VOJENSKE ZDRAVOTNICKE LISTY

ROCNIK XXXVIII. & 6. 1969

615.38—089.163—07

K OTAZCE BEZPECNOSTI PREDTRANSFUZNIHO VYSETROVANI

Major MUDr. Ji¥i VORLICKY, plukovnik MUDr. EvZen SKALA, CSc.
Transfdzni odds&leni Ustfedni vojenské nemocnice
(nacelnik plk. MUDr. EvZen Skala, CSc.)

Pocet reakci po transfiizich se v CSSR pohybo-
val v podatcich transfazni sluZby kolem 5 %, ale
velmi rychle do3lo k poklesu na 0,5 % a uda-
vana procenta za poslednich 15 let se pohybuji
kolem této hodnoty. Pocet reakci v UVN se mno-
ho neliSil od celostdtniho priimeéru. Pfedtrans-
faznimi vySetfenimi a zkouSkami se snaZime re-
akcim po transfizich zdbréanit.

SoucCasny postup pfFi predtransfiznim vySet-
fenli lze stru¢né charakterizovat takto:

1. Uréeni krevni skupiny

Provadime je ze vzorku krve oznadeného na
zkumavce celym jménem nemocného a oddé&le-
nim. Je zakézéno téhoZ vzorku pouZit pro jiné
pfedtranfazni vySetfeni. Vyjimkou muZe byt
pouze vy3etfeni krevni skupiny a k¥iZového po-
kusu ,statim“, kdy moZnost zdm&ny vzorkil na
oddéleni lze vylouédit. Tim se snaZime predejit
nejCast&jSi pri¢in& hemolytickych reakci, totiZ
z&mdné vzorkd krve. Po cel4 léta je v CSSR tak-
to zavinéno pies 90 % t&Zkych hemolytickych

reakci. Stejné zkuSenosti jsou v cizing (9).
2. Zkouska kompatibility (kiiZovy pokus)

B&Zné provedeni ve 2 raddch s mikroskopickym
odecitdnim nezachycuje vSechny vyskytujici se
protildtky. Ale ani pouZiti nepfimého Coombso-
va testu nebo enzymovych testd nelze povaZzo-
vat za zcela spolehlivé. Proto bylo jiZ v roce
1961 navrZeno pouZivat soucasné obou t&chto
metod k sniZeni vyskytu fale$n& negativnich vy-
sledkd (7).
3. Kontrola dokumentace pred transfiizi
na oddéleni

Lékafr provadé&jici transfizi je povinen zkontro-
lovat v chorobopise krevni skupinu nemocného
z jiného dokladu, neZ je Zddanka na Kkrev, a po-
tom zkontrolovat oznaceni konzervy a navésky
na konzervé a dokumentaci o provedeni kiiZo-
vého pokusu.

4. Zajistovaci zkouska

Vyhodou zajiStovaci zkousky je to, Ze k ni ziské&-
vame krev od pfijemce pfimo na lfZku nebo
cperatnim sdle a krev konzervy piimo z trans-
fazni soupravy. Vylu€ujeme tak prakticky zamé-
nu vzorklt krve nemocnych, krevnich konzerv
nebo pilotnich zkumavek konzerv. Mezi dalsi vy-
hody této zkouSky poc&itdme rychlost, nenéroc-

nost na vybaveni a v neposledni fadé i levnost.
Mezi nevyhody této zkousky patii nestandardni
technika, improvizované prostfedi, ¢asté prova-
déni nedostatetné zkuSenym pracovnikem a
v neposledni fadé casto Spatné svételné pod-
minky p¥i odecitédni jejiho vysledku. Nestandard-
nost techniky a z toho vyplyvajici obtiZe pii
hodnoceni vedla aZ k ndzoriim na zbyte€nost
této zkousky. Lékafi prichdzejici do styku s krev-
nimi pfevody vSak touto zkouSkou mohli odha-
lit eventudlni zdmény a negativni vysledek do
jisté miry kryl 1ékafe i pravné&. U nés se zabyval
otdzkou zajiStovaci zkouSky HrubiSko s Mer-
gancovou (1). Béhem poslednich let bylo v za-
hrani¢i i u nds navrZeno nahradit zajiStovaci
zkouSku urcéenim zékladni krevni skupiny u 14Z-
ka nemocného. Otdzka kontaminace sér na
oddélenich byla v posledni dobé vyfeSena
i u néds vyrobou malych kapacich lahvicek
z umeélé hmoty. V§¥nos MZd zatim ponechéva pro
pfechodnou dobu na volbé&, ktery zpusob zajis-
tovaci zkou$ky cht&ji zdravotnicka zafizeni pro-
vadét.

