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VYSETRENI ODEBRANE KRVE A JEJICH SLOZEK

Vyhlaska o lidskeé krvi 143/2008 ve znéni pozdéjsich
predpisu
Doporuéeni Spoleénosti pro transfuzni Iékafstvi CLS JEP

Vzorek na vysetreni se obvykle ziskava v souvislosti s
vlastnim odberem
V odebrane krvi a jejich slozkach se vysetruji:
» Markery infekcni
chorob

iImunohematologicke




SCREENING INFEKCNICH MARKERU

Serologicka vysetreni (povinna):
Anti-HCV
HBsAg
Anti-HIV 1,2
Antigen p24 (HIV)
Vysetreni protilatek proti syfilis

Nepovinna serologicka vysetreni:
Kombinovany test HCV Ag/Ab (provadi cca 1/3 zarizeni
v CR)
Anti-HBc



SCREENING INFEKCNICH MARKERU -
SEROLOGICKE METODY

Serologické metody - prukaz pritomnostsi
infekéniho agens v krvi darce je zalozen na prukazu
specifickych protilatek (nepfimy prukaz) nebo
antigenu (primy prukaz)
Imunochemické metody - zalozeny na reakci
antigennich determinant s vazebnym mistem
protilatky.
U imunochemickych metod je dosahovano zvyseni
citlivosti znaCcenim jedné z reagujicich slozek — antigenu
nebo protilatky latkou, ktera je v zaveru reakce
detekovana.

Na TTO nyni pouzivany metody chemiluminiscence a
elektrochemiluminiscence




OMEZENI| SEROLOGICKYCH METOD

VSechny screeningove laboratorni testy jsou
zatizeny rizikem diagnostického okna

Diagnostické okno sérologickych testu:

HIV — 2 az 3 tydny
HBV — 4 az 6 tydnu
HCV — 2 az 6 mésicu

Duraz na vysokou senzitivitu pozivanych testu
metody NAT (Nucleic Acid Testing)



SCREENING INFEKCNICH MARKERU - PCR

Primy prukaz infekéniho agens v krvi darce je zalozen na

detekci nukleovych kyselin infekCniho agens (NAT)

Detekce nukleovych kyselin

V souCasné dobé nabyva na vyznamu predevsim metoda real-time PCR a
multiplexni PCR.

Tato moderni technologie umozriuje rychlou a citlivou detekci a kvantifikaci
specifického useku DNA nebo RNA infekcniho agens.

MULTIPLEXNIi PCR
Soucasna amplifikace nékolika cilil najednou (DNA, RNA)
Pouzito je vice parl specifickych primert komplementarnich k riznym cilovym
sekvencim v jedné amplifikacni reakci
Reverzni transkripce a PCR amplifikace probiha v téze reakéni smési

REAL-TIME PCR

Reakéni smés je obohacena o detekCni sondy znaCené oznamovacimi
fluorescenénimi barvivy, tyto sondy béhem PCR hybridizuji se vznikajicimi produkty

Detekce a rozliSeni PCR produktd v realném Case jsou provadény meéfenim
fluorescence uvolnénych oznamovacich barviv



PCR

Polymerazova retézova reakce — metoda, ktera
slouzi k namnozeni usekd DNA, vysledkem je
obrovské mnozstvi kopii puvodni sekvence DNA

Tri zakladni pochody PCR, které se cyklicky
opakuiji:
1. DENATURACE - denaturace DNA vlivem vysoke
teploty (92 — 96°C), rozruSeni vodikovych mustku v

molekule DNA, rozvolnéni dvousSroubovice, vznik
jednoviaknové DNA

2. HYBRIDIZACE — nasednuti kratkych usekt DNA
(primery — 20 az 25 nukleotidu) pfi teploté 45 — 65°C

3. ELONGACE - na retezec DNA je napojena DNA-
polymeraza, ktera zajistuje pripojovani novych
nukleotidu (syntéza DNA)



SCREENING INFEKCNICH MARKERU - PCR

VlySetfeni nukleovych kyselin (NAT) — v CR
nepovinneé (v zemich Z Evropy se provadi):
HIV-RNA
HCV-RNA
HBV-DNA

Dle epidemiolog. situace:
o WNV - RNA (sezonne)
o HTLV I/Il - RNA (zamofi)



VYZNAM NAT

Je dulezité, abychom byli schopni identifikovat darce, ktefi
se nachazeji ve velmi Casnych fazich infekce HCV, HIV
nebo HBV. Toto kritické obdobi pred vytvorenim protilatek
proti viru je oznacovano jako ,imunologické okno®.

U HIV a HCV vznika jiz béhem ,imunologického okna®

vysoka viremie, kdy pravdepodobnost prenosu nakazy je
vysoka.

Naopak béhem infekce HBV je rychlost replikace vira v
obdobi imunologickeho okna nizka.

HIVo7-9dni
HCV 0 59 — 65 dnu
HBV o0 25 — 30 dnu



SCREENING INFEKCNICH MARKERU
SEROLOGICKE METODY — POVINNE TESTY

Anti-HCV

HBSAgQ

Anti-HIV 1,2

Antigen p24 (HIV)

VySetreni protilatek proti syfilis
V pripade reaktivity se vzorek vysetruje v dubletu,
pri opakované reaktivite se vzorek zasila ke
konfirmaci do NRL (povinnost), TP nejsou uvolnény
K pouziti.

