
Transfuze Hematol. dnes, 14, 2008 7

Úvod

Hemolytické onemocnění plodu/novorozence (HON)
zůstává i počátkem třetího tisíciletí jedním z kamínků
pestré mozaiky perinatologických chorob. Anti-D profy-

laxe výrazně snížila výskyt HON způsobeného nepravi-
delnými antierytrocytovými protilátkami specifity anti-D
(1–3), avšak nemůže ovlivnit HON s uplatněním jiných
specifických protilátek, z nichž nejvýznamnější jsou, kro-
mě protilátek anti-A, anti-B třídy IgG, protilátky anti-c,
anti-K a anti-E. 
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Souhrn
Úvod: Hemolytické onemocnění plodu/novorozence (HON) patří mezi závažné stavy v perinatologickém období.
Mezi klinicky významné protilátky, způsobující těžké HON, patří protilátky anti-D, -K, -c a -E. Postupy pro prena-
tální a postnatální imunohematologická vyšetření v ČR jsou nejednotné. Cílem práce je diskuse vhodného algorit-
mu imunohematologického testování v těhotenství a po porodu. Imunohematologická laboratorní vyšetření těhot-
ných: mezi základní vyšetření patří určení krevní skupiny AB0, antigenu D a screening nepravidelných protilátek
proti erytrocytům, v případě pozitivity screeningu protilátek pak jejich identifikace, u klinicky významných proti-
látek stanovení jejich titru. Přesnější metodou je stanovení koncentrace protilátky. Buněčné funkční testy dobře ko-
relují s klinickou závažností HON a je diskutováno jejich zavedení v ČR. Jsou diskutovány vhodné časové termíny,
postupy a metody. Imunohematologická laboratorní testování plodu: nejvýznamnější je stanovení genotypu plodu
u aloimunizovaných těhotných nejlépe za použití neinvazivní metody izolace fetální DNA z mateřské plazmy. Disku-
tují se postupy a úskalí této metody. Imunohematologická vyšetření po porodu: u matky se jedná spíše o kontrolní
vyšetření či součást předtransfuzního vyšetření. Vyšetření imunních protilátek anti-A, resp. anti-B je sporné. Z imu-
nohematologického vyšetření novorozence je nejvýznamnější určení krevní skupiny AB0 (především u matek s krev-
ní skupinou 0), antigenu D (u D-negativních matek) a přímého antiglobulinového testu. V případě podezření na
AB0 HON pak i vyšetření imunních protilátek anti-A, resp. anti-B. Pro správnou dávku profylaktického imunoglo-
bulinu anti-D je vhodná kvantifikace fetomaternálního krvácení. Závěr: Poznatky, uvedené v této práci, by mohly
být podkladem pro tvorbu jednotného postupu v rámci České republiky. 
Kl íčová s lova: imunohematologie, hemolytické onemocnění novorozence, protilátky proti erytrocytům, krevní
skupina, přímý antiglobulinový test, genotypizace, fetomaternální krvácení, funkční testy

Summary
Masopust  J . ,  Banzetová H. ,  Dušková D. ,  Pejchalová A. ,  Písačka M.,  Štolba P.:  Prenatal and post-
natal immunohematology
Introduction: Hemolytic disease of the fetus and newborn (HDN) is serious perinatal illness. Clinically important
antibodies, which are capable to cause severe HDN in the second trimester, are anti-D, -K, -c and -E. Routine pre-
natal and postnatal immunohematological diagnostic procedures are heterogeneous in CR. The aim of this article is
discussion on suitable algorithm of immunohematological testing in pregnancy and after delivery. Immunohemato-
logical laboratory testing in pregnant women: basic tests are ABO and antigen D typing, screening of irregular anti-
bodies, antibody identification and titrating of clinically important antibodies. Cell-mediated functional assays cor-
relate with clinical seriousness of HDN and we discuss their introduction in CR. We discuss suitable timing, proce-
dures and methods. Immunohematological laboratory testing in the fetus: the most important testing is fetal genoty-
ping in alloimmunized pregnant women preferably by means of non-invasive fetal DNA isolation from maternal plas-
ma. We discuss performance and difficulties of this technique. Immunohematological laboratory testing after delive-
ry: mother - it rather serves as a control examination or pretransfusion testing. Anti-A, anti-B immune antibodies’
testing is controversial. The newborn - the most important testing are ABO typing (especially in O mothers) and an-
tigen D typing (in D-negative mothers) and direct antiglobulin test. In suspicion of ABO HDN also anti-A, anti-B
immune antibodies testing in the newborn is performed. Feto-maternal haemorrhage quantification is suitable for
precise dose of prophylactic anti-D immunoglobulin. Conclusion: information presented in this article could be a ba-
sis for guideline on immunohematological perinatal testing in the Czech Republic. 
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Z výše uvedeného vyplývá, že omezení pozornosti gy-
nekologů pouze na anti-D protilátky není na místě, nao-
pak se zavedením anti-D profylaxe se relativně zvyšuje
význam ostatních protilátek. Sledování zasluhují i těhot-
né D-pozitivní či s některými protilátkami jiné specifity
než anti-D. Některé klinicky významné protilátky jsou
z hlediska významu pro HON opomíjeny, naopak někdy
jsou do laboratoře zasílány k opakovaným kontrolám pro-
tilátky zcela nevýznamné. 

Přes ojedinělé snahy (4) v České republice chybí me-
zioborový algoritmus pro pre- a postnatální imunohema-
tologické vyšetření těhotných, plodu, respektive matek
a novorozenců. Jeho součástí by mělo být i sjednocení vy-
šetřovacích metod. Například u stanovení titru protilátek
dostávají gynekologové z laboratoří velmi variabilní in-
formace v závislosti na použité vyšetřovací metodě.

Snahou autorů tohoto přehledného článku je diskuto-
vat vhodné postupy pro pre- a postnatální imunohemato-
logická vyšetření včetně použití novějších metod.

Účel prenatálního a postnatálního imunohematologic-
kého vyšetření

Cílem vyšetření je určení potenciálně rizikových těhot-
ných z hlediska HON. Jasnou rizikovou skupinou jsou D-
negativní ženy a imunizované ženy s potenciálně klinic-
ky významnými aloprotilátkami proti erytrocytovým an-
tigenům. Vyšetření má pomoci při diagnostikování HON,
při dalším monitorování průběhu a léčbě nemoci. 

Klinická významnost antierytrocytových protilátek 
Ne všechny nepravidelné antierytrocytové protilátky se

uplatňují v patogenezi HON. 
HON mohou teoreticky způsobovat jakékoliv antieryt-

rocytové protilátky třídy IgG. V kavkazoidní populaci
jsou nejčastější příčinou těžkého HON již ve II. trimest-
ru (s nutností intrauterinní transfuze erytrocytů) protilát-
ky anti-D (85 %), anti-K (10 %), anti-c (3,5 %) (5–8) a an-
ti-E (6, 7, 9). Je třeba zmínit, že protilátky anti-c mohou
způsobit opožděnou anémii novorozence (5). 

Za klinicky významné protilátky z hlediska možného
HON se dále považují protilátky anti-A, -B, -AB, -C, -e
(ev. anti- Cw, -Ce, cE, -ce, -G apod.), anti-k, -S, -s, Fya, -
Jka, velmi zřídka některé další specifické protilátky (na-
př. anti-M, -Cx, -Ew, -Fyb, -Kpa,b, -Jsa,b, -PP1Pk, -U, -Jkb,
-Diego atd.), protilátky proti antigenům s vysokou četnos-
tí výskytu v populaci (např. anti-Ena, -Gerbich atd.) a pro-
ti antigenům s nízkou četností výskytu v populaci (např.
anti-Wra) (7–22).

