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SOUHRN: Koordinovany postup provadéni odbérud krve, preanalytického zpracovéani a uchovavéni biologického materidlu v kteroukoli denni
nebo noc¢ni dobu je diilezité predevsim u pacientl s prudce probihajicim onemocnénim, kdy zahéjeni |écby (napi. vyménnou plazmaferézou)
pred provedenim odbérl krve muize ovlivnit vysledky laboratornich vysetieni a komplikovat dalsi diferencialni diagnostiku. Do této skupiny
fadime jednoznacné i trombotické mikroangiopatie. V ¢lanku prezentujeme postup otestovany v klinické praxi v podminkach Fakultni
nemocnice Ostrava. Ve druhém kroku byl postup predstaven a diskutovéan s experty z ostatnich hematologickych center. Vysledkem této diskuze
bylo vytvoreni univerzalni Zddanky o zpracovani a archivaci vzorkl krve, kterd mlze prispét ke standardizaci postupu v dalsich zdravotnickych
zafizenich.

KLICOVA SLOVA: archivace biologického materialu — trombotické mikroangiopatie — univerzalni laboratorni zadanka

SUMMARY: Coordinated blood collection, pre-analytical processing, and storage of biological material at any time of the day or night
is particularly important in patients with rapidly progressive disease, where initiation of treatment (e.g., plasmapheresis) before blood
collection may affect laboratory results and complicate further differential diagnosis. Thrombotic microangiopathies belong to this group
of diseases. In this article, we present a procedure tested in clinical practice at the University Hospital Ostrava. Next, the procedure was
presented and discussed with experts from other haematology centres. The result of this discussion was the creation of a universal request
form for the processing and archiving of blood samples, which may contribute to the standardization of the procedure in other medical
institutions.
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UvVOD

Trombotické mikroangiopatie (TMA)
patii do skupiny vzacnych onemocnéni
s vysokym rizikem zavazného orgéno-
vého poskozeni a smrti nejsou-li véas
rozpozndany a adekvatné léceny. Pro TMA

je charakteristickd porucha mikrocirku-
lace vedouci k mikroangiopatické he-
molytické anemii, trombocytopenii ze
zvysené spotieby a ischemickému po-
skozeni cilovych tkani a organd. Do sku-
piny TMA jsou zafazeny tromboticka
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trombocytopenickd purpura (TTP), he-
molyticko-uremicky syndrom (HUS)
a fada sekundérnich TMA. Mortalita ne-
[é¢ené trombotické trombocytopenické
purpury (TTP) je 90 % a ke zhruba po-
loviné umrti dochazi béhem prvnich
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Zakladni laborator- krevni obraz

ni vysetieni L,
koagulac¢ni testy

biochemické testy

Dopliujici krevni obraz
laboratorni testy . .
biochemické testy

Dopliiujici laboratorni diagnostika

STEC infekce

Pneumokokova
infekce

Vyznamné virové
infekce

ADAMTS13
titr inhibitoru

Poruchy regulace
komplementu

aminu, resp. methyl-
malonilacidurie

Tab. 1. Laboratorni diagnostika u TMA.

Podrobna anamnéza a fyzikalni vysetieni

Zakladni diagnostika s vysledky dostupnymi do 3-6 h v kazdé nemocnici

vcetné diferencialniho rozpoctu leukocytd a poctu retikulocytd

PT, APTT, TT, fibrinogen, antitrombin a D-dimery

Na, K, Cl, Ca, urea, kreatinin, celkovy bilirubin, ALT, AST, ALP, mo¢ chemicky

a mikroskopicky
pocet schistocytll a prohlédnuti natéru

LDH

imunohematologie pfimy antiglobulinovy test

Zakladni vysetieni komplementu: C3 a C4 slozky komplementu, CH50 a AH50, C5b-9...

Dalsi vyznamné biochemické testy: celkova bilkovina, albumin, amylazy, feritin, TSH...
Téhotensky test u Zen v produktivnim véku

Testy pouzivané pro priikaz jednotlivych typi TMA

prikaz pneumokokového antigenu v moci
PCR prakaz pneumokoka v krvi nebo mozkomisnim moku

H1N1, HAV, HCV, HBV, HIV, Coxsackie B virus, EBV, CMV, parvovirus B19...

