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Souhrn

Uvod: Hemolytické onemocnéni plodu/novorozence (HON) patii mezi zavazné stavy v perinatologickém obdobi.
Mezi klinicky vyznamné protilatky, zplisobujici tézZké HON, patfi protilatky anti-D, -K, -c a -E. Postupy pro prena-
talni a postnatilni imunohematologicka vysetreni v CR jsou nejednotné. Cilem prace je diskuse vhodného algorit-
mu imunohematologického testovani v téhotenstvi a po porodu. Imunohematologicka laboratorni vySetteni téhot-
nych: mezi zakladni vySettreni patii urceni krevni skupiny AB0, antigenu D a screening nepravidelnych protilatek
proti erytrocytiim, v pripadé pozitivity screeningu protilatek pak jejich identifikace, u klinicky vyznamnych proti-
latek stanoveni jejich titru. Pfesnéjsi metodou je stanoveni koncentrace protilatky. Bunécéné funkéni testy dobre ko-
reluji s klinickou zavaznosti HON a je diskutovano jejich zavedeni v CR. Jsou diskutovany vhodné ¢asové terminy,
postupy a metody. Imunohematologicka laboratorni testovani plodu: nejvyznamnéjsi je stanoveni genotypu plodu
u aloimunizovanych téhotnych nejlépe za pouziti neinvazivni metody izolace fetalni DNA z matefské plazmy. Disku-
tuji se postupy a uskali této metody. Imunohematologicka vySetteni po porodu: u matky se jedna spiSe o kontrolni
vySetieni ¢i soucast predtransfuzniho vySetieni. VySetireni imunnich protilatek anti-A, resp. anti-B je sporné. Z imu-
nohematologického vySetteni novorozence je nejvyznamnéjsi urceni krevni skupiny ABO (predevsim u matek s krev-
ni skupinou 0), antigenu D (u D-negativnich matek) a piimého antiglobulinového testu. V pripadé podezieni na
ABO HON pak i vySetreni imunnich protilitek anti-A, resp. anti-B. Pro spravnou davku profylaktického imunoglo-
bulinu anti-D je vhodna kvantifikace fetomaternalniho krvaceni. Zdvér: Poznatky, uvedené v této praci, by mohly
byt podkladem pro tvorbu jednotného postupu v ramci Ceské republiky.

Klicova slova: imunohematologie, hemolytické onemocnéni novorozence, protilatky proti erytrocytiim, krevni
skupina, primy antiglobulinovy test, genotypizace, fetomaternalni krvaceni, funk¢ni testy
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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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Uvod

laxe vyrazné€ snizila vyskyt HON zptisobeného nepravi-

delnymi antierytrocytovymi protildtkami specifity anti-D
(1-3), avSak nemutze ovlivnit HON s uplatnénim jinych

Hemolytické onemocnéni plodu/novorozence (HON)
zustava i poCatkem tfetiho tisicileti jednim z kaminka
pestré mozaiky perinatologickych chorob. Anti-D profy-

specifickych protilatek, z nichZ nejvyznamnéjsi jsou, kro-
mé protildtek anti-A, anti-B tfidy IgG, protilatky anti-c,
anti-K a anti-E.
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Z vySe uvedeného vyplyvd, Ze omezeni pozornosti gy-
nekologl pouze na anti-D protildtky neni na misté, nao-
pak se zavedenim anti-D profylaxe se relativné zvySuje
vyznam ostatnich protilatek. Sledovani zasluhujf i t€hot-
né D-pozitivni ¢i s nékterymi protildtkami jiné specifity
neZ anti-D. Nékteré klinicky vyznamné protildtky jsou
z hlediska vyznamu pro HON opomijeny, naopak nékdy
jsou do laboratore zasilany k opakovanym kontroldm pro-
tilatky zcela nevyznamné.

Pies ojedin&lé snahy (4) v Ceské republice chybi me-
zioborovy algoritmus pro pre- a postnatdlni imunohema-
tologické vySetfeni t€hotnych, plodu, respektive matek
anovorozencu. Jeho soucdsti by mélo byt i sjednoceni vy-
Setfovacich metod. Napfiklad u stanoveni titru protilatek
dostavaji gynekologové z laboratofi velmi variabilni in-
formace v zavislosti na pouzité vysetfovaci metod¢.

Snahou autorti tohoto pfehledného ¢ldnku je diskuto-
vat vhodné postupy pro pre- a postnatdlni imunohemato-

Vv

logicka vysetfeni veetné pouZiti novéjsich metod.

Utel prenatalniho a postnatalniho imunohematologic-
kého vysSetireni

Cilem vysetien{ je ureni potencialné rizikovych téhot-
nych z hlediska HON. Jasnou rizikovou skupinou jsou D-
negativni Zeny a imunizované Zeny s potencidlné klinic-
ky vyznamnymi aloprotildtkami proti erytrocytovym an-
tigenim. VySetfeni ma pomoci pfi diagnostikovani HON,
pii dal§fm monitorovan{ priibéhu a 1é¢bé nemoci.

Klinicka vyznamnost antierytrocytovych protilatek

Ne vSechny nepravidelné antierytrocytové protilatky se
uplatiuji v patogenezi HON.

HON mohou teoreticky zptisobovat jakékoliv antieryt-
rocytové protilatky tfidy IgG. V kavkazoidni populaci
jsou nejéastéjsi pri¢inou tézkého HON jiz ve II. trimest-
ru (s nutnosti intrauterinni transfuze erytrocytd) protilat-
ky anti-D (85 %), anti-K (10 %), anti-c (3,5 %) (5-8) a an-
ti-E (6, 7, 9). Je tfeba zminit, Ze protilatky anti-c mohou
zpusobit opoZzdénou anémii novorozence (5).

Za klinicky vyznamné protildtky z hlediska moZného
HON se déle povazuji protildtky anti-A, -B, -AB, -C, -e
(ev. anti- Cv, -Ce, cE, -ce, -G apod.), anti-k, -S, -s, Fy2, -
Jka, velmi ziidka nékteré dalsi specifické protilatky (na-
pr. anti-M, -Cx, -EWv, -Fyb, -Kpab, -Jsab -PP Pk -U, -Jkb,
-Diego atd.), protilatky proti antigeniim s vysokou ¢etnos-
ti vyskytu v populaci (napf. anti-En?, -Gerbich atd.) a pro-
ti antigeniim s nizkou Cetnosti vyskytu v populaci (napf.
anti-Wr?2) (7-22).

Mezi klinicky nevyznamné protildtky z hlediska HON
muizeme zafadit protildtky anti-P;, -Le?, -Leb, -H, -1, -HI,
-N, -Lutheran, ddle protilatky reagujici s celym panelem
diagnostickych erytrocytl a s vlastnimi erytrocyty (pan-
specifické protilatky), chladové protilatky, protildtky re-
agujici pouze v enzymovém prostredi (5, 23-26).

Je vSak nutno pfipomenout, Ze protilatky stejné spe-
cifity (a/nebo sily) se nechovaji in vivo vZdy stejné. Ta-
ké efektorové bunky plodu se individudlngé 1i${ svymi
vlastnostmi, navic u matky ¢i plodu mohou byt pfitom-

ny blokujici faktory, které zmirniuji destrukci erytrocytt
plodu (6).

Protilétky, prokazatelné u t€hotnych, jsou Casto ndsled-
kem predchozi transfuze (7), nejcastéji se jedna o proti-
latky anti-c, -K, -Fya (7).

Imunohematologicka laboratorni vySetieni téhotnych
a) ABO

Urceni krevni skupiny v systému ABO slouZi k identi-
fikaci téhotné. U t€hotnych krevni skupiny O se da pred-
poklddat vyrazné vyssi vyskyt HON zptsobeny inkom-
patibilitou matka-plod v tomto skupinovém systému nez
u matek s krevni skupinou A ¢i B, i kdyZ ani zde nelze vy-
lou¢it HON. Vypovédni hodnota prenatalniho vySetfeni
skupin ABO je vak pro pfedpovéd HON mald (10). Sta-
noveni krevni skupiny ABO je zdkladnim kamenem predt-
ransfuzniho vySeteni. Vysledek proto musi souhlasit se
zaznamy a jakékoliv diskrepance je nutné vysetfit a vy-
fesit.

b) antigen D

Vysetieni antigenu D urcuje skupinu Zen D-negativ-
nich, u nichZ je indikované profylaktické podani anti-D
protilatky (5).