Mezi klinicky nevýznamné protilátky z hlediska HON
můžeme zařadit protilátky anti-P1, -Lea, -Leb, -H, -I, -HI,
-N, -Lutheran, dále protilátky reagující s celým panelem
diagnostických erytrocytů a s vlastními erytrocyty (pan-
specifické protilátky), chladové protilátky, protilátky re-
agující pouze v enzymovém prostředí (5, 23–26). 

Je však nutno připomenout, že protilátky stejné spe-
cifity (a/nebo síly) se nechovají in vivo vždy stejně. Ta-
ké efektorové buňky plodu se individuálně liší svými
vlastnostmi, navíc u matky či plodu mohou být přítom-

ny blokující faktory, které zmírňují destrukci erytrocytů
plodu (6). 

Protilátky, prokazatelné u těhotných, jsou často násled-
kem předchozí transfuze (7), nejčastěji se jedná o proti-
látky anti-c, -K, -Fya (7).

Imunohematologická laboratorní vyšetření těhotných
a) AB0

Určení krevní skupiny v systému AB0 slouží k identi-
fikaci těhotné. U těhotných krevní skupiny 0 se dá před-
pokládat výrazně vyšší výskyt HON způsobený inkom-
patibilitou matka-plod v tomto skupinovém systému než
u matek s krevní skupinou A či B, i když ani zde nelze vy-
loučit HON. Výpovědní hodnota prenatálního vyšetření
skupin AB0 je však pro předpověď HON malá (10). Sta-
novení krevní skupiny AB0 je základním kamenem předt-
ransfuzního vyšetření. Výsledek proto musí souhlasit se
záznamy a jakékoliv diskrepance je nutné vyšetřit a vy-
řešit. 

b) antigen D
Vyšetření antigenu D určuje skupinu žen D-negativ-

ních, u nichž je indikované profylaktické podání anti-D
protilátky (5). 

Vyšetření slabého antigenu D (Dw) pomocí antiglobu-
linového testu se obvykle nedoporučuje nebo nepovažu-
je za přínosné (5, 23), ve světě však v této problematice
není jednoznačná shoda. Většina (90 %) jedinců s feno-
typem Dw jsou Dw typu 1, 2 nebo 3 s expresí normálních,
ale početně redukovaných antigenů D. Zbylých 10 % tvo-
ří varianty antigenu D, v kavkazoidní populaci především
varianta DVI (27). V případě vyřazení testování Dw z al-
goritmu prenatálního imunohematologického vyšetřová-
ní těhotných podstoupí ženy s kvantitativním Dw profy-
laxi anti-D, kterou nepotřebují a která je spojená s riziky
podání imunoglobulinu. Naopak nositelky varianty DVI

i některých jiných variant antigenu D jsou bez provede-
ného antiglobulinového testu správně zařazeny k D-nega-
tivním a je jim podaná anti-D profylaxe (28). Ve třetím
trimestru či po porodu může být pozitivita Dw projevem
většího fetomaternálního krvácení D-pozitivního plodu
u D-negativní matky (23, 29).

Cca 98–99 % vyšetření je bezproblémových – u nor-
mální exprese antigenu D a u D-negativních. Zbývající
1–2 % představují diagnostický a rovněž i „komunikač-
ní“ problém. Jedná se o nositele atypických fenotypů D,
dříve tzv. DU varianty. Sem patří celá paleta variantních
proteinů D, lišících se od normálního proteinu D jednou
či více aminokyselinami, na podkladě bodových mutací
nebo větších přestaveb (D-CE-D genové konverze) RHD
genu. Lokalizace změny aminokyselin v daném variant-
ním proteinu se projeví buďto sníženou expresí bez chy-
bění epitopů (kvantitativně zeslabený antigen D, tzv. D
weak, Dw), nebo chyběním jednoho či více epitopů (kva-
litativně změněný antigen D, tzv. partial D). Navíc se mo-
hou tyto projevy v různé míře kombinovat, takže hranice
mezi Dw a partial D není zcela ostrá. Na jednom konci pa-
lety jsou D weak typy 1, 2 a 3 (představují cca 90 % všech
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atypických D expresí, nikdy u nich nebyla popsána anti-
D imunizace), na druhém konci velmi změněné proteiny
jako DVI či DHAR (s možností anti-D imunizace proti
„chybějícím“ epitopům), uprostřed typy dříve řazené k D
weak, u nichž však byly popsány případy anti-D imuni-
zace (D weak typ 4.2 a 15). Vzácně se vyskytuje typ DEL,
kdy je protein D exprimován tak slabě, že sérologicky je
prokazatelný jen adsorpčními-elučními postupy.
U všech těchto fenotypů je nutný individuální přístup.

O tom, že daná těhotná spadá do této „atypické skupi-
ny“, se dozvídáme: 
• anamnesticky (záznamy minulých vyšetření, zejména

u dárkyň krve, u kterých se povinně tyto atypické ex-
prese antigenu D testují)

• z vyšetření RhD (bez testu na slabé antigeny D):
- slabší reakce obou anti-D diagnostik 
- zcela diskrepantních reakcí (pozitivní x negativní)
- z rozdílu v síle reakcí obou anti-D 

• z nečekaného nálezu anti-D imunizace bez autoreak-
ce u osoby se zdánlivě normálním D antigenem (DIII,
DNB aj.).
Pokud se použijí k vyšetření RhD u těhotných 2 mo-

noklonální anti-D nereagující s DVI (event. i s DFR), bu-
dou tyto těhotné (cca 5–10 % všech atypických D expre-
sí) zařazeny mezi D negativní (pokud zde ovšem není ana-
mnéza diskrepance). Ze zbylých 90–95 % bude část za-
chycena pozitivní reakcí jednoho nebo obou diagnostik
– velikost této části závisí na použité metodě a postupu
(sloupcová aglutinace zachytí téměř všechny, zkumavko-
vé testy jen silněji exprimované typy). Jen malý počet sil-
ně exprimovaných atypických D antigenů je naopak za-
řazen mezi D pozitivní (DIII, DNB).

Nejjistějším opatřením u atypických D expresí je jejich
jednoznačná kategorizace pomocí kombinace sérologic-
kého vyšetření panelem monoklonálních protilátek a vy-
šetření DNA kity na D varianty. V podmínkách ČR se jed-
ná o méně než 1000 vyšetření ročně. Provádění těchto
„definitivních vyšetření“ je doporučováno v zahraničí
(Německo) a bylo hodnoceno jako ekonomicky přínosné.

V nejasných případech je vhodné zaslat vzorek do refe-
renční laboratoře ke genetickému vyšetření. Do té doby je
vhodné klasifikovat danou těhotnou jako D-negativní. 

c) screening nepravidelných antierytrocytových protilátek
Přibližně u 1 % těhotných lze prokázat klinicky vý-

znamné nepravidelné aloimunní protilátky proti erytrocy-
tům (dále jen „nepravidelné protilátky“) (30). 

Screening nepravidelných protilátek umožňuje deteko-
vat klinicky významné protilátky, které mohou ohrozit
plod a/nebo novorozence (5). 

Vyšetření nepravidelných protilátek má význam nejen
u D-negativních žen, ale i u žen D-pozitivních, protože se
mohou u HON klinicky uplatňovat i jiné specifické pro-
tilátky než anti-D (viz výše) (10) a D-pozitivní těhotné
mohou tvořit protilátky jiné než anti-D stejně pravděpo-
dobně jako D-negativní těhotné (31).

Informace o nálezu nepravidelných protilátek je vý-
znamná i vzhledem k možné transfuzi erytrocytů (5). 

Typ testu
Screeningová metoda má obsahovat nepřímý antiglo-

bulinový test za použití erytrocytů resuspendovaných
v roztoku o nízké iontové síle (LISS-NAT) při 37 °C (5,
6, 10), eventuálně test provedený jinou metodu se stejnou
citlivostí. 

S ohledem na potenciální transfuzi během těhotenství
nebo v období porodu se domníváme, že je dobré určo-
vat i protilátky, které obvykle HON nezpůsobují. 