C5b-9, C5a, CFH funkéni stanoveni, modifikovany HamUv test
anti-CFH protilatky, event. anti-CFl protilatky

exprese MCP na leukocytech (polynukleary nebo mononukledry) pritokovou cytometrii
CFH, CFI, CFB celkové mnozstvi
mutacni analyza gent CFH, CFl, MCP, C3, CFB, THBD, CFHR1-5, DGKE, CNVs v CFH-CFHR oblasti

mutacni analyza genu MMACHC

Testy k vylouceni antifosfolipidovych protilatek: testy na lupus antikoagulans, antikardiolipinové protilatky, anti-B2GPI protilatky

Serologické testy na systémova onemocnéni pojiva: ANA, ENA a RF, resp. anti-dsDNA, ANCA, anti-Scl70, anti-centromera...

kultivacni vysetreni stolice (vytér z rekta nestaci) u pacientl s prijmy. STEC kultivace (MacConkey na E. coli
0157:H7 resp. 026, 0111, 0103, 0145, event. 0104:H4)
PCR detekce genti kédujicich shigatoxin ve stolici nebo v séru prevalentnich sérotypl
imunoanalytické stanoveni protilatek proti lipopolysacharidu E. coli v séru

ADAMTS13 aktivita a (auto)protilatky, event. kvantitativni stanoveni antigenu a potvrzeni pfitomnosti inhibitoru,

Metabolizmus kobal- B12, homocystein a methylmalonova kyselina v plazmé, resp. homocystein a methylmalonova kyselina v moci
(jednorazovy vzorek nebo 24h sbér)

24 hodin manifestace onemocnéni [1].
V¢asna terapie TTP terapeutickou vy-
ménnou plazmaferézou (TPEX) redu-
kuje mortalitu na 10-20 %. V pfipadé
komplementem mediovaného hemoly-
ticko-uremického syndromu (CM-HUS)
vede terapie vyménnou plazmaferézou
ke kompletni hematologické a rendlni
odpovédi v Sirokém intervalu 30-70 %
pfipadl [2]. U jinych typd TMA mize
v€asna TPEX zabranit rozvoji zdvazného
organového poskozeni, poskytnout pro-

stor pro diagnostiku a l1é¢bu vyvolavaji-
ciho onemocnéni nebo snizit riziko opa-
kovanych atak TMA [2-6].

Prikaz TMA je tedy tfeba udélat v co
nejkratsim intervalu, idedlné béhem
prvnich 4-8 h od prvniho kontaktu s pa-
cientem [7]. Diagnézu TMA Ize udélat
v kazdé nemocnici v kteroukoli denni
dobu béhem nékolika hodin s vyuzi-
tim anamnézy, fyzikdlniho vy3etfeni
a bézné laboratorni diagnostiky (blize
viz tab. 1) [7-11]. Pro navazujici dife-

renciadlni diagnostiku jednotlivych typt
TMA byva potieba provést fadu testl
(viz tabulka ¢.1), jejichz vysledky muze
provedeni TPEX zkreslit [7-11]. Proto je
nezbytné provést odbéry krve pro tato
vysetfeni pfed zahdjenim Ié¢by. V tomto
¢lanku predstavujeme Siroce diskuto-
vany protokol definujici pravidla pro od-
béry vzorkl krve, jejich preanalytické
zpracovani a zamrazeni alikvotl plazmy
a séra, event. materidlu pro izolaci
DNA.
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Zadanka - Archivace biologického materialu - trombotické mikroangiopatie (TMA)

Jméno a pfijmeni pacienta Razitko a podpis

Rodné ¢islo pacienta

Datum a ¢as odbéru

pojitovna

Ordinujici lékaf / sestra

POKYNY PRO KLINICKA ODDELENI

Oblast pouziti: archivace biologického materialu pacienta s atakou nové diagnostikované nebo relabujici TMA

Odbér materialu byl proveden pred zahajenim Ié by plazmaferézou nebo podanim plazmy... ANNEO H

Pokud ne, uvedte jaka lé¢ba byla pred odbérem provedena (napf. vyménna plazmaferéza 2x nebo podani plazmy 10 mL/kg...):

1. zapiste druh odesilaného materialu a pocet zkumavek

Zde napiste skutecny pocet

Material nabirany k archivaci: odebranych zkumavek

Plazma citrat sodny: odebratalespon 5-10 mL

Sérum gel: odebrat alespon 10 mL

2. vystavte informovany souhlas pacienta s archivaci materialu a original ulozte do dokumentace pacienta, kopii
odeslete do laboratofe spole¢né se vzorky.