Typ reakce | 1. vySetieni | 2. vySetieni | 3. vySetieni| Hodnoceni laboratore
HBYV, HCV, HIV, Syfilis

1 netestovano | netestovano | NEGATIVNI
2 NEGATIVNI
3 + REAKTIVNI
4

+ + + REAKTIVNI




Vysetreni infekénich markern u darea krve TTO FN Brno
(HIV, anti-HCV, HBsAg, syfilis)
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IMUNOHEMATOLOGICKE VYSETRENI DARCU
KRVE A JEJICH SLOZEK

o Zavazna vysetreni dle
legislativy:
o Z kazdeho odberu se
provadi:
» vysSetreni krevni skupiny
ABO, RhD
» screening nepravidelnych
protilatek proti erytrocytim
o U kazdeho darce se stanovi
Rh fenotyp (C, c, E, e) a
antigen Kell. V pripadé
nalezu Kell pozitivity se
vySetfuje i antigen Cellano.




STANOVENI ABO

Novi darci:
VyS. 2x ze 2 nezavislych vzorku

(Za nezavislé vzorky lze povaZovat napr. krevni vzorek odebrany pfed odbérem
pro vySetreni krevniho obrazu a/nebo krevni vzorek odebrany pri viastnim odbéru
napf. z pridatného vacku odbérové soupravy a/nebo segment hadicky spojené
s transfuzni soupravou / transfuznim pripravkem. )

Z toho alespon 1x stanoveni antigenu erytrocyta i stanoveni
protilatek proti nim

Minimalné: diagnosticka séra anti-A a anti-B, diagnostické
erytrocyty A; a B. Druhé vysSetfeni ABO muze zahrnovat
pouze uréeni antigendu.

Opakovani darci:
VySetruji se alespon antigeny erytrocytu (1x)
Za druhé (referencni) vySetreni se povazuje vysledek
vySetfeni v databazi z predchozich odbéru. Je nutné zajisténi
kontroly shody vysledku vysetreni krevni skupiny s udaji
v databazi.



STANOVEN| RHD ANTIGENU

Novi darci:
2 vySetreni, ze dvou nezavislych vzorku
Diagnosticka séra: anti-D tfidy IgM s 2 riznymi klony + kontrola
falesné pozitivity (,Rh kontrola®)

slabé D:

vySetfuje se u RhD negativnich darcu ze 2 nezavislych vzorku

Diagnosticka séra anti-D s 2 riznymi klony (IgG), metodou NAT +
kontrola faleSné pozitivity (,Rh kontrola®). Diagnosticka séra by méla
zachytavat minimalné variantu DVI.

V pfipadé pozitivniho Ci diskrepantniho vysledku s obéma
diagnostickymi séry pro vySetreni slabého D se darce oznaci jako
DWN | transfuzni pripravek jako RhD pozitivni; pfi jasné negativité
s obéma séry se darce i transfuzni pfipravek oznaci jako RhD
negativni.

Opakovani darci:

1 vySetreni, diagnostické sérum anti-D tfidy IgM + kontrola
faleSné pozitivity (,Rh kontrola®)

Za 2. (referenéni) vySetreni se povazuje vysledek vysSetreni
v databazi z predchozich odbéru

Neprovadi se vySetreni slabého D



STANOVENI RH FENOTYPU A ANTIGENU KELL

VyS. antigenu C, ¢, E, e, Cw (dop.) a K (Kell)

U noveho darce 1x + 1x se jesteé overuje z druhého
nezavislého vzorku nebo pri nasledujicim odberu

Nevyzaduji se 2 ruzné klony diagnostickych sér

V pripade nalezu Kell pozitivity (K+) se vysetruje i
antigen Cellano (k).

Dalsi antigenni systémy:

predevsim u darcu krevni skupiny O je vhodné urcit
fenotyp i v dalSich antigennich systémech (napr.
Duffy, Kidd, Lutheran, MNSs, aj.)




SCREENING NEPRAVIDELNYCH PROTILATEK
PROTI ERYTROCYTUM

U kazdého odbéru se provadi vysetreni pritomnosti
nepravidelnych protilatek primérene citlivou metodou se
zameérenim na zachyt klinicky vyznamnych protilatek,
predevsim anti-D.

Metoda: NAT (nepfimy antiglobulinovy test)

Diagnostické erytrocyty: k vySetfeni se mohou pouzit
diagnostické erytrocyty ve smési.

Identifikace nepravidelnych protilatek proti erytrocytum:
V pfipadé pozitivniho vysledku screeningoveho vysetreni
nepravidelnych protilatek proti erytrocytim je vhodné provést
identifikaci protilatky(-ek).

Pouziti transfuzniho pfipravku erytrocytu v pfipadé zjisténi
nepravidelnych protilatek proti erytrocytim zalezi na klinickém
vyznamu zjistené protilatky



