Zakladni imunohematologicka laboratorni vySetireni
cervené rady — Obecné zasady a technické postupy

Doporu&eni Spole&nosti pro transfuzni 1ékaistvi CLS JEP

¢. STL2011_07 ze dne 1. 3. 2011

1. Obecna doporuceni

Pozadavky na pracovisté, persondl, pfistroje a pomticky
a kontrolu kvality musi minimdlné odpovidat Nepodkroci-
telnym minimdm odbornosti 222 — Transfuzni lékaistvi
(publikovany a aktualizovany na strankdch www.transfuz-
nispolecnost.cz).

1.1 Pristroje a diagnostika

1.1.1 Pouzivaji se pouze pristroje a diagnostika, které

spliuji prislusné legislativni pozadavky na prislusné zdra-

votnické prostfedky a nesou oznaceni CE.

1.1.2 U vSech novych zafizeni se provadi odborna insta-

lace dodavatelem pfistroje (instalacni kvalifikace), uve-

deni do provozu se dokumentuje (instala¢ni protokol, zaz-

nam o zaSkoleni).

1.1.3 Dalsi kvalifikace (validace, ev. kalibrace) pfistroje

provadi autorizovany servisni technik podle postupi do-

porucovanych vyrobcem. Doporucend Cetnost, neni-li sta-

noveno vyrobcem piistroje jinak, je

— 1x za 12 mésicu,

— po opravé piistroje, kterd mize ovlivnit funkci piistro-
je,

— pri podezfeni na Spatnou funkci pfistroje,

— pri aktualizaci software.

O kvalifikaci se vedou patfi¢né zaznamy.

1.1.4 Udriba pfistroju (véetné ¢istén{) se provadi podle

pokyntl jejich vyrobce a vedou se o ni zaznamy.

1.1.5 Je vypracovdn postup pro prijem, skladovani

a propousténi diagnostik do rutinniho provozu, vcet-

né urceni odpovédnosti. Propousti se kazda doddvka

a kazd4 SarZe. Soucasti propousténi je kontrola certi-

fikatt k dané SarZi a zhodnoceni nezdvadnosti diagnos-

tik pfi fyzické prejimce. Do propusténi jsou nepropus-

ténd diagnostika skladovana oddélené od propusténych.

Propusténd diagnostika se oznaci pfiznakem propus-

téni.

Kontroly diagnostickych erytrocytil a kontrolnich souprav

by mély zahrnovat evidenci neporusenosti baleni a ne-

pfitomnosti zndmek kontaminace a hemolyzy.

Doporucené postupy kontroly SarZi diagnostik jsou uve-

deny v priloze ¢. 1. Nejsou-li provedeny pred propusté-

nim diagnostik k pouziti, maji byt provedeny jako soucast

denn{ kontroly.

1.1.6 Diagnostika se skladuji a pouZivaji podle ndvoda

vyrobcee, piipadné jinym validovanym zpGsobem.

1.1.7 U pouzitych diagnostik se zaznamenava typ, vy-

robce a Cislo SarZe tak, aby byla zajiSténa dohledatelnost
téchto uidaji pro vysetieni kazdého jednotlivého vzorku.
1.1.8 Vnitini kontrola kvality

Laboratof ma stanoveny systém vnitini kontroly. Zahrnu-
je denni kontrolu reagencii, vizudlni kontrolu pouziva-
nych reagencii a materidld a kontrolu laboratornich zafi-
zeni. Doporucené postupy jsou uvedeny v piiloze €. 2.
Musi byt stanoveny postupy pfi neshodach (odchylkach).
1.1.9 O zméné diagnostika musi rozhodnout opravnéna
osoba. Pred zavedenim nového diagnostika do rutinniho
pouZivani se provadi validaéni studie. Validan{ studif se
ovéfuje, zda dany test dava na konkrétnim pracovisti stan-
dardnf{ vysledky.

1.2 Krevni vzorky

1.2.1 Typ

K testovani se pouzivd srazliva nebo nesrazliva krev pii-
jemce. Vyjimkou jsou vySetfeni novorozencii a déti do 4
mésicl véku (zejména v piipadé susp. hemolytického
onemocnéni novorozence), kdy se k vySetfeni protilatek
uprednostiiuje pouziti plazmy/séra matky. V pfipadé pou-
Zit{ pupeénikové krve se doporucuje promyti erytrocyti.
Pro odbér nesrazlivé krve je vhodné pouZit jako protisrdz-
livé piisady EDTA (chelatonan). Kazda laborator zve-
fejiiuje v laboratorni prirucce stanovené pozadavky na
preanalytickou fazi vySetfeni (odbérovy systém, pripust-
né protisrazlivé prisady, mnoZstvi odebirané krve pro pfi-
slusné vysetfeni, podminky pro transport, atd.).