Enzymové testy, ať jednofázové či dvoufázové, obvy-
kle nejsou doporučovány, neboť nemají výpovědní hodno-
tu (23, 24). U enzymových testů se často setkáváme s fa-
lešnými pozitivitami, s protilátkami jiné třídy než IgG
a s protilátkami, které reagují pouze s erytrocyty modifiko-
vanými enzymy. Na druhé straně tyto testy mohou pomo-
ci k upřesnění specifity některých protilátek, např. u Rh
systému. Některé klinicky významné protilátky mohou být
v 1. trimestru prokazatelné pouze enzymovými testy (an-
ti-D, -E, -c, -Cw), může se jednat o protilátky v časných stá-
diích primární imunizace, avšak v několika studiích nebyl
prokázán jejich klinický význam, přestože se některé sta-
ly reaktivními v NAT ve 3. trimestru (24, 25, 26). Enzymo-
vé testy nejsou součástí vyšetřovacích algoritmů v doporu-
čeních prenatální imunohematologické diagnostiky např.
v Nizozemí, Velké Británii, USA (5, 23, 24, 32).

d) identifikace nepravidelných antierytrocytových 
protilátek

Provádí se v případě zjištěné pozitivity ve screeningo-
vém vyšetření nepravidelných protilátek. 

Informace z laboratoře pro ošetřujícího lékaře by mě-
la obsahovat klinickou významnost protilátky vzhledem
k HON a v souvislosti s transfuzí (5). 

e) fenotyp matky
V případě zjištění specifické protilátky je vhodné pro-

vést stanovení antigenu komplementárního k dané proti-
látce, jednak pro potvrzení specifity, jednak k vyloučení
autologní protilátky, která nemá z hlediska HON význam. 

f) stanovení titru (titrace) nepravidelných protilátek
Stanovení titru klinicky významných protilátek proti

erytrocytům u těhotných žen má sloužit pro identifikaci
těhotenství, která jsou v riziku HON a predikovat
plody/novorozence, které/kteří budou pravděpodobně vy-
žadovat léčbu HON (5). Přesto má titrace pro předvídání
závažnosti HON jen omezený význam (6). Uvádí se
15–62 % přesnost předpovědi (23; viz funkční testy). Ne-
ní totiž jednoznačná korelace mezi výší titru a biologic-
kým chováním protilátek in vivo. Hemolýza závisí na avi-
ditě protilátky, méně na titru (12). Protilátky s relativně
nízkými titry jsou někdy schopné způsobit těžký průběh
HON. Např. protilátky anti-K vedou k imunní supresi ery-
tropoezy a výše jejich titru se závažností anémie praktic-
ky nekoreluje (33, 34). 

Titraci lze použít jako jednoduchý test při rozhodová-
ní, kdy začít monitorovat HON jinou než imunohemato-
logickou metodou (např. Dopplerovou metodou pro mě-
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ření krevního průtoku v arteria cerebri media, event.
amniocentézou, kordocentézou, pomocí ultrazvuku etc.)
(23, 35, 36, 37).

Titrace není užitečná pro monitorování množství pro-
tilátek, pokud se vyskytlo HON v předchozím těhotenství
(23, 38). V těchto případech je vhodné určit genotyp plo-
du, není-li otec homozygot pro daný antigen a antigen-
pozitivní plod sledovat na specializovaném gynekologic-
ko – porodnickém pracovišti (viz výše). 

V literatuře se uvádí pojem minimální kritický titr, tj.
stanovení množství protilátek, které může vést ke klinic-
ky závažným projevům HON (6). Za minimální kritický
titr v NAT (zkumavkový test) se u protilátky anti-D ob-
vykle považuje titr 16–32 (5, 6, 12, 39). Jiní autoři ozna-
čují za minimální kritický titr hodnotu 8 (10), ale také 4
(40, 41). U ostatních protilátkových specifit se obvykle
uvádí jako kritický titr 16–64 (7, 9, 15, 42, 43). Hodno-
cení kritického titru také závisí na anamnestických úda-
jích z předchozího těhotenství (11).

Definice minimálního kritického titru je zbytečně kom-
plikovaná a pro praxi nevhodná. Je lepší uvádět přímo
hodnotu konečného titru, tj. místo výše uvedeného titru
16 titr 32, apod. 

Zvýšení titru o více než dva stupně (zkumavkový test)
se považuje za signifikantní (6). Náhlý pokles titru o ví-
ce jak 3 stupně může být známkou těžkého postižení plo-
du i známkou intrauterinního exitu plodu (44).

Nevýhodou titrace je, že titr přesně neodpovídá kon-
centraci protilátky v séru. Odhaduje se jím pouze množ-
ství protilátky navázané na diagnostické erytrocyty v tes-
tu, nikoliv skutečně obsažené v séru. V posledních zku-
mavkách dochází k aglutinaci pouze s malým množstvím
molekul protilátky s nejvyšší afinitou a zastoupení tako-
výchto molekul v séru ovlivňuje výši titru. Také diluce sé-
ra při opakovaných krocích ředění je zatížena manipulač-
ní chybou a může ovlivnit výsledný titr (45).

Nevhodná je titrace u protilátek jiné třídy než IgG, při
dosažení kritického titru či při rozhodnutí monitorovat su-
spektní HON jinou metodou. Také titrace protilátek po
porodu již není přínosná (23). 

U protilátek anti-K nepřináší titrace vždy relevantní in-
formaci z důvodů uvedených výše, avšak měla by se pro-
vést minimálně při prvním záchytu protilátky (5). 

Podle některých autorů nemá smysl stanovovat titr jed-
notlivých protilátek u směsí klinicky významných proti-
látek, protože se zřejmě jedná o kombinovaný účinek
všech protilátek, který určuje tíži HON (23). Přesto se do-
mníváme, že stanovení titru jednotlivých protilátek ve
směsi protilátek je vhodné. Při zjištění významné hod-
noty titru jedné z protilátek lze jednoznačně pokračovat
v monitorování plodu dalšími metodami. U nízkých titrů
bez významné dynamiky růstu mohou invazivní vyšetře-
ní přinést zbytečná rizika. 

V případě zjištění kombinace protilátek anti-C+D se
může jednat o protilátky anti-C+G, resp. anti-G, tyto tě-
hotné by pak měly podstoupit Rh-profylaxi (5, 23, 46, 47).
Rozdílné výše titrů či adsorpční a eluční testy umožní ty-
to směsi rozlišit (6, 23, 46). 

Minimální kritický titr je empirickou hodnotou závis-
lou na typu metody. 

Pro adekvátní hodnocení výsledků titrace je nutné
použít srovnatelné metody. V ČR neexistuje doporuče-
ný postup titrace protilátek proti erytrocytům u těhot-
ných žen, používají se různé metody, jejichž výsledky,
pokud jde o výši titru, se liší. Obrovský rozptyl hodnot
titru je zřetelně vidět u jednotlivých vzorků vyšetřova-
ných v rámci externího hodnocení kvality pořádaných
SEKK (48). 

Vzhledem k tomu, že literárně jsou empirické hodno-
ty uváděny pouze pro NAT, upřednostňuje se provádění
tohoto testu (23). Kromě použité metody se pracoviště
vzájemně liší i hodnocením výše titru v první zkumavce:
titr 2 resp. 1.

Pro metodu sloupcové aglutinace - v současnosti asi
nejrozšířenější - jsou k dispozici jen omezená srovnáva-
cí data se zkumavkovou metodou a nejsou pro ni stano-
veny klinicky významné titry pro HON (49, 50). S vyu-
žitím uvedených prací a výsledků externího hodnocení
kvality (48) lze velmi hrubě použít koeficient 2,0, tj. na-
př. titr 16 ve zkumavkovém testu odpovídá titru 64 při
použití sloupcové aglutinace. Tato relace platí především
pro protilátky anti-D, event. anti-C a anti-E, u ostatních
specifit je koeficient spíše nižší (49). 