Vysetfeni slabého antigenu D (D¥) pomoci antiglobu-
linového testu se obvykle nedoporucuje nebo nepovazu-
je za piinosné (5, 23), ve svéte vak v této problematice
neni jednozna¢nd shoda. VétSina (90 %) jedincti s feno-
typem D¥ jsou DW typu 1, 2 nebo 3 s expresi normdlnich,
ale poCetné redukovanych antigent D. Zbylych 10 % tvo-
i varianty antigenu D, v kavkazoidni populaci pfedevsim
varianta DVI (27). V piipadé vyfazeni testovani DV z al-
goritmu prenatdlniho imunohematologického vysetrova-
ni t€hotnych podstoupi Zeny s kvantitativnim DY profy-
laxi anti-D, kterou nepotiebuji a ktera je spojena s riziky
podani imunoglobulinu. Naopak nositelky varianty DVI
i nékterych jinych variant antigenu D jsou bez provede-
ného antiglobulinového testu spravné zarazeny k D-nega-
tivnim a je jim podand anti-D profylaxe (28). Ve tfetim
trimestru ¢i po porodu midZe byt pozitivita D¥ projevem
vétSitho fetomaterndlniho krvaceni D-pozitivniho plodu
u D-negativni matky (23, 29).

Cca 98-99 % vysetfeni je bezproblémovych — u nor-
mdlni exprese antigenu D a u D-negativnich. Zbyvajici
1-2 % predstavuji diagnosticky a rovnéz i ,.komunikac-
ni“ problém. Jedn4 se o nositele atypickych fenotypid D,
diive tzv. DU varianty. Sem patfi celd paleta variantnich
proteini D, li§icich se od normdlniho proteinu D jednou
¢i vice aminokyselinami, na podkladé bodovych mutaci
nebo vétsich prestaveb (D-CE-D genové konverze) RHD
genu. Lokalizace zmé&ny aminokyselin v daném variant-
nim proteinu se projevi bud'to sniZzenou expresi bez chy-
béni epitopt (kvantitativné zeslabeny antigen D, tzv. D
weak, DY), nebo chybénim jednoho ¢&i vice epitopti (kva-
litativné zménény antigen D, tzv. partial D). Navic se mo-
hou tyto projevy v riizné mife kombinovat, takZe hranice
mezi DV a partial D nenf zcela ostrd. Na jednom konci pa-
lety jsou D weak typy 1,2 a 3 (pfedstavuji cca 90 % vSech
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atypickych D expresi, nikdy u nich nebyla popsdna anti-

D imunizace), na druhém konci velmi zménéné proteiny

jako DVI ¢i DHAR (s moznosti anti-D imunizace proti

»chyb&jicim* epitoptim), uprostfed typy diive fazené k D

weak, u nichz vSak byly popsdny pripady anti-D imuni-

zace (D weak typ 4.2 a 15). Vzacné se vyskytuje typ DEL,
kdy je protein D exprimovan tak slabé, Ze sérologicky je
prokazatelny jen adsorpénimi-elu¢nimi postupy.

U vsech téchto fenotypti je nutny individudln{ piistup.
O tom, Ze dand t€hotna spadd do této ,,atypické skupi-

ny*, se dozvidame:

e anamnesticky (zdznamy minulych vySetfeni, zejména
u darkyn krve, u kterych se povinné tyto atypické ex-
prese antigenu D testuji)

e z vySetieni RhD (bez testu na slabé antigeny D):

- slabsi reakce obou anti-D diagnostik
- zcela diskrepantnich reakci (pozitivni X negativni)
- z rozdilu v sile reakef obou anti-D

* z necekaného ndlezu anti-D imunizace bez autoreak-
ce u osoby se zdanlivé normdlnim D antigenem (DI,
DNB aj.).

Pokud se pouziji k vySetfeni RhD u t€hotnych 2 mo-
noklonalni anti-D nereagujici s DVI (event. i s DFR), bu-
dou tyto téhotné (cca 5-10 % vSech atypickych D expre-
si) zatazeny mezi D negativni (pokud zde ovSem nenf ana-
mnéza diskrepance). Ze zbylych 90-95 % bude cast za-
chycena pozitivni reakci jednoho nebo obou diagnostik
— velikost této ¢dsti zdvisi na pouZité metodé a postupu
(sloupcova aglutinace zachyti téméf vSechny, zkumavko-
vé testy jen silnéji exprimované typy). Jen maly pocet sil-
né exprimovanych atypickych D antigentl je naopak za-
fazen mezi D pozitivni (DU, DNB).

Nejjistéj§im opatfenim u atypickych D expresi je jejich
jednoznacnd kategorizace pomoci kombinace sérologic-
kého vysetieni panelem monoklonélnich protilatek a vy-
Setfeni DNA kity na D varianty. V podminkach CR se jed-
na o méné nez 1000 vySetfeni rocné. Provadeéni téchto
definitivnich vySetfeni* je doporuc¢ovano v zahranici
(Némecko) a bylo hodnoceno jako ekonomicky pifinosné.

V nejasnych piipadech je vhodné zaslat vzorek do refe-
renéni laboratofe ke genetickému vysetieni. Do té doby je
vhodné klasifikovat danou téhotnou jako D-negativni.

¢) screening nepravidelnych antierytrocytovych protildtek

Priblizné u 1 % téhotnych lze prokdzat klinicky vy-
znamné nepravidelné aloimunni protildtky proti erytrocy-
tim (déle jen ,,nepravidelné protilatky*) (30).

Screening nepravidelnych protilatek umoznuje deteko-
vat klinicky vyznamné protildtky, které mohou ohrozit
plod a/nebo novorozence (5).

Vysetfeni nepravidelnych protilatek md vyznam nejen
u D-negativnich Zen, ale i u Zen D-pozitivnich, protoZe se
mohou u HON klinicky uplatiovat i jiné specifické pro-
tilatky nez anti-D (viz vySe) (10) a D-pozitivni t€hotné
mohou tvofit protilatky jiné nez anti-D stejné pravdépo-
dobné jako D-negativni t€hotné (31).

Informace o ndlezu nepravidelnych protilatek je vy-
znamnd i vzhledem k mozné transfuzi erytrocyti (5).

Typ testu

Screeningovd metoda ma obsahovat nepfimy antiglo-
bulinovy test za pouziti erytrocytd resuspendovanych
v roztoku o nizké iontové sile (LISS-NAT) pti 37 °C (5,
6, 10), eventudlné test provedeny jinou metodu se stejnou
citlivosti.

S ohledem na potencidlni transfuzi béhem téhotenstvi
nebo v obdobi porodu se domnivdme, Ze je dobré urco-
vat i protildtky, které obvykle HON nezputsobuji.

Enzymové testy, at’ jednofazové ¢i dvoufazové, obvy-
kle nejsou doporucovany, nebot’ nemaji vypoveédni hodno-
tu (23, 24). U enzymovych testd se Casto setkdvame s fa-
leSnymi pozitivitami, s protilatkami jiné tiidy nez IgG
a s protilatkami, které reaguji pouze s erytrocyty modifiko-
vanymi enzymy. Na druhé strang tyto testy mohou pomo-
ci k upresnéni specifity nékterych protilatek, napr. u Rh
systému. Nekteré klinicky vyznamné protildtky mohou byt
v 1. trimestru prokazatelné pouze enzymovymi testy (an-
ti-D, -E, -¢, -C¥), muzZe se jednat o protildtky v ¢asnych sta-
diich primarni imunizace, avSak v nékolika studiich nebyl
prokazan jejich klinicky vyznam, pfestoZe se nékteré sta-
ly reaktivnimi v NAT ve 3. trimestru (24, 25, 26). Enzymo-
vé testy nejsou soucdsti vySetfovacich algoritmi v doporu-
Cenich prenatdlni imunohematologické diagnostiky napt.
v Nizozemi, Velké Britanii, USA (5, 23, 24, 32).

d) identifikace nepravidelnych antierytrocytovych
protildtek

Provadi se v pripadé zjisténé pozitivity ve screeningo-
vém vysetfeni nepravidelnych protilatek.

