

12.2 Cetnost vyskytu jednotlivych protilatek

V nésledujici tabulce je zaznamenéan zachyt jednotlivych erytrocytarnich protilatek
Vv prib¢hu analyzovaného obdobi spole¢né s uvedenym celkovym poctem zachycenych

protilatek za dany rok.

Z vytvorené tabulky vychazeji grafy znazoriujici zachyt jednotlivych protilatek za

jednotlivé roky, které jsou soucasti ptilohy A.

Tabulka 11 Pocty pacientit s danou protildtkou za jednotlivé roky

Rok Pocet pacientii
Protilatky 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 s protilatkou
anti-D 20 14 21 29 26 24 18 22 174
anti-C 16 10 21 22 17 15 16 30 147
anti-c 6 9 7 10 10 11 5 4 62
anti- E 43 35 68 64 37 51 33 45 376
anti-e 1 2 - 2 2 4 2 3 16
anti - C¥ 10 7 14 19 12 15 7 15 99
anti - K 23 22 25 21 32 28 19 29 199
anti - k - - - - - 2 1 - 3
anti - Kp(a) - 2 2 1 1 - - - 6
anti - Fy(a) 11 6 10 3 1 7 4 5 47
anti - Fy(b) - - - - - - 2 1 3
anti - Jk(a) 5 3 9 5 5 5 6 13 51
anti - Jk(b) - 1 2 1 1 1 1 - 7
anti - Le(a) 15 8 19 23 8 8 6 7 94
anti - Le(b) 2 4 6 4 3 3 3 2 27
anti - P(1) 1 - 1 - - - - 2
anti-M 6 9 12 7 11 7 5 10 67
anti- N - - - - 1 - - - 1
anti-S 4 5 2 7 3 - 1 4 26
anti-s - - - - - - - - -
anti - Lu(a) 2 2 1 5 1 2 6 9 28
anti - Lu(b) - - - 1 - - - - 1
Celkovy pocet 164 140 219 225 171 183 135 199
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*Pomlcka (-) znamena, Ze dana protilatka nebyla v konkrétnim roce zachycena

Zdroj viastni

Z tabulky je patrné, ze nejmensi zachyt byl u protilatek anti-k, anti-Fy(b), anti-P(1), anti-
N, anti-s, anti-Lu(b). Tato ¢isla odpovidaji i faktu, Ze jde 0 méné Casté protilatky. Naopak
protilatky Rh-Kell systému jsou castéjsi, coz mizeme opét potvrdit daty v tabulce
s vyjimkou protilatky anti-c, anti-e. Po nich co se tyce Cetnosti dle analyzovanych dat, na-
sleduji protilatky anti-C", anti-Le(a), anti-M, anti-Jk(a), anti-Fy(a), anti-Lu(a), anti-Le(b),
anti-S, anti-Jk(b), anti-Kp(a). Protilatka s nejvétsi Cetnosti zachytu za sledované obdobi je

protilatka anti-E, nasleduje anti-Kell a anti-D.

12.3 Vyvoj vyskytu protilatek Rh-Kell systému za sledované obdobi
Rh protilatky, coz jsou protilatky anti-D, anti-C, anti-c, anti-E, anti-e (reagujici

vV NAT) jsou klinicky zévazné.

12.3.1 Analyza vyskytu protilatky anti-E ve sledovaném obdobi
Vyskyt protilatky anti-E na TO FN Plzen, za obdobi 2015 - 2022 jsem pro lepsi vy-

svétleni zpracovala v nasledujicim grafu a tabulce, kterd zobrazuje pomér protilatky anti-E
ze vSech zachycenych protilatek v daném roce. V kazdém roce byl celkovy pocet zazna-
menanych protilatek jiny, z tohoto diivodu, pro lepsi orientaci jsem pouzila pomér (procen-

tudlni zastoupeni).