Pro sledování dynamiky titru je vhodné vyšetřovaný
vzorek séra zmrazit pro další kontrolu (skladovat při tep-
lotě minimálně -18 až -20 °C). Následující titrace by se
měla provádět paralelně ze vzorku předchozího a součas-
ného (6, 12). 

Významná je samozřejmě i kvalita provedení titrace zá-
vislá na zručnosti a zkušenosti laboratorních pracovníků
a dodržování zásad správné laboratorní práce. Ideální by
bylo, kdyby titraci prováděl vždy tentýž pracovník.

Diagnostické erytrocyty
Ve světě není jednotnost ani v otázce diagnostických

erytrocytů použitých pro titraci protilátek. Heterozygot-
ní zastoupení daného antigenu odpovídá expresi antige-
nu u plodu, homozygotní zase umožňuje lepší záchyt pro-
tilátek. Pro titraci protilátek anti-D se obvykle doporu-
čují diagnostické erytrocyty s fenotypem DccEE (R2R2)
vzhledem k uniformní expresi antigenu D u jedinců s tím-
to fenotypem, stejné nebo heterozygotní diagnostické
erytrocyty mohou být použité i pro titraci anti-c, anti-E,
anti-cE (23). Pro titraci anti-C, anti-e jsou vzhledem k po-
čtu antigenních míst na membráně erytrocytů a také kvů-
li dostupnosti vhodné diagnostické erytrocyty s fenoty-
pem DCCee, lze použít i typ DCcee nebo DCcEe. 

Pro potenciálně významné protilátky jiné specifity než
Rh doporučuje Judd použít homozygotní diagnostické
erytrocyty, jsou-li dostupné (23). Britové však doporu-
čují použití erytrocytů s heterozygotním zastoupením da-
ného antigenu (5). 

Jsou-li v séru těhotné navíc přítomny protilátky bez kli-
nického významu (např. anti-Lewis), je zapotřebí použít
diagnostické erytrocyty bez korespondujícího antigenu
(23). Klinicky nevýznamné protilátky z hlediska HON ne-
má smysl titrovat. 
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Určování skóre
Určování skóre, kdy se bodově hodnotí i síla aglutina-

ce v jednotlivých zkumavkách, se považuje za přesnější
než stanovení titru protilátek (12, 51). Při stejné hodnotě
titru může být i značně odlišné skóre (12). Za signifikant-
ní se považuje změna skóre o více než 10 (12). Pro skó-
re však nejsou literárně-empiricky stanoveny kritické hod-
noty, v praxi se paušálně nepoužívá.

g) stanovení koncentrace protilátky
Přínosnější a více vypovídající by bylo provádění kvan-

titativního vyšetření protilátek, tj. stanovení koncentrace
protilátky v séru či plazmě.

Existuje řada metod, např. autoanalyzátor, test s anti-
globulinem značeným jódem, ELISA, ELAT (enzyme-lin-
ked antiglobulin test), průtoková cytometrie, polybreno-
vý test (52, 53). 

Kvantifikace anti-D a anti-c se však nejčastěji provádí
pomocí tzv. autoanalyzátoru (AutoAnalyzer), kde se vy-
užívá metoda bromelin-metylcelulózová (5, 6, 54, 55).
Koncentrace protilátky se uvádí v mezinárodních jedno-
tkách na mililitr (IU/ml) a pro její stanovení se ve Velké
Británii používá národní standard anti-D a mezinárodní
standard anti-c (56). Každý vzorek se testuje paralelně
se vzorkem předchozím, aby se mohly zachytit význam-
né změny v koncentraci protilátky. Zvýšení koncentrace
o 50 % a více u hodnot nad 1,0 IU/ml se považuje za vý-
znamný nárůst bez ohledu na stupeň těhotenství (5, 6). Při
koncentraci anti-D do 4 IU/ml či anti-c do 7,5 IU/ml je
HON nepravděpodobné (5, 6), i když byla prokázána
HON způsobená anti-D v takto nízké koncentraci (nut-
nost léčby výměnnou transfuzí) (54). Hodnoty anti-D nad
15 IU/ml nebo anti-c nad 20 IU/ml jsou velmi úzce spo-
jeny s vysokým rizikem těžkého postižení plodu resp. no-
vorozence (např. hydrops fetalis, těžká anémie plodu) (5,
6). Mírné riziko HON se prokazuje u koncentrace anti-D
4-15 IU/ml nebo anti-c 7,5-20 IU/ml (5, 6). Pro protilát-
ky anti-c platí výše uvedené algoritmy především v pří-
padě HON v anamnéze (55). 

V České republice se kvantifikace nepravidelných pro-
tilátek neprovádí. Je vhodné uvažovat o zavedení kvan-
tifikace protilátek anti-D resp. anti-c do praxe, a to v pří-
padech, kdy protilátka reaguje v kritickém titru (57).

h) určování třídy a podtřídy Ig
Z hlediska HON mohou být klinicky významné pouze

protilátky třídy IgG, které procházejí placentou. Naopak
protilátky třídy IgM vzhledem ke své veliké molekule pla-
centární bariérou nepronikají. Tyto dvě třídy je možné od
sebe odlišit pomocí různých testů (např. pomocí 2-mer-
kaptoetanolu, dithiothreitolu, testem gelové filtrace) (12,
58–60), což se však obvykle provádí pouze po porodu
u podezření na AB0 HON.

Těžkou hemolýzu mohou způsobit protilátky podtřídy
IgG1 a IgG3 samotné nebo v kombinaci. V případě proti-
látky podtřídy IgG1 nebo při kombinaci IgG1+IgG3 je prů-
běh těžší než v přítomnosti protilátky pouze podtřídy IgG3
(61, 62). IgG1 způsobuje větší destrukci erytrocytů in ute-

ro, kdežto IgG3 postnatálně (63). Určování podtříd IgG se
běžně neprovádí, může však mít určitý prognostický vý-
znam u vysokých titrů anti-D.

ch) AB0 inkompatibilita 
U AB0 inkompatibility neexistuje dostupný test k přes-

né prenatální předpovědi HON (7, 10). Nemá smysl iden-
tifikovat matky s vysokými titry anti-A či anti-B, titry ne-
mají žádnou výpovědní hodnotu pro AB0 HON. Lytický
potenciál AB0 protilátek je různý, často jde o protilátky
podtřídy IgG2, které neindukují destrukci erytrocytů (7).
Sledování dynamiky titrů imunních protilátek anti-A, -B
se proto neprovádí.

i) buněčné funkční testy
V některých zemích se v diagnostice HON uplatnily

funkční testy, které stanovují biologickou účinnost protilá-
tek a jejich výsledky dobře korelují se závažností HON (7,
64). Testy in vitro napodobují procesy, které probíhají in
vivo. Patří sem například test buněčné cytotoxicity závislé
na protilátkách (Antibody-Dependent Cellular Cytotoxici-
ty test, ADCC test), který se např. v Nizozemí rutinně pro-
vádí u protilátek anti-D, anti-E, anti-c nebo anti-K. Další po-
stup ve sledování těhotné včetně případného opakování bu-
něčného funkčního testu pak závisí na výsledcích, které se
srovnávají s odpovídajícími standardními kontrolními sé-
ry. Přesností předpovědi závažného HON se zabývali En-
gelfriet a Ouwehand v roce 1990 a zjistili 75% přesnost
u ADCC testu, avšak pouze 15% přesnost u stanovení titru
v NAT (64), také srovnání s kvantitativním testováním pro-
tilátek preferuje buněčné funkční testy (65, 66).

V jiných zemích přistupují k buněčným funkčním testům
v následujících případech: a) v předchozím těhotenství by-
la tíže HON výrazně větší, než se očekávalo ze stanovení
titru či koncentrace protilátek anti-D; b) při velmi rychlém
nárůstu titru či koncentrace protilátek anti-D; c) u žen s hra-
niční koncentrací (titrem) protilátek anti-D (66, 67). 