1.2.2 Znaceni

Vzorek k laboratornimu vySetieni se oznaci tak, aby ne-
byla moZnd jeho zdména. Spravnost tidaju stvrzuje oso-
ba, kterd vzorek odebrala, svym podpisem.

Zkumavku je nutné oznacit pred odbérem krevniho vzor-
ku. Po nalepenf Stitku se ma ovérit identifikace pacien-
ta / prijemce transfuzniho pripravku dotazem, event.
ze zdravotnické dokumentace. Minimalné se vyplni jmé-
no, prijmeni a ¢islo pojisténce (obvykle rodné ¢islo),
event. datum odbéru vzorku. Nejsou-li identifika¢ni uda-
je zndmy, je nutné vygenerovat ¢islo pojiSténce tak, aby
se vzdy pouzilo unikatn{ ¢&islo.

Dodatecné popisovani, prelepovani i prepisovani stitku
neni pripustné.

Uprednostiuje se znaceni carovym kédem.

1.2.3 Skladovani

Pred vysetfenim se vzorky uchovavaji za vhodnych pod-
minek (skladovaci teplota, doba uchovavani) zptisobem
stanovenym ve vnitfni pfedpisové dokumentaci.




Doporucend maximdlni doba uchovdvani vzorkii pred testovanim

18-25 °C 2-8°C <-20°C
EDTA plnd krev do 12 hodin do 7 dni nelze
Separovand plazma/sérum nevhodné do 7 dni 6 mésicu

V ramci predtransfuzniho vySetteni lze pro screening
protilatek a test kompatibility pouzit krevni vzorek do 72
hodin od jeho odbéru. Pokud doslo k potransfuzni reak-
ci, uziva se pro dalsi predtransfuzni vySetieni vzdy cer-
stvy vzorek.

1.3 Dokumentace

1.3.1 Primarni dokumentace obsahuje

e identifikaci vzorku (pacienta / pfijemce transfuzniho
pripravku),

» vysledek kazdého testu (pozitivni, negativni, event. si-
la reakce),

¢ hodnoceni vysledku (krevni skupina, specifita protilat-
ky apod.).

V piipadé automatizovaného testovani se vysledky zazna-

mendvaji pfednostné elektronicky (pomoci persondlniho

pocitace pfimo z analyzatoru).

Je nutnd dohledatelnost vysledku vysetieni kazdého vzor-

ku véetné kontrol, ndzvu a Cisla SarZe diagnostika a identi-

fikace pracovnika, ktery vysSetfeni provedl a kontroloval.

Jakékoliv odchylky od béZného postupu musi byt doku-

mentovany.

1.3.2 Vysledkova zprava

Vysledkové zprava — vychdzi z primarni dokumentace

a obsahuje vysledné hodnoceni daného vySetfeni. Vysled-

kovou zpravu autorizuje opravnéna osoba.

1.3.3 Elektronicky pienos dat

Pfenos dat mezi dvéma rtiznymi informacnimi systémy,

stejné jako prenos dat mezi automatizovanymi laborator-

nimi zafizenimi a informa¢nimi systémy, musi probihat

validovanym zptisobem, tak aby bylo zajisténo, Ze nema-

Ze dojit k chybnému prifazeni dat k danému vysetieni ¢i

ke zkresleni dat.

1.4 Rizeni neshod

Kazda laborator ma vypracovan systém fizeni neshod.
V piipadé automatického vysSetfovani by mélo mit kazdé
pracovisté jasné definovdn zdloZni manudlni postup.

1.5 Vnitini audity a externi hodnoceni kvality
Laboratof ma mit zaveden systém pravidelnych vnitinich
auditd.

Laboratof se ma ucastnit systému externiho hodnocen{
kvality v imunohematologickych metodach, které dané
pracovisté pouzivd.

1.6 Personal

V laboratofi ma existovat dokumentovany program vzdé-

lavan{ a tréninku prislusnych pracovnikd v pouzivanych
imunohematologickych metodach.

2. Postupy

Postupy v t€hotenstvi a porodu jsou uvedeny v doporuce-
ni STL2010_06, u darci krve a jejich sloZzek v doporu-
¢eni STL2011_09.