Graf 2 Pocet pacientit s protilatkou anti-E za jednotlivé roky
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Tabulka 12 Pomeér protilatky anti-E ze vSech zachycenych protildtek za jednotlivé roky

protildtka| 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022
E 26% 25% 31% 28% 22% 28% 24% 23%

Zdroj vlastni

V grafu vidime narist poctu zachycené protilatky anti-E, v tabulce pomér z celkového po-
¢tu zachycenych protilatek, v letech 2017 — 2018. Ten je zpusobeny pouzivanim citlivejsi-
ho enzymatického testu a patrné i zachytem piirozené protilatky. Od roku 2019 pocet za-
chyceni klesa v dusledku provadéni testu pouze v NAT, pokles ovSem neni nijak vyrazny

V porovnéni s obdobim do roku 2016.

Anti-E je jedna z nejcastéjsich protilatek (frekvence antigenu E v kavkazské populaci jen
25-30 %), obvykle imunniho pivodu po jednorazové nebo opakované aloimunizaci
Vv t€hotenstvi nebo po transfuzi. Reaguje-li v NAT testu, jedna se o klinicky zavaznou pro-
tilatku imunniho pivodu. Pokud reaguje pouze v enzymovém testu, neni z pravidla klinic-
ky vyznamna a jde vétSinou pouze o protilatku pfirozenou. V obou piipadech podavame

erytrocytarni transfuzni ptipravky E negativni.

12.3.2 Analyza vyskytu protilatky anti-Kell ve sledovaném obdobi
Analyzovana data vyskytu protilatky anti-Kell jsem pro lepsi vysvétleni zpracovala

stejnym zpusobem, jako v kapitole 12.3.1 Analyza vyskytu protilatky anti-E ve sledova-
ném obdobi. Bliz§i popis vyskytu této protilatky jsem vybrala z ditvodu, ze jde druhou pro-
tilatku s nejvetsi Cetnosti vyskytu a zaroven patii do Rh-Kell systému. Frekvence antigenu

Kell v kavkazské populaci je jen 9 %.
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Graf 3 Pocet pacientii s protilatkou anti-Kell za jednotlivé roky
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Tabulka 13 Pomer protilatky anti-Kell ze vsech zachycenych protilatek za jednotlivé roky

2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

K 14% 16% 11% 9% 19% 15% 14% 15%

Zdroj viastni

V grafu vidime narlst poétu zachycené protilatky anti-Kell, v tabulce pomér z celkového
poctu zachycenych protilatek, v roce 2019. Anti-Kell je imunni aloprotilatka, typicky po
transfuzi Kell pozitivni krve, protoZze vétsina populace je Kell negativni. Resenim by bylo

podavat krve Kell pozitivni jen Kell pozitivnim ptijemctm.

12.3.3 Analyza vyskytu protilatky anti-D ve sledovaném obdobi
Analyzovana data vyskytu protilatky anti-D jsem pro lepsi vysvétleni zpracovala

stejnym zplisobem, jako 12.3.1 Analyza vyskytu protilatky anti-E ve sledovaném obdobi.
Protilatka anti-D je tfeti s nejvétsim zachytem za sledované obdobi a spada do Rh-Kell

systému.
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Graf 4 Pocet pacientit s protilatkou anti-D za jednotlivé roky
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Tabulka 14 Pomer protilatky anti-D ze vSech zachycenych protilatek za jednotlivé roky

2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022
| D 12% 10% 10% 13% 15% 13% 13% 11%

Zdroj viastni

V grafu vidime narGst po€tu zachycené protilatky anti-D v roce 2018. ZvySeni poméru
z celkoveho poctu zachycenych protilatek, a tedy pfesnéjsi udaj, vSak nastalo v roce 2019.
Protilatka anti-D se stale vyskytuje, dle analyzovanych dat ze sledovaného obdobi, vychazi
jako tieti s nejetnéjsim vyskytem, ackoliv je frekvence antigenu D v kavkazské populaci
82-88%. MuZeme o ni fici, Ze se typicky vyskytuje u star§ich Rh(D) negativnich Zen, imu-
nizovanych téhotenstvim a porodem z dob, kdy se nepodaval anti-D imunoglobin po poro-
du Rh(D) pozitivniho ditéte. Anti-D imunoglobin se stal bézné dostupnym v 70. letech

minulého stoleti.