Mezi výsledkem ADCC testu a závažností hemolýzy se
mohou vyskytnout diskrepance způsobené např. imunizací
z minulého těhotenství, výrazně sníženou aktivitou mono-
cytů/makrofágů plodu/novorozence vlivem matčiných pro-
tilátek blokujících Fc receptory monocytů (64, 68) nebo blo-
kováním pasáže protilátek třídy IgG přes placentu (69).

Z dalších testů se používají chemiluminiscenční test (7,
70, 71), monocyte monolayer assay (MMA) (23, 72, 73)
a jiné. 

Nevýhodou buněčných funkčních testů je jejich poměr-
ně velká pracnost a časová náročnost.

Vzhledem k výše uvedené přesnosti předpovědi závaž-
nosti HON a vzhledem k tomu, že tyto testy jsou u nás již
v experimentu ověřené, se domníváme, že by měly být za-
hrnuty do palety prenatálního testování HON v ČR. 

Prenatální testování
Vyšetření těhotné
Vstupní vyšetření

Mělo by být provedeno co nejdříve po zjištění
těhotenství, v prvním trimestru. Doporučená rozmezí ko-
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lísají mezi 10. a 16. týdnem (5, 6, 23), nejčastěji se uvá-
dí 12. týden. Toto vyšetření by mělo obsahovat určení
krevní skupiny v systému AB0, stanovení antigenu D
a vyšetření nepravidelných protilátek (5, 6, 7, 11, 12, 23).

Další vyšetření
Všechny těhotné, screening protilátek negativní nebo
průkaz klinicky nevýznamných protilátek

Další vzorek je vhodné imunohematologicky vyšetřit ve
28. týdnu těhotenství (event. 26.–32. týdnu) (5, 7, 10, 23,
74, 75). Po 28. týdnu již není další testování nutné (5, 7). 

AB0, antigen D
Opakování vyšetření AB0 a antigenu D se zdá být zby-

tečné a tudíž neekonomické. Bohužel, nelze zcela vyloučit
lidský omyl. Záměny vzorku, chybné předchozí vyšetření
krevní skupiny, chyba při přepisování krevní skupiny v do-
kumentaci atd. se nevyskytují sice často, ale musí se s nimi
počítat. Kontrolní vyšetření AB0 a antigenu D slouží tedy
spíše k identifikaci vzorku těhotné a také k ověření správ-
nosti předchozího určení krevní skupiny, což je důležité pře-
devším u antigenu D. Smysl má provést toto vyšetření ma-
ximálně 2x během prvního těhotenství. V dalších těhoten-
stvích se pak vstupní vyšetření kontrolují se záznamy. 

Screening nepravidelných protilátek
Opětovné vyšetření má smysl, a to jak u D-negativních,

tak i u D-pozitivních těhotných. Lze tak odhalit tvořící
se protilátku anti-D i jiné potenciálně klinicky význam-
né protilátky (5, 74). Toto vyšetření může také upozornit
na možné problémy při transfuzi (5).

Avšak některé studie potvrzují jen málo případů, kdy
v případě negativního screeningu nepravidelných protilá-
tek při vyšetření v I. trimestru dojde k manifestnímu HON
s nutností prenatální nebo perinatální intervence (23). Dvě
studie prokázaly, že jen u 0,06–0,24 % těhotenství se vy-
tvořily nové potenciálně klinicky významné protilátky,
které nebyly detekované při vstupním vyšetření. Tyto pro-
tilátky však nebyly příčinou závažného HON, tj. nepro-
kázal se klinický význam protilátek detekovaných až ve
III. trimestru (23, 76–78). 

Opakovaný screening protilátek je jednoznačně indi-
kovaný u těhotných s klinicky významnými protilátkami,
s anamnézou HON, transfuzí erytrocytů nebo komplika-
cemi při porodu (23). 

Krevní vzorek pro vyšetření protilátek je nutné odebrat
před případným podáním anti-D. 

Při pozitivním výsledku screeningu protilátek je za-
potřebí určit specifitu a titr protilátek. 

Průkaz klinicky významných protilátek při vstupním vy-
šetření

Monitorování množství protilátek se používá pro iden-
tifikaci těhotenství s rizikem HON a k předpovědi, které
plody nebo novorozenci mohou potřebovat léčbu HON.
Vyšetření má identifikovat další mateřské protilátky. Že-
ny, které si již jednu nebo více protilátek vytvořily, si mo-
hou vytvářet protilátky jiné specifity (5). 

U protilátek anti-D, -c, -K a u ostatních protilátek, kdy
je v anamnéze těhotné informace o těžkém HON, se další

vzorek imunohematologicky vyšetřuje v 18.–20. týdnu včet-
ně určení titru protilátek. Pokud není jednoznačně proká-
záno, že otec je pro daný antigen negativní, provádí se kon-
trolní vyšetřování 1x za 4 týdny, od 28. týdne 1x za 14 dní,
dokud není dosaženo klinicky významného titru (5, 7, 23). 

Kromě výše zmíněných případů se ostatní klinicky vý-
znamné protilátky zkontrolují až ve 28. týdnu včetně sta-
novení titru (5). 

V případě protilátek anti-K, je-li otec pozitivní pro an-
tigen Kell, je vhodné monitorovat titr protilátek stejně ja-
ko u jiných klinicky významných specifit (5). Někteří au-
toři doporučují současně sledovat stav plodu již od
16.–17. týdne od titru 2 (79). 
Identifikace a titrování nepravidelných protilátek
Postup jako výše. 

Specifické postupy
Anti-K. Je vhodné vyšetřit otce, je-li heterozygot, vy-

šetřit plod (nejlépe genotypizací fetální DNA) a v přípa-
dě K-pozitivity plodu monitorovat plod pro riziko anémie
pomocí ultrazvuku či vyšetření vzorku získaného kordo-
centézou (23).

Většina případů tvorby anti-K u těhotných je způso-
bena předchozí transfuzí K-pozitivních erytrocytů. Proto
se doporučuje podávat dívkám a ženám ve fertilním vě-
ku pouze K-negativní erytrocyty (5). 

Anti-D+C. Je potřeba odlišit, zda se nejedná o proti-
látky anti-C+G, resp. anti-G. 

Testování po profylaktickém podání imunoglobulinu
anti-D

Důležitá je informace od ošetřujícího lékaře. Informa-
ce o podání anti-D musí být uvedena v dokumentaci tě-
hotné včetně žádanky o imunohematologické vyšetření. 

Je-li záznam o podání anti-D v posledních 8 týdnech
a reakce anti-D je slabá, pak se ve vyšetření pokračuje
jako u žen, které nebyly senzibilizovány (5). Není-li záz-
nam o profylaxi, doporučuje se provádět identifikaci pro-
tilátek a stanovovat titr anti-D každé 4 týdny do 28. týd-
ne těhotenství nebo každé 2 týdny po 28. týdnu. Pokud
protilátky anti-D přestanou být detekovatelné v NAT
a množství/titr protilátek klesá, jedná se pravděpodobně
o profylaktické anti-D; stabilní či zvyšující se koncent-
race indikuje imunní protilátky anti-D (5). 

Imunohematologická laboratorní vyšetření otce
Vyšetřením otce se určuje riziko imunizace plod-matka.
V případě nálezu specifických klinicky významných

protilátek v séru či plazmě těhotné, především protilátek
anti-D, -c, -K, se doporučuje vyšetřit přítomnost kores-
pondujícího antigenu u otce, zda je otec pro daný anti-
gen homozygot či heterozygot a tím určit pravděpodob-
nost, s jakou plod daný antigen zdědí (5, 11, 40, 80, 81).
Je-li otec pro daný antigen negativní, pak se těhotná sle-
duje v režimu, jakoby neměla žádné zjištěné protilátky
(viz výše) (5). 

