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Abstrakt

Néazev prace: Nastaveni optimalniho rezimu JBeini markel sledovanych
klinicky vyznamnych infekci u dobrovolnych dérkrve

Autor prace: MUDr. Daniela Duskova

Vedouci prace: prof. MUDr. Vladimir Tesdr.Sc., MBA, FASN

Tato disertani prace si klade za cilfippét k diskuzi o roz&eni rutinniho
screeningového vydewvani daré krve v zaizenich transfuzni sluzby @eské
republice zavedenim fimého vySabvani vybranych infelnich agens
molekularré biologickymi metodami.

V Gvodu teoretické&asti je gipomenut strinym pohledem do historie vyvoj a
pielomové uddlosti v transfuzni medi€in Nasleduje ¢ast wnovana
problematice infeknich chorob souvisejicich s transfuzi a obecnym
vySetovacim postufgm pouzivanym v transfuzni mediéipii vybéru dard@
krve. Zawr teoretickécasti je ¥novan stavajicim moznostem screeningovych
testi pro vySetovani infeknich market u daré krve, Ketré prehledu
postug, které jsou pouzivané (eské republice, Evropské unii a dalSich

vybranych statech.

V praktické ¢asti je popsana prov&aa studie, tj. screeningové vy&mtani
souboru dart krve rutinni vySdbvaci metodou (CMIA) a molekul&fn
biologickymi metodami (RT-Real Time PCR) n&tpmnost marker HCV,
HBV a HIV. Jsou popsany principy obou metod a viapbstup vysdbvani v
ramci studie. Je uveden souhrn g&nych dat, vysledk a nestandardnich
situaci, které nastalyhem studie a jejich hodnoceni.

Vysledky jsou shrnuty v diskuzi.



V zawru jsou hodnoceny vystupy praktick&sti, jsou popsany navrhy
moznych variant screeningového vydgtani infeknich markel u dardé krve

v Ceskeé republice.

Kli¢cova slova: transfuze krve, vygatani infeknich markelt u daré krve,
HBV, HCV, HIV, pfenos infekce transfuzi, potransfuzni reakce, déaree,
CMIA, RT-Real Time PCR.



Abstract

Project title: Optimalization of the regime of marks examination of clinically
important infections in blood donors

Project author: Daniela Duskova, M.D.

Project supervisor: prof. Vladimir Tesé.D., Dr.Sc., MBA, FASN

The aim of this project is to contribute to thecdission about introducing the
methods of molecular biology into the routine bloddnor testing in the

transfusions departments in the Czech Republic.

The theoretical part includes a brief history amame turning points in

transfusion medicine. The next part within the tieioal section is dedicated
to the problems of infectious diseases concermagstusion and the general
examination processes used during the selectidsloold donors. The end of
the theoretical part concentrates on existing pdass of markers’

examination of clinically important infections inoled donors, including the
list of processes performed in the Czech Repubtie, European Union and

other countries.

The practical part describes this study, ie. thdine screening test of blood
donors using the CMIA method (a routine method) asithg RT-Real Time

PCR method (a molecular biology method) for detertinfectious markers

(HCV, HBV, HIV). Within this part, the principle oboth methods and the
process of actual examinations are described inildefThe data recorded
during the examinations together with the resufid aon-standard situations
are presented and discussed as well.

The final section summarises the outcomes, sugysstind possibilities for
markers” examination of clinically important infexts in blood donors in the
Czech Republic.



Key words: blood transfusion, infectious markerstitey of blood donors,
HBV, HCV, HIV, transfusion transmitted infection,dwerse transfusion
reaction, blood donor, CMIA, RT-Real Time PCR.
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1 Uvod

Lécba krvi (transfuznimi igpravky) a krevnimi derivaty prosla od prvni
publikované teorie krevniho &bu v polovirg 17. stoleti velmi zajimavym vyvojem. O
dveé stoleti pozdji Iékati stale i pokusech o zavedeni transfuze krve do praxe akraz
na problémy spojené s aglutinaci a hemolyzouwslediku krevni inkompatibility.
DalSim negativnim jevemigtaval bezesporu takégmos tiznych infeknich chorob, ke
kterému Bhem transfuzi dochazelo. Problém inkompatibilityi pransfuzich se
poddilo na z&atku 20. stoleti viesit diky pracim Karla Landsteinera a Jana Janského
ktefi rozcElili lidskou krev do skupin podle aglutitiaich vlastnosti. Nasledoval prudky
rozvoj transfuzni mediciny, zaloZeni prvni transiugluzby a mnohé revalni prace
jako je nap. popsani hemolytické choroby novorozence LewinentStatsonem
v polovirg 20. stoleti a dalsi.

Dnes, na z&tku 21. stoleti, je transfuzni medicina samostatny
(komplementarnim) oborem a ¢lia krvi se stava stale ¢€lnejSi, cilergjSi a
sofistikovargjsi. Vyvoj v transfuzni medicénh nestagnuje a nové poznatkyinasi
predevSim vyzkum v oblasti imunohematologie. Jednimproblémi, ktery vSak
pietrvava a naopak se stale glo@im zpisobem Zivota nabyva na vyznamu je, a to i
navzdory naSim znalostem biochemie, fyziologie azmestem novych technologii,
riziko prenosu infekce transfuzi. Proto je trvalou snahoecigfisti v transfuzni
mediciré nastavit takovy screening vyEeni infekénich markel u dobrovolnych daic
krve, aby se riziko ifgnosu infekce minimalizovalo, a eventuglno rekterych Klinicky

vyznamnych infekci, zcela vylduo.

Tato prace si klade za citippét k diskuzi o roz&eni rutinniho screeningového
vySetovani dard krve v zdizenich transfuzni sluzby Geské republice zavedenim

piimého vySdbvani vybranych infeihich agens molekul&rbiologickymi metodami.



s v 2

V prvni, teoretickécasti prace, je fgdstaven stitnym pohledem do historie
vyvoj a prelomové udalosti v transfuzni mediginNasledujici kapitoly se detailnim
zpasobem ¥nuji  problematice infainich chorob z pohledu moznéhteposu infekce

transfuzi.

V teoretické c¢asti prace jsou dale popsany obecné wgSatci postupy
pouzivané v transfuzni medi¢impii vybéru dar@ krve (pedodkrové a poodérové
vySeteni), dale je uvedentghled a rozéleni vSech infeknich agens, které lze
z hlediska penosu infekce transfuzi oazfila jako vyznamné. Posledni kapitoly
teoretickécasti se zabyvaji existujicimi moznostmi screenirygbvtesi (poodtErové
vySeteni) pro darce krve aighledem konkrétnich postiup které jsou pouzivany

v Ceské republice, Evropské unii a dalSich vybranyatesh.

Obsahem praktickécasti prace je popis provéaEho experimentu — tedy
screeningového vySetvani souboru daiickrve molekulara biologickymi metodami
(RT-Real Time PCH na gitomnost markeér HCV?, HBV® a HIV*. Soubor dari je
ziskan sbrem vzorki z rutinniho provozu ve Fakultnim transfuznim &ddi
VSeobecné fakultni nemocnice v Praze &adpm definované obdobi. Darci jsou kkom
metody RT-Real Time PCR vy$etani i standardni metodou CMi4pouZivanou ve
FTO VFN v Praze. RT-Real Time PCR je tedy pouZivana pdpiikové vySeteni

v rutinnim provozu.

Déle jsou popsany principy obou metod a vlastnityp$race, vetné pouzitého
piistrojového vybaveni. V dalSich kapitolach prakéigésti je uveden souhrn v3ech
namerenych dat, vysledk dalSich skutosti a nestandardnich situaci 2zji§tch

béhem prace a jejich zhodnoceni.

Zawr prace se &nuje celkovému hodnoceni vystupraktickeé ¢asti a navrzeni
dalSich moznosti vySetvani resp. dalSich experiméntk, aby spolu s touto praci byl
k dispozici material, kteryijspeje k rozhodnuti o dopbmi stavajicich vySe&bvacich
metod o molekulam biologické metody pro diagnostiku infgkich markeit u daré

krve na Grovni transfuzni sluzbyGeské republice.

! Polymeréazovdetszova reakce v redlnétiase s reverzni transkripci

2 Virus hepatitidy C

% Virus hepatitidy B

4 Lidsky virus imunitni nedostataosti

®> Chemiluminisceteni imunoanalyza na paramagnetickych miksticich
® Fakultni transfuzni oddeni V&eobecné fakultni nemocnice v Praze



2 Hypotézy a cile prace

2.1 Uvod do problému

Prioritou projektu je  pspst vyznamnym argumentem k diskuzi o zavedeni
efektivnéjSiho zpisobu diagnostiky sledovanych infekci (HIV, HBV, HTW
dobrovolnych dant krve. V ramci studie doplni metoda RT-Real Tim@RPstavajici
piedepsanou metodu vyBetani infekKnich markei u daréd krve (CMIA).
Oc¢ekavanym pinosem zavedeni metody RT-Real Time PCR v kombinsei
stavajicimi vys@bvacimi technikami do rutinniho provozurizeeni transfuzni sluzby je
vyznamneé zkraceni diagnostického okna u infekci,HHBV a HCV. Redpokladem je,
Ze vhodny algoritmus vy3ewvani daré krve naponiZze k wasnému odhaleni latentnich

infekci a sniZi riziko fenosu infekce transfuzi.

2.2 Cil a hypotézy prace

Primarnim cilem préce je analyza sniZeni rizikenpsu infekce HIV, HBV a HCV
transfuzi doplanim stavajici vySébvaci metody, kter4d se pouziv&i putinnim
screeningu infeknich markelt (enzymoimunoanalytickda metoda CMIA zaloZena na
reakci antigenu s protilatkou), o metodu molekulabiologickou (metoda RT-Real
Time PCR zaloZen& na testovani virovych nukleoydelin). Tento novy vySatvaci
algoritmus je testovan na reprezentativnim vzoraputace darc FTO VFN. Analyza
vychazi z pedpokladu, Ze dop#mi rutinniho screeningu o molekulérmiologické
testovani povede kvyznamnému zkraceni diagnostickékna i testovani

sledovanych infekci.



Za potvrzeni tohoto fedpokladu budeme povazovat situaci, kdy darce
v diagnostickém ok ktery nejevi znamky infekce a vysledky testovat@ivajicimi
metodami (CMIA) ve FTO VFN jsou negativni, bude \pySetovani metodou RT-Real
Time PCR ozné&en jako reaktivni.

DalSim cilem prace je analyza praktickych zkuSeéngsit testovani sledovanych
infek¢nich markel u dard krve soukZzné obéma metodami v provozu laborégoFTO
VFN a v neposledniadé i analyza pinosu tohoto algoritmu testovani inéelch
markefi u dard@ krve ve FTO VFN v Praze.



3 Struéna historie krevni transfuze

P&e o0 zdravi je stara jako lidstvo samo. Zdravi a aenZivot a smrt jsou po cela
tisicileti predmétem studia doprovazeného snahou nemoci ¢ityleé oddalit smirt.
Transfuze krve jako jedna zéEbnych moZznosti poruch krvetvorby a krvacivych &tav
ma v medicid neopominutelné misto.

V této kapitole jsou fpomenuty vyznamné momenty historie krevni transfiod
starokku po novodobou historii ve 20. stoleti, kdy sensfazni medicina stava

samostatnym medicinskym oborem.

3.1 Nejstarsi zminky o krvi

Krev byla od nepasti povazovana za nositelku Zivota a tedy i protbigtorie lekastvi
spojena s intuitivnim naziranim krve jako tekutmymoradného vyznamu. Zminky o
lécebném vyuziti krve nachazime v historii |&ai jiz od nejstarSich dob. $ta
Egyprané il v posilujici a omlazuijici &inek koupeli v krvi®

V antickém Recku aRimé¢ krev smyvala vinu i obfadu zvaném taurobolium,
spaivajicim v koupeli v krvi obtniho byka. B téchto slavnostech&vici vstoupil do
jamy, ktera byla pkryta drfevenymi tramci, mezi kterymi byly ponechany mezery. Na
trdmovi byl zabit byk. Jeho krev stékala n&tapiciho a tak z gho smyvala jeho viny.
Kdyz vystoupil &fici potisrény krvi z jamy, byl spoluticimi zdraven jakalovek,

ktery se zrodil do nového Zivota. Byl renatus, amrezeny”

Nazory starych Reki a Rimami na Ulohu krve v lidském &le vychazely
z Hippokratovy humordlni teorigtyt télnich tekutin (5. stol. ipn.l.). Hippokrates
pomoci pondru télesnych tekutin v organismu vy&loval povahové vlastnosti a
pochody, které se v organismu odehravaly. Jedriayta zakladni latkou proghbyla

I sanguis, krev.



Jiz staleti ped naSim letopdem si lidé u¢domovali, Ze s krvi unikda Zla i Zivot.
Ruku vruce stimto wdomeEnim se objevovaly i pokusy dosahnout pomoci krve

uzdraveni.

Jest ve stedowku povazovali lidé piti krve za ozdravujici a v dekich zadznamech

bylo ¢asto zamsiovano poziti krve s transfu?i.

3.2 Historie transfuze krve ve &¢

Prvni transfuze krve" byla udajnprovedena roku 1492 papeZzi Innocentovi llI.
Legenda vypravi, Ze papez byl dlouhoglaipoutan natizko v somnolentnim stavu po
apoplektickém iktu. Postupnmu byla podavana kreviit desetiletych chlagc
Z historickych pramein neni znamo, zdali byla krev podana peraf&imitrozilng, ale

informace se shoduiji v tom, Ze chlapci zelina papeZ také nebyl zachtad™?

Nepochybg vyznamnym pro peatky krevni transfuze bylo zavedeni terminu
cirkulace Andreou Cesalpinem (1519-1603). OvSemiitkoevniho okhu v dneSnim
slova smyslu publikoval az vroce 1628 William Hayvve svém dile Exercitatio

anatomica de motu cordis et sanguinis in animalibus

DalSi poznatky na poli krevni transfuzgingsl ve svém dile Francesco Folli
z Florencie. Svou knihu o krevni transfuzi vydakuol654. Zajimavé je, Zzergme

tento zakrok nikdy sam v praxi neprovéd.

O dva roky pozé#ii vroce 1656 prokazal anglicky architekt a astmon Sir
Christopher Wren v experimentech na psech systéemaiieky raznych latek

injikovanych do jugulérni Zilgi tepny.

Prvni dokumentovana krevni transfuze na psechpogieedena Richardem Lowerem

v roce 1665 a to propojenim krkavice jednoho ps@slarni Zilou jiného psa.

Timto usgSnym experimentem se nechal inspirovat francoufiklgof, matematik a
fyzik Jean Babtista Denis, ktery piake dvoru Ludvika XIV., a ktery dne 18ervna
1667 uspsre provedl transfuzi oY krve patnactiletému chlapci, vysilenému

opakovanymi venesekcemi pro¥agmi z divodu hor€natych stai.



V Anglii provedl prvni transfuzi Lower dne 23.11667, kdy transfundoval krev

placenému dobrovolnikovi Arthuru Cogovi.

Ve Francii Jean Babtista Denis polwaal v podavani transfuze az do prosince 1667,
kdy pacient, kterému opakowvars usgchem podal transfuzi,ied planovanoureti

transfuzi zervel.

V souvislosti s timto umrtim, byl z po¢h ¢lent Faculté de Medicin v P&i vydan
dekret, ktery oznal transfuze krve provedené bez povoleni tékkakulty za zl@in.
Tento dekret byl o deset let p@fdz rozhodnuti parlamentu zinén na zakaz transfuzi,

jenz se rozéil po celé Evrop.

Z&kaz transfuzi velmi oslabil zajem o transfuzevite nez sto let a tim zpomalil
vyvoj lékastvi v oblasti transfuzni mediciny. DalSi transfumrdy provagny pouze
sporadicky:?

Prailom nastal az vroce 1818, kdy se ,otec krevnidfare", londynsky porodnik
James Blundell ve snaze i porodni krvaceni, uchylil ke krevnim transfuzim.
Provaadl transfuze lidské krve a zachranil takdu Zzivoti. James Blundell popsal

provedeni krevni transfuze mezi lidmi 22.12.1818.

Jamese Blundella nasledovala v prardckrevnich transfuziada Iék#i, ktei ale ve
své klinické praxi nardzeli na velmiasto na pekazky: aglutinaci a hemolyzu

v disledku krevni inkompatibility, infekce a srazeniédf?

Na zaéatku 20. stoleti byla publikovarnada praci vedoucich k ¥g8eni zakladniho
problému krevnich transfuzi, kterym byla inkompgitd krve v disledku fiznych

krevnich skupin.

Prikopnikem wfeSeni tohoto problému byl rakousky |&Kgarl Landsteiner. Karl
Laindsteiner rozdlil v roce 1900 krev podle aglutitiaich vlastnosti dait skupin, které
oznail A, B a C®*®V roce 1902 jeho Zaci Alfred Decastello a Adrigtairli popsali
¢tvrtou krevni skupinu. Prvni, kdo spr&mnozclil lidskou krev podle aglutinanich
vlastnosti doctyi krevnich skupin, byl Jan Jansky. Tertsky psychiatr a neurolog
ozna&il vroce 1907 ve své praci Hematologické studie psychotiki (Etudes
hematologiques, dans les maladies mentales) keduginyfimskymi ¢islicemi |, I,
[ll a IV v zavislosti na jejich frekvenci. Gitroky pozdiji popsal v Baltimore nezavisle
na Janskénityti krevni skupiny také Moss, ktery je vSak odhapasng IV, IlI, 11 a 1.®
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Vroce 1912 zavedl Reuben Ottenberg termin ,undleizdarce* a ,univerzalni
pifiemce*®

Janského Kklasifikace krevnich skupin byla Sirocévarza v Evrop, naproti tomu
vyznamnacast USA Igla na Mossov klasifikaci. Vzhledem ktomu, Ze uzivani
numerické klasifikace bylo spojeno s rizikem zam a nebylo jednozriaé popisné,
byla gijata na Kongresu Mezinarodni spitesti krevni transfuze v Hai v roce 1937
klasifikace mezinarodni, ktera byla zaloZzena nadstginero¥¢ abecednim zriiani
krevnich skupin. Tato klasifikace byla vyiema von Durgenem a Hirszfeldem.

Porovnani vySe uvedenych nomenklatur je uvedemabwited.1.

Tabulka 1: Porovnani nomenklatur krevnich skupkvifglentni nomenklatury)

Mezinarodni Landsteiner Jansky Moss
AB - \Y [
A A Il Il
B B 1l 1l
0 C I \Y%

DalSim problémem, ktery bylo nutndegkonat pi aplikaci krevnich transfuzi, bylo
uchovani krve v tekutém stavu a zal#réinjejiho sraZzeni. Pokrok v této oblasti nastal
vroce 1915, kdy Richard Lewisohn zavedl do kligicigraxe citratovy roztok jako
antikoagulans pro transfuznicaly. Tak se stala krevni transfuze procedurou
negimou® Ve stejném roce zaved! Richard Weil metodu ochlamé a skladovani
krve. AZ v roce 1943 byl zaveden do praxe Loutitemlollisonem ve Velké Britanii
antikoagulani roztok ACD (acid-citrat-dextrdza).

Prvni transfuzni sluzbu na&w zalozil v roce 1921 v LondynPercy Oliver, sekreta
Camberwelské divize Britskéheerveného kze. Jeho zasluhy byly ocsry v roce
1935 vRim& na prvnim Kongresu Mezinarodni spsiesti pro krevni transfuze, kde
bylo ocerno, Ze dokazal jiz vroce 1921 vytio transfuzni sluzbu néptrzite
dostupnou, disponujici zdravymi darci tBnymi krevnimi skupinami. Ve svych

pocatcich musela rodici se transfuzni medicifekpnavatadu gekazek.

" zdroj: DOBRY, E.Historie krevni transfizen: HRUBISKO, M., DOBRY EZaklady hemoterapie
Vydavatdstvo Osveta, 1974, s. 9-17
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Mezi hlavni problémy pé#éta skute&nost, Ze mnohé nemocnice nebyly schopny
provadt spolehlivou typizaci krevnich skupin, coz bylégmou opakovanych umrti
v disledku ABO inkompatibility. Postuperasu vznikaly registry daiickrve i bez
vazby naCerveny Kiz a zdokonalovaly setzné aparatury k usnadim pimého
pievodu krve, protoZze s ndmym prevodem seifilis nepgitalo.

Systémovym zlepSenim situace nedostatkuiddglo zalozeni krevni banky. Prvni
krevni banka byla zaloZena roku 1932 v tehdej$imingradu® V roce 1937 zalozil
Bernard Fantus v Cook County Hospital v Chicaguvkiebanku, kde byla krev

skladovana v lahvich a v chladnici.

DalSi rozvoj transfuzni sluzby nastal vlivem wdlgch udalosti. Za aanské valky
ve Spasilsku (1936-1939) Iékakonzervovali v lahvich krev krevni skupiny Oppoze
tuto krevni skupinu bylo mozno transfundovat komuké

V roce 1938 byl v Bristolu vyti@n vojensky sklad krevnich zasob vedeny doktorem
Lionelem Whitbym. Britska armada davalgeg@nost ziskavani dardkrve v tylu ged
rekrutovanim daiic z bojujicich vojal. Nabor daré mezi civilnim obyvatelstvem byl
aspsny a koncem druhé &eové valky bylo odebrano vice neZ &tvrte¢ milionu dard.

Po skoweni druhé sitoveé valky byla v roce 1946 ve Velké Britanii zadoia National

Blood Transfusion Servic€

BohuZel i v oblasti krevni transfuze se objevovedgové pedsudky. V pibéhu
druhé s¥tové valky byla pro #&meckou armadu ipatelnd pouze krev pochazejici
od zardgenych dart ,arijské” rasy. Princip rasovérislusnosti prosazoval i americky
Cerveny Kiz, ktery zakazoval pouzit krev od dé&rderné pleti pro vyrobu krevni
plazmy a pro zpracovani albuminu. Tento principtvaval v gkterych americkych
statech az do konce 60. let 20. stdféti.

Zawrem nutno zdraznit, Ze transfuzni sluzba v rozvinutych zemicychazi

z uSlechtilé tradice dobrovolného darcovstvi krve.
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3.3 Historie transfuze krve v nasi zemi

Na naSem Uzemi proved! prvriepody krve A. Erpek., ktery pracoval s befiakrvi,
v roce 1879. Tytoievody vSak byly provazengakymi reakcemi. Transfuze krve také
studoval ¢cesky profesor chirurgie v Innsbrucku a Vidni, Ebéidt. A to nejprve na
zvitatech a pozgji aplikoval poznatky v praxi u vykrvacenych. Své&uZenosti
publikoval vroce 1879 a 1881. Jeho zak Karel Majgtio prvni vCechach z&al
provadt transfuze lidské krve. Krozvoji krevnich traraifuaké vyznamé prispel

v roce 1907 jiz znfiovany Jan Janskydenimatyr krevnich skupirt?

Vyvoj transfuzniho Iékistvi v naSich zemich byl zpatku Uzce spjat s chirurgickymi

klinikami v Praze, Braa a dalSich univerzitnich &atech.

Jiz vroce 1922 byla v sousedstvi ogefah sah I. chirurgické Kliniky Fakultni
nemocnice u svaté Anny v Briakzvana ,usedna darg krve“. Zaji¥ovani krevnich

transfuzi vSak zaviselo pouze na iniciathadSenych jednotlivic

Proto v roce 1936 na sjezdieskoslovenské chirurgické spémesti vyslovil profesor
Podlaha pozadavek, ze ,sluzbu transfuze krve jenmupelivé a velkoryse
organizovat”. Moznosti krevnich transfuzicah postupg vyuzivat i internisté. V roce
1930 vydal E. Polak monografii Transfuze krve, gaol945 vydal M. NetouSek
publikaci Krevni pevod®

Nekteri 1€kari jiz v mezivaléném obdobi provadi kratkodobou konzervaci krve
(J. Drbohlav, K. Holubec, J. Prochazka, K. SazaygkyVozenilek). Tyto zkuSenosti
byly vyuzity gt mobilizaci v roce 1938, ip Slovenském narodnim povstani, nelio p

Kvétnovém povstani v Praze roku 1935,

Jako darci krve byli vyuZivani az do roku 193feyazri piibuzni, v gkterych
nemocnicich se darci krve stavali i zsmanci nemocnic. Situac@st&né zlepsilo
sdruzovani dafc krve do spolls, které za odrnu zajiFovaly poZzadavky nemocnic.
Vroce 1943 pesSla organizace darcovstvi krve dotejpé spravy. B dvaceti
nemocnicich \Cechach a na Morawyly ztizeny Gstedny daré krve, vedené l1ékam.
Kazda nemocnice byla nasledpridélena rekteré z échto Usteden. Doporéovalo se,
aby na kazdych 1 000 obyvatel byl 1 darce K.
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Transfuze krve zaly byt na naSem Uzemi glnyuzivany az po druhé &eové valce.
V roce 1948 bylaiizena na zakladvladniho usneseni Narodni transfuzni sluzba
pocatku byla ¥izena & 16 transfuznich stanic. Ukol naboru dérkrve pevzal
Ceskoslovenskgerveny kiz a spolek SAMARITA. Nabor datcv té dot odpovidal
principam placeného darcovstvi. Problematika bezplatnéhmoustvi se zé&alaiesit az
o mnoho let pozgi. V roce 1952 byl zaloZzen Vyzkumny Ustav hemagié a krevni

transfuze, ktery garantoval organizaci, metodikalbanost a vyzkum v oblasti
transfuzniho lékistvi ("
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4 VySetrovaci postupy v transfuznim |ékastvi

4.1 VySetovaci postupy v transfuznim lés#vi - Uvod do problematiky

VySetovaci postupy v transfuznim lésévi maji dva hlavni cile. Prvnim cilem je snaha
zajistit bezpénost darce krve a krevnich slozek vlpthu odiEru a v dok po odlru,
druhym cilem je vyrobit bezpey transfuzni fipravek a to v fedepsané kvatit Na
tomto mist je treba zdraznit, Ze jak pedodErova, tak i poodérova vySeteni darce
krve a krevnich sloZzek jsou z#&mna zejména na zjiti sledovanych Kklinicky
vyznamnych infekci fgnosnych krvi resp. transfuzi. Krevni transfuzi [genést
kazdou infekci, jejiz fvodce se vyskytne v krevnibeciSti alesp@ po kratkou dobu.

Z praktického hlediska maji vyznantegevsim ty infekce, jejichZzapodce cirkuluje

v krvi i v obdobi inaparentni infekce nebo b#zpakového nosstvi a infekce se tedy
neda odhalit p predodErovém posouzeni Agobilosti darce krve.

4.2 Vybér darce krve

Proces pedodiErového vysdaeni darce krve a krevnich slozek je zahajen jiZéxgin
vhodného déarce. Rada Evropy dogije a propaguje v oblasti darcovstvi krve narodni
sokEstanost zaloZzenou na principech dobrovolného a iisgivkového darcovstvi.

V Clanku 2 v Doportieni &. R/95/14 je definovano dobrovolné a b#gpsvkové
darcovstvi takto: Donation is considered voluntary and non-remunetatehe person
gives blood, plazma or cellular components of @s/own free will and receives no
payment for it, either in the form of cash, or imd&k which could be considered a

substitute for money.
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This would include time of work other than thatseaably needed for the donation and
travel. Small tokens, refreshments and reimburs&nef direct travel costs are

compatible with voluntary, non-remunerated donati&f?

Tedy: ,Dobrovolnymi bezplatnymi darci krve jsou ti, Ktedavaji krev, plazmu nebo
dalSi sodasti krve ze své vlastni svoboduigeyaniz by za to dostali odimu ve fornd
perez nebo déceho jiného, co w¥e byt povazovano za ekvivalent demap. c¢as

z pracovni dobysahujicicas nezbytny na cestu k @dl, odker samotny a cestu Zp

Malé pozornosti, oferstveni a Uhrada /jimych cestovnich vyloh jsou s bezplatnym
darcovstvim slkitelné.” VySe uvedené principy dobrovolného a héspvkového
darcovstvi byly fijaty Radou evropského spotnstvi (The Council of the European
Communities) v Direkti 2002/98 EC, v jejiz preambuli je stanoveno, Zeroadiné a
neplacené darcovstvi musi byt vzato sdomi tak, jak bylo definovano Radou Evropy.
A dale vClanku 20, paragraf 1 stanovujeMember States shall take the necessary
measures to encourage voluntary and unpaid bloathtions with a view to ensuring
that blood and blood components are in so far assfue provided from such

10 _ tedy ,Clenské staty fjmou nezbytnd opzeni k podpge

donations.
dobrovolného a neplaceného darcovstvi s cilemtitajby krev a krevni komponenty
byly ziskavany v co nepéi mozné mwieé z dobrovolnych a neplacenych darovani krve a

krevnich slozek.”

V Ceské republice propaguje a podporuje dobrovolné eapispsvkové
darcovstvi krve a krevnich sloZzek tak, jak je defiino Radou Evropy, odborna
Spolgnost pro transfuzni |ékstvi Ceské lékiské spolgnosti Jana Evangelisty
Purkyré spolu sCeskyméervenym kizem. Darce by se tedydnrozhodnout darovat
krev a jeji slozky dobrovofha negekavat ani nezadat zaig\wdar finareni odneénu
nebo protisluzbu. Obeérteceno stat se darcem krveiie kazdy zdravy muz nebo Zena
ve wku 18 az 65 let. Efektivni vy vhodného dérce krve a krevnich sloZzek v mnoha
ohledech zavisi na dobré komunikaci mezitizenimi transfuzni sluzby a/nebo

odkerovymi centry a potencialnimi darci krve.
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Aby byl transfuzni fipravek pro pacienta co nejbeZpgSi, a to zejména
s ohledem na fenos infekce transfuzi, je nutné poskytnout &egted odirem
potencialnimu darci krve vSechny nezbytné informagaibéhu odlEru, o moznostech
a metodach testovani chorobeposnych transfuzi a také o rizikovych faktorech a

chovani, které udj zvysuijf riziko onemocini AIDS? a dal$ich infekci.

V neposledniad® musi byt darce informovan o moznosti samoviyi z darcovstvi,
kterou ma kdykoli v ramci celého procesu darovaméla krevnich slozek. Kdykoli po
odkeru nebo v pitbéhu odlEru ma darce moznost také pozadat o to, aby tramsfuz
piipravky z jeho odéru nebyly pouzity pro klinické dely nebo pro frakcionaci, a to bez
udani divodu?

4.3 PredodiErova vySeteni

Predodkrové vyseteni potencialniho darce krve a krevnich sloZzekrgegs, na jehoz
konci je rozhodnuti o propusti nebo nepropudti darce k odéru, jeho vysledkem

muze ale také byt rozhodnuti o trvalém vyleni z darcovstvi.
Smyslem pedodErovych vysSeteni tedy je:

a) zjistit, zda-li odkr samotny nerize zhorSit aktualni zdravotni stav

potencialniho darce,

b) zjistit, jsou-li sledované parametry krevniho olrapotencidlniho déarce
vyhovujici pro to, aby transfuznitipravek/gipravky vyrobené z jeho odtu

nasledg sphovaly poZadavky na kvalitu.

c) zjistit, neni-li z hlediska f®nosu infekce transfuzi o&b od tohoto darce

klasifikovan jako rizikovy.

8 Acquired Immune Deficiency Syndrome
® Priklad dokumentu s informacemi pro darce krve vifoha¢.1, piklad dotazniku darce krve viz
priloha¢.2
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Minimalni pozadavky nafpdodirové vySeteni jsou dany aktudlni legislativou (na
konci roku 2011 je to vyhlaSka 143/2008 Sb. O lidské krvi).

V ramci predodigrovych vySeteni se jako prvni krok provadi vysati krevniho obrazu
potencialnino darce krve. Sleduji seaegevsim vysledky gfeni hematokritu,

koncentrace hemoglobinu aded leukocyt. Limity jsou shrnuty v tabulcé.2:

Tabulka 2: Minimalni poZzadavky vysletipredodisrového vyseaenf?

Minimalni hodnoty pedodlErového vySeeni
muZi Zeny
HCT™ [%] >40 >38
HB* [g/1] >135 >125
LEU [x10E9/] <10 <10
PLT [x10E9/] >150 >150
HB[g/I/HCT [%] >140/42 >140/42

Minimalni a maximalni koncentrace leukotytanovena vyhlaskou neni, ale v praxi
jsou akceptovany hodnoty v ramci fyziologickych mednormal vysoké nebo nizké
hodnoty koncentrace hemoglobinu a/neba@tpdeukocyti by nely byt vzdy dale
vySefteny na hematologickém pracovisti. Stejitak by n&El byt vySeten pokles
koncentrace hemoglobinu o vice nez 20g/l mezindy Usgsnymi, po sob jdoucimi

odkery plné krve.

DalSim krokem pedodiErového vySeeni darce krve je zhodnoceni osobni
anamneézy a posouzeni jeho aktualniho zdravotnévo stProtoze se darcem krvéie
stat pouze zdrav§loveék, u nthoz ani udalosti v anamnéze ani Zivotni styl nezvaji
riziko zdravotnich komplikaci v pbéhu odkEru ani v obdobi po odibu a sodasré
nezvysuji riziko penosu infekce transfuzi, byla stanovena pravidjampro fijeti, ale
také pro trvalé a dasné (p docasném viazeni je stanovena doba, po kterou s

potencialni darce krev ani krevni slozky darovgtpuceni z darcovstvi.

Duvody k trvalému a d&asnému vyloteni z darcovstvi krve a krevnich sloZzek nelze

vyjmenovat vSechny, proto nize uvadim alésjegich zakladni pehled.

10 7droj: vlastni zpracovani dle Vyhlasky 143/2008Sh
! Hematokrit
2 Hemoglobin
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Duvody, které vedou k trvalému vydeni z darcovstvi krve a krevnich sloZzek

a)

b)

f)

¢)

h)

HIV/IAIDS - ktrvalému vylodeni vede jak onemoéni AIDS, tak i
konfirmovana pozitivita nebo indeterminate (nejgswysledek vySéeni HIV
1,2 z Narodni referéni laboratde pro AIDS. Dale opakovana reaktivitanti-
HIV 1,2 a p24 HIV screeningovych tést niznych odiri a v neposledniact i
skut&nost, kdyz je sexudlnim partnerem potencialnihocaelgedinec HIV
pozitivni.

Hepatitida B — k trvalému vyl@eni vede informace o préldném onemocmi

v anamnéze, dale pozitivita HBsAg, pozitivita HBeAgrokazané protilatky
anti-HBe, prokazané protilatky anti-HBc a pozit@itiBV-DNA. Stejre tak
vede Kktrvalému vyloteni i skuténost, kdyZz je sexualnim partnerem

potencialniho darce jedinec s prokazanou infekenvhepatitidy B.