5. Biologicky pokus

Dvakrat po sob& rychle pFevedené malé stou-
pajici mnoZstvi krve, které se doporuéuje pro-
vadét nejen pfi aplikaci krvi, ale i pf¥i aplikaci
plazmy, je vyznamnym faktorem v zajiStovani
bezpeCnosti transflize, protoZe je vlastné je-
dinym testem ,in vivo“. Pfispiva i- k odhaleni
bakteridlni kontaminace krve, kterd je v sou-
¢asné dobé& druhou nejcastéjsi pfiinou té€zkych
potransfiiznich reakci. Od této zkousky je moZ-
no ustoupit pouze v piipadé nebezpei z prodle-
ni. Mélo Fekne ve stavech, kdy centrdlni nervo-
vy systém piijemce je ve stavu hlubokého ttlu-
mu (anestézie). V takovém pfipadé stoupd vy-
znam ostatnich stupiitt p¥edtransftzniho vySet-:
Feni.

Z toho, co bylo feceno, wyplyva, Ze oteviené
problémy jsou ve 2. a 4. stupni. Snazili jsme se
prispét k feSeni t&chto otdzek. '

PfedevSim jsme zavedli rutinni pouZivani en-
zymovych testll-do zkouSky kompatibility. pred
transfuzi. Bylo tfeba vSak nejdfive stanovit
optim4lni postup. V tvahu p¥ichédzely v litera-
tufe nejcastéji uvddéné enzymy — trypsin, pa-
pain, bromelin a ficin. Pro nedostupnost kva-
litniho bromelinu zkouSeli jsme pouze ficin, pa-
pain a trypsin.

Nejdfive jsme studovali ficin a trypsin. Aby-
chom porovnali G¢innost fieinu a trypsinu v za-
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vislosti na zpfisobu p¥ipravy pracovniho roztoku
enzymu, pfipravili jsme n&kolik druhid roztokd,
li§icich se molaritou a hodnotou pH pufru a
druhem antiseptika. PouZili jsme vZdy 1% rpz-
toku enzymil. Po 3 tydnech jsme provedli kont-
rolu Géinnosti testem navrZenym Pirofskym (6)
za pouZiti vhodné narfedé&ného séra anti-D.
Vzorky roztoku trypsinu byly podstatn& méné
iéinné neZ roztoky ficinu. U ficinu bylo moZno
pozorovat vliv sloZeni roztoku na tu&innost.
Uéinnost stoupala se stoupajicim pH a molari-
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Graf. 1
Vliv délky skladovdni pri riznfch teplotdch na téinnost
ficinu
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tou roztoku. Z antiseptik byl merthiolat poné-
kud lepsi neZ azid sodn§. Déle jsme zkouS$eli pa-
pain, protoZe je u nés dostupnéjsi neZ ficin. Pri
piipravé aktivovaného papainu (cysteinem podle
Lowa) dochézelo i pfi uloZeni v lednici k rychlé-
mu poklesu tc¢inku. Bez aktivace byl papain ne-
i¢inny. Abychom méli pfesny obraz zmén bég-
hem skladovéani, vyrobili jsme 1% roztok ficinu
s pFiddnim 7,5 ml/100 m!l pufru (Tris pufr pH
6,5, merthiolat 1:10 000). Takto p¥ipraveny roz-
tok jsme uloZili pf¥i rdzn§ch teplotdch a po mé-
sici vZdy kontrolovali. Vysledky jsou na grafu 1.

Tab. 1

Uéinnost zkouSengjch typud ficinového reagens po 21dennim
skladovdni pFi 4°C

Redéni séra anti - D 4 8 |16 |32 | 64 | 128
1 2s% glycerin
22 aadeon Hr| | | | 4| +
50% -pufr bez antiseptika
25% rheodextran
_5 75% pufr bez antiseptika -H.H +H- -I.H- -H_ +
-]
2 25% glycerin v
™ | 75% pufr bez antiseptika -H+ -}“- -H- + B
100% pufr bez antiseptika ‘H‘H’ 'l‘”' ‘H‘ 'l' - -
*) kys. epsilonaminokapronovd, kys. para-aminomethyl-

benzoovda, kys. para-aminomethylcyklohexankarbonova

Pridéni inhibitord proteolytickych enzymi (EAC,
PAMBA, AMCA)" dobu skladovatelnosti neovliv-
nilo. Kladného vysledku jsme dosdhli priddnim
glycerinu a rheodextranu (tab. 1). Pfidani cys-
teinu k ficinu zrus$ilo a¢innost roztoku.

Pro praktické pouZiti enzymatickych testll je
dileZité zjiSténi vyskytu faleSné negativnich vy-
sledkli zpisobenych inhibitory enzymi, obsa-
Zenych v séru nékterych lidi (4). Ddle pak vliv
pouZiti krvinek del§i dobu skladovanych. Pfi
vySetieni 70 sér jsme nenalezli nikdy inhibici ve
ficinovém testu. RovnéZ nebylo rozdilu pfi po-
uZiti krvinek cerstvych nebo skladovanych 3
tydny pfi teploté 4 °C. P¥i zjiStovani zachytnosti
riznych erytrocytarnich antigenii se ndm poda-
Filo zachytit vSechny bé&Zné antigeny systému
Rh, dale k, P, MN. Nepodafrilo se ndm zachytit
Fy, K, sS. SnaZili jsme se dile porovnat sérolo-
gickou tc¢innost ficinu s proteolytickou tc€innos-
ti ficinu na kasein. Dosli jsme k zdvéru, Ze bio-
chemické vysledky ndm dévaji jen velmi hruby
obraz o sérologické ucinnosti a p¥i pridani cys-
teinu k enzymu nelze biochemické metody po-
uZit vlibec. RovnéZ porovnéni ucinnosti 3 vzor-
kit ficinu od rfznych vyrobci metodou bioche-
mickou ukézalo znac¢né rozdily (graf 2), ale sé-

