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Abstrakt

Automatizace v imunohematologii

V soucasn¢ dobé se automatizace imunohematologickych vysSetfeni stava soucasti
rutinnich metod transfuznich laboratofi, nemaly vyznam ma v pfedtransfuznim
vySetfeni pacientll a vV imunohematologickém vysetieni darct krve.

Automatizace v imunohematologii nastoupila jako posledni z laboratofi
zdravotnickych zatizeni. Umoznilo ji teprve pouzivani robustnéjSich technik. Témito
technikami jsou sloupcovéd aglutinace provadénd na gelu nebo na sklenénych
mikrokulickach a technika pevné faze. Nejnovéjsi metodou je Erytrocytes Magnetizer
technologie a neni proto jesté piili§ rozsifena.

Cilem mé bakalarské prace je praktické provedeni imunohematologickych metod,
krevni skupina ABO RhD, screening protilatek. Vysetfenych ve zkumavkach,
na mikrotitra¢nich deskéch, sloupcovou aglutinaci. Manudlni provedeni porovnat
s analyzatory Qasar IV a Techno TwinStation. Kvantitativné vyjadfit usporu reagencii,
lidské pracovni sily, zhodnotit dal$ich efekty, kterymi jsou zcitlivéni metod, daleko
vétsi bezpe€nost, vylouceni mozné chyby béhem procesu pii automatizovaném
vysetieni.

Teoretickd cast se zabyva jednotlivymi vySetfenimi a moznymi technikami jejich
provedeni. Automatizaci dojde k minimalizaci moZnych nebezpec¢i. Automaty vyrazné
snizi procesni kroky, potfebu zasahli pracovnika a exponencidln& sniZzuji chybovy
potencial, standardizuji postupy a reagencie pro zvySeni spolehlivosti,
reprodukovatelnosti vstupii a vystupt testovaného procesu, generovani spolehlivych
vysledkt, jejich  objektivni interpretaci, lepsi dokumentaci, sledovatelnost
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Neodmyslitelnymi naleZitostmi jsou prostorové podminky, servis pfistroju.
Metodicka ¢ast mé bakalarské prace byla zpracovana na Transfuznim oddéleni
Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s., kde jsem zaméstnana. Soubor tvofilo 24 vzorkd

pacienti a 24 vzorkil darci krve a 2 vzorky slouzici pro vnitini kontrolu kvality.



U vSech téchto 50 vzorki byla vySetfena manudlné krevni skupina ABO RhD
ve zkumavkach a na mikrotitraCnich deskach. Screening protilatek byl vySetfen
ve zkumavkach, na mikrotitracnich deskach a sloupcovou aglutinaci. Vzorky pacientii
byly analyzovany na analyzatoru Techno TwinStation a vzorky darci krve byly
analyzovany na poloautomatu Qasar IV. Déale bylo v pritbé¢hu roku 2013 manudlné
ve zkumavkach a na mikrotitracnich deskach opakovéano 10 vzorki slabé pozitivnich
screeningl protilatek pacient ptivodné vysetienych na analyzatoru Techno TwinStation
a 10 pozitivnich screeningt protilatek vzorkd darcu krve puvodné vySetfenych
na poloautomatu Qasar 1V.

Vysledky vysetieni jsou zaznamendny v pfisluSnych tabulkéach, pfipadné pro vétsi
nazornost zaznamenany v grafech.

Bylo zjiSténo, Ze provedeni jak manudlni tak automatické zarucuje shodné
vysledky. Pouze u manualniho vySetieni screeningu protilatek ve zkumavce byla u obou
pozitivnich vysetieni Basic QC zjisténa slabsi reakce, coz je zptisobeno mensi citlivosti
zkumavkové metody.

U screeningu protilatek je kvantitativni uspora reagencii u sloupcové aglutinace jak
manualni tak ob&éma analyzatory vyrazna oproti vySetieni ve zkumavce. Uvazime-li
pracnost vysetfeni ve zkumavce, ¢asovou naro¢nost a neodmyslitelné hlavné mensi
citlivost tohoto vySetieni, bylo rozhodnuti o jeho nepouzivani spravnou volbou. Toto
porovnani jen potvrzuje hodnoceni uvedené vyse a také spravnost rozhodnuti pouzivat
pro screening protilatek testy sloupcové aglutinace.

Vyjadiena Casova naro¢nost vysetieni jednotlivych souborti pfinesla moznost
jednoduchého kvantitativniho vyjadfeni uspory lidské pracovni sily. Pfinesla
jednoznacny vysledek uSetfeni celkem dvou pracovnich sil diky kazdému analyzatoru.

V tabulce 12 jsou zachyceny jednotlivé kroky béhem vySetfeni, a jestli mohou
ptfinést moznost chyby. Manualni provedeni sebou nese moznost chyby ve vsech
uvedenych kritickych bodech vySetfeni. Automatizované pouze jednou u poloautomatu
Qasar IV, kde je moznost zamény pii piipraveé reagencii. Reagencie nejsou opatieny
carovymi kody. Automat Techno TwinStation prosel vSemi kritickymi body bez

moznosti chyby.



Abstract

Automation in hematology

Nowadays automation in immunohematologic testing is becoming part of routine
methods used in transfusion laboratories. It also has got considerable importance for
pre-transfusion testing of patients and for immunohematologic testing of blood donors.

Immunohematology was the last among all medical laboratories into which
automation was introduced. The use of robust techniques made it possible. These
techniques are column agglutination carried out on gel or on glass microballs and solid
phase technique. The latest method is Erytrocytes Magnetizer technology and it is not
so widespread yet.

The aim of this thesis is practical performance of immunohematologic methods,
blood group ASO RhD, antibody screening. Tube testing, testing on microtiter plates
and using column agglutination. Manual performance was compared with Qasar 1V and
Techno TwinStation analyzers. Other aims were quantitative description of reagent
saving, human labor force and to assess other effects which are more sensitive methods,
greater safety and exclusion of possible mistake during the automated testing process.

The theoretical part deals with particular tests and their possible performance
techniques. Automation contributes to minimize possible risks. Automation reduces
process steps, the need for worker intervention and exponentially decreases the number
of potential mistakes. Introduction of automation also helps to standardize procedures
and reagents to increase reliability, result interpretation and results of the tested process.
On top of that automation is useful for generation of reliable results, their objective
interpretation, better documentation, monitoring and traceability and labour force
saving. It brings security not only to patients but also to medical workers. Inseparable
necessities are space conditions and device service.

The practical part of this thesis was performed in the Blood Bank Department of
Hospital Ceské Bud&jovice, Ltd, where | am employed. Samples examined in this thesis

included 24 patient samples, 24 blood donor samples and 2 samples for inner quality



control. In all 50 samples blood group ABO RhD was tested manually in test tubes and
on microtiter plates. Antigen screening was tested in test tubes, on microtiter plates and
using column agglutination. Patient samples were analysed using Techno TwinStation
analyser and blood donor samples were analysed using semi-automatic machine
Qasar V. 10 slightly positive screenings of patient antigens (previously tested using
Techno TwinStation analyser) and 10 positive screenings of blood donor antigens
(previously tested using semi-automatic machine Qasar V) were manually tested again
in test tubes and on microtiter plates during 2013.

The results are recorded in relevant tables or for better understanding transformed
into graphs.

It was found out that both manual and automatic testing give same results. Only in
manual testing of antibody screening in test tube the reaction in both positive testing
Basic QC, was a bit smaller which is caused by lower sensitivity of the test tube
method.

In antibody screening the quantitative saving of reagents in column agglutination is
bigger when tested both manually and with the use of both analysers than when tested in
test tube. Concerning the difficulty, long-windedness and especially lower sensitivity of
tube testing, the decision not to use this method was a correct choice. This comparison
confirms assessments described above and also the correctness of decision to use
column agglutination for antibody screening tests.

Different time consumption of testing of particular samples gave possibility for
simple quantitative calculation of human labour force saving. It gave clear result —
saving of two human labour forces thanks to each analyser.

Individual steps during testing are shown in table 12 and the chance of bringing the
possibility of a mistake. Manual testing includes possibility of making a mistake in all
mentioned critical moments of testing. Automatized only once using semi-automatic
machine Qasar IV, where there is a possibility of mistaken exchange during preparation
of reagents. Reagents do not have bar codes. Techno TwinStation analyser succeeded in

all critical steps without a mistake.
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Seznam pouzitych zkratek

AlIHA
AHG
Basic QC
CLS JEP
CR
EDTA
EHK

E. M.
ERY

ET

g

LIS
LISS
LISS/NAT

MP
NAT
NIS
NISS

PAT
PBS
PC
SPRCA
TRS
TP

autoimunitni hemolytick4 anémie

antihumanum globulinum (antiglobulinové sérum)

vnitini kontroly kvality DiaMed/BioRad

Ceska lékai'ska spole¢nost Jana Evangelisty Purkyné

Ceska republika

ethylenediaminetetraacetic acid (antikoagula¢ni roztok)

externi hodnoceni kvality

Erytrocytes Magnetizer

erytrocyty

enzymaticky test

imunoglobulin

laboratorni informacni systém

low ionic strenght salt solution (solny roztok o nizké iontové sile)
nepiimy  antiglobulinovy  test s pouzitim erytrocytl
resuspendovanych vV roztoku o nizké iontové sile

mikrotitra¢ni deska

nepiimy antiglobulinovy test

nemocni¢ni informacni systém

norma lionic strenght salt solution (solny roztok o normalni
iontové sile)

pfimy antiglobulinovy test

pufrovany fyziologicky roztok pH 6,98

personal computer

solid phase red cell adherence

transfuzni oddé€leni

transfuzni piipravek
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Uvod

Imunohematologie se zabyva vlastnostmi krve a krevnich elementi vzhledem
k imunitnim reakcim probihajicim Vv organizmu, zabyva se antigeny a protilatkami
krevnich skupinovych systému (Fabryova et al. 2012).

Zakladni vySetfeni krevni skupiny a screeningu protilatek se provadi ve vSech
laboratofich transfuznich oddé€leni a krevnich bank. Provadi se vSem pacientiim jako
soucast predtransfuzniho vysetieni, t€hotnym Zenam, novorozenciim, hematologickym
pacientlim, pfi imunohematologickém vysSetfeni darct krve.

Principem téchto vySetfeni je hemaglutinace. K vySetfeni se v dnes$ni dobé pozivaji
pfevazné zkumavky s nesrazlivou krvi, nejlépe v EDTA, aby bylo mozno provadét tato
vySetfeni automaticky. Velmi dulezitd je preanalytickéd faze jako soubor vSech ¢innosti
od odbéru vzorku az k vlastnimu zpracovani.

V soucasné dob¢ je snaha vSech laboratofi provadét tato vySetieni na analyzatorech.
Diky robustnéjSim technikam (pfedevsim testy sloupcové aglutinace a testy pevné faze)
je moznost automatizace také v imunohematologii, jako posledni ze zdravotnickych
laboratofi. Pfinési to sebou bezpecnost jak pro pacienty, tak pro zdravotniky.

Moje prace je zaméfena na praktické provedeni imunohematologickych metod
(krevni skupina, screening protilatek) ve zkumavkach, na mikrotitracnich deskéch,
sloupcovou aglutinaci a manualni vySetfeni porovnat s poloautomatem Qasar IV
a automatem Techno TwinStation. Béhem vSech vySetfeni byly dodrZzeny zasady
spravné laboratorni praxe.

Téma automatizace Vv imunohematologii jsem si vybrala, protoze pracuji
na transfuznim oddé¢leni a b&hem své praxe jsem se Ucastnila pfechodu od vySetfeni
pouze manualniho ve zkumavkach az k automatizaci provozu jak vySetfeni darcu krve,
tak pacientd.

Pokusim se kvantitativné vyjadfit asporu reagencii, lidské pracovni sily, zhodnotit
dalsi efekty jako je zcitlivéni metod, daleko vétSi bezpecnost pii automatickém

provadeéni.
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1 Teoreticka Cast

1.1 Historie imunohematologie

Vlastni historii imunohematologie ptfedchazi objevy na poli transfuzniho 1ékaftstvi.

Od davné minulosti si lidé uvédomovali duleZitost krve, ztotoziovaly ji se zivotem
a prikladali ji funkci zivotni sily (Sakalova et al. 1995).

Zasadnim objevem v modernim transfuznim Iékafstvi je povazovan objev krevniho
ob&hu v roce 1616 anglickym lé¢katem W. Harveyem. Nasledovaly prvni krevni ptfevody
mezi pokusnymi zvitaty. V roce 1665 R. Lower spojil kréni tepny dvou pst. V roce
1667 byla 1ékatfem francouzského krale Ludvika XIV. J. B. Denisem provedena prvni
uspésna transfuze krve u ¢loveka, pouzil beranéi krev. Nasledujici pokusy s transfuzemi
zviteci krve ¢lovéku vsak nebyly tspésné, a proto byly na dlouhou dobu zakazané.

V roce 1819 prvnim, kdo uspé$né pouzil lidskou krev, byl londynsky profesor
fyziologie a porodnictvi J. Blundell. Sestrojil ptistroj, ktery usnadioval transfuzi krve.
Tento porodnik se snazil o zachranu krvacejicich rodi¢ek pifi porodu. Zachycenou krev
z vaginalniho poporodniho krvaceni dale nafedil ve fyziologickém roztoku a vracel
pacientkdm zpét do zily. Zaznamenal timto prvni pokus v pouzivani autologniho
krevniho pfevodu (Fabryova et al. 2012). Roku 1824 byla vydana James Blundellovi
kniha o transfuzi, ve které zdtraznoval nutnost podani pacientovi pouze lidské krve
a nutnosti velké opatrnosti béhem transfuze.

Prvnim, kdo se pokusil provést transfuzi krve v ¢eskych zemich roku 1879, byl
prazsky lékai gynekologického oddéleni Antonin Erpek podanim zvifeci krve. Proved|
Ctyfi transfuze, z nichz jedna skoncila smrti zeny.

Na pocatku 20. stoleti diky objevu krevnich skupin byla vysvétlena prvni hlavni
pfiCina neuspéchu pii krevnich prevodech.

Roku 1901 uvetejnil videnisky lékai Karl Landsteiner svou praci o pfirozené
vlastnosti lidské krve, aglutinaci. Rozd¢lil lidskou krev do tii skupin dle aglutina¢nich
schopnosti, oznacil je A, B, C. Roku 1902 Alfred von Castelo a Adriano Sturli popsali,
ze nektera lidska krev nelze zaradit do ani jedné skupiny definované Landsteinerem.

12



Roku 1907 cesky psychiatr Jan Jansky publikoval roztiidéni lidské krve do Ctyf
krevnich skupin ve Sborniku klinickém. Krevni skupiny oznacil Cislicemi 1, II, III, IV
(Penka et al. 2012). Roku 1910 kpodobnym vysledkim nezavisle na svych
predchiidcich dospél také American W. L. Moss. Tohoto roku doslo také ke zméné
znaCeni krevnich skupin na A, B, AB, 0, tak jak je pouzivame dodnes
(Fabryova et al. 2012). V letech 1910-1911 polsky mikrobiolog Ludvik Hirsfeld spolu
s némeckym internistou Emilem von Dungernem dokazali platnost Mendelovych
zakonu dédi¢nosti také pro krevni skupiny. V praxi byly poznatky o krevnich skupinach
poprvé vyuzity piipodavani transfuzi provadénych americkym hematologem
Reubenem Ottenbergem.

V letech 1914-1918 bé&hem prvni svétové valky pro velky pocet zranénych bylo
tieba zabezpecit pro nepfimou transfuzi koncentrovanou krev. Roku 1914 belgicky
chirurg Albert Hustin objevil protisrazlivy, lidskému organismus neskodny ucinek
citronanu sodného. Pouziva se dodnes. Roku 1915 byly tyto ptipravky transfundovany
britskymi 1ékati. Roku 1916 ptidanim glukézy bylo mozno krev po odbéru nékolik dnil
skladovat a vytvofit si jeji zasoby.

Nasleduje mohutny rozvoj v imunohematologii.

Roku 1939 Karl Landsteiner spolu s A. S. Wienerem objevili novy skupinovy
systém erytrocytl, z praktického hlediska velmi dualezity. Rh systém, pojmenovany
podle opice Macacus Rhesus, jejiz krvinky byly v pokusech pouzity. Tento systém
pomohl vysvétlit diivéjsi nezddouci potransfuzni reakce a vétSinu hemolytickych
onemocnéni novorozenci. Po roce 1946 dochazi k objevovani dalSich antigennich

systémiu erytrocytt, napi. Duffy, Kell, Kidd, Lutheran (Penka et al. 2012).
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1.2 Zakladni pojmy

1.2.1 Imunohematologie
je védni obor zabyvajici se vlastnostmi krve a krevnich elementt z pohledu
imunitnich reakci probihajicich v organizmu, zabyvd se antigeny a protilatkami

krevnich skupinovych systému (Fabryova et al. 2012).

1.2.2 Antigen

je latka, kterou imunitni Systém rozezna a reaguje na ni tvorbou protilatek
nebo tvorbou efektorovych bunék. Muze byt rozpustny v télnich tekutinach
nebo zabudovany v membranovych strukturach bunék.

Imunogenicita je schopnost antigenu vyvolat imunitni odpovéd’.

Antigenicita je schopnost antigenu vyvolat protilatkovou odpovéd'.

Antigeny krevnich skupin jsou biochemicky glykoproteiny a glykolipidy,
kdy antigenni schopnost nese slozka cukernd nebo lipoproteiny, u nichZ antigenni
schopnost nese slozka bilkovinna (Fabryova et al. 2012).

V soucasné dob¢ je popsano 329 antigenti, 292 z nich je zatazeno do 33 systémi

krevnich skupin (Rehacek et al. 2013).

1.2.3 Protilatky

(imunoglobuliny)jsou proteiny, tvotici se po kontaktu s antigenem.

Strukturné jsou tvofeny dvéma tézkymi fetézci (H), které jsou spojeny
cysteinovymi mistky. Kazdy H fetézec je spojen cysteinovym mistkem s jednim
lehkym fetézcem (L). Konec téZkého a lehkého fetézce je variabilni (Vya V ), vytvari
spolu vazebné misto pro antigen. Molekula imunoglobulinu se mize proteolyticky
roz§tépit na fragmenty. Dva shodné znacené Fab, majici jedno vazebné misto pro

antigen a  fragment Fc  vazici se na  Fc  receptor  fagocytl
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nebo komplementovy protein C1. Dalsi kontrolované $tépeni miize z Fab fragmenti

ziskat fragment Fv skladajici se z nekovalentné asociovanych konci obou fetézcu.

Pantova oblast je ta oblast, kde jsou tézké fetézce spojeny cysteinovymi mustky.

Izotypy (tfidy)tézkych fetézct d€li imunoglobuliny na IgM (fetézec p), 1gD
(fetézec d), 1gG (tfetézec y), IgA (fetézec a) a IgE (fetézec €) (Hotejsi et al. 2009).

Protilatky typu IgG (podtiidy IgGl, 1gG2, 1gG3, IgG4) jsou nejdilezitési,
ze vSech imunoglobulini obsazenych v séru tvoifi 80%, prochazeji placentou. 19G3
a IgG1l dobie aktivuji komplement (protein Cl)a nejlépe se vazi na Fc receptory
fagocytt.

Protilatky typu IgM jsou Vv séru obsazeny jen asi 4%. Maji velkou molekulu,
pentamer, nemohou projit placentou. Jako prvni se tvoii ve vyvijejicim se plodu, jako
prvni se tvoii v primdrni imunitni odpovédi. Ve vétSin€ piipadi jsou kompletni
a chladové. Spolu s komplementovym proteinem C1 aktivuji kaskadovy proces vedouci
k intravaskularni 1yze erytrocytu.

Protilatky typu IgA (podtiidy IgAl, IgA2) vséru jsou nejcastéji dimery.
Neprochazeji ptes placentu, nevdzi komplement. V imunitnich reakcich aktivuji
komplement alternativni cestou a plisobi jako spousté¢ komplementové kaskady.

Protilatky se dé¢li podle:

e puvodu (zvifeci, lidské, rostlinné, umg¢lé)

e specifity (specifické reagujici pouze sjednim antigenem, nespecifické reagujici
S vétSinou bungk)

e zpusobu vzniku (imunni, tvofici se po kontaktu s antigenem; pfirozené, tvorici se
po kontaktu s antigenem podobnym antigenu erytrocytl; autoprotilatky jsou typ
imunnich protilatek proti vlastnim antigenim)

e prokazujici se serolologické reakce (kompletni, aglutinujici erytrocyty ptimo, typ
IgM, inkompletni, neaglutinujici erytrocyty ptimo, ale az po ptidani podpory, typ
1gG)

e tepelného optima reakce (tepelné, aglutinujici erytrocyty pii 37°C, vétsinou IgG,
chladové aglutinujici pii nizké teplot§, optimalné 4°C, vétSinou IgM

(Fabryova et al. 2012).
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1.2.4 Reakce antigen-protilatka

Je chemicka reakce glykoproteinové molekuly protilatky s epitopy na povrchu
membrany erytrocytu.

V piipadé je-li antigen rozpustny: precipitace (vysrazeni, precipitinogen, precipitin)
nebo neutralizace (vytvoii se komplex antigen-protilatka), pokud je antigen vazan
na povrchu krvinky, je reakci: aglutinace (shlukovani — aglutinogen, aglutinin), 1yza
(lyzinogen, lyzin), nebo cytotoxicita (cytotociny). Stabilitu vazby antigen-protilatka
zajisti komplementarita elektrického naboje, vazba mezi vodikovymi molekulami,
hydrofobni vazba, Van der Waalsovy sily (Sakalova et al. 1995).

Afinita je sila vazby mezi protilatkou a epitopem (epitop je mala ¢ast molekuly
antigenu, jez je rozpoznana imunitnimi receptory).

Avidita je celkova sila vazby protilatky k jednomu antigenu s vice epitopy.

Vazbu antigen-protilatka ovliviiuje:

e Kkoncentrace (pomér mezi Ag a Ab)

e pH(pro udrzeni optimalniho pH se provadi testy v prostfedi pufrovaného
fyziologického roztoku, optimalni pH kolem 7)

e teplota (za nizsich teplot vétSinou protilatky tiidy IgM, oznaCovany jako
chladové, za vyssi teploty IgG, oznaCovany jako tepelné)

e iontovd sila reakéniho média (bézné izotonicky fyziologicky roztok,
rychlejsi dosazeni pozadované vazby je za pouziti roztoku s niZ§im obsahem
iont — LISS)

e schopnost vazat komplement (Rehacek et al. 2013).

Komplement je systém asi tficeti proteinti obsaZzenych v séru a na membranach.
Nejdulezitéjsich je 9 sérovych proteinii zna¢enych C1 az C9. Kaskadoveé se preméni
z formy neaktivni v aktivni. Membranu erytrocyt poSkozuji aktivni formy. Vytvofeny
Membrane Attack Complex (MAC) perforuje erytrocytarni membranu, z erytrocytu
unikne hemoglobin — intravaskularni hemolyza.

Extravaskularni hemolyza probéhne v jatrech nebo ve slezing.
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V jatrech-protilatky navazi komplement, po aktivaci C3 na membrané erytrocytu
zustane C3b. Prob¢hne adheze na makrofagovy receptor a vlastni fagocytoza.
Veslezing¢ jsou erytrocyty fagocytovany tak, Ze se navaze IgG protilatka

na Fc receptor na membrané makrofagu (Bartinkova et al. 2011).

1.3 Imunohematologické testy

K prikazu antigenti a protilatek se pouzivaji serologické techniky. Principem

imunohematologickych testl je aglutinace.

1.3.1 Aglutinace
Je vazba protilatky na erytrocyt, kterd vyvola shlukovani krvinek.

1. faze je vazba specifické protilatky na antigen na povrchu erytrocytu,
sensibilizace

2. faze je vlastni aglutinace, coz je propojeni dvou erytrocytli prostfednictvim
protilatkové vazby.

Protilatky tfidy IgM spliuji tyto dvé faze, jsou proto nazyvany kompletnimi
protilatkami, které pfimo aglutinuji.

Protilatky t¥idy IgG spliuji pouze prvni fazi, jsou proto nazyvany inkompletnimi
protilatkami, které aglutinuji nepiimo (Rehacek et al. 2013).

Podminky pro vznik aglutinace:

-vzdalenost mezi erytrocyty (V solném prostiedi 20-30 nm, mozna pouze pro IgM,
protilatky vzhledem k velikosti jejich molekuly. IgG aglutinuji az po zmenSeni
vzdalenosti mezi erytrocyty sniZzenim zeta potencidlu. Zeta potencial je rozdil
V potencialu mezi negativné nabitymi erytrocyty a kationty v okolnim prostiedi. SniZeni
lze docilit napiiklad pomoci albuminu, polybrenu, proteolytickych enzymil)
(Pecka 2005).

-zesileni vazby mezi antigenem a protilatkou pomoci polyetylenglykolu, ktery

extrahuje vodu ze svého okoli, tim se vazba zesili, zvysi se koncentrace protilatky
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-snizeni iontové sily reakéniho prostiedi pomoci roztoku o nizké iontové sile. (LISS
je roztok NaCl s albuminem, glycinem a zelatinou pufrovany fosfatem.
Je hypotonicky -zvétsi se objem erytrocytu a jeho povrch, antigeny se od sebe vzdali —
tim k nim maji protilatky snadné&j$i pfistup, snizi se zeta potencial, -redukuje se
negativni naboj.)

-spojeni protilatek navdzanych na erytrocytech pomoci protilatek proti lidskému
IgG (vytvoreni mistku mezi IgG na odliSnych erytrocytech, princip antiglobulinového
testu).

Obrazek 1: Antiglobulinovy test

Dostupné z:
<http://www.med4you.at/laborbefunde/techniken/transfusionsmedizin/lbef_transfusions
medizin.htm#Agglutinationstest>

1.3.2 Piimé aglutinacni testy

PouZivaji se k vysetteni ABO skupiny, RhD a dalSich antigenti (napt. C, c, E, e, M,
N) pomoci protilatek IgM (v dnes$ni dobé pfedevSim monoklonalnich).

Lze je provadét sklickovym testem, zkumavkovym testem, na mikrotitra¢nich
deskach typu U, testem pevné faze, testem sloupcové aglutinace na gelovych kartach,
novou aglutinaéni technologii Erythrocytes Magnetizer (E. M. Technologie)
(Rehagek et al. 2013).
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1.3.3 Neprimé aglutinacni testy

1. Antiglobulinovy test (synonymum Coombsuv test) se pouziva k detekci IgG
protilatek.

Piimy antiglobulinovy test (PAT) detekuje protilatky IgG nebo slozky
komplementu navazané na erytrocytech in vivo. Pouziva se k prikazu imunitniho typu
hemolyzy u pacienti po transfuzich, transplantacich, u potransfuznich reakeci,
pfi prikazu autoimunitni hemolytické anémie, u hemolytického onemocnéni
novorozence.

Neprimy antiglobulinovy test (NAT) detekuje vazbu protildtky nebo C3 slozky
komplementu s erytrocytem vzniklou in vitro. Pouziva se k prukazu vyznamnych
nepravidelnych protilatek proti erytrocytim, K jejich identifikaci, pfi predtransfuznim
vySetieni u testl kompatibility, pro detekci antigent (napi. Duffy, S, s) pomoci
diagnostickych protilatek IgG. Pouzivané antihumanum globulinum (AHG) musi byt
komplexni, obsahujici slozku anti-IgG a anti-C3, aby byly detekovany nejen protilatky
IgG, ale také protilatky zavislé na komplementu (Penka et al. 2012). Od konce 80. let
minulého stoleti byl povinn¢ zatazen k ptedtransfuznimu vySetieni screening protilatek
provadény timto testem (Dobry et al. 2011).

Lze jej provadét testem zkumavkovym, testem pevné faze, testem
E. M. Technologie, testem sloupcové aglutinace (Rehacek et al. 2013).

2. Enzymovy test, kde se piasobenim proteolytickych enzymi (bromelin, ficin,
papain)snizi elektronegativni naboj erytrocytd, redukuje se mnozstvi kyseliny sialové na
povrchu erytrocytové membrany, uvoliiuji se molekuly vody z povrchu erytrocyti,
odstranuji se nékteré membranoveé antigeny.

Enzymovy test je testem dopliikovym, vhodnym pro vySetfeni potransfuznich
reakci, u polytransfundovanych pacientii (Penka et al. 2012). Tento test mize byt
pfinosem pfi identifikaci smési protilatek, nékteré reakce zesili, jiné zlstanou stejné,
ndkteré vymizi (Rehadek et al. 2013). Provedeni enzymového testu miZe byt
jednostupniové (erytrocyty + enzym + sérum/plazma) nebo citlivéjsi dvoustupiiové

(enzymaticky upravené erytrocyty + sérum/plazma). Nejsou povazovany za rutinni
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metodu pro screening protilatek (Doporu¢eni Spole¢nosti pro transfuzni lékaistvi CLS
JEP ¢. STL2011 07).

1.3.4 Hodnoceni vysledkii aglutina¢nich reakci

e kvalitativni (negativni, pozitivni)
e semikvantitativni (sila pozitivni reakce se vyjadfuje pomoci kiizkd,
od + az po ++++)
e kvantitativni (titrem protilatky, titr urcuje prokazatelnd aglutinace
u nejvyssiho fedéni).
Spravné hodnoceni je velmi dulezité a musi byt fadné vedeno v dokumentaci

(Tesafova et al. 2008).

1.4 Zakladni imunohematologicka vySetieni

1.4.1 ABO RhD

Toto vySetfeni se provadi u vSech pacientli s pfedpokladanou moznosti transfuze,
u téhotnych Zen, U novorozencu a U darct krve. Uréuji se minimalné antigeny A a B
(stanoveni aglutinogenti), protilatky anti-A, anti-B (stanoveni aglutininti), pfitomnost
RhD antigenu. Pfi jejich uréovani se vyuziva pifima aglutinace ve zkumavkach,

mikrotitra¢nich desti¢kach nebo na kartach sloupcové aglutinace (Rehacek et al. 2013).
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Obrazek 2: Aglutinace zkumavkovy test

o Lot e pozitivni reakce

e M negativni reakce

Dostupné z:
<http://www.med4you.at/laborbefunde/techniken/transfusionsmedizin/lbef _transfusions

medizin.htm#Agglutinationstest>

ABO vysetfeni musi v pfipad¢ antigenii a protilatek odpovidat, kazda diskrepance
musi byt vyfesena pied vydanim vysledku.

U novorozencli a déti do véku 4 mésici by mélo byt vySetfeni aglutinogenii
provedeno dvakrit pomoci diagnostickych sér s dvéma riznymi klony pro kazdou
specifitu, protoze zde chybi moznost kontrolniho vysetfeni aglutinint.

RhD se provadi 2x riznymi monoklonalnimi diagnostickymi séry anti-D tfidy IgM
nedetekujici variantu DV,

Dilezité je si uvédomit, ze monoklondlni diagnostika anti-D mohou mit rozdilnou
schopnost detekovat slabé a variantni antigeny D. Pfi zachyceni diskrepance nebo
vyrazného zeslabeni reakci by mél byt pacient povazovan za D-variantniho
az do vyfeseni diskrepance (Doporuéeni Spole¢nosti pro transfuzni lékatstvi CLS JEP
¢. STL2011_07).

Rozlisujeme tii kategorie vysledkd u vysetieni antigenu D (lze pouzit oznaceni
D nebo RhD):
D pozitivni je se vSemi pouzitymi diagnostickymi séry anti-D jasné pozitivni reakce
D negativni je se vSemi pouzitymi diagnostickymi séry anti-D jasné negativni reakce
D"V (slaby antigen D/varianta antigenu D):

- se v§emi pouzitymi diagnostickymi séry anti-D slabsi reakce (2+ a slabsi)

- Spouzitymi diagnostickymi séry anti-D zcela diskrepantni reakce (pozitivni

X negativni)
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- S pouzitymi diagnostickymi séry anti-D rozdil v sile reakce

- necekany nalez anti-D imunizace bez autoreakce u osoby se zdanlivé normalnim
antigenem D

- diskrepance mezi anamnestickym tidajem a souc¢asnym vysetfenim

- diskrepance mezi vysledky vySetfeni jedince postupy doporu¢enymi pro darce
a prijemce krve.

Dirce krve nebo jejich slozek RhD pozitivni a RhD™Y ma transfuzni piipravky
(TP) oznaCeny RhD pozitivni, darce RhD negativni ma TP oznaceny RhD negativni.

Piijemci erytrocytového TP RhD pozitivnimu bude podan erytrocytovy TP RhD
pozitivni, pijemci RhD™' a RhD negativnimu bude podan erytrocytarni TP RhD
negativni (Doporué¢eni Spole¢nosti pro transfuzni lékatstvi CLS JEP ¢&. STL2012_10).

1.4.2 Screening protilatek

Provadi se u vSech piedtransfuznich vysetfeni (ABORND, screening protilatek, test
kompatibility), u t¢hotnych Zen, u novorozencii a u darci krve. Zakladem je NAT
provedeny zkumavkovym testem, testem sloupcové aglutinace nebo testem pevné faze.
Doplitkkovym testem je test enzymovy. K vySetfeni se pouziva screeningovy panel
diagnostickych erytrocyti s jednotlivé provedenymi reakcemi nejcastéji tii typid
erytrocytli. U darch krve lze pouzit erytrocyty ve smési, poolované. S pozitivnim
screeningem protilatek se mizeme setkat u t¢hotnych zen, u transfundovanych pacienti
u pacientl s AIHA (Rehacek et al. 2013).

Za referen¢ni techniku je povazovan NAT ve zkumavkovém provedeni za pouziti
erytrocyti resuspendovanych v LISS (LISS-NAT). Jeho hranice citlivosti je brana
za standardni nepodkrocitelné minimum. Technika s normalni iontovou silou (NISS)
neni doporucovana vzhledem k delSi inkubaci a k vétSimu mnoZstvi vySetfovaného
vzorku. Mize byt vhodnou pii problémech vazanych na LISS (LISS-dependentni
autoprotilatky, nespecifické reakce).

Za standardni techniky jsou povazovany testy sloupcové aglutinace a testy pevné

faze.
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Pti zjisténi pozitivniho screeningu protilatek je tteba provést identifikace protilatek
pomoci identifika¢niho panelu diagnostickych erytrocyti za ucelem urceni specifity
a klinického vyznamu zjisténé protilatky. Toto specidlni vySetieni provadi pouze
laboratofe ucastnici se systému externiho hodnoceni kvality (Doporuceni Spole¢nosti

pro transfuzni 1ékatstvi CLS JEP ¢. STL2011_07).

1.5 Automatizace

Nové techniky spolu s rozvojem informacnich technologii, pouzivani ¢arovych
kodu a cilend akreditace laboratotfi vyvolavaji potfebu automatizace postupné ve vSech
laboratofich. Je nutnd celkova rozvaha, jak vytvofit co nejlepsi a nejkomplexnéjsi
soustavu. Nestaci pouze propojeni v ramci LIS, nezbytné se ukazuje celkové propojeni
i S nemocni¢nim informa¢nim systémem (NIS).

Automatizace v prvni fadé¢ je hlavné proces analyzujici laboratorni vySetfeni.
Primarnim cilem je vytvoreni efektivni, produktivni, bezpecné a kvalitni laboratofe.
Vytvotfeni rozvahy na jaky pocet vzorkil, jaky objem znich pfedstavuje vySetfeni
statim, kolika pracovnich mist se to dotykd. Splni-li vynalozené naklady ocekavani.
Stejné jako preanalytickd Cast je dualezita také postanalyticka cést, kterd je v soucasné
dob¢ nejméné vyuzivana (Zima 2007).

Automatizace pfindsi vyhody:

e redukuje chyby spojené s manualnim provedenim testti

e redukuje subjektivni interpretaci vysledki vySetfeni

e objektivni interpretace vysledl vySetieni

e dava miru bezpec€nosti, kterd u manualnich testi chybi

e nedochazi k chybam pii piepisu vysledkt do dokumentace
e reprodukovatelnosti testi

e piinasi jistotu pacientim

rrrrr

e pozitivni identifikace vzorkd, reagencii
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¢ identifikace obsluhy

e kontroly parametrti testii jako je Cas, objem, teplota

e Uspory ¢asové a personalni

o sledovatelnosti (traceability) a moznosti uchovavani dat
Automatizace pfinasi zmény:

e dosavadnich zvykt a postupti

e Vv mysleni

e Vv know-how zdravotnikd

e v pokroku do budoucna (Zedniéek 2007).

Pted zavedenim automatizace je vyhodné vydefinovat cely proces, pracovni zatéz.
Nezapomenout na fizeni zmén, vybrat si automat ¢i poloautomat, vhodné zalohovaci
zdroje. Nelze opomenout pravidelnd Skoleni zdravotnikl s jejich aktivni tUcasti.
Neodmyslitelnymi ndleZitostmi jsou prostorové podminky, servis pfistrojii, servis
dodavatell reagencii, od stavajicich uzivateli zpétnd vazba a v neposledni fad¢é obrat.
Ne vSe lze automatizovat. Zistava urgentni piijem u pacientli, statim vySetfeni,
nestandardni vzorky, specidlni testy, potransfuzni reakce, typizace antigenil u pacientd,
AIHA (Katovska and Kupska 2013).

Nové robustnéjsi techniky (test sloupcové aglutinace, test pevné faze) piinesly také
pro imunohematologii moZnost vyuziti pfistrojové techniky. Pouzivaji se pouze
pfistroje a diagnostika spliiujici piislusné legislativni pozadavky na piislusné
zdravotnické prostiedky oznacené CE. (Doporuceni Spole¢nosti pro transfuzni 1ékafstvi
CLS JEP & STL2011 07). Proto je puvodni vysetfeni ve zkumavkach nahrazovéano
témito novymi testy, které umoZiuji automatizaci provadénych vySetfeni a jejich
nasledné prevedeni do laboratorniho informaéniho systému.

Jak u vySetfovanych darcl, tak 1 u pfijemct je tfeba provést zakladni
imunohematologicka vySetfeni, kterymi u darct jsou: krevni skupina (ABO RhD),
screening protilatek, Rh fenotypizace a Kell. U ptijemct: krevni skupina (ABO RhD),
screening protilatek, test kompatibility (Mannessier 2003). VSechny tyto metody jsou
hemaglutina¢ni. Pfi vSech téchto cCinnostech je nutné snizit riziko lidskych chyb

(pti pfijmu vzorku, jeho evidenci, vlastnim provedeni pozadovanych vySetieni,
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interpretaci  vysledkti, uvolnovani vysledkil), zajistit pfesnou sledovatelnost
a dohledatelnost vSech krokl v prubéhu vysetiovani, provadét vnitini kontroly kvality,
spravovat a analyzovat vSechna chybova hlaseni (Delamaire 2005).

Srovnanim provedenych vySetfeni jak testy sloupcové aglutinace, tak testy pevné
faze spolu s vySetfenim ve zkumavkach se dochdzi k jednoznacnému zavéru, ze testy
pevné faze a sloupcové aglutinace jsou srovnatelné V citlivosti metod, kdy testy pevné
faze vychazeji ponckud citlivéjsi, citlivost zkumavkovych vySetieni je vSak
nesrovnateln¢ nizsi (Weisbach et al. 2006).

V imunohematologii jsou bézné pouzivany jak poloautomaty, tak automaty.
Poloautomaty davaji vétsi otevienost, skladaji se z vice modulti, centrifuga a reader
nejsou piimou soucasti zafizeni. Da se u nich kombinovat jak pouZzivani mikrotitra¢nich
desek, tak karet. To je u automatii mozné pouze u typu Techno TwinStation. Pofizovaci
cena poloautomatll je niz§i, byva zde vSak vyzadovano vice zasahii obsluhy. Naproti
tomu je zde volna volba v pouzivanych reagenciich. Automaty od zaloZeni vzorku
az do vyhodnoceni pracuji uzavienym systémem (Delamaire 2005). Vybér
poloautomatt a automatl se odviji hlavné dle potteb laboratofe. Automaty dodavané

firmami jsou vazany prtislusnymi testy, pro které jsou urceny.

1.5.1 Testy sloupcové aglutinace

Provadi se na gelovych kartdch v mikrozkumavkach obsahujici dextran gelové
matrix. Gel se chova jako sito, aglutinované erytrocyty zistanou rozptylené v gelu,
negativni erytrocyty projdou na dno mikrozkumavky. K tomuto oddé€leni dochazi
béhem centrifugace. Gel miiZe byt neutralni pro provedeni pifimé aglutinace v solném
prostfedi nebo enzymatickych test. Muze obsahovat specifickd ¢inidla jako AHG
na provadéni pfimého ¢i nepifimého antiglobulinového testu nebo specifické protilatky
(napf. anti-A, anti-B, anti-D, anti-Kell). V ptipadé potieby se karty inkubuji,
poté se centrifuguji podle kontrolovanych parametrii. Odpadd nepfijemné promyvani
u neptimého antiglobulinového testu, jak je tomu u zkumavkovych metod. Promyvani

sebou nese riziko nedostateného promyti nebo naopak muze vést k disociaci slabé
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navazanych protilatek (Engelfriet et al. 2003). Reakce pomoci gelové techniky jsou
stabilni nejméné po dobu 48 hodin, V elektronickém formatu mohou byt uchovavany

libovolné dlouhou dobu.

Obrazek 3: Sloupcova aglutinace na gelu

\ ol
pozitivni reakce ++++ pozitivni reakce ++ negativni
Dostupné z:

<http://www.med4you.at/laborbefunde/techniken/transfusionsmedizin/Ibef _transfusions

medizin.htm#Agglutinationstest>

Dalsi test sloupcové aglutinace ma v mikrozkumavkach misto gelu sklenéné
mikrokuli€ky vyuZivajici gradientu hustoty. I zde odpada promyvani pii nepiimém
antiglobulinovém testu. V obou metodach se pracuje s roztokem o nizké iontové sile
(LISS), ktery pomaha zvysit citlivost protilatek, které se nachazeji v nizkém titru,
snizuje  iontovou silu  prostfedi, tim zvySuje pocet spojeni protilatek
(Duguid and Bromilow 1993).

Automat WADiana firmy Grifols (Spanélsko) je pIné automatizovany (walk-away),
vyuzivajici testy gelové sloupcové aglutinace. Stejn¢ tak Techno TwinStation firmy
DiaMed/Bio-Rad(Svycarsko)  vyuziva testy gelové  sloupcové  aglutinace,
pro n¢ je provedeni pln¢ automatické. Lze na ném provadét vysetireni ABO RhD také

na mikrotitracnich deskach. Tato operace je poloautomaticka, ale vyrazné financné
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méné naro¢na. Automat AutoVue Innova od firmy Ortho Clinical Diagnostics (USA)
pracuje s testy sloupcové aglutinace s mikrokuli¢kami.

Porovnani Techno TwinStation a AutoVue Innova s manualnim provedenim
v pfedtransfuznim vySetfeni pfinesla dal§i obsahla studie. Oba automaty maji
automaticky reader pouzivajici digitalni obraz, oba vykazuji vysokou pfesnost
a rychlost vySetfeni, nabizi tfi hlavni cile: méné chyb, mén¢ prace, vyssi vykon. Nebyly
zjistény zadné chybné vysledky ani v manualnim provedeni. AutoVue Innova vykazuje
vetsi citlivost v titracich a je 3,5x rychlejsi v dokonceni 100 testli screeningu protilatek

nez Techno TwinStation (Shin et al. 2008).

1.5.2 Testy pevné faze

Testy pevné faze (technologie Capture-solid phase red cell adherence, SPRCA)
adherujicich erytrocytii pouzivajici navazany antigen nebo protilatku na pevném nosici
prokazuji protiladtku nebo antigen ve vzorku. Provadi se na mikrotitra¢nich deskach typu
,»U“ Nejdiive jsou erytrocyty navazany na povrch mikrojamek, jejich antigeny se
vyuziji k navadzani specifickych erytrocytarnich 1gG protilatek béhem 5 minutové
inkubace. Promytim jsou z jamek odstranény nenavazané IgG, jsou pfidany erytrocyty
S protilatkami, slouzici jako indikator. B&hem centrifugace dojde ke kontaktu
navazanych erytrocytarnich 1gG s protilatkami indikatorovych erytrocyti. Pfi pozitivni
reakci zlstavaji erytrocyty rozptyleny po plose jamky, zatimco pfi negativni reakci se

vytvafi teréik nahloucenych erytrocytli na dn€ jamky (Sandler et al. 2000).
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Obrazek 4: SPRCA

pozitivni negativni

Dostupné z:
<http://www.med4you.at/laborbefunde/techniken/transfusionsmedizin/lbef_transfusions
medizin.htm#Agglutinationstest>

Systém ABS2000 pouziva mikrotitrani desky, pracuje s testy pevné faze, stejné
jako modernéjsi automaty Galileo, Galileo Echo a Galileo NEO vsechny od firmy
Immucor (USA). Porovnani Galileo a AutoVue Innova firmy Ortho Clinical
Diagnostics bylo provedeno v metodé screeningu protilatek a jejich identifikaci
soucasng. Vedle jejich podobného vykonu a citlivosti je jasné, Ze neni mozné pracovat
takto soub&zné pii bézném vySetfovani, ale je tieba zajistit shodu pfitomnych antigenti
na screeningovych krvinkdch jako na pfislusnych identifikatnich panelech,
aby se zabranilo pozitivnimu vysledku screeningu protilatek a negativnimu vysledku

identifikace z divodu chybéni nékterého antigenu na panelu (Garozzo et al. 2007).

1.5.3 E. M. technologie

Testy zmagnetizovanych erytrocytli vyuzivaji paramagnetické kulicky navazané
na membrané erytrocytu pro pienos antigenu ¢i protilatky, které se v pfitomnosti
externiho magnetického pole dostavaji na dno mikrotitracni desky, magnetické sily
nahrazuji centrifugaci, protfepavani umozni odecitani pozitivnich nebo negativnich
reakci. Testy zmagnetizovanych erytrocytll jsou provadény na automatech Qwalys
od firmy Diagast (Francie). Jedna se =zatim o nejnovéjsi technologii
v imunohematologii, u které neni ticba promyvani ani centrifugace, coz je jeji velkou

ptrednosti (Bouix et al. 2008).
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2 Cil prace a hypotézy

2.1 Cil prace

Cilem mé bakalaiské prace je praktické provedeni imunohematologickych metod
(krevni skupina, screening protilatek) ve zkumavkach, na mikrotitracnich deskach,
sloupcovou aglutinaci a manualni provedeni porovnat s poloautomatem Qasar IV
a automatem Techno TwinStation. Kvantitativné vyjadfit usporu reagencii, lidské
pracovni sily, zhodnoceni dalSich efekti-zcitlivéni metod, daleko vétsi bezpecnost

(vylouceni mozné zdmény pii vySetfovani) pti automatickém provadéni.

2.2 Hypotézy

Hypotéza 1

Pti zkumavkové metodé je nejveEtsi spotieba reagencii.
Hypotéza 2

Automatizace piinasi usporu lidské sily.
Hypotéza 3

Sloupcova aglutinace je z pouZitych metod nejcitlive;si.
Hypotéza 4

o4

Automatizované provedeni metod je nejbezpecné;jsi.
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3 Metodika

3.1 Charakteristika souboru

Prakticka cast mé bakalaiské prace byla zpracovana na Transfuznim oddéleni
Nemocnice Ceské Bud&jovice, a.s. Soubor tvofilo 24 vzorkii pacientt a 24 vzorkd darct
krve a 2 vzorky slouzici pro vnitini kontrolu kvality. U vSech téchto 50 vzorku byla
vySetfena manualné krevni skupina ABO RhD ve zkumavkach a na mikrotitracnich
deskach. Screening protilatek byl vysetien ve zkumavkach, na mikrotitra¢nich deskach
a sloupcovou aglutinaci. Vzorky pacienti byly analyzovany na analyzatoru
Techno TwinStation vzorky darct krve byly analyzovany na poloautomatu Qasar V.
Dale bylo v prubéhu roku 2013 manuéln¢€ ve zkumavkach a na mikrotitracnich deskach
opakovano 10 vzorkli slab&é pozitivnich screeningli protildtek pacientd plavodné
vySetfenych na analyzatoru Techno TwinStation a 10 pozitivnich screeningli protilatek

vzorku darct krve pivodné vySetfenych na poloautomatu Qasar IV.

3.2 Preanalyticka ¢ast

Preanalyticka ¢ast byla provedena Vv souladu s Doporucenimi Spolecnosti
pro transfuzni 1ékatstvi CLS JEP ¢ STL2011 07 ze dne 1. 3. 2011 verze 2 (2012_4),
¢. STL2011 08 ze dne 1. 3. 2011 a &. STL2012 09 ze dne 19. 4. 2012.

30



3.3 Analyticka Cast

3.3.1 Reagencie, spotirebni material a pristroje

Reagencie:
e nesrazlivy vzorek krve v EDTA
e diagnostické monoklonalni sérum anti-A Sanquin/Exbio
e diagnostické monoklonalni sérum anti-B Sanquin/Exbio
e diagnostické monoklonalni sérum anti-A,B Sanquin/Exbio
e diagnostické monoklonalni sérum anti-D 1 IgM IVT
e diagnostické monoklonalni sérum anti-D 2 IgM Milipore/Dynex
e diagnostické monoklonalni sérum anti-D 3 IgM/IgG Milipor/Dynex
e negativni kontrola (monoclonal control) Milipor/Dynex
e typové erytrocyty A;, B, 0 TRS Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s.
e typové erytrocyty Aj, B DiaMed/BioRad
e screeningovy panel diagnostickych erytrocyti ID-DiaCel I-11-111 DiaMed/BioRad
e smésné (poolované) diagnostické erytrocyty ID-DiaCell Pool DiaMed/BioRad
e vnitini kontrola kvality DiaMed Basic Q. C. 1, 2 DiaMed/BioRad
e polyspecifické AHG IVT
e sensibilizované erytrocyty (antiglobulin control) Check cell (Weak) Immucor
e plastova mikrotitracni deska DiaMed-MP Test (pouzivana kombinace A, B, AB,
DVI-, DVI+, ctl / A, B) DiaMed/BioRad
e ID karty LISS/Coombs kombinované s AHG polyspecifické DiaMed/BioRad
e |ID-Diluent 2 (modifikovany LISS) DiaMed/BioRad
e |ID-Diluent 1 (modifikovany bromelin) DiaMed/BioRad
e promyvaci roztok A (Washsolution) DiaMed/BioRad
e promyvaci roztok B (Washsolution) DiaMed/BioRad

e pufrovany fyziologicky roztok (PBS) Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s. Lékarna
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Spotiebni material:
jednorazové plastové pipety 3ml
stojanky na zkumavky
jednorazové Wassermannovy a aglutinacni zkumavky
vicekanalova pipeta 10-200 pl
ID-pipetor EP5
Spicky k pipetam
stojanky na zkumavky
plastova mikrotitra¢ni deska typu ,,U*
rukavice
stojan na zkumavky a ID-karty DiaMed/Biorad

zasobnik s rozpliova¢em na ID-Diluent 2 a na ID-Diluent 1

Pristroje:

centrifuga Hettich universal 320

centrifuga Hettich universal 32

centrifuga Rotofix

mikroskop Binokul-Zeiss

tiepacka mikrotitraénich desek Heidolph Titramax 100
centrifuga DiaMed ID 1202

inkubator DiaMed DG 223

imunohematologicky analyzator Techno TwinStation
Lyra reader MP

imunohematologicky poloautomat Qasar 1V

Duet reader
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3.3.2 Vysetireni ABO RhD ve zkumavkach

Postup:

1 kapka = 50pl

Z vysettovanych vzorkli nejdiive ptipravime do popsanych Wassermannovych
zkumavek 5% naplav erytrocytd v PBS. Zkumavky vySetfovanych vzorkli poté
centrifugujeme 5 minut pti 10000t. /min, oddéli se plazma od erytrocytu.

Schéma pro vySetfeni pacientd: anti-A, anti-B, anti-A,B, anti-D 1, anti-D 2,
negativni kontrola, typové erytrocyty A;, B.

Schéma pro vySetieni darci: anti-A, anti-B, anti-D 2, anti-D 3, negativni kontrola,
typové erytrocyty Aj, B, autokontrola.

Do pfedem popsanych aglutinacnich zkumavek nakapeme po 1 kapce
diagnostickych sér a typovych erytrocyti. Do zkumavek s diagnostickymi séry
nakapeme 1 kapku vySetfovaného naplavu erytrocytt. Do zkumavek s typovymi
erytrocyty nakapeme po 1 kapce vySetfované plazmy. Centrifugujeme 1 minutu
pti 1000ot./min.

Jemnym poklepem na dno zkumavky ode¢teme aglutinaci. Vysledky zaznamename

do primarni dokumentace (SOP TRS).

3.3.3 VySetireni ABO RhD na mikrotitra¢nich deskach

Postup:

Z vySetfovanych vzorkill nejdfive pfipravime do popsanych Wassermannovych
zkumavek 5% naplav erytrocyti v ID-Diluentu 1 pro vySetieni pacientd. Pro vySetfeni
darct ptipravime 5% naplav erytrocytti vV PBS. Poté vySetfované vzorky centrifugujeme
5 minut pti 10000t./min., oddéli se plazma od erytrocytu.

Schéma pro vySetfeni pacientl: anti-A, anti-B, anti-A,B, anti-DVI-, anti-DVI+,
negativni kontrola, typové erytrocyty A;, B. Do mikrotitraéni desky nakapeme
ID-pipetorem EP5 do jamek sdiagnostickymi séry 50ul naplavu erytrocytu,
do prazdnych jamek ptidame 50ul vySetfované plazmy a 50ul typovych erytrocyta.
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Schéma pro vysetfeni darct: anti-A, anti-B, anti-D 1, anti-D 2, negativni kontrola,
typové erytrocyty Aj, B, autokontrola. Do prazdné mikrotitratni desky nejdiive
nakapeme vicekanalovou pipetou 25ul diagnosticka séra a typové erytrocyty. Poté
ID-pipetorem EP5 ptidame 25ul erytrocytového naplavu Kk diagnostickym sérim
a do posledni prazdné jamky. Pfidame stejné mnozstvi plazmy k typovym krvinkdm
a vlastnimu naplavu erytrocytll V posledni jamce. Inkubujeme 10 minut pti pokojové
teploté.

Centrifugujeme 1 minutu pti 10000t./min. Protiepeme na tfepacce mikrotitraénich
desek Heidolph Titramax 100 2 minuty ptfi 900vibracich/min., pak 30 vtefin
pii 300 vibracich/min. Ode¢itame aglutinaci v jednotlivych jamkach (SOP TRS).

3.3.4 VySetreni screeningu protilatek ve zkumavkach

Postup:

1 kapka = 50pl

Vysetiované vzorky centrifugujeme 5 minut pifi 50000t./min. Do popsanych
zkumavek nakapeme 2 kapky vySetiované plazmy a 2 kapky diagnostickych erytrocytl
v PBS. Pro vySetfeni pacientd pouzijeme screeningovy panel ID-DiaCel I-11-111.
Pro vySetfeni darci pouZijeme poolované erytrocyty. Inkubujeme 60 minut pii 37°C.
Promyjeme zkumavky v nadbytku PBS, opakujeme 3x. Piidame 2 kapky AHG,
inkubujeme 10 minut pii 37°C. Centrifugujeme Iminutu pii 10000t./min. Odecitame

makroskopicky i mikroskopicky (Sakalova et al. 1995).

3.3.5 VySetreni screeningu protilatek na mikrotitra¢nich deskach

Postup:

Vysetfované vzorky centrifugujeme 5 minut piti 50000t./min. Do popsanych
mikrotitracnich desek nakapeme 25ul vySetfované plazmy a 25ul diagnostickych
erytrocytt v PBS. Pro vySetfeni pacienti pouZijeme screeningovy panel

ID-DiaCel I-1I-11l. Pro vySetfeni darcti pouZijeme poolované erytrocyty. Inkubujeme
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60 minut pii 37°C. Promyjeme desticku v nadbytku PBS, opakujeme 3x. Ptridame
50ul AHG, inkubujeme 10 minut pii 37°C. Centrifugujeme 1 minutu pfi 10000t./min.

Postupné roztfepavame na tiepacce. Odecitame makroskopicky (Sakalova et al 1995).

3.3.6 VySetreni screeningu protilatek gelovou sloupcovou aglutinaci

Postup:

Vysettované vzorky centrifugujeme 5 minut pifi 5000ot./min. Do popsanych
ID-karet nakapeme 50ul diagnostickych erytrocytl, ptidame 25ul vySetrované plazmy.
Pro vySetieni pacientti pouzijeme screeningovy panel ID-DiaCel I-11-11l. Pro vySetieni
darcu pouZzijeme poolované erytrocyty. Inkubujeme 15 minut pti 37°C. Centrifugujeme
10 minut pti 9060t./min. Odecitame makroskopicky (SOP TRS).

3.3.7 Vyseti‘eni pacientii na analyzatoru Techno TwinStation

Obrazek 5: Analyzator Techno TwinStation DiaMed/BioRad

Zdroj: Autor

Techno TwinStation (DiaMed/BioRad) je imunohematologicky analyzator
kombinujici testovani mikrotitraénich desek piimou aglutinaci a ID-karet gelovou

sloupcovou aglutinaci. Je prvnim analyzitorem na nasem oddéleni uréeny
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pro imunohematologickd ptedtransfuzni vysetfeni pacientli. Jedinou jeho chybou
Z pohledu nés uzivateli je nemoznost predfazeni vySetfeni s Casovou naléhavosti
pozadavku statim. Vyuzivéa se pro vysetfeni ozna¢ena Casovou naléhavosti pozadavku
standardné¢. Umoznuje pln¢ pozitivni identifikaci vySetiovanych vzorki, reagencii
a ID-karet ¢arovymi kody, identifikaci obsluhy. Kontrolou je davkovani plazmy nebo
séra. Elektronicky detekuje uroven hladiny vzorku, reagencii a ID-Diluentt, detekuje
srazeniny pii nasavani erytrocyti. Detekuje promyvaci roztoky a odpad pomoci
plovakl. Nasavda a promyva fluidni obvod. Zaroven probih4d automatickd kontrola
parametru testi (Cas, objemy, teplota), ¢isla $arzi a exspiraci (DiaMed materialy firmy).

Nase oddéleni na analyzatoru Techno TwinStation vySetfuje krevni skupinu ABO
RhD, screening protilatek, test kompatibility. Je to plné automatizovany systém
pro vySetiovani na ID-kartach pro gelovou sloupcovou aglutinaci. Pro mikrotitra¢ni
desky nam slouzi jako rozkapavac¢ a inkubator, tyto desky odecitame na readeru Lyra,
ktery je s analyzatorem propojen (Lyra MP reader je zaroven centrifuga, tfepacka a Cteci

zatizeni pro mikrotitraéni desky).

Obrazek 6: Lyra MP reader a software Maestro

Zdroj: Autor
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Analyzator se skladd ze vzorkového karuselu s kapacitou 36 vzorkl, z karuselu
pro reagencie s kapacitou 24 reagencii, z karuselu pro 3 mikrotitraéni desky,
2 pipetovacich jehel a 2 centrifug s inkubatory na sobé navzdjem nezavislymi. Ma
k dispozici 2 obvody pro ID-Diluenty a promyvaci roztoky (Wash Solution A, B).
K vysetfeni 1ze pouzit vyhradné reagencie firmy DiaMed/BioRad.

Sestava je fizena integralnim softwarovym produktem Maestro. VSechny operace
jsou ovladany pomoci dotykového monitoru. Automat umoziiuje obousmérnou
komunikaci s laboratornim informa¢nim systémem (LIS). K vySetfovanému vzorku jsou
pfifazena pozadovana vySetfeni v LIS, provede se import do softwaru Maestro.
Po skonceni analyzy se vySeteni validuji a exportuji zpét do LIS. Denné se provadi

archivace vysetieni (Techno TwinStation, Lyra navod k obsluze).

Postup:

Vysettované vzorky centrifugujeme 5 minut pii 50000t./min.

V LIS zadame u vySetiovanych vzorkl pozadovana vysetieni (ABO RhD, screening
protilatek), provedeme pfevod do Maestra. Vlozime vysetfované vzorky do vzorkového
karuselu ¢arovym kodem do vyfezu. Reagencie, desticky i karty jsou opatfeny ¢arovymi
koédy jiz od vyrobee. V karuselu pro reagencie jsou vlozeny typové erytrocyty Ai,B
a diagnostické erytrocyty I, II, III. V Karuselu pro mikrotitra¢ni desky jsou vlozeny
2 desky Dia Med-MP Test. Do centrifugy jsou vlozeny 4 ID Kkarty. Analyza se spusti
tlacitkem START. Ovladani se provadi na dotykové obrazovce. Po rozkapani vzork
probéhne 10 minut inkubace mikrotitra¢nich desek, ty se potom spolu se vzorky vyndaji
z analyzatoru a vlozi se do readeru Lyra, kde prob&hne jejich centrifugace, roztrepani
a odecteni. Vysledky se automaticky pienesou do Maestra. VySetfeni screeningu
protilatek probiha zcela automatizované ve vlozenych ID kartach, rozkapani, 15 minut
inkubace pii 20°C, 15 minut inkubace pii 37°C, 10 minut centrifugace, fotometrické
odecteni, interpretace vysledkli. Jeho pribéh scasovym udajem sledujeme

na obrazovce. Po skonceni analyzy vysledky validujeme, provedeme export do LIS
(SOP TRYS).

37



Obrazek 7: Pozitivni screening protilatek

L

Zdroj: Autor

Obrazek 8: ABO RhDDiaMed-MP Test

Zdroj: Autor
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3.3.8 Vysetieni darci krve na poloautomatu Qasar 1V

Obrazek 9: Poloautomat Qasar 1V

Zdroj: Autor

Qasar 1V (HTZ/Dynex, UK)pouzivame na nasem oddéleni od roku 2012. Jeho
pfedchiidcem byl Quasar pouZivany od roku 2000 a prvnim rozpliiovacim zafizenim
bylo SPD 2000 pouzivané od roku 1990. Qasar IV mé4 moduldrni konstrukeci.
To znamend, Ze si lze sestavit pracovni ploSinu skladajici se ze 4 moduld dle vlastni
potieby. Kazdy z modulti sestava bud’ z pozic pro 3 mikrotitraéni desky anebo
16 gelovych karet. Na pracovni plosiné jsou dva stojanky pro mikrozkumavky,
kde se pfipravuji erytrocytarni naplavy z vySetfovanych vzorki. Sestava naSeho
oddgleni je tvofena 3 moduly pro mikrotitracni desky a 1 modulu pro gelové karty.
K pipetovani jsou k dispozici 2 pipetovaci jehly. Karusel ma kapacitu pro 96 zkumavek.
Zasobnik reagencii je chlazeny s kapacitou pro 15 reagencii. Velka vyhoda tohoto
poloautomatu je ve volné volbé reagencii. Neni vazédna pouzivanim reagencii
od distributorské firmy.

Zahrnuje plné¢ automatizovanou identifikaci vzorkii, reagencii, mikrotitracnich
desek a gelovych karet a obsluhy. Pfistroj pracuje pouze pii zavieném bezpe¢nostnim
viku. Nabizi nejvy$§i Uroven v pfesnosti pipetovani a v rychlosti analyzy
(Dynex materialy firmy).
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Nase oddéleni zde provadi kompletni imunohematologicka vysetfeni u darct krve,
ABO RhD, screening protilatek, Rh fenotyp a Kell.

Cela sestava je tvorena poloautomatem Qasar 1V, 2 PC a Duet readerem, ktery
vyuziva identifika¢ni soubory z polautomatu Qasar IV. Toto vysoce citlivé zafizeni
meéii a interpretuje aglutinacni vysledky z mikrotitracnich desek a gelovych karet
pomoci softwaru Aurora. Vyuziva ¢arovych koda desticek a karet. Oba pfistroje jsou
bezpecné spojeny, spliuji nejpiisnéjsi pozadavky spravné vyrobni praxe pro transfuzni
sluzbu. Ziskané vysledky  jsou automaticky  pfevadény  do LIS
(Qasar IV, Duet uzivatelska ptirucka).

Obrazek 10: Duet

.

Dostupné z: <http://www.htz.biz/duet_main.htm>

Postup:

Vysetrované vzorky centrifugujeme 5 minut pii 50000t./min.

Vzorky vlozime do vzorkového karuselu. Mikrotitraéni desky polepime ¢arovymi
kédy a vlozime do modulu pro mikrotitracni desky na pracovni ploSiné pfistroje.
Do modulu pro gelové karty vlozime ID karty. V zasobniku reagencii méame uloZeny
tyto reagencie: anti-A, anti-B, anti-D 2, anti-D 3, negativni kontrolu, typové erytrocyty
A;, B, diagnostické erytrocyty poolované. Spustime program pro spoleéné rozplnéni

ABO RhD a screening protilatek. Po dokonceni rozkapani inkubujeme ID-karty
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v inkubatoru DiaMed 15 minut pii 37°C. Mikrotitra¢ni desky centrifugujeme 1 minutu
pfi 1000ot./min. Poté je roztfepeme na tfepacce mikrotitracnich desek Heidolph
Titramax 100 2 minuty pfi 900 vibracich/min, 30 sekund pti 300 vibracich/min.
V softwaru Aurora pracujeme s meétenim, vlozené mikrotitraéni desky jsou cCteny
Vv analyzatoru Duet. Lze vytisknout primarni protokol.

ID-karty po skonceni inkubace centrifugujeme 10 minut pifi 9060t./min..
Po centrifugaci jsou méfeny v analyzatoru Duet. Soubor téchto vySetieni je automaticky
ptenesen do LIS (SOP TRS).

Obrazek 11: ABO RhD vysSetieni darcii krve

Zdroj: Autor

Obrazek 12: Negativni screening protilatek

Zdroj: Autor
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3.4 Postanalyticka Cast

Postanalyticka ¢ast byla provedena v souladu s Laboratorni pfiruckou Transfuzniho

oddéleni Nemocnice Ceské Budgjovice, a. s.
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4 Vysledky

4.1 Porovnani vySetfeni krevnich

protilatek riiznymi metodami

skupin a screeningt

V prvni praktické casti byl pouzit soubor 24 vzorka pacientii jednoho dne spolu

s 2 vzorky denni kontroly, u kterych jsou znamy krevni skupiny a specifita

antierytrocytarnich protilatek. Manualni vySetfeni bylo provedeno ve stejném sledu jako

na analyzatoru, soucasn¢ vysetieni krevnich skupin a screeningu protilatek.

Tabulka 1. Porovnani vySeti‘eni krevnich skupin a screeningi protilatek u pacienti

Krevni skupina Screening protilatek
Cislo Manual Manual Manual Manual Manual,
pacienta zkumav MP Techno skumavka MP sloupcova Techno
ka aglutinace

XXx13579 A+ A+ A+ negativni | negativni negativni negativni
XXx13580 AB+ AB+ AB+ negativni | negativni negativni negativni
XXx13581 A+ A+ A+ negativni | negativni negativni negativni
xxXx13582 0+ 0+ 0+ negativni | negativni negativni negativni
XXx13583 A+ A+ A+ negativni | negativni negativni negativni
XXx13584 A+ A+ A+ negativni | negativni negativni negativni
xxx13585 0+ 0+ 0+ negativni | negativni negativni negativni
xxx13586 A+ A+ A+ negativni | negativni negativni negativni
Xxx13587 B+ B+ B+ negativni | negativni negativni negativni
xxx13588 0+ 0+ 0+ negativni | negativni negativni negativni
xxx13589 0+ 0+ 0+ negativni | negativni negativni negativni
xxx13590 0+ 0+ 0+ negativni | negativni negativni negativni
xxx13591 AB+ AB+ AB+ negativni | negativni negativni negativni
Xxx13592 A+ A+ A+ negativni | negativni negativni negativni
xxx13593 0+ 0+ 0+ negativni | negativni negativni negativni
xxx13594 0+ 0+ 0+ negativni | negativni negativni negativni
xxx13595 A+ A+ A+ negativni | negativni negativni negativni
xxx13596 0+ 0+ 0+ negativni | negativni negativni negativni
Xxx13597 A+ A+ A+ negativni | negativni negativni negativni
xxx13598 A+ A+ A+ negativni | negativni negativni negativni
xxx13599 0+ 0+ 0+ negativni | negativni negativni negativni
xxx13600 B- B- B- negativni | negativni negativni negativni
xxx13601 A+ A+ A+ negativni | negativni negativni negativni
xxx13602 B+ B+ B+ negativni | negativni negativni negativni
. s, pozitivni e e
Basic A- A- A- pozitivni reakee pozitivni pozitivni
Q.C.1 reakce + ++ reakce ++ reakce ++
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Basic
Q.C.2

B+

B+

B+

pozitivni
reakce +

pozitivni
reakce
++

pozitivni
reakce ++

pozitivni
reakce ++

Zdroj: Autor

V dalsi praktické ¢asti byl pouzit soubor 24 vzorka darct krve jednoho dne spolu s

2 vzorky denni kontroly, u kterych jsou znadmy krevni skupiny a specifita

antierytrocytarnich protilatek. Manualni vySetieni bylo provedeno ve stejném sledu jako

na analyzatoru, soucasné¢ vysetfeni krevnich skupin a screeningu protilatek.

Tabulka 2. Porovnani vySetieni krevnich skupin a screeningu protilatek u darcu

krve
Krevni skupina Screening protilatek
Cislo darce ;\{I(?J?r:l;\i Manual Qasar Manual Manual SII::I :;cl::;lé Qasar IV
krve MP v zkumavka | né MP :
ka aglutinace

xxx08459 A+ A+ A+ negativni | negativni negativni negativni
Xxx08460 A+ A+ A+ negativni | negativni negativni negativni
Xxx08461 A+ A+ A+ negativni | negativni negativni negativni
xxx08462 0+ 0+ 0+ negativni | negativni negativni negativni
xxx08463 0- 0- 0- negativni | negativni negativni negativni
Xxx08464 A+ A+ A+ negativni | negativni negativni negativni
xxx08465 A+ A+ A+ negativni | negativni negativni negativni
xxx08466 A+ A+ A+ negativni | negativni negativni negativni
xxx08467 B+ B+ B+ negativni | negativni negativni negativni
xxx08468 0+ 0+ 0+ negativni | negativni negativni negativni
xxx08469 A+ A+ A+ negativni | negativni negativni negativni
xxx08470 A+ A+ A+ negativni | negativni negativni negativni
xxx08471 A- A- A- negativni | negativni negativni negativni
xxx08472 A- A- A- negativni | negativni negativni negativni
xxx08473 AB+ AB+ AB+ negativni | negativni negativni negativni
xxx08474 B+ B+ B+ negativni | negativni negativni negativni
xxx08475 A+ A+ A+ negativni | negativni negativni negativni
xxx08476 B- B- B- negativni | negativni negativni negativni
XXXX0877 A+ A+ A+ negativni | negativni negativni negativni
xxx08478 A+ A+ A+ negativni | negativni negativni negativni
xxx08479 A+ A+ A+ negativni | negativni negativni negativni
xxx08480 B+ B+ B+ negativni | negativni negativni negativni
xxx08481 AB+ AB+ AB+ negativni | negativni negativni negativni
xxx08482 A+ A+ A+ negativni | negativni negativni negativni
. e pozitivni e, s,
Basic A- A- A- pozitivni reakce pozitivni pozitivni
Q.C.1 reakce + t reakce ++ reakce ++
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pozitivni

Basic B+ B+ pozitivni pozitivni pozitivni

reakce
Q.C.2 reakce + reakce ++ reakce ++

++
Zdroj: Autor

4.2 Porovnani finan¢nich nakladu

Finan¢ni néaklady jsou vyjadieny v ptisluSnych tabulkach, vztahuji se na cenu
jednoho vysetieni. U reagencii bylo pfipo¢teno 10% obecné pocitané ztraty.

Kvantitativni vyjadieni bylo provedeno pouze u v soucasné dobé pouzivanych
metod vySetieni. Navic byla vycislena cena krevni skupiny sloupcovou aglutinaci,

prestoze neni provadéna, ale pouzivany analyzator nam toto vySetieni umoznuje.

Tabulka 3. Finan¢éni naklady na vysetieni 1 krevni skupiny v K¢ s DPH

Material Zkumavka MP Techno MP Qasar IV Sloupcova
aglutinace
Dlagnpstlcka 7.0 3.9
sera
Zkumavky 4,9
MP 0,5
MP Test 14,7
Karta ABO/D 60,2
Karta NaCl 35,3
PBS 0,2 0,1
ID-Diluent 1 9 9
Typové
erytrocyty A;, B 2.2 2.2
Pipety 3 ml 3
Mikrozkumavky 1
Celkem 15,1 25,9 55 98,3

Zdroj: Autor
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Graf 1. Finanéni naklady na vySetieni 1 krevni skupiny v K¢ s DPH
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Zdroj: Autor

Tabulka 4. Finan¢ni naklady na vySetieni 1 screeningu protilatek v K¢ s DPH

Material Sloupcovi aglutinace Techno Sloupcova aglutinace Qasar IV
Screeningovy panel 8,6
Poolované 27
erytrocyty '
Karta LISS/Coombs 62,2 20,7
Celkem 70,8 23,4
Zdroj: Autor
4.3 Kvantitativni vyjadieni aspor reagencii
Tabulka 5. Spotieba reagencii na 1 zkumavku nebo 1 jamku v pl
Manualné
Metoda Zkumavka Techno Qasar 1V sloupcova
aglutinace
KS 50 50 25 50
screening
protilitek 150 100 50 100

Zdroj: Autor
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4.4 Casova narocnost vySetieni krevnich skupin a screeningu

protilatek

Casovou narocnost jsem vyjadiila ze soubézného vysetfeni krevnich skupin

a screeningu protilatek stejn¢ u pacientt jako u darct krve ze souborti uvedenych v ¢asti

4.1(Porovnani vySetfeni krevnich skupin a screeningu protilatek riznymi metodami).

Pfi manualnim vySetieni pro co nejekonomictéjsi vyuziti casu provadi se nejdiive

rozkapani screeningu protilatek, béhem jeho inkubace se provadi vysetfeni krevnich

skupin.

Tabulka 6. Casova naro¢nost souboru vySetieni krevnich skupin a screeningi
protilitek v minutich u pacientt

Cinnosti Manualné Manualné MP Techno
zkumavka
Centrifugace vzorki 5 5 5
Oznaceni 30 5
Rozkapani 45 25 20
Inkubace 60 60 30
Promyvani 20 13
Centrifugace 1 1 10
Roztfepani 1,5
Vyhodnoceni 48 8 5
Kontrola se
sensibilisovanymi 6 2,5
erytrocyty
Rozttepani 1
Vyhodnoceni 5 2
Celkem 220 124 70

Zdroj: Autor
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Graf 2. Casova naro¢nost souboru vySetieni krevnich skupin a screeningii
protilatek v minutach u pacienti
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Zdroj: Autor

Tabulka 7. Casova naro¢nost souboru vySetfeni krevnich skupin a screeningi
protilatek v minutach u darcu krve

Cinnosti szﬁlrlr:l:\}II:; Manualné MP Qasar IV
Centrifugace vzorki 5 5 5
Oznaceni 25 5
Rozkapéni 40 20 27
Inkubace 60 60 15
Promyvani 15 9
centrifugace 1 1 10
roztfepani 15 15
Vyhodnoceni 25 4 6
Kontrola se
sensibilisovanymi 2 2
erytrocyty
Rozttepani 1
Vyhodnoceni 9 1
Celkem 201 109,5 64,5

Zdroj: Autor
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Graf 3. Casova narotnost souboru vySetieni krevnich skupin a screeningii
protilatek v minutach u darca krve
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Zdroj: Autor

4.5 Kvantitativni vyjadreni uspory lidské pracovni sily

Vyjadieni aspory lidské pracovni sily bylo vypocteno z predchoziho oddilu 4.4

(Casova naroénost vySetfeni krevnich skupin a screeningii protilatek) odeétem doby,

kdy pracovnik manualné neprovadi zadny ukon.

Tabulka 8. Vyjadreni vyuZiti pracovni sily p¥i zpracovani soubort v minutach

Soubor Zkumavka MP Techno

Pacienti 220 101 10

Soubor Zkumavka MP Qasar IV
Darci 200 88 12,5

Zdroj: Autor
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Graf 4. Vyjadreni vyuZiti pracovni sily p¥i zpracovani soubort v minutach
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Zdroj: Autor

4.6 Pozitivni screening protilatek u darci krve

Béhem roku 2013 bylo pouze 10 pozitivnich screeningl protilatek u déarct krve
vySetftenych na poloautomatu Qasar 1V. Byly zpracovany dalsimi metodami
pro porovnani jejich citlivosti.

4.6.1 Pomér celkového poctu vySetieni k pozitivnim

Tabulka 9. Pocet vysSetienych screeningii protilatek u darcua krve v roce 2013

mésic pocet mésic pocet
1 1364 7 1411
2 1396 8 1343
3 1319 9 1476
4 1433 10 1452
5 1497 11 1172
6 1288 12 1270

Pocet vySetienych screeningu protilatek: 16421

Pozitivni screening protilatek: 10

Zdroj: Autor
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4.6.2 Porovnani vysledki riznych metod vySetfeni pozitivniho

screeningu protilatek u darca krve

Jednd se o stejného darce krve s protilatkou anti-D u vzorka ¢.: xxx00052
a Xxx07753.Vzorkyc.: xxx01434, xxx07187, xxx14840s protilatkou anti-K nalezi taktéz

jednomu darci krve.

Tabulka 10. Pozitivni screening protilatek u darci krve

Darci krve Qasar IV Manual Manual MP | Pohlavi Urcena specifita
zkumavka protilatky
xxx00052 +++ ++ ++ Vi anti-D
xxx01434 + stopa +- M anti-K
XXx05495 ++ + ++ Z anti-M
Xxx05623 + stopa +- Vi anti-K
xxx07187 + stopa +- M anti-K
xxx07753 +++ ++ ++ Vi anti-D
xxx10720 ++ + ++ Vi anti-D, anti-C
Xxx12488 ++ + ++ Z anti-c
xxx14840 + stopa +- M anti-K
xxx15612 ++ + ++ Vs anti-Le*

Zdroj: Autor

4.7 Pozitivni screening protilatek u pacientii

Béhem roku 2013 bylo vybrano 10 pozitivnich screeningl protilatek vykazujicich
slabé pozitivni reakce v automatu Techno TwinStation. Byly vysetfeny dal§imi

metodami pro porovnani jejich citlivosti.
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4.7.1 Porovnani ruznych metod vySetieni pozitivniho screeningu

protilatek u pacienti

Tabulka 11. Pozitivni screening protilatek u pacienta

Pacienti Techno Manual Manual Pohlavi Urcena specifita
zkumavka MP protilatky
xxx10146 + stopa +- Z anti-Lu®
xxx12138 + stopa stopa Z Anti-JK®
XXx13663 + +- + Z anti-C
xxx15421 + stopa +- Z anti-D
xxx16427 + stopa +- M anti-Jk°
XXx16819 +- negativni stopa M anti-D
xxx17871 + +- +- M anti-E
xxx20445 ++ + ++ Z anti-D
xxXx20568 + +- +- M anti-K
xxx21186 +- negativni stopa Vi anti-E

Zdroj: Autor

52




4.8. Mozné chyby béhem vySetreni

Tabulka 12. MozZnost chyby béhem jednotlivych kroki vySetfeni

~ . . Manual
MoZnost Manual Manual .
sloupcova Techno Qasar IV
chyby zkumavka MP g
aglutinace
Ptiprava
, ano ano ano ne ne
naplavu
Ptiprava
: ano ano ano ne ano
reagencie
Rozkapani
; ano ano ano ne ne
reagencie
Oznaceni ano ano ano ne ne
Rozkapani ano ano ano ne ne
Vyhodnoceni ano ano ano ne ne
Zapsani do
primarni ano ano ano ne ne
dokumentace
Zadéni do LIS ano ano ano ne ne
MozZnost
8 8 8 0 1
chyby celkem

Zdroj: Autor

53




5 Diskuze

V bakalarské praci jsem se zaméiila na praktické provedeni zdkladnich
imunohematologickych testt, krevni skupina a screening protilatek. Tyto testy jsou témi
novorozencl a hematologickych pacientt, ale také pti imunohematologickém vySetteni
darci krve. Zaméfila jsem se na jejich provedeni riznymi technikami, aby bylo mozno
jejich srovnani, zejména ve vztahu k porovnani manudlniho provedeni s provedenim
automatickym.

Automatické provedeni je mozné az na zakladé zavedenych novych vysetfovacich
metod v imunohematologii. Transfuzni oddéleni ¢eskobud&jovické nemocnice pouziva
zakladni vySetfeni ve zkumavkach pouze k vySetfeni krevnich skupin. To pouze
v piipadech, kdy je nelze provést automaticky. Bud’ z ¢asovych divodi (nejrychlejsi
zpusob, jak zjistit krevni skupinu pacienta zustava zkumavka) nebo pokud se jedna
o ovéteni krevni skupiny (porovnani piedchoziho vysledku s vysledkem v LIS). Testy
sloupcové aglutinace jako standardni vySetfeni pro metodu NAT se pouZivaji
Kk vySetieni screeningu protilatek, testii kompatibility, identifikaci protilatek. Provadi se
jak manualng, tak automaticky. U predtransfuzniho vySetfeni pievlada vysSetfeni
automatizované, pouze vySetfeni statim a jiz zndmy pozitivni screening protilatek,
vySetfeni potransfuznich reakci, vySetfeni novorozenci, AIHA nebo odbér
vysetfovaného vzorku v nevhodné zkumavce je provadéno manudlné.

Porovnanim souborti 24 vzorkl pacientl a 2 vzorkli Basic QC a 24 vzorku darct
krve také s 2 vzorky Basic QC (Tabulka 1 a Tabulka 2) bylo zjisténo, ze provedeni jak
manualni tak automatické zarucuje shodné vysledky. VSechna vySetfeni krevnich
skupin méla jasné pozitivni reakce, neuvadim proto silu reakci, protoZze na vysledek
krevni skupiny nemély Zadny vliv. Pouze u manuélniho vysetfeni screeningu protilatek
ve zkumavce byla u obou pozitivnich vysetfeni Basic QC zjisténa slabsi reakce (viz
Tabulka 1 a 2), coz je zpiisobeno slabsi citlivosti zkumavkové metody. Moje vysledky
jsou ve shodé s korejskou studii z roku 2008 (Shin et al. 2008) a také s doporuc¢enim

odborné spole¢nosti (Doporuceni Spolec¢nosti  pro transfuzni 1€karstvi
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CLS JEP ¢&. STL2011 07), ze na zakladé dlouhodobych vysledkii externi kontroly
kvality robustné;si techniky dosahuji lepsi vysledky nez metoda zkumavkova.

Porovnani finan¢nich naklada pro vySetfeni krevni skupiny poskytlo ptedpokladané
vysledky. Nejlevnéjsi je mikrotitraéni deska vzhledem k nejmensimu pouzivanému
objemu reagencii, volnosti volby pouzivanych reagencii. To je vyhodou pouzivaného
poloautomatu Qasar IV. Vzhledem k pouzivani monoklonalnich citlivych sér je mozno
pro vySetieni ve zkumavkach pouzivat mensi objemy, nez tomu bylo dfive.

Cena krevni skupiny na analyzatoru Techno TwinStation je vySSi jednak
pouzivanim vétsiho objemu reagencii a také diky tomu, Ze je jiz mikrotitrani deska
dodévana s predkapanymi lyofilizovanymi reagenciemi. Vyrazné nejvyss$i je cena
krevni skupiny vySetiené sloupcovou aglutinaci. Pro nds by méla tu vyhodu, Ze by se
vySetieni na analyzatoru Techno TwinStation stalo plné automatizovanym. OvSem
ekonomicka rozvaha kazdého oddéleni porad zlstava velmi dilezita.

U screeningu protilatek je kvantitativni uspora reagencii u sloupcové aglutinace jak
manualni tak obéma analyzatory oproti vySetieni ve zkumavce. Uvazime-li pracnost
tohoto vysetieni, ¢asovou ndrocnost a neodmyslitelné¢ hlavné nizsi citlivost tohoto
vySetfeni bylo rozhodnuti o jeho nepouzivani spravnou volbou. Rozdil
ve finan¢nich nakladech pro vysetieni screeningu protilatek u pacientd a darct krve
je dan pouze moznosti pouzivat u darct krve poolované diagnostické erytrocyty.

Vyjadfena Casovd narocnost vySetfeni jednotlivych souborii ptfinesla moznost
jednoduchého kvantitativniho vyjadieni Uspory lidské pracovni sily. Piinesla
jednoznaény vysledek usetieni celkem dvou pracovnich sil diky kazdému analyzatoru.

V Tabulce 10 je piehled deseti vySetfeni pozitivniho screeningu protilatek.
Porovnanim sily reakci pii jednotlivych metodach piindsi tyto vysledky. Manudlni
provedeni na mikrotitraéni desce je srovnatelné se sloupcovou aglutinaci. VSechny
reakce 2+ a 3+ jsou totozné. U reakci 1+ sloupcovou aglutinaci jsou na MP slabsi.
Manuélni provedeni ve zkumavce je vZdy o jeden fad slabsi. Toto porovnani jen
potvrzuje hodnoceni uvedené vysSe a také spravnost rozhodnuti pouzivat pro screening
protilatek testy sloupcové aglutinace. Tento soubor byt maly zaroven dokazuje,

Ze imunizace je mozna v téhotenstvi nebo transfuzi. Soubor tvoii samé Zeny a 1 muz.
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Jedna se o pravidelného dérce krve, proto se v souboru opakuje 3x. Imunizovan byl
podanim transfuzniho ptipravku s antigenem jemu cizim. Tato skute¢nost byla zjisténa
v LIS. Soubor zaroven potvrzuje, ze darci krve patii k zdravym jedincim, porovname-li
celkovy pocet vysetteni k pozitivnim (Tabulka 9).

Tabulka 11 (Pozitivni screening protilatek u pacientil) srovnani metod v Tabulce 10
(Pozitivni screening protilatek u darci krve) jen potvrdi. Zaroven upiesni, ze slabé
reakce spolehlivé zachycené sloupcovou aglutinaci by test provedeny ve zkumavce
zachytit nemusel. Toto potvrzuje studie uvadéjici citlivost sloupcové aglutinace
93,5-100% oproti 50% citlivosti zkumavkovych metod (Bajpai et al. 2012).

V Tabulce 12 jsou zachyceny jednotlivé kroky béhem vySetieni, a jestli mohou
pfinést moznost chyby. Manualni provedeni sebou nese moznost chyby ve vsech
uvedenych kritickych bodech. Automatizované pouze jednou u poloautomatu Qasar 1V,
kde je moznost chyby pfi pfipravé reagencii protoze nejsou opatieny ¢arovymi kody.
Jejich spravné vlozeni do uréené pozice v zasobniku reagencii je manudlnim tkonem
obsluhy. Obsluha ma velkou pomoc v daném fidicim programu, kde na obrazovce
ptesné vidi, do které pozice danou reagencii vlozit. Automat Techno TwinStation prosel
vSemi kritickymi body bez moznosti chyby. Podle vybrané studie porovnam postupné
vyhody automatizace: snizeni lidskych chyb pii identifikaci vzorku (¢arovy kod, nelze
zaménit vzorek), snizeni lidské chyby pfi provadéni zkousky (ze spravné cCarovym
kédem opatiené reagencie, do pfesné oznacené jamky na kartdch i MP ¢arové kody,
vzorky stejné znaceny), subjektivni rozdily pfi interpretaci vysledkid (zachovani obrazu,
presné fotometrické vyhodnoceni), ptredchdzeni chybam pii prepisu vysledki
do dokumentace (neni zadné piepisovani, vysledky automaticky do LIS), zlepSeni
objektivity, reprodukovatelnosti, ukladani a nacitani vysledka (vSe bez zasahu obsluhy),
zlepSeni dohledatelnosti vSech proménnych, vzorkd, reagencii, obsluhy (automaticky
ukladano, archivovano, nepfepisuje se rucné¢ jako u manudlniho provedeni), snizeni
manualniho vstupu obsluhy (volné pracovni sila) (Bajpai et al. 2012).

M¢la bych uvést nevyhody automatizace. Z pohledu obsluhy (zdravotnika) zadné
nevyhody neshledavam, za ptedpokladu dobrého servisniho zajisténi. Dulezita

je 1 navaznost vlastniho automatizovaného vysetieni na laboratorni informacni systém.
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6 Zavér

Cilem m¢é bakalatiské prace bylo praktické provedeni imunohematologickych metod
riznymi postupy a manualni provedeni porovnat s poloautomatem Qasar IV a
automatem Techno TwinStation. Déle jsem vyhodnotila finan¢ni ndklady a vyjadtila
jsem kvantitativné usporu reagencii, lidské pracovni sily. Zhodnotila citlivost
jednotlivych metod, daleko vétsi bezpec¢nost automatizovaného provedeni. Zpracovala
jsem soubor 24 vzorka pacientti a 24 vzorku darca krve a 2 vzorky slouZici pro vnitini
kontrolu kvality, soubor 10 vzorkd darct krve a 10 vzorkd pacientl s pozitivnim
screeningem protilatek. Vysledky jsem zanesla do tabulek a grafi. Cil mé prace tim byl
splnén.

Hypotéza, ze pii zkumavkové metodé je nejvetsi spotieba reagencii, se potvrdila
u screeningu protilatek. Caste¢né u vySetfeni krevnich skupin, tam pouze v porovnani
S vySetfenim na mikrotitraéni desce na poloautomatu Qasar IV. U ostatnich metod
se nepotvrdila.

Prikazem uspory lidské sily diky automatizaci na obou pouZzivanych analyzatorech
se potvrdila druha hypotéza.

Ze je sloupcova aglutinace z pouzivanych metod nejcitlivéjsi, prokazala
ma vySetfeni a potvrdila hypotézu treti. Mé vysledky jsou podloZzeny uvedenymi
studiemi a doporu¢enim odborné spolecnosti

Vymezeni kritickych bodti mozné chyby jednotlivych krokt vysetfeni jednoznaéné
potvrdilo, ze nejbezpetnéjsi je  automatizované provedeni metod. Tim

se potvrdila i hypotéza Ctvrta.
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