Hepatitida C — k trvalému vyl@eni vede klinické onemoéni hepatitidou C,
nélez protilatek anti-HCV, nalez HCVAg, nalez HC\NB.

Vrozena syfilis je dalSimiovodem k trvalému vyloteni z darcovstvi.

HTLV | a Il — davodem k trvalému vyloteni je jak onemocmi infekci virem
HTLV I a ll, tak i nalez protilatek anti-HTLV | d.l

Creutzfeld—Jacobova choroba nebo jind spongiforrencephalopathie —
davodem k trvalému vyloteni darce je onemoéni darce nebo vyskyt choroby
v rodirg. K trvalému vylodeni vede i podéeni na onemoemi u darce nebo
nékterého z rodinnychifsludniki. Dale jsou vylogeny i jedinci, kt& pobyvali

po dobu Sesti a vicedsial ve Velké Britanii nebo ve Francii v letech 1980 az
1996 a také jedinci, kterym byla po roce 1980 vé&k® @ritanii nebo ve Francii

podana transfuze krve nebo krevnich slozek.

Trvale jsou z darcovstvi vyl@eni i jedinci, kté&i byli v minulosti I&eni vytazky
z lidské hypofyzy afsjemci Sgpu.
Stejre tak jsou trvale vylogeni z darcovstvi jedinci, jejichz sexualni partjeer

lé¢eny koncentraty koagulaich faktof.

13 Opakované vyseni: vySeteni téhoZ vzorku stejnym postupem ve dvoijici v i s&bo jednotliv ve
2 nasledujicich sériich. Provadi gerpaktivitt nebo u hrarniho vysledku vstupniho vygeni.
Opakovags reaktivni (zahrnuje i opakovamranini): opakovani vySéeni z téhoz vzorku=2x
reaktivni/hranini nebo 1x reaktivni + 1x hramii nebo 1x reaktivni/hragmi + 1x negativni.
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)

)

K)

Jedinci s chronickym onemaosmim zaZzivaciho traktu, naps colitis ulcerosa,
chronickym onemoamim jater nebo slinivky, po resekci Zaludku nebo po

rozsahlé resekciigv nemohou byt také akceptovani jako darci krve.

Epilepsie, astma bronchiale a dokumentovany arkifgly stav pat take
ke Klinickym situacim, které jedinci stat se darckme a krevnich slozek

neumozni.

Alkoholismus a i.v. uzivani drog se také&zk¢ tradi k divodim trvalého
vylouceni z darcovstvi. Stejntak nejsou jako darci krve obvykle akceptovani
ani kuraci marihuany, ani dalSi jedinci, jejichz Zivotrtylsnese vysoké riziko
pienosu infekce transfuzi. Mezi tyto jedince ipatSichni ti, kté&i jsou
promiskuitni, provozuji sex za penize nebo za dragho jejichz sexualni
partner vykazuje uvedené rizikové znamky chovanneygosledniradt jsou
trvale vyrazeni z darcovstvi krve a krevnich slozek muzifikpeovozuji sex

S muZzi nebo Zeny, jejichZ sexudalni partner provozex s muzi.

Lécba malignich onemo¢ni, chronickych za&tlivych onemocgni a
systémovych onemoeni jako je nap SLE (systémovy lupus erytematodes) a

poruchy krvetvorby jsou takéidody k trvalému vyloteni z darcovstvi.

Duvody, které vedou k dasnému vyloéeni z darcovstvi krve a krevnich slozek

a)

b)

c)

d)

e)

Pylova alergie a senna ryma vliji jedince z darcovstvi v obdobi alergickych

projevi a/nebo fi desenzibilizani medikaci.

Rozsahly ekzém jetdodem k vylodeni pokud jsou eflorescence i v mistech,

kde se provadi venepunkce, nebo vdiébby.

Jedinci trpici psoriasou jsou vykeni z darcovstvi vifpac rozsahlych
postizeni ¥etn® mist venepunkce, aktivilozisek a probihajici terapii.

Viedova choroba gastroduodendlni j&abdem vylodeni z darcovstvi po dobu
nejmért 6 nmesial po ukorgeni terapie.

Onemocgni hepatitidou A, ziskana syfilis a kapavka wlji jedince
z darcovstvi po dobu jednoho roku po wggi. Na tomto mist je treba
zduraznit, Ze onemoemi syfilis nebo kapavkou @Ze byt znamkou rizikového
promiskuitniho chovani potencialniho darce krve.
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f) Antropozoondzy jako je borelioza, listeri6za, aatémie jsou d@vodem
k vylou¢eni z darcovstvi po dobu dvou let od wwdéi. Po prodané
toxoplazmoze, #iSnim tyfu a paratyfu nesmi jedinec darovat krev kasvni

slozky po dobu Sesti ¢gial od vyl&eni.

g) Infekéni mononukleéza je po vyiéni divodem k rénimu odkladu darovani

krve a krevnich slozek.
h) Plicni tuberkul6za vyléuje jedince z darcovstvi po dobu 2 let od vgid.

i) Pobyt vtropech a subtropech vzhledem k moZnémikkuribnemocsni tzv.
tropickymi a vCeské republice neobvyklymi chorobami, jako je inapaléarie,
babesiosa, Chagasova choroba, leishmaniéza, Kalar, AQ-horéka a
v neposlednfad i onemocgni zpisobené virem zapadonilské hékg (WNV
— West Nile Virus) je tivodem k vylodeni z darcovstvi po dobu Sestésiui;
pokud potencialni darce pobyval v oblasti, kde gskytlo onemoc#ni, jehoz
puvodcem je West Nile Virus, nesmi darovat krev avikfeslozky po dobu 28
dni.

j) Po kratkou dobu, obvykle po dobu jednoho az dvalnitynejsou akceptovani
jako dérci krve a krevnich sloZek jedinci vykazugnamky nachlazeni nebo po

prodlané virdze.

K) Mezi divody, které vedou k dasnému vyloteni z darcovstvi krve a krevnich
slozek je teba uvést i tetovani, akupunkturu a piercing, ktegducuji
potencialniho darce z darcovstvi po dobu Ses&siiai.

Nedilnou souvasti procesu fedodiErovych vySeteni a posouzeni apobilosti
potencialniho darce k odtu je i fyzikalni vySateni. Provadt u kazdého potencialniho
darce ped odiErem kompletni Iékimké a fyzikalni vySéeni neni v praxi mozné.
Obvykle je mozné pouze posoudit vzhled darce, aiteAnamnézu a zkontrolovat
vysledky vySateni krevniho obrazu. Vlastni fyzikalni vyfstii je omezeno na
posouzeni habitu, stavu pokozky (stopy po i.v.kagii drog; icterus, pletora apod.),

zmeteni €lesné teploty, tlaku krve a zfifeni a posouzeni pulsu.
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Zejména ped darcovskymi aferézami jieba ziskat i fesny Udaj odesné hmotnosti.
Minimalni akceptovatelné vysledky fyzikalniho vyi&sti jsou uvedeny v tabulégslo
3.

Tabulka 3: Minimalni akceptovatelné vysledky fydikao vySeteni darc&’

Minimalni akceptovatelné vysledky fyzikalniho vyi&sti darce
Télesné teplota max. 37°C
Puls 50 — 100 tefYmin.
Systolicky TK" max. 180 mm sloupce rtuti
Diastolicky TK max. 100 mm sloupce rtuti
Hmotnost min. 50 kg
Hmotnost (pro aferetické odty) min. 60 kg

Z vySe uvedenych a z dalSich skumesti (posouzeni laboratorniho vy®eti, fyzikalni
vySeteni), které je nutné zohlednitga rozhodnutim o propu$ti nebo nepropudti
potencialniho darce k odhlu, je Zejmé, Ze velmi zalezi nadomostech, zkuSenosti a

v neposlednfack i zodpowdnosti posuzujiciho léke.

4.4 Poodlgrova vyseteni (laboratorni vySitni odebrané krve)

Laboratorni testovani darované piné krve nebohegiozek zahrnuje vydeni krevni
skupiny v ABO systému, znaku RhD, vy&sti screeningu nepravidelnych
antierytrocytarnich protilatek a v neposledfsick vySeteni markel sledovanych,
klinicky vyznamnych infekci fenosnych krvi-transfuzi. Tato vyBeti se v zézenich
transfuzni sluzby obvykle provadi z orgarizatechnickych dvodi az po odbru krve

nebo jejich slozek.

14 Zdroj: vlastni zpracovéani dle Vyhlasky 143/2008S
15 Tlak krve
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Dalsi testy, jako je vyS&ni CMV*®, HLA', vySeteni antileukocytarnich a
antitrombocytarnich protilatek, vy$eni koncentrace Ig& v plazng, typizace dal$ich

erytrocytarnich antigeénjsou moznosti volby.

4.4.1 VySeteni krevni skupiny a vySeni screeningu nepravidelnych
antierytrocytarnich protilatek

VySeteni krevni skupiny v ABO systému, znaku RhD, vigeit screeningu
nepravidelnych antierytrocytarnich protilatetetrg tisSttné informace o krevni skugin
na identifik&nim Stitku transfuznihoffpravku ma nefehlédnutelny vyznam, protoze
vétSina fatalnich nezadoucich reakci po transfujmeea akutni hemolyticka reakce
zpisobend podanim inkompatibilniho transfuznihtipgavku v ABO systému, je
dusledkem administrativni chyby v ramci procesu péddémsfuze. U datckrve a

krevnich slozek musi byt vygeni krevni skupiny provedeno u kazdéhoddb

Metoda vySeeni krevni skupiny v ABO systému a vy&eti znaku RhD je zaloZzena na
principu @imé aglutinace, kdy jsou neznamé antigeny wg§ény pomoci znamych
komegnich diagnostickych antisér a neznamé pravidelnélfitky jsou vySaovany
pomoci znamych komeémich diagnostickych erytroayt Vysledek vySéeni krevni
skupiny v systému ABO a znaku RhD musi byt nezéwstien.

VySefteni screeningu nepravidelnych antierytrocytarniatilatek se provadi metodou
negimeého antiglobulinového testu, kdy testujeme plaznalbo sérum darce proti

komegnim screeningovym erytroayh se znamou antigenni skladbou.

Darcem krve nebo jejich sloZzek seiza stat pouze jedinec, ktery nema v plazm
piitomny nepravidelné antierytrocytarni protilatky.

16 Cytomegalovirus
17 Human Leucocyte Antigen
18 Imunoglobulin A
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4.4.2 VysSetovani marketk infekci grenosnych krvi-transfuzi u ddir&rve

Algoritmus vySetovani daré krve s ohledem naigenos klinicky vyznamnych infekci
transfuzi je vysledkem strategického rozhodnukipfecilem je maximakhsnizit riziko
pienosu infekce transfuzi. Tyka se tedy zejména spékiekci, které maji byt u dérc
krve testovany a pochopitéln vybéru k tomu @&elu vhodnych test Toto rozhodnuti
by nme¢lo byt zaloZzeno na komplexnim posouzeni rizikenpsu infekce transfuzi
v daném regionu, to znamena, Z& pastaveni algoritmu vy3etvani infeknich
markefi u daré krve je teba vzit v Uvahu prevalenci klinicky vyznamnychekdi
pienosnych transfuzi v dané populaci ddkcve a na zaklagdtoho vybrat vhodny test

k vySeteni té, které infekce.

Vysledny algoritmus screeningu infekich market u daré krve obvykle
vychazi z mistni epidemiologické situace, ale muaké zohledovat rizika
extrateritorialnich, tj. cestovatelskych infek® praxi to znamena, Ze do screeningu

infekénich chorob by rly byt zaazeny i testy na ,exotické infekce" , nebo Ze musi
byt darce deasrg vyrazen na dobu, ktera odpovida inkétiadokE dané infekce.

Vybér vhodného testu je zasadni, protoze testy, kteh@ivdolie vyhovuji i
testovani paciefit se mohou chovat jinak, pokud jsou vyuzivany ko@ni daré
krve. Mizeme nafiklad povaZovat za vyborny test se specifitd9,9%, ale jereba si
uvédomit, e 0,1% vysledk bude pozitivnich fale$i°. Pokud je takovyto test
provadn nag. na 12 milionové populaci dar&rve, tak bude mit 12000 vygevanych
jedinai vysledek pozitivni (reaktivni). Vifpac, Ze bude test vyuzivan k vygei
infekce s velmi nizkou incidenci, na@d:500 000 v populaci darkrve, tak pouze u 24
lidi (z uvedené 12-ti milionové populace dfrbude diagnostikovano ndéstvi infekce,
na kterou byli testovani. To znamena, Ze i s uziivedeného vysoce citlivého testu

mize byt 11976 jedincfale$ré povaZovano a oziiano za infekni.*3%

19 Specifita: vyjadiuje schopnost testugsre vybrat fipady, u nichz zkoumany znak nenastava
(specifita=p@et skuténé negativnich/(pdet skuténé negativnich + peet faleSw pozitivnich).
Senzitivita: vyjaduje UsgSnost, s niz test zachytiifpmnost sledovaného stavu u daného subjektu
(senzitivita=pdet skuténé pozitivnich/(p&et skuténé pozitivnich+pdet faleS# negativnich).
20 . . , ~ P e . . . . ’ L e -,
Biologicka faleSna pozitivita (biologicky faleSpozitivni reakce): je stav, kdy protilatky nevzajik
pouze jako odpaid’ na tu, kterou (testovanou) infekci, ale také jdiksledek mnoha jinych stav
infekéni a neinfekni povahy.
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Pokud jsou vybrané testy zaloZzeny nakpzu protilatek proti fwodaim infekci, mize

byt problémem i tzv. , window perioda“. Window pedia je ¢asovy usek, kdy je
jedinec jiz infekni, ale screeningové testy jsou {eStegativni. Proto je vhodné
vyuZivat k testovani datdrve komeéni testy s garanci co nejkratSi window periody a

event. zvazit implementaci testovani nukleovychekysu vybranych infekci.

Nezanedbatelnou rolifpvybéru vhodnych vySdbvacich metod hraje i cost&benefit,
protoZze ekonomicky dopad testovani irfieich markeit u statisi@ (a v rekterych

zemich i miliort) jedinai je také teba pi rozhodovani zohlednit.

V neposlednfad je rozhodovani o nastaveni algoritmu vigeéni infeknich markei
u dard@ krve téngt vzdy ovlivréno i situaci politickou, socialni a etickymi standia

v dané zemi nebo regionu.

V sowasné dob neni ani na s&#¢ ani v Evrog Uplna jednota tykajici se
mandatorniho stanoveni spektra infekci i@etnych u darc krve. AvSak prakticky
celos¥tova shoda panuje v nazoru na videéni ti, ztransfuzniho hlediska
nejzavazgjsich virovych infekci: HIV, hepatitidy B (HBV) adpatitidy C (HCV).
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5 Infekce prenosné transfuzi

Infekcim ziskanym viikledku podani transfuze krve nebo jejich sloZz&kuje laicka
vefejnost a zejména pacienti, pr@znpodani transfuzeiedstavuje riziko infekce,
velkou pozornost. vodem je zejména strach z AIDS. Infekce virem HighnvSak

zdaleka jedinou infekci, jejizipodce je penosny krvi, tedy i transfuzi.

Tato kapitola je ¥novana patogdm, které lze transfuziipnést, jejich popisu a

souwasnym moZznostem diagnostiky.

5.1 Prenos infeknich agens

Aby bylo mozné penést krvi a jejimi slozkami vschu transfuze infekci, musi byt
pavodci €chto infekci vybaveni takovymi schopnostmi, abkezili béhem celého
procesu vyroby transfuznihotipravku, tedy obdobi @inajici odirem krve nebo
jejich slozek, jejich zpracovani a k@ne skladovani. V neposlediadc je nutno zminit
skut&nost, Ze tyto patogeny obvyklecasném stadiu infekce nevyvolavaji klinické

symptomy onemogmi.

5.1.1 Asymptomatickeé infekce

Aby bylo mozno penést infekci transfuzi krve nebo jejich slozek,simoyt infekéni
agens schopno dat vzniknout asymptomatické infekmtencialniho darce krve. Déarce

krve se tak stava infékim nebo potencionarinfeksnim >
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5.1.2 Pfitomnost patogenu v krevnireCisti

Infekéni agens musi bytifffomno v krevnimiegisti v case darovani krve nebo jejich
slozek a to v infeéni nebo v potencion&ininfekéni forme. Pokud je tato podminka

splréna, je mozno infekci transfuztgnést.

Patogeny penosné krvi jsou hil volné v plazmd nebo v leukocytech ve fokm
infekénich virioni nebo ve form latentni. V neposlediact I1ze greenést infekni agens
v erytrocytecH™

5.1.2.1 Volné patogenyignosné v plaz

Nekteré viry, bakterie a protozodgmesené volné v plaznmohou bd’ piimo infikovat
dalSi tkag nebo jsou fitomny v plazmd v obdobicasti Zivotniho cyklu, kdy je infeki
agens uvoléno z infikovanych tkani do kn/é&>

5.1.2.2 Patogeny fenosné v leukocytech

V leukocytech mohou byt ipnasené hli volné viriony nebo latentni formy vir
integrované do buxiné nukleoveé kyseliny. Vdkterych gipadech mze byt infekRni
agens fitomno v obou forméach, ale uanych stadiich infekciozity. Infeéki agens
v latentni forrd mohou byt pitomna dokonce i viftomnosti specifickych

neutraliz&nich protilatek!®

5.1.2.3 Patogeny fenosné v erytrocytech

Nekteré protozoarni infekce maji fazi, kdy je infek agens fitomno v erytrocytech.
V tomto obdobi infekni agens obvykle dozrava do dalSi faze svého rilotcyklu,
kdy je z erytrocyi uvolngno*®
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5.1.3 Parenteralniignos patogenu

Obecré se povazuji za infekcergnosné transfuzi pouze ty, jejichi@vpdci se penasi
parenterdld. AvSak vyjimky k tomuto fedpokladu existuji. N&pbyl oznamen f&nos
hepatitidy A transfuzi, &oli pivodce onemoami (virus hepatitidy A) sé¢adi mezi

enteroviry penasené orofekalni cestiu!.

5.1.4 Prezivani patogenpo dobu skladovani krve a jejich slozek

Krev a jeji slozky — transfuznitipravky a krevni derivaty se skladuji tznych
fyzikalnich skupenstvich (n&pplna krev, plazma, vysoce koncentrované roztoky
proteini, lyofilizované produkty) a i raznych teplotach (od minus 25°C do plus
24°C)")

Aby byl patogen schopen infikovatigmce transfuze (krve, transfuznichippavki
nebo krevnich derivA] musi byt schopenigzit podminky nastavené pro vyrobu a
zejména pro skladovani transfuznichiippavki a krevnich derivét Skladovani
transfuznich fipravka a krevnich derivéitjsou schopnéipzit viry, zejména neobalené
viry jako je nap. virus hepatitidy A a Parvovirus B19. Skladovamihou ezit také
bakterie, ale vazné nezadouci reakcerijeqce transfuze jsou spiSe nez bakteriemi
samotnymi zfisobeny bakterialnimi endotoxiny, které jsou z bakigvolhovany po

zéaniku bakterii Bhem doby skladovani transfuznihiogsavku.

5.2 Infekéni agens fenasena transfuzi

Je proké&zano, Ze transfuzi |zepést viry, bakterie, protozoa a prionyeReseni prioin
transfuzi bylo a je hopndiskutovano, ale dkteti autdi se i ges pochybnosti jiz ve

svych pracich fiklangji k nazoru, Ze ¥enos prioi transfuzi je mozn§®
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Je pochopitelh nemozné uvést Uplny seznam irfieikch agens, ktera jsourgmosna
transfuzi krve a jejich slozek. V tabulééslo 4* jsou uvedeny pouze ty reptjsi

patogeny, u kterych bylipnos transfuzi prokazan.

21 pozn. k tabulcé. 4 : Ad Bakterie — endogenni kontaminace nastava tghokud je bakterieiftomna
v cirkulaci darce krve v dabodkéru. Exogenni kontaminace nastava tehdy, pokud lsetia dostane do
odhkerové soupravy v fibéhu odkEru, v pribéhu zpracovani krve a/nebo v doskladovani a transportu

transfuznich Hpravki.
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Tabulka 4: Fehled infeknich agens, u kterych byl prokézéaemos transfuZf

Viry Viry hepatitid Hepatitis A virus
Hepatitis B virus

Hepatitis C virus

Hepatitis D virus

Hepatitis E virus

Hepatitis G virus

Retroviry HIVl1iaZ2
HTLV lall
Herpes viry Cmv
EBV
HHV-6 a HHV-8
Parvoviry Parvovirus B19
Flaviviry West Nile Virus

Bakterie Endogenni kontaminace Treponema pallidum

Borrelia burgdorferi

Brucella melitensis

Yersinia enterocolitica

Salmonella

Campylobacter

Streptococcus

Staphylococcus

Exogenni kontaminace Pseudomonas

Serratia

Staphylococcus

Rickettsie

Protozoa Plasmodia

Trypanosoma cruzi

Toxoplazma gondii

Babesia microti/ divergens

Leishmanie

2 7droj: MURPHY, M. F., PAMPHILON, D. HPractical Transfusion Medicin&lackwell Science,
2001,-tab.19.1)



5.2.1 Viry hepatitid

Virové hepatitidy jsou difazni z&tlivé nekroticka onemocmi jater. Akutni i
chronické formy onemoeni jsou fi¢inou vyznamné morbidity a mortality u nas i ve
swté. Akutni virové hepatitidy jsou n&sgjSimi jaternimi  onemogcmimi

v celos¥tovém neiitku a vedou k 1-2 miliolm umrti r@&né. U nekterych tym je
mozny i chronicky pkb¢h, ktery se projevuje jako chronicka hepatitidéerai cirhdza
nebo hepatocelularni karcinom. Klinické znamky Higijdg mohou byt zjsobeny
riznymi viry (EBV?3, CMV, virem rubelly, enteroviry a dal$imi), alejdideZitsjSimi
pavodci virovych hepatitid jsou: virus hepatitidy A&V 2%, virus hepatitidy B (HBV),
virus hepatitidy C (HCV), virus hepatitidy D (HBY, virus hepatitidy E (HEY) a
virus hepatitidy G (HG¥").*"

Uvedené viry nemaji Zzadné spoité antigeny a nereaguiji izkere v imunologickych

testech, jsou morfologicky i biologicky odliSnéeahaji rekteré spoléné vlastnosti:
a) ¢lovek je jejich vyhradnim hostitelem wipodeg,
b) infekce neni fenosna nadzna laboratorni zvata (vyjimkou jsou &kteri
primati),
c) kultivace in vitro v bu&nych kulturach neni mozna nebo je velmi obtizna,

d) klinické projevy infekce uvedenymi viry se nedaiajemr rozeznat'®**

5.2.1.1  Virus hepatitidy A

Virus hepatitidy A (HAV) je maly neobaleny RNA vieupati do ¢eledi Picornaviridae.
K ptenosu infekce dochazi fekaéhoralni cestou, protoze HAV se vyluje stolici.
K ptenosu infekce krvi a sexudélndochazi jen vzaeén k vertikdlnimu penosu

nedochézi.

3 Epstein-Barrové virus
24 Virus hepatitidy A
% Virus hepatitidy D
6 Virus hepatitidy E
" Virus hepatitidy G
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U hepatitidy A trva inkubéni doba 15 az 45 dnv této dob je virus prokazatelny ve
stolici a dva tydny fed nastupem Klinickychifznalki je HAV prokazatelny i v krvi.
Vylucovani viru stolici je maximalni ke konci inkubacénea jesSt po kratkou dobu po
nejvyrazrjsich projevech klinickychifznak. 71819

Specifické protilatky proti HAV se daji zjistitiiplizné od 4. tydne po infekci,
maximalnich hodnot dosahuji v doimezi 12. a 20. tydnem.

Obrézek 1: Sérologické nalezy vipghu onemoceni hepatitidou A2

klinické onemocnéni

B ALT ; "
infekce

[ ¥

virémie

imunitni odpovéd’ =i

7

U déti probiha infekce HAWasto inaparent pokud je onemoemi klinicky
zjevné, projevuje se ke konci inkuind doby Unavou, zvySenou teplotou nebo dokonce
i horetkou, nechutenstvim, nauzeou a zvracenim. Dochazv¥8eni jater, je patrny

ikterus fizného stupi V séru zji§ujeme zvySené hodnoty transamitgz%%

Onemocgni hepatitidou A trva 3 tydny az &sic a obvykle ko& uzdravenim.

Hepatitida A nefechazi do chronicity a také fulminantnituph vedouci k smrti
jedince je u infekce HAV zcela vyjiniay. (171819

Sérologicka diagnostika hepatitidy A je snadnétofnost protilatek anti-HAV IgM
znamena akutni infekci, porgkonané infekci dozivotnpretrvavaji protilatky anti-

HAV IgG. Znamkou imunity je u jedinceffpomnost protilatek anti-HAV 1g&-"”

8 7droj : HUSA, PVirové hepatitidyGalén, 2005, strana 26, obr. 1.4.
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Z pohledu transfuzni mediciny ma vyznam skntest, Ze &oli se potransfuzni
hepatitida A vyskytuje velmitirlka, miZze se vyskytnout tehdy, kdyZ si darce krve neni
védom rizikové expozice a navidighazi darovat krev v obdobi prvnickkolika dni
viremie jest pred rozvinutim se Kklinickych projévonemocsini. Serologicky test
k rutinnimu testovani daickrve ke zjiséni infekce HAV nemaji Zdzeni transfuzni

sluzby k dispozici, protozZe v ddlvirémie nejsou jestpritomny protilatky.

Pokud je u pacienta podeni na potransfuzni hepatitidu, jgelia vzit v Gvahu i
moznost potransfuzni hepatitidy A, ifgs to, Ze je prawpodobnost vyskytu

potransfuzni hepatitidy A velmi mala.

5.2.1.2 Virus hepatitidy B
Virus hepatitidy B (HBV) je maly obaleny DNA virupati do ¢eledi Hepadnaviridae.

K ptenosu infekce dochazi krvi, sexuflinvertikalre. K enteralnimu fenosu infekce
virem hepatitidy B nedochazi. HBV patk viram, které maji spol@mou typickou
morfologii, zpisob replikace a dalSi charakteristické viastnastd jje nap. velmi tuzky
okruh hostitel, vyrazny tropismus Kk jaternim #kéam a tendence perzistovat
Vv organismu a navozovat vznik chronické hepatitigmoci z imunokomplex jaterni

cirh6zy a hepatocelularniho karcinof{l.

Ve struktde HBV se rozliSuje HBcAg a HBeAg a povrchovy antigeBsAg.
HBsAg je antigen& komplexni ¢astice, na zaklad¢ehoz vznikaji izné antigenni
determinanty. Spot&ou determinantou je ,a“, ostatni determinanty geatuji ,d",
WY W rt HBV se klasifikuje do ¢ty subtypi: adr, adw, ayr, ayw. Tato klasifikace
mé& prakticky epidemiologicky vyznam, protoZze zapeni tchto subtyg se
geograficky lisi. Na zakladanalyzy nukleotidovych sekvenci genomu viru heijoistiB
je postavena i klasifikace genotypova. V &mnosti je znamo 8 genotypiBV. Tyto
genotypy se ozralji velkymi pismeny A, B, C, D, E, F, G, H. GenopydBV vykazuji
vice nez 8% variabilitu a to v sekvencich nukleb#dmpletniho genomu. V Evrése

nejcastji vyskytuji genotypy A a D"
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DNA virus hepatitidy B vyuZivd pro svou replikaciNR?® a reverzni
transkriptazu a tim je umo&m vznik mutaci viru. Vzniklé mutace nemuseji mitfbu
zadné nasledky nebo mohou poSkozovat virovou raglikanebo mohou &nit
vnimavost hostitele k virové infekci. Jéepné, Ze vliv mutaci je velmi variabilni.
NejcastjSi mutace HBV je zamma guaninu za adenin v pre-core oblasti virového
genomu a je vyznamna tim, Zeigpbuje vznik stop-kodonu, ktery zabuge translaci
HBeAg. Disledkem této mutace je skdmest, Ze pacienti s akutni i chronickou
hepatitidou vyvolanou touto mutantou maji negatiMieAg, pozitivni HBsAg, HBV
DNA a protilatky anti-HBe. Proto diagnostika HBeAgséru jako ukazatele akutni

infekce ztraci v sotasné dob na vyznami”

Infekce hepatitidou B probih&a jako akutni nebo jadtwonické onemocmi.
Akutni hepatitida B je &Sinou benigni onemoéni, které obvykle ko&i spontannim
uzdravenim. Fulminantni fio¢h s vysokou mortalitou se vyskytuje v 0,1-1%ppdh.
Pokud trva infekce HBV déle neZ 6¢gial, je ozngovana jako chronicka. Nejvyssi
pravdEpodobnost pechodu do chronicity je u infekci novorozéna dosglych osob
piechazi infekce HBV do chronicity u 1-5% jedina imunosuprimovanych do&gch
nemocnych je viak tato praymbdobnost daleko vys&f)

Pacienty s chronickou hepatitidou B |ze rélicha zaklad vysledki laboratornich test

do dvou zakladnich skupin:
a) HBsAg pozitivni pacienti s perzistujici aktiwirovou replikaci,

b) HBsAg pozitivni pacienti s Gtlumem virové reglde. K tomuto Utlumu
(dotasnému nebo trvalému) dochazi dbw disledku koinfekce s virem
hepatitidy D pop. virem hepatitidy C nebo se jedna o inaktivni éstsii HBSAg
anebo dochazi keidani fazi aktivni replikace a klidu (coz je typjckalez
infekce HBeAg-minus mutantnim virem), a koné se miZe jednat o okultni
infekci virem hepatitidy B, kdy nelze prokazat HBs# séru’”

Sérologicka diagnostika infekce HBV je pé&me komplikovana, protoZe se sleduje cela

fada markat. (viz obrazkyc.2 ac.3)

2 Ribonucleic Acid
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Obrézek 2: Sérologické nalezy vipéhu onemocéni akutni hepatitidou B (bez

prechodu do chronicityy
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Obrézek 3: Sérologické nalezy vipehu progrese akutni hepatitidy B do chronitity
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%0 7droj: HUSA, P.Virové hepatitidyGalén, 2005, str. 34, obr. 1.9.
31 7droj : HUSA, PVirové hepatitidyGalén, 2005, str.38, obr. 1.11.
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V tabulce ¢.5 je uveden ighled sérologickych a molekul&genetickych nalez u
infekce HBV a jejich vyznam.

Tabulka 5: Sérologické a molekulérgenetické nalezy u infekce HBV a jejich

vyznant?
anti- anti- IgG anti- | IgM HBV

HBSAG | igs | HBeAd| e | HBC anti-HBc | DNA
Akutni VHB + - + - + + +
Chronicka VHB- . ) . ) N +- N
aktivni replikace
'Chro'nic!<é VHB-, N N N
inaktivni noskstvi
Proctlana infekce - + - + +
Uginna vakcinace - + - - - -

V minulosti byla hepatitida B zavaznou komplikacartsfuze krve a jejich slozek.
Situace se z#mila po zavedeni vySeivani HBsAg do rutinniho screeningového
testovani darfckrve. HBsAg se jako prvni objevuje v krvi, kde dltlmdolg pretrvava a
objevuje se i u &kterych chronickych infekci HBV. DalSi markery ikfee HBV slouzi
spiSe jako konfirmmi vySeteni infekce HBV a k weni stadia infekce, ale kr@m

zjisteni protilatek anti-HBc nemaji vyznam pro rutinnBeyovani daré krve.

5.2.1.3 Virus hepatitidy C

Virus hepatitidy C (HCV) je maly obaleny RNA virymftici do celedi Flaviviridae.

K ptenosu infekce dochazi krvi, vz&cme mozny i sexualni a vertikalnirgnos,

k enteralnimu fenosu nedochazi. HCV charakterizuje midtma geneticka variabilita,
kterd je nejspiSe Apobena velkou frekvenci mutacti welmi rychlém obratu viru

v organismu fi dlouhotrvajici infekci. Simmondsova klasifikacezliSuje Sest hlavnich
genotym viru, které se ozralji cislicemi 1 az 6, Simmondsova klasifikace dale

rozliSuje vice nez 50 subtyHCV, které se ozriaji malymi pismeny abecedy.

32 Zdroj: HUSA, P.Virové hepatitidy Galén, 2005, str.36, tall.3.
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Pokud je tedy jedinec infikovan HCV, je infikovam&si riznych vitt. Tyto kvazidruhy
(quasispecies) se navzajem odliduji svymi genomgeské republice ipvladé infekce
HCV typem 1¢7

Klinicky se hepatitida C projevuje jako akutni netfmonicka. Akutni hepatitida
C probiha ¥tSinou mirg nebo dokonce asymptomaticky, coz jevadem, pré ve
vétSine piipadi nebyva zji&na. DalSim dvodem je skuténost, Ze akutni hepatitida C
probih& ¥tSinou v anikterické for Zavazny a fulminantni pb¢h akutni hepatitidy C
je extréme vzacny, ale vyskytuje sefipryrazném abuzu alkoholu nebai goinfekci
s HBV nebo HIV. Pravgpodobnost, Ze akutni hepatitida &jde do chronické formy,
zavisi napiklad na ¥ku, zpisobu penosu infekce a velikosti inféki davky. Vyssi
pravdEpodobnost pechodu do chronicity je u starSich lidiii wétsSi infelkéni davce
pienesené ndjklad transfuzi krve, dale se rizika‘gghodu akutni hepatitidy C do
chronické formy zvySujeip sowasné infekci HBV a v neposledidd zvySuje riziko
vzniku chronické hepatitidy C ablzus alkoholu nebmmunosuprese. U &Siny
infikovanych osob progreduje onem@aoijako chronicka aktivni hepatitida C, ze které

se vyvine jaterni cirh6za nebo hepatocelularniikarn *”

Prvni volbou diagnostiky hepatitidy C je upaz protilatek anti-HCV
serologickymi metodami. Neépny prikaz infekce HCV je mozny i pomoci testu
RIBA*® dale je mozné provédtestovani HCV RNA, nap u imunosuprimovanych
pacienti je mozny pitkaz HCV RNA za sotasné negativity anti-HCV protilatek, které

se bul’ jest nevytvdily nebo je diky imunosupresi jejich tvorba utluraéh’

Z vySe uvedeného jeigmé, Ze vzhledem dastému asymptomatickému apéhu
hepatitidy C v poatcich onemoai, bylo zavedeni testovani protilatek anti-HCV u
dardi krve pro snizeni rizikaipnosu infekce HCV enorminvyznamné. | v satasné
dokd vSak pedstavuje diagnostické oknoiipvySeteni protilatek anti-HCV

serologickymi metodami po¥me znané riziko genosu infekce transfuzi.

