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PREDNASKY
IMUNOHEMATOLOGIE |

01 EXTERNI KONTROLA

V IMUNOHEMATOLOGII 2015-2016:
CYKLY SEKK IH1-4/2015, IH1-3/2016,
PAT1-2/2015 A PAT1/2016

Pisacka M.}, Kralova M.}, Budina M.?
'UHKT Praha, 2SEKK Pardubice

Uvod. Externi kontrola pfedstavuje diileZitou soucast
zajisténi kvality laboratorni prace. Pravidelnou tcast
v externi kontrole pozaduji akreditacni organy i zdravot-
ni pojistovny (Nepodkrocitelnd minima STL), ispéSnost
vjednotlivych parametrech je sledovana internimii ex-
ternimi audity a je moznym impulsem pro zavadéni no-
a SR nejvice vyuzivany cykly EHK (Externiho hodnoceni
kvality) zajiStované spolecnosti SEKK s.r.0., garantova-
né Spolec¢nosti pro transfuzni 1ékafstvi a supervizované
Referen¢ni laboratofi pro imunohematologii v UHKT
Praha. Vzorky jsou vyrabény v UHKT a v FTO Hradec
Kralové. V roce 2015 probéhly cykly IH1-4/2015 a PAT1-
-2/2015, v roce 2016 do zati IH1-3/2016 a PAT1/2016.

Cil. Prezentace vysledkidl cykld EHK v imunohe-
matologii v letech 2015 a 2016; upozornéni na novinky
a Castéji se vyskytujici chyby.

vysledky. VSechny informace véetné komentaia
a statistik jsou pristupné na adrese www.sekk.cz.

Zavér. V cyklech IH je dlouhodobé vysoka tispésnost,
zejména v nejcastéji rutinné vysetfovanych zkouskach
(ABO RhD, screening protilatek, identifikace, test kom-
patibility). Problémy byvaji ptfi zafazeni slabych a vari-
antnich RhD antigend a pfi slabych protilatkach (ev.
pri protilatkach reagujicich jen v nékterych testech).
Za Ucastje udélovano Osvédcéeni o icasti a pro ispésné
provedené obé zkous§ky daného cyklu také Certifikat.
Nové bézi cykly PAT. Tyto cykly slouzi k posuzovani
kvality vySetfeni vzorkl s pozitivitou primého an-
tiglobulinového testu. Vzhledem ke kratsi historii
téchto cykli je prozatim tcastnikéim vydavano pouze
Osvédceni o ucasti, Certifikaty budou vydavany po

vy

dlouhodobéj$im vyhodnoceni.

02 CYKLUS SEKK PAT - ZKUSENOSTI
NA PRACOVISTI TO FNOL

Sianska J., Holuskova I., Galuszkova D.
Transfuzni oddéleni, Fakultni nemocnice Olomouc

Uvod. Cyklus externiho hodnoceni kvality Pfimy

antiglobulinovy test (PAT) je firmou SEKK pofadan od
druhé poloviny r. 2014. NaSe pracovisté, jakoZto re-
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gionalni referenc¢ni laboratoft, se cyklu zacala pravidel-
né icastnit. Prace s PAT pozitivnimi vzorky vSak s sebou
nese jistd tskali a diky tomuto cyklu jsme odhalili ur-
Cité nedostatky v nasem systému, na jejichz napravé
jsme zacali intenzivné pracovat.

Material a metodika. Cyklus PAT v sobé zahrnuje
vySetfeni PAT, typ senzibilizace, kvantifikaci a podtfi-
du v pripadé senzibilizace IgG, urceni KS v ABO systému
a RhD a typovani erytrocytarnich antigent.

Pro vySetfeni pfimého antiglobulinového testu a na-
sledné jeho kvantifikace (urcéeni titru) a typu senzibili-
zace erytrocytll pouzivame systém sloupcové aglutinace
f. Bio-Rad. Vysetfeni krevni skupiny v systému ABO
a RhD antigenu u PAT pozitivnich vzorkd provadime
manualni metodikou (zkumavkovy test) s diagnostiky
f. Sanquin, pro pfipadné typovani erytrocytarnich anti-
genti na senzibilizovanych krvinkach pouzivame pred-
nostné systém f. Grifols, popft. f. Bio-Rad a Immucor.
V ptipadé silné pozitivity PAT je pfed samotnym typo-
vanim antigen®i provedena eluce navazanych protilatek
Gamma EGA Kitem f, Immucor. Pro priikaz navazanych
protilatek je eluce provedena pomoci kitu ELU Kit II
(rovnéz f. Immucor).

vysledky. V prvnim konaném cyklu (PAT 2/14) jsme
uspéli ve vSech pozadovanych zkouskach. V cyklu PAT
1/2015 nase oddéleni chybovalo v uréeni antigenu Le(a),
urcili jsme jej jako fale$né pozitivni. I pfes provedené
napravné opatfeni (testovani novych sér anti-Le(a)
jsme chybovali i v druhém cyklu loriského roku (PAT
2/15), kdy jsme urcili jako faleSné negativni antigen
Jk(a) a jako falesné pozitivni antigen Le(b). Celkova
uspésnost cyklu nam timto klesla na 93 %.

Na zakladé téchto vysledkil jsme se obratili na Ustav
hematologie a krevni transfuze, a nasledné upravili
stavajici postup pro typovani erytrocytarnich antigent
u PAT pozitivnich vzorkid. Pracovni postup jsme napft.
roz§itili o vySetfeni negativni kontroly pro vylouceni
fale$né pozitivnich vysledki, a rovnéz jsme u typovani
Le a Jk antigend sniZili teplotu inkubace na 4 °C.

Cyklus PAT 1/16 jiz probéhl bez problémi, uspéli
jsme ve vSech pozadovanych zkouskach, a nase celkova
uspésnost je nyni 97 %.

Zavér, Diky nové zavedenému cyklu SEKK PAT mélo
nase pracovisté moznost provérit si zavedené postupy
pro vySetfovani PAT pozitivnich vzorki, a provést
napravna opatfeni u téch vySetfeni, u kterych se nam
nepodatilo v cyklu uspét. Vzhledem k bezchybnému
absolvovani cyklu PAT 1/16 byla tato napravna opatfeni
aspésna.
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03 BIOARRAY™ HEA BEADCHIP™ DNA
TYPING KIT - STANO\!ENI' KRE\(NE
SKUPINOVYCH ZNAKU U DARCU

KRVE POMOCI METODY PCR

L. Landova, M. Bohonék, Kfivankova G., Kollarova L.
Oddéleni hematologie a krevni transfuze, Ustiedni vojenskd
nemocnice - Vojenskd fakultni nemocnice, Praha

Uvod. V souvislosti s budovanim néarodni banky
vzacnych erytrocyt bylo v UVN Praha nutné rozsifit
vySetfovani erytrocytarnich antigend o fadu dalsich
krevné skupinovych systémii. Alternativou k tradi¢nim
manudlnim a sérologickym metodam, které jsou zati-
Zeny velkou pracnosti a vysokymi naklady na vzacna
antiséra, jsou moderni molekularné-biologické metody
zalozené na rychlém PCR vySetfeni. Tyto metody vy-
zaduji sice urcitou vstupni investici, vlastni vySetfeni
avyhodnoceni je ale nasledné jednoduché a po zavedeni
do rutinniho provozu i méné nakladné, nez vysSetteni
sérologické.

Cil. Prospektivni komparacni studii prokazat srov-
natelnost jednotlivych sérologickych a manualnich
metod s genotypovanim krevné skupinovych znaka
pomoci kitu BioArray™ HEA BeadChip™ s dilcim cilem za-
vedeni sérologickych in-house metod na imunohema-
tologickém analyzatoru Galileo (ImmucorGamma, Inc.
Norcross, GA) pro erytrocytarni znaky MNSs, P1, Lu?®,
Le* vCetné zavedeni vSech téchto metod do rutinniho
provozu.

Material a metody. Do studie zahrnuto 38 darcti
krve z UVN-VEN a jejich odbérovych center a 20 vzac-
nych darcl z UHKT Praha s riznymi alelickymi kom-
binacemi krevné skupinovych znakt. V§ichni darci
byli typovani soubézné sérologicky a genotypizaci.
Sérologické testy byly pouzity manualni zkumavkové
nebo sloupcovou aglutinaci (Kell, MNSs, Jk2*, Fy2, Le?®,
Lu®, P1) a automatizované na analyzatoru Galileo,
ImmucorGamma (D, Cc, Ee, Cw, Kp*) Molekularné
biologickym testem PCR pomoci kitu BioArray™ hea
BeadChip™, ImmucorGamma, byly stanoveny tyto
alelické varianty na lidskych erytrocytech krevnéskupi-
novych systémi: Rh (C, c, E, e, V, VS), Kell (K, k, Kp?,
Js®), Duffy (Fy®, GATA, Fy¥), Kidd (Jk), MNS (M, N, S,
s, U, U), Lutheran (Lu®), Dombrock (Do®, Hy, Jo?),
Landsteiner-Wiener (LW#), Diego (Di2*), Colton (Co2),
Scianna (Scl, Sc2) pomoci lidské genomové DNA. Tato
genomova DNA byla izolovana z plné krve darce pomoci
izola¢niho kitu QIAGEN spin-column kit na pfistroji
QIAcube (QIAGENE, Germany).

Vysledky. Byla prokazana vysoka shoda mezi stano-
veni pomoci HEA BeadChip™ a sérologickym stanove-
nim na analyzatoru Galileo. Vzhledem k tomu, Ze ma-

nualni metody jsou zatiZené velkou mirou subjektivity,
a souvisi i se zkusenosti laboranta - shoda s ostatnimi
dvéma metodami dosahovala 98 %. Do rutinniho pro-
vozu zavedeno serologické vysetfovani znakdi MNSs, P1,
Jk**, Fy®* | Kp?®, Le**na analzyatoru Galileo.

Zavér, Lze ale konstatovat, Ze genotypovani ale-
lickych variant krevné-skupinovych systému u darcti
krve, je vhodnou a srovnatelnou variantou pro velmi
rychlé zjisténi jednotlivych kombinaci alel, jejichZ zna-
lost je nutna hlavné pti podavani transfuzi erytrocyti
u pacientli s pozitivnim screeningem antierytrocytar-
nich protilatek. V rutinnim pouziti v soucasné dobé
na rozs$ifené spektrum krevnéskupinovych systému
testujeme genotypizaci a sérologickym vySetfenim pa-
ralelné vSechny pravidelné darce KS 0 RhD +/-, znichz
se nasledné generuji darci se vzacnymi alelickymi
kombinacemi.

04 ZKUSENOSTI S GENOTYPOVANIM
MICROARRAY METODAMI

Kralova J., Pisacka M.,

NRL pro imunohematologii, Ustav hematologie a krevni
transfuze, Praha

Zakladem genotypu erytrocytovych antigent jsou
prevazné jednonukleotidové polymorfismy. Vzhledem
k velkému poctu antigent pritomnych na povrchu
erytrocytdl je tedy potfeba analyzovat pfitomnost vét-
$tho poctu polymorfismli. Microarray metody posky-
tuji moznost analyzy Siroké palety polymorfismii bé-
hem jedné reakce. Finanéni i ¢asova naroc¢nost téchto
technik je tmérna objemu informaci, které z nich lze
ziskat. Tyto metody jsou vhodné pro testovani geno-
typu erytrocytovych antigenti u darcd krve i pacientdi.
V ptipadé vysetfeni pacientd byva nékdy obtiZné aZ ne-
mozné urdit pfitomnost antigent sérologickymi tech-
nikami z dtivodu senzibilizace erytrocytli protilatkami
¢i v dlisledku vysokého poctu podanych transfuznich
pripravki.

Pouzité metody: BLOODchip® Reference a ID CORE
XT™ firmy Progenika Biopharma a systém FluoGene
firmy Inno-Train.

V pripadé testovani darci krve je zjiStovana 100%
shoda mezi vysledky sérologie a genotypovani.
Genotypovani umoznuje u darcovskych vzorka zachyt
variantnich a zeslabenych antigenti, které sérologicky
neni mozné detekovat. Zaroven poskytuje moznost
vySetfeni antigenti, pro které nejsou dostupné sérolo-
gické metody (napt. Dombrock). U pacientskych vzorkt
je zjistovana vétsi variabilita pfi porovnani vysledki
sérologie a genetiky. Pfipady rozdilnych nalezl jsou
vétSinou zplisobeny pritomnosti vzacnéjs$i mutace
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a faktem, Ze jedna z metod tuto mutaci nedetekuje.
Dals$im castym jevem je sérologicky zachyt antigenu
transfundovanych erytrocytd, které v obéhu pacienta
vdanou chvili pfevazuji. Microarray poté detekuje paci-
entiv vlastni genotyp, ktery se neshoduje s fenotypem
uréenym sérologicky.

05 STANOVENI FETOMATERNALNI
HEMORAGIE METODOU PRUTOKOVE
CYTOMETRIE V PRAXI

Prochazkova R.»*, Zajic T.2, BydZovska 1.3, Zemanova
D.3, Kutkova D.!, Arnoldova A.!, Kamenicki H.!
"Transfuzni oddéleni, Krajskd nemocnice Liberec, a. s.,
Liberec

20ddeéleni Kklinické mikrobiologie a imunologie, Krajskd
nemocnice Liberec, a. s., Liberec
3Gynekologicko-porodnické oddéleni, Krajskd nemocnice
Liberec, a. s., Liberec

“Technickd univerzita v Liberci, Fakulta zdravotnickych
studii, Liberec

Uvod. Fetomaternalni hemoragie (FMH) je stav, pfi
kterém dochazi k priniku erytrocytfi plodu do krevniho
obéhu matky v pribéhu téhotenstvi nebo pii porodu.
FMH mtize byt pfi¢inou erytrocytarni aloimunizace
matKky, pti excesivni FMH miize byt plod nebo novo-
rozenec ohrozen anémii. VySetfeni FMH je od r. 2014
doporuceno provadét celostatnim doporucenym postu-
pem (dle dostupnosti) pfi amrti plodu in utero, dalsi
indikaci je mimodélozni gravidita s vét§im hemoperi-
toneem, abrupce placenty ¢i vcestné placenty s vétsi
krevni ztratou, kde mozna FMH je o¢ekavana ne jako
pricina, ale jako nasledek.

Materidl a metody. V ramci prospektivni studie
(12/2013 az 07/2014) jsme sledovali Zeny s rizikem FMH,
tj. po porodu, potratu, AMC a pii amrti plodu. Uvsech
Zen jsme provedli vySetfeni FMH z krve matky odebrané
do zkumavky s KEDTA 2 hodiny po zdkroku a vySetfili
metodou pritokové cytometrie na pristroji Beckman
Coulter Cytomics FC 500 setem Fetal Cell Count™
kit. Na zakladé vysledki studie jsme zavedli vySetfeni
k1.11.2015 do rutinni praxe. VySetfeni jsou provadéna
uvedenym kitem, jako kontrolni material byla verifi-
kovana pupecnikova krev. Vysledky jsou uvadény v %,
hodnoty > 0,25% jsou povazovany za pozitivni.

VvysledKy. a) Studie: Soubor tvotilo 94 Zen, z toho 66
po porodu, 25 po potratu, 2 po AMC a 1 umrti plodu.
V 9 pfipadech jsme zjistili FMH vy$$i nez 0,25 % (5x po
porodu, 3x po potratu, 1x umrti plodu). Ve vSech pfi-
padech jsme vyloucili imunohematologickou pfi¢inu.

1. pfipad: Spontanni porod ve 40. tydnu gravidity
s priikazem 4,8 % FMH. Krevni ztrata pti porodu byla
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300 ml. Aloimunizaci matky jsme neprokazali, u novo-
rozence nebylo podezfeni na hemolytické onemocnéni.
Opakovanym vySetfenim matky jsme zjistili pokles
FMH na 1,8 % po 1 tydnu a na 0,3 % po 3 tydnech od
porodu. Excesivni FMH zjisténda po porodu neméla vliv
na zdravi novorozence, v den propusténi z nemocnice
meél novorozenec lehky subikterus, bilirubin 4. den po
porodu byl 178 pmol/1.

2. pripad: Akutni cisatsky fez ve 40. tydnu gravidity
s prikazem 6,9 % FMH. Krevni ztrata pfi cisarském
fezu byla 300 ml. Novorozenec byl vyznamné ane-
micky, vznik anémie z imunohematologické ptic¢iny
byl laboratorné vyloucen. Jako diivod vzniku anémie
byla diagnostikovana excesivni FMH z neznamé pii-
¢iny s tmrtim novorozence. Pacientka posléze v dalsi
gravidité donosila zdravé dité.

3. pfipad: Umrti plodu ve 32. tydnu gravidity, krevni
ztrdta u Zeny byla 150 ml. Prokazali jsme 1,1% FMH.
U matky nedoslo k vytvoreni antierytrocytarnich pro-
tilatek.

b) Rutinni praxe: Dosud bylo vySetfeno 10 pacientek
(5x imrti plodu, 3x tubarni téhotenstvi, 2x placenta
previa) indikovanych z gyn.-por. odd. KNL. Hodnoty
FMH se pohybovaly mezi 0,00-0,14 %, patologicka
hodnota nebyla prokazana. Byly vSak zjistény jiné
priciny patologickych stavii, vySetfeni FMH piispélo
k diagnostickému objasnéni.

Vysledky byly dostupné od 1do 5 dnii (dano ¢asovou
narocnosti na zpracovani, dobu odezvy prodluzuje
vikend). Porodnici vySetfeni jednoznac¢né povazuji za
pfinosné a oceniuji jeho ¢asovou i financni dostupnost.

Zavér. V souboru 94 Zen s rizikem FMH jsme zjistili
vyznamné hodnoty FMH u 9 Zen. Po zavedeni do praxe
bylo provedeno zatim 10 vySetfeni ve stanovenych indi-
kacich. Kvantitativni stanoveni FMH metodou priitoko-
vé cytometrie v praxi vyznamné prispiva k diferencialni
diagnoéze akutnich stavii v porodnictvi.

Projekt byl financné podporen z Fondu podpory védeckych projektit
Védecké rady KNL, a.s.

06 IMUNOHEMATOLOGICKE

METODY V KRIMINALISTICE

Balikova Vv,

Policie Ceské republiky, KRP Usteckého kraje, Odbor
kriminalistické techniky a expertiz Usti nad Labem

ZkuSebni laboratot Odboru kriminalistické techniky
a expertiz (dale jen OKTE) v Usti nad Labem se specia-
lizuje na vykon kriminalisticko-technické a znalecké
¢innosti v oboru kriminalistika, odvétvi biologie, gene-
tiky, daktyloskopie, balistiky, chemie, mechanoskopie
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a osmi dalSich odvétvi. Jsme jedno z deviti znaleckych
pracovist Police Ceské republiky (8 pracovist OKTE
a Kriminalisticky tstav Praha). Jsme dozadovani or-
gany ¢innymi v trestnim fizeni, pisobnost mame na
uzemi Usteckého a Libereckého kraje. Jsme zapsani
v seznamu Ustavl kvalifikovanych pro znaleckou ¢in-
nost vedenym Ministerstvem spravedlnosti CR.
Znalecké zkoumani slouzi pro tcely objastiovani
trestné ¢innosti. Pomahame pfi feSeni méné zavazné
trestné ¢innosti (napft. vloupani, kradeze), ovSem nej-
zajimavéjsi je pomoc prfi feSeni téch zvlast zavaznych
trestnych ¢inh (vrazdy, znasilnéni, loupeZe, Gnosy
atd.). Kriminalisticka biologie u stop z mist trestnych

¢ind urcuje, zda se jedné o material biologicky, urcuje
jeho druh (napft. krev, sliny, sperma), pivod (lidsky,
zvifeci nebo rostlinny) a nasledné stanovuje i skupino-
vou ptislusnost v systému ABO.

Urceni skupinovych vlastnosti v systému ABO
u krevnich stop se provadi absorpéné-elu¢ni metodou
modifikovanou dle Laupyho. U stop sekretil 1ze vyuZzit
vylucovatelstvi skupinovych vlastnosti. Vysetfeni se
provadi absorpcné inhibi¢ni metodou. K vySetfeni se
mimo jiné vyuzivaji typové erytrocyty a polyklonalni
diagnosticka séra.

Budou prezentovany zajimavé pripady, které se
podafilo objasnit diky stanoveni krevni skupiny.
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