Informace z laboratofe pro oSetfujiciho Iékare by mé-
la obsahovat klinickou vyznamnost protildtky vzhledem
k HON a v souvislosti s transfuzi (5).

e) fenotyp matky

V piipadé zjisténi specifické protilatky je vhodné pro-
vést stanoveni antigenu komplementarniho k dané proti-
latce, jednak pro potvrzeni specifity, jednak k vylouceni
autologni protildtky, kterd nemd z hlediska HON vyznam.

f) stanoveni titru (titrace) nepravidelnych protildtek

Stanovenf titru klinicky vyznamnych protilatek proti
erytrocytim u t€hotnych Zen md slouzit pro identifikaci
téhotenstvi, kterd jsou v riziku HON a predikovat
plody/novorozence, které/kteti budou pravdépodobné vy-
zadovat 1é¢bu HON (5). Pfesto ma4 titrace pro predvidani
zévaznosti HON jen omezeny vyznam (6). Uvadi se
15-62 % presnost predpovédi (23; viz funkeni testy). Ne-
ni totiZ jednoznacnd korelace mezi vySi titru a biologic-
kym chovanim protildtek in vivo. Hemolyza zavisi na avi-
dité protilatky, méné na titru (12). Protilatky s relativné
nizkymi titry jsou nékdy schopné zpuisobit tézky pribéh
HON. Napt. protilatky anti-K vedou k imunni supresi ery-
tropoezy a vyse jejich titru se zdvaznosti anémie praktic-
ky nekoreluje (33, 34).

Titraci 1ze pouZit jako jednoduchy test pti rozhodova-
ni, kdy zacit monitorovat HON jinou neZ imunohemato-
logickou metodou (napf. Dopplerovou metodou pro mé-
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feni krevniho pritoku v arteria cerebri media, event.
amniocentézou, kordocentézou, pomoci ultrazvuku etc.)
(23, 35,36, 37).

Titrace neni uZiteCnd pro monitorovani mnoZzstvi pro-
tilatek, pokud se vyskytlo HON v predchozim t€hotenstvi
(23, 38). V téchto pripadech je vhodné urcit genotyp plo-
du, neni-li otec homozygot pro dany antigen a antigen-
pozitivni plod sledovat na specializovaném gynekologic-
ko — porodnickém pracovisti (viz vyse).

V literatufe se uvadi pojem minimalni{ kriticky titr, tj.
stanoveni mnoZstvi protilatek, které mize vést ke klinic-
ky zdvaznym projevim HON (6). Za minimalni kriticky
titr v NAT (zkumavkovy test) se u protildtky anti-D ob-
vykle povazuje titr 16-32 (5, 6, 12, 39). Jin{ autofi ozna-
¢uji za minimdlnf kriticky titr hodnotu 8 (10), ale také 4
(40, 41). U ostatnich protildtkovych specifit se obvykle
uvadi jako kriticky titr 16-64 (7,9, 15, 42, 43). Hodno-
ceni kritického titru také zdvisi na anamnestickych dda-
jich z ptedchoziho téhotenstvi (11).

Definice minimélniho kritického titru je zbyte¢né kom-
plikovand a pro praxi nevhodna. Je lepsi uvadét primo
hodnotu konec¢ného titru, tj. misto vySe uvedeného titru
16 titr 32, apod.

Zvyseni titru o vice neZ dva stupné (zkumavkovy test)
se povazuje za signifikantni (6). Ndhly pokles titru o vi-
ce jak 3 stupné miZe byt znamkou t€Zkého postizeni plo-
du i zndmkou intrauterinniho exitu plodu (44).

Nevyhodou titrace je, Ze titr pfesné neodpovida kon-
centraci protilatky v séru. Odhaduje se jim pouze mnoz-
stvi protildtky navdzané na diagnostické erytrocyty v tes-
tu, nikoliv skute¢né obsazené v séru. V poslednich zku-
mavkdéch dochdzi k aglutinaci pouze s malym mnoZstvim
molekul protildtky s nejvyssi afinitou a zastoupeni tako-
vychto molekul v séru ovliviiuje vysi titru. Také diluce sé-
ra pii opakovanych krocich fedéni je zatiZena manipulac-
ni chybou a miZe ovlivnit vysledny titr (45).

Nevhodna4 je titrace u protilatek jiné tiidy nez IgG, pri
dosazenf kritického titru ¢i pti rozhodnuti monitorovat su-
spektni HON jinou metodou. Také titrace protildtek po
porodu jiZ neni pfinosna (23).

U protilatek anti-K nepfinasi titrace vzdy relevantni in-
formaci z divodi uvedenych vyse, av§ak méla by se pro-
vést minimdlné pri prvnim zachytu protilatky (5).

Podle nékterych autorti nema smysl stanovovat titr jed-
notlivych protilatek u smési klinicky vyznamnych proti-
ldtek, protoze se ziejmé jedna o kombinovany ucinek
vsech protilatek, ktery urcuje tizi HON (23). Pfesto se do-
mnivdme, Ze stanoveni titru jednotlivych protilatek ve
smési protilatek je vhodné. Pfi zjisténi vyznamné hod-
noty titru jedné z protildtek 1ze jednoznacné pokracovat
v monitorovani plodu dal§imi metodami. U nizkych titrt
bez vyznamné dynamiky riistu mohou invazivni vysetie-
ni pfinést zbyte¢na rizika.

V piipadé zjisténi kombinace protilatek anti-C+D se
miuiZe jednat o protildtky anti-C+G, resp. anti-G, tyto té-
hotné by pak mély podstoupit Rh-profylaxi (5, 23,46, 47).
Rozdilné vyse titra ¢i adsorpéni a eluéni testy umozni ty-
to smési rozlisit (6, 23, 46).

Minimdlnf kriticky titr je empirickou hodnotou z4vis-
lou na typu metody.

Pro adekviatni hodnoceni vysledku titrace je nutné
pouZit srovnatelné metody. V CR neexistuje doporude-
ny postup titrace protilatek proti erytrocytim u téhot-
nych Zen, pouzivaji se rizné metody, jejichZ vysledky,
pokud jde o vysi titru, se li§i. Obrovsky rozptyl hodnot
titru je zfetelné vidét u jednotlivych vzorkl vySetiova-
nych v rdmci externiho hodnoceni kvality pofddanych
SEKK (48).

Vzhledem k tomu, Ze literarné jsou empirické hodno-
ty uvddény pouze pro NAT, uprednostiiuje se provadéni
tohoto testu (23). Kromé pouzité metody se pracovisté
vzdjemné liSi i hodnocenim vySe titru v prvni zkumavce:
titr 2 resp. 1.

Pro metodu sloupcové aglutinace - v soucasnosti asi
nejrozsitenéjsi - jsou k dispozici jen omezena srovnava-
ci data se zkumavkovou metodou a nejsou pro ni stano-
veny klinicky vyznamné titry pro HON (49, 50). S vyu-
Zitim uvedenych praci a vysledkt externiho hodnoceni
kvality (48) 1ze velmi hrubé pouZit koeficient 2,0, tj. na-
pr. titr 16 ve zkumavkovém testu odpovida titru 64 pri
pouziti sloupcové aglutinace. Tato relace plati predevsim
pro protilatky anti-D, event. anti-C a anti-E, u ostatnich
specifit je koeficient spiSe nizZsi (49).

Pro sledovani dynamiky titru je vhodné vysetfovany
vzorek séra zmrazit pro dalsi kontrolu (skladovat pfi tep-
loté minimélné -18 az -20 °C). Nasledujici titrace by se
méla provadét paralelné ze vzorku predchoziho a soucas-
ného (6, 12).

Vyznamna je samoziejmé i kvalita provedent titrace za-
visld na zru¢nosti a zkuSenosti laboratornich pracovnika
a dodrzovéni zdsad spravné laboratorni prace. Idedlni by
bylo, kdyby titraci provadél vzdy tentyz pracovnik.