%3Rekombinantni imunoblot
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5.2.1.4 Virus hepatitidy D
Virus hepatitidy D (HDV) je RNA satelitni virus (wis HDV neni schopeni@gnosu a

mnozeni bez HBV), p#&tdo celedi Deltaviridae. fenos infekce je mozny krvi, sexudln

i vertikélng. Enteréli se infekce virem HDV népnasi.

Obal HDV tvai HBsAg, vjadru je antigen HDV. V stéasné dob jsou znamy i
genotypy HDV (I, II, lI). VCeské republice se infekce HDV vyskytuje jen
vyjimeens. "

Z pohledu transfuzni mediciny ma vyznam skotest, Ze HDV neni schopetigmosu a

mnoZzeni bez HBV, proto neni nutné zastaéstovani HDV u daickrve.

5.2.1.5 Virus hepatitidy E

Virus hepatitidy E (HEV) je neobaleny RNA virusieRos infekce je mozny enterdla
vertikalrg, vzacr sexual®, krvi se infekce nagendsi. Klinicky piibéh je £ZSi nez u
hepatitidy A, ale do chronicity hepatitida E meghazi. Diagndéza hepatitidy E se
obvykle stanovi na zakladpiitomnosti protilatek anti-HEV:” Ale vzhledem k tomu,
Ze v ramci penosu se chova HEV v podsigko virus hepatitidy A, neni nutné zavad

testovani HEV u dafckrve.

5.2.1.6  Virus hepatitidy G
Virus hepatitidy G (HGV) je RNA virus, pdtmezi Flaviviridae. K penosu infekce

dochazi krvi, ale je mozny i sexualni a vertikdiifgnos. K enteralnimuienosu infekce
nedochaziCasta je i dualni infekce HGV s HCV nebo s HBV.

Infekci HGV lze diagnostikovat pkazem HGV RNA nebo zatredpokladu
vymizeni HGV RNA ze séra Ize prokazat protilatkytprobalovému proteinu HGV
(anti-HGV E2). Tyto protilatky jsouitkazem pekonané infekce HG#”

V sowasné dob se neplanuje zavedeni rutinniho testovani HGV wud&rve.

Duvodem neni pouze skuteost, Ze neni k dispozici test, ktery by vyhovovafebam
zaizeni transfuzni sluzby, ale také to, Ze stalesjagéni zcela jasnd uloha HGWip
pirenosu onemoemni.
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Kromé toho byla zji&na gitomnost HGV pouze udkterych pacierit s potransfuzni
hepatitidou, kt& meli negativni vysledky p testovani na ,ostatni hepatitidy”. Nicnmen

je jasné, Zze HGV transfuzignosny je.

5.2.2 Retroviry

Do ¢eledi Retroviridae p#t RNA viry s charakteristickym Zgobem replikace. Genom
RNA (+) je pepisovan do DNA' (-) s nasledujici syntézou komplementarniho DNA
(+) vlakna. Transkript v pod@ldvouviaknové DNA migruje do jadra, kde je integiav

do burg¢né DNA jako tzv. provirus. Virové iRNA jsou@pisovany pouze z proviru.

Pro retroviry je typické, Ze majiékteré vlastnosti RNA vir (vysokou rychlost
replikace a znmou promgnlivost) a sodasré i DNA vira (schopnost integrace do
bunécného genomu, vznik dlouhodbb latentnich infekci, zr@y onkogenni

potencial)*81?

Transfuzni medicina énuje pozornost zejména retrowin, pivodaim onemocani
AIDS (HIV 1 a 2) a lidskym T-lymfotropnim vim 1 a 2.

5.2.2.1 Lidsky virus imunitni nedostataosti

Onemocgni zpisobené lidskym virem imunitni nedostatesti si poprvé vyzadalo
zajem odborné i laické yeinosti v roce 1981, a to jako devastujici fat@inémocgni
neznamé etiologie doprovazené vyraznym poklesem+Cbdrek. Onemocsni se
vyskytovalo v USA u sexuanaktivnich homosexualnich miyzinjekénich uzivatel
drog, imigrant z Haity a u hemofilik, ktefi byli 1éceni koncentraty koagutaich
faktoni. Z epidemiologickych udajvyplynulo, Zze jde o nové inféki onemocini,
které je penosné sexudlni cestou a krvi. Epidemiologickédlegické dikazy o tom,
Ze onemoctni AIDS (acquired immunodeficiency syndrome Yigpbuje virus, byly
podany v letech 1983-1984.

% Deoxyribonucleic Acid
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Na vyzkumu se podilely vyzkumné tymy Montagniem&izi, Galla v Bethestla
Levyho v San Francisku. Virus byl v roce 1986 nazkV (human immunodeficiency
virus). V roce 1986 byl identifikovan u jediinee zapadni Afriky fibuzny virus HIV-2,
u kterého jsou cestyignosu stejné¢astjSi je ale heterosexualnitgmos a progrese

infekce do rozvinutého stadia (AIDS) je pomalé&ji.

Existuji tedy dva typy lidskych virimunitni nedostatsosti, HIV-1 a HIV-2. Oba
jsou patogenni vyhradmro ¢lovéka. HIV-1 a HIV-2 se od sebe antigeningeneticky
liSi, ale homologie genomu obogchto viri je ténef 50%. \EtSinu onemocni
vyvolava HIV-1. Na z&klatglgenetickych rozdil se HIV-1 &li do i skupin: M (major-
hlavni typ), O (outliers- vedlejSi typ) a N (non+#én-O). Skupina M je zodpégna za
swtovou epidemii. Kmeny v ni zahrnuté se rélafl do 9 odliSnych subtyp A-K a
mezi subtypy vznikajtetné rekombinantni formy, které se nazyvaji &R URF®.
Skupiny O a N nemaji subtypy. HIV-2 ma dosud 6 gpint

V Ceské republice byly vigledku migrace obyvatelstva nalezerigrné subtypy, ale
nejbsznéjSim subtypem u nas je subtyp B, ktery dominujejdkvrog, tak i v Severni
a Jizni Americé'®

Epidemiologicka situace je velice vazna, pandamigle pokrguje. Deni se HIV
nakazi asi 14000 lidi, z nichZ vice nez 15% jséti do 10 let. Celosttové piibyva
HIV-pozitivnich Zen ve fertilnim &ku, ¢imZ se vys¥tluji stale stoupajici gy deti
infikovanych HIV ve s¥té. NejvyssSi vyskyt osob infikovanych HIV je v subaaské
Africe, v jihovychodni Asii a v zemich byvalého Stského svaz{f®'? V Ceské
republice byl od roku 2007 do roku 2010 zaznamear@ist now zachycenychifpadi
HIV pozitivnich osob. P&y now zachycenych se pohybuji nad 100 novyd¢iparch
roéné. V roce 2011 jiz bylo eské republice celkem 1675 HIV pozitivnich osob.
Nejvice HIV pozitivnich pipada na Prahu (k 31.12.2011 to bylo 800 evidovaryt/
pozitivnich osob), dale nai®tiasesky a Jihomoravsky kr&f

Testovani daric krve na znamky infekce HIV se provadi na celértésvDiagnostika
infekce HIV se v zézenich transfuzni sluzbybné provadi pikazem protilatek anti-
HIV 1 a 2 a zji&nim p24 antigenu HIV.

% Circulating Recombinant Forms
% Unique Recombinant Forms
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5.2.2.2  Lidsky T-lymfotropni virus

RozliSujeme lidsky T-lymfotropni virus-1 (HTLV-1) Bdsky T-lymfotropni virus -2
(HTLV-2). HTLV-1 se vyskytuje pedevsim v Japonsku, v centralni Africe, v Karibské
oblasti a u australskych domoradc

V Evrope je prevalence pod 0,5%. Infekce s pfedevsim krvi, mozny je i vertikalni
ptenos, penos sexudlni cestou je m¥émyznamny'® Nakaza prothne u &loveka
vétSinou asymptomaticky a projevi se pouze sérokaiveYirus vSak perzistuje
v lidském organismu a ibe zpisobit poruchu regulace imunity. Diagnostika je

zaloZena na jikazu specifickych protilate&®

HTLV-2 se vyskytuje nejvice u severoamerickych hogimerickych Indidin a u
intravendznich uzivatéldrog. Prevalence HTLV-2 je podstatnizsi nez u HTLV-1.

Infekce probiha obvykle subklinick}?)

V Ceské republice se testovani HTLV-1 a HTLV-2 u ddave neprovadi.

5.2.3 Herpes viry

VSechny herpetické viry maji schopnost vyvolavatutiio trvajici latentni infekci a
reaktivovat se §d oslabeni imunity.

Replikace herpetickych virprobihd uvnit buné¢éného jadra, lipidovy obal Wir ma

pavod v jaderné membr&nPo skoweni replikace infikované tiky zanikajit'®*°)

5.2.3.1 Cytomegalovirus

Cytomegalovirus (CMV) je nefsi virus, ktery infikujetloveéka. Pati mezi nejldzngjsi
oportunni patogeny. Zdrojem infekce je nemociogvék nebo nosi, ktery vylwuje
virus slinami nebo mo. K prenosu infekce dochazi horizontél{vzduSnou cestou,

kontaktem, sexuan matgskym mlékem, krvi), ale i vertikéattd'®*®

Virus je roz&feny po celém s#¢, ve vSech populacich. Promeoost stoupé
s wkem, u dosglych je az 60%, v ¢kterych oblastech Afriky az 100%.
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Primoinfekce je obvykle asymptomaticka, ale prav disledku asymptomatické
primoinfekce dojde k roz&ni viru do fiznych tkani a orgdn CMV poté celozivot#
perzistuje v latentnim stavu v T-lymfocytech (i yjoln leukocytech), v tkanich a

organech.

U imunosuprimovanych jedific miZze dojit k reaktivaci latentni infekce &kym
prabéhem. Klinicky rozliSujeme cytomegalovou infekci zemou nebo ziskanou. Pokud
je nakaza ziskana, primoinfekce probihd, jak jilb lmintno, u imunokompetentnich
osob obvykle asymptomaticky nebo se projevujefipfovymi piiznaky”. Infekce
cytomegalovirem se @iZe projevovat i &Simi klinickymi stavy jako je syndrom
infekéni mononukledzy nebo cytomegalové hepatittfa.

Pokud dojde kienosu CMV transfuzi krve nebo jejich slozek
imunokompetentnimu pacientoviiie byt potransfuzni cytomegalova infekce klinicky
zcela asymptomaticka, zjistitelnd pouze na zéklagtvoreni protilatek proti-CMV.
Naproti tomu u imunosuprimovaného pacientéZzen mit potransfuzni cytomegalova

infekce vazny, dokonce i fatainféfsh .

V Ceské republice neni testovani CMV &asti screeningu infékich markel u dard

krve.

5.2.3.2 Virus Epsteina a Barrové

Virus Epsteina a Barrové (EBV) je roish po celém s#¢. Zdrojem nakazy jsou
nemocni lidé, osoby s inaparentni infekci a zdrawsti viru, u nichz dochazi
k reaktivaci viru a vylgovani viru slinami. K genosu infekce obvykle dochaziiqpym

kontaktem (sliny) nebo kapénkovou cestou.

U malych @ti probiha nakaza obvykle inaparefitm dorostovém &u (mezi 15. a 20.
rokem) vznikne manifestni onemaan (infekéni mononukleéza). V dosfosti Ize

prokazat protilatky proti EBV az u 90% evropskeé plape.

Onemoceini zanechava dlouhodobou imunitu, ale vzhledemmutoze virus po
nékaze doZivoth perzistuje v organismu, e se p riznych podstech reaktivovat.
EBV ma také ufity onkogenni potencial — infekce EBV je spjatavgaikem fiznych
malignich onemoci, jako je napp Burkittiv lymfom, primarni lymfom mozku,

Hodgkiniv lymfom a nazofaryngealni karcinom.
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S EBV infekci jsou spjata i dalSi relattvnbenigni onemocmi jako je nap
potransfuzni lymfoproliferativni onemogmi a lymfoproliferativni onemoemi vazané
na X chromozom. O EBV se také diskutuje jako o néoZnpivodci chronického

inavového syndromt®

Diagn6zu infekce virem Ebsteina a Barrové podporpi@éomnost heterofilnich
protilatek v séru (Paulova-Bunellova reakce}i Rejasnych nélezech se provadi

vySeteni protilatek proti jednotlivym antigém EBV.®

Pfrenos EBV transfuzi je mozny, EBV je také jednouizip tzv. , postperfuzniho
syndromu“ — stavu podobnému vir6ze, ktery se ohgewpo transfuzicerstvé krve
v kardiovaskularni chirurgii. EBV ieneseny transfuzi neni velkym Kklinickym

problémem, &koli maze dojit i k genosu na ifjiemce organ.*

V Ceské republice neni testovani EBV &sti screeningu infeékich markei u dard

krve.

5.2.3.3  Lidsky herpeticky virus 6 a lidsky herpeticky vir8s

Lidsky herpeticky virus 6 (HHV-8) je v&eobechrozsteny T-lymfotropni herpeticky
virus. Primarni infekce jsou ngstjSi v ctském wku, kdy je infikovano 60-90%
lidské populace. Infekce seishegastji pfimym kontaktem, vysoce praggodobny je

i vertikélni geenos.

U dosplych imunokompetentnich jediigorobiha primoinfekceéi reaktivace HHV-6
pod obrazem infelni mononukledzy, vzaeén mize infekce HHV-6 zfisobit
fulminantni hepatitid®

Diagndzu infekce HHV-6 lze stanovit izolaci viru hwe prikazem specifickych

protilatek™®

Lidsky herpeticky virus 8 (HHV-8) ma schopnostipbirat hostitelské geny do
vlastniho genomu. Kipnosu infekce dochazi sexuala krvi, ale je mozny iienos

slinami. Proméenost populace je tedy @méa promiskui.™®

%7 Lidsky herpeticky virus 6
% Lidsky herpeticky virus 8
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HHV-8 zpisobuje latentni infekci, ma ale i onkogenni potéh{i‘isvojené buicné
geny ve virové DNA). U osob se zavaznou poruchonéiné imunity je vysoka
pravdépodobnost, Ze se viiehu rekolika let vyvine Kaposiho sarkom nebo jiné

maligni onemocini.*®

Infekci HHV-8 Ize prokazat sérologicky vy$enim protilatek proti jadernému antigenu

nebo zjistit virovou DNA v biologickém materiaft?

V souwasné dob neni sice znamo, zda je mozngemnest infekci HHV-8 krvi, ale

vSeobect nejsou infekce HHV-6 a HHV-8 povaZovany za kriémosné?

5.2.4 Parvoviry

Parvoviry jsou malé neobalené viry, Znarozstené. Prctlovéka je patogenni pouze

parvovirus B-19®

5.2.4.1 Parvovirus B-19

Parvovirus B-19 ma schopnost mnozit se v kmenouyatkdch erytrocytarni krevni
fady. Virus se vyskytuje na celémégy Zdrojem nakazy je€lovek s inaparentni nebo

manifestni infekci. K fenosu infekce dochazi vzdusnou cestou, krvi akédm. ™8
Infekci parvovirem B-19 potvrdi pkaz specifickych protilatek nebo izolace Vitfl.

Z pohledu transfuzni mediciny je vyznamné, Ze icfgdarvovirem B-19 Ize ignést
nejen transfuzi krve a jejich sloZzek, ale i krevniderivaty, nap. koncentraty
koagul&nich faktofi.

V Ceské republice neni testovani parvoviru B-19 ¢ésti screeningu infeékich

marker u daré krve.
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5.2.5 Flaviviry

Celed Flaviviry pati mezi arboviry. Tyto viry pat do mznych, navzajem
nesouvisejicich ragd ale gesto maji nemoci vyvolané€mito viry mnoho spokénych
rysi. PrenaSei arbovirovych infekci jsoutizni ¢lenovci, kté¢i napadaji obratlovce a saji

z nich krev (nap kom&i, pakomdi, muchntky, klistata).

A protoze je vyskytlenovdi vazan na wité biotopy, infekce jimi penaSené vykazuji

piirodni ohniskovost.

Arbovirové infekce pdt vétSinou mezi zoonozyglovék je pouze nahodnym
hostitelem Clovék je dominantnim hostitelem pouze @stské formy dengue a u Zluté
zimnice. Mnohé arbovirové infekce probihaji inapane, u rekterych se objevi
kratkodoba virémie, Kklinicky se projevujici hématym onemoatnim podobnym

chiipce se spontanni Gpravou pekalika dnecH™®

5.2.5.1 Virus zapadonilské hotky

Virus zépadonilské hotky (WNV3® — West Nile Virus) je RNA virus, p#ti
k arboviim, radi se daieledi Flaviviridae. Rezervoarem infekce jsou pt&gifenosu

dochéazi p bodnuti komary.

Virus se vyskytuje v Africe, Asil, jizni a vychodmdvrops a v Australii, Americe.
Infekce ma obvykle inaparentni Ueh, v piipad Klinické manifestace z&a
onemocgni nahle horé&kou a silnou bolesti hlavy, prognéza je obvykiézpiva, ale

v nekterych ipadech dochazi ke komplikacim, zejména neurolggick®

Diagn6za se stanovuje giazem specifickych protilatek v krvi nebougazem viru
v krvi.*®) Z pohledu transfuzni mediciny mé vyznam biologiaktgovani viru, na
z&klad kterého se fedpoklada, Ze je infekce WNMWgnosna transfuzi krve. Dokazuje
to i skuténost, Ze infekce byla zji&ta u pacierit po organovych transplantacich a u

pacienti, kterym byla podana transfuze kiv8.

39 West Nile Virus
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V Ceské republice neni mzeno testovani dérckrve na znamky infekce WNV.
Testovani znamek infekce WNV jefazeno do screeningu intgkch markel u darc
krve v USA, kde se provadi v letnich ¢sicich u dant krve prichazejicich

z endemickych oblasti.

5.2.6 Pavodci endogenni bakterialni kontaminace

Endogenni bakteriadlni kontaminace nastava tehdykugoje bakterie fitomna

v cirkulaci darce krve v dabodkiru. V nasledujici kapitole je uvedebepled bakterii,

AR

5.2.6.1 Treponema pallidum

Treponema pallidum je fakultatignanaerobni spirocheta, prélovéka primarr
patogenni, kterd jeupodcem syfilis. K penosu infekce dochézi sexuglvertikalre,
tésnym kontaktem se slizmimi a kozZznimi lézemi, ip poraréni kontaminovanou
jehlou, ale penos infekce je mozny i transfuzi krve. Infikov@dinci jsou maximal&
infekéni véasném stadiu, tedy ve stadiu tvrdéhi@du, kondylomat a mukdznich
&z &2

Ptima diagnostika syfilis je mozna pouze mikroskopickaboratorni diagnostika

syfilis je zaloZena na pkazu specifickych antitreponemovych protilatgié?

Z pohledu transfuzni mediciny je syfilis vyznamm&mocrini, protoZze Treponema
pallidum ve skladované krvi (koncentratech eryttacyplné krvi) geziva gi 4°C po
dobu od 4 do 21 dn(udaje o dob preziti Treponemy pallidum ve skladované krvi jsou
rizné u fiznych autoil, ale naprosta shoda je v tom, Ze Treponema pailigeziva ve
skladované krvi v chladuipteplog 4°C po rkolik dna).

Testovani znamek infekce syfilis je @eské republice #azeno do screeningu

infekénich market u dar@ krve.
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5.2.6.2 Borrelia burgdorferi

Borrelie jsou aktiva pohyblivé spiralovité bakterie, které jsou panazitirat i cloveka.
Pro jejich epidemiologii je wlezity prenosclenovci. Lymska nemoc, jejimzipodcem
je Borrelia burgdorferi, je ignosna fedevsim kligaty, ale i mouchami, komary a

dalSim hematofagnim hmyzem.

Onemocgini se vyskytuje sezotindo klinického obrazu p#tcharakteristicky kozni

erytém s centralnim vybledem, htka a lymfadenopatié®>%

Diagnostika onemoemi je zaloZzena na fkazu specifickych antiborreliovych
protilatek. Z pohledu transfuzni mediciny je vyzmam skuténost, Ze Borrelia
burgdorferi peziva ve skladované krvi po dobu az 6 dRrotoZe pibéh Lymské
nemoci je symptomaticky, jefippeclivém vybéru dard riziko prenosu Lymské nemoci

transfuzi minimalnf?24

Testovani znamek infekce Borrelii burgdorferi (Ljk@siemoci) neni Ceské republice

zarazeno do screeningu intekich market u dard krve.

5.2.6.3 Brucella melitensis

Brucella je typicky zwvieci a lidsky parazit, ktery #pobuje bruceldézu, coz je
antropozoondza, kterd primérpostihuje hospodéka zvfata, ze kterych jeipnosna
na c¢lovéka. Brucel6za neni obvykleignosna Zzlovéka na ¢lovéka, ale vzhledem

k obdobi bakteriémie je mozny iignos transfuzi krve, zejména v endemickych
regionech. Diagnostika onematn je mozna kultivéné nebo metodami
imunologickymi nebo serologickynfi*2?

Vzhledem k tomu, Zeipnos brucelozy transfuzi krve je mozny, je nutrhisletre
Z registru dant krve vyrazovat jedince, kiejsou rizikovi z hlediska infekce brucel6zou

(expozice infekci nebo infekce brucel6zou v anareipéz

Testovani znamek infekce tmobené Brucellou melitensis neniCeské republice

zarazeno do screeningu infekich market u dard krve.
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5.2.6.4 Yersinia enterocolitica

Yersinia enterocolitica je velmi roZ8ha jako zweci parazit. Vyskytuje se v primarn
infilkovaném mase, fiZze kontaminovat i vodu. Infekce yersinii jsou alité&ni.
K infekci negasgji dochazi pozitim masa infikovanych wépKlinicky obraz se réni
podle wku. U dti se infekce projevuje hafikeou a piijmy, u dosglych jedindi

prevazuiji giiznaky infekce zazivaciho traktu aijmy.?*2%

Diagnostika onemoani se provadi biochemickymi a serologickymi metod&h?®

Z pohledu transfuzni mediciny je yersiniova infekgenamna z &olika divodi:
a) obdobi bakteriémie je asymptomatické

b) yersinia enterocolitica je schopna wblpiezivat a mnozit se vkrvi, v
transfuznich fpravcich a to i po dobu skladovani transfuzniéipravki pri

nizkych teplotacht®

Z téchto divodi je treba ¥novat pozornostétn Udajim v anamnéze potencialnich
dardi krve, které by mohly byt rizikem z hledisk@#eposu yersiniové infekce. Testy
vhodné k vysébvani daré krve nejsou k dispozici, takze se potransfuznissep
zpisobené yersinii enterocoliticotadi i v sodasné dob k vaZnym potransfuznim
komplikacim.

5.2.6.5 Salmonella

Salmonely jsou fakultativn anaerobni gramnegativni ¢y, patici do celedi
Enterobacteriacae. Obvykle Ziji jako komensalovgrikezitostni parazité ve igvnim
traktu 1iznych obratlové. Radi se mezi fakultativn intracelularni parazity, ale

v prostedi bohatém na proteiny mohou Zit i jako saprofyté.

Odolavaji vyschnuti i teplotdm pod bodem mrazuu jschopny mnoZenitipteplotach
kolem 5°C, coz je teplota skladovani transfuznitipravki, které obsahuji erytrocyty.
Podle moderni klasifikace, ktera vychazi z genétiakalyzy, obsahuje rod Salmonella

jediny druh, a to Salmonella enterfé5®)
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Salmonely jsou fvodci tyfu, paratyfu a salmoneldzriBni tyfus a skupina paratyf
jsou vyhrads lidské infekce, které sagnaseji kontaminovanymi potravinami a vodou
nebo gimym kontaktem s nemocnym jedincem nebo bacil@éeasi VCeské republice
je v sokasné dob vyskyt tyfu a paratyf zcela ojedialy, pokud se vyskytne, jedna se
pievaZzi o importovana onemoéni. Salmonel6zy pé#t k negasgjSim bakterialnim
sttrevnim infekcim nejen u nas, ale i veé&v Salmonely mohou vyvolatkolik forem
infekce, od zcela asymptomatickéep gastroenteritickou formu az po bakteriémii

s horekou, jejimz disledkem niZe byt vznik extraintestinalniho loziska.

Z pohledu transfuzni mediciny je infekceigpbena salmonellou vyznamna vzhledem
k tomu, Ze v pibéhu onemoceéni salmonelly porrné casto pronikaji nejen do
submukozy, lymfatickych cest, ale i do krevnih@lulb a mohou vyvolat kratkodobou

bakteriémii, ale i septicky stav.

5.2.6.6 Campylobacter
Bakterie rodu Campylobacter jsou malé, pohybliveingregativni tyky. V prirock jsou

velmi rozstené a ¥tSina z nich je adaptovana na podminky, které gdmrakteristické
pro travici trakt teplokrevnych Ziéechta. Jsou vSak odolné iriptzv. ,,chladnitkovych®
teplotach®, tedy teplotach mezi cca 2 — 8°@,Kperych tak mohou igzivat ve vod,
mléce a potravinach ikolik tydna. Y

Campylobakteriézy jsou celo&ové rozStené zoonozy. Rod Campylobacter
zahrnuje 18 druln 11 z nich niZze vyvolat onemocmi u lidi. NejwtSi vyznam ma
Campylobacter jejuni, ktery s€in¢ vyskytuje gredevsim u dibeZe. K penosu infekce
dochézi alimentarni cestou (poziti nedostatepracovaného kontaminovaného masa),
k prenosu infekce mezi lidmi dochazi jen zcela vygme Klinicky se infekce

Campylobacterem projevuije jako akutni enterokaitif

Vzhledem ktomu, Ze Campylobacter jejuni je potéim¢i invazivni patogen, je
vyznamny i z pohledu transfuzni mediciny. Dogoljg se ¥novat pozornostém
adapim v anamnéze potencialnich déakecve, které by mohly znamenat rizikbeposu

infekce Campylobacterem.
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5.2.6.7 Streptococcus

Do rodu Streptococcus patvelké mnozstvi druly které se vyskytuji &loveka i u
zvirat. Streptococcové tvibkomensalni floru, jsou to podn&mé i primarni patogeny.
Jednim z nejvyznandjsich patoge ¢lovéka je Streptococus pyogenes. Streptococcus
pyogenes zfsobuje akutni bakterialni pharyngitidu, kozni itéysova onemocimi, je
piicinou celos¥tove vyznamné morbidity a mortality. Kipnosu infekce

Streptococcem dochazi kapénkovou cestotiraypn i neiimym kontakten?")

Stejrg jako Campylobacter, je i Streptococcus potenéidimvazivni patogen, i
propoustni potencionalniho darce k afthh se tedy doporiuje wnovat pozornostm

Gdajaim v anamnéze, které by mohly souviset se streptolakinfekci.

5.2.6.8 Staphylococcus

Bakterie rodu Staphylococcus jsou grampozitivni aigiblivé a nesporulujici koky,
typicky uspdadané do shlukve tvaru hroznu.

ey

Jejich charakteristickym rysem je Uzka vazbaclwacka, Ziji jako komenséalové na
povrchu sliznic a jsou potenci&mvazivre patogenni. Ze vSech stafylokoje nejvice
virulentni Staphylococcus aureus, ktery kolonizslignice a kzi jako sodast &zné
rezidentni flory, niZze ale zfisobit i €Zké, Zivot ohroZujici infekce.

U 20-40% jedind byva intermitentéd pozitivni asymptomatické ndsitvi.
K ptenosu infekce dochazi kapénkovou cestou a kontakfsimpni branou infekce je
obvykle poruSenaike nebo sliznice. Staphylococcus aureugearepisobitiadu Gzné
zavaznych onemoéni od impetiga fes fzna hnisava postiZzeniuke, vlasovych
folikula, infekce kosti a klouh pneumonie, sepse az po stafylokokovy syndrom

toxického $oku nebo stafylokokovy syndrom teye Kize @

VySe uvedené patogeny a mnohé dalSi jsou anyaghko pivodci sepse souvisejici
s podanim krve a krevnich slozek (transfuznidprpvki). Proto je teba myslet na to,
Ze u potencialnich darkrve mize byt v¢ase odbru pritomna kratkodoba bakteriémie
v diasledku mirné gastrointestinalni infekce nebo usiedku malého zakroku
v orofaciélni oblasti, zejména po extrakci zubu keme jako disledek drobného

poraréni.
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5.2.7 Pavodci exogenni bakterialni kontaminace

K exogenni bakterialni kontaminaci dochazi tehdgkuyal se bakterie dostane do
odkérové soupravy &hem venepunkce, vigichu odiEru nebo v dob po ukoreni
odkeru tj. béhem zpracovani, skladovani a transportu krve nedjachj slozek

(transfuznich fpravki).

Nejcastji dochézi k exogenni kontaminaciehem venepunkce, kdy jetdodem
nelinna nebo dokonce opomenuta dezinfekiteekv mist venepunkce.

Spravna a &inna dezinfekce e p@ed vlastni venepunkci je zlatym vitalnim
standardem v ramci procesu &db krve a krevnich slozek, ktery nelze ignorovat.
Exogenni patogeny (patogeny z okolniho prex) jsou vSeobeéncastou picinou
bakterialni kontaminace transfuznichigpavki skladovanych i vysSich teplotach,
tedy zejména koncentfattrombocyti. Exogenni patogeny jsou schopnyi pzv.
pokojové teplat skladovani (20-24°C) rychlého mnoZeni a produk@k&ého mnozstvi
toxini. Z téchto divodi mohou byt exogenni patogenyiginou potransfuznich
septikémii.

5.2.7.1 Pseudomonas

Rod Pseudomonas s&adi ke gramnegativhim aerobnimckgm, vyskytuje se
v odpadnich vodach, vige¢, ve stolici domacich ziat i lidi. Kolonizuje sliznice,
hlavre respir&gniho a mgového traktu u imunosuprimovanych jedind/e velkém
mnoZstvi se rive vyskytnout v nemoctmim prostedi, kde kontaminuje dychaci
pristroje, nebulizatory a katetry. Kmeny vyvolavaj@mocnini infekce jsou obvykle
vysoce virulentni a rezistentni na antibiotika. Zdravého clovéka ve velmi
kontaminovaném prasdi miZze dojit ke kolonizaci, ale nevznikne onemidn

Onemoc#ini vznika u imunosuprimovanych jedins defekty fagocyt6z{#?

5.2.7.2 Serratia

Rod Serratia sd¢adi ke gramnegativnim fakultati&nanaerobnim tkam. Serratia

marcescens je jedinym vyznamnym zastupcem tohaio. ro
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MuzZe byt souasti fyziologické sevni flory, ale vice je roz&na v zevnim progdi.
fyziologickych bariér ve spojeni s nedostateu hygienou. Klinicky se infekce
zpiusobenda Serratii marcescens projevuje jako septnogelitida, infekni artritida,

endoftalmitida, meningitida nebo endokardititfa.

5.2.7.3  Staphylococcus

Rod Staphylococcus byl jiz znéim v kapitole 5.2.6.8. v souvislosti se vznikem

endogennich bakterialnich kontaminaci transfuzpigravka.

5.2.8 Rickettsie

Rickettsie jsou aerobni gramnegativni bakteriettS8Ma z nich jsou obligatorni
intracelularni energetni paraziti (vyuzZivaji ATP hostitelské i#ky, dokud je

k dispozici). Nekteré druhy ricketsii jsou prélovéka patogenni. #frozenymi hostiteli a
tim i prirodnim rezervoarem &t8iny patogennich drdh rickettsii jsou obratlovci
(hlodavci, psi, jeleni, srnci, ovce, kozy, skotetrs ¢lovéka. Hostiteli rickettsii mohou
byt i roztaii nebo larvy komét.

Vektorem jsou pakizni ¢lenovci. Infekce hostitele provazena rickettsiaamize u
infikovanych obratlové probihat i asymptomaticky, coz je vyznamna skubst
z pohledu transfuzni mediciny. Symptomaticka inéelge klinicky projevuje jako
tyfové onemoceni nebo jako exantémova (purpurova) tskeg??

K ptenosu rickettsiové infekce transfuzi krve v extrémamacnych pipadech dochazi.
Byl vSak pouze prokazanignos Q-horéky a Hore€ky Skalistych hor. K fenosu
infekce transfuzi rize dojit pouze vifpak asymptomatického fibchu infekce, ale
protoze infekce ve &siné pripadi probihd jako symptomaticka, neni potencialni darce
propustn k odtiru.*® Testy k diagnostice rickettsiové infekce jsou $iatispozici, ale

vzhledem k jejich nakmosti nejsou vhodné pro screening u ddmwe.
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5.2.9 Protozoa

Protozoa (Prvoci) jsou jednobtimé organizmy, jejichz hika obsahuje pravé jadro. U
¢lovéka se uplatuji jako parazité sevniho traktu, urogenitalniho traktu, centralniho
nervového systému, jako parazité krevniho a lyrckatio systému a jako parazité tkani

v nejrizrgjich organeck>

5.2.9.1 Plasmodia

Plasmodia jsou ijvodci maléarie. RozliSujemetyti druhy plasmodii: Plasmodium
falciparum, které zjsobuje tropickou malarii, Plasmodium vivax a Pladiam ovale
jsou pivodci malarie itidenni, terciany a koke¢ Plasmodium malariae, které
zpiasobuje malariictytdenni, kvartanu. Plasmodia maiji slozity vyvojoviklog, swij

vyvoj dokortuji v samicich komara rodu Anopheles.

Clovék slouzi parazitu jako mezihostitel a nakazi sddobi, kdy jsou plasmodia
ve stadiu sporozaitobsazené ve slinnych Zlazach komara.sBni komara jsou pak
sporozoity inokulovany do krevniho &hu. U ¢lovéka dochazi k sérii rozmnoZzovacich
cykli, z nichz prvy nebo dkolik dalSich probiha asymptomaticky vitikdch jaterniho
parenchymu, kde mohou parazité dlouhadpbezivat. Odtud infikuji erytrocyty, ve
kterych probihaji dalSi¢aso¥ synchronizované rozmnoZovaci cykly. Erytrocyty
naplrené parazity praskaji a prédvehdy dochazi k typickému malarickému zachvatu.
RozmnoZzovaci cykly probihaji uiznych druli s iznou ¢asovou periodicitou. Této
periodici€ odpovida frekvence hafeatych zachvat

Po ukité dolE se v krvi objevuji sexualni stadia parazita (garogty), ktera zahajuji

dalsi vyvoj plasmodii v koméarovi po nasati infikogakrve®)

Plasmodia se vyskytuji hlagrv tropech a subtropech, ale jejich vyskyt zasaluje
do mirného pasma.ripady vSech druhmalarie se objevuji i v mirném pasmu, kam
mohou byt importovani jedinci nakazenymi v malafick oblastech nebo komary
importovanymi letadly (tzv. letitni malariéf)

Zakladem diagnostiky malarie je mikroskopicky ngbkdasmodii v krevnim nétu nebo

v tlusté kapce, obvykle barvenych Giemsovym bami{®&

53



Z Zivotniho cyklu plasmodii jeiejmé, Ze malarii I1ze transfuzi krvéemést. Proto je u
potencialnich dafckrve wnovana velkd pozornost jejich cestovatelské anaeaéa

jedinai, kteri uvadji pobyt v malarickych oblastech je agthodlozen.