12.3.4 Analyza vyskytu protilatky anti-C ve sledovaném obdobi
Analyzovana data vyskytu protilatky anti-C jsem pro lepsi vysvétleni zpracovala

stejnym zpuisobem, jako 12.3.1 Analyza vyskytu protilatky anti-E ve sledovaném obdobi.
Na protilatku anti-C jsem se zaméfila z divodu, Ze spadd do Rh-Kell systému a zaroven
jde o ¢tvrtou protilatku s nejvétsim zachytem za sledované obdobi. Frekvence antigenu C

v kavkazské populaci je sice 65-70 %, ale protilatka se ¢asto vyskytuje ve smési s anti-D.
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Pocet pacientd s protilatkou

Graf 5 Pocet pacientii s protilatkou anti-C za jednotlivé roky
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Tabulka 15 Pomeér protilatky anti-C ze vsech zachycenych protilatek za jednotlivé roky

2015

2016

2017

2018

2019

2020

2021

2022

C

10%

7%

10%

10%

10%

8%

12%

15%

Zdroj viastni

V grafu vidime nariist poctu zachycené protilatky anti-C, v tabulce pomér z celkového po-

¢tu zachycenych protilatek, v roce 2022.

12.3.5 Analyza vyskytu protilatky anti-c ve sledovaném obdobi
Analyzovana data vyskytu protilatky anti-c jsem pro lepsi vysvétleni zpracovala

stejnym zplisobem, jako 12.3.1 Analyza vyskytu protilatky anti-E ve sledovaném obdobi.

Protilatka anti-c patii do Rh-Kell systému a zaradila bych ji mezi protilatky se sttedni Cet-

nosti vyskytu. Frekvence antigenu c je 80-85 % v kavkazské populaci.
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Graf 6 Pocet pacientii s protilatkou anti-c za jednotlivé roky
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Tabulka 16 Pomer protilatky anti-c ze vSech zachycenych protilatek za jednotlivé roky

2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020 | 2021 | 2022
| 4% 6% 3% 4% 6% 6% 4% 2%

Zdroj viastni

V grafu vidime mirny nardst poctu zachycené protilatky v roce 2020. Zatim co pomér z
celkového poctu zachycenych protilatek je stejny jako v roce 2016 a 2019. Mensi pocet a
zaroven 1 mensi pomér z celku se objevil v roce 2022. Obvykle se sdruzuje s anti-E. Jeji
niz8i zachyt bude dan vysokou frekvenci vyskytu antigenu v pacientské populaci. Od roku
2021 pokles, nelze vyloucit pozitivni efekt podavanych erytrocytarnich transfuznich pfi-

pravkd CCee piijemctim s fenotypem CCee.

12.3.6 Analyza vyskytu protilatky anti-e ve sledovaném obdobi
Analyzovana data vyskytu protilatky anti-e jsem pro lepSi vysvétleni zpracovala

stejnym zptisobem, jako 12.3.1 Analyza vyskytu protilatky anti-E ve sledovaném obdobi.
Protilatka anti-e neni Casta, ale zaméfila jsem se na jeji vyskyt z diivodu, Ze patii mezi pro-
tilatky Rh-Kell systému. Frekvence antigenu e je 98% v kavkazské populaci, proto vyskyt

protilatky neni Casty.
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Graf 7 Pocet pacientii s protilatkou anti-e za jednotlivé roky
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Tabulka 17 Pomer protilatky anti-e ze vSech zachycenych protilatek za jednotlivé roky

2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020 | 2021 | 2022
| e 1% 1% - 1% 1% 2% 1% 2%

Zdroj viastni

V grafu a nasledn¢ i tabulce muZzeme vidét nizky zachyt protilatky anti-e. Jeji vyskyt je
tedy vzacny. V roce 2017 nebyla protilatka anti-e zachycena u Zadného z vySetfovanych

pacientl. Nejvyssi zachyt této protilatky byl v roce 2020 a 2022.