2.1 Stanoveni AB0 a antigenu D (AB0, RhD)

2.1.1AB0

U vsech pacientd starSich 4 mésici by mélo byt prove-

deno vysetien{ antigent a protildtek.

Minimalné: diagnostickd séra anti-A a anti-B, diagnos-

tické erytrocyty A; a B.

Interpretace vysledné skupiny ABO si mus{ v pripadé an-

tigenu i protilatek odpovidat, kazda diskrepance musi byt

(pokud mozno) vyfesena pred vydanim vysledku.

U novorozenci a déti do 4 mésich véku, kde chybi moznost

kontrolniho vysetfeni protilatek, by méla ABO skupina byt

ovéfena opakovanym (2x) vySetfenim antigenti pomocf di-

agnostickych sér s 2 riznymi klony pro kazdou specifitu.

2.1.2 Antigen D (RhD)

Kazdy vzorek se vySetfuje dvojmo riznymi monoklonél-

nimi diagnostickymi séry anti-D tfidy IgM, kterd by ne-

mély detekovat variantu DVI. Pro ur¢eni antigenu D se ne-

pouZiva antiglobulinovy test.

Je dilezité si uvédomit, Ze monoklondln{ diagnostika anti-

D mohou jevit rozdilnou schopnost detekovat slabé a vari-

antni antigeny D. Pokud je zachycena diskrepance a/nebo

vyrazné zeslabeni reakci, mél by byt pacient povazovan za

D-variantniho az do doby vyfeseni diskrepance. Vzorek by

mél byt zasldn do Referencni laboratore ¢i jiné specializo-

vané imunohematologické laboratore objasnéni.

Pouziti diagnostického séra anti-CDE se nedoporucuje.

Pfi vySetfeni antigenu D rozliSujeme 3 kategorie vysledki:

RhD pozitivni = jasné pozitivni reakce se vSemi pouzi-

tymi diagnostickymi séry anti-D

RhD negativni = jasné negativni reakce se v§emi pouzi-

tymi diagnostickymi séry anti-D

DWw/ (slaby antigen D/varianta antigenu D) = na slaby an-

tigen D ¢i variantu antigenu D je vhodné myslet u:

— slabsi reakce vSech pouzitych diagnostickych sér anti-D,

— zcela diskrepantnich reakei pouzitych diagnostickych
sér (pozitivni X negativni),

— rozdilu v sile reakcei pouZitych diagnostickych sér anti-D,

— neCekaného nélezu anti-D imunizace bez autoreakce
u osoby se zddnlivé normdlnim antigenem D,

— diskrepance mezi anamnestickym tidajem a soucasnym
vysetfenim,
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— diskrepance mezi vysledky vySetreni jedince postupy
doporucenymi pro darce a piijemce krve.
2.1.3 Kontroly
Pozitivni a negativni kontrola/y maji byt zarazeny mini-
mélné denné v rdmci denni kontroly diagnostik nebo pri
kazdé sérii vySetfeni (viz priloha €. 2).
Nejsou-li dosazeny ocekavané vysledky testovani piislus-
nych kontrolnich vzorkl, méla by se provést kontrola
vsech predchazejicich vySetfeni aZ po poslednich validni
vysledek testovan{ kontrolnich vzorkii.
V pripadé doporuceni vyrobce se provadi testovani s kon-
trolnim diagnostikem bez specifické anti-D aktivity (Rh
kontrola) k vylouceni fale$né pozitivnich vysledka.
Pokud se neprovadi vySetfeni aglutininti ABO, je nutné
zafazeni negativni kontroly (reagencie s diluentem bez
specifické ucinnosti s erytrocyty prijemce).
Kontrola pomoci reagencie s diluentem bez specifické
ucinnosti se doporucuje v pripadé pfitomnosti silnych
chladovych autoprotilatek nebo v pifpadé priikazu auto-
aglutinace pacientova krevniho vzorku. Pomoci miZe
promyt{ erytrocytd teplym fyziologickym roztokem pie
vlastnim testovanim.
2.1.4 Ovéreni vysledki
Vysledek stanoveni ABO RhD se musi vzdy, kdy je to
mozné, ovefit proti minulému vysledku u daného paci-
enta.
V pripadé jiz znamé krevni skupiny ABO RhD staci pro-
vést ovéreni krevni skupiny pomoci diagnostickych sér
anti-A, anti-B, anti-D (1x).
U predtransfuzniho vysetfeni, jde-li o prvni vySetreni
ABO RhD, je vhodné provést nezavislé oveéreni (moz-
ny jen orientacni test antigenl; provést oddélené od
hlavniho vySetieni a z origindlniho vzorku). S vyho-
dou pak lze pouzit dvé riznd diagnosticka séra dané
specifity. Jakakoliv diskrepance musi byt vyfesena (po-
kud mozno vySetfenim nového vzorku pacienta) pred
transfuzi erytrocytl nebo erytrocyty kontaminovaného
pripravku.
2.1.5 Anomalie pri urcovani skupiny
Slabé, variantni nebo ziskané antigeny, slabé nebo chy-
béjici ABO protilatky, pfitomnost chladovych alo- ¢i au-
toprotildtek a jiné, musi byt uvedeny na vysledku a tato
informace musi byt uvedena i ve zdravotnické dokumen-
taci pacienta.
2.1.5.1 Neocekdvané reakce ,,smiseného pole* dvoji po-
pulace erytrocytii
U téchto reakci je nutné opakovat testovani ABO, RhD.
Mohou byt zplsobeny poddnim ABO/D neshodnych eryt-
rocytd nebo transplantaci kostn{ dfené event. kmenovych
bunék.
Vhodné je kontrolni vySetfeni metodou sloupcové aglu-
tinace.
2.1.5.2 Pritomnost chladovych aloprotildtek a autoproti-
ldtek
Je vhodné provést testovani protilatek anti-A, anti-B pri
vys§i teploté nebo za pouziti diagnostickych erytrocytt
bez pritomnosti antigenu, odpovidajictho chladové alo-
protilatce.