V Ceské republice a v ostatnich evropskych statech diagnostika malarie ¥azena
do screeningu infekich market u dar@& krve. V zemich mimo Evropu neni
diagnostika malarie u dar&rve také bzn¢ provadna.

Diagnostika plasmodii v tlusté kapce je sice moZake vzhledem kizné mfe
parazitémie utiznych jedin@ a nutnosti vySébvani velkého mnozstvi dér&rve, neni

diagnostika malarie vhodna pro rutinni vydgani potencialnich dakdkrve.

5.2.9.2 Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi, gvodce Chagasovy choroby, je Stihlycikovec, ktery se
vyskytuje ve dvou formach. V krevniecisti, kde se nemnozi, se vyskytuje ¢ikaté
formé a v bezhiikaté ovalné form se vyskytuje uvnitburgk riznych tkani, kde se
mnozi. Trypanosoma cruzi je nejvice ré@ga v jizni a $edni Americe. V Latinské
Americe je vyskyt Chagasovy choroby endemicky & ygjskyt stoupd i v jiznich
statech USA diky imigradtn, ktei prichazeji z Latinské Ameriky do USA hledat
praci®®

PrenasSéem Trypanosomy cruzi jsou krev sajici ploSticegjichz stew se parazit
mnozi a vyviji se. Kfgnosu infekce dochazi kontaminatiyrvetenim infeknich
stadii obsaZzenych ve vykalech plostic do koznérkod nebo do oni spojivky.
Vzhledem k charakteru Zivotniho cyklu Trypanosonmezny i genos transfuzi krve,
protoze mnozeni paradit ve tkanich v akutnim stadiu infekce j&asto

asymptomatick&®

Z pohledu transfuzni mediciny jeildzité identifikovat jedince, kité jsou rizikovi
vzhledem k expozici infekci, jejimz apodcem je Trypanosoma cruzi i{ghod
z endemickych oblasti, cestovatelskd anamnézaakraptovat je jako darce krve.
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5.2.9.3 Toxoplazma gondii

Toxoplazma gondii, jvodce toxoplasmozy, je parazit se slozitym vyvojovgyklem,
¢lovek je pouze jednim z mnoha moZnych mezihostitghrazita. ¥tSina lidskych
infekci ziskanych mimo graviditu je asymptomatiek&enigni, i kdyz pravghodobré

vzdy dochazi ke generalizované infekci. Diagnastixoplasmdzy je serologick®)

Vzhledem ktomu, Ze byly popsanyipady genosu toxoplasmozy transfuzi u
imunosuprimovanych jedifici s fatalnimi dsledky, je z pohledu transfuzni mediciny
onemocgni vyznamné. Kfenosu onemocmi transfuzi krve doSlo v obdobi

pritomnosti Toxoplasmy gondif v leukocytelR.

Skute&nost, Ze i kdyZz se po préfdém akutnim onemoeni daji prokazat cirkulujici
protilatky, Toxoplazma gondii dale perzistuje vdeaytech a je takijiXinou latentni
infekce s moznosti reaktivace, je argumentem pralapb deleukotizovanych
transfuznich fipravki alesp@ imunosuprimovanym paciai.

V Ceské republice neni testovani na znamky infekceoflasmou gondii zazeno do

screeningu infeknich market u dara@ krve.

5.2.9.4 Babesie

Babesie jsou velmi drobni parazité erytragyte kterych probiha jejichéteni, po
kterém pak napadaji dalSi erytrocyty. RozliSujeBabesii divergens, kterd je spolu
s Babesii bovis parazitem skotu, hlawnteplejSich klimatickych oblastech, a Babesii
microti, ktera je kosmopolitnim parazitem drobnydbdava (mysi, mySic, hrabdg.
Babesie zfisobuji onemoaini babesidzu, ktera ségmasi sanim infikovaného kg

nebo i vetenim infikovaného rozdrceného kit do odrky ¢i spojivky.%®

Babesia divergens a Babesia bovisisgbuji rychle progredujici a obvykle smrtelné
onemockni, které se klinicky projevuje hafieou, anémii, ikterem a renalnim selhanim

a to pouze u jediricpo splenectomif®
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Babesia microti zjisobuje mirnou formu onemoam, které se Kklinicky projevuje
Unavou, hor&kou, bolestmi hlavy, klouba svai a to u osob s intaktni slezin&8.

Babesioza je sice obvykle symptomatické onersoignale klinicky se nize
projevovat i velmi mirnymi fiznaky, takZe fgnos onemocmi transfuzi krve je mozny,

zejména kdyZ mistem replikace parazita jsou erytyoc

Studie s Babesii microti prokazaly, Ze Babesia oticnize gezivat ve skladované krvi
(v chladu pi béznych skladovacich podminkach) az jedessiay je tedy rizikem pro
pacienty, kterym je podana transfuze erytroad infekiniho asymptomatického darce

krve 5

Vzhledem ke skutmosti, Ze testovani dardkrve na znadmky babesiézy neni mozné, je
Ukolem zaizeni transfuzni sluzby provétdvybér dardi krve tak, aby se rizikoipnosu

babesiozy transfuzi minimalizovalo.

5.2.9.5 Leishmanie

Leishmanie jsou mali 8ikovci, prenaseni nélovéka sanim drobného hmyzu, v jehoz
zazivacim ustroji prathvaji Leishmanie vyvoj. V teplokrevnych obratlosfecietns
¢loveka Zije parazit vylané uvnitt makrofagdi, kde se mnozi. Po prasknuti infikovanych
makrofag: jsou uvolrni parazité fagocytovani dalSimi makrofagy, jejighrbliferaci
parazit zarovie podporuje. Leishmanie se vyskytuji v teplych otdals mirného pasma,
v tropech a subtropedf?)

Charakter onemoeni je velmi individualni, zalezi na vlastnostechrgzita a na
stavu imunity infikovaného jedince. Klinicky nejuyamrejsSi je leishmanioza
visceralni, ktera se projevuje hdkeu, hepatosplenomegalii, lymfadenopatii, anémii,
leukopenii a kachexilOnemocgni se diagnostikuje mikroskopicky nebo kultiné
z koznich afekci nebo organovych biopsii. U viskdérdormy se daji prokazat

specifické protilatky?®

Z hlediska importu d@eské republiky je pak vyznamna visceraletisila leishmanioza,
ktera se vyskytujeipdevsim v 8tské populaci ve Sdomdi.

56



Ze severni Afriky nize byt importovana kozni leishmaniéza v potidbv. suchého
viedu. V podob tzv. vihkého wedu knam mZe byt ndkaza importovana
z polopoustnich oblasti Blizkého Vychodu nebo zeadai Asi¢?®

Vzhledem k vlastnostem parazita existuje v endeyeickoblastech potencialni riziko
pienosu onemoemi transfuzi krve. Ale protoze parazitémie jSinou gechodna a

mirna, je riziko nizké&*

Stejre jako v gipadct babesiézy neni testovani d@rkrve na znamky leishmanidzy
mozné, pro minimalizaciipnosu infekce transfuzi je tedyé&licovy vybér dardi

krve.

5.2.10 Priony

Priony jsou bilkoviny, jeZ jsou norma&miitomny v organismu v tzva-konfiguraci.
V tomto pipact je zakladem molekuly-helix. Vlivem rekterych okolnosti se tato
struktura nize gesmyknout do rovinného us@aani p-konfigurace),cimz pivodni

molekula ziska jiné vlastnosty

Priony zpisobuji u lidi i u zvfat vzacnd onemoéni, tzv. transmisivni spongiformni
encefalopatie. Priony neobsahuji nukleovou kysedéimrotoZe jsou vlastnimi proteiny
téla hostitele, nevyvolavaji zadnou imunologickou astrou reakci. RozliSujeme dva
typy PrP° (prionovych proteif): prionovy protein C (celularni, senzitivniad
protedzam, PrB, ktery je normalnim, fyziologicky se vyskytujicimembranovym
glykoproteinem bugk nervového systému a lymfatické tkém prionovy protein Pr¥
(scrapiovy, rezistentniii proteazam), coz je patogenni izoforma, kterakanjak jiz
bylo zmiréno, zneénou prostorového uspadani proteinovéhtetézce, ve kterém klesa

podil a-helixové struktury aifibyva p-struktury®”

Existuji dva zakladni Zysoby enosu: alimentarni — pozitim potravy obsahujici
infekéni priony a iatrogenni — lidskymastovym hormonem nebo gonadotropiny
ziskanymi z hypofyz zetelych osob.

“0 Prionovy protein
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Typickym znakem prionovych chorob je odchylny metamus PrP a jeho nasledné
hromadni. Existuji ti mozné zjisoby vzniku prionovych chorob <€di¢na, sporadicka
a infekeni.

V piipact dédicnych prionovych chorob dochazi k tvértpatologického proteinu
nasledkem mutace genu pro PrP. U sporadickych @rigih chorob dochazi ke
spontanni konverzi fyziologického PrP na jeho pajmkou formu a kon#¢ u
ziskanych (infe&nich) prionovych chorob se normalni prion dostaeakdntaktu se

ziskanym patologickym prionem, ktery navodi¢nm jeho prostorového usfamani.

Klinicky se onemocéni projevuje jako subakutni nezdlivé degenerativni
onemocgni mozku s rychle progredujici demenci, svalovyiec&mi a zndnami na
EEG*. Typicka pro onemoeni je dlouha inkubani doba (¥tSinou mnoho let).

Z4ajem odborné transfuziologické regnosti o prionové choroby se zvySsil po roce
1996, kdy se poprvé ve Velké Britanii objevila noagianta Creutzfeldovy — Jakobovy
nemoci, ktera @loveka pravapodobré vznika po nakaze bovinnimi priony u geneticky

vnimavych jeding.®”

Je Zejmé, ze vCJ¥ (varianta Creutzfeldovy — Jacobovy nemoci) jekiél forma BSE
(bovinni spongiformni encefalopatie), ktera vznik&lovéka po poziti masa krav
nemocnych BSE. V souvislosti s tim vyvstala otazdg je mozny fenos vCJID Kkrvi,
ale nazory na moznostgmosu vCJD transfuzi se i v sagné dob razni. Byl sice
publikovany ojedigly pfipad genosu vCJD transfuzi, ale ani u tohothppdu se
nepod#ilo jednozn&né prokazat, Ze ifikinou onemocéni je @enos [@vodce
onemocgni transfuzi. Kauzalitaipnosu vCJD transfuzi ani neni odbornotejeosti
vSeobec# akceptovana. &oli riziko ptenosu vCJD transfuzi neni znamo, dopojel
se jak v USA, tak i v Evrapneftijimat jako darce krve jedince, kigpobyvali v letech
1980-1996 vice nez 6&sic ve Velké Britanii a ve Francit?

V Ceské republice je toto dop@eni z&izenimi transfuzni sluzby také vseob&cn

akceptovano.

“! Elektroencefalogram
“2varianta Creutzfeldovy — Jacobovy nemoci
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6 Screening infeknich markera u darca krve

Tato kapitola je ¥novana zpsokim, které lze pouzit pro diagnostiku inéelch
markei u dar@é krve v praxi. Podrobfli se také zabyva analyzou jednotlivych

moznosti pimého a nefimého piikazu patogeinv lidském organismu.

6.1 Laboratorni diagnostika infékich nemoci u daéickrve — Gvod do
problematiky

NejspolehlijSi metodou diagnostiky infékich onemoceni je pfikaz pivodce spolu
s podrobnym fyzikalnim vySiegnim. Ri obtiznosti pimého zjiséni patogenniho agens
(nag. pro jeho kultivéni naroky, nizkou koncentraci ve vy&etané tlesné tekutid,
nedostupnost cilovych tkani apod.) je wSin¢ pripadi pouzivan pikaz nepimy, a to
pomoci dynamiky specifickych protilatek. Kvalifikamé zhodnoceni dynamiky hladin

protilatek je hlavni diagnostickou metodou u mnistiakénich onemoceni (?®

Obecné principy diagnostiky infékich chorob se vyuzivaji i v transfuzni medigin
kde je diagnostika latentnich infekci u datarve jednou z priorit. V krvi dafc lze
zachytit infekni agens bdi na Urovni celého mikroorganismu, gopeho antigennich
determinant na zakladzachytu specifickych protilatek — tedy metodoufimpu nebo
pomoci pimého stanoveni na Grovni nukleovych kyselin (NATNucleic Acid
Testing). Nevyhodou néjmé metody je skutmost, Zze zachyt specifickych protilatek
v krvi darce pouze znamena, Ze darce krve byl «terou infekci v kontaktu nebo se
jedna o protilatky postvakcigai a neznamena tak vzdy infekciozitu darce.rpqck
infekci HIV, HBV a HCV vSak vzhledem Kk jejich bialcké povaze fikaz

specifickych protilatek znamena vzdy potencialrikio infekce.

3 Nucleic Acid Testing

59



6.2 VysSeteni krevniho obrazu

Laboratorni diagnostika infékich chorob u datckrve zahrnuje i posouzeni vyslédk
vySeteni krevniho obrazu, protoZe bakterialni, viroygaeazitarni infekce mohou vést i

k Utlumu krvetvorby.

Pro bakterialni infekce je typicka leukocytéza stnafilii (od 12x10 el/l s posunem
doleva), naopak leukopenie s neutropenii, grantb@enii mohou byt znamkou
virovych onemoc#ni. Pozornost jeféba ¥novat i eosinofilii, ktera provazicktera

alergickd onemocmi a parazitdzy. Eozinofilie fize byt také jednim z prvnich projev
Hodgkinovy choroby. V neposlediad je treba sledovat i pet trombocyl, protoze

trombocytopenie j&asta nap u prvnich malarickych zachwaneimunnich osob, je
také charakteristicka pro akutni fazi ¢ah infel¢nich nemoci, ktera&sSinou nemaji

klinické piiznaky'®®

6.3 Primé vySetovaci metody vyuZzivané pro screening icfgkh
markef u dar@ krve

Ptimo lze prokazat patogeny rfag krevnich elementech, aléimé vySetovaci metody
vyuZivané pro screening inf&kich markei u daré krve jsou zalozeny na testovani

piitomnosti virovych nukleovych kyselin v krvi ddér&rve a krevnich slozek.

6.3.1 Polymerazovéetszova reakce (PCR)

Polymerazovdetézova reakce (PCR) gak zakladnim metodam diagnostiky DNA. Jde
vlastre o enzymatickou amplifikaci vybranych use®NA v cyklické reakci o fiech

teplotnich fazich za pouZziti termostabilni DNA pobrazy.

4 polymerazovéetszova reakce
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Popis jednotlivych fazi :

1)

2)

3)

Dvouvlaknova DNA je nejprve v prvni fazi denatwéna na d¥ jednovlaknové
templatové molekuly DNA. Tato faze je ozoaana jako denatwai, pouzivané
teplotni rozmezi § této fazi lezi mezi 92-98°C v zavislosti na &pbi (optimalr
pii 95°C). Prvni faze probih& do 15-ti sekund (pegfmenty mensi nez 15kb), jsou-
li pozadovany ¥tsi frakmenty DNA, 30 sekund aZ 1 minutu.

Nasleds dochazi ve druhé fazi k hybridizaci znamych oligkieotidovych sond
~primerd” na ok testované templatové DNA. Hybridizd faze probihaipteplot,
kterd se rovna denaturd teplot duplexu templatové DNA s primerem minus
12°C, obvykle v rozmezi 50-55°C, nizka teplota paui§ snizuje specifitu, vysoka
teplota zamezi amplifikaci. Pro t§mou amplifikaci templatovych DNA véeti
fazi neni nutné ip vlastni hybridizaci znat nukleotidovou sekvenelého Useku této
DNA, musi byt znamé alesposekvence kratkych Usgkna obou koncich
templatové DNA, kam oba primery hybridizuji.

Ve teti, tedy posledni fazi (amplifikai faze), probiha syntéza nového
komplementarnihoiettzce vzdy ve siru 5— 3°, reakce je katalyzovana
termostabilni DNA-polymeradzou (napc¢asto pouzivanou Taqg polymerazou).
Termostabilni polymerdzy musiméi (°PCR pouzivat proto, protoZze nacatku
kazdého cyklu jefeba denaturovat templatovou DNA vysokou teplotdaraknéi
normalni DNA-polymerazy. Termostabilni DNA-polymeyapochazeji z bakterii,
Zijicich v extrémnich podminkach. Jejich proteinetktura je evoluci upravena
tak, ze odolava po titou dobu i teplotam kolem 95°C. Jak bylo jiz uvedevySe,
negasgji se pouziva tzv. Tag-polymeraza, nazvana podl&teb@ Thermus

aquaticus.
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exonukleazové aktivify

Tabulka 6: Pehled termostabilnich DNA-polymeréz a jejich chéeaiktika podle

Polymeraza 553" exonukeaza 35 5’exonukleaza
Taq ano ne
THl ano ne
Thr ano ne
Tth ano ne
Stoffeliv fragment ne ne
Tli ne ano
Pfu ne ano
Pwo ne ano
Ul Tma ne ano

Béhem prvniho cyklu pokeaje syntéza noveého viladkna déle az za sledovanoxesek
ale néasledné cykly jiz amplifikuji tpvaz® pouze Usek mezi ¢dma
oligonukleotidovymi sondami (primery). Amplifikaggobiha v teplotnim rozmezi mezi
70 — 74°C (p pouziti primeti bohatych na obsah nukleali®c a C je skdy vhodna
teplota 80°C) a jeji délka je #&pzavisla na velikosti poZzadovanych fragnmienbw
syntetizované DNA - pro fragmenty do 1kb je to &&kuwnd az 1 minuta, pro useky
dlouhé 6-10 kb je petbna doba cca 15 min(t?

Nasledn& detekce produkPCR reakce fiZe probihat mnoha apoby v zavislosti na

aplikaci, nap. elektroforézou, v realnétiase s fluorescénim zng&enim apod.

4 zdroj: PRUSA, R., MACEK ml., M.Molekularni diagnostikaln: ZIMA, T., et al.Laboratorni
diagnostika, Galén, 2007, s.686, tab.32.3.
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Obrazek 4: Obecné schéma polymerazet&ové reakc®
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6.3.2 Multiplexova polymerazovéetzova reakce (Multiplex PCR)

Multiplex PCR je velmi vykonna modifikace PCR, ktarmoiuje wWtSi paet testovani
na zaklad jediné amplifik&ni reakce. B této metod testovani se vyuziv&tsi paet

primen, které hybridizuji stznymi Gseky templatové DNA, takZzetHem nésledné
reakce dochazi k jejich sémsné amplifikaci a vzniku produkto rizné délce a

sekvenci®?

46 Zdroj: http://www.bioscience.org/1996/v1/e/reisbhitmls/3.htm#fig3
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6.3.3 Reverse Transcriptase Polymerase Chain ReactiolPGH'),
Polymerazova&etzova reakce s vyuzitim reverzni transkripce

RT-PCR je velmi hodnotnd metoda k analyze genovérese, detekci genetickych
nemoci, ale v neposleditac® i k detekci infeknich agens, které svou genetickou
informaci nesou ve fortnmolekuly RNA, ¢ehoz se s ugphem vyuziva p screeningu
infek¢nich virovych markeér u daré krve a krevnich slozek. RT-PCR ma
nezastupitelny vyznamiipanalyze mRNA. Jeji sekvenci Ize ph@stnictvim reverzni
transkripce pepsat do cDNA a nasledize tuto cDNA amplifikovat pomoci PC&

6.3.4 TagMan

V kontextu screeningu infékich market u daré krve a krevnich slozek metodami
testovani nukleovych kyselin nelze nezminit metdegMan. V této kapitole je metoda
zmirgna string, detailnimu popisu budeimovana pislusna kapitola v praktick&sti.
Metoda TagMan je komeémi systém, ktery je mozno pouZzit jak pro genotgpiztak i
pro stanoveni genové davky. Jde o PCR s pouzitirarzei transkriptazy v realném
case, P které je pro detekci produktamplifikace pouzita fluorescence. Zny
jediného nukleotidu v PCR amplikonech Ize detekospcifickou komplementérni
hybridizaci sondy, kterd maipojen jak fluorochrom, tak i tzv. zhaSéuorescence
(,quencher®). Pokud dojde ke specifické hybridizgei quencher od§pen a navazany
fluorochrom je standardrdetekovatelny na zakladpecifické vinové délky. Vzhledem
k tomu, Ze lze pouzitizré barevné fluorochromy, je mozno vyuzit tento tySeteni

v multiplexnim format34

6.3.5 Primy prikaz patogetv krevnich elementech

Pro Uplnost jefeba uveést i moznostimého piikazu patogeiv krevnich elementech.

" Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction
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Po obarveni krevniho riitt Giemsovym barvivem jsou v erytrocytech mikrosk&p
prokazovanaizna vyvojova stadia malarickych plasmodii, v enddaych oblastech i
babesif®.

Toto vySeteni se v z#zenich transfuzni sluzby v ramciegodiErovych vysSeteni

dardi krve a poodérovych vySeteni odebrané krve ébné neprovadi.

6.4 Neprimé vySetovaci metody vyuzivané pro screening icfekh
markefi u dar@ krve

Metodami prvni volby pro testovani infakch market u daré krve jsou nefimé
vySetovaci metody. VCeské republice jsou vyuzivané wizenich transfuzni sluzby

celoplosk.

Jednd se o sérologické metody, zaloZené na deitglecakce antigenu s protilatkou.
Sérologické screeningové metody jsou postaveny Ima detekci neozianého

antigenu a/nebo protilatky nebo na detekci 6gného antigenu a/nebo protilatky.

6.4.1 Screeningové vysSaivaci metody s neozdanym antigenem a/nebo
protilatkou

Podstatoudchto vySetovacich metod je detekce vysledné precipitace regjhatinace,
ke které dochazi na zakkadeakce antigenu s protilatkou. A todw roztoku nebo
v gelu. V zdizenich transfuzni sluzby se vSak tyto metody \danie k nizké citlivosti
detekce (citlivost precipitamich metod je 30 pg/ml a citlivost aglutémich metod je 1

png/ml) pro screening infékich markel nevyuzivaji.
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6.4.2 Screeningové vysaivaci metody s ozganym antigenem a/nebo
protilatkou

Tyto screeningové vySeivaci metody mohou detekovat i nizké koncentratigemu a
protilatky, citlivost se pohybuje okolo 1lpg/ml aojs proto v z&zenich transfuzni
sluzby vyuzivany. VySSi citlivostéthto metod je dosazeno navazanim vhodnékana
ktera vykazuje intenzivni @titelny signal, na jednoho z imunoreakianese pied

uskut&nénim jejich interakce.

K vlastnimu oznéeni se vyuzZivaji ¢které enzymy (nap kienova peroxidasa,
alkalicka osfatasa, glukosa-oxidasa, beta-D-gatittasa, lysozym,
malatdehydrogenasa, glukosa-6-fosfatdehydrogenasa),fluorescesini a
chemiluminiscetni latky (nap. fluorescein-isothiokyanat, luminol) pbgadionuklidy
(nag-. 3 a

Imunoanalytické metody se zZfemym antigenem nebo protilatkou se Yizanich

133 pro proteinové antigeny, tritium neB¢C pro nizkomolekularni latky).

transfuzni sluzby pouzZivaji rejstji pro detekci v roztoku, ozgané protilatky Ize ale
vyuzit i k lokalizaci odpovidajicich antigennichusttur na elektroforeogramech, kdy se
po elektroforetickém rozdeni snési latek detekuje specificky antigerfippo v gelu
nebo — pokud jsou pouZity imunoblotovaci technikyz-po oti&ni stop rozdlenych

latek na specialni deteki membrani®

Tuto skupinu imunoanalytickych metod Ize rélitd na homogenni a heterogenni.
Homogenni imunoanalytické metody jsou charaktekstitim, Ze celkovy signal
znaky (nag. enzymova aktivita nebo fluorescence nebo radiaigkl v reaknim
objemu ped reakci antigenu s protilatkou je jiny nez jeiatd signalu komplexu
konjugat-protilatka. B uziti homogenni imunoanalyzy je intenzita signéhlivnéna
navazanim protilatky na antigen, intenzita sigméfize byt proto monitorovanashem

reakce v celém redakim roztoku.

Naproti tomu pokud k detekci antigenu a/nebo patki pouZijeme heterogenni
analyzu, kdy intenzita signalu ztky neni ovliviéna reakci antigenu s protilatkou,
nejenze nerizeme monitorovat intenzitu signalu zkg v reakknim roztoku, ale

musime po ukafeni reakce separovat emé agens vazané v imunokomplexu od

znaeného agens, kteréstalo volné v roztok{r®
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Vzhledem ké&mto fakfim jsou tedy nejasgji v zatizenich transfuzni sluzby ke
screeningu infeknich market u daré krve vyuZivané izné technologie na béazi

enzymové homogenni imunoanalyzy, hdpLISA.

6.4.3 Enzymova imunoanalyza-ELISA(Enzyme Linked Immunosorbent
Assay)

ELISA je imunochemickd reakce s enzymatickou ddiekidy je stanoveni
imunokomplexu antigen-protilatka umao navazanim vhodné ztky, tj. enzymu na
jednoho z imunoreaktaint®® Reakce probiha na pevné fazi (imunoadsurpovrch),

coz je upraveny polystyrén ve foénmikrotitratnich destiek, kulicek, Heberi nebo

pruhi. Metoda bude podrobrpopsana v praktickéasti.

6.4.4 Kozni testy

Pro Uplnost jefeba z#&adit k nepimému ptikazu infeknich onemoceni i kozni testy.

V minulych desetiletich byly kozni testy vyuZivamag. k diagnostice tularémie,
brucel6zy, toxoplazmézy. V séasné dob se kozni testy vyuZivaji k diagnostice
kokcidioidomykdzy, histoplazmdzy, leishmanidzy, mep parakokcidioidomykozy a

tuberkul6zy?®

V transfuzni medici®inejsou kozni testyipvySetovani daré krve vyuzivany.

“8 Enzymové imunoanalyza, Enzyme Linked Immunosoriesay
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7 Metody pouzivané k vySatovani (screeningu) daré krve
ve swté

Jak jiz bylo uvedeno vyse, cel@ésové panuje shoda pouze ve Wb ti klinicky
vyznamnych infekci, které jsou u darkrve testovany. Jsou to markery HIV 1 a 2,
HBVY a HCV, které jsou vé&kterych zemich eventuain dophovany dle
epidemiologické situace o markery dalSich infek@g. o vySeteni malarie nebo
WNV. AvSak vlastni vySébvaci metody pouzivané k testovani irdieich markei u
dardi krve jsou na iznych mistech s¥a odliSné. V této kapitole jsou zndny
infekéni markery vySébvané u darc krve v iiznych ¢astech sita Wetné metod,

kterymi jsou znamkyechto klinicky vyznamnych infekci vySevany.

7.1 Screening infednich market u dar@ krve v Evropské unii

Rada Evropy (European Committee - Partial Agreemeoh Blood Transfusion )
stanovila pro vyséeni daré krve jako minimalni pozadavek vygeni sérologickych
markeid HIV, HBV a HCV — tedy vySéeni protilatek proti HIV-1 (anti-HIV-1) a HIV-
2 (anti-HIV-2) «etrg jejich subtyp, vySeteni protilatek proti viru hepatitidy C (anti-
HCV) a vySeteni HBsAg takovou metodou, ktera detekuje negmé&nb 1U/mi
HBsAg®”

V pievazné wtSin¢ stafi Evropské unie je v séasné dob u dard krve vySetovan
metodou NAT alesppjeden infekni marker (viz tabulka.7). V Ceské republice neni

v souwtasné dob metoda NAT k vySébvani daré krve vyuzivana éibec.
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Tabulka 7: Pehled vySateni infelkénich markeit u dard krve v Evrogg (stav v roce
2010)*

21813 (5|20 2 |32 =_|E Ro
g 2|22 |7 |7 |5 5|5 (7|5 3¢
© S P Z | € | z

Belgie X X X X X X
Bulharsko X X X X X

regﬁzll?l?a X X X X X

Dansko X X X X X X X
Estonsko X X X X X X X

Finsko X X X X

Francie X X X X X X X X X
Irsko X X X X X

ltalie X X X X X X X X

Kypr X X X X X

Litva X X X X X X X X

LotySsko X X X X X X X
Lucemburskg X X X X X X X X X X
Mad’arsko X X X X X

Malta X X X X X

Némecko X X X X X X X X
Nizozemsko X X X X X X X X
Polsko X X X X X X X
Portugalsko X X X X X X X X X X
Rakousko X X X X X X X
Recko X X X X X X X X
Rumunsko X X X X

Slovensko X X X X X X

Slovinsko X X X X X X X X

Sparglsko X X | X X X X | X

Svédsko X X X X X X
sl Ik

49 7droj: 4. SteSovicky transfuzni den, 4.11.2010, Praha




7.2 Screening infeknich market u dardé krve v USA

Ve Spojenych statech americkych je povinné nejegekgni HIV, HBV a HCV
technikami NAT (Nucleic Acid Testing), ale je powid i vySeteni HTLV /Il
sérologickymi testy a vyS@ni viru zdpadonilské hafley (WNV — West Nile Virus)
v letnim obdobi technikami NAT a sérologické vy8atf na Chagasovu chorobu u
dardi, kteri jsou istehovalci z endemickych oblasti. Syfilis se v USA 3o

nevysetuje 34

7.3 Screening infednich markel u dard@ krve vCeské republice

V Ceské republice je na zakkad/yhlasky 351 ze dne 2.12.2010, kterou s&nim
vyhlaska ¢.143/2008 Sb., o stanoveni blizSich poZzadayko zajiS¢éni jakosti a
bezpeénosti lidské krve a jejich slozek., povinnost prdstapii kazdém odbru

vySeteni diagnostickych vzotkziskanych od darce zahrnuijici
a) vyseteni k piikazu znamek infekce

» virem lidského imunodeficitu typpl a 2 (dale jen ,HIV 1 a 2), a to

metodou stanoveni protilatky a antigenu p24,

e virem hepatitidy typu B (dale jen ,HBV"), a to moeelou stanoveni

povrchového antigenu,

e virem hepatitidy typu C (dale jen ,HCV"), a to mdtmu stanoveni
protilatky, a

» syfilis, a to metodou stanoveni protilatky

b) vySeteni krevni skupiny v systéemu ABO, znaku RhD a suregové vySdeni
nepravidelnych protilatek proti erytroéyh, pricemz se nezavisle ki vysledek
vySeteni krevni skupiny v systému ABO; tato vy&eli se neprovaf u
suroviny pro dalsi vyrobu, nejsou-li takova vysei zpracovatelem

pozZadovana,
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c) podle epidemiologické situace dalSi imunohematckai vySeteni a dalSi
vySeteni znamek infekce podle specifikace transfuznitiprgvku nebo

suroviny pro dalSi vyrobu.

Vyhlaska o ,lidské krvi“ vychazi z pozadavkDirektivy 2002/98 EU. Nad ramec
direktivy Evropské unie ukladd vyhlaSka vy®ei antigenu p24 HIV a vyZeni
protilatek proti treponema pallidum.

Nad ramec vyhlasky vyseii ncktera zaizeni transfuzni sluzby j@gSHCV-Ag, dale
ALT jako znamku poSkozeni jatetiphepatitice a rektera zéizeni transfuzni sluzby

vySetuji u prvodaré i antigen HBc.

V Ceské republice jsou stanovena i pravidla konfirmacazdy opakovah reaktivni
vzorek od darce krve nebo jejich slozek musi bystth ke konfirmaci do Narodni
referergni laboratde pro virové hepatitidy a/nebo do Narodni refénédaboratée pro
syfilis a/nebo do Narodni referari laboratde pro AIDS™

7.4 DalSi staty

V Cing jsou vy3etovany u daré krve markery HIV 1 a 2, HBV a HCV. NAT
testovani neni ¢iné v sokasné dob pro (ely vySefovani daré krve rutinre

zavedeno, vyuZivaji se metody ELISA®®

V Indii jsou darci krve testovani na znamky infekdlV, HBV (HBsAg), syfilis a
malérie, a to metodami ELISR?

Japonsko jako prvni zemna s¢té zavedlo v roce 1999 NAT testovani infekch
markefi u dardé krve spolu s inaktivaci plazmy. Japonsti darciekjsou testovani na
znamky infekci HBV, HCV a HIV®

V Australii se provadi testovani dérkrve na znamky infekci HIV, kdy je zjivana
piitomnost protilatek anti-HIV - 1 a 2 metodou ELISAnamky infekce HIV - 1 jsou
navic testovany metodou NAT.
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Dale je vySabvan HBsAg metodou ELISA, kterou je také testovtiomnost

protilatek anti-HTLV a provaghy testy na syfilis. Znamky infekce HCV jsou
zjistovany d¥ma metodami. Protilatky anti-HCV jsou vyEmtany metodou ELISA a
k prikazu HCV-RNA je ale vyuZivano i NAT testovani. Fh&tivne jsou vySe uvedené
testy dophovany u darg krve a krevnich sloZekiighazejicich z rizikovych oblasti o

testy na malarii*?
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8 RozS¥eni standardniho rezimu vySatovani virovych
markeria u darca krve ve Fakultnim transfuznim oddéleni
VSeobecné fakultni nemocnice v Praze o NAT (Nuclefcid
Testing)

Standardni algoritmus screeningu irfieich markeit imunoenzymatickou metodou
CMIA byl pro &ely této prace, jak jiz bylo zmdno, doplin o testovani NAT
(metodou RT- Multiplex Real Time PCR) naitpmnost HBV DNA, HCV RNA ,
HIV 1 RNA (skupin M a O) a HIV 2 RNA. Celkem byldb&ma metodami vyS&tno
5074 vzork od 3909 pravidelnych darkrve a krevnich slozek.