12.4 Vyvoj vyskytu aloprotilatek u Zen ve fertilnim véku ve sledovaném

obdobi
Od pocatku roku 2018 bylo zahajeno rutinni vysSetfovani Rh-Kell (C,c,E,e,Kell) fe-
notypu u zen ve fertilnim veéku (do 50 let). Na zakladé vySetfeni se jim dale vybiraji ery-
trocytarni transfuzni ptipravky dle Rh-Kell fenotypu a optimaln€ i Cw negativni. Diivodem
je zamezeni tvorby aloprotilatek, které by mohly Skodit v pfipadném nastavajicim t€hoten-

stvi.

V piilozeném grafu je porovnan pocet pozitivnich vzorkl na erytrocytarni aloproti-
latku a pocet zen ve fertilnim véku s aloprotilatkou vySetfovanych na TO FN Plzen ve sle-
dovaném obdobi, graf vychazi z tabulky, kterd je soucasti pfilohy D. Déle je pfiloZena ta-
bulka, kde je sledovan pomér Zen s aloprotilatkou z celkového poctu pacienti s aloprotilat-

kou.
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Graf 8 Porovnani poctu pozitivnich vzorkit na aloprotilatku a pocet zen ve fertilnim véku s

aloprotilatkou
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Tabulka 18 Pomer Zen ve fertilnim véku s aloprotilatkou z celkového poctu pacientii s

aloprotilatkou
2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022
13% 13% 12% 12% 8% 13% 15% 14%

Zdroj viastni

Z grafu 1 tabulky je patrné, Ze v nékterych letech doSlo k nepatrnym vykyvim v poctu
imunizovanych Zen ve fertilnim ve€ku, jako naptiklad v roce 2019, mizeme tedy fici, Ze
pocet je témet konstantni. Cilem rutinniho vySetfovani Rh-Kell fenotypu u Zen ve fertilnim
véku (zavedeném od roku 2018) je pocet imunizovanych snizit. Doposud nebyl zazname-
nan vyrazny pokles nalezu protilatek, u pacientek z nasi oblasti se vSak tento jev projevi az

S odstupem casu.
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DISKUZE

Souhrnnym cilem praktické ¢asti v mé bakalaiské praci je zhodnotit vyskyt erytro-
cytarnich aloprotilatek za obdobi 2015 — 2022 u pacientti vySetfovanych na TO FN Plzen.
Piedpokladem bylo, Ze se pocty pacientd s aloprotilatkami budou s kazdym nasledujicim

rokem ménit v zavislosti na metodice a okolnostech.

Z analyzovanych dat vyplyva, ze pomér pozitivnich pacientli s erytrocytarni proti-
latkou z celkového poctu vysetfovanych vzorkl se v pribéhu sledovaného obdobi nelisi.
V kazdém roce pomér pozitivnich z celku tvoti 1 %. I pfesto, podivame-li se na konkrétni
¢isla, vidime zmény v poctu pozitivnich pacient. V roce 2017 — 2018 doslo k menSimu
nartistu poctu pozitivnich néalezi v disledku zavedeni imunohematologického provozu
analyzatoru IH-500 do provozu. Zaroven na obou krevnich skladech TO FN Plzen probihal
screening protilaitek metodou sloupcové aglutinace provadény NAT testem soucasné
S enzymovym papainovym testem v dvoustupiiovém vice citlivém provedeni. Od 4. ¢tvrtle-
ti roku 2018 uz se enzymovym papainovym testem v dvoustupiiovém provedeni vySetfova-
li jen vybrané skupiny pacientil (u diagnoz te¢hotenstvi, porod, potrat, Sestined¢li, potrans-
fuzni reakce, pacienti s protiladtkami a nejasnymi imunologickymi nélezy, déti do jednoho
roku véku). V roce 2018 jsem zaznamenala lehce snizeny celkovy pocet vysetiovanych
vzorkd zpisobeny okolnostmi, které nelze blize specifikovat. Naopak stagnace poctu vy-
Setfovanych vzorktl v roce 2020 — 2021 a nasledny zvySeny pocet vySetfovanych vzorki
Vv roce 2022, miizeme pravdépodobné ptipsat covidovému obdobi. Kdy v roce 2020 — 2021
doslo k utlumu planované operativy souvisejici s poctem vySetfovanych pacientl a pak

naslednd obnova operativy v roce 2022 zpusobila i vyssi pocet vySetieni.