3. VesSkery material doructe do mistni laboratore k preanalytickémuzpracovani nebo do laboratore
kooperujiciho hematologického centra. Transport i zpracovani vzorku by mélo byt realizovano
nejdéle do 2 hodin od odbéru krve.

Poznamka: tato Zadanka ma dvé strany, vytisknéte prosim obé strany.

1/2 verze 01

Obr. 1. Zadanka - Archivace biologického materialu — trombotické mikroangiopatie (TMA) - pokyny pro klinicka oddéleni.
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Archivace biologického materidlu u TMA -

POKYNY PRO LABORATOR

Dorué¢eny material zpracujte podle jeho druhu dle nize uvedenych postupl. Jednotlivé alikvoty a zkumavky nezapomerite oznadit
kédem (viz nize).

Sérum — gel (max. 8 alikvot)

zkumavkalsérumsael |:> centrifugujte |:> rozpipetujte sérum do kryozkumavek
= 2500 x g/ 10 min po maximalné 0,4 mL

Fakultativné pIlna krev ve skumavce s EDTA

zamrazte celou zkumavku se vzorkem plné krve v EDTA pro pozdéjsi izolaci DNA (zkumavku oznacte)

Plazma citrat (max. 8 alikvot)

zkumavka plazma Na- centrifugujte: 2000 g/15 min - odpipetujte rozpipetujte plazmu do
citrat |:> supernatant (plazmu) bez buffy coatu - nasledné |:i> kryozkumavek po maximalné
centrifugujte 2500 g/15 min 0,4 mL

Oznacovani alikvotu:
Kryozkumavky oznacte ve tvaru XX1234/YY + datum doruéeni + pofadi odbéru
JP = Pocatecni pismena jména a pfijmeni pacienta
1234 = prvni Ctyfi Cislice rodného &isla pacienta
= druh materialu
(SG — sérum gel, PE — plazma EDTA, PC — plazma citrat, BE — sto¢ené bunky EDTA)

Pfiklad: pacient Petr Novak, RC 112233/4455, material Sérum-Gel, doruéen 12. 11. 2022: PN1122/SG + 12.11.2022

Skladovani alikvotu:
Veskery material skladujte nejlépe pfi -60 °C a nizsi - pfechodné (do 1 tydne) Ize vzorky uchovavat pfi teploté -20 °C az -40 °C

Zaslani zpracovaného materialu z mistni laboratore do specializované laboratofe kooperujiciho hematologického centra:
Veskery zamrazeny material zaSlete na suchém ledu na adresu specializované laboratore.

Pozn.: specializovana laboratof hematologického centra material dale zpravidla neodesila

POKYNY PRO SPECIALIZOVANOU LABORATOR V RAMCI HEMATOLOGICKEHO CENTRA

Z externiho pracovisté bude doru¢en materidl, ktery zpracujte dle instrukci.

Zpracovani vzork(:
Material budto zpracujte dle vySe uvedenych instrukci (budou-li doru€eny vzorky piné krve) nebo zamrazte doru¢eny separovany
material na -60 °C a nizsSi dle obecnych zvyklosti

Zadanku i informovany souhlas archivujte

Specializovana laboratof hematologického centra Hematologické centrum

22 verze 01

Obr. 2. Zadanka - Archivace biologického materialu - trombotické mikroangiopatie (TMA) — pokyny pro laboratof.
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PROTOKOL PRO PROVADENI
ODBERU KRVE, PRE-
ANALYTICKE ZPRACOVANI
VZORKU V LABORATORI

A ARCHIVACE ALIKVOTU
PLAZMY, SERA, RESP.
MATERIALU PRO IZOLACI
DNA

Na zakladé viech vyse zminénych infor-
maci, byl ve Fakultni nemocnici Ostrava
(resp. ve spolupraci kliniky hematoonko-
logie vé. biobanky a Ustavu laboratorni
mediciny) navrzen koordinovany postup
pro odbér a preanalytické zpracovani
vzork( krve v laboratofich v kteroukoli
denni dobu, tzn. béhem pracovni doby
pfi pIném personalnim obsazeni klinic-
kych pracovist a laboratofi, tak i béhem
pohotovostnich sluzeb persondlem,
ktery se problematikou TMA bézné ne-
zabyva. Pro tento Ucel byla vytvofena
Zzadanka o archivaci biologického ma-
teridlu. Zadanka byla uvedena do praxe
na Klinice hematoonkologie FNO a po
konzultacich mohla byt vyuzita i jinymi
obory v rdmci nemocnice.

Cely proces, tykajici se zpracovani
materidlu, se v praxi v rdmci FNO velmi
osvédcil, proto byla nasledné problema-
tika zpracovani a uchovani biologického
materidlu pfed zahajenim lé¢by konzul-
tovana i s kliniky a laboratornimi pra-
covniky jinych hematologickych center.
Vysledkem téchto diskuzi bylo navrzeni
koordinovaného postupu, ktery byl pre-
zentovan formou pfedndsky na kon-
ferenci Pafizkovy dny konané v roce
2022. Zakladnim cilem bylo vytvofeni
obecné zadanky, ktera ma byt podkla-
dem pro praci na jakémkoliv praco-
visti. Tato univerzalni zadanka je do-
stupnd na www.c4tmo.cz a zahrnuje
veskeré nezbytné Cinnosti spojené s od-
bérem, preanalytickym zpracovanim
i uchovanim biologického materialu,
v¢. doporuceni tykajici se transportu
(vizobr. 1a2).

Na obrazku 1 je zobrazena titulni
strana zadanky, kde je v Gvodu prostor
pro identifikaci pacienta. Dal3i ¢ast je za-
méfena na pokyny pro klinicka oddé-
leni, v¢. upfesnéni nacasovani odbéru

(pfed zahajenim TPEX, resp. pred po-
danim plazmy). V opacném pfipadé je
soucasti zddanky také prostor pro po-
zndmku o provedené |é¢bé (napf. vy-
ménna plazmaferéza 2x nebo podani
plazmy 10 ml/kg, aj.).

Nedilnou soucasti prvni strany zZa-
danky je doporuceni tykajici se druhu
a mnozstvi materidlu potiebného k od-
béru s ohledem na spektrum laborator-
nich vysetfeni. Odbérovy systém s citra-
tem sodnym slouzi k vytvoreni alikvot(
citratové plazmy pro nasledné stanoveni
napt. aktivity antigenu ADAMTS13 a titru
protilatek (inhibitoru), lupus antikoa-
gulans a podobné. Zkumavka s EDTA je
pouZzita pro pfipadnou izolaci DNA a na-
sledna molekuldrné-geneticka vysetfeni.
Odbér tohoto materialu samoziejmé ne-
zavisi na fazi [é¢by a Ize ho odebrat kdy-
koli béhem terapie. Zkumavka srazlivé
krve je urcena k archivaci séra pro vy-
Setfeni antifosfolipidovych protilatek
kromé lupus antikoagulans, slozek a re-
gulacnich proteind komplementu, kon-
centrace celkové bilkoviny, albuminu,
feritinu, TSH, k vylouceni systémovych
onemocnéni pojiva a dalSich vysetfeni
vyplyvajicich z tab. 1.

Nezbytnou soucasti je informovany sou-
hlas pacienta s archivaci biologického ma-
terialu a izolaci DNA. Zadanka i informo-
vany souhlas musi byt vzdy archivovany.

Poslednim a velmi dilezitym bodem
prvni strany této zadanky je pokyn tyka-
jici se doruceni materialu do pfisluiné la-
boratofe a jeho zpracovani, které by ne-
mélo pfesahnou dvé hodiny od odbéru.
Stanoveny limit vychazi z doporuceni la-
boratorni sekce Ceské hematologické
spole¢nosti.

Na obr. 2 (druha strana Zadanky) jsou
popsany pokyny pro prenalytické zpra-
covani materidlu v laboratofi, v¢. pod-
minek centrifugace jednotlivych druht
odebraného materidlu, alikvotace, za-
mrazeni a transportu. Pokud dochazi ke
zpracovani materidlu v lokalni labora-
tofi mimo hematologickd centra, dopo-
ruc¢ujeme nasledny transport na suchém
ledu pro dostatecné dodrzeni podminek
preanalytické faze.
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ZAVER

Odbéry a zpracovani vzorka krve pa-
cientd s akutni atakou TMA maji byt
v klinické praxi provadény standardi-
zovanym a koordinovanym postupem,
ktery minimalizuje riziko zkresleni vy-
sledku laboratorniho vysetreni pred-
chozi aplikaci plazmy nebo vyménnou
plazmaferézou. Takovy pfistup mulze
zlepsit péci o pacienty s akutni atakou
TMA na rlGznych pracovistich béhem
bézné pracovni doby i pohotovostni
sluzby.
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