V praktické casti je nejprve popsan agob vylkEru dard/vzorki pro tely NAT
testovani, parametry o&, zpracovani, skladovani a manipulace se vzorkgka
charakter celého vy&elvaného souboru a reZzim vy&etdni na obou pouzitych
systémech. Dalsi dil kapitoly praktickécasti se zabyvaji nejprve detailnim popisem
pouzitych metod, &etrg popisu vlastni prace na obou systémech, naslguhgeobny
piehled namfenych dat a vyhodnoceni vyslédk/ zawrecné ¢asti je navrzen postup
pro eventualni moznou studii k problematice testdWAT, kterd by pimo navéazala na
tuto praci a jejiz vysledky by mohly dalgigpeét k diskuzi o zavedeni rutinniho
screeningového NAT testovaniCeské republice. S@asti zawresné asti je i analyza
resp. porovnani nakladha I&bu pacieni, u kterych byla zji%na jedna z testovanych
infekénich chorob a nékladna vySetovani i zavedeni NAT testovani do rutinniho
screeningu infednich markel v Ceské republice. Tyto Gdaje jsou pak vztaZzeny na
teoreticky pdet infekci pgenesenych transfuzi od déyc kteli se nachazeji

v diagnostickém okh
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8.1 Popis vySdbvaneho souboru

Pro &ely této prace byly k dispozici reagem soupravy, kontroly a spetbni material
na testovani 5074 vzaikVybér vlastnich vzork probihal tak, aby testovany soubor co
nejverngji kopiroval charakter darcovské populace ve FTONVNzhledem k nizké
otekdvané moznosti zachytu darce v diagnosticként gkintomto patu vzorki byl
vySefovany soubor dale domin o skupinu vzork, u nichz je pedpokladana
pravéEpodobnost reaktivity v NATradow vyssi. Soubor vSech vysetanych vzork
tedy tvai dw zakladni skupiny.

Prvni skupina reprezentuje standardni populaci ipedwch dar@ FTO VFN.
Vzorky (5074 vzork) byly ziskany z obdobifjblizné 4 mésiai v prvni polovirg roku
2008 od vSech daickrve a krevnich slozek, KiepfiSli do FTO VFN nebo do
odbsrovych center FTO VFN - Jihlavy, Kadaa Chrudimi darovat plnou krev (P%
nebo plazmu formou aferézy (P Odkery vzorki byly provagny bshem vlastniho
odbsru (PA) nebo Bhem zpracovani na vyrobnim atiehi FTO VFN (P?9). Odhsr
vzorku je podrob#i popsan v kapitole gnované preanalytické fazi testovani. Testovani
prvni skupiny vzork prokéhlo na obou systémech — na systému Roche cobag s20
metodami NAT a na systému Abbott Architect i200@e kbyly vzorky testovany
pomoci standardnpouzivanych imunoanalytickych metod.

Do druhé skupiny vySsivanych vzork (fAdow desitky vzork) byly zaazeny
archivni vzorky (plazma) daickrve a krevnich slozek, u kterych byl vysledek NAT
testovani na systému Roche cobas s201 hodnocemgaktivni. Do této skupiny byly
zarazeny i archivni vzorky dafickrve a krevnich sloZzek, Kiese v dob odkeru
potencial®d nachazeli v diagnostickém okiftj. jejich dalSi odbr/vzorek byl pomoci
standard#& pouzivanych imunoanalytickych metod na systémuottbBArchitect i2000
hodnocen jako reaktivni) a zatelem NAT testovani byly tyto vzorky z archivu
vyjmuty. Tato skupina vzoikbyla testovana na systému cobas s20%.pwp poteby
rozSteného testovani i na dalSich analytickych systémecNarodni referefmi
laboratdi pro virové hepatitidy.

% PIna krev
*! Plazma z aferézy
2 plazma z pIné krve
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Dale v Narodni referemi laboratéi pro AIDS a v Ustavu Iékaké biochemie a
laboratorni diagnostiky VSeobecné fakultni nemoenic Praze. V tabulce.8 je
v piehledu uveden soubor vSech vZorkoke testované skupiny) vydenych na
systému cobas s201 metodou RT-Real Time PCR. IBietazloZeni souboru vzoik

v procentech je uvedeno v grafech ac.2.

Tabulka 8: Fehled vySdbvaného souboru - vzorky

CELKOVY POCET VZORKU 5074
%PD” | %0D | Patet | MuZi | Zeny| %MuZi| %Zeny
Aferetické odiry>* (FTO) s 100 | 821 | 649 172 79,04 20,96
Odbsry plné krve (FTO+OC) 85| 915 4258 2801 1452 65,8634,14
Celkem 5074 3450 1624 68 32
AFERETICKE ODBERY 821 (16,18%)

% FTO Pdet | Muzi | Zeny| %Muzi| %Zeny
Karlovo nandsti 47,99 394 322 72 81,73 18,2/
Zbraslav 52,01 427 327 100 76,58 23,42
Celkem 821 649 172 79,05 34,14

ODBERY PLNE KRVE OC 3140 (61,88%)

% OC Pdet | Muzi | Zeny| %Muzi| %Zeny
Jihlava 80,48 2527 169y 830 67,15 32,85
Kadai 13,34 419 261 158 62,29 37,71
Chrudim 6,18 194 145 49 74,74 25,26
Celkem 3140| 2103 1037 66,97 33,0B

ODBERY PLNE KRVE FTO 1113 (21,94%)

% FTO Pdet | Muzi | Zeny| %Muzi| %Zeny
Karlovo nandsti 57,95 645 417 228 64,65 35,36
Zbraslav 14,20 158 91 66 57,96 42,44
Vyjezdoveé odBry 27,85 310 190 121 61,29 38,7
Celkem 1113| 698] 415 62,71 37,29

Legenda: Tabulka je rozlenéna dle jednotlivych tyf vzorki resp. odbri (celkovy p@et vySetenych
vzorki, aferetické odéry a odiry pIné krve), v kazdé€asti jsou pak v jednotlivychiddcich uvedeny
poity vySetenych vzork dle mista odéru (pracovi& FTO VFN, odkrova centra - O&) a pohlavi

darce, Udaje jsou vyjéeny také v procentech..

%3 7droj: Vlastni zpracovani

> patet prvodaré (PD) a opakovanych dar¢OD) v %

%5 Afereticky odigr je odkEr krevni slozky pomociiiistroje (separatoru krevnich sloZek, kteg&inou
pracuje na principu diferencialni centrifugace)y gl darci odebirana plna krev, ktera se v separato
odcEli na jednotlivé slozky. SloZzka, kterou chceme adghe sbirana do plastovych valostatni sloZzky
jsou vraceny darci 2 do krevniho oghu.

*5 Odhsrové centrum
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Z tabulky je patrné, Ze podstatnéast vzork tvori vzorky z odisru PK (plna krev,
odkér vzorku na odd8eni vyroby FTO VFN), ficemz pdet €chto vzorki
z odkErovych center je v porovnani z FTO VFNilgizné trojndsobny. Mezi darci
pievaZzuji muzi - cca 65% u vzarlPK a az 80% u vzoikaferetickych (viz. grafg.1
ac.2).

Graf 1: Rozdleni vySetovanych vzork dle typu odbru®’

Odbéry PK
(FTO VFN) 22%

Odbéry PK
(OC) 62%
Aferetické odb éry
(FTO VFN) 16%

Graf 2: Rozdleni vySetovanych vzork dle pohlavi®
o
o
o
o
o
o
o
o

10%

0%

Odbéry PK (FTO VFN) Aferetické odb éry (FTO VFN) Odb éry PK (OC)

‘ @ Muzi W Zeny

57 7droj: vlastni zpracovani
%8 7droj: vlastni zpracovani
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Vzhledem ktomu, zZe&ast souboru vySiivanych vzork pochazi od pravidelnych
darai, kteri darovali krev nebo krevni sloZzky v daném obdobpalkovanr, je celkovy
pocet testovanych daficnizSi nez celkovy piet testovanych vzotk Prehled darg

testovanych pomoci NAT je uveden v nasledujici ot 9.

Tabulka 9: Fehled vy3dbvaného souboru - dargi

CELKOVY POCET DARCU 3909
Patet | MuZi | Zeny| % MuZi| % Zeny
Aferetické odiry (FTO) 448 344 104 76,79 23,21
Odbery pIné krve (FTO+OC) 3461 2237 1224 64,68 35,37
Celkem 3909 | 2581| 1328 66,01 33,94
AFERETICKE ODEERY 448 (11,46%)
% FTO Pdet | MuZi | Zeny| % MuZi| % Zeny
Karlovo nangsti 52,00 233 187 46 80,26 19,74
Zbraslav 48,00 215 157 58 73,03 26,98
Celkem 448 344 104 76,79 23,21
ODBERY PLNE KRVE OC 2520 (64,47%)
% OC Pdet | MuZi | Zeny| % MuZi| % Zeny
Jihlava 78,65 1982 1280 702 64,58 35,42
Kadai 13,73 346 217 129 62,72 37,24
Chrudim 7,62 192 144 48 75,00 25,00
Celkem 2520 | 1641] 879 65,12 34,88
ODBERY PLNE KRVE FTO 941 (24,07%)
% FTO Pdet | Muzi | Zeny| % Muzi| % Zeny
Karlovo nandsti 60,68 571 371 200 64,94 35,06
Zbraslav 15,30 144 84 60 58,33 41,6}
Vyjezdoveé odBry 24,02 226 141 85 62,39 37,61
Celkem 941 596 345 63,34 36,66

Legenda: Rozdleni dard jak podle typu odéru, tak podle pohlavi se procentusiryzname nelisi od

rozckleni vzorki — ot prevazuji odbry PK (cca 88%) nad odhby aferetickymi, mnozstvi daiic

z odkErovych center je vice nez dvou & pasobné a mezi darci je vyznagjii ¢ast mui (cca 65% u

dérdi PK a cca 77% mezi darci aferetickymi).

%9 7droj: vlastni zpracovani
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8.1.1 Preanalyticka faze

Z davodu zn&né kapacity systéemu cobas s201 (minimalni kapayitaeému, ktera
odpovida cost&benefit je 120 vzdrk jednom Bhu, doba testovani je cca 3 hodiny) a
mnozstvi vzork, které jsou standardnvySetovany v rutinnim provozu labord®
infek¢nich markeit FTO VFN (p&imérné 130 vzork denr), bylo upustno od
ptvodniho zaniru provadt testovani na obou systémech st a v praxi tak ovfit i
logistiku preanalytické a analytické faze tj. &asny odbr vzorki jak pro vySetovani
metodou CMIA, tak i metodou NAT s naslednotippavou a manipulaci ipd
testovanim, dale vlastni testovaniéwim metodami, skladovani vzdrka koneéné¢

piedepsanou archivaci testovanych vaork

Odker vzorku plazmy pro NAT testovani neprobihal tedy @dkéru a centrifugaci
vzorku PK, ale po odiou PA nebo Bhem zpracovani PK (vzorky z P). VSechny
odebrané vzorky byly naslegirskladovany a po nashrom&hd dostateného pdétu

vzorka (cca 5000 vzork) bylo zahajeno vySa&ivani na systému Roche cobas s201.

8.1.1.1 Odbsr vzorka

Odker vzorki pro standardni testovani

Vzorky pro testovani standamnpouzivanymi imunoanalytickymi metodami byly
odebirany vzdy  vlastnim odbru pIiné krve nebo odibu krevni slozky aferézou.
Vzorky byly odebirany do zkumavky s vakuovym systémBD Vacutainer (vyrobce
Becton Dickinson Vacutainer Systems) o objemu 6ka jako antikoagutai ¢inidlo

je pouzita KEDTA v mnozstvi 10,8 mg.

Odker vzorki pro vySeteni infelcnich markei p¥i odbéru plné krve, odbéru
deleukotizovanych trombocyfi aferézou a odBru erytrocyta aferézouse provadi
tak, Ze po venepunkci je prvni porce krve sbiramaatelitniho véku, ktery je sotiasti
odkeroveého setu. Na konektor satelitnina@ka jsou pak nasazeny ottbvé zkumavky
BD Vacutainer, do kterych jef@veden fislusny objem piné krve k vy§ehi (objem
vzorku ugeného k vySéeni infekénich market).
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Pouzité odbrové sety:

- odbirové sety pro odiy plné krve: compoflex T2767 a composelect T4021 -
vyrobce Fresenius HaemoCare GmbH),

- odbirové sety pro odiy deleukotizovanych trombodytaferézou: odérovy set
994 CFE - vyrobce Haemonetics Corporation, cooe sety C5L, S5L —
vyrobce Fresenius HaemoCare GmbH a¢oaleé sety Caridian BCT — vyrobce
Caridian BCT,

- odbirové sety pro odly erytrocyfi aferézou: 942 E, 944 a 948 F - vyrobce
Haemonetics Corporation.

Odbér vzorki pro vySeteni infekénich market pri odbéru trombocyta aferézou
se provadi tak, Ze po venepunkci je prvni porce levirana do satelitniho dkdu, ktery
je souasti odkrového setu. Satelitni ¥&k neobsahuje konektor profigmjeni
zkumavek, proto je nutno vzdy satelitnicelk oddlit od pivodniho setu. Aby seip
této manipulaci zabranilo kontaminaci transfuznipitpravku, oddluje se satelitni
v&ek s vyuzitim sterilni swécky. Z oddleného satelitniho wé&u je pak plnd krev
prevedena do zkumavek
Pouzité odbrové sety pro odiy trombocyti aferézou jsou typu 995E — vyrobce

Haemonetics Corporation.

Odbér vzorki pro vySeteni infelkknich markei p¥i odbéru plazmy aferézouse
provadi tak, Ze po venepunkci je prvni porce ping krevedena imo do zkumavek.
Pouzité odbrové sety pro odly plazmy aferézou jsou typu SC 690 + édlyy set 792
- vyrobce Haemonetics Corporation.

Vzorky vSech typ odbira jsou vzdy oznéovanycarovym kodem s identifikaci darce,
objem vzorku je ve vSechipadech cca 6 ml. Tyto vzorky jsou po vygei na systému
Architect i2000 archivovany (manuélije pipetovan alikvot plazmy cca 1 — 1,2 ml do
mikrotitratnich destiek Deep Well Plate PP 1,2 ML (vyrobce Treff AG) asledr

jsou zamrazovany na m&nez minus 25°C a dale uchovavatiyt@to teplog.
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Odker vzorku pro NAT testovani

Vzorky pro testovani metodou NAT byly odebirany yzdo vlastnim odéru a
zpracovani plné krve nebo po @db plazmy aferézou. Vzorky byly odebirany do
zkumavky BD Vacutainer EST Z, jednorazové sterptdstové zkumavky (13 x 75
mm) s pfisvitnym uzagrem, bez antikoagutaiho roztoku (vyrobce Becton Dickinson

Vacutainer Systems).

Po odkéru plazmy aferézou (vzorky PA) byl pro ely NAT testovani vzorek
odebiran (po homogenizaci obsahu Bgia obsahu vaku s plazmou) v mnoZzstvi cca
3ml pfimo z konektoru weného pro oddy vzorku. Konektor je saiést odiroveho
setu Haemonetics. 792 pro odbr plazmy aferézou nafistrojich MCS 3p, PCS 2 a
MCS+ (vyrobce Haemonetics Corporation). éhBm plazmaferézy byl jako
antikoagulani roztok pouZzit 4% roztok citrdtu sodného (vyroti®axter Healthcare

Corporation).

Po vlastnim zpracovani piné krve/po separaci plazmy erytrocyti odebrané
plné krve na oddleni vyroby byl pro (tely NAT testovani vzorek ziskan (po
homogenizaci obsahu h&ky a obsahu vaku s plazmou) v mnozstvi cca 3ml ze
segmentu vaku s plazmou (@diprobihal po nasZeni zavéené hadiky a grenesenim
obsahu hadky do zkumavky). Vychozi produkt (odebrana plinaviieyl proveden do
odkérového trojvaku Compoflex T2767 (vyrobce FresenidaemoCare GmbH).

V tomto typu odBroveho trojvaku je jako antikoaguiai roztok pouzit roztok CPD (63
ml roztoku obsahuje citrat sodny, kyselinu citroooyglukézu, dihnydrogenfosfatean

sodny a vodu), jako resuspenzni roztok je pouziGA

Odebrané vzorky u vSech typodkéra byly vzdy ozn&eny carovym koédem

s identifikaci darce.

Archivni vzorky laborato ¥i FTO VFN a vzorky karanténni plazmy - pro &ely
dalSiho testovani pomoci NAT byly pouzity vzorkgarzhivu laboratsi FTO VFN po
rozmrazeni (vzorek plazmy, cca 1,2 ml) afipp®E potreby také vzorky z plazem
uloZenych v karantén (vzorek byl ziskan po rozmrazeni plazmy z Beglivaku po

homogenizaci obsahu h&lly a obsahu vaku s plazmou).
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8.1.1.2 Centrifugace (obmetody)

Centrifugace vzonk pred testovanim standanpouzivanymi imunoanalytickymi
metodami (CMIA) byla provéasha v laboratti FTO VFN na velkoobjemové centrifuze
Jouan 4.22. (vyrobce Jouan SAj B500 ot., t.j. 2350 x g) po dobu deseti minut.

Vzorky pro NAT nebyly ped viastnim testovanim centrifugovany.

8.1.1.3  Skladovani a dalsi manipulace (CMIA)

Vzorky pro vySeateni metodami CMIA - po centrifugaci a vy&sti na laboratdch
FTO byl pipetovan alikvot (cca 1,2 ml) do mikragitni desttky, ktera byla ulozenaip

méné nez minus 25°C.

8.1.1.4 Skladovani a dalSi manipulace (NAT)

Odebrané vzorky pro NAT byly zamraZzeny na séez minus 25°C arptéto teplo
skladovany. Den ied vlastnim testovanim byly vzorky ungisy do lednice se
sledovanou teplotou 2 az 8°C. Temperovani na &bori teplotu ped testovanim
probihalo u vSech vzoikminimalne 30 minut.. S archivnimi vzorky laboratd=TO
VFN (viz 8.1.1.3.) bylo fed jejich testovanim zachazeno obdgbpo vyjmuti
z archivu byly vzorky umighy do lednice se sledovanou teplotou 2 az 8°C, rghod

probihalo i temperovanit@d vlastnim testovanim.
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8.2 Standardni vySaivaci metody - popis, postup prace

V ramci standardniho rezimu vyBatani infekKnich markei u daré krve a krevnich
sloZzek byly pouzitykvalitativni imunoanalytické metody ARCHITECHIV Ag/Ab
Combo a ARCHITECT Anti-HCV. Dale byla pouzithvantitativni metoda
ARCHITECT HBsAg.

Pro dplnost uvadim, Ze v rutinnim provozu jsou vy§edené metody dopiny o
metodu ARCHITECT Syphilis TP pro kvalitativni detélprotilatek proti Treponema
pallidum. ProtoZze vSak vy$ewani dar@ krve na znamky onemoé&mim syphilis
nebylo sodasti studie, neni metoda ARCHITECT Syphilis TP pipo pouzitych

metod uvedena.

8.2.1 Popis pouzitych metod

Pouzité metody CMIA (Chemiluminescent Microparticlenmunoassay) jsou
imunoanalytické metody s chemiluminis¢an detekci, které vyuzZivaji potencialu
vazby antigenu a protilatky figemz jeden z &astniki této vazby je vZzdy sorbovan na
pevnou fazi, kterou v tomtofipact tvoii povrch paramagnetickychastic. Znamy
antigen a/nebo protilatka, pomoci kterého se stajeadana protilatka a/nebo antigen ve
vzorku, je zarowe konjugovan s akridinovym barvivem pro naslednouekid.
Paramagnetickéastice umoiuji bechem jednotlivych cykl reakce snadisi separaci
navazaneho konjugéatu od dalSich produkitkce. Vlastni analyza je pak v zavislosti na

aplikaci jedno nebo dvoukrokova a testovanym vzorke plazma.

Po vazls konjugatu na sledovany antigen a/nebo protilatkd reakni snesi pridava
nejprve roztok ,Pre-Trigger”, ktery obsahuje 1,3ZR¢ peroxid vodiku a slouzi
k odSEpeni konjugatu navazaného na miésticich, v dalSi fazi pak roztok , Trigger®,

ktery obsahuje 0,35M hydroxid sodny a spousti miagtemiluminiscetni reakci.
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Chemiluminiscetni reakce se i v relativnich s¥telnych jednotkach (RLE-
Relative Light Units), mnoZstvi antigenu a/nebotititky ve vzorku je imo angrné
velikosti signalu (RLU). Vysledny naffeny signal je vztaZen k hodgatut off (CG?,
hodnota je ziskana kalibraci) a o reak#iviebo negativit vzorku pak rozhoduje pain
signalu ke cut off (8/CO). Vyjimkou je kvantitativni metoda ARCHITECT KAg, u
které je vysledny signal (RLU) vyj&eh jako pdet mezinarodnich jednotek na mililitr
(1U/ml).

VSechny vySe uvedené metody byly realizovany retésyu Architect i2000 firmy
Abbott.

Obrézek 5: Systém Abbott Architect i2000 (Abbbtt)

%0 Relative Light Units

®1 Cut off

%2 gignal v RLU

83 7droj: Abbott Laboratories , s.r.o., DiagnostidsiBion, Czech republic
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8.2.1.1 ARCHITECT HIV Ag/Ab Combo

VySeteni k pfikazu infekce virem HIV 1 a 2 se provadi metodounatani protilatek
anti-HIV 1 a 2 a antigenu p24 HIV.

Metoda umo#iuje soulszné kvalitativni stanoveni antigenu HIV p24 a pabek anti-
HIV- 1 a anti-HIV- 2, ale nerozliSuje mezi detekuitigenu HIV p24 a protilatek anti-
HIV-1 nebo anti-HIV-2.

Pro stanoveni protilatek je vyuzit &ivy imunogenni protein, transmembranovy
protein viru HIV (TMP?). Protilatky anti-TMP se vZdy objevuji mezi prviim
protilatkami i sérokonverzi u jedincinfikovanych HIV. Protilatkova odpad’ anti-

TMP zistava relativa silna v celém prbéhu onemoceni.

Transmembranové proteiny HIV-1 skupin M a O a HI\sdu v reagetmim Kkitu
metody zastoupenyép rekombinantnimi antigeny a &wa syntetickymi peptidy
odvozenymi z nativnich sekvenci TMP.i\@dem pro zahrnutifit patt TMP je
geneticka diverzita v ramci HIV-1 a HIV-2.

Pro detekci znamek infekce jegired sérokonverzi je v metdéaahrnuta i diagnostika
antigenu HIV. Reagencie obsahuji protilatky anti¥Hb24, které umaiuji detekci
neiastji pouzivaného markeru antigenémie infekce HIV gcproteinu p24.

Usporadani metody

Mikroc¢astice reaéniho kitu ve fyziologickém roztoku s Tris pufremois potazeny
rekombinantnim antigenem HIV-1/HIV-2 a mySimi molwialnimi protilatkami anti-
HIV p24. Po pidani vzorku, ktery obsahuje antigen HIV p24 a ity anti-HIV-
1/anti-HIV-2, dochazi k vazb antigenu a/nebo protilatekiippmnych ve vzorku

s mysSimi monoklon&lnimi protilatkami a/nebo rekonasitnim antigenem.

% Transmembranovy protein HIV
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Po promyti fyziologickym roztokem s fosfatovym perfr a pidani konjugéatu
s akridiniem (srss rekombinantnich antiggéHIV-1 s akridiniem, syntetickych pepfid
HIV-1/HIV-2 s akridiniem a mySich monoklonalnich ofitatek anti-HIV-p24
s akridiniem) secastice konjugatu navazi na komplex antigen-préalavznikly na
paramagnetickycltasticich. Nasleduje dalSi promyvaci cyklus a sgoistysledné

chemiluminiscetini reakce roztoky Pre-Trigger a Trigger.

Obrazek 6: Usp@dani metody ARCHITECT HIV Ag/Ab Combo (Abbdit)

HIV-1/HIV-2 Antibody Detection

Yy £ ' 4
. Q -~ o—é -
Y Y —> —» = —>
< yramy L e ol _—~ \
Microparticl HIV Abs in sample Four Ag-labeled conjugates bind to antibody
rHN-1 bind to their on microparticle: Conjugates are: HiV-1 Group M

O will respective HIV Ags {round — r~ — synthe

rHIV

Pre-trigger and
trigger solutions are
added to generate the
chemiluminescence
light emission

HIV p24 Antigen Detection
o © o y /

capture various HIV Abs on the microparticle HIv
in sample

o =]
©
Microparticles HIV p24 Agin HIV p24 Ag-labeled
coated with HIV p24 sample binds to conjugate binds to
Ab will capture HIV HIV p24 Ab on HIV p24 Ag
P24 in sample microparticle

8.2.1.2 ARCHITECT HBsAg

VySeteni k pfikazu infekce virem hepatitidy B se provadi metodstanoveni

povrchového antigenu - HbsAg. Metoda je kvantitatia stanoveni @ probiha

v plazne.

65 zdroj: Abbott Laboratories , s.r.o., DiagnostidsiBion, Czech republic
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Usporadani metody

Celd analyza je dvoukrokova, na c¢ptku testovani se vzorek smicha
s paramagnetickymi mikddsticemi potazenymi protilatkami anti-HBs. HbsAg
piitomny ve vzorku se navaze na protilatky na mi&sticich, po promyti sechem

druhého kroku pid4 konjugat anti-HBs — akridin.

Spoustni vysledné chemiluminiscéni reakce probiha &p po dalSim promyvacim
cyklu s fyziologickym roztokem a fosfatovym pufrgmomoci roztok Pre-Trigger a
Trigger. Koncentrace HbsAg ve vzorku (v IU/ml) seEuje dle gedem sestavené

kalibracni kiivky.

Obrézek 7: Uspédani metody ARCHITECT HBsAg (Abbdtt)

| | Sample contaming
il i HEsAg is added
W 4
i /)
A o
\\\h ,4/
Anti-HBs coated The HBsAg binds to the
magnetic microparticles miagnetic microparticle
HBsAg |
df —
After washing, the After washing,
acridinium labelled the patented pre-irigger '\b I
goat anti-HBs =olution is added \b et
is addad Wl |
\\'\\ 'P ,-"f
\ "o / J
9 y
"y
IQ:H_-:_____ __,-—;‘J-/
Acridinaum lsbelled The Ab-Ag bond = broken and the magnetic
Ab-Ag micropartice complex microparticles are pulied to the magnet
HBsAg
The patented The generated light
trgger sclution i= measzured
1= added without microparticle
interference

% zdroj: Abbott Laboratories , s.r.o., DiagnostidsiBion, Czech republic
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8.2.1.3 ARCHITECT Anti-HCV

VySeteni k piikazu infekce virem hepatitidy C se provadi metosi@moveni protilatek
anti-HCV. Detekce protilatek proti viru hepatitidy je kvalitativni a vySébvanym

vzorkem je lidsk& plazma.

Usporadani metody

Tato imunoanalyza je dvoukrokovaghem prvniho kroku se testovany vzorekdp

k paramagnetickym mikg@sticim a kiedicimu roztoku s Tris pufrem.

Mikroc¢astice jsou potazeny rekombinantnim antigenem H@Kofmbinantni antigen
HCV je prezentovan ipdpokladanymi strukturalnimi a nestrukturalnimi tpnoy
z genomu HCV, a to proteinem HCr43 a proteinem €300Protilatky anti-HCV

piitomné ve vzorku se navazi na antigen HCV na niésticich.

Po promyti se &em druhého kroku fmla konjugat anti-humannich protilatek
s akridiniem. Po dalSim promyvacim cyklu, kterytoaisi z reakni snesi nezreagované
castice, se afi pomoci roztok Pre-Trigger a Trigger spousti vysledna

chemiluminiscetini reakce.
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Obrazek 8: Usp@dani metody ARCHITECT anti-HCV (Abbdtf)

Anti-HCV
| ::: , ol | Sample containing ‘ g
K rQ/f bl \\

HC-43 and 100 coated Anti-HCY antibodies
magnetic microparticles bind to the magnetic microparticles

Anti-HCGV

After wazshing, 'ﬂ After washing,
acridinium faballed t the patentad pre-trigger
anti-human q solution is addec!
conjugate is added | v >
| 3
\ {
\ 'S
\m_:’
The conjugate binds to the The Ag-Ab bond is broken and the
Ag-Ab micraparticle complex magnetic micropartictss are pulled to the magnet
Anti-HCV
The patented The generafed light
trigger solution iz measured
iz added without microparticle
interference

8.2.1.4 Rizeni kvality g testovani imunoanalytickymi metodami

Pred vlastnim testovanim vzdrkdard@ krve na systému Abbott Architekt i2000 se
provadi  vnitni kontrola kvality o¢fenim spravnosti pouzitych metod na zaklad
meéteni kontrolniho materiélu. Viiti kontroly na dvou Urovnich (pozitivni a negatjvni
dodavané firmou Abbott pro kazdou metodu, jsou mpt nezavislymi kontrolami
(jiny vyrobce), které jsou pouzivany také na dvaovaich pro vSechny markery.
Kazda vnitni kontrola ma vyrobcem garantovany interval hodkohcentraniho
rozmezi. O¥iovani metody je doptmo o n¥feni reprodukovatelnosti tj. sledovani
presnosti Wase. Data z #feni kontrolniho materialu jsou dale analyzovana @um
Levey-Jenningsovych griaf

67 7droj: Abbott Laboratories , s.r.o., DiagnostidsiBion, Czech republic
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Pii zméné SarZze reage€miho kitu je systém vzdy kalibrovdn a platnost tkace
ovérena formou testovani shody vyslédikro oba reagemi kity (pro pivodni a novou

Sarzi), dale se provadiateni kontrolniho materialu (viz kalibrace reageich kiti).

Kontrolni material
* Vnitini kontrolni material

Metoda ARCHITECT HIV Ag/Ab Combo - Kkontroly jsou pipraveny
v rekalcifikované lidské plasénkromé pozitivni kontroly 3), pozitivni kontroly majfit
koncentr&ni hladiny.

Negativni kontrolge nereaktivni na HBsAg, HIV-1 Ag nebo HIV-1 NA&nti-
HCV, anti-HIV-1/HIV-2 a anti-HBs.

Pozitivni kontrola finaktivovana) je reaktivni na anti-HIV-1 a nergaii na
HBsAg, HIV-1 Ag nebo HIV-1 NAT a anti-HCV.

Pozitivni kontrola 2(inaktivovana) je reaktivni na anti-HIV-2 a neraakf na
HBsAg, HIV-1 Ag nebo HIV-1 NAT a anti-HCV.

Pozitivni kontrola 3 je purifikovany virovy lyzat HIV pipraveny ve

fyziologickém roztoku s TRIS pufrem a bovinnim loMnnym stabilizatorem.

Metoda ARCHITECT HbsAg

Negativni kontrolge pripravena v rekalcifikované lidské plagmmereaktivni na
HBsAg, HIV RNA nebo HIV-1 Ag, anti-HIV-1/HIV-2, amMHCV a anti-HBs.

Pozitivni kontrola obsahuje inaktivovany purifikovany HBsAg (lidského
puvodu) (subtypyad/ay)ve fosfatovém pufru s bilkovinnymi stabilizatoryogiinni a
lidska plazma; reaktivni na HBsAg a nereaktivniHi® RNA nebo HIV-1 Ag, anti-
HIV-1/HIV-2, anti-HCV a anti-HBs).

Metoda ARCHITECT Anti-HCV - kontroly jsou pipravené v rekalcifikované a
inaktivované lidské plazin

Negativni kontrolaje nereaktivni na HBsAg, HIV-1 Ag, anti-HCV a ahtlV-
1/HIV-2. Pozitivni kontrolgje reaktivni na anti-HCV a nereaktivni na HBsAdYH
1 Ag a anti-HIV-1/HIV-2.
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* Nezavisly kontrolni material

Jako nezavisly kontrolni material pro wunit kontrolu kvality byla pouZzivana
multimarkerova pozitivni a negativni kontrola Aceor (frma Ascomed). PouZzité
kontrolni materidly nemaji tenou hladinu reaktivity, tato hodnota se liSi i mez
jednotlivymi SarZzemi, nastaveni koncestrédno rozmezi probiha standaédma zaklad

meéieni opakovatelnosti pro kazdou novou SarZi.

ACCURUN 1 Serie 2 600

Kontrola je vyrobena z lidské plazmy a je reaktivni na antigéBsAg a
protilatky anti-HIV-1, anti-HIV-2, anti-HTLV |, antHTLV II, anti-HBcAg, anti-HCV
a anti-CMV.

ACCURUN 810

Kontrola je vyrobena z lidského séra nebo plaznjg aereaktivni na antigeny
HbsAg, HbeAg a protilatky anti-HBs, anti-HBc, aktBc IgM, anti-HBe, anti-HCV,
anti-HAV, anti-HAV IgM, anti-CMV, Syphilis RPR, ptdatky proti HIV 1 a 2, HTLV
I all Lyme IgG a Lyme IgM, Syphilis ATA.

Kalibrace reagetinich kiti

Pii kazdé zmin¢ SarZze reagemiho kitu se provadi kalibrace systému. Kalibrace p
metody ARCHITECT Anti-HCV a ARCHITECHIV Ag/Ab Combo je jednobodova,
pro metodu ARCHITECT HBsAg pak dvoubodova. igle kalibratoru pro metodu
probih& vzdyiikrat, nasleds je vypaitena ptimérna hodnota tohoto &eni, ktera po
korekci ciselnym faktorem fedstavuje vyslednou hranici cut off (CO) pro dasawi

reagekiniho Kitu.

Kalibraci systému doplje owteni shody pro metoduriRovérovani shody je vybrany
vzorek darce 10x #iien v sérii a to jak natpodni, tak na nové Sarzi reagaiho Kkitu.

Vysledky musi vykazovat shodu.
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Nasleduje o¥ieni pomoci réeni vnitni kontroly kvality (vnitni i nezavislé kontroly,
pozitivni i negativni) a na zéw kalibrace je v sérii 5x #fena nezavisla pozitivni

kontrola, stanovené maximum pro C\¥84ohoto ngieni je 20.

8.2.1.5 Vysledky a jejich interpretace

VSechny peoateiné reaktivni vzorky jsou vySsgny opakova# v duplikatu. Jsou-li
hodnoty @i obou opakovanich nereaktivni, je vzorek povazax@mereaktivni. Pokud
je jeden z vysledk opakovanych wteni reaktivni, je vzorek povazovan za opak@van
reaktivni a dale vyS&n konfirma&nimi testy v Narodni referéni laboratdi pro virové
hepatitidy nebo v Narodni referen laboratéi pro AIDS. Reaktivita a negativita je
stanovena na zaklachodnoty S/CO vzorku, mezi &ma vyslednymi moznostmi je
nastavena Seda zéna. Pokud je S/CO vzorku v Seut¢ postupuje se shodrjako

v pripact pocateni reaktivity. Rehled interpretace vysletlkpro systém Abbott
Architect i2000 je v tabulc& 10.