Z analyzovanych dat jsem potvrdila skute¢nost, ze protilatka anti-E je jednou z nej-
CastéjSich protilatek. Z mé analyzy vyplyva, Ze ze sledovanych protilatek za dané obdobi je
nejcetnéj$i. Spolu s ni jsou dale Cetné zaznamenavany protildtky Rh-Kell systému, které
jsou klinicky zavazné a to konkrétn¢ protilatky anti-D, anti-C, anti-c, anti-K a spole¢né

s nimi anti-C". Protilatka anti-e je souc¢asti Rh-Kell systému, ale jeji vyskyt je vzacnéjsi.

Pocty pacientl s jednotlivymi protilatkami se za sledované obdobi ménily v da-
sledku zmén metodiky uvedenych u hodnoceni celkového poétu pozitivnich vzorkd a
v zavislosti na celkovém poctu pozitivnich vzorkd. Nelze tedy uréit jednotou definici, ktera

by vysvétlovala, pro¢ se pocty v jednotlivych letech ménily.
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Dale jsem z dat analyzovala, zda se v prib¢hu sledovaného obdobi ménil pocet
imunizovanych zen ve fertilnim véku (do 50 let). Ackoliv se od roku 2018 zahajilo rutinni
vySetiovani Rh-Kell (C,c,E,e,Kell) fenotypu u vyse vybrané skupiny pacienti (a dale i dal-
Sich skupin) a jsou jim vybirany erytrocytarni transfuzni ptipravky s ohledem na tento fe-
notyp, nezaznamenala jsme zatim vyrazny pokles protilatek a tedy ani protilatek v Rh a
Kell systému. Je to patrné zptsobeno skladbou pacientii TO FN Plzen, ktefi jsou z rtiznych
lokalit Plzenského kraje i mimo tuto oblast, a pokud jejich stav vyzaduje transfuzi, pak
neni v moznostech okolnich mensich transfuznich odd¢leni ¢i krevnich bank vybirat opti-
malni transfuzni pfipravky vzhledem k jejich mensim skladovym zasobam. U jinych paci-
entd z uz$i oblasti se pripadny profit projevi az s odstupem, nebot u nich nedochazi
k opakovanému podani krve a je jim podana pouze jednorazové (napf. pii operaénim za-
kroku, komplikovaném porodu). V neposledni tadé hraje roli i fakt, Ze zenam nad 50 let
véku a muzim nevybirame erytrocytarni transfuzni pfipravky s ohledem na Rh-Kell feno-
typ, pokud nemaji pozitivni imunohematologickou anamnézu (tj. napt. protilatky zjisténé
v minulosti, hematologické onemocnéni apod.) a tudiZ u této skupiny nelze vyloucit tvorbu

protilatek anti-C, anti-c, anti-E, anti-e a anti-Kell.

Co se naopak podaftilo prokazat je fakt, ze ackoliv je vétSina screeningl protilatek proti
erytrocytim provadéna pouze v NAT (od 4. étvrtleti 2018), nedochazi ve srovnani s lety
2015 — 2016 (kdy byl pouzivan screening v NAT a méné citlivy jednostupiiovy enzymovy
test s bromelinem) k poklesu zachytu protilatek, zejména téch klinicky vyznamnych. Coz

je zadouci pro zachovani spravné hemoterapie.
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ZAVER

V teoretické Casti bakalaiské prace jsem se zaméfila na jednotlivé obory spadajici do pro-
blematiky, jako je imunologie, imunohematologie a transfuzni 1ékafstvi. Zabyvala jsem se
ucelem predtransfuzniho vySetfeni, problematikou krevnich skupin, jednotlivych transfuz-
nich piipravki a indika¢nimi kritérii soucasné s naléhavosti podani, dale pak tskalim po-
transfuznich reakci a predstavila jsem zékladni pfedtransfuzni vySetfeni, kterd se provadéji

na transfuznim oddéleni Fakultni nemocnice v Plzni.