Graf 2
Proteolytickd aéinnost 3 druhi ficinid (substrdt kasein)
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rologické vysledky byly u vSech 3 druht ficinu
stejné. :
Na zé&kladg naSich pokusli povaZujeme za nej-
vyhodné&jSi pouZivat roztoku ficinu. Papain pro
sloZit&j§i pripravu s nutnosti aktivace a pomér-
né rychly pokles ucdinnosti i pri skladovani
v lednici se ndm nezdal vhodny. RovnéZ tryp-
sin povaZujeme za méné vhodny pro rychlej-
$1 pokles ucinnosti b&hem skladovani a moZnos-
ti vyskytu inhibitorfi v séru pf¥ijemce (v nasich
pokusech jedenkrat ze 70 vySetfeni). To sou-
hlasi s tdaji vétS§iny autorti. PfestoZe jsme za-
vedli ficinovy test do rutinni préace, nepovaZu-
jeme jej za optimélni a jsme si védomi nebez-
pec¢i vyplyvajiciho nikoliv ze stupné citlivosti,
ale z uZ8i zachytnosti. Na druhé strané ocefiu-
jeme pohotovost enzymatickych testli, které
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ndm umoZiiuji provést kfiZovy pokus bé&hem 5
minut jednostupiiovou technikou podle Pirof-
ského (6), a Majského (5). Mechanismus sérolo-
gické aktivity enzymii je zatim nejasny a odka-
zujeme zde na nékteré novéjsi zahrani¢ni prace
(2,3,8).

Druhym ukolem bylo pripravit po technické
strdnce prechod 2z nespolehlivé zajiStovaci
zkousky na urcovédni zdkladni krevni skupiny
u ldZka nemocného. Bylo tfeba dlsledné&
respektovat persondlni, odborné i ¢asové pfed-
poklady pro spolehlivé rutinni vySetfeni krevni
skupiny v celém tustavu. Na obrdzku €. 1 je po-
hotovostni stojdnek pro uréovani zédkladni krev-
ni skupiny u ltiZka nemocného, ktery se dobfe
osvéd&uje”".

Toto vySetfeni je ponékud draZsi, ¢asové jen
mélo néroc¢né&jsi, ale tyto nevyhody jsou plné
vyvdZeny jednoznacnosti vysledkd a moZnosti
jeho trvalého uchovéni.

Nejde zde jen o vylouceni faleSné negativnich
vysledkd (nizky titr aglutininii v séru pfijem-
ce), ale i o vylouceni faleSné pozitivnich vysled-
kit diivéjsi zajiStovaci zkousSky (urychlena aglo-
merace erytrocyti u ¥ady chorobnych stavi, po-
uZiti skupiny O jako ,universdlniho darce“ pfi
nebezpedi z prodleni).

Obr. 1
Souprava k uréovdni zdkladni krevni skupiny u lizka
nemocného

** Predtisténé listky jsou jiZ skladovym tiskopisem.

Zaveér

V souCasné dobé mame odborné i materidlni
pfedpoklady spolehlivé predejit vSem vaZnéjSim
potransfiiznim reakcim, zplisobenym Krevni in-
kompatibilitou. Z&aleZi na prisluSnych pracovni-
cich, aby této moZnosti skutecné vyuZivali a
uvédomili si, Ze opomijeni kteréhokoliv stupné
tohoto zajiSténi podstatng sniZi bezpecnost
transfaze krve.

Souhrn

V €lanku jsou stru¢né uvedeny soucasné nazory na
raciondlni systém opatfeni smérujicich k bezpe¢nosti
krevniho prevodu. Sdéleny vysledky vlastnich poku-
s, které vedly k ndvrhu receptury enzymového re-
agens pro zkouSky kompatibility pfed krevnim pre-
vodem. Popsédna vlastni souprava k rychlému urco-
vani zakladni krevni skupiny u lizZka nemocného.
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Prdce uvefejnéné v tomto é&isle Vojenskijch zdravotnickych listi byly pFedneseny na 4. védecké konfe-

renci anesteziologického a resuscitaéniho oddéleni Ustiedni vojenské nemocnice, uspoiddané pFi pFileZi-

tosti dvacetiletého trvdni jejiho anesteziologického a resuscitaéniho oddéleni v soulinnosti s Ceskoslo-

venskou spoleénosti anesteziologie a resuscitace.