Tabulka 10: Behled interpretace vysledllpro systém Abbott Architect 2080

Vysoce
reaktivni
(high reaktive)

Nereaktivni | Seda zéna| Reaktivni

Metoda Jednotky (non reaktive) (gray zone) | (reaktive)

HIV Ag/Ab

Combo (S/ICO) pod 0,9 09-1,0 nad 1,0 -
HBsAg (IU/ml) pod 0,045 | 0,045 - 0,050,050 — 250,0 nad 250,0
Anti-HCV (SICO) pod 0,9 09-1,0 1,0 -99,0 nagD99

8.2.1.6  Senzitivita a specifita pouzitych metod

Senzitivita (citlivost zachytu pozitivnich) a spldia (procento spravnhzachycenych
negativnich) je pro kazdou metodu stanovena naadakéestovani reprezentativniho
poétu vzorki od jedin@ s klinicky diagnostikovanou infekci resp. vzorldardi

s nulovou prevalenci dané infekce vyrobcem testtébulkac.11).

%8 variasni koeficient (v procentech)
%9 7droj: vlastni zpracovani
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Tabulka 11: Senzitivita a specifita pouZitych metatbott CMIA)™

Senzitivita Interval | g cificita Interval
Metoda [%] spolehlivosti [%] spolehlivosti
[%] [%]
HIV Ag/Ab Combo 100 - 99,89 99,68 - 99,9¢
HBsAg 99,52 95 99,87 95
Anti-HCV 99,10 95 99,6 95

8.2.1.7 Diagnosticka okna (window periody) pro jednotlivétody

Diagnostické okno (window perioda)dasovy usek od infikovani jedince do doby, kdy
je mozno infekci diagnostikovat. V nasledujici thieu (tab. ¢. 12) jsou uvedena
diagnosticka okna u metody CMIA, kterou byli vy®stni darci krve v rdmci této
studie na systému Architect i2000 a kterou jsoletrggani v ramci rutinniho provozu
ve FTO VFN v Praze.

Tabulka 12: Window perioda (diagnostické okno)adslianych infekciip pouziti
imunoanalytickych metod (Abbott CMIA)

Metoda Diagnostické okno
HIV Ag/Ab Combo 17 dni
HBsAg 6 tydnm
anti-HCV 50 dni a vice

8.2.2 VySetovani imunoanalytickymi metodami — postup prace

Systém Abbott Architect i2000 je automaticky anatgz. Vlastni testovani je zahajeno
po pipraw vzorka (viz preanalyticka faze), kdy jsou testované vyopkeneseny do
laboratde infekinich market a ve stojancich pro systém Abbott Architect i2000
umisgny do analyzatoru.

Pro uplnost popisu procesu vlastniho testovani invazke vzdy ped zahajenim analyzy
je provedena udrzba systému, jejiz&mii je doplni provoznich roztoka kontrola a
ev. doplreni reaknich Kita.

70 7droj: vlastni zpracovani
" 7droj: Abbott Laboratories , s.r.o., DiagnostidsiBion, Czech republic
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Nasleduje nieni kontrolniho materiélu (viz kapitola 8.2.R#zeni kvality i testovani
imunoanalytickymi metodami). Splji-li vysledky neieni kontrolniho materialu

stanovena kritéria, jefigtoupeno k vysébvani vlastnich vzork

Prenos vysledk do informa&niho systému FTO VFN po uk&ni analyzy probiha

automaticky.
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8.3 Testovani molekulagbiologickymi metodami (NAT) - popis, postup

prace

VySe popsané standardni imunoanalytické testovardi krve a krevnich slozek ve
FTO VFN bylo doplgno o testovani molekul&nbiologickymi metodami, tedy o
testovani pgtomnosti virovych nukleovych kyselin pomoci aplika multiplexni
polymerazové&etézove reakce s pouzitim reverzni transkripce a ésoedni detekci

v realnéntase v testu cobas TaqScreen MPX na systému c@fds s

Vlastni testovani shrom&é&aych vzorki (viz preanalyticka faze) probihalo na systému
cobas s201 nezavisle na rutinnim provozu v labtickt FTO VFN na pelomu roku
2008 a 2009, (esreji mezi 21.10.2008 a 3.2.2009). Zpracovani tignych dat a zd)
plynouci dalsi testovani na jinych analytickych tégsech v Ustavu klinické a
laboratorni diagnostiky VFN a v Narodni refatenlaboratdi pro virové hepatitidy pak
probihalo az do dubna roku 2010.

8.3.1 Popis pouzité metody

Test cobas TaqScreen MPX je kvalitativni in vitestt uteny ke screeningovému
testovani darckrve pro zjiséni HIV-1 RNA skupiny M, HIV-1 RNA skupiny O, HIV-

2 RNA, HCV RNA a HBV DNA bez rozliSeni konkrétnilwiru pii detekci. Testovani
vzorki plazmy lze provait ve smésnych vzorcich (tedy v poolu) nebo se testuji
jednotlivé vzorky. V ramci studie ve FTO VFN bylestovani i standarnim provozu
provad¢no v poolu ze Sesti vzoik v piipad potreby byly vySetovany vzorky i

jednotlive.

Vlastni analyza vzork na systému cobas s201 probih&katika krocich — viz obr.
¢. 9.
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Analyza probihala v nasledujicich krocich:

e automaticka tvorba s¥si vzorki a kontrolované pipetovani pomoci pipetoru

Hamilton Microlab Star
» priprava a izolace nukleové kyseliny ze vzorku kizeni cobas AmpliPrep

« amplifikace nukleové kyseliny a detekce produkiolymerazovéietzové

reakce v redlnérase pomoci fluorescence na analyzatoru cobas TagMa

* fizeni a zpracovani dat pomoci softwaru PDM (PDMexgr

Obrézek 9: Systém cobas sZ01

Individual Donor Tubes

Pooling Management —

Workstation : - Hamilton Microlab STAR IVD
1
I PDM server - pooling
and result data stored
COBAS® TagMan® analyzer
,—l COBAS® AmpliPrep instrument
§
by, <
AmpliLink
Workstation —— Sample Preparation Amplification & Detection

Data Management
Workstation

"2 7droj: Roche s.r.0., Molecular Diagnostics, Czegublic
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8.3.1.1 Automaticka tvorba sisi vzorki a kontrolované pipetovani pomoci
pipetoru Hamilton Microlab Star

Prvnim krokem analyzy je pipetovani vzorka kontrolniho materidlu pro cobas
AmpliPrep. Ripravené vzorky (viz preanalytickd faze) resp. \aitki podily &chto
vzorki, jsou pipetovany do vstupnich zkumavek (S zkumavKe kazdé sérii vzork
je pipetovan kontrolni materiél - jedna negativankola a pt pozitivnich kontrol (viz
dale).

Zakladni sérii (davku) vzotk s kontrolami tvéi pool ze Sesti vzoik (v S-
zkumavkach). Ovladani pipetovani probiha v poolmgnagement softwaru (Roche
PDM Pooling Wizard). Po dokéeném pipetovani jsou S-zkumavky mangaln
uzaweny vicky a po vytvdeni protokolu v softwaru AmpliLink (viz dale}gneseny do
zarizeni cobas AmpliPrep. Pooly a kontroly jsou dtdbr S-zkumavkach po dobu 6
hodin @i 30°C, tzn., Ze maximalni doba mezi u#vm resp. dokarenim pipetovani a
zatadtkem extrakce nukleovych kyselin vzoark cobas AmpliPrep je 6 hodin. Takto
piipravend série vzotkje vzdy spoléné v cobas AmpliPrep zpracovana tj. probiha

pipetovani vzorku, extrakce, amplifikace a detakakleovych kyselin.

Darcovské zkumavky, S-zkumavky a kontroly jsou tgragcarovymi kody, pi zjisténi
reaktivity poolu se dalSi rozpipetovani za&elem zjiS&ni konkrétniho reaktivniho
vzorku provadi oft pomoci protokolu v Roche PDM Pooling Wizard.

Pro Uplnost uvadim, Ze jak vzorky darkrve a krevnich slozek, tak kontrolni material
byly vzdy po vyjmuti z lednice {pd zahajenim vlastniho testovani) temperovany na
teplotu v laborath po dobu minimala 30 minut. Ped prvnim pipetovanim byla
provadna udrzba pipetoru Hamilton Microlab Star.
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Obréazek 10: Automaticky pipetor Hamilton Microlata®®

MICROLAR STAR

8.3.1.2 Pxiprava a izolace nukleové kyseliny ze vzorku naasoBmpliPrep

Druha ¢ast analyzy probiha naizzeni cobas AmpliPrep, samotny procestigen
pomoci softwaru AmpliLink na jedné z pracovnichngsta Kazda souprava testu
TaqScreen MPX obsahuje osm kazet -€¢ dvazety MPX CS1 s magnetickymi
sklergnymi ¢asticemi, d¥ kazety MPX CS2 ginidlem pro lyzu, d¥¢ kazety MPX CS3
s protedzou a etnim pufrem a d¥ kazety MPX CS4 s vriti kontrolou (IC) a tzv.
mastermix¢inidly (MMX 1 a 2) pro naslednou amplifikaci a detg které se pidavaji
ke vzorku po izolaci nukleovych kyselin. Tyto kagetzorky a spdebni materiél jsou
do cobas AmpliPrep zavédy pred spudmnim vlastni izolace a purifikace ( po
provedeni fedepsané udrzby systému).

Poznamky kpprave virovych nukleovych kyselin

* nukleové kyseliny cilovych vira gridana vnitni kontrola Armored RNA (IC)
jsou zpracovavany seéasré. Vnitini kontrola Armored RNA je procesni
kontrola gripravy vzorku a kontrola amplifikace/detekce,

* roztok proteazy rozpousti proteiny vzorku k podnic&gpeni, deaktivuje
nukleazy a usnaaije uvolreni RNA a DNA z virovychiastic,

* po @idanicinidla pro lyzu ke vzorku nastavapeni vifi a aktivace nukleazy
diky denaturaci protein Dochazi k uvalovani RNA a DNA. Aktivita proteazy
chrani ped nukledzami,

73 7droj: Roche s.r.0., Molecular Diagnostics, Czegublic
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» dochazi k vazb uvolrénych nukleovych kyselin (zaporny naboj) na rosolovy
povrch gidanych magnetickych sklénych ¢astic (kladny naboj) zarftomnosti
chaotropnich soli, které podporuji adhezi,

e pridanim promyvacihciinidla jsou odstra#ny nenavazaneé latky a distoty
(denaturované proteiny, b&my odpad a potencidlni PCR inhibitory, hap
hemoglobin),

» vyciSténé nukleové kyseliny se uvolni z magnetickych skigoh castic (i
zvysene tepl@telunim pufrem,

* po izolaci v¥isténych nukleovych kyselin sgigava Master Mix (MMX 1 a 2)
pro amplifikaci a detekci HIV-1 (skupin M a O), H¥ a HCV RNA, HBV
DNA a IC RNA. Po aktivaci umailje Master mix reverzni transkripci pro
cilové RNA gidanim octanu manganatého. Vzorky jsou poté tiamspany do
analyzatoru cobas TagMan.

Obrazek 11: Zazeni pro izolaci a purifikaci nukleové kyselinyorku cobas
AmpliPréef

" 7droj: Roche, s.r.0., Molecular Diagnostics, Czegublic
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8.3.1.3 Reverzni transkripce, PCR amplifikace a detekcéytkth PCR na cobas
TagMan

Treti ¢asti analyzy je reverzni transkripce a PCR ampldik nukleovych kyselin
vzorku. Reverzni transkripce a nasledna amplifikse@rovadi pomoci termostabilniho
rekombinantniho enzymu, Z05 DNA Polymerazy. Oblas$itvV-1 (skupiny M a O),
HIV-2, HCV RNA, HBV DNA a IC RNA (vnitni kontrola) jsou amplifikovany pomoci
specifickych primel, selektivni amplifikace cilové nukleové kyseling fajiStna
pouzitim enzymi AmpErase (uracil-N-glykosylaza) a deoxyuridingsfat (dUTP).
Enzym AmpErase rozpozna a katalyzuje rozkléekzci DNA obsahujicich
deoxyuridin, ale naopak nerozpoznava DNA obsahu@bdxythymidin nebo RNA

obsahuijici ribouridin, které se vyskytuji pouzenvpdikonu.

Amplifikace, hybridizace a detekce probihaji &mré. Test obsahuje det&ki sondy,
které jsou specifické pro cilové virové nukleowsddiny a pro vniini kontrolu (IC) a
které jsou oznzeny jednim nebo d¥na oznamovacimi fluorescamimi barvivy a

dalSim, tlumicim barvivem.

Jedno specifické oznamovaci barvivo je spojen@seifickymi virovymi sondami a je
meieno [ stanovené vinové délce. Druhé odliSné oznamokaciivo je spojeno se

specifickou sondou vriti kontroly (IC) a je nafeno (i odliSné vinové délce.

Ve vS8ech sondach se pouziva jeden typ tlumiciheizarTo umoauje odliSit detekci
cilovych amplifikovanych vikt a sodasnou detekci amplifikované IC zZmou vinové
délky.

Pred z&atkem PCR amplifikace jsou sondy intaktni a oznaswbdwvluorescetni
barvivo je potlgeno tlumicim barvivem. $&iem PCR amplifikace sonda hybridizuje na
specifické jedntettzcové DNA a ve stejnértase, ve kterém nastava amplifikace, jsou
jednaetzcové DNA roz&tpeny 5°a 3 'nukleazovou aktivitou Z05 polymerazkndiée
jsou oznamovaci a tlumici barviva timt@g@nim oddlena, dojde k odmaskovani
fluorescerni aktivity oznamovaciho barviva. U kazdého PCRIweykou generovana
zvySena mnozstvi rozftenych sond a kumulativni signal oznamovaciho karge

postupi zvysuje.
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Detekce PCR produktv realnémcase je pak prov&da nerenim fluorescence
uvolnénych oznamovacich barviv, kter&egstavuji virové cile vSech sledovanych

nukleovych kyselin vik (multiplex) a nezavislé IC.

Test cobas TagScreen MPX nerozliSuje, ktery vigdsvé vzorku zjisgén.

Poznamky k vlastnimu testovani

» pripravené vzorky nukleovych kyselin byly od zahaj@stovani po dobu cca 2
mesial prenaseny z cobas AmpliPrep do analyzatoru cobagvidia manualé,

poté byla mezi oba analyzatory nainstalovana dokicstanice,

« amplifikace je zahdjena automaticky po uriststojanku se vzorky do
analyzatoru cobas TagMan, kam musi byt vzorksnpseny nejpozg do
jedné hodiny od ukafeni izolace a purifikace nukleovych kyselin v cobas
AmpliPrep. Pokud neni dodrzetasovy interval, amplifikace prehne, ale je

oznaena jako neplatné (s vyjimkou reaktivnich vofipooli),

» vysledky amplifikace a detekce je nutné potvrdikcgptovat) do 10 dn
v softwaru AmpliLink a pevést tak do PDM softwaru.

Obrazek 12: Amplifikace a detekce nukleové kyselirgnalyzator cobas TagMan

'S 7droj: Roche, s.r.0., Molecular Diagnostics, Czegublic
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8.3.1.4  Zpracovani dat

Rizeni, ukladani a zpracovani viech ziskanych dabilpa po potvrzeni vyslédna
stanici AmpliLink v PDM softwaru (data managemerdrkstation). Software systému
oznauje vysledky test vSech analyz jako nereaktivni, reaktivni nebo aim@. Série
vzorky, jejichz hodnoceni neni dok&smno, jsou ozngny jako ,Review Batches® tj.
nag. pii reaktivit poolu, kdy systém poZzaduje dalSi pipetovani a yamalpo
jednotlivych vzorcich neborpnedokorgené analyze (detekovana sraZzenina apod.), kdy
je vyzadovano opakovani, tedy nové pipetovani gtbjnvzorki. Tyto davky jsou
oznaeny vystrahou ,Alarms Review", vysledky kontrolnihmaterialu jsou k dispozici

ve slozce ,Controls Review" a kofreé vysledky pro jednotlivé darce/vzorky ve slozce

,Donor Reviews".

Takto zpracovana data lze tisknout, prohlizet, d&kidaa také manuainposilat do

laboratorniho informéniho systému.

8.3.1.5 Rizeni kvality f#i uZiti testu cobas TagScreen MPX

Pred vlastnim testovanim vzdrkdardi krve na systému cobas s201 je prewvexl
stejre jako @i testovani imunoanalytickymi metodami, vmit kontrola kvality

ovérenim spravnosti pouzitych metod na zaklagteni kontrolniho materialu.

Vnittni kontroly na dvou arovnich (pozitivni a negativsou dodavané firmou Roche a
jejich meteni probiha s kazdou sérii vzark(stojanek s S-zkumavkami), dale je
s kazdym vzorkem #tena i vnitni (IC) kontrola amplifikace, systém neni daofin

nezavislymi kontrolami. Kalibrace fip zméné¢ Sarze kontrolniho materialu nebo

reagekinich kiti neni teba na systému cobas s201 pretad

U kazdé davky je tedy provedena jedna replikaceatnag kontroly /TS (-)/a jedna
replikace kazdé zg pozitivnich kontrol /HIV-1 M (+) C/, /HIV-1 O(+)C/, IHIV-2 (+)
C/, HCV(+) C/, IHBV (+) C/.
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Kontrolni material
Vnit ¥ni kontrola MPX /IMPX IC/

Obsahuje Poly rA syntetickou RNA zapoiedou v bilkovig s bakteriofagnim

obsahem MS2, je negativni na sledované markergfei€ni.

Pozitivni kontrola HIV-1 M /HIV-1 M (+) C/

Obsahuje syntetickou HIV-1 RNA skupiny M zapotembu v bilkovig
s bakteriofagnim obalem MS2 a lidskou plazmu nerekna protilatky anti-HCV,
protilatky anti-HIV-1/2, HBsAg; HIV-1 RNA, HIV-2 R, HCV RNA a HBV DNA

nedetekovatelné PCR metodami, je neitifiek

Pozitivni kontrola HIV-1 O /HIV-1 O(+) C/

Obsahuje syntetickou HIV-1 RNA skupiny O zapotertbu Vv bilkovig
s bakteriofagnim obalem MS2 a lidskou plazmu ndrerakna protilatky anti-HCV,
protilatky anti-HIV-1/2, HBsAg; HIV-1 RNA, HIV-2 RM, HCV RNA a HBV DNA

nedetekovatelné PCR metodami, je neitifiek

Pozitivni kontrola HIV-2 /HIV-2 (+) C/

Obsahuje syntetickou HIV-2 RNA zapoutedou Vv bilkovig s bakteriofagnim
obalem MS2 a lidskou plazmu nereaktivni na pragj&nti-HCV, protilatky anti-HIV-
1/2, HBsAg; HIV-1 RNA, HIV-2 RNA, HCV RNA a HBV DNAnedetekovatelné PCR

metodami, je neinfeii.

Pozitivni kontrola HCV /HCV(+) C/

Osahuje syntetickou HCV RNA zapouedou v bilkovig s bakteriofagnim
obalem MS2 a lidskou plazmu nereaktivni na pratj&nti-HCV, protilatky anti-HIV-
1/2, HBsAg; HIV-1 RNA, HIV-2 RNA, HCV RNA a HBV DNAnedetekovatelné PCR

metodami, je neinfeii.
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Pozitivni kontrola HBV /HBV (+) C/

Osahuje syntetickou HBV DNA zapouzthou Vv bilkovig s bakteriofagnim
obalem Lambda a lidskou plazmu nereaktivni na latétr anti-HCV, protilatky anti-
HIV-1/2, HBsAg; HIV-1 RNA, HIV-2 RNA, HCV RNA a HBVDNA nedetekovatelné

PCR metodami, je neinféki.

Negativni kontrola cobas TaqScreen /TS (-)/

Obsahuje lidskou plazmu nereaktivni podle liggnh test na protilatky anti-
HCV, protilatky anti-HIV-1/2, HBsAg; HIV-1 RNA, HIV2 RNA, HCV RNA a HBV

DNA nedetekovatelné PCR metodami.

8.3.1.6  Vysledky a interpretace vysletlk

Pro platnost vysledk analyzy musi byt platné vysledky kontrolniho midier tj.
vysledek testovani negativni kontroly /TS (-)/ jena&en jako nereaktivni a vysledek
kazdé z pti pozitivnich kontrol - /HIV-1 M (+) C/, /HIV-1 Of) C/, /HIV-2 (+) C/,
/HCV(+) C/, IHBV (+) C/ - jako reaktivni.

Zarover musi byt platnad vnibi asociovana (IC) kontrola, ktera je sasti vSech
pozitivnich kontrol i negativni kontroly. V opaém gipac je celd davka neplatnd.
Dale musi byt u kazdého testovaného vzorku dalee péatna tato asociovana \inii
kontrola (IC) bez ohledu na vysledek testovanip&oém gipac je ot vysledek

vySeteni oznaen jako neplatny a stanoveni je opakovano.

Koneiné vysledky testu cobas TaqgScreen MPX jsou vyk&azpvpomoci PDM
softwaru nasledown viz tabulka¢.13.
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Tabulka 13: Interpretace vysleidk PDM softward’

Stav vzorku (vysledek)

Vyznam
Complete Non-Reactive Darce je t\ereaktlvnl
u testovaného analytu/
Complete Reactive Darce je reaktivni

u testovaného analytu/

pied gidélenim stavu reaktivni
Complete Unresolved nebo nereaktivni.

provést dodatmé testovani

Doba Zivotnosti vzorku darce vyprsela

U tohoto vzorku darce nelze na systému

Invalid Analyza neni validni
Repeat Needed Testovani vzork je treba
opakovat

Smes s vice vzorky je reaktivni, je
Resolution needed

jednotlivych vzork samostatt

tieba provést nové pipetovani a analyzu

Zjisténi reaktivity vzorku probiha bez dalSiho rozliSekdnkrétniho viru a je
kvalitativni. Se vzorky, které byly na systému colbs201 ozngeny jako reaktivni, bylo
tedy zachazeno jako s reaktivnimi vzorky pouziti standardnich imunoanalytickych

metod tj. pro dalSi rozliSeni byly posilany do Ndwbreferegini laboratée pro virové

hepatitidy a/nebo do Narodni refetanlaboratde pro AIDS.

Obrézek 13: Detail vysledku analyzy vzorku (Complebn reactive

Sample Result Detail
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yCle

Print |
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Prewvigw |
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76 Zdroj: vlastni zpracovani dle matefi&oche, s.r.o., Molecular Diagnostics, Czech rapubl
" 7droj: Roche, s.r.0., Molecular Diagnostics, Czegpublic
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Na obrazku¢.13 je giklad detailu vysledku vySitni vzorku, kdecervena kivka
predstavuje vyslednou fluoresaenm aktivitu (signal) vzorku, modraftikka naopak

signal asociované viiti kontroly.

8.3.1.7  Senzitivita testu cobas TagqScreen MPX

Detekce HIV-1 RNA skupiny M, HIV-1 RNA skupiny O,I#-2 RNA, HCV RNA a
HBV DNA je zavisla na p&u virovych ¢astic gitomnych ve vzorku, wezitym
¢initelem kvality detekce v molekulardiagnostickych metodach jako je TagScreen
MPX test je preanalyticka faze a dalSi faktory jgaapg. vék darce krve a krevnich
slozek a v neposlednfadt hraje  nezanedbatelnou roli i riziko kontaminace
vySefovaného materidlughem pipetovani a manipulace se stojankgdpvlioZzenim do
zaizeni cobas AmpliPrep.

Je teba zminit i skutgnost, Ze ve vzacnychripadech, kdy je ve vysoce chéagch
oblastech genomu viru mutace, nemusi byt virusetestobas® TaqScreen MPX

detekovan.

Tabulka 14: Fimérna klinicka specifita testu cobas TagScreen MPX

Prameérna klinicka Interval
Typ vzorku specifita spolehlivosti
(%] [%]
Plna krev 99,98 95
Plazma 100 95

Praimérna klinicka specificita testu (viz tabulk&l14) pro vzorky plné krve byla
hodnocena testovanim samostatnych ésmich vzork, primérna klinicka specificita

testi pro vzorky plazmy byla stanovena testovanintsnjch vzork.

Analyticka senzitivita — mezinarodni normy WHO frippRoche
Detelkéni hranice testu cobas TaqScreen MPX pro HIV-1 skupl, HIV-1 skupiny O,
HIV-2, HCV a HBV byly stanoveny pomoci nasledujftistandard:

"8 7droj: Roche, s.r.0., Molecular Diagnostics, Czegublic
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* mezinarodni standard WHO pro HBV (kod NIBSC 97/746)

* mezinarodni standard WHO pro HCV RNA (kéd NIBSC75®),

« standard spotmosti Roche pro HIV-1 skupiny M (kom@® dostupny,
kultivovany virovy kmen HIV-1 LAV 8E5, PN 227, Bast Biomedica, Inc
zjistitelny dle prvniho mezinarodniho standardu W@ HIV-1 RNA-kéd
NIBSC97/656),

» standard spotmosti Roche pro HIV-1 skupiny O a HIV-2 (konieé dostupné,
kultivované virové kmeny, PN 2420, Boston Biomedile. a katé. 10-127-
000 od firmy Advanced Biotechnologies, Inc., meriuthi standardy pro tyto

viry neexistuji.

Analyticka senzitivita byla stanovena na zaklashalyzy ti redni kazdého standardu
s normalni, viro¥ negativni lidskou plazmou a kaZtidaredni byla testovana pomoci
téi raznych Sarzi testu cobas TaqScreen MPX.

Pro stanoveni detékich hranic na 95% hladinvyznamnosti a @mérné detekni
hranice byla pouzZita analyza pomoci PROBIT u kom@mych dat ze vSech
testovanych replikét kazdého viru. Vysledné hodnoty analytické senijtijsou
uvedeny v tabulce.15.

Tabulka 15: Analyticka senzitivita testu cobas Terggn MPX®

Pramérna ] ]
95% Dolni Horni
Analyt Jednotky Standard . : mez mez
detekéni hranice 95% 95 %
(LOD)
HIV-1, Sekundarni
. IU/ml Standard 49 42,4 58,1
skupina M 9 )
spole&nosti Roche
HIV-1, NP
Kopii/ml Primérni standard 89 56 217
skupina O spol&nosti Roche
HIV-2 Kopii/mi | Primarmi standard 59 51,9 69,7
spole&nosti Roche
Druhy mezinarodn
HCV [U/ml standard WHO 11 7,0 21,7
Mezinarodni
HBV IU/ml standard WHO 3,8 3,3 4,4

" 7droj: Roche, s.r.0., Molecular Diagnostics, Czegublic
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Analyticka specifita — potencialrkizow reaktivni a interferujici mikroorganismy
Testovani analytické specifity testu bylo pro#da pomoci 17-ti potencién
interferujicich mikroorganisi vcetrg 12-ti virovych izolat, 4 bakterialnich kmena

1 kvasinkového izolatu, byly testovany: Adenovijytomegalovirus, Virus Epstein-
Barrové, Varicella zoster virus, Herpes simplexusirtyp 1 a 2, Lidsky herpes virus 6,
Lidsky T-lymfotropni virus, typ | a Il, Virus hepéitly A, Virus chripky G (GBV-C),
Staphylococcus aureus, Candida albicans, Propiciebam acnes, Staphylococcus

epidermidis, Staphylococcus haemolyticus.

Mikroorganismy byly pidany do normalni viro¥ negativni lidské plazmy a testovany
sa bez HIV-1 skupiny M, HIV-1 skupiny O, HIV-2, NCnebo HBV gidanych
v trojnasobné koncentraci detek hranice testu pro kazdy virus. Testované
mikroorganizmy s testem cobas TaqScreen MPX néksfty kiizovou reakci a

neovliviiovaly pouZity test.

Analyticka specificita — vybrana onemenn

Vzorky plazmy kazdé v zavorce uvedenych onenotcr{infekce cytomegalovirem,
infekce virem hepatitidy A, infekce virem EpsteiBarrové a autoimunni onemaaen,

tj. na@ piitomné antinuklearni protilatky, revmatoidni arti®) byly testovany stefn
jako v gedchozim fipadt s a bez HIV-1 skupiny M, HIV-1 skupiny O, HIV-2,GY
nebo HBV gidanych v trojnasobné koncentraci deétgikhranice testu pro kazdy virus.
Kromé¢ jednoho vzorku (vzorek byl porgtestovani negativni) uvedena onemdoén

nenarusovala senzitivitu nebo specificitu testu.

Potencialw interferujici latky

1) Endogenni interferujici latky
Vzorky plazmy s abnormainvysokymi urovémi triglyceridi (az do 3 186 mg/dl),
hemoglobinu (az do 472 mg/dl), nekonjugovanéhoruiiinu (az do 63 mg/dl),
albuminu (az do 9,6 g/dl) nebo lidské DNA (az dé thg/dl) byly testovany s a bez
piidani HIV-1 skupiny M, HIV-1 skupiny O, HIV-2, HC\Vhebo HBV gidanych
v trojnasobné koncentraci detek hranice testu pro kazdy virus. Uvedené endogenni

latky nenaruSovaly senzitivitu nebo specifitu testu
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Erytrocyty ve vzorcich plazmy ve 2,5 % obj. nenakady senzitivitu nebo specifitu
testu. Erytrocyty ve vzorcich plazmy v 5 % obj.Zevaly senzitivitu testu.

2) Exogenni interferujici latky
Vzorky normalni lidské plazmy obsahujici abnormdalivysokou koncentraci
acetaminofenu (paracetamolu) (1 32#ol/l), kyseliny acetylsalicylové (3,6gmol/l),
kyseliny askorbové (342mol/l), atorvastatinu (600 Eg/l), fluoxetinu (11;2nol/l),
ibuprofenu (2 42umol/l), loratadinu (0,7&mol/L), nadololu (3,88mol/l), naproxenu
(2 170 umol/l), paroxetinu (3,04umol/l), penyleprinu HCI (49lumol/l) a sertralinu
(1,96 umol/l) pii testovani stejnym Zpobem jako u vySe uvedenych skupin latek

neovliviiovaly senzitivitu nebo specificitu testu.

8.3.1.8 Diagnostické okno (window perioda) testu cobas Taggh MPX pro
jednotlivé infekce

Window perioda (diagnostické okno) j& pouziti molekulars biologické metody RT-

Real Time PCR s testem cobas TaqScreen MPX namsystobas s201 u sledovanych

infekci kratSi nez ip pouziti standardnich imunoanalyzickych metod, G\Hvelmi

vyrazre. Prehled window period u sledovanych infekci viz t&iad. 16 a¢. 17.

Tabulka 16: Window perioda (diagnostické okno)adslianych infekciip pouziti
testu cobas TaqScreen MBX

_ Window perioda
Virus . Cy
(diagnostické okno)
HCV 13 dni
HIV 10 dni
HBV 20 dni

80 zdroj: Bush M.P. , Closing the Windows on Viralfismission by Blood Transfusion. In: Blood
Safety in the New Milleium, AABB, 2001.
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Tabulka 17: Porovnani window perio#l pouZiti obou tyf testovarit*

N Imunoanalytické metody Test cobas TaqScreen MPX
(Architect i2000) (cobas s201)

HCV 50 dni a vice 13 dni

HIV 17 dni 10 dni

HBV 6 tydni 20 dni

8.4 Prehled a interpretace n&renych dat

Vysledky testovani jsou rozkkny, obdobg jako vySetované vzorky, do dvou skupin.
Prvni skupinu daté(l) tvari vysledky vySeateni vzorki z prvni skupiny tj. testovani
5074 vzork ziskanych od vSech dé&rma FTO VFN bez dalSi selekce, dajlé o
piedchozi archivni vzorky od ddirckteri byli pii testovani na cobas s201 ogeai
jako reaktivni.

Druhou skupinu vysledk (¢.2) tvari vysledky testovani vzoikvybranych speciath
za &elem NAT z archivnich vzotkve FTO VEN.

8.4.1 Vysledky testovani prvni skupiny vzdrke.1)

Celkem bylo vysé¢eno 5074 vzonk, kdy prevazna wtSina vzork (4917 vzork) byla
vySetena v rezimu ,Primery Pooling®, tedy ve standardnieZzimu testovani ip
poolech ze Sesti vzaitkNeékteré vzorky (29 vzonk) byly testovany ziznych divodi
(nag. doplreni kapacity, testovani archivnich vzarlii zjiSténé reaktivi¢é, casové
duvody apod.) v rezimu ,Individual Pooling* tedyipamostatné analyze jednotlivych
vzorka. Pokud nedoSlo ip analyze poolu vzork nebo individualniho vzorku na
systému cobas s201 k dokeni testovani (n&pdetekce srazeniny v plagnchybneé
pipetovani apod.), byla tato série znovu vk&®d v rezimu ,Repeat Pooling” (72
vzorkn), tyto vzorky jsou systémem ozfemy jako ,Repeat Needed".

81 7droj: Vlastni zpracovani dle materialu Abbott badtories , s.r.o., Diagnostics Division, Czech
republic a Roche, s.r.o., Molecular Diagnosticsc@rrepublic

109



V rezimu ,Resolution pooling” — tedy v dalSi anayna systému cobas s201, je-li
primarni pool ozné&n jako reaktivni (vysledek oz¥en na systému cobas s201 jako
.complete, Reactive* a pro pool dale jako ,Resioln Needed"), bylo vyS&tno 56
vzorki.

Na systému Architect i2000 byly vSechny vzorky \y@ey ve standardnim rezimui p
reaktivit bylo prova@no dalSi rozhodovaci testovani v dubletu. Je-li ladek
rozhodovaciho testovani reaktivni, je vzorek ¢enajako ,opakovah reaktivni“ na

dany marker a dale testovan v Narodni refanetaboratdi (NRL).

8.4.1.1 Negativni vzorky

VétSina vySatenych vzork je ozn&ena systémem cobas s201 jako ,,Complete, Non

reactive” a u systému Architect i2000 jako ,negativ

8.4.1.2 Reaktivni vzorky

Prehled reaktivnich vzofk (prvni skupina) je roztdlen dle typu pouzitého
vySetovaciho systému.