V praktické Casti jsem analyzovala zaznamenand data o pacientech se zachycenou erytro-
cytarni aloprotilatkou. Hodnotila jsem, zda se celkové polty zaznamenanych protilatek v
pribéhu let ménily a z jakého divodu. Dale jsem hodnotila nalez jednotlivych protilatek
vzhledem k jejich Eetnosti vyskytu. Konkrétnéji jsem se zaméfila na protilatky Rh systému
a zéroven 1 na nejCastéji zaznamenané protilatky. Na zavér jsem hodnotila, zda vybér ery-
trocytarnich transfuznich ptipravka dle Rh-Kell fenotypu u vybranych skupin snizuje pocty
imunuizovanych pacientl. Vysledky vysly dle ofekavani v zavislosti na provadéné meto-

dice a vlastnostech protilatek.

Zasadni je potvrzeni, Ze 1 pfesto Ze je screening protilatek proti erytrocytiim provadén pie-
vazné zdkladni metodou v NAT, nedochazi k vyznamnému poklesu zachytu klinicky vy-
znamnych protilatek. A diky rutinnimu vySetfeni antigenti v Rh-Kell systému by se situace
do budoucna mohla jesté zlepsit. DalSim vyznamem vySetfeni screeningu protilatek je, Ze
kazdému pacientovi s pozitivnim vysledkem je pfedano hlaSeni o nalezenych aloprotilat-
kach v pisemné podobé, které pii pfipadné hospitalizaci v jiném zdravotnickém zafizeni
preda svému oSetfujicimu 1€kati. Ten pak zjisténou protilatku uvede na zadanku o trans-

fuzni ptipravek.

Domnivam se, Ze cil mé bakalatské prace byl splnén a vysledky potvrdili bezpecnost po-

davani transfuznich piipravku ve Fakultni nemocnici v Plzni.
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PRILOHY

Priloha A — Grafy zobrazujici zachyt jednotlivych protiliatek za

jednotlivé roky ve sledovaném obdobi 2015 — 2022
Graf 9 Pocty zachycenych protilatek za rok 2015
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Graf 10 Pocty zachycenych protilatek za rok 2016
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Graf 11 Pocty zachycenych protilatek za rok 2017
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Graf 12 Pocty zachycenych protilatek za rok 2018
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Graf 13 Pocty zachycenych protilatek za rok 2019
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Graf 14 Pocty zachycenych protilatek za rok 2020
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Graf 15 Pocty zachycenych protilatek za rok 2021
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Graf 16 Pocty zachycenych protilatek za rok 2022
Pocty protilatek pro rok 2022
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Priloha B — Obrazek prikladu tabulek ant

Obr. 3.31 Priklad tabulky antigend erytrocytii pro identifikaci protilatek

erytrocyti pro screening protilatek

Obr. 3.30 Priklad tabulky antigeni
Zdroj: Praktickda imunohematologie - erytrocyty



Priloha C- Tabulka zobrazujici pocet negativnich a pozitivnich vzorki

Tabulka 19 Pocty negativnich a pozitivnich vzorku na aloprotilatku za jednotlivé roky

rok negativni pozitivni
2015 20097 164
2016 20308 140
2017 19975 219
2018 19800 225
2019 20031 171
2020 19975 183
2021 19972 135
2022 20450 199

Zdroj viastni

Piiloha D - Tabulka zobrazujici pocet pozitivnich ostatnich pacientii a

pocet pozitivnich Zen ve fertilnim véku na aloprotilatku

Tabulka 20 Pocty pozitivnich ostatnich pacientii a pozitivnich Zen ve fertilnim veku

rok ostatni Zeny do 50 let
2015 144 22
2016 122 18
2017 192 27
2018 197 28
2019 158 13
2020 160 23
2021 115 20
2022 172 27

Zdroj vlastni