2.1.5.3 Intrauterinni transfuze

Novorozenci, ktefi dostdvali intrauterinni transfuzi eryt-
rocytli, mohou az nékolik mésicti vykazovat krevni sku-
pinu (ABO, RhD) transfundovanych erytrocytti. Mohou
byt prokazatelné reakce ,,smiSeného pole* ¢i dvé popu-
lace (sloupcovd aglutinace).

2.1.6 Postup pri zjisténé diskrepanci / anomalii pri vy-
Setieni krevni skupiny ABO RhD

(1) Opakovat vysetieni z origindlniho vzorku (nikoliv
z pouZité suspenze vySetfovanych erytrocytd).
Zaradit autokontrolu.

Promyt erytrocyty.

Vyzadat novy vzorek (pri zjisténi jiné krevni skupi-
ny oproti zaznamim v databazi).
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2.2 Screening protilatek

2.2.1 Techniky
2.2.1.1 Neprimy antiglobulinovy test (NAT) ve zkumav-
kovém provedeni s pouzitim erytrocyti resuspendova-
nych v roztoku o nizké iontové sile (LISS-NAT) je po-
vazovan za referencni techniku — hranice citlivosti LISS-
NAT je brana jako standardni nepodkroditelné minimum.
Za standardni metody jsou povazovény: testy sloupco-
vé aglutinace, testy ,,na pevné fazi“.
(Na zdkladé dlouhodobych vysledki externi kontroly kva-
lity je zfejmé, Ze lepSich vysledki nez zkumavkova me-
toda dosahuji robustné;jsi metodiky sloupcové aglutinace
a pevné faze a tudiZ by mély byt preferovany.)
Technika s normélni iontovou silou (NISS) neni vzhle-
dem k delsi inkubaci a potfebé vétsiho objemu krevniho
vzorku doporucovana, ale mize byt vhodnd tam, kde se
vyskytnou problémy védzané na LISS, jako LISS-depen-
dentn{ autoprotildtky nebo jiné nespecifické reakce.
2.2.1.2 Enzymovy test (ET). ET je doplikova technika,
pouze vzdicné citlivéjsi neZ NAT (n€které Rh protilatky).
Jeho provedeni miZe byt jednostupriové (v reakci eryt-
rocyty + enzym /bromelin, papain/ + sérum/plazma), ne-
bo citliveéjsi dvoustupnové (v reakci pouze enzymaticky
/ficin, papain/ upravené erytrocyty + sérum/plazma). Ne-
povaZzuje se za rutinni metodu pro screening protildtek.
2.2.1.3 Pracovni postup se tidi ndvodem k pouZiti prislus-
nych diagnostik (diagnostickych erytrocytt, antiglobuli-
nového séra, enzymu, ev. systémi sloupcové aglutinace
nebo pevné faze).