Tabulka 18: Rehled vzork reaktivnich na systému Architect i2000 (skupinarii
&.1)%

Abbott CMIA
anti-HCV HBsAg HIV Ag/Ab ComHo
[vzorky] | [%] | [vzorky] | [%] | [vzorky] [%]
Reaktivni 15 0,30 4 0,08 12 0,24

Vysledky dalSiho testovani v NRL
[vzorky] | [%] | [vzorky] | [%] | [vzorky] [%0]

Negativni 8 0,16 1 0,02 10 0,20
Nejasny 7 0,14 2 0,04 2 0,04
Pozitivni 0 - 1 0,02 0 -

82 7droj: Vlastni zpracovani
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Darci s nejasnym vysledkem testovani opakévasaktivniho vzorku ze systému
Architect i2000 v Narodni referéni laborat®i, byli nasled® re-testovani z dalSiho

vzorku (odlgr za ti mésice), vSichni s negativnim vysledkem. NejvySSicprio

faleSr¢ pozitivnich vysledi je patrné pro marker anti-HCV (0,30%).

Tabulka 19: Behled vzork reaktivnich na systému cobas s201 (skupina vizak®®

Vzorek

Cislo

Typ Datum Typ Odbsrove Architect
(darce)| darce| obgru odbéru | odbsru misto s201 i2000
D.M. PD | 08003078 13.6.2008 PK Karlovo nam. | reaktivnj op. reak.
AJ. OD | 08730476 19.2.2008 PK OC Kada reaktivni|  negativni
P.H. OD | 08730487 19.2.2008 PK OC Kada reaktivni|  negativni
D.K. OD | 0873048Q 19.2.2008 PK OC Kada reaktivni| negativni
Z.L. OD | 08730483 19.2.2008 PK OC Kada reaktivni| negativni
P.J. OD | 0873048519.2.2008 PK OC Kada reaktivni|  negativni
V.L. OD | 08730486 19.2.2008 PK OC Kada reaktivni|  negativni
H.A. OD | 0820076Q 30.5.2008 PK (J\i/:cj;?;r?y) reaktivni|  negativni
Legenda:

PD — prvodarce

OD - opakovany darce

PK — odkr pIné krve

s201 - vysledek vyS@ni na systému cobas s201

Architect i2000 — vysledek vy&eni na systému Architect i2000

op. reak. — opakovamreaktivni

Dalsi testovani reaktivnich vzarke systému Architect i2000

Vzorek D.M. byl ozn&en jako ,opakova# reaktivni“ na pitomnost HBsAg (Abbott
CMIA, HBsAg >250 S/CO). Tento vzorek byl dale testo v Narodni referemi
laboratdi pro virové hepatitidy (coZz odpovida standardniostppim pouZivanym ve
FTO VFN i zjisteni reaktivity virovych market), kde byl vzorek po provedeni
konfirmainich vySeteni oznaen jako HBV pozitivni (resp. darce byl ozea jako
HBV pozitivni). Reaktivita vzorku darce D.M. by&isténa i @i testovani na systému
cobas s201.

8 7droj: Vlastni zpracovani
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L84

Kopie Protokolu o vysledcich laboratornich zkouseNRL™ pro virové hepatitidy,

véetrg prehledu pouzitych metod vizippha ¢. 3.

DalSi testovani reaktivnich vzarke systému cobas s201

VSechny vzorky reaktivni na systému cobas s201 doejh z odbri plné krve
opakovanych datc krve a krevnich slozek, s vyjimkou vzorku darceMD., ktery
daroval plnou krev poprvé. O#ly pravidelnych daric z odkErového centra Kadiabyly
uskute&nény béhem jednoho dne.

Testovani reaktivnich vzark NRL
Vzorek D.M. nebyl, z dvodu pozitivni konfirmace v NRL pro virové hepatit, dale
testovan. Vzorek D.M. Ize tedy oazfilajako pozitivni nezavislou kontrolu procesu

vySetovani na systému cobas s201.

VSechny ostatni vzorky (7 vzaitkozna&ené systémem cobas s201 jako reaktivni byly
zaslany do NRL pro hepatitidy pro rozliSeni typtekce (HBV, HCV) pomoci NAT.
Vysledky testovani jsou uvedeny v tabulée 20. Kopie Protokolu o vysledcich

laboratornich zkouSek NRL je obsahemifiohy ¢.4.

Vzhledem k nizké prawgodobnosti pozitivity HIV, byly reaktivni vzorky po
konzultaci s vedoucim NRL pro AIDS testovany riéégmnost marker HIV infekce
pouze imunoanalytickymi metodami. Vzorky daie.J. a H.A. nebyly v NRL pro AIDS
testovany z @ivodu nedostatku materialu. Vysledky testovani v Nitb AIDS jsou
uvedeny v tabulcé. 21. KopieProtokolu o vysledku vy3eni HIV je obsahemifiohy
¢. 5.

84 Narodni refereini laborat®
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Tabulka 20: Rehled testovani vzobkreaktivnich na systému cobas s201 v NRL pro
virové hepatitid§®

Vzorek Vysledek NAT testovani Cislo vzorku Datum
(darce) HCV-RNA HBV-DNA NRL testovani
pozitivni —
AJ. < 45 1U/ml negativni 2291/08 3.11.2008
P.H. negativni negativni 2324/08 6.11.200%
pozitivni oo
D.K. <60 IU/ml negativni 2326/08 6.11.2008
. pozitivni -
Z.R. <60 1U/ml negativni 2327/08 6.11.2008
pozitivni Lo
P.J. 1160 1U/ml negativni 2325/08 6.11.2008
pozitivni -
V.L. 161 1U/ml negativni 2328/08 6.11.2008
H.A. negativni negativni 2813/08 18.12.2008

e

kvantitativni hodnotou, kterou NAT v NRL produkuje HCV-RNA je < 15 IU/ml.
Vzhledem ke spoeke vzorku @i testovani jsou vzorky v NRLEedny. Je-li tedy
vysledek testovanfediného vzorku < 15 IU/mltédni v pongru 1:3), je vysledna
hodnota < 60 IU/ml. Pokud byl vzorgkedn v pongru 1:2, je vysledek stanoveni <

45 1U/ml.

Tabulka 21: Rehled testovani vzotkreaktivnich na systému cobas s201 v NRL pro

AIDS®

Vzorek Vysledek testovani v NRL Cislo vzorku Datum

(darce) pro AIDS NRL testovani
AJ. negativni 112680/13 PL1 19.11.2008
P.H. negativni 112682/13 PL1 19.11.200B
D.K. negativni 112683/13 PL1 19.11.2008
Z.R. negativni 112684/13 PL1 19.11.2008
P.J. - - -
V.L. negativni 112681/13 PL1 19.11.2004

8 7droj: Vlastni zpracovani
8 zdroj: Vlastni zpracovani
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Zawer
Pét ze sedmi testovanych vzarkkteré byly na systému cobas s201 ¢eng jako
reaktivni, bylo v NRL pro virové hepatitidy vyhoalteno jako HCV-RNA pozitivni.
Ve dvou gfipadech Ize pozitivitu kvantifikovat (vzorky P.¥.L.), u ostatnich vzorikje
vyslednd pozitivita velmi slaba a spoleklikvantifikovat ji nelze. Vysledky testovani
v NRL pro AIDS jsou u vSech vydewvanych vzork negativni, dalSi vzorkyéthto
dardi v NRL pro AIDS nebyly testovany.

Testovani archivnich vzafldarai, reaktivnich na systému cobas s201
Pro potvrzeni reaktivity, vylaieni kontaminace a detailni rozbor vyslédkyly

u reaktivnich vzork resp. dant testovany naslednejich souvisejici:

. archivni vzorky z odéra reaktivnich na systému cobas s201 a negativnich
na systému Architect i2000,

. dalSi archivni vzorky z naslednych @di téchto dard (vSechny nasledné
odk@ry-vzorky od ¢€chto reaktivnich dafc nebyly metodou CMIA
pii standardnim vyS&ni ozna&eny jako reaktivni), vippad® nedostatku
materialu v archivu laboratio FTO VFN byly pouzity vzorky z plazmy
v karantés,

. dalSi vzorky NAT na systému cobas s201, kteréostaty do vykru béthem

cca 3 ndsial shroma#d’ovani vzork.

Testovani probihalo metodou NAT na systému cob@91 @ v Narodni referéni
laboratdi pro virové hepatitidy bdi NAT metodou (testovani HBV-DNA, HCV-RNA)
nebo serologickymi metodami (HBsAg, anti-HBc, aibs, anti-HBe, anti- HCV).
Prehled vysledi testovani je uveden v nésledujicich tabulkach.
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Tabulka 22: Rehled testovani archivnich vzdrk odkri, které byly na systému cobas

s201 ozn&eny jako reaktivni v NRL pro virové hepatitftly

Vzorek | Testovani Testovani v NRL pro virové hepatitidy
(darce) na s201 HCV-RNA HBV-DNA Cislo vzorku Datum
AJ. negativni negativni negativni 2812/08 18.128(
P.H. negativni - - - -
D.K. negativni - - - -
Z.R. negativni - - - -
o pozitivni oo
P.J. reaktivni <15 1U/ml negativni 2810/08 18.12.2008
- pozitivni Lo
V.L. reaktivni 657 1U/ml negativni 2811/08 18.12.2008
H.A. negativni - - - -

Testovani archivnich vzotku daré H.A. a P.H. v NRL nepraihlo. Daivodem byla
negativita vysledk konfirmanich vySeteni vzorki reaktivnich na cobas s201 v NRL
pro virové hepatitidy (viz. tabulk&20), kterou potvrzuje i negativita archivnich vaor
vySetenych na systému cobas s201.ukKwnedostatku materidlu v mikrotitai
desttce archivu laborate FTO VFN nebyly testovany ani archivni vzorky damK.
aZR.

Kopie Protokolu o vysledcich laboratornich zkouzekRL je obsahemifiohy ¢.6.

DalSi vysledky testovani ostatnich archivnich viaorknaslednych odiod od €chto
sedmi darg (archiv), jejich dalSich vzotk které se objevily ve vyou vzorki pro NAT
testovani (pcr) doptimé o vzorky ziskané z karanténni plazmy (plaznsa)) puvedeny

v nasledujici tabulce.

87 7droj: Vlastni zpracovani

115



Tabulka 23: Rehled dalSich vyS&ivanych vzork darai reaktivnich na systému cobas

s20F°
Darce A.J.
Cislo odkru 08731464 08732398 08732398 08733377 -
Datum odisru 21.5.2008 28.8.2008 28.8.2008 27.11.2008 -
Typ vzorku archiv pcr plazma plazma -
Testovani na s201 s201 NRL s201 -
Vysledek negativni negativni negativni negativni -
Darce P.H.
Cislo odkru 08731446 08732419 08732419 08733498 087334198
Datum odiru 20.5.2008 28.8.2008 28.8.2008 4.12.2008 4.13.2P0
Typ vzorku archiv pcr plazma plazma archiv
Testovani na s201 s201 NRL s201 s201
Vysledek negativni negativni negativni negativii  gatevni
Darce D.K.
Cislo odkru 08731340 08732353 08732353 09730210 -
Datum odiru 13.5.2008 26.8.2008 26.8.2008 22.1.2009 -
Typ vzorku archiv pcr plazma archiv -
Testovani na s201 s201 NRL s201 -
Vysledek negativni negativni anti-HBs negativnj -
Darce Z.R.
Cislo odkru 08731441 08732300 08733289 - -
Datum odisru 20.5.2008 20.8.2008 20.11.2008 - -
Typ vzorku archiv plazma plazma - -
Testovani na s201 NRL s201 - -
Vysledek negativni anti-HBs negativni - -
Darce P.J.
Cislo odlgru 08731432 08733304 - - -
Datum odiru 20.5.2008 20.11.2008 - - -
Typ vzorku archiv plazma - - -
Testovani na s201 s201 - - -
Vysledek negativni negativni - - -
Darce V.L.
Cislo odkru 08731447 08732418 08732418 08733499 08733499
Datum odisru 20.5.2008 20.8.2008 20.8.2008 4.12.2008 4.13.2P0
Typ vzorku archiv pcr plazma plazma archiv
Testovani na s201 s201 NRL s201 s201
Vysledek negativni negativni negativni negativni  gatani
Darce H.A.
Cislo odkru 08200928 08201327 08201327 -
Datum odiru 5.9.2008 28.11.2008 28.11.2008 -
Typ vzorku pcr pcr plazma -
Testovani na s201 s201 s201 -
Vysledek negativni negativni negativni -

8 7droj: Vlastni zpracovani
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Poznamka k tabulce
Vysledky vySeteni vSech infeknich markeit testovanych ve FTO VFN standagdn
pouzivanymi metodami (CMIA, systém Architect i2000yly pro vSechny vzorky
uvedené v tabulce negativni.
Darce P.J. — u tohoto darce byla plazma z nasledodkéru uskuténéného v srpnu
2008 znkena pro zvySené hodnoty ALT. Proto nebyla v NRL yirové hepatitidy tato
plazma testovana. Testovana byla plazma az z dalsidi@Eru uskuténéného
v listopadu 2008. Testovani pdtho na systému cobas s201.
Pro vySeteni serologie hepatitid byla vzdmk v NRL pro virové hepatitidy ijdélena
nasledujici ¢isla: darce A.J. ¢2373/08), darce D.K. ¢(2376/08), darce Z.R.
(¢.2377/08), darce V.L.¢(2374/08), vzorky byly ktestovani do NRL pro viéov
hepatitidy gijaty 13.11.2008.
VSechny vzorky z naslednych agh od reaktivnich dakchbyly pri testovani metodou
NAT na systému cobas s201 negativni, u testov@sAd, anti-HBc, anti-HBs, anti-
HBe, anti- HCV v NRL pro virové hepatitidy byly wodu daré (darci D. K. a Z. R.)
vysledky pozitivni. Konkrét byly pozitivni protilatky anti-HBs. Dle informace
z odkEroveho centra Kadabyli oba tito darci skovéani proti HBV.

Z vySe uvedenych vysledKe zZejmé, Ze ficinou reaktivity givodnich vzork byla
kontaminace v preanalytické fazi a dalSi reaktivtterych archivnich vzork téchto
dardi (viz tabulka ¢. 23) byla zfisobena kontaminaci fip pipetovani archivni
mikrotitracni desttky. Tento z&er potvrzuje skuténost, Ze ve stejny den (19.2.2008)
byl vySeten v rutinnim provozu FTO VFN metodou CMIA vzorelOZ Kada (Cislo
odkeru 08730478, darce V.l.) s vysledkem anti-HCV opel® reaktivni, ktery byl na
zéklad konfirmanich vySeteni provedenych v NRL pro virové hepatitidy ui&v
jako pozitivni.

Vzorek darce V.I. se nedostal mezi vzorky pro NASBtbvani, protoZze plazma byla
spolu s timto vzorkem z&gna na odtleni vyroby je&t pred zamrazenim (na pokyn
kvalifikované osoby v ZTS zitvodu opakované reaktivityfipvySeteni protilatek anti-
HCV na systému Architect i2000).
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Zéasadni roli p testovani sehréla i skutgost, Ze jest pred vySe uvedenym zfgnim
plazmy, konkréta pri vlastni gipraw vzorki pro NAT testovani (vzorky z OC Katlg
doSlo v disledku nedostateé desinfekce peanu pouzivaného kiitestani hadiek
pied naldrem vzorku ke kontaminaci dalSich vzortoitcenym reaktivnim vzorkem. To
potvrdil i klesajici obsah virovyctastic (IU/ml) @i vySeteni €chto vzorki v NRL pro
virové hepatitidy.

Archivni mikrotitratni destéka (@ipravovana 21.2.2008) byla v té dopripravovana
manualnim pipetovanim vy$ehych vzork (cca 1,2 ml). Kontaminace dvou vzéark
archivu byla tedy také #gobena chybou ip pipetovani — viz schéma pipetovani

jednotlivych vzorki na obrazku. 14 a¢. 15.

Obrazek 14: Pozice testovanych vzora archivni desé&@

Soupis Archivu

Cislo dasky 43708 dopli latirmm: 21.2.2008
poz Eislo odbéru  poz cislo odbdru ez cislo adbéru  por &isle odbéru
1 Q8500582 25 oavscHEe 5 49 0&7T30506 73 08000888
2 08500583 28 Qa730421 50 Q8730507 T4 0800083
3 08500584 27 08730432 51 08730503 75 08000850
4 08500585 28 AETA0SE3 52 T8¥ 30509 76 08000891
L] 035005368 29 08730454 53 08730510 T 08000892
6 08500587 30 BE7E0usS P 54 08730511 Te 08000853
T 03500558 31 ‘negrsvdss Vo 55 08730512 78 0anHa84
i 08500589 32 HOBTZI0NST TLC 56 08730513 B8O 08400337
£ 08500520 23 08730483 57 08730514 81 08400388
10 a8500591 34 08730489 58 08730515 82 08200389
11 08500592 35 QS 730490 &8 08730517 83 05400390
12 08500593 36 08730481 60 08000573 84 05400397
13 O8S00504 37 08730492 &1 0800087 4 a5 05400392
14 OSS00595 38 DB730493 62 0BO000875 a6 08400393
18 0B50059¢ 38 03730485 63 08000876 a7 08400324
18 8500587 40 Qa730495 G 08000877 a8 08400385
17 Q8300086 41 Q8730497 &5 Qao00s73 g9 08900080
18 QE300087 42 08730498 =153 08000875 20 D8900325
19 08300038 43 08730500 &7 Q8000880 &1 08200230
20 08F30475 44 oB730501 &8 DE0G0Es1 g2 08200231
21 OBTINATE A 45 02730502 59 CE000883 a3 0g200232
2z QETI0LT 7 o, 465 TET30503 i 0000834 84 8200233

all, '_-_-'. 47 QE730504 [ DBO006S6 85 Q8200234
24 087304789 48 QB730E05 72 D800088T 96 Q8200235

Pozice testovanfch vzorkfl na archivnl desce:

& 21 - darce Au. o, -
.23 - darce V.I. (potenciilni zdroj kontaminace) TE

.25 - darce D.K.
5.28 - darce Z.R.
£.30 - daree P.J.
&.31 - darce V.L.
#.32 - darce P.H.

8 7droj: Vlastni zpracovani
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Obrazek 15: Schéma zaznamu pozic archivnich vizeakdestice 43/08°

i
%]
ad
o
o
o
-
oo
w

pozice 10 | 11 ] 1
o [17 |25 [ 33 |41 |49 | 57 65| 73] 81 | 8o
10 | 18 | 26 | 34 | 42 | 50 | 58 | 66 | 74 | 82 | 00
11 |19 | 27 | 35| 43| 51 |50 |67 | 75| 83| o1
12 | 20 [ 28| 36 | 44 | 52 | 60 | 68 | 76 | 84 | 92
13 |91 45 | 53 | 61 | 69 | 77 | 85 | 93
14 46 [ 54 | 62 [ 70 [ 78 | 88 | o4
15 a7 | 55 | 63 | 71 | 79 | 87 | 95

16 48 56 | 64 | 72 | 80 | 88 | 96

A

T | @|m|m| O] | @
@ |~ | @ |t ||| =~

Legenda:

Barevr¥ jsou oznaeny pozice pipetovanych vzdrkna archivni desceé. 43/08.Cervert je zvyrazgn
déarce V. |, potencialni zdroj kontaminace archigasky €. 23), oranzo¥ dva archivni vzorky, u nichz
je vysledek testovani na systému cobas s201 veaktidarci P. J. & 30) a V. L. §€. 31) a Sedou barvou
jsou oznaeny ostatni vzorky dafi¢ u kterych je NAT na cobas s201 negativni — darcl. €. 21), D. K.
(¢.25), Z.R. ¢ 28) a P. H.4 32).

8.4.1.3 Z&wry pro testovani prvni skupiny vzark

Reaktivita Sesti vzork dar@i z OC Kada (A.J., D.K., Z.R., P.J, V.J., P.H.) byla
zpisobena kontaminaci v preanalytické fazi. Nasledggekeni archivnich vzork
téchto reaktivnich daic potvrdilo u dvou vzork reaktivitu, ktera vSak byla take
zpisobena kontaminaci (pozitivni darce V.Lji pripraw archivni mikrotitr&ni
desttky. Na zéklad téchto skuteénosti byl zrevidovan postup desinfekce pogk na
odctleni vyroby a od kezna roku 2011 se pouzivh ve FTO VFN pidpravu

archivanich destiek automaticky pipetor.

Reaktivita vzorku H.A. (reaktivhi na cobas s201NRL pro virové hepatitidy
negativni, CMIA negativni, vySini vSech dalSich vzatktohoto darce bylo vzdy

negativni) byla velmi pravgbodobré zpisobena kontaminaci.

% 7droj: Vlastni zpracovani
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Ke kontaminaci mohlo dojitdmem manipulace v PCR labor#t(neni vSak znamy jeji
zdroj) nebo mohlo ke kontaminaci doji&hem gipravy vzorki pro NAT testovani na
odckleni vyroby stej jako tomu bylo u vzork dar@i z OC Kada — potencialni
kontaminujici vzorek ze stejného dne (30.5.2008)vjerek darceC.l. (¢.odbsru:
08200794), opakov&nreaktivni na systému Architect i2000 (HBsAg) v NRito
virové hepatitidy konfirmovan jako nejasny. Archiwzorek darceC. J. byl pipetovan

do jiné mikrotitr&ni destéky nez negativni archivni vzorek darce H.A.

Testovani vSech vzork prvni skupiny pomoci testu cobas TaqScreen MPX Iy
uzavieno s vysledkem negativni (s vyjimkou HBV konfirmoaného prvodéarce
D.M.).

8.4.2 Vysledky testovani druhé skupiny vzér{¢.2)

Vzhledem k nizké prevalenci infekce virem HBV a HGAMxZné populaci, tedy i
v populaci dobrovolnych daiickrve (prevalence HBV infekce, respektive HBsAg
pozitivity v béZné populaci je cca 0,5% a prevalence protilatekH@V je 0,2%) a
poctu testovanych vzotk (bylo testovano cca 5000 vzdérlod 4000 dant) byla
pravdpodobnost zachytu infekce metodou NAT u prvodasedgonopakovaného darce,
u néhoz byly vysledky testovani sledovanych infeich markeli standardé
pouzivanou metodou CMIA negativni, velmi nizka.

Tento gedpoklad, ktery byl potvrzen vysledky testovanief§gzaneého soubord.1,
vedl k rozhodnuti otestovat pomoci NAT testu cob@aqScreen MPX dalsi, cileén

vybranou skupinu dafc

8.4.2.1 Vybér vzorki pro testovani

Do této skupiny byly zZ@zeny vzorky pouzepakovanych dard krve a krevnich
slozek, kté byli potencial@ odebrani v diagnostickem okna to v souvislosti
s rekterou ze sledovanych infekci. K testovani byl teglgran archivni vzorek (vzorek
z predchoziho oddru od opakovaného darce), jehoz naslednyaiot odr byl na

systému Architect i2000 metodou CMIA ozea jako opakovahreaktivni a poté byl
na zaklad vysledku vySdeni v Narodni referémi laboratdi pro virové hepatitidy

darce konfirmovan jako pozitivni.
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Pro testovani byly vybirany vzorky dérz obdobi od dubna roku 2004 (od tohoto data
jsou archivni vzorky k dispozici) do Unora roku 20Qv Unoru 2009 byla studie
ukontena, tj. bylo uko#eno testovani na systému cobas s201).

Poznamka k archivu vzorkii: ZTS jsou povinna archivovat vzorky dle Vyhlasky
143/2008 Sb. v platném &mi. (Filoha ¢.1 k vyhlaScec¢.143/2008 Sb., Kapitola 9.
Kontroly jakosti, bod 4.)

Podminky vylru druhého testovaného souboru (opakovany dareey kiyl v.s.
odebran v diagnostickém oRnv ueném obdobi splnilpouze 5 archivnich vzorki
opakovanych darai. Vybér byl proveden zcca 150 tisic vy&mtych vzork
opakovanych datckrve a krevnich sloZek. Interval mezi jednotlivyodbkery darce,
ktery se dostal do vyiu, tj. interval od pedchoziho negativniho o&n do nasledného
pozitivniho odiru, se pohybuje mezi 3 — 8¢sici, darce tedy daroval krev vipnéru
jedenkrat za 4,4 #sice. Pehled pozitive konfirmovanych daric (prvodéaré i
opakovanych datg na vSechny sledované infekce, a to jak ve FTOIMiak v ZTS
celé Ceské republiky od roku 2004 do roku 2010, je uvedémbulkache. 24 ag. 25.
Posty vySetenych vzork a daré ve FTO VFN a v ZTSeské republiky jsou
znazorgny v grafechs. 3 a¢. 4. Data jsou ziskana z Ustavu zdravotnickychrintci a
statistikyCeské republiky (UZIS).

Tabulka 24: Darci pozitivhkonfirmovani v NRL (2004-2010, FTO VFRY

Pocet vySefenych vzorki

2004 | 2005 2006 200/72008| 2009| 2010| CELKEM

VySetené vzorky (tis.) 40,5[40,04| 35,47| 32,19| 28,63| 29,15| 29,45 235,5

Darci (tis.) - 14,89 13,23|12,82| 11,26] 11,75| 11,9 -
Prvodéarci (tis.) 201y 11 o066 184 193 277 253 128
Opakovani (tis.) - 13,7P12,57| 10,98| 9,33 | 8,98| 9,37 -

Pozitivné konfirmovani darci (opakovani darci)

2004 | 2005 2006 200/72008| 2009| 2010| CELKEM

HIV Ab+Ag 0 0 0 0 0 0 0 0,0
HBsAg 0 0 0 0 0 2 0 2,0
anti-HCV 2 2 0 1 0 0 1 6,0

Pozitivné konfirmovani darci (prvodarci)

2004 | 2005/ 2006 200[7/2008| 2009| 2010| CELKEM

HIV Ab+Ag (%) 1 0 1 0 0 1 2 5,0

HBsAg (%) 2 2 0 1 2 1 1 9,0
anti-HCV (%) 4 1 5 2 2 2 0 16,0
%1 7droj: UZIS
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Tabulka 25: Darci pozitivhkonfirmovani v NRL (2004-201@R)*

Pocet vySefenych vzorki

2004 | 2005 2006/ 2007 2008 2009 2010 CELKEM
VySetené vzorky (tis)| 525 | 555,6] 493,17 486, 5365 574,99 598,7 37711
Darci (tis) 349,3| 345 227| 225)r 213,8 222,77 2719 -
Prvodareci (tis.) 293 | 31,7| 229 50,13 20,8 319 552 24114
Opakovani (tis.) 320,00313,30| 204,10| 175,57 193,50 190,80| 216,70 -

Pozitivné konfirmovani darci (opakovani darci)

2004 | 2005, 2006/ 2007 2008 2009 2010 CELKEM
HIV Ab+Ag 1 2 1 2 1 2 8 17,0
HBsAg 51 30 7 11 8 9 20 136,0
anti-HCV 71 56 13 5 18 3 22 188,0

Pozitivné konfirmovani darci (prvodarci)

2004 | 2005 2006/ 2007 2008 2009 2010 CELKEM
HIV Ab+Ag (%) 1 0 1 1 0 2 3 8,0
HBsAg (%) 24 21 9 19 17 18 15 123,(
anti-HCV (%) 63 42 29 29 16 31 19 229,0

Graf 3: Pdet vySetenych vzork opakovanych dafca prvodara v Ceské republice

(2004 — 2010¥
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2 7droj: UZIS
% zdroj: UZIS
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Graf 4: Pget vySetenych vzork opakovanych datca prvodaré ve FTO VFN (2004 —
2010%*
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Dle statistiky poskytnuté UZIS, stoupaGeské republice od roku 2007 qab vzorki
vySetenych v z#éizenich transfuzni sluzby rgdevsim diky zvySujicimu se o
opakovanych datca od roku 2008 i zvySujicimu sedbo vySetenych prvodant.

Ve Fakultnim transfuznim odiéni VSeobecné fakultni nemocnice ma naopak jak
celkovy pa@et vySetenych vzork, tak i paet vySetenych vzork opakovanych datc
klesajici tendenci, v poslednich dvou letech stighud roku 2007 piet vySetenych

prvodaré ve FTO naitsta, steji jako v celéCeské republice.

8.4.2.2 Vysledky testovani na systému cobas s201

Jak bylo uvedeno vySe, v obdobi od dubna roku 2@04nora 2009 bylo ve FTO VFN
celkem @t opakovanych datckrve a krevnich sloZek, u kterych byl vysledekdeani
pomoci metody CMIA hodnocen jako opakovareaktivni a naslednv NRL pro
virové hepatitidy pozitivé konfirmovan. VSichni tito darci byli pozitivnkonfirmovani

v souvislosti s infekci hepatitidou C.

% zdroj: UZIS
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Predchozi odéry resp. vzorky z&hto odkria nebyly u dvou dafcv archivu laborati

k dispozici - u jednoho z dardyl predchozi vzorek odebran v roce 2002, tedy védob
pied vznikem archivu (vzorek darce G.R., odkeru: 04715665, datum odiu:
17.8.2004) a u druhého darce (vzorek darce R.\odkeru: 04715071, datum odiu:
13.7.2004) byl pedchozi vzorek&odbiru: 01710494, datum odhu: 13.11.2001) jiz

v NRL pro virové hepatitidy testovan v minulostigsledkem nejasny.

Celkem tedy byly ve druhé skugidardi na systému cobas s201 testov&nyzorky —
viz tabulka¢. 26. Testovani pralo v rezimu individual pooling. KopieProtokolu o
vysledcich laboratornich zkouSekNRL pro virové hepatitidy (z konfirmaceéchto

dardi v NRL pro virové hepatitidy) je obsaherfilphy ¢.7.

Tabulka 26: Vysledky testovani druhé skupiny viana systému cobas sZ01

Vzorek darce L.L. G.P. M.J.

Vzorek CMIA reaktivni ;
(pozitivni konformace v NRL, vie HCV) 04728224 | 05710781 07400012

Datum odBru 12.10.2004 3.2.2005 3.1.2007

Archivni VZO(ek,testovany na cobas s201 04724968 04714658 06402444
(CMIA negativni)

Datum odiru (archivni vzorek) 14.6.2004 23.6.2004 31.10.206

Vysledek testovani na cobas s201 invalid invalid invalid

Cely vySetovany soubor (,batch“) byl vyhodnocen systémem jakwalid“, tedy
neplatny. mvodem, uvedenym v PDM softwaru systému cobas sy rozdilné
Sarze pouzitého kontrolniho materialu - ¥mith pozitivnich kontrol a kontroly
negativni. Nepodido se zjistit, zda Slo o chybu obsluhy, systémebam vyrobce
kontrol, protoZe pro dany testovany soubor bylodsadr pouzito zcela v souladu
s predchozim postupem nové baleni kontrolniho materiélujednoho ze vzork
(vzorek M.J.) navic systém ozilachybu pipetovani resp. nedosi&é mnozstvi
vzorku. Kopie primarni dokumentace z neplatnéhochmatsystému cobas s201 je
obsahem filohy ¢.8.

VSechny vzorky uvedené v tabule25 byly na systému cobas s201 testovany na konci

celé studie (Unor 2009), jednalo se o&é&iné testovani v ramci celé studie.

% 7droj: Vlastni zpracovani
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8.4.2.3 Testovani na UKBLD VFN

Pred uzavenim celé studie vibznu roku 2010 bylo rozhodnuto otestovat znovu
pomoci NAT vSechny vzorky z druhé skupiny, jejitbgtovani na systému cobas s201
nebylo mozné vyhodnotit. &em roku 2009 byly pozitivnkonfirmovany v NRL pro
virové hepatitidy dalSi dva vzorky opakovanych damFTO VFN v souvislosti

s infekci virem hepatitidy B a C, konkrétmzorek — darce V.K.¢odbsru: 09500638,
datum odBru: 26.3.2009) a darce G.GE.qdbsru: 09300359, datum odhu: 6.8.2009).
ProtoZe archivni vzorek Zgdchoziho odéyu darce G.G. nebyl v archivu laborito
VFN k dispozici (odbr v roce 1997), byl ketf¢m pivodnim vzorkim z druhé skupiny

piidan pro NAT testovani pouze vzorek darce V.K.

DalSi testovani probihalo v obdobi od 23.2. do .POB0 v sérologickych laboratoh
Ustavu klinické biochemie a laboratorni diagnostMyeobecné fakultni nemocnice
(UKBLD VFN) pomoci nasledujicich NAT metod:
* RT-PCR s hybridizaci (kvalitativni metoda s koloeinckou detekci pro
stanoveni HCV RNA, systém cobas Amplicor)
* Real Time gRT-PCR (kvantitativni metoda pro detd®BV DNA s uzitim

fluorescence, systém cobas AmpliPrep/TagMan)
Vysledky testovani jsou shrnuty v nasledujici tabwd k dispozici téZ viozec.7.

Tabulka 27: Vysledky testovani druhé skupiny vaadAT v UKBLD VFN®®

Vzorek darce L.L. G.P. M.J. V.K.
Cislo odlgru (archivni vzorek) 04724968 047146%8 06402442 00838
Datum odWru (archivni vzorek) 14.6.2004 23.6.2004 31.10.20(%.3.2009
Vysledky testovani negativni | negativni| pozitivni -
(HCV-RNA NAT, kvalitativni metoda)

Vysledky testovani i i i negativni
(HBV-DNA NAT, kvantitativnhi metoda)

Archivni vzorek darce M.J. byl vyvhodnocen na syst@obas Amplicor jakpozitivni,

darce byl tedy odebran v diagnostickém oké&

% 7droj: Vlastni zpracovani
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Nasledny (tj. dateny odr darce, ze kterého vychéazel ¥ylpredchoziho/archivniho
vzorku) odir darce M.J. byl konfirmovan v NRL pro virové heiidy jako HCV
pozitivni. Na zaklad této skuténosti byly transfuzni ippravky vyrobené z déenych
odkerda tohoto darce ve FTO VFN &meé vyhledany a ziieny v ramci standardnich
opateni a postujp danych jak legislativoGeské republiky, tak poZadavky zpracovitel
plazmy (hlaSeni a postup look-back). Vzhledem kuprie dateny déarce byl
pravidelny darce plazmy formou aferézy, bylycemy plazmy uloZené v karantéme
FTO VEN i plazmy uloZené v karantému zpracovatele plazmy (zpracovatel czini

plazmy na zaklathlaseni look-back).

8.4.2.4 DalSi vzorky

Jiz v dolg zpracovavani dat ziskanychem studie, konkrétv obdobi do konce roku,
byl pozitivreé konfirmovan (HCV pozitivni) dalsi opakovany daree darce S.M.
(¢.odkeru:10732821, datum odhu: 17.8.2010). Archivni vzorek Zgdchoziho odiru
od tohoto darce¢(odkeru: 10731786, datum odhu: 13.5.2010) byl zaslan do NRL pro
virové hepatitidy ke konfirmmimu vySeteni metodou NAT.