V případě antigenu D lze určením Rh fenotypu stano-
vit pouze pravděpodobnost homozygocie otce (11). Urče-
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ní je založeno na znalostech frekvence genových komple-
xů v populaci, např. u DCCee fenotypu se dá z více než
90 % předpokládat homozygocie v genu pro antigen D,
o něco méně je tomu u fenotypů DccEE a DCcEe. Na-
opak u fenotypu Dccee je malý předpoklad homozygo-
cie v genu pro antigen D (82). 

Přesnějším postupem je genotypizace metodou PCR,
která je však finančně nákladná. Význam by mohla mít
u aloimunizovaných těhotenství s protilátkou anti-D, kdy
není dostupná genotypizace plodu či je její výsledek ne-
jasný. V tomto případě lze určit zygozitu (haplotyp), např.
zda cDe fenotyp je genotyp cDe/cDe nebo cDe/cde (16).

Otec však není vždy jistý, takže negativní výsledek fe-
no-, genotypizace nemusí znamenat nulové riziko pro
plod/novorozence. 

V některých případech (opakované potraty, nejasná eti-
ologie či těžké HON při nezjištěných protilátkách) lze
provést vyšetření séra či plazmy matky a krvinek otce
k vyloučení imunologické reakce proti vzácně se vysky-
tujícímu antigenu (83).

V případě neshody otce a matky ve skupinovém systé-
mu AB0 lze toto vyšetření provést až po vysycení přiro-
zených aglutininů v séru/plazmě matky (opakovaná ad-
sorpce při 4 °C i 37 °C na příslušné krvinky dárce).

Imunohematologická laboratorní testování plodu
Ne všechny potenciálně klinicky významné protilátky

souvisejí s daným těhotenstvím, může se jednat o proti-
látky přetrvávající z předchozího těhotenství nebo po
transfuzi (23). 

Vyšetření krevní skupiny
Sérologické vyšetření krevní skupiny AB0 u plodu ne-

přináší žádnou užitečnou informaci. Někdy se používá pro
průkaz odebrání fetální krve v případě neshodné krevní
skupiny plod-těhotná. 

Stanovení přítomnosti antigenu D, slabého antigenu D,
respektive antigenu korespondujícího se zjištěnou klinic-
ky významnou protilátkou těhotné umožňuje průkaz in-
kompatibility matka-plod (12, 84). 

Slabý antigen D se však u HON prakticky neuplatňu-
je. Poslední případy byly v literatuře zaznamenány před
více než 40 lety, což bylo nejspíše způsobeno horší sen-
zitivitou tehdejších diagnostických sér (82, 86). 

Odběr krevního vzorku plodu (kordocentéza) přináší
kromě jiných komplikací vysoké riziko fetomaternální-
ho krvácení (FMH) a tím další aloimunizaci matky (spo-
jenou se zvýšením titru protilátek – v cca 30 %) (6, 87),
navíc se uvádí 1–3 % potratů (6, 88). 

Přímý antiglobulinový test (PAT) 
Význam vyšetření PAT u plodu je sporný. Provádění

eluce a identifikace protilátky v eluátu (84, 85) nepřiná-
ší další informaci pro diagnózu či sledování HON. Na-
víc množství vzorku bývá často tak malé, že se nedaří
identifikaci protilátek provést.

Existují sice algoritmy předpovědní hodnoty výše ri-
zika HON u pozitivity PAT nebo sestavené z výsledků vy-

šetření PAT, spolu s retikulocyty a koncentrací hemoglo-
binu včetně návrhu dalšího sledování a intrauterinních
transfuzí (84, 85), ale domníváme se, že nejdůležitější
z vyšetřování žilní krve plodu pro další postup je sledo-
vání tíže anémie. 

Genotypizace (stanovení genotypu)
Amplifikace fetální DNA pomocí polymerázové řetě-

zové reakce (PCR) se stává důležitým hráčem na poli pre-
natální diagnostiky HON. 

Stanovení genotypu lze uplatnit u systému Rh (D, c, E),
Kell (K), Kidd (Jka) a Duffy (Fya) (16, 23). Největší vý-
znam má genotypizace pro gen RHD. U specifit, kde je vý-
skyt HON vzácný, je však význam genotypizace sporný. 

Do popředí se jednoznačně dostává genotypizace plo-
du z fetální DNA získané ze vzorku plazmy těhotné. Lo
a kol. (90) zjistili, že v mateřské plazmě se v 1. trimest-
ru vyskytuje cca 3 % volné fetální DNA z celkového
množství volné DNA, ve 3. trimestru až 6 %, v jiných stu-
diích je uváděn vyšší obsah fetální DNA (91). Abnormál-
ně vysoké hladiny jsou u patologických těhotenství (po-
škození placenty nebo aneuploidního plodu) (92, 93). Vol-
ná fetální DNA po porodu rychle mizí z cirkulace plazmy
(za 4–30 minut po císařském řezu (94) a za 10–100 ho-
din po vaginálním porodu (95). Invernizzi (96) deteko-
val sice Y-chromozom-specifické sekvence v plazmě ma-
tek (u 22 %) až několik let po porodu mužského novoro-
zence, ale další studie to nepotvrdily; zřejmě šlo o DNA
odvozenou z buněčného materiálu, který nebyl odstraněn
dostatečnou centrifugací (89). 

Výhodou použití mateřské plazmy je to, že se jedná
o neinvazivní vyšetření. Nevýhodou jsou falešné negati-
vity (riziko se snižuje vyšetřením několika alikvotů ma-
teřské plazmy) (97, 98). Komplikací je i to, že u Dw tě-
hotných nelze určit RHD genotyp plodu.

Genotypizace plodu ze vzorku plazmy těhotné se v ně-
kterých zemích provádí již rutinně (např. Nizozemí, Bel-
gie, Francie, Velká Británie) (89, 99, 100, 101, 102). 

Indikací ke genotypizaci plodu je těhotenství s průka-
zem klinicky významných protilátek a/nebo těžké HON
v anamnéze a pokud je otec heterozygot pro daný antigen
(je-li výsledek vyšetření otce k dispozici) (5, 23, 80, 99,
100, 103), event. i před plánovanou invazivní metodou
u RhD-negativní těhotné (99, 101, 103). 

V některých zemích provádějí screening D-pozitivních
plodů u všech D-negativních těhotných (99), jinde tento
postup zvažují (89, 100, 101). Výhodou je, že se tím do-
sáhne cílenější anti-D profylaxe. Těhotné s D-negativním
plodem by se tak zbytečně dále invazivně nevyšetřovaly
a neprováděla by se případná prenatální profylaxe (16, 89,
100, 101). Van der Schoot a spol. (91) uvádějí, že 40 %
žen zbytečně podstupuje prenatální profylaxi, protože ne-
ní znám D fenotyp plodu a plod je D-negativní. Náklady
na genotypizaci všech žen jsou o 1/3 nižší než náklady
na prenatální profylaxi (91, 100). 

Pro testování fetální DNA v mateřské plazmě se dnes
používá prakticky jen metoda PCR v reálném čase (real-
time PCR; RQ-PCR) s využitím specifických primerů
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a hydrolizačních sond (89, 97, 98). Jedná se o kvantita-
tivní metodu, kterou lze relativně jednoduše rozlišit fetál-
ní a mateřskou DNA (89). Odběr vzorku plazmy a vyšet-
ření DNA plodu lze teoreticky provádět od 8. týdne, ale
prakticky až po 10. týdnu (97, 104). Vzhledem k tomu, že
časný odběr je zatížen malou výtěžností DNA plodu a in-
vazivní vyšetřovací metody či intrauterinní transfuze se
provádějí nejdříve od 16.–18. týdne (11, 61, 85, 105), je
smysluplné první vyšetření mezi 15.–18. týdnem těhoten-
ství (89, 97, 105). 

Genotypizaci alel systému Kell se doporučuje provádět
ve 20. týdnu, v případě negativního výsledku opakovat ve
28. týdnu (106). Je nutné dostatečné množství DNA,
v případě malého množství hrozí riziko falešných nega-
tivit. 

Vyšetření po porodu 
Vyšetření matky
AB0, antigen D

Vyšetření má smysl pouze v případě, že nejsou k dis-
pozici 2 předchozí výsledky vyšetření skupiny nebo jako
součást předtransfuzního vyšetření (5, 23). 

Slabé D se nevyšetřuje z důvodů uvedených výše (23). 
Screening nepravidelných protilátek

Rutinní screening nepravidelných protilátek se nedo-
poručuje, protože nepřináší žádnou užitečnou informaci.
Provádí se pouze u předtransfuzního vyšetření (5, 23)
a v případech, kdy matka nebyla vyšetřena během těho-
tenství. Je zapotřebí připomenout, že vyšetření nepravi-
delných protilátek v séru/plazmě matky bývá součástí
předtransfuzního vyšetření novorozence, neboť protilátky
v séru/plazmě matky jsou jediné, které se mohou vysky-
tovat i v séru/plazmě novorozence. 

Jsou-li u novorozence přítomny známky HON, ale vý-
sledek screeningu protilátek je negativní, je vhodné pro-
vést testování séra/plazmy matky s erytrocyty otce (ne-
ní-li přítomna AB0 inkompatibilita) k zachycení reakce
proti antigenu s nízkou frekvencí výskytu (23). 
Identifikace nepravidelných protilátek

Určit specifitu nepravidelné protilátky má smysl pře-
devším u protilátky poprvé zjištěné po porodu, vhodné
je však i potvrzení specifity původní protilátky a případ-
né vyloučení nové protilátky (23). 

Určení specifity protilátek je důležité pro výběr krve
k transfuzi matky či novorozence a pro stanovení rizika
pro další těhotenství.
Stanovení titru nebo koncentrace protilátek

Neprovádí se, protože vyšetření nemá klinický význam,
nemá vliv na další léčbu (23). 

AB0 HON
Je možné vyšetřit imunní anti-A, -B (třídy IgG) a sta-

novit jejich titr (7). Při použití zkumavkové metody
(NAT) titr s hodnotou 500 resp. 512 a více vysoce kore-
luje s klinicky významnou HON (44, 60). Stejně jako
u stanovení titru nepravidelných protilátek existují jen oje-
dinělé práce srovnávající NAT zkumavkou metodou a me-
todou sloupcové aglutinace (50). Novaretti a kol. navrhu-
jí pro klinicky významné hodnoty titrů u sloupcové ag-

lutinace použít korekční faktor 2,0 ve srovnání se zku-
mavkovou metodou (50). 

Otázkou je, zda je vyšetření imunních protilátek anti-A,B
a titru těchto protilátek u matky po porodu potřebné. 

Vyšetření novorozence
AB0

Rutinní vyšetření u všech novorozenců se nedoporuču-
je, ani u novorozenců matek s krevní skupinou 0 (AB0 in-
kompatibilita by neměla znamenat přísnější sledování,
protože u všech novorozenců by se měl zjišťovat a násled-
ně monitorovat ikterus) (23).

Provádí se u novorozenců matek s potenciálně klinic-
ky významnými protilátkami především kvůli případné
transfuzi novorozence, dále u novorozenců matek s ne-
prokázanými nepravidelnými protilátkami, kdy novoro-
zenec má klinické známky HON a u suspektního AB0
HON (23). Skutečný diagnostický význam pro další po-
stup u HON má stanovení krevní skupiny v systému AB0
pouze v posledním uvedeném případě. 
Antigen D

Rutinní vyšetření u všech novorozenců se nedoporuču-
je. Provádí se u novorozenců D-negativních matek, aby
se určily ženy vhodné pro anti-D profylaxi (5, 23), dále
u matek s potenciálně klinicky významnými protilátka-
mi především kvůli případné transfuzi novorozence,
u matek s neprokázanými nepravidelnými protilátkami,
kdy novorozenec má klinické známky HON (23). 

Význam vyšetření Dw či variantních antigenů D je
sporný. Někteří autoři doporučují vyšetřovat Dw a varian-
tu DVI, protože v případě jejich pozitivity u novorozence
by se u matky měla provádět anti-D profylaxe (23, 81).
Jiní autoři uvádějí, že prakticky není dokázáno, že by eryt-
rocyty plodu nesoucí na svém povrchu variantu DVI sen-
zibilizovaly matku (5) a profylaktické podávání anti-D
imunoglobulinu je jen velmi málo účinné (7). U poziti-
vity PAT nelze spolehlivě Dw vyšetřit. 

Pro komplikace vyšetření antigenu D u novorozenců
u atypicky exprimovaných (slabých a parciálních D) pla-
tí totéž, co bylo uvedeno výše u vyšetření těhotných. Sou-
časně používaná silná monoklonální diagnostika deteku-
jí v různé míře (v závislosti na použité metodě) i tyto aty-
pické antigeny, představující cca 1–2% D-pozitivní popu-
lace. Volba nejvhodnějšího postupu naráží na nedostatek
informací o potenciální imunogenicitě konstelace „D-ne-
gativní matka x plod s atypicky exprimovaným D“. U vel-
mi slabých D expresí a minimálních fetomaternálních he-
moragií bude jistě riziko velmi malé, ale možnost imuni-
zovat matku bude narůstat jak se silou exprese antigenu
D, tak i s velikostí fetomaternální hemoragie.

Protože pozitivní nález antigenu D u plodu je indika-
cí pro podání anti-D profylaxe, nebude pravděpodobně
chybou tuto profylaxi doporučit i u nálezu slabé expre-
se antigenu D u novorozence. Otázkou, u které je zapo-
třebí dosáhnout konsensu je, zda má smysl pátrat i po
velmi slabých formách antigenů D (test na slabé D an-
tiglobulinovou technikou s IgG anti-D – podobně jako
u dárců krve).
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Další okolností, vyžadující pozornost, je fakt, že urče-
ní RhD u těhotné může být provedeno v jiné laboratoři,
než která vyšetřuje novorozence – a z toho vyplývá, že
se mohou lišit použitá diagnostika i techniky. Může tedy
dojít k situaci, že těhotná je určena jako RhD negativní
(např. při použití zkumavkové techniky a diagnostik po-
skytujících slabší reakce) a plod jako RhD pozitivní se
slabým antigenem D (při použití silnějších diagnostik či
systému sloupcové aglutinace). Přitom mohou být oba no-
siteli stejného atypického proteinu D. Podání profylaxe je
tudíž zbytečné. Proto lze doporučit u každého případu ná-
lezu slabě pozitivního antigenu D zvýšenou pozornost,
event. revizi vyšetření matky a konzultaci se specializo-
vanou nebo referenční laboratoří.
Screening nepravidelných protilátek

Jsou-li u novorozence přítomny známky HON, ale vý-
sledek screeningu protilátek u matky je negativní a je pří-
tomna AB0 inkompatibilita mezi matkou a otcem (tj. nel-
ze použít sérum/plazmu matky pro přítomnost aglutini-
nů anti-A, resp. anti-B), je vhodné provést testování
séra/plazmy novorozence s erytrocyty otce k zachycení
reakce proti antigenu s nízkou frekvencí výskytu (23)
v LISS-NAT. Specifitu protilátky lze většinou určit pou-
ze ve specializované laboratoři.

Důležité je provést screening protilátek u novorozen-
ce, nebylo-li provedeno toto vyšetření u matky (23) ne-
bo není výsledek vyšetření matky znám. 
Přímý antiglobulinový test

Rutinní vyšetření u všech novorozenců se nedoporuču-
je (5, 23), ani u D-pozitivních novorozenců D-negativ-
ních matek, především tehdy, provádí-li se rutinní prena-
tální anti-D profylaxe. Pozitivní PAT pak může být pří-
tomen až u 3-6 % vzorků (5), avšak bez klinického vý-
znamu (profylaktické podání anti-D IgG nezpůsobuje de-
strukci fetálních či novorozeneckých erytrocytů) (107). 

Provedení PAT se doporučuje v případě průkazu poten-
ciálně klinicky významných protilátek u matky (5, 23),
dále u matek, u nichž nebyly prokázány nepravidelné pro-
tilátky, ale novorozenec má klinické známky HON, u su-
spektního AB0 HON a nebyl-li u matky proveden scree-
ning protilátek ani během těhotenství ani po porodu (23)
nebo není výsledek vyšetření znám.

Pozitivita PAT nepotvrzuje diagnózu HON, je nutné
vyšetření hemoglobinu a sérového bilirubinu novorozen-
ce (5). Prediktivní hodnota pozitivity PAT se odhaduje
na 23 %, naopak u negativního PAT mohou být přízna-
ky těžkého HON, a to nejen u AB0 inkompatibility (108,
109). 

U AB0 inkompatibility bývá PAT často negativní či jen
slabě pozitivní (až v 90 %) (110), což je zřejmě dáno ne-
vyzrálostí aglutinogenů A a B u novorozenců – vazba pro-
tilátek je volná a protilátky se snadno uvolňují; pravdě-
podobně také substance A a B, přítomné ve fetálních tká-
ních a tekutinách, neutralizují část protilátek anti-A, an-
ti-B předtím, než mohou reagovat s fetálními erytrocyty
(10). U klinicky významných titrů imunních protilátek an-
ti-A, -B, resp. anti-AB však bývá pozitivita PAT jedno-
značná.

Eluční test
Je vhodné provést u pozitivity PAT (5). V eluátu se pak

určuje specifita přítomné protilátky – testování eluátu
s erytrocyty nesoucími antigen korespondující s protilát-
kou (5). Eluce a vyšetření eluátu novorozence nejsou nut-
né, pokud je jednoznačně identifikována protilátka u mat-
ky (23). 

Eluční test je možné využít v případě suspektní reak-
ce proti antigenu s nízkou frekvencí výskytu (viz výše)
pro testování eluátu s erytrocyty otce (23). 

U kombinace protilátek v séru matky je dobré eluci
provést k určení, která specifická protilátka se podílí na
HON. Ostatní IgG protilátky, které se neuplatňují u no-
vorozence, protože nemá na svých erytrocytech přítomen
korespondující antigen, mohou působit problémy při vy-
hledávání kompatibilní krve pro výměnnou transfuzi.

U AB0 HON není provádění elučního testu přínosné,
protože vyšetření imunních protilátek anti-A, anti-B tří-
dy IgG je dostačující (viz níže) (23, 111).
Vyšetření imunních protilátek anti-A, -B (třídy IgG)

Provádí se u suspektního AB0 HON obvykle metodou
LISS-NAT (23). 
Určení komplementárního antigenu 

Provádí se k potvrzení specifity nepravidelných proti-
látek a k určení pravděpodobnosti HON (zjištění, zda se
mateřská protilátka může nebo nemůže vázat na erytro-
cyty dítěte). Pozornost je třeba věnovat vyšetření při po-
zitivním PAT. 
Test kompatibility

V případě potřeby transfuze erytrocytů či výměnné
transfuze se provádí test kompatibility přednostně se sé-
rem/plazmou matky. Není-li k dispozici, pak lze použít
krevní vzorek novorozence (23). 

Vyšetřování fetomaternálního krvácení (FMH)
FMH se v průběhu fyziologického těhotenství objevu-

je především ve třetím trimestru, většinou při porodu. 
Je pravděpodobné, že určité množství fetálních eryt-

rocytů by se velmi citlivými metodami dalo prokázat
prakticky u všech matek po porodu. Objem fetální krve
v cirkulaci matky je obvykle velmi malý (0,025 ml eryt-
rocytů u 74 % žen po porodu) (112), FMH nad 15 ml fe-
tálních erytrocytů se prokazuje u cca 0,1–0,3 % žen po
nekomplikovaném porodu (7). 

Rizikové stavy z hlediska závažného FMH jsou pře-
devším protrahovaný nebo komplikovaný porod, spontán-
ní aborty ve II. a III. trimestru, amniocentéza, odběr cho-
riových klků, kordocentéza, mimoděložní těhotenství,
mrtvý plod, břišní poranění a polytrauma, abnormality
placenty (např. placentární tumor, retroplacentární hema-
tom, abrupce placenty, placenta praevia), manuální vy-
bavení placenty, porod císařským řezem (80). Na závaž-
né FMH je vhodné myslet i v případě anemického novo-
rozence bez zjevného krvácení. Až 50 % velkých FMH je
však bez zjevné příčiny. 

Rutinně se v ČR neprovádí. 
FMH nemá smysl vyšetřovat do 20. týdne těhotenství

(113). Vhodné by bylo provádět vyšetření FMH u D-ne-
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gativních těhotných/matek, pokud není prokázána proti-
látka anti-D u výše uvedených rizikových stavů. 

Nejčastěji používaný test - metoda podle Kleihauera,
Brauna a Betkeho (80, 114, 115), který vychází z princi-
pu, že fetální hemoglobin je více rezistentní vůči kyselé
eluci, je poměrně pracný, obtížně standardizovatelný (in-
terpretace je závislá na zkušenosti pracovníka), s poměr-
ně velkou nepřesností a tendencí k nadhodnocení FMH
(114–117). Lze jej použít pouze k průkazu relativně ma-
lých objemů fetálních erytrocytů (do 4 ml) (5, 113) pře-
sto se v některých zemích používá jako kvantitativní test
především v případech rizika FMH (např. USA, Francie,
Nizozemí, Velká Británie, Polsko, Španělsko) (80). 

Jako screeningové testy se používají i rozetový test (80)
a test využívající princip gelové sloupcové aglutinace (ID-
FMH) (115, 118). Použití ID-FMH v ČR hodnotila studie
z let 1999-2001, která upozornila na technické nedostat-
ky či omezení testu a na poměrně vysokou nákladnost me-
tody, především v případě zpracování individuálních vzor-
ků (119).

Výše uvedené testy lze považovat za semikvantitativní. 
U větších objemů FMH (nad 4 ml, u ID-FMH při zá-

chytu 0,4 % fetálních erytrocytů a více) je vhodné použít
průtokovou cytometrii (5, 113, 115). Jedná se o velmi cit-
livou a přesnou kvantitativní metodu (5, 114, 117, 120).
Místo relativně drahé průtokové cytometrie lze použít
i fluorescenční mikroskopii (116). 

U testování FMH se lze setkat s falešně pozitivními vý-
sledky (118), erytrocyty s HbF lze nalézt u 1-2 % dospě-
lých jedinců (7). U 25 % těhotných dochází během těho-
tenství k vzestupu množství erytrocytů s HbF až na 7 %,
avšak obvykle pouze ve druhém trimestru 7, 121).

U slabého D matky nelze použít metody využívající
průkazu přítomnosti D-pozitivních erytrocytů plodu/no-
vorozence, nýbrž metody s průkazem HbF (23, 122). 

Závěr

Imunohematologická vyšetření v těhotenství a po poro-
du jsou nepostradatelná při správném diagnostikování a léč-
bě hemolytického onemocnění plodu/novorozence. V na-
ší práci jsme poukázali na úlohu běžně používaných imu-
nohematologických metod, ale i nových či opomíjených la-
boratorních testů (DNA diagnostika, funkční testy, vyšet-
řování FMH, apod.). Poznatky, uvedené v naší práci, by
mohly být podkladem pro tvorbu jednotného postupu
v rámci České republiky. Přínosné pro vhodný algoritmus
imunohematologických vyšetření v těhotenství a po poro-
du by byly statistické informace o HON v ČR a ekono-
mické aspekty, které nebyly v naší práci akcentovány. 
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