2.2.2 Vybér technik

ProtoZze NAT metody mohou detekovat témer vsechny kli-

nicky zavazné protildtky, doporucuje se pro screening pro-

tilatek pouziti samotného NAT bez dalsi doplnujici scre-
eningové techniky.

2.2.2.1 Screening protildtek v ramci predtransfuzniho vy-

Setreni

Za zékladni se povazuje provedeni LISS-NAT pri 37 °C.

Enzymovy test lze zaradit:

(1) jako druhé vySetfeni v laboratofi, kterd nedosahuje
opakované spravnych vysledki ve vnitin{ a vnéjsi kon-
trole kvality (jako prechodné opatieni do doby zjisté-
ni a odstranéni nedostatkl v pouzivanych testech);
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(2) jako doplikové vysetieni pfi screeningu protilatek
u pacientt, kde je anamnéza potransfuznich reakei
a pri vySetfovani potransfuzni reakce;

(3) jako doplikové vysetieni pri screeningu protilatek
u pacientl s dlouhodobou transfuzni{ substitu¢ni 16¢-
bou a téz§im klinickym stavem (zejména pacienti
s hematologickymi a onkologickymi diagnézami).

2.2.3 Diagnostické erytrocyty pro screening protilatek

Jako zdkladni diagnostikum jsou doporucovany komerc¢-

ni CE certifikované screeningové panely.

Doporucuje se pouZiti panelu 3 diagnostickych erytrocy-

ti s minimdlnim zastoupenim nésledujicich antigent: C,

Cv,c,D,E, e, K, k, Fy2, Fyb, Jka, Jkb, S s, M, N, Lea.

Jedny screeningové diagnostické erytrocyty by mély mit

fenotyp DCe/DCe (R;R;), a jedny fenotyp DcE/DcE

(R,R,). V screenigovém panelu by mély byt v homozy-

gotnim zastoupeni antigeny Fy#, Fyb, Jka, Jkb, S, s.

Screeningové diagnostické erytrocyty se nesméji pouZzi-

vat ve smési.

2.2.4 Kontroly

Autologni kontrola nebo pfimy antiglobulinovy test (PAT)

nejsou nutnou soucdsti screeningu protilatek, pokud ne-

jde o vysetfeni pfi podezieni na potransfuzni hemolytic-
kou reakci nebo AIHA.

2.3 Identifikace protilatek

2.3.1 Je-li ve screeningu detekovana protilatka, méla by
byt uréena jeji specifita a klinicky vyznam.

2.3.2 Vzorek krve ma byt zasldn do specializované imu-
nohematologické laboratore nebo do referenéni labo-
ratore, pokud jsou pochyby o spravné identifikaci pro-
tilatky nebo nejsou-li vylouceny pripadné dalsi klinicky
vyznamné protildtky.

2.3.3 Laboratore, které neprovadéji identifikaci protilatek
v rdmci systému externiho hodnoceni kvality a také po-
kud dosahuji opakované nevyhovujicich vysledkil), mu-
si posilat vSechny vzorky s pozitivnim vysledkem scree-
ningu protilatek do laboratore, kterd se tohoto systému
ucastn{ a dosahuje uspokojivych vysledki.

2.3.4 Vypovidaci schopnost identifikacniho panelu je li-
mitovdna danou kombinaci antigennich profili jednotli-
vych diagnostickych erytrocytii. Samotny jeden panel ne-
musi byt dostacujici pro identifikaci nékterych Castych
kombinaci protilétek, proto je doporu¢ovéano uzivani ji-
ného dalsiho identifika¢niho panelu tém laboratofim, kte-
ré neposilaji vzorky do Referenc¢ni laboratoie (aby moh-
ly byt vylouceny dal$i klinicky vyznamné protilatky).
2.3.5 Princip identifikace protilatek

(1) Plazma/sérum pacienta jsou testovany piislusnou
technikou proti identifikacnimu panelu diagnostic-
kych erytrocytti. Vychozi technika je takovd, jakou
byla protilatka detekovana pfi screeningu. Vhodné je
zafazeni vlastnich erytrocytti pacienta (= ,,autokontro-
la”), k odliSeni protildtky proti antigenu o vysoké frek-
venci vyskytu od nespecifické autoprotiltky.
Specifita protildtky by méla byt potvrzena, jen kdyz
reaguje pfinejmensim se dvéma typy diagnostickych
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erytrocytll nesoucich dany antigen a nereaguje pfi-
nejmensim se dvéma typy negativnimi pro dany an-
tigen.

Je-li identifikovana jedna protilatka, je dtleZité se uji-
stit, Ze nebyla opomenuta pritomnost dalsich klinicky
vyznamnych protilatek. Vicecetné protildtky mohou
byt potvrzeny vybérem diagnostickych erytrocytil ne-
gativnich pro antigen odpovidajici prvni protildtce
a pozitivnich pro ostatni antigeny, proti nimZ mohou
byt tvoreny klinicky vyznamné protilatky.

Pouziti doplnujicich technik, jako enzymového tes-
tu a chladového solného testu, mize pomoci zejmé-
na pii identifikaci protilatek, reagujicich slabé
v NAT, nebo pfi smési protildtek. PouZiti mo-
nospecifického antiglobulinového diagnostika mis-
to polyspecifického diagnostika miZe pomoci pfi
identifikaci smési IgG protildtek a protildtek s vaz-
bou komplementu.

Ackoliv vétSina protilatek prokazatelnych pouze en-
zymovou technikou nemd pravdépodobné klinicky
vyznam, nemél by byt specificky ndlez ignorovan,
ptipadné miiZe byt konzultovan se spadovou speci-
alizovanou imunohematologickou laboratofi.

MEél by byt uréen fenotyp erytrocytl pacienta za pou-
Ziti vhodnych diagnostik. Zde je obzvlasté dilezité za-
fazeni diluentové kontroly nebo kontrolnitho AB sé-
ra, uzitych stejnou technikou, jako diagnostikum. Po-
zitivita PAT milZe byt pfi¢inou neplatnosti vysledku.
Pro predikci fenotypu 1ze pouZit CE certifikované di-
agnostické molekuldrné-genotypovaci postupy (dia-
gnostické soupravy PCR-SSP, microarray BloodChip).
Tento postup je vhodny zejména tam, kde neni séro-
logicka diagnostika spolehliva (pfijemce s pozitivitou
PAT, polytransfundovany) nebo dostupna (aloprotilat-
ky u variantnich fenotypti, nedostupnost diagnostic-
kych sér /napt. Colton, Dombrock, Diego/)

2.3.6 Diagnostické erytrocyty pro identifikaci proti-
latek

Jako zakladn{ diagnostikum jsou doporuovéany komerc-
ni CE certifikované identifika¢ni panely.

Panel md umoznit spolehlivou identifikaci ¢asto se vy-
skytujicich klinicky vyznamnych protilatek, napr. anti-D,
anti-E, anti-c, anti-K anti-Jka, anti-Fy? aj.

Casto se vyskytujici klinicky zdvazné protildtky maji po-
skytovat dobre odlisitelné vzorce reaktivity.

Antigenn{ profil krvinek by mél, pokud moZno, umoZnit
identifikaci protilatek ve smési Casto se vyskytujicich spe-
cifit, napt. anti-D + K.

2.3.6.1 PouZiti panelu enzymaticky oSetfenych diagnos-
tickych erytrocytii

Doporucuje se predevsim u protilatek slabé reagujicich
v NAT nebo u smési protildtek.

2.3.7 Komplikace pri identifikaci protilatek.
Pritomnost tepelnych ¢i chladovych autoprotilatek, LISS-
dependentni protilatky, vyskyt protilatek proti antigentim
s vysokou a nizkou frekvenci vyskytu jsou divodem k za-
slani vzorku do specializované imunohematologické la-
boratofe nebo do Referencni laboratore.
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2.3.7.1 Pozitivni screening a negativni identifikace
MizZe se jednat o zdménu vzorku nebo o protilatku proti
antigenu s nizkou frekvenci vyskytu.

2.3.7.2 Pritomnost nespecifickych autoprotildtek

U nalezu nespecifickych autoprotilatek je tfeba pomoci
adsorpénich a elu¢nich testii vyloucit pfipadnou piitom-
nost nepravidelné protilatky (s reakcemi zakrytymi nespe-
cifickou autoprotilatkou).

2.4 Ovéreni vysledku vySetieni protilatek

2.4.1 Vsechny vysledky je nutno, kde je to mozné, porov-
nat s vysledky minulych vySetfeni. Tato kontrola mize
upozornit na event. moznou zdménu a umozni posouze-
ni vyvoje event. protildtkového nélezu.