Diagnostické erytrocyty

Ve svété neni jednotnost ani v otdzce diagnostickych
erytrocytll pouZzitych pro titraci protildtek. Heterozygot-
ni zastoupeni daného antigenu odpovidé expresi antige-
nu u plodu, homozygotni zase umoznuje lepsi zachyt pro-
tilatek. Pro titraci protilatek anti-D se obvykle doporu-
¢uji diagnostické erytrocyty s fenotypem DccEE (R,R,)
vzhledem k uniformni expresi antigenu D u jedincd s tim-
to fenotypem, stejné nebo heterozygotni diagnostické
erytrocyty mohou byt pouzité i pro titraci anti-c, anti-E,
anti-cE (23). Pro titraci anti-C, anti-e jsou vzhledem k po-
¢tu antigennich mist na membrané erytrocytl a také kvi-
li dostupnosti vhodné diagnostické erytrocyty s fenoty-
pem DCCee, lze pouZit i typ DCcee nebo DCcEe.

Pro potencidlné vyznamné protilatky jiné specifity nez
Rh doporucuje Judd pouZzit homozygotni diagnostické
erytrocyty, jsou-li dostupné (23). Britové vSak doporu-
Cuji pouziti erytrocytd s heterozygotnim zastoupenim da-
ného antigenu (5).

Jsou-li v séru t€hotné navic pfitomny protilatky bez kli-
nického vyznamu (napft. anti-Lewis), je zapotiebi pouZzit
diagnostické erytrocyty bez korespondujiciho antigenu
(23). Klinicky nevyznamné protildtky z hlediska HON ne-
md smysl titrovat.
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Urcovdni skére

Urcovani skore, kdy se bodove hodnoti i sila aglutina-
ce v jednotlivych zkumavkéch, se povaZuje za presnéjsi
nez stanoven( titru protilatek (12, 51). Pfi stejné hodnoté
titru muZze byt i zna¢né odlisné skére (12). Za signifikant-
ni se povazuje zména skére o vice nez 10 (12). Pro ské-
re vSak nejsou literarné-empiricky stanoveny kritické hod-
noty, v praxi se paus$alné nepouZziva.

g) stanoveni koncentrace protildtky

Prinosnéjsi a vice vypovidajici by bylo provadeéni kvan-
titativniho vySetieni protilatek, tj. stanoveni koncentrace
protilatky v séru ¢i plazmé.

Existuje fada metod, napf. autoanalyzator, test s anti-
globulinem znacenym jédem, ELISA, ELAT (enzyme-lin-
ked antiglobulin test), pritokova cytometrie, polybreno-
vy test (52, 53).

Kvantifikace anti-D a anti-c se vSak nejcastéji provadi
pomoci tzv. autoanalyzdtoru (AutoAnalyzer), kde se vy-
uziva metoda bromelin-metylcelul6zova (5, 6, 54, 55).
Koncentrace protildtky se uvadi v mezindrodnich jedno-
tkdch na mililitr (IU/ml) a pro jeji stanoveni se ve Velké
Britanii pouziva ndrodni standard anti-D a mezindrodni
standard anti-c (56). Kazdy vzorek se testuje paralelné
se vzorkem predchozim, aby se mohly zachytit vyznam-
né zmény v koncentraci protilatky. ZvySeni koncentrace
0 50 % a vice u hodnot nad 1,0 IU/ml se povaZuje za vy-
znamny ndrtist bez ohledu na stuperi t€hotenstvi (5, 6). Pfi
koncentraci anti-D do 4 TU/ml ¢i anti-c do 7,5 IU/ml je
HON nepravdépodobné (5, 6), i kdyZ byla prokdzdna
HON zptisobend anti-D v takto nizké koncentraci (nut-
nost 1écby vyménnou transfuzi) (54). Hodnoty anti-D nad
15 TU/ml nebo anti-c nad 20 [U/ml jsou velmi tzce spo-
jeny s vysokym rizikem t€Zkého postizeni plodu resp. no-
vorozence (napt. hydrops fetalis, téZkd anémie plodu) (5,
6). Mirné riziko HON se prokazuje u koncentrace anti-D
4-15 TU/ml nebo anti-c 7,5-20 IU/ml (5, 6). Pro protilat-
ky anti-c plati vySe uvedené algoritmy piedevsim v pfi-
padé HON v anamnéze (55).

V Ceské republice se kvantifikace nepravidelnych pro-
tilitek neprovadi. Je vhodné uvazovat o zavedeni kvan-
tifikace protilatek anti-D resp. anti-c do praxe, a to v pfi-
padech, kdy protildtka reaguje v kritickém titru (57).

h) urcovani tiidy a podtiidy Ig

Z hlediska HON mohou byt klinicky vyznamné pouze
protilatky tfidy IgG, které prochézeji placentou. Naopak
protilatky tiidy IgM vzhledem ke své veliké molekule pla-
centarni bariérou nepronikaji. Tyto dvé tfidy je mozné od
sebe odliSit pomoci riznych testd (napf. pomoci 2-mer-
kaptoetanolu, dithiothreitolu, testem gelové filtrace) (12,
58-60), cozZ se vSak obvykle provadi pouze po porodu
u podezieni na ABO HON.

Tézkou hemolyzu mohou zptsobit protilatky podtiidy
IgG, a IgG; samotné nebo v kombinaci. V piipadé proti-
latky podtfidy IgG, nebo pii kombinaci IgG,+IgG; je pri-
béh t&éZ8i neZ v pritomnosti protilatky pouze podtiidy IgG;
(61, 62). IgG, zplsobuje vétsi destrukci erytrocyti in ute-

ro, kdeZto IgG; postnatdlné (63). UrCovani podtiid IgG se
bézné neprovadi, muze v§ak mit urcity prognosticky vy-
znam u vysokych titrd anti-D.

ch) ABO inkompatibilita

U ABO inkompatibility neexistuje dostupny test k pres-
né prenatalni predpovédi HON (7, 10). Nema smysl iden-
tifikovat matky s vysokymi titry anti-A ¢i anti-B, titry ne-
maji Zadnou vypovédni hodnotu pro ABO HON. Lyticky
potencidl ABO protilatek je rtizny, Casto jde o protilatky
podtiidy IgG,, které neindukuji destrukei erytrocytd (7).
Sledovan{ dynamiky titrti imunnich protilatek anti-A, -B
se proto neprovadi.

i) bunécné funkcni testy

V nékterych zemich se v diagnostice HON uplatnily
funkéni testy, které stanovuji biologickou t¢innost protila-
tek a jejich vysledky dobie koreluji se zavaznosti HON (7,
64). Testy in vitro napodobuji procesy, které probihaji in
vivo. Patii sem napiiklad test buné¢né cytotoxicity zavislé
na protilatkdch (Antibody-Dependent Cellular Cytotoxici-
ty test, ADCC test), ktery se napt. v Nizozemi rutinné pro-
vadi u protilatek anti-D, anti-E, anti-c nebo anti-K. DalSi po-
stup ve sledovani t€hotné véetné piipadného opakovani bu-
nécného funkéniho testu pak zdvisi na vysledcich, které se
srovndvaji s odpovidajicimi standardnimi kontrolnimi sé-
ry. Presnosti predpovédi zavazného HON se zabyvali En-
gelfriet a Ouwehand v roce 1990 a zjistili 75% presnost
u ADCC testu, avSak pouze 15% presnost u stanoveni titru
v NAT (64), také srovndni s kvantitativnim testovanim pro-
tilatek preferuje bunécné funkeni testy (65, 66).

V jinych zemich pfistupuji k bunéénym funkénim testim
v ndsledujicich pripadech: a) v predchozim t€hotenstvi by-
la tize HON vyrazné vétsi, nez se oCekdvalo ze stanoveni
titru ¢i koncentrace protilatek anti-D; b) pfi velmi rychlém
nartstu titru ¢i koncentrace protilatek anti-D; ¢) u Zen s hra-
ni¢ni koncentraci (titrem) protilatek anti-D (66, 67).

Mezi vysledkem ADCC testu a zdvaznosti hemolyzy se
mohou vyskytnout diskrepance zptisobené napf. imunizaci
z minulého téhotenstvi, vyrazné sniZzenou aktivitou mono-
cytd/makrofagh plodu/novorozence vlivem matéinych pro-
tilatek blokujicich Fc receptory monocyti (64, 68) nebo blo-
kovéanim pasaze protilatek tfidy IgG pres placentu (69).

Z dalsich testd se pouzivaji chemiluminiscenéni test (7,
70, 71), monocyte monolayer assay (MMA) (23, 72, 73)
a jiné.

Nevyhodou buné¢nych funkénich testd je jejich pomér-
né velkd pracnost a ¢asova naro¢nost.

Vzhledem k vySe uvedené presnosti predpovédi zavaz-
nosti HON a vzhledem k tomu, Ze tyto testy jsou u nas jiZ
v experimentu ovéfené, se domnivame, Ze by mély byt za-
hrnuty do palety prenatélniho testovani HON v CR.

Prenatalni testovani
VySetieni téhotné
Vstupni vySetireni
Me¢élo by byt provedeno co nejdfive po zjiSténi
téhotenstvi, v prvnim trimestru. Doporucend rozmezi ko-

Transfuze Hematol. dnes, 14, 2008

11

—



Transfuze 1 zlom 9.4.2008

15:13 Str. 12

MASOPUST J. ET AL.

@Eﬁ

lisaji mezi 10. a 16. tydnem (5, 6, 23), nejCast&ji se uva-
di 12. tyden. Toto vySetfeni by mélo obsahovat uréeni
krevni skupiny v systému ABO, stanoveni antigenu D
a vySetieni nepravidelnych protilatek (5,6,7, 11, 12,23).

Dalsi vySetieni
Viecl Shotné. screening protildtek ivni nebo
riikaz klinick p g’! rotildtek

Dalsi vzorek je vhodné imunohematologicky vysetfit ve
28. tydnu téhotenstvi (event. 26.-32. tydnu) (5, 7, 10, 23,
74,75). Po 28. tydnu jiZ neni dalsi testovani nutné (5, 7).

ABO, antigen D

Opakovani vySetfeni ABO a antigenu D se zda byt zby-
tecné a tudiZ neekonomické. BohuZel, nelze zcela vyloucit
lidsky omyl. Zamény vzorku, chybné pfedchozi vySetieni
krevni skupiny, chyba pri prepisovani krevni skupiny v do-
kumentaci atd. se nevyskytuji sice Casto, ale musi se s nimi
pocitat. Kontrolni vysetfeni ABO a antigenu D slouZi tedy
spiSe k identifikaci vzorku t€hotné a také k overeni sprav-
nosti predchoziho uréeni krevni skupiny, coz je dtileZité pre-
devsim u antigenu D. Smysl ma provést toto vysetfeni ma-
ximdln€ 2x béhem prvniho téhotenstvi. V dalSich té¢hoten-
stvich se pak vstupni vySetieni kontroluji se zaznamy.

Screening nepravidelnych protildtek

Opétovné vysetieni ma smysl, a to jak u D-negativnich,
tak i u D-pozitivnich t€hotnych. Lze tak odhalit tvorici
se protilatku anti-D i jiné potencidlné klinicky vyznam-
né protilatky (5, 74). Toto vySetieni mize také upozornit
na mozné problémy pfi transfuzi (5).

Avsak nékteré studie potvrzuji jen mdlo ptipadd, kdy
v piipadé negativniho screeningu nepravidelnych protila-
tek pri vySetieni v I. trimestru dojde k manifestnimu HON
s nutnosti prenatdlni nebo perinatdlni intervence (23). Dvé
studie prokdzaly, Ze jen u 0,06-0,24 % téhotenstvi se vy-
tvorily nové potencidlné klinicky vyznamné protilatky,
které nebyly detekované pri vstupnim vySetfeni. Tyto pro-
tilatky vSak nebyly pri¢inou zdvazného HON, tj. nepro-
kazal se klinicky vyznam protildtek detekovanych aZ ve
III. trimestru (23, 76-78).

Opakovany screening protildtek je jednoznacné indi-
kovany u téhotnych s klinicky vyznamnymi protilatkami,
s anamnézou HON, transfuzi erytrocyti nebo komplika-
cemi pfi porodu (23).

Krevni vzorek pro vysetfeni protilatek je nutné odebrat
pred piipadnym podanim anti-D.

Pfi pozitivnim vysledku screeningu protilatek je za-
potiebi urcit specifitu a titr protilatek.

Priikaz Idinicky vi ich protildtek pFi i vy-
Setfeni

Monitorovani mnozstvi protildtek se pouziva pro iden-
tifikaci t€hotenstvi s rizikem HON a k predpovédi, které
plody nebo novorozenci mohou potiebovat 1é¢bu HON.
Vysetfeni ma identifikovat dalsi matefské protiltky. Ze-
ny, které si jiz jednu nebo vice protilatek vytvorily, si mo-
hou vytvaret protilatky jiné specifity (5).

U protildtek anti-D, -c, -K a u ostatnich protilatek, kdy
je v anamnéze t€hotné informace o t¢Zkém HON, se dal§i

vzorek imunohematologicky vysetiuje v 18 ~20. tydnu vcet-
né urceni titru protilatek. Pokud neni jednoznac¢né proka-
z4no, Ze otec je pro dany antigen negativni, provadi se kon-
trolni vySetfovani 1x za 4 tydny, od 28. tydne 1x za 14 dni,
dokud neni dosaZeno klinicky vyznamného titru (5, 7, 23).

Kromé vy$e zminénych pfipadi se ostatni klinicky vy-
znamné protilatky zkontroluji az ve 28. tydnu vcetné sta-
noveni titru (5).

V piipadé protilatek anti-K, je-li otec pozitivni pro an-
tigen Kell, je vhodné monitorovat titr protildtek stejné ja-
ko u jinych klinicky vyznamnych specifit (5). Néktei{ au-
tofi doporucuji soucasné sledovat stav plodu jiz od
16.—17. tydne od titru 2 (79).

Identifikace a titrovdani nepravidelnych protildtek
Postup jako vyse.

Specifické postupy

Anti-K. Je vhodné vysetfit otce, je-1i heterozygot, vy-
Setfit plod (nejlépe genotypizaci fetdlni DNA) a v piipa-
dé K-pozitivity plodu monitorovat plod pro riziko anémie
pomoci ultrazvuku ¢i vySetfeni vzorku ziskaného kordo-
centézou (23).

Vétsina pripadd tvorby anti-K u t€hotnych je zpiso-
bena predchozi transfuzi K-pozitivnich erytrocytil. Proto
se doporucuje poddvat divkdm a Zendm ve fertilnim vé-
ku pouze K-negativni erytrocyty (5).

Anti-D+C. Je potieba odlisit, zda se nejednd o proti-
latky anti-C+G, resp. anti-G.

T ini po profylaktické lini i lobuli
anti-D

Dilezita je informace od oSetiujiciho Iékate. Informa-
ce o podan{ anti-D musi byt uvedena v dokumentaci té-
hotné vcéetné zZddanky o imunohematologické vySetieni.

Je-li zdznam o poddni anti-D v poslednich 8 tydnech
a reakce anti-D je slabd, pak se ve vySetieni pokracuje
jako u Zen, které nebyly senzibilizovany (5). Neni-li z4z-
nam o profylaxi, doporucuje se provadét identifikaci pro-
tilatek a stanovovat titr anti-D kazdé 4 tydny do 28. tyd-
ne téhotenstvi nebo kazdé 2 tydny po 28. tydnu. Pokud
protildtky anti-D pfestanou byt detekovatelné v NAT
a mnoZzstvi/titr protilatek klesd, jednd se pravdépodobné
o profylaktické anti-D; stabilni ¢i zvySujici se koncent-
race indikuje imunnf protildtky anti-D (5).

Imunohematologicka laboratorni vysetfeni otce

Vysetfenim otce se urCuje riziko imunizace plod-matka.

V piipadé ndlezu specifickych klinicky vyznamnych
protilatek v séru ¢i plazmé t€hotné, predevsim protilatek
anti-D, -c, -K, se doporucuje vysetfit pfitomnost kores-
pondujiciho antigenu u otce, zda je otec pro dany anti-
gen homozygot ¢i heterozygot a tim urcit pravdépodob-
nost, s jakou plod dany antigen zdédi (5, 11, 40, 80, 81).
Je-li otec pro dany antigen negativni, pak se t€¢hotnd sle-
duje v reZimu, jakoby neméla zZadné zjiSténé protildtky
(viz vyse) (5).

V pripadé antigenu D Ize uréenim Rh fenotypu stano-
vit pouze pravdépodobnost homozygocie otce (11). Urce-
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ni je zaloZeno na znalostech frekvence genovych komple-
xu v populaci, napt. u DCCee fenotypu se dd z vice nez
90 % predpokladat homozygocie v genu pro antigen D,
0 néco méné je tomu u fenotypd DccEE a DCcEe. Na-
opak u fenotypu Dccee je maly predpoklad homozygo-
cie v genu pro antigen D (82).

PresnéjSim postupem je genotypizace metodou PCR,
kterd je vSak financné ndkladnd. Vyznam by mohla mit
u aloimunizovanych téhotenstvi s protildtkou anti-D, kdy
neni dostupnd genotypizace plodu ¢i je jeji vysledek ne-
jasny. V tomto pripade Ize urcit zygozitu (haplotyp), napr.
zda cDe fenotyp je genotyp cDe/cDe nebo cDe/cde (16).

Otec vSak nenf vZdy jisty, takZe negativni vysledek fe-
no-, genotypizace nemusi znamenat nulové riziko pro
plod/novorozence.

V nékterych pripadech (opakované potraty, nejasnd eti-
ologie ¢i tézké HON pri nezjisténych protilatkach) 1ze
provést vysetieni séra ¢i plazmy matky a krvinek otce
k vylou€eni imunologické reakce proti vzdcné se vysky-
tujicimu antigenu (83).

V piipadé neshody otce a matky ve skupinovém systé-
mu ABO Ize toto vySetfeni provést aZ po vysyceni pfiro-
zenych aglutinind v séru/plazmé matky (opakovand ad-
sorpce pri 4 °C i 37 °C na prislusné krvinky darce).

Imunohematologicka laboratorni testovani plodu

Ne vSechny potencidlné klinicky vyznamné protilatky
souviseji s danym téhotenstvim, miZe se jednat o proti-
latky pretrvavajici z predchoziho t€hotenstvi nebo po
transfuzi (23).

VySetieni krevni skupiny

Sérologické vysetfeni krevni skupiny ABO u plodu ne-
prinasi zadnou uzite¢nou informaci. Nékdy se pouziva pro
prukaz odebrani fetdlni krve v piipadé neshodné krevni
skupiny plod-t€hotn4.

Stanoveni pritomnosti antigenu D, slabého antigenu D,
respektive antigenu korespondujiciho se zjiSténou klinic-
ky vyznamnou protildtkou t€hotné umoziiuje prikaz in-
kompatibility matka-plod (12, 84).

Slaby antigen D se vSak u HON prakticky neuplatiu-
je. Posledni piipady byly v literatufe zaznamenany pred
vice nez 40 lety, coz bylo nejspiSe zptisobeno horsi sen-
zitivitou tehdejSich diagnostickych sér (82, 86).
kromé jinych komplikaci vysoké riziko fetomaterndlni-
ho krvaceni (FMH) a tim dals{ aloimunizaci matky (spo-
jenou se zvysenim titru protilatek — v cca 30 %) (6, 87),
navic se uvadi 1-3 % potratt (6, 88).

Piimy antiglobulinovy test (PAT)

Vyznam vysetfeni PAT u plodu je sporny. Provadén{
eluce a identifikace protilatky v eludtu (84, 85) nepfina-
§1 dal$f informaci pro diagnézu ¢i sledovani HON. Na-
vic mnozstvi vzorku byva Casto tak malé, Ze se nedafi
identifikaci protilatek provést.

Existuji sice algoritmy predpovédni hodnoty vyse ri-
zika HON u pozitivity PAT nebo sestavené z vysledki vy-

Setfeni PAT, spolu s retikulocyty a koncentraci hemoglo-
binu vcetné ndvrhu dal$iho sledovéni a intrauterinnich
transfuzi (84, 85), ale domnivame se, Ze nejdulezitéjsi
z vySetfovani Zilni krve plodu pro dalsi postup je sledo-
vani tiZze anémie.

Genotypizace (stanoveni genotypu)

Amplifikace fetalni DNA pomoci polymerazové feté-
zové reakce (PCR) se stdva dilezitym hra¢em na poli pre-
natdlni diagnostiky HON.

Stanoveni genotypu lze uplatnit u systému Rh (D, ¢, E),
Kell (K), Kidd (Jk4) a Duffy (Fy9) (16, 23). Nejvétsi vy-
znam md genotypizace pro gen RHD. U specifit, kde je vy-
skyt HON vzdcny, je v§ak vyznam genotypizace sporny.

Do popredi se jednoznac¢né dostava genotypizace plo-
du z fetdlni DNA ziskané ze vzorku plazmy téhotné. Lo
a kol. (90) zjistili, Ze v matefské plazmé se v 1. trimest-
ru vyskytuje cca 3 % volné fetdlni DNA z celkového
mnozstvi volné DNA, ve 3. trimestru az 6 %, v jinych stu-
diich je uvddén vyssi obsah fetdlni DNA (91). Abnormdl-
né vysoké hladiny jsou u patologickych téhotenstvi (po-
Skozeni placenty nebo aneuploidniho plodu) (92, 93). Vol-
nd fetdlni DNA po porodu rychle mizi{ z cirkulace plazmy
(za 4-30 minut po cisaiském fezu (94) a za 10-100 ho-
din po vagindlnim porodu (95). Invernizzi (96) deteko-
val sice Y-chromozom-specifické sekvence v plazmé ma-
tek (u 22 %) az nékolik let po porodu muzského novoro-
zence, ale dalsi studie to nepotvrdily; zfejmé §lo o DNA
odvozenou z bunééného materidlu, ktery nebyl odstranén
dostate¢nou centrifugaci (89).

Vyhodou pouziti matefské plazmy je to, Ze se jedna
o neinvazivni vysetfeni. Nevyhodou jsou faleSné negati-
vity (riziko se sniZuje vySetfenim nékolika alikvoti ma-
tefské plazmy) (97, 98). Komplikaci je i to, Ze u DV t&-
hotnych nelze urcit RHD genotyp plodu.

Genotypizace plodu ze vzorku plazmy t€hotné se v né-
kterych zemich provadi jiz rutinné (napf. Nizozemi, Bel-
gie, Francie, Velkd Britdnie) (89, 99, 100, 101, 102).

Indikaci ke genotypizaci plodu je t€hotenstvi s prika-
zem klinicky vyznamnych protilatek a/nebo téZké HON
v anamnéze a pokud je otec heterozygot pro dany antigen
(je-li vysledek vysetfeni otce k dispozici) (5, 23, 80, 99,
100, 103), event. i pied planovanou invazivni metodou
u RhD-negativni téhotné (99, 101, 103).

V nékterych zemich provadéji screening D-pozitivnich
plodd u vSech D-negativnich téhotnych (99), jinde tento
postup zvazuji (89, 100, 101). Vyhodou je, Ze se tim do-
sdhne cilenéjsi anti-D profylaxe. T€hotné s D-negativnim
plodem by se tak zbyteéné ddle invazivné nevySetiovaly
aneprovadela by se piipadna prenatdln{ profylaxe (16, 89,
100, 101). Van der Schoot a spol. (91) uvadéji, ze 40 %
Zen zbytecné podstupuje prenatalni profylaxi, protoZe ne-
ni zndm D fenotyp plodu a plod je D-negativni. Ndklady
na genotypizaci vSech Zen jsou o 1/3 niZ§i neZ nédklady
na prenatdlni profylaxi (91, 100).

Pro testovani fetdlni DNA v matetské plazmé se dnes
pouziva prakticky jen metoda PCR v redlném case (real-
time PCR; RQ-PCR) s vyuzitim specifickych primert
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a hydroliza¢nich sond (89, 97, 98). Jedn4 se o kvantita-
tivni metodu, kterou lze relativné jednoduse rozlisit fetdl-
ni a matefskou DNA (89). Odbér vzorku plazmy a vyset-
feni DNA plodu lze teoreticky provadét od 8. tydne, ale
prakticky az po 10. tydnu (97, 104). Vzhledem k tomu, Ze
Casny odbér je zatiZzen malou vytéZnosti DNA plodu a in-
vazivni vysetfovaci metody ¢i intrauterinni transfuze se
provadeji nejdiive od 16.—18. tydne (11, 61, 85, 105), je
smysluplné prvni vysetieni mezi 15.~18. tydnem téhoten-
stvi (89, 97, 105).

Genotypizaci alel systému Kell se doporucuje provadet
ve 20. tydnu, v ptipad€ negativniho vysledku opakovat ve
28. tydnu (106). Je nutné dostate¢né mnozstvi DNA,
v pripadé malého mnozstvi hrozi riziko faleSnych nega-
tivit.

VySetieni po porodu
VySetieni matky
ABO, antigen D

Vysetfeni ma smysl pouze v pripade, Ze nejsou k dis-
pozici 2 predchozi vysledky vySetfeni skupiny nebo jako
soucast predtransfuzniho vysetfeni (5, 23).

Slabé D se nevySetfuje z divodi uvedenych vyse (23).
Screening nepravidelnych protildtek

Rutinn{ screening nepravidelnych protilatek se nedo-
porucuje, protoZe nepfinasi zadnou uzite¢nou informaci.
Provadi se pouze u piedtransfuzniho vysetfeni (5, 23)
a v pripadech, kdy matka nebyla vysetfena béhem tého-
tenstvi. Je zapotiebi pfipomenout, Ze vySetfeni nepravi-
delnych protildtek v séru/plazmé matky byva soucasti
predtransfuzniho vysetieni novorozence, nebot’ protilatky
v séru/plazmé matky jsou jediné, které se mohou vysky-
tovat i v séru/plazmé novorozence.

Jsou-li u novorozence pritomny zndmky HON, ale vy-
sledek screeningu protildtek je negativni, je vhodné pro-
vést testovani séra/plazmy matky s erytrocyty otce (ne-
ni-li pfitomna ABO inkompatibilita) k zachycenfi reakce
proti antigenu s nizkou frekvenci vyskytu (23).
Identifikace nepravidelnych protildtek

Ur¢it specifitu nepravidelné protilatky ma smysl pre-
devsim u protilatky poprvé zjiSténé po porodu, vhodné
je v8ak i potvrzeni specifity pivodni protildtky a pfipad-
né vylouceni nové protildtky (23).

Ur¢eni specifity protilatek je dilezité pro vybér krve
k transfuzi matky ¢i novorozence a pro stanoveni rizika
pro dalsi téhotenstvi.

Stanoveni titru nebo koncentrace protildtek

Neprovadi se, protoZe vySetfeni nema klinicky vyznam,
nema vliv na dalsi 1écbu (23).

ABO HON

Je mozné vysetfit imunni anti-A, -B (tfidy IgG) a sta-
novit jejich titr (7). Pfi pouziti zkumavkové metody
(NAT) titr s hodnotou 500 resp. 512 a vice vysoce kore-
luje s klinicky vyznamnou HON (44, 60). Stejné jako
u stanoven{ titru nepravidelnych protilatek existuji jen oje-
dinélé prace srovndvajici NAT zkumavkou metodou a me-
todou sloupcové aglutinace (50). Novaretti a kol. navrhu-
ji pro klinicky vyznamné hodnoty titrii u sloupcové ag-

lutinace pouzit korek¢ni faktor 2,0 ve srovnani se zku-
mavkovou metodou (50).

Otazkou je, zda je vySetfeni imunnich protilatek anti-A B
a titru té€chto protilatek u matky po porodu potiebné.

VySetieni novorozence
ABO

Rutinni vySetfeni u vS§ech novorozencii se nedoporucu-
je, ani u novorozenct matek s krevni skupinou 0 (ABO in-
kompatibilita by neméla znamenat prisnéjsi sledovani,
protoZe u vech novorozencti by se mél zjist'ovat a nasled-
né monitorovat ikterus) (23).

Provadi se u novorozencti matek s potencidlné klinic-
ky vyznamnymi protildtkami pfedevsim kvuli pfipadné
transfuzi novorozence, ddle u novorozenci matek s ne-
prokdzanymi nepravidelnymi protildtkami, kdy novoro-
zenec md klinické zndmky HON a u suspektniho ABO
HON (23). Skute¢ny diagnosticky vyznam pro dalsi po-
stup u HON m4 stanoven{ krevni skupiny v systému ABO
pouze v poslednim uvedeném pripade.

Antigen D

Rutinni vySetifen{ u vS§ech novorozencii se nedoporucu-
je. Provadi se u novorozencii D-negativnich matek, aby
se urcily Zeny vhodné pro anti-D profylaxi (5, 23), dile
u matek s potencidlné klinicky vyznamnymi protildtka-
mi pfedev§im kvuli pfipadné transfuzi novorozence,
u matek s neprokdzanymi nepravidelnymi protildtkami,
kdy novorozenec m4 klinické zndmky HON (23).

Vyznam vySetfeni D¥ &i variantnich antigend D je
sporny. Nékteri autofi doporucuji vysetfovat DV a varian-
tu DVI, protoze v pripadé jejich pozitivity u novorozence
by se u matky méla provadét anti-D profylaxe (23, 81).
Jinf autofi uvadéji, ze prakticky neni dokdzano, Ze by eryt-
rocyty plodu nesouci na svém povrchu variantu DV! sen-
zibilizovaly matku (5) a profylaktické podavéni anti-D
imunoglobulinu je jen velmi mélo G¢inné (7). U poziti-
vity PAT nelze spolehlivé DW vysetfit.

Pro komplikace vySetfeni antigenu D u novorozenct
u atypicky exprimovanych (slabych a parcidlnich D) pla-
ti totéz, co bylo uvedeno vyse u vysetfeni t¢hotnych. Sou-
¢asné pouzivand silnd monoklondln{ diagnostika deteku-
ji v rizné mife (v zavislosti na pouZité metod€) i tyto aty-
pické antigeny, predstavujici cca 1-2% D-pozitivni popu-
lace. Volba nejvhodnéjsiho postupu nardzi na nedostatek
informaci o potencidlni imunogenicité konstelace ,,D-ne-
gativni matka x plod s atypicky exprimovanym D*. U vel-
mi slabych D expresi a minimélnich fetomaternalnich he-
moragii bude jisté riziko velmi malé, ale moZnost imuni-
zovat matku bude naristat jak se silou exprese antigenu
D, tak i s velikosti fetomaterndlni hemoragie.

ProtoZe pozitivni ndlez antigenu D u plodu je indika-
ci pro podan{ anti-D profylaxe, nebude pravdépodobné
chybou tuto profylaxi doporudit i u ndlezu slabé expre-
se antigenu D u novorozence. Otdzkou, u které je zapo-
tfebi dosdhnout konsensu je, zda ma smysl patrat i po
velmi slabych formach antigenti D (test na slabé D an-
tiglobulinovou technikou s IgG anti-D — podobné jako
u ddrct krve).

14
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Dalsi okolnosti, vyZadujici pozornost, je fakt, Ze urce-
ni RhD u téhotné miZe byt provedeno v jiné laboratofi,
nez ktera vySetfuje novorozence — a z toho vyplyva, Ze
se mohou liit pouzita diagnostika i techniky. Muze tedy
dojit k situaci, Ze t€hotnd je urcena jako RhD negativni
(napf. pfi pouziti zkumavkové techniky a diagnostik po-
skytujicich slabsi reakce) a plod jako RhD pozitivni se
slabym antigenem D (pfi pouZiti silnéjSich diagnostik ¢i
systému sloupcové aglutinace). Pfitom mohou byt oba no-
siteli stejného atypického proteinu D. Podéni profylaxe je
tudiz zbytecné. Proto lze doporucit u kazdého pripadu na-
lezu slabé pozitivniho antigenu D zvySenou pozornost,
event. revizi vySetfeni matky a konzultaci se specializo-
vanou nebo referen¢ni laboratofi.

Screening nepravidelnych protildtek

Jsou-li u novorozence pritomny znamky HON, ale vy-
sledek screeningu protilatek u matky je negativni a je pfi-
tomna ABO inkompatibilita mezi matkou a otcem (tj. nel-
ze pouZzit sérum/plazmu matky pro pfitomnost aglutini-
nd anti-A, resp. anti-B), je vhodné provést testovani
séra/plazmy novorozence s erytrocyty otce k zachyceni
reakce proti antigenu s nizkou frekvenci vyskytu (23)
v LISS-NAT. Specifitu protildtky lze vétSinou urcit pou-
ze ve specializované laboratofi.

Dilezité je provést screening protildtek u novorozen-
ce, nebylo-li provedeno toto vySetfeni u matky (23) ne-
bo neni vysledek vysetieni matky znam.

Primy antiglobulinovy test

Rutinn{ vySetfen{ u vS§ech novorozenci se nedoporucu-
je (5, 23), ani u D-pozitivnich novorozenct D-negativ-
nich matek, predevsim tehdy, provadi-li se rutinni prena-
taln{ anti-D profylaxe. Pozitivni PAT pak miZe byt pfi-
tomen az u 3-6 % vzorkia (5), av§ak bez klinického vy-
znamu (profylaktické podan{ anti-D IgG nezpisobuje de-
strukci fetdlnich ¢i novorozeneckych erytrocytt) (107).

Provedeni PAT se doporucuje v piipadé prikazu poten-
cidlné klinicky vyznamnych protildtek u matky (5, 23),
déle u matek, u nichZ nebyly prokdzany nepravidelné pro-
tilatky, ale novorozenec ma klinické znimky HON, u su-
spektniho ABO HON a nebyl-1i u matky proveden scree-
ning protilatek ani béhem t&hotenstvi ani po porodu (23)
nebo nenf vysledek vySetieni znam.

Pozitivita PAT nepotvrzuje diagnézu HON, je nutné
vysetfeni hemoglobinu a sérového bilirubinu novorozen-
ce (5). Prediktivni hodnota pozitivity PAT se odhaduje
na 23 %, naopak u negativniho PAT mohou byt pfizna-
ky téZkého HON, a to nejen u ABO inkompatibility (108,
109).

U ABO inkompatibility byva PAT asto negativni ¢i jen
slabé pozitivni (az v 90 %) (110), coz je zfejm& ddno ne-
vyzrélosti aglutinogenti A a B u novorozencii — vazba pro-
tilatek je volnd a protilatky se snadno uvoliiuji; pravdeé-
podobné také substance A a B, pritomné ve fetdlnich tka-
nich a tekutindch, neutralizuji ¢ast protilatek anti-A, an-
ti-B predtim, neZ mohou reagovat s fetdlnimi erytrocyty
(10). U klinicky vyznamnych titrd imunnich protilatek an-
ti-A, -B, resp. anti-AB vSak byva pozitivita PAT jedno-
znacnd.

Elucni test

Je vhodné provést u pozitivity PAT (5). V eludtu se pak
urCuje specifita pritomné protildtky — testovani eludtu
s erytrocyty nesoucimi antigen korespondujici s protilat-
kou (5). Eluce a vySetieni eluatu novorozence nejsou nut-
né, pokud je jednoznacné identifikovana protildtka u mat-
ky (23).

Elu¢nf test je mozné vyuzit v pripadé suspektni reak-
ce proti antigenu s nizkou frekvenci vyskytu (viz vySe)
pro testovani eludtu s erytrocyty otce (23).

U kombinace protildtek v séru matky je dobré eluci
provést k urceni, kterd specificka protilatka se podili na
HON. Ostatni IgG protilatky, které se neuplatiiuji u no-
vorozence, protoZe nema na svych erytrocytech pfitomen
korespondujici antigen, mohou pisobit problémy pfi vy-
hleddvani kompatibiln{ krve pro vyménnou transfuzi.

U ABO HON neni provadéni elu¢niho testu piinosné,
protoze vySetfeni imunnich protilatek anti-A, anti-B tfi-
dy IgG je dostacujici (viz niZe) (23, 111).

Wisetreni imunnich protildtek anti-A, -B (tFidy IgG)

Provadi se u suspektniho ABO HON obvykle metodou
LISS-NAT (23).

Urceni komplementdrniho antigenu

Provadi se k potvrzeni specifity nepravidelnych proti-
latek a k urceni pravdépodobnosti HON (zjiSténi, zda se
matefskd protilitka miZe nebo nemlZe vazat na erytro-
cyty ditéte). Pozornost je tieba vénovat vySetieni pfi po-
zitivnim PAT.

Test kompatibility

V pfipadé potieby transfuze erytrocytd ¢i vyménné
transfuze se provadi test kompatibility pfednostné se sé-
rem/plazmou matky. Neni-li k dispozici, pak Ize pouZit
krevni vzorek novorozence (23).

VySetirovani fetomaternalniho krvaceni (FMH)

FMH se v pribéhu fyziologického téhotenstvi objevu-
je predevsim ve tfetim trimestru, vétSinou pii porodu.

Je pravdépodobné, Ze urcité mnozstvi fetdlnich eryt-
rocytli by se velmi citlivymi metodami dalo prokéazat
prakticky u vSech matek po porodu. Objem fetdlni krve
v cirkulaci matky je obvykle velmi maly (0,025 ml eryt-
rocytd u 74 % Zen po porodu) (112), FMH nad 15 ml fe-
talnich erytrocytl se prokazuje u cca 0,1-0,3 % Zen po
nekomplikovaném porodu (7).

Rizikové stavy z hlediska zdvazného FMH jsou pfte-
devSim protrahovany nebo komplikovany porod, spontan-
ni aborty ve II. a III. trimestru, amniocentéza, odbér cho-
riovych klka, kordocentéza, mimod€lozni t€hotenstvi,
mrtvy plod, bfisni poranéni a polytrauma, abnormality
placenty (napf. placentarni tumor, retroplacentdrni hema-
tom, abrupce placenty, placenta praevia), manudlni vy-
baveni placenty, porod cisaiskym fezem (80). Na zavaz-
né FMH je vhodné myslet i v pfipad€ anemického novo-
rozence bez zjevného krvéaceni. Az 50 % velkych FMH je
vsak bez zjevné priCiny.

Rutinné se v CR neprovadi.

FMH nema smysl vySetfovat do 20. tydne t€hotenstvi
(113). Vhodné by bylo provadét vysetfeni FMH u D-ne-
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gativnich t¢hotnych/matek, pokud neni prokdzana proti-
latka anti-D u vyS$e uvedenych rizikovych stavi.

Nejcastéji pouzivany test - metoda podle Kleihauera,
Brauna a Betkeho (80, 114, 115), ktery vychézi z princi-
pu, Ze fetalni hemoglobin je vice rezistentni vici kyselé
eluci, je pomérné pracny, obtizné standardizovatelny (in-
terpretace je zavisld na zkuSenosti pracovnika), s pomér-
né velkou nepresnosti a tendenci k nadhodnoceni FMH
(114-117). Lze jej pouzit pouze k prikazu relativné ma-
Iych objemt fetdlnich erytrocyti (do 4 ml) (5, 113) pre-
sto se v nékterych zemich pouziva jako kvantitativni test
predevsim v pripadech rizika FMH (napt. USA, Francie,
Nizozemi, Velka Britanie, Polsko, Spanélsko) (80).

Jako screeningové testy se pouzivaji i rozetovy test (80)
a test vyuZzivajici princip gelové sloupcové aglutinace (ID-
FMH) (115, 118). Pouziti ID-FMH v CR hodnotila studie
z let 1999-2001, kterd upozornila na technické nedostat-
ky ¢i omezeni testu a na pomérné vysokou ndkladnost me-
tody, predevsim v pripadé zpracovani individualnich vzor-
ka (119).

VySe uvedené testy 1ze povazovat za semikvantitativni.

U vétsich objemtt FMH (nad 4 ml, u ID-FMH pfi za-
chytu 0,4 % fetdlnich erytrocytd a vice) je vhodné pouZit
prutokovou cytometrii (5, 113, 115). Jednd se o velmi cit-
livou a presnou kvantitativni metodu (5, 114, 117, 120).
Misto relativné drahé pritokové cytometrie lze pouzit
i fluorescenéni mