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Predtransfuzni vysetreni

soubor povinné provadénych testu pfed podanim
pripravku obsahujiciho erytrocyty

Imunologicke riziko transfuze — neni garantovana 100%
bezpecnost — spravna indikace

alo/autoimunizace, imunosuprese, imunomodulace -
potransfuzni reakce

obvykle bezpecny proces = zvyseni hodnoty Hb

(1TU zvysi Hb o 10-154g/l, prezivani erys cca 30-60 dni)



Predtransfuzni vysetreni

1. Faze preanalyticka
— Odbér a priprava vzorku, kontrola zaznamu

2. Analyticka

— Laboratorni vysetreni

3. Postanalyticka
— Hodnoceni, kontrola a vydej vysledku + navazuje vydej TP

« ZajiStuje laborator krevni banky/imunohematologie



Krevni vzorky

krev s antikoagulacnim roztokem/plazma

krev srazena /sérum

nepouzivat hemolytické vzorky — nelze detekovat
protilatky

cave nestandardni vzorky/mnozstvi, vzhled

skladovani vzorku — zména jejich kvality (hemolyza,
ztrata komplementu, zeslabeni IgM Abs)

plna krev pri 2-8°C do 72 hodin od odbéru/ 5-7 dni pro
ostatni imunohematologicka vysetreni



Preanalyza




Zadanka o transfuzi/pfedtransfuzni
vysetreni

pisemna/elektronicka
telefonicky pozadavek - zaprotokolovat

kontrola udaju - archivované zaznamy

nepripustna dvoji dokumentace

Jina zadanka o vydej transfuzniho pripravku, zasila se v
okamziku, kdy je transfuze pozadovana
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FN Brno, Laboratofe a expedice Transfuzniho a tkafiového odd&leni (LETTO), Jihlavska 20, 625 00 Brno

Laboratof Il - Imunohematologie, vedouci MUDr. Alena Pejchalovd, tel. 532 232 768

Laboratof tel. 532 232 545, expedice tel. 532 232 626

ZADANKA O IMUNOHEMATOLOGICKE VYSETRENI A ERYTROCYTOVE PRIPRAVKY

Iméno, pfijmeni, redné fislo pojisténce: Zdravotni pojistovna:

Diagndza:

Datum narozeni:

Pohlavi: OM OZ

Pozaduje (ICP, telefon, adresa, jméno l&kaie, NS):

Material k vySetreni:

O krev nesrazliva O krev pupectnikova O krev srazliva™®
*pro wietreni chladowch protilatek, vzorek transportovat pii teploté 37°C

Datum a Eas odbéru vzorku:

Odbér provedl| (podpis):

Maléhavost pozadavku:

Orutina Ostatim Ovital

Vyplni LETTO:
Datum a cas prijmu vzorku:

Prijal:

Imunchematologickd anamnéza:

Pfedchozitransfuze: O ANO (kdy)
Reakce po transfuzi: O ANO (jaka)

Zjisteneé protilatky (jaké, kdy):

Gravidita (tyden):
Anti-D profylaxe (datum poddni):

Jiné nalezy (KS matky novorozence apod.):

Pacient po transplantaci krvetvornych bunék O ANO

Datum transplantace:

Krevni skupina dérce transplantatu:

PoZadované sluzby (oznacte):

Pfedtransfuzni vysetfeni
Vysetfeni krevni skupiny
Vygetieni antigen Rh-K

Oooonood

Identifikace protilatky

O Pfimy antiglobulinovy test
O Opis krevni skupiny
O lJiné vysetieni (uvedte)

Vyietfeni nepravidelnych protilatek proti erys

PoZadavky na erytrocytové transfuzni pripravky (uvedte):

Krevni skupina pacienta (uvedte, je-li zndma) mp

Vyplni LETTO:
Eislo vyEetfeni [ Zadanky:

Potet TU Deleukotizace | Ozafeni Datum a tas poZadovaného vydeje pfipravku {nebo uvedte deponovani)
OANO OANO
OANO OANO

Pediatricka TU Objem (ml):

OANO
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Souhlas

- Udaje na stitku zkumavky:
jmeéno a prijmeni, rodne Cislo /nebo jina
jedinecCna identifikace pacienta, datum odbéru

« Udaje na zadance:
jméno a prijmeni, rodné Cislo / nebo jina identifikace
iImunohematologicka anamnéza
razitko lekare, podpis sestry provadejici odber
datum a Cas odberu vzorku
pocet TU a typ pfripravku
datum a hodina transfuze — stupen naléhavosti
diagndza, pojistovna, ICP



VySetreni nelze proveést, pokud:

« chybi informace o totoznosti pacienta

* Jsou zasadni diskrepance mezi udaji na zadance a na
zkumavce

« urgentni pacienti také vyzaduiji identifikaci

Administrativni chyby jsou nejCastejsi pricinou
potransfuznich hemolytickych reakci (prfi zamené
pacientl, zaméné pripravku).



w

Komplex predtransfuzniho vysetreni

stanoveni krevni skupiny ABO a RhD prijemce
vysSetreni nepravidelnych protilatek proti erys v
plazmé/seru prijemce

(vyber erytrocytového pfipravku)

test kompatibility mezi plazmou/sérem prijemce a
erytrocyty darce



Platnost predtransfuzniho vysetreni

/2 hodin od Casu odbeéru vzorku pacienta

kKrevni skupinu pri prvnim vysetreni urcit celou, pred
dalSimi transfuzemi erytrocytu potvrdit souhlas ABD
antigenu z nového vzorku = identifikace vzorku

screeningove vysetreni protilatek opakovat z noveho

vzorku krve transfundovaného pacienta nejpozdeji za 72
hodin

platnost predtransfuzniho vysetreni lze vyjimecCne
prodlouzit na 7 dnu u pacientu bez transfuzi erytrocytu a
trombocytu



Stanoveni ABO skupiny

« Reciprocita pri
— vySetfeni ABO antigenu na erys (aglutinogeny)
— vySetfeni ABO protilatek v séru/plazmé (aglutininy)
— solny test/ pfima aglutinace/ laboratorni teplota cca 20°C
» do 4.mesice veku 2x vySeftrit A a B antigeny odliSnymi
diagnostiky, bez detekce ABO protilatek

Pacient Erys pacienta Sérum pacienta
+ +
Reagencie Anti-A  Anti-B Aerys Berys
Zjisténa
skupina
o) - - + +
A + - - +
B - + +
AB + +




Stanoveni RhD

e pomoci dvou anti-D (IgM) dg. sér primou aglutinaci
/solny test, laboratorni teplota

« dg. sérum nesmi detekovat DV! variantu

— pacient se znamou variantou D antigenu ma byt transfundovan
RhD negativni krvi

— pacient se znamym weak D antigenem muze byt dle typu
antigenu povazovany za RhD pozitivniho

 Rozdil ve vysetreni pro darce krve: povinnost testovat
darce na pfitomnost variantnich D antigenu (Dw/v) v
NAT

— darce s jakymkoli Dw/v = oznaceni transfuzniho pfipravku RhD+
/jako pacient je pfitom tento darce povazovan za RhD-



Screening nepravidelnych protilatek

vySetreni plazmy prijemce na pritomnost nepravidelnych
protilatek proti erys

— pomoci znamych diagnostickych erytrocytu skupiny O

— povinné zastoupeni urcitych antigenu/krevnich skupin/ véetné

konkrétnich kombinaci (C, C%, ¢, D, E, e, K, k, Fy2, Fy?, Jka, JKkP,
S,s, M, N, Le?).

pro darce krve lze pouziti smés dg. erytrocytu (pool)
pro pacienty nemuze byt smés pouzita (podminkou jsou
tri a vice typu dg. erys)

povinneé testv LISS-NAT 37°C/ sloupc. aglutinace, pevna
faze, zkumavkové

nékdy vhodné doplnéni o enzymovy test (leépe reaguji
anti-Rh,-Jk, u potransfuzni reakce)



Diagnosticke erytrocyty




Dalsi postup

pozitivhi screening protilatek je nutno dosetfrit,
identifikovat protilatku

rozliSit aloprotilatky / autoprotilatky / jiné typy reakci
typizace antigenu korespondujiciho protilatce na erys
pacienta umozni stanovit auto/aloprotilatku

urcit klinicky vyznam protilatky/ NAT - dle toho vyber
odpovidajicich darcovskych erytrocytu antigen-
negativnich nebo jen kompatibilnich v NAT



Piiloha 1. Klinicka zdvaZnost protilatek proti erytrocytim

s nizkow'vysokou frekvenci

Specifita Klinicka Vybér transfuzniho pfipravku
zavainost
Anti-A, anti-B Vidy ano AB( kompatibilni
Rh protildtky (reagujici v NAT) | Ano Negativni pro dany antigen a
Anti-D, -C -c-E.-e negativni test kompatibility
Anti —C" Negativni test kompatibility
Ve smési s jinou protilitkou
negativni pro dany antigen
Kell protilatky (anti-K, -k) Ano Negativni pro dany antigen a
negativni test kompatibility
Anti-Kp" vzacné Negativni test kompatibility
Ve smési s jinou protilitkou
negativni pro dany antigen
Duffy protilatky (anti-Fy", -Fy’) |Ano Negativni pro dany antigen a
negativni test kompatibility
Kidd protilatky (anti-Jk®, -Jk") Ano Negativni pro dany antigen a
negativni test kompatibility
Anti-§, -s, -U Ano Negativni pro dany antigen a
negativni test kompatibility
Anti-Ay, -Py, -N Vzacns Negativni test kompatibility
Anti-M (nereagujici pfi 37 °C) Vzicne Negativni test kompatibility
Anti-M (reagujici pti 37 °C) Nékdy ano Negativni pro dany antigen a
negativni test kompatibility
Anti-Le®, -Le*™" vzicnd Negativni test kompatibility
Anti-Le" ne Lze ignorovat
Anti-Lu" Vzdcnd Negativni test kompatibility
Protilitky s vysokym titrem a nepravdépodobnd | Podle doporugeni specializované
nizkou aviditou (HTLA) ¢i referenéni laboratofe
Protilatky proti antigeniim Podle specifity Podle doporugeni specializované

¢i referenéni laboratofe




Vyber transfuzniho pripravku

ABO a RhD shoda se skupinou pacienta

pokud nelze, tak erytrocyty kompatibilni pro ABO
protilatky u prijemce nebo erytrocyty skupiny O

pro prijemce skupiny AB erytrocyty skupiny A,B nebo O
pro fertiini Zzeny rezervovat erytrocyty K-, u RhD
negativnich typ ccee

erytrocyty O jsou ,univerzalni”
plazma AB je ,univerzalni”
co nejdrive prejit na skupinoveé shodné pripravky



Test kompatibility

potvrdi slucCitelnost krve prijemce a darce

reakce mezi plazmou/sérem pfijemce a
erytrocyty darce (segment z vaku TU)

sérologicky test nebo elektronicky vyber

LISS/NAT test - povinne pfi nalezu u klinicky vyznamné
protilatky nebo problemech pri vysetreni krevni skupiny,
u ABO inkompatibilniho transplantatu solidniho organu

type and screen — rychlé overeni ABO kompatibility pred
vydejem TP u prijemce bez protilatek proti erys



Test kompatibility
Pomuze
Verifikovat ABO kompatibilitu darce

Detekovat vetsinu protilatek u prijemce

Nemuze

Garantovat normalni pfezivani erys
Zabranit aloimunizaci erys antigeny
Zachytit vSechny protilatky
Zabranit pozdni potransfuzni reakci

Nalézt chyby pfi vySetfeni ABOD



Kontrola kvality vimunohematologické laboratori
minimalni pozadavky

kontrolovany produkt |pouzita kontrola  |frekvence
ABO dg.séra A1 aB erys kazda série wys.
ABO dg.erys 0 serum 1x denne
RhD stanowveni RhD+ erys kazda série ws.
RhD- erys 1x denne
Rh ctl
ostatni dg.séra Ag+ /heterozyg/ erys
Ag- erys kazdy test
skreening Abs slabé Abs (-D,-Fy) [série wSetfeni
1x denne
identifikace Abs autoctl kazdy test




Urgentni situace

* Nedostatek Casu na jakekoli vysetreni
« Chybi krevni vzorek pacienta

Vydavaji se univerzalni transfuzni pripravky, {.
* 0 erytrocyty (0- mladé zeny a deti)
 AB plazma

* neprovadi se celé predtransfuzni vysetreni, ale dokoncCi
se pozdeji
 Je imunohematologicke riziko non-ABO inkompatibility



Tolerovany ¢as™
Thned

>10min

>20min

>45min

*po dodani vzorku

Ab=protilatky

Provedene¢ testy
Z4adné

ABO/D

ABO/D

ABO/D
Screening Ab

Zk kompatibility

Vydany ptipravek

Komentar

Vzorek odebrany
pred substituci

Oveéreni ABO/D
antigen(l

Vysetiena KS
vcetné ABO
aglutinin
Vyjimecné
zkraceni inkubace
0 Smin

Ery=ptipravky obsahujici erytrocyty P=plazma

Vydéani AB0/D shodného nebo kompatibilniho transfuzniho ptipravku zalezi na naléhavosti podani transfuze.
Rozhodujici je ¢as od dodéani vzorku na laboratot.Volba ptipravku v zavislosti na ¢asovém intervalu,ktery je k disposici
pro provedeni povinnych testi pfed podanim transfuze, se fidi schematem v tabulce.



Masivni transfuze

objem prevedenych transfuznich pfipravku béhem
poslednich 24 hodin je vétSi nez krevni objem prijemce

prepocet pro objem krve: hmotnost (kg) x 69 muzi
X 65 zeny
obvykle vice jak 10 TU ery
neni nutné provadeét predtransfuzni vysetreni
ovéruje se pouze ABO shoda/kompatibilita pripravku



Jine specificke transfuze

« fetalni/neonatalni tranfuze
— Cerstva krev s vysokym HTK, CMV negativni, ozarena a podana
do 24 hod. od ozareni
« chronicky transfundovani pacienti
— stredni a vyssi riziko imunizace, je vhodné vybirat shodné
fenotypy erytrocytu zvlasté pro vybrané diagnozy
e prijemci transplantatu

— vyloucit vznik imunnich komplexu a cytotoxické reakce /oddaleni
prinojeni, akutni rejekce

— vyber pripravku dle typu neshody darce a prijemce
— univerzalné erytrocyty 0, plazma AB



Hemolyticke onemocneni
novorozence



Hemolytické onemocneni novorozence

hemolyza erytrocytu fetu/novorozence zpusobena
materskymi protilatkami

protilatky proti zdedenému paternalnimu antigenu fetu

pri neshode/inkompatibilite matky a ditete v nektere
krevni skupine, nejcasteji v antigenech ABO a D

|IgG protilatky jsou aktivhé vychytavané receptory
placentarnich bunek

ruzna zavaznost onemocnéni (podle specifity, mnozstvi

a vlastnosti Ig, aktivity monocytomakrofagoveého
systemu fetu aj.)



HON

« V dusledku
— ABO inkompatibility
 Casté, obvykle nezavazné onemocneni
* neni imunohematologicka prevence/ ABO titry neprediktivni
— Rh inkompatibility
 pri anti-D, -c Casto zavazné onemocneni
* existuje prevence imunizace antigenem D
— depistaz tehotnych
— anti-D profylaxe
— Inkompatibility v jinych skupinach
* rizna manifestace HON, zavazné Casto u protilatek proti
antigenam Kell systému (hemolyza, aplazie erytropoezy)



v sekundarni imunitni odpoveédi je v dalSi gravidité vyssi
produkce protilatky

riziko postizeni novorozence u dalSich (zvlaste Rh
inkompatibilnich) gravidit az 70%

predikce postizeni chybi u ABO neshodnych gravidit
ruzné klinické projevy nemoci: fetalni anemie,
hyperbilirubineémie, extramedularni erytropoéza,
hepatosplenomegalie, portalni hypertenze

laboratorni testy potvrdi diagnozu/klinicky nalez



Jiné imunitni cytopenie krome
hemolyzy

* Aloimunni fetalni/novorozenecka trombocytopenie
« Aloimunni fetalni/novorozenecka neutropenie

* Obe kategorie rizikove pro plod/novorozence —
cerebralni krvaceni, tezke infekty



Antenatalni laboratorni vysetreni
tehotnych zen - cil
ABO a D typizace:

identifikuje D negativni zeny, ktere
vyzaduji anti-D profylaxi

Screening a identifikace protilatek:

1. detekuje klinicky vyznamné Abs, ktere
mohou vest k postizeni fetu/novorozence

2. predchazi moznym problémum pfi
predtransfuznim vysetreni



Imunohematologicke vysetreni
v tehotenstvi

1. imunohematologicky screening 12.-16.tyden
— Krevni skupina
— Screening/identifikace/titr nepravidelnych protilatek proti erys

2. imunohematologicky screening ve 28. tydnu/ pred
Rhlg profylaxi

— Krevni skupina
— Screening /identifikace/titr nepravidelnych protilatek proti erys

Prukaz klinicky vyznamné protilatky: pravidelné sledovani
specifity a mnozstvi protilatky (titraCni stanoveni) priblizné
kazdy mesic event. Casteji od 24. tydne gravidity.



Titr protilatek

Vyznamny titr

« anti-D, -C, -E > 32
 anti-K>4

» ostatni: > 64

Stanoveni titru v LISS/NAT

Pri prekroceni titru ,klinicky vyznamného® dale monitorovat
plod jinymi metodami — UZV zamérené na anemii fetu

Rutinni podani anti-D/profylaxe ve 28.tydnu teéhotnym D- a
zenam D- po porodu D+ novorozence



Dalsi mozna antenatalni vysetreni

« VySetfeni otce = stanoveni krevnich skupin (napr. Kk)

» Vysetreni plodu = genotypovani RHD, RHCE po izolaci
fetalni DNA z krve matky

* Vysetreni umbilikalni krve = imunohematologicke
vysetreni krve plodu



Postnatalni vysetreni

Obvykle se provadi u novorozencu

Zen RhD negativnich

— stanoveni krevni skupiny, PAT

Zen skupiny 0

— Stanoveni krevni skupiny, imunnich ABO protilatek, PAT

U deti s klinickym nebo laboratornim nalezem pro HON

— Stanoveni krevni skupiny, screening protilatek, imunni ABO
protilatky, PAT ev. dalSi dosetreni

V ramci predtransfuzniho vysetreni



Autoimunitni hemolytické anemie



Hemolytické anemie

Skupina onemocnéni charakterizovana
zkracenym prezivanim erytrocytu

Dg. kritéria:

« Kilinické a laboratorni znamky hemolyzy
 Klinické a laboratorni znamky anemie dle stupne

kompenzace kostni dreni
« Protilatky a/nebo aktivovany komplement
navazané na erytrocyty a/nebo volné protilatky

v plazme/séru



Laboratorni znamky hemolyzy

« ZvySena erytropoeza (elevace poctu rtc, erytroidni
hyperplazie drene, snizeni pomeru G/E )

« ZvySena destrukce erytrocytu

— biochemicke parametry: elevace LD,
nekonj.bilirubinu, snizeni sér.naptoglobinu,
hemoglobinemie, hemoglobinurie, hemosiderinurie

— morfologické zmény erytrocytu (schistocyty)
— zkracené prezivani erytrocytu



AlIHA patogeneze

Vznik 1gG protilatek proti autoantigenum erytrocytu
K tomu nutna pomoc T, lymfocytu (jefich patologickeé
populace)

» Tyto ,spici “ autoreaktivni T, mohou byt aktivovane
zkrizené reagujicimi aloantigeny, autoantigeny,
mikrobialnimi superantigeny, zmeénami v procesu
prezentace a zpracovani antigenu



AlIHA patogeneze

Protilatkovy typ reakce s ucasti nebo bez ucasti
komplementu(%)

«  Senzibilizované erytrocyty (IgG) reaguiji s receptory
makrofagu — kompletni nebo parcialni fagocytéza
— sférocyty — extravaskularni hemolyza

«  Senzibilizované erys (C3) reaguiji s receptory
makrofagu — fagocytoza a extravaskularni lyza nebo
podléhaji kompletni aktivaci C a lyze itravaskularni



Laboratorni vysetreni AIHA
PAT

AGH séra polyspecificka (anti-lgG+C3)

AGH séra monospecificka

stanoveni mnozstvi protilatky (titrace)

event. dalSi charakteristika autoprotilatky (podtridy)

Zasadni je interpretace vysledku v kontextu
Klinickych a ostatnich laboratornich vysetreni






Laboratorni vysetreni AIHA
screening protilatek

vySetreni plazmy/séra pacienta proti dg. erys 0
(screening protilatek)

vySetreni pfi 37°C a takeé pri 20°C
dosetreni teplotni amplitudy a titru protilatek pri pozitivite
v testu pri 20°C

spolu s PAT pomuze diferencovat typ AIHA
dle toho dalsi testy



Typy AIHA

AlHA s tepelnymi protilatkami
AlIHA s chladovymi protilatkami
Kombinovana AlHA

Poléekova AIHA



AlHA s tepelnymi protilatkami

« obvykle IgG autoprotilatky

e vazané na erytrocyty i rozpustené v plazmé/séru
« 67% IgG+C3, 20% pouze IgG, 13% pouze C3
* reaguji v testech pri 37°C

» dobre reaguji v enzymovych testech

« komplikuji testy kompatibility

Charakteristika: PAT pozitivni pro IgG a/nebo C3.
Screening protilatek 37°C pozitivni.
Testy kompatibility pozitivni.
Chladove protilatky nepritomny.



AlIHA s chladovymi protilatkami

pritomne patologicke chladoveé protilatky

PAT+ pro komplement (C3 slozku)

volné protilatky reaguiji v testu pri 20°C

jse(j)igg titr je pfi 4°C vySSi nez 256 nebo reaguji az do

Charakteristika : PAT pozitivni pro C3.
Pritomnée patologicke chladové protilatky
ve vysokem titru.
Problemy pri vysetreni krevni skupiny.



Management pacientu s AIHA

slozité, Casove narocCne vysetreni pfi provedeni vSech
doporucenych procedur
Minimalne:
precizni vysetreni krevni skupiny
rozliseni PAT
rozliSeni protilatek (chladové, auto- a aloprotilky)
- fenotypizace dalsich krevnich skupin pacienta

vybér vhodneho transfuzniho pripravku (respektovat
aloprotilatky)