Vzorek tohoto darce byl v NRL pro virové hepatitidyodnocen jako negativni.
Vysledky obou vysSéeni z NRL pro virové hepatitidy (kopirotokolu o vysledcich

laboratornich zkou$gke obsahemifiohy ¢.9.

V prabéhu roku 2009 (25iezna 2009) ohlasil zpracovatel plazmy (firma Bgxter
FTO VFNreaktivitu vzorku (resp. poolu z osmi vzdrk zjiStnou kthem standardniho
HCV-RNA NAT testovani (metoda HIV/HBV/HCV Blood Seming NAT), které
zpracovatel provadi u vSech vzorglazem, které jsou dodany ke zpracovani. DalSim
testovanim provashym firmou Baxter bylo zji®ho, Ze se jednd o pozitivni vzorek
provodarce K.S.¢todkeru: 08750066, datum odiu: 17.12.2008).

Archivni vzorek darce ztohoto ogho byl pro dalSi nezavislé potvrzeni reaktivity
testovan v UKBLD VFN pomoci kvalitativni metody MERNA NAT.

Vzorek tohoto darce byl v UKBLD VFN hodnocen jakozitivni. Darce byl tedy
odebran v diagnostickém oknVysledek vyséeni v laborattich FTO VFN metodou
CMIA byl negativni.
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Darci K.S. byla jako prvodarci standagdadebrana plnéa krev — z tohoto &db byly

vyrobeny dva transfuzni ¢

7 w7

(EBR’") a plazma (P).
ProtoZe se je§tv roce 2009 vys&dval u daré enzym ALT®, byl na zaklad zvysené
hodnoty ALT ze vzorku déeného darce K.S. (82ukat/ml), vyrobeny EBR zién,
plazma byla zaslana fignBaxter ke zpracovani. Souhrn v3ech vysiedé&stovani

fpravky — erytrocyty bez buffy-coatu resuspendované

vzorka druhé skupiny a dalSich vzdrkestovanych pomoci NAT naanych systémech

je uveden v tabulce 28.

Tabulka 28: Souhrnna tabulka testovani druhé skupinrki®

Vzorek darce L.L. G.P. M.J. V.K. S.M. K.S.

Typ darce oD oD oD oD oD PD

Clslo.od’téru 0472496 | 0471465 06402442 0950063 | 1073178 08750066

(archivni vzorek) 8 8 8 6

Datum odiru 14.6.200| 23.6.200| 31.10.200| 26.3.200| 13.5.201| 17.12.200

(archivni vzorek) 4 4 6 9 0 8
Piehled vysledki testovani jednotlivymi metodami

CMIA

(Architect i2000, negativni| negativn negativn negativni  negatiyni egativni

FTO VFN)

Taq Screen MPX

(cobas s201, FTO| invalid invalid invalid invalid - -

VFEN)

HCV-RNA NAT

(cobas Amplicor, | negativni| negativnl pozitivni - - pozitivni

UKBLD VFN)

HBV-DNA NAT

(cobas - - - negativni - -

AmpliPrep/TagMa

n UKBLD VFN)

Serologie hepat. C -

HCV-RNA NAT* ] ] ] ~ | negatvnl ]

Legenda:
PD — prvodarce

OD - opakovany darce

* metody pouzité v NRL pro virové hepatitidy

" Erytrocyty bez buffy-coatu resuspendované
% Alaninaminotransferaza
% 7droj: Vlastni zpracovani
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8.4.2.5 Testovani druhé skupiny vzdark zawry

Narodni refere¢ni laborat® pro virové hepatitidy konfirmovala v obdobi od woR004
do konce roku 2010 jako pozitivni celkem 8 opakgedndardé krve a krevnich sloZzek
z registru FTO VFN. Sest z nich bylo konfirmovarakg HCV pozitivni, dva z nich
jako HBV pozitivni.

Ze souboru vySe uvedenych osmi pozitivnich opakgetardardé byly v ramci studie
vySeteny pomoci NAT naitiznych systémech a pracovistich &tipz nich vzorky

z predchozich oddri, vzorky #i dardi jiz nebyly v archivu laboratd FTO k dispozici.

Jeden z vySé&bvaného souboru vzakkdarce M.J.) byl reaktivniiptestovani metodou
HCV — RNA NAT v UKBLD VFN' V rdmci rutinniho testovani metodou CMIA ve
FTO VFN byl negativni.

Darce M.J. byl tedy odebran v diagnostickém oké&

Béhem obdobi testovani druhé skupiny vZoek zpracovavani dat byl zpracovatelem
plazmy (Baxter) FTO VFN nahlaSen pozitivni vysledektovani HCV-RNA NAT.
Jako pozitivni byl ozngen vzorek provodarce K.S., u kterého byl vysledgknniho
testovani metodou CMIA ve FTO VFN negativni. Vyslkdtestovani provedeny
zpracovatelem plazmy byl  potvrzenii pnezavislém testovani provedeném v
laboratdich UKBLD VFN.

Darce K.S. byl tedy také odebran v diagnostickém ai€.

190 Jstav klinické biochemie a laboratorni diagnosti§eobecné fakultni nemocnice
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8.5 Diskuse

Kazdor@né je na s¥té testovano vice nez 53 milibnodbéra pomoci NAT
technologie, p&et netestovanych odii viak stale &stava vysoky - fiblizné¢ 40% z 92
miliont odkeéra se NAT technologii netestuje. Nagtji je provadno vySeteni HCV
RNA. Je také i&jmé, Ze implementace a nasledné tersi NAT technologie do
standardniho rezimu vy$evani infeknich markel v transfuzni sluzb historicky
kopiruje ekonomickou vysjost jednotlivych regioh. Nagiklad krevni banky v USA
zataly pouzivat NAT jako dopiljici vySeteni sérologickych metod ve druhé polayvin
devadesatych let nejprve pro HIV a HCV, nastepak bylo testovani roz&no jest o
HBV a WNV. V sowasnosti je pomoci NAT technologie vyi&etano v USA 100%
odbera (HIV-1, HCV, WNV a HBV), &tSina je testovana technologii TMA NAS)

V Evropé bylo od prvni implementace NAT technologieéfhecko v roce 1997)
testovano jiz vice nez 600 milibnodkéra s iznym stupsm zachytu NAT-only
pozitivnich vzork (HIV-1 0,90; HCV 2,24, HBV 15,2 na milion odhi). Nejastji
jsou pro NAT testovani vyuzivany systémy Rochde d&stémy Novartis/Chiron a
v neposlednitfad systémy vlastni produkce (,in house®) vyuZivajikbmekné
dodavana diagnosti€d, rezim vyseovani je pak népstji postaven na vyssvani
vzorka v poolech (,mini-pool NAT*, MP-NAT).

Rezim vySatovani infeknich markelt v dané zemi obvykle vychazi z pozadavk
legislativy, z epidemiologické situace a event3@d narodnich specifik jako je rfap
zpasob financovani zdravotnictvi nebo nastaveny systéeni z@izeni transfuzni
sluzby. Vregionu $edni Evropy (Rumunsko, Bulharsko, Polsko, Kypgteska
republika, Slovenska republika, Slovinsko a d@asko) je NAT technologie
implementovana pro testovani inéekch markelt u dardé krve pouze ve Slovinsku a
Polsku.
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8.5.1 Epidemiologické situace €eské republice ve vztahu k transfuzni stuzb

HIV
Dle Gdaji Statniho zdravotniho Ustavu z roku 2011 Caeska republika staleéadi
k zemim s nizkym vyskytem HIV infekce, i kdyZ okuno2003 dochéazi ke stabilnimu
vyraznému ndistu HIV infekci. V obdobi od roku 2004 do roku 20st@upla incidence
HIV v Ceské republice z 0,7 (72ipadi, 2004) na 1,7 (180tfpadi, 2010).
Pro srovnéni - jako zefrs nejvyssi incidenci HIV v roce 2010 jsou usdyt Estonsko
(27,8), Litva (12, 2), Belgie (11,0) a Velka Britar{10,7). Naopak jako zefs nejnizsi
incidenci jsou uvedeny Rumunsko (0,7) a Slovensi){*©5¢667)
Pri screeningu datckrve a krevnich sloZzek bylo kumulativaa obabi od roku 1985
do 30. 6. 2011 zachycenoleské republice 42 HIV pozitivnich osob. V rocd2@&
2010 byly zachyceny vyra#rvyssi p@ty HIV pozitivnich — viz. tab¢. 31. Zda se jedna

o trvaly trend ukazou teprve Udaje #pich letech.

HCV
Prevalence chronické HCV infekce ¥Zmé populaciCeské republiky zjigné
v sérologickém fehledu v roce 2001 byla 0,267

Pro srovnani - vroce 2010 byla incidence HCV v inbmEU/EEA 6,93 (nejsou ale
znamy Gdaje z Belgie, Francie, Lichtenstejnska &pawiska). ProCeskou republiku
je uvadtna v uvedeném obdobi incidence 6278667

Nejvyssi vyskyt HCV je dle udajStatniho zdravotniho Ustavu v gaané dob
v bézné populaciCeské republiky nalézan veskovych skupinach 20-24letych, 15-
19letych a 25-34letych.

Ve srovnani se zachytem infekci HBV a HIV u dakeve a krevnich slozek je
pocet pozitivre konfirmovanych infekci virem hepatitidou C jedne&m nejvysSi — viz
tab. ¢. 29. Vyznamnou roli ve vztahu k transfuzni skiztvaje skuténost, Ze cilovou
skupinou v ramci naboru novych darkrve jsou zejména mladi lidé a také fakt délky
diagnostického oknarptestovani infekce virem hepatitidy C serologickymetodami.

Z obou skuteénosti je Zejme, Ze riziko penosu infekce virem hepatitidy C
transfuzi je g zachovani nastavenych algoritm ramci sledovanych infekci u darc

krve vCeské republice jednozéa nejvyssi.
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HBV

Dle Gdaji Statniho zdravotniho Ustavu incidence akutni icdekBV vCeské
republice trvale klesa od 80. let minulého stol€d roce 2000 je nejvysSi vyskyt
infekce virem hepatitidy B veeékovych skupinach od 15 do 34 let¢ékava se, ze
ploSné @kovéani jednoletych a dvanactiletych (od roku 200fphlo vyznama
pozitivré ovlivnit vyskyt HBV infekce, coz je pozitivni i veztahu k transfuzni sluzp
t.j. zejména k riziku fenosu infekce virem hepatitidy B transfuzi, a t&kpgz vyse
zminovanému naboru mladych lidi do registru ddkeove a krevnich sloZzek. Prevalence
chronické HBV infekce v &né populaci zji#né v sérologickémiphledu v roce 2001
byla 0,56%°%

Incidence akutni hepatitidy B se vroce 2010 v obnEU/EEA pohybovala
v rozmezi od 0,13 ve Francii do 2,32Ceské republice. AvSak Udaje tykajici se

chronické hepatitidy B se z&@& liSi. Zprava uvadi incidenci v rozmezi od 1,71 pro

Slovinsko az po 15,19 v Norski:>>%%¢7

8.5.2 Zachyt infekci u darckrve vCeské republice

V néasledujicich tabulkach je uvedenc¢pb pozitivre konfirmovanych daric

v Ceské republice od roku 2004 do roku 2010, respéchte Gdaj vychazejici

pramérny pacet pozitivrie konfirmovanych darc rocné. Opet upozonuji na skuténost,

Ze Udaje o darcich ve vztahu ke sledovanym infeKtirmozny odkr v diagnostickém

okng), kteti darovali krev nebo krevni sloZky pouze jednodjdpozici nejsou.

Tabulka 29: Udaje o pozitierkonfirmovanych darcich €R v obdobi 2004-2018"

Rok HBV HCV HIV
(celkem/prvodarci) (celkem/prvodarci) (celkem/prvodarci)

2004 75/24 134/63 2/1

2005 51/21 98/42 2/0

2006 16/9 42/29 2/1

2007 30/19 34/29 3/1

2008 35/27 80/63 2/1

2009 45/36 142/126 6/4

2010 45/37 98/79 11/5

101 7droj: vlastni zpracovani dle GdapzIS
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Tabulka 30: Rimé&rny paset pozitivré konfirmovanych daricv CR za kalendii rok*%

HBV HCV HIV
(celkem/prvodarci) (celkem/prvodarci) (celkem/prvodarci)

Pramerny paet
pozitivnich 42/25 90/62 4/2
konfirmaci

Zvyrazréneé Udaje v tabulcé.29 poukazuji na negativni vliv novychiizeni
transfuzni sluzby na gty pozitivré konfirmovanych daii, zejména prvodatc
v Ceské republice. V fibéhu roku 2008 zahéjila svatinnost nova zédzeni transfuzni
sluzby, ktera plati dafen za kazdy oddy plazmy formou aferézy. Tato skttest
negativié ovlivnila zachyt infekci sledovanych u darkrve. K nejtSimu naiistu
pozitivné konfirmovanych infekci doSlo obegm prvodaré, co se tye infekci pak u

infekce virem hepatitidy typu C, jak je ¥idtaké v nasleduijici tabulce.

Tabulka 31: Vliv plasmaferetickych center nasydkonfirmovanych®®

Rok HBV Hov HV

(op. darci/prvodarci) (op. darci/prvodarci) (op. darci/prvodarci)
2004 10,3/81,9 14,3/215,0 02/34
2005 5,7/66,3 10,7/132,5 04/0
2006 1,5/39,3 2,8/126,6 02/44
2007 2,5/37,9 1,1/57,8 05/20
2008 1,2/49,5 2,5/115,6 02/18
2009 1,0/56,4 1,8/197,5 0,2/6,3
2010 0,8/63,8 1,8/136,2 0,6/8,6

Legenda:

V tabulce jsou uvedeny pty pozitivre konfirmovanych, které jsou vzdy vztazeny na 100 00
vySetenych vzork opakovanych dafica prvodaré. U prvodaréd hodnota zarosh vyjadiuje prevalenci
(. pocet pozitivre konfirmovanych prvodaicna 100 000 vyS&tnych prvodarit), naopak incidenci u
opakovanych a pravidelnych darqt. potet pozitivieé konfirmovanych opakovanych dérc a
pravidelnych dart na 100 000 vys&tnych opakovanych a pravidelnych ddroeni uvedena — v UZIS

jsou k dispozici pouze data od roku 2008.

192 7droj: vlastni zpracovani dle Gda)ZIS z let 2004-2010
103 7droj: vlastni zpracovani dle GdajZIS
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8.5.3 Riziko prenosu infekce transfuziGeské republice

V Ceské republice je pmérné ro¢né podano 400 000 T.U. konceniraerytrocyf,
34 000 terapeutickych davek koncentréibmbocyti a 190 000 T.U. plazm§?
Spektrum poviné vySetovanych marker infekci sledovanych u dardkrve stanovuje
Vyhlaska o lidské krvi v platném &ni, ktera také stanovuje nepodé&itelna minima

zpasobu testovani sledovanych inekch markeit.

Diky tomu a dalSim op#nim, jako je nap udrzovani narodniho registru trvale
vyiazenych daiic a hlaSeni a sledovani nezadoucich reakci po transte odhadovat
pravdEpodobnost rizika fenosu infekce transfuzi pro HBV nebo HCV na 1:2%0 a
300 000 podanych transfuzi a pro HIV 1 aZ 2:5 milipodanych transfu2f.

Za predpokladu, Ze z jednoho darcovského édbjsou vyrobeny 1-2 transfuzni
piipravky (plna krev = erytrocyty a plazma), pohybag odhadované rizikorgnosu
infekce transfuzi Ceské republice takto: 7ignoss HCV na 1 milion odbra, 6
prenost HBV na milion odira a mezi 0,4 — 0,7 ipnosi HIV na milion odl@ra.

V porovnani s ostatnimi staty'ql a po NAT implementaci j€eskéa republika zemi
s nizkym rizikem genosu HIV infekce transfuzi (nejnizSi odhadovamzékoi prenosu
HIV po NAT implementaci je 0,18 v&mnecku, nejvyssi je 1,1 v Italii), stale vSak
zastdvame evropskou zemi s vysokym rizikef@nosu infekce HCV transfuzi (nejvyssi
odhadované riziko ienosu HCV ped NAT implementaci #o s 3,94 penosy na
milion odbera Spartlsko)’”

K zemim s nejbezgeejSi hemoterapii na &t z hlediska penosu virové infekce
(ptenos HIV, HBV, HCV, HTLV 1 a 2) j¢éazena Austrélie, kde se udava odhadované
riziko prenosu sledovanych virovych infekci transfuzi gnéez 1:1 milion podanych

transfuzi rens®?.

Na zéklad vy3Se uvedenych udajjsou tedy WCeské republice vystaveni
odhadovanému riziku podani transfuznilippvku kontaminovaného virem hepatitidy
B nebo C dva fijjemci rané. Pravapodobnost podani transfuznihaigsavku

kontaminovaného virem HIV je asi dvacetinasbhizsi.
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8.5.4 Souhrn vysledk testovani infe&nich markei u dard krve ve FTO VFN

Testovani vzork v prvni skupig (cobas TagqScreen MPX) bylo uzemo
s vysledkem negativni, ve druhé skupibyl zjiS€tn jeden darce, ktery byl
prokazatel# odebran v diagnostickém ok(HCV pozitivni)

Pro doplgni uvadim také hlaSeného prvodarce (hlaSeno zpadelewn plazmy),
ktery byl také odebran v diagnostickém &kstandardé pouzivanych serologickych
testi.

Zamtime-li se z dlouhodobého hlediska nacgto konfirmovanych dafc a
prvodard, zjistime, Ze ve FTO VFNifwada na kazdych cca 430 @di prvodaré
jeden pozitivé konfirmovany prvodarce nacékterou ze sledovanych infekci, u
opakovanych dafc je to jeden konfirmovany darce na cca 28 000 éndk(viz

nasledujici tabulky).

Tabulka 32: Udaje o prvodarcich ve FTO VFN v obd2ti4-2016>

Patet pozitivre

Pctet prvodard, ktefi konfirmovanych odéra Pctet prvodaré
Poet prvodaré absolvovali pouze CMIA opak. reak., v diagnostickém
jeden odbr konfirmace NRL okne

(HBV, HIV, HCV)

13 000 5000 30 1+?

Patet prvodaré odebranych v diagnostickém akm tomto obdobi (1 hlaseny
prvodarce na cca 13 tisic odebranych prvoganeni gesré znam — 38% prvodaic
daruje svou krev pouze jednou &izani transfuzni sluzby tedy nemaji moznost zjistit

jakékoli dalSi udaje v souvislosti s testovanindsienych infekci.

104 Zdroj: databaze FTO VFN, vlastni zpracovani
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Zjistené riziko odigru opakovaného darce v diagnostickém &krje jeden
opakovany darce na cca 220 tisic &db Toto rizikofadow odpovida odhadovanému

riziku podani kontaminovaného transfuznitttppavku vCeské republice (viz dale).

Tabulka 33: Udaje o opakovanych darcich ve FTO Writhdobi 2004-2016°

Pcet pozitivre

Poset vzork konfirmovanych odéra Patet opakovanych daiic
opakovanvch datc CMIA opak. reak., odebranych v diagnostickém akn
P y konfirmace v NRL (CMIA neg., NAT reaktivni)

(HBV, HCV, HIV)

220 000 8 1

Z vySe uvedeného jeggimé, Ze nositelem jednozmg nejvyssiho rizika fenou infekce
transfuzi je prvodarce, ktery daruje krev pouzeefdgaat. K obdobnym zé&wim dosli
ve své praci i Zou, S., Fang, C.,T., a Doss, BY. Nejvyssi riziko penosu infekce
transfuzi je u sledovanych infekci spojeno s HCVYsledky testovani také potvrzuji
piedpoklad, Ze zavedeni NAT pro testovani itfékh market u dardé krve a krevnich
sloZzek vede ke zkraceni diagnostickeho okna u stedah infekci a tedy snizuje riziko

pienosu sledovanych infekci transfuzi.

DalSim, nemé# dilezitym cilem studie, bylo posoudit i praktické ekty
vySetovani infeknich markelt u daré krve a krevnich slozek ¢ma metodami
(serologické a NAT). NaSe zkuSenost ukazala, 2eujeo vzhledem ke cost&benefit
prizpasobit rezim vysé¢bvani infeknich markeit metodou RT-Real Time PCR ¢a
vySetovanych vzork (shroma#@’ovat vzorky a naslednje vySetovat v seériich).
Naroky na poet pracovnilk se zavedenim metody RT-Real Time PCR na naSem
pracovisti nezvysily, coz nelzdéci o ndkladech na vlastni testovani. Pokud by dweto
RT-Real Time PCR doplnila stavajici metodu CMIA, hiyoby néklady na vyS&ni
stoupnout az na dvojnasobek (Udaj je vztazen k ymoZzoenam v dob probihajici

studie — detaily viz kapitola 8.5.6.

105 Zdroj: databaze FTO VFN, vlastni zpracovani
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8.5.5 Naklady na lébu pacienta s hepatitidou B, hepatitidou C a skiifgirem
HIV

Jak jiz bylo uvedeno vy3se, jsouCeské republice &mé ohrozeni infekci virem
hepatitidy B nebo Cijblizné dva gijemci transfuzniho ifpravku. Naklady na &bu
pacienti |écenych pro infekci hepatitidou B nebo C se pohylifidech statisicCzZK.

Celkové naklady na &u hepatitidy C se pohybuiji ve vysi 300 000 ¢ZK(pouze
naklady na léebné latky, konkrétnse Udaje tykaji nakladna I&€bu pegylovanymi
interferony).

Celkové naklady na &bu hepatitidy B se pohybuji ve vysi 400 000 ¢#K(pouze
naklady na léebné latky, konkrétnse Udaje tykaji nakladna I&bu pegylovanymi
interferony). Riziko podani transfuznihéigravku kontaminovaného virem HIV je pro
piijemce asi 20x niZsi nez je riziko uwae pro viry hepatitid B a C. Naklady n&lbél

jedince infikovaného virem HIV ale rozho#iniZsi nejsou.

Néaklady na Iébu HIV pozitivnich pacierit se pohybuiji od 10 000 -15 000 USD
pacienta/rok (pouze naklady nacééné latky, konkréth se Udaje tykaji Kby
trojkombinaci nukleosidovych analkbg inhibitofi proteaz). @ekavana doba ééni

(preziti) se pohybuje v intervalu 8-10 let, al&éZa dosahnout az doby 24 let.

8.5.6 Odhad nakladl na testovani infalnich markeit (HBV, HCV, HIV)

u dar@ krve metodou NAT \Ceské republice

Zakladni kalkulace nakld@dna testovani infalnich markelt (HBV, HCV, HIV) u dard
krve metodou NAT \Ceské republice ukazuje tabulk®4.
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Tabulka 34: Zakladni kalkulace nékiaiagnostika) na testovani infakich market
(HBV, HCV, HIV) u dard krve metodou NAT \Weské Republic&®

Pramémy potet vySefenych Cena za 1 vy&dieni NAT (HBV+ HCV+ HIV)
odbéri/rok
5€ 8 € 10€
Prvodarci 34 500 4,4 mil. CZK 7,0 mil. CZK 8,8 mitzK
Odbiry celkem 538 700 68,7 mil. CZK  109,9 mil. CZK  18Mil. CZK

O castky uvedené v tabulae34 by se \Ceské republice imé navysily naklady na
diagnostika (nejsou zohlegmy naklady na mzdy, zkumavky, dopravu apod., takze
néklady by byly pravépodobré vyssi) v ramci testovani inféekich market, pokud by
stavajici algoritmus testovani dany legislativoll tmzSien o metodu NAT. Zdrojem

daji o pastu vySetenych prvodaric a odisra celkem jsou data UZI€'.

Uvedené moZnosti cen za vy&ati infekénich markeit jednoho odbru metodou NAT
jsou odhadnuté na zakkadnformaci dodavatél testovacich systéima diagnostik
v Ceské republice v dab kdy tato studie probihala. Pro srovnani: cenyjetino
vySeteni metodou NAT u dafc krve se v Nmecku pohybuji ¥adech desitek

euroceni a v USA®®v radech desitek dolarcent®

19 7droj: vlastni zpracovani, data UZIS
197 Ustav zdravotnickych informaci a statistiky

198 5pojené staty americké
199 7droj: 13. pracovni dny v transfuznim lé&tvi (6. — 8.10.2011)
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8.6 Zavér

1. VySetovéani infeknich markelt (HBV, HCV, HIV) u dar& krve a krevnich
slozek metodou CMIA dopimou o NAT snizuje riziko fenosu infekce
transfuzi. Nadale vSakigtrvava riziko penosu okultni infekce virem hepatitidy
B u HBV DNA negativnich dafc krve a krevnich sloZzek. Ro#8him
screeningu o vysini protilatek anti-HBc je moZné toto riziko snizit

2. Prvodarci jsou nositeli vySSiho rizikdgmosu infekce transfuzi nez opakovani
darci.

3. V Ceské republice jsou fflemci transfuzi nejvice ohrozeni infekci virem
hepatitidy C. Implementace vysetani HCV RNA v ramci screeningu dérc
krve a krevnich slozek e zkratit odhadované serologické diagnostické okno
témst Styfikrat.

4. Rozhodovani o mandatornim zavedeni testovani vitovyarkett u dar@é krve
v Ceské republice metodou NAT byéh vychazet z aktudlni prevalence
sledovanych virovych infekci u ddr&rve a z addj o paitu dardé odebranych
v diagnostickém ok protoZe cost&benefit testovani dékrve metodou NAT
je takovy, jakéa je epidemiologicka situace v zemake je realné rizikoignosu
infekce transfuzi. Ret daré odebranych v diagnostickém akje vyznamnym
ukazatelem rizikaignosu infekce transfuzi. Ve vztahudekavanym zvySenym
nakladim na testovani infékich markei u daré krve metodou NAT jereba
vzit v Gvahu i vySi dalSich moznych nakiad vyloh k soudniméizenim (az
milionoveé ¢astky vyplacené po mnoho let), které by mohlo zéptdravotnickée
zaizeni po podéani transfuznihofigravku kontaminovaného ¢kterym ze
sledovanych vit. Argumentem Zzalujici strany by jsbyl fakt, Ze a&koli jsou
k dispozici citliwjSi metody pro zachyt sledovanych infekci, nejsaaizenich
transfuzni sluzby zavedeny. | tato Gvaha je arguemermpro zéazeni testovani
infekénich markei u dardé krve metodou NAT do rutinniho screeningu.

5. Pro ziskani fesnych addj o paitu daré odebranych v diagnostickém akje
nutna dohoda mezi Z18 v Ceské republice a NRL pro virové hepatitidy a
NRL pro AIDS o povinném zasilani archivnich vabrk p‘edchozich oddri u

pozitivré konfirmovanych opakovanych dar&e konfirma&nim vySetenim do

10 zatizeni transfuzni sluzby
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NRL pro virové hepatitidy a NRL pro AIDS. Pro daSgkani validni informace
k rozhodovani o zavedeni NAT testovani virovychkedru dard krve Ize tuto

dohodu roz§it i o zasilani vzork prvodar@, ktei byli vramci testovani
screeningovymi metodami stanovenymi Vyhlaskou cskél krvi v platném

zreéni negativni.

6. Vramci nasledného rozhodovani o algoritmu testovdardi krve metodou
NAT, které by vychazelo z realnych qd dara@ odebranych v diagnostickém
okng, by mslo byt stanoveno (spoluprace STILS JEB', szU'? MzCR'™®
ZP"% zda NAT metodami testovat pouze prvodarce (ndklaal testovani by
byly nizsi, ale trvalo by riziko odiou v diagnostickém oknu opakovanych
dardi) nebo vSechny darce bez ¥y (tento vylér by podstaté snizil riziko
pienosu infekce, alefmesl by vyznamé vysSi naklady na testovani) nebo
pouze odbry krevnich slozek, které neprochazeji karanténoevifodné
z hlediska narinosti logistiky gfipravy vzork).

7. V ptipad kladného rozhodnuti o ro#8hi testovani virovych markeo NAT
stanovit, zda testovat ,pouze* markery HBV, HCV dVHnebo spektrum
rozskit o vySetovani dalSich sledovanych #jrt.j. o Parvovirus B 19, na ktery
jsou kEzZr¢ testovany odery plazmy utené kdalSimu zpracovani ve
frakcionanich zdizenich. Nebo i o West Nile Virus, ktery je #kterych
zemich sezénnzarazovan do screeningu inf@kch markei dard krve.

8. Pokud by bylo rozhodnuti o testovani infelch markei u daré krve metodou
NAT kladné, bylo by vhodné vzhledem k Zzngm aiekdvanym nakladn pro
ZTS vCRM™® vySeteni centralizovat dogkolika velkych ZTS.

9. Alternativni cestou vedouci ke snizeni rizikéenosu infekce transfuzi by
mohla byt vyroba patogen-inaktivovanych transfuaniipravki. Jeji zasadni
nevyhodou je v3ak skuteost, Ze v satasné dob Ize inaktivovat patogeny
pouze v plazrnebo v koncentratech trombotyt

10.V souvislosti se snahou snizovat rizikdeposu infekce transfuzi, je zde i

moznost vyuZiti tzv. autolognich transfuz¢kali podani autolognich transfuzi

11 gpolenost pro transfuzni lékstvi Ceské lékiské spolenosti Jana Evangelisty Purkyn
112 statni zdravotni Gstav

113 Ministerstvo zdravotnictvCeské republiky

114 zdravotni pojigovny
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ma sva omezeni a ne kazdy pacient, kteryeboije transfuzi, je vhodnym
kandidatem k autolognimu oéfoi.

11.Snaha snizit riziko fignosu infekce transfuzi by z pohledu obecné hiexsti
potencialnich dafckrve o rizicich souvisejicich s darcovstvim. Dénie by
méli byt sezndmeni i séimi riziky, které ginasi transfuze pacientovi (zejména
z pohledu penosu infekce), i s tody, pr@& nektefi jedinci nemohou byt
akceptovani jako darci krve. Z pohledu beapesti transfuze jetdezity vyber
darce krve, zpracovani odebrané plné krve nebchjsjpZek tak, aby se snizilo
riziko sekundarni kontaminace patogeny a snizZilpikei potransfuznich
nezadoucich reakci a komplikaci. Rizikdeposu infekce Zjsobené tzv.
intracelularnimi  viry (nap CMV) vyznami shiZzuje hemoterapie
deleukotizovanymi transfuznimitipravky. ProtoZe kba deleukotizovanymi
transfuznimi pipravky prokazatek sniZzuje i vyskyt pyretickych reakci po
transfuzi, néla by byt zlatym standardent€lné hemoterapie €eské republice.
V neposlednirack je treba nastavit takovy algoritmus vy&etani infeknich
markefi, aby bylo riziko penosu infekce zavaznych sledovanych infekci co

12.ProtoZe riziko penosu infekce transfuzi existuje, stejjako existuje riziko
dalSich zavaznych potransfuznich reakci a komglikacteba nastavit takové
algoritmy rozhodovani o podani transfuze (vésmmé dob nejsou k dispozici
obecrg akceptované standardy a dopmmi tykajici se podani transfuznich
piipravki, indikatni kritéria sefidi osobni zkuSenosti nebo dokonce jen
mistnimi zvyklostmi), aby kba transfuznimi fpravky byla hemoterapii
skute&né U¢elnou. Nastaveni indikaich kritérii vyZaduje Uzkou spolupraci STL
CLS JEP a dalich odbornych lé&iaych spolénosti.

13.VSechny zavazné nezadouci reakce a komplikace, itpdglezeni na penos
infekce transfuzi nebo prokazankepos infekce transfuzi, byahy byt hlaseny
krevni bance a ve spolupraci s krevni bankou i tiIS'°. Radrs hlasené
nezadouci reakce a komplikace mohou vyznamnynisatgem ovlivnit
rozhodovani o spektru vyr&foych transfuznich ifpravki, zpisobu jejich

vyroby a v neposlednitadk i o algoritmu vySdeni infelkénich market
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sledovanych infekci. V s¢asné dob se sice hlasi do SzZU néwzjistena
onemocgni hepatitidami, ale hlaSeni maji takovy charakierneni gejmé, zda
onemocgni mohlo vzniknout v souvislosti s podanou transfidte informace
NRC"’ pro analyzu epidemiologickych datC\R je ve formuld hlaseni
uvedena pouze informace, zda mé pacient v ananmr&zsfuzicéi nikoli a to
bez blizSihotasového Udaje, ze kterého by bylo mozno usuzovabosislost
transfuze s onemo&nim hepatitidou).
Povinnost hlasit statnim autoritam gajiSttna sledovana inféki onemocini
je vCeské republice stanovena legislativou. Na druhcanstZTS, ktera maji
povinnost zajistit co nejvysSi bezmpest transfuznich ifpravki, mnohdy
postradaji zgtnou informaci od statnich autorit o zachytechkofelnformace o
zachytech zavaznych sledovanych infekci (HBV, HENY) je jednim z krok
zajis€ni bezpenosti transfuze z hlediskargmosu infekce (porovnani hlaseni
proti registru dant krve a krevnich slozZek). ddtera ZTS dostavaji ésicni
informace o zachytech hepatitid z Hygienickych stale regionu, ale hlaseni o
zachytech HIV pozitivnich jediricnejsou pro ZTS k dispozici. V ramci opai
vedoucich ke zvySeni bezpmsti transfuze z hlediskagnosu infekce transfuzi
je treba zajistit, aby ZTS #mn k dispozici informace o zachytech zavaznych
sledovanych infekci a o aktualni epidemiologickétuasi souvisejici
s exotickymi cestovatelskymi infekcemi.

14.Darce krve nebo krevnich slozek nesmi byt ohroziirem samotnym a pokud
je pozitivre konfirmovan v souvislosti sékterou sledovanou zavaznou infekci,
je treba zajistit, aby byl o této skdteosti neodklad# informovan, radre
dispenzarizovan adén.

15.Zabezpeéeni bezpeénosti transfuze nejen z pohledu rizik&emposu infekce
transfuzi je nepochyknzalezitosti mezioborové spoluprace, ale i spolkgpra
ZTS se statnimi autoritami a v neposlethtk i spoluprace §€eskyméervenym
kiizem (edukace a nabor da&yc Hovaime — li o bezp#&osti transfuze
z hlediska penosu infekce, je zavedeni NAT testovani igfékh markel u
dardi krve nepochybnymifnosem, ale éekavané zvySené naklady na testovani
piesouvaji konéné rozhodnuti o jeho zavedeni spiSe do oblastioaralti

politickych nez do oblasti rozhodnuti odbornyckeigkych spolénosti.
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Seznam pouzitych zkratek

RT-Real Time PCR Polymerazoigtézova reakce v realnésase s reverzni

transkripci
HCV Virus hepatitidy C
HBV Virus hepatitidy B
HIV Lidsky virus imunitni nedostataosti
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