2.4.2 Kazda diskrepance proti minulym ndlezim musi byt
objasnéna pred vydanim vysledku.

2.4.3 Diskrepance, majici ptivod v selhani lidského fak-
toru a/nebo pouZivaného testu, je nutno zaznamenat a ana-
lyzovat.

2.5 Urceni dalSich antigeni erytrocytu
pacienta

Je-1i identifikovdna specificka protilatka, ma se provést

vysetfeni odpovidajictho antigenu.

Je-1i vysledek testovani pozitivni, pak se jednd o:

a) autologn{ protilatku (mél by byt pozitivni PAT),

b) navdzani Ig na povrch erytrocytd (plati pro testovan{
antigenu za pomoci AGH), PAT je pozitivni,

¢) nespravné urcena specifita protilatky.

Kontroly

Pozitivni kontrola: heterozygotni zastoupeni daného an-

tigenu

Negativni kontrola: bez pfitomnosti daného antigenu

Pokud se nejednd o diagnostické sérum tiidy IgM bez ,,po-

o

tencidtori*, doporucuje se zaradit do testovani kontrolni re-
agencii s diluentem bez specifické ucinnosti nebo AB sé-
rum. V pripadé pozitivniho vysledku této kontroly nelze po-
vazovat vysledek stanoveni daného antigenu za validni.

Sérologickou diagnostiku Ize v indikovanych piipadech
doplnit nebo nahradit stanovenim genotypu (ovéfenym
validovanym postupem — PCR-SSP, microarray Bloo-

dChip, aj.).
2.6 Autologni protilatky

Mnoho autolognich protilatek (autoprotilatek) nezpiso-
buje zadné klinické problémy. U pacientd s autoimunitn{
hemolytickou anémii (AIHA) zplsobuji autoprotildtky
zkracené prezivani vlastnich erytrocytd.

Sérologicka vySetfeni by méla byt zaméfena predevsim
na spravné stanoveni krevni skupiny ABO RhD, pripad-
né dalsich klinicky vyznamnych antigent (napf. Rh feno-
typ, Kell) a na moznou pfitomnost aloprotilatek.

2.6.1 Chladova AIHA

Typicky je silné pozitivni PAT s antikomplementarn{ sloz-
kou (anti-C3d). Erytrocyty by se pied testovanim mély pro-
myt pii 37 °C, aby se odstranily protilatky tiidy IgM. Je du-
lezité vyloucit pritomnost aloprotilatek za pouZiti oddéle-
né ohfatych erytrocytl a séra/plazmy pii 37 °C. Uzite¢né
muZe byt pouziti anti-IgG misto polyspecifického AGH.
2.6.2 Tepelna ATHA

Typicka je pozitivita anti-IgG, resp. anti-IgG+anti-C3d.
Doporucuje se provést autoadsorpcni test s erytrocyty pa-
cienta pro odliSeni pfipadné aloprotilatky, pokud nebyl
pacient v neddvné dobé transfundovan. Vhodné je predem
eluci odstranit autoprotilatky z erytrocytl pacienta a eryt-
rocyty enzymaticky je oSetfit. V piipadé nedavné trans-
fuze erytrocytl lze provést aloadsorpci s fenotypové
vhodnymi ddrcovskymi erytrocyty.

2.7 Test kompatibility

Postupy jsou uvedeny v doporuceni STL2011_08.

3. Pouzité zkratky

AIHA = autoimunitni hemolytickd anémie
ET = enzymovy test

LISS = roztok o nizké iontové sile

NAT = neprimy antiglobulinovy test

PAT = primy antiglobulinovy test

PCR = polymerazova fetézova reakce

4. Prilohy

Priloha 1. Kontrola jednotlivych SarZi diagnostik
Priloha 2. Denni kontrola kvality imunohematologické di-
agnostiky
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Priloha 1. Kontrola jednotlivych Sarzi diagnostik.

Kontrolovany parametr

| PoZadavky na kvalitu

Diagnostické erytrocyty A;, B

Vzhled

Vizudlni kontrola: zadnd hemolyza ¢i zdkal v supernatantu

Reaktivita a specificita

Reakce s diagnostickymi séry anti-A, -B. Reakce musi byt jednozna¢né a odpovidat pfedpoklddanému
antigenu.

=]

iagnostické erytrocyty pro screening antierytrocytovych protilatek

Vzhled

Vizudlni kontrola: Zddnd hemolyza ¢i zdkal v supernatantu

Reaktivita a specificita!

Viz denni kontrola.

Diagnostické erytrocyty pro identifikaci antierytrocytovych protilatek

Vzhled Vizudlni kontrola: Zddnd hemolyza ¢i zdkal v supernatantu
Monoklonalni diagnosticka séra anti-A, -B, -AB
Vzhled Vizudlni kontrola: zddnd hemolyza, precipitaty, Cdstice, tvorba gelu

Reaktivita a specificita!

74dné falesné reaktivity, imunitni hemolyza, rulovani, prozéna.
Kontrolni material: viz denni kontrola.

Diagnosticka séra anti-D

Vzhled

Vizudlni kontrola: zadnd hemolyza, precipitity, Cdstice, tvorba gelu

Reaktivita a specificital

Zidné falené reaktivity, imunitni hemolyza, rulovéni, prozéna.
Kontrolni materidl: viz denni kontrola.

Diagnosticka séra anti-C, -E, -c, -¢, -K

Vzhled

Vizudlni kontrola: Zddnd hemolyza, precipitdty, dstice, tvorba gelu

Reaktivita a specificita!

74dné falegné reaktivity, imunitni hemolyza, rulovani, prozéna.
Kontrolni materidl: viz denni kontrola.

AGH, karty pro sloupcovou aglutinaci s AGH

Vzhled

Namatkova vizudlni kontrola: zadné precipitdty, Cdstice, tvorba gelu, poruseni gelového sloupce,
vysychani gelu

Reaktivita a specificita!

74dné falesné reaktivity, bez hemolytického plisobent.
Viz denni kontrola — screening protildtek.

Fyziologicky roztok (0,9% roztok NaCl)

Vzhled Vizudlni kontrola: Zadny zdkal, precipitaty, Castice
Obsah NaCl? 0,154 mol/l (=9 g/l)
pH2 66-1706
LISS

Vzhled Vizualni kontrola: zddny zakal nebo Castice
pH2 6,7 (6,5-7,0)

Proteazy
Vzhled Vizudlni kontrola: zadny zdkal, precipitdty, Cdstice, tvorba gelu
Reaktivita? 74dn4 hemolyza &i aglutinace pii pouZiti AB séra, aglutinace erytrocytii senzibilizovanych slabou

protildtkou IgG anti-D; zddnd aglutinace ¢i hemolyza pfi pouZiti nesenzibilizovanych erytrocytd

lje mozZné jako soucdst denni kontroly

2garantuje vyrobce

VI




Priloha 2. Denni kontrola kvality imunohematologické diagnostiky.

Parametr

Kontrolovany material

Kontrolni material

Cetnost kontrol

Stanoveni antigeni ABO

Diagnostickd séra anti-A, anti-B,
event. anti-AB

Ix erytrocyty 0,A, B

Min. 1x denné, pokud neni zména sér

Stanovenf protildtek anti-A, -B

Diagnostické erytrocyty A, B.

Znamé sérum/plazma s anti-A,
anti-B (krevni skupina 0)

Min. 1x denné, pokud neni
zména erytrocytt

Stanoveni antigenu D

Diagnosticka séra anti-D.

1x erytrocyty RhD pozitivni,
RhD negativni

Min. 1x denné, pokud neni
zmeéna sér

Stanoveni fenotypu Rh
a ostatnich systému

Diagnostickd séra pro testovani
dalsich erytrocytovych antigent.

Pozitivni kontrola:

erytrocyty s danym antigenem
v heterozygotnim zastoupeni
(kde je to aplikovatelné).
Vysledkem musi byt jasnd
aglutinacni reakce s erytrocyty
nesoucimi antigen odpovidajici
specifité protildtky.

Negativni kontrola:

bez daného antigenu.
Vysledkem musi byt

negativni reakce.

Min. 1x denné

Screening protildtek
pacienti

Diagnostické erytrocyty pro
screening protildtek proti
erytrocyttim

Pozitivni kontrola:
sérum/plazma se zndmou
aloprotilatkou (napf. protilatka
anti-D s nizkym titrem; event.
doplnit anti-Fy?2 nebo anti-K
apod.)

Negativni kontrola:

napt. AB sérum; sérum/plazma
bez protildtek proti erytrocytim

Min. 1x denné

Test kompatibility

EHK

Pozn. Denné v tomto kontextu znamend ,,v den, kdy je dané stanoveni provadéno®. EHK = externi hodnoceni kvality.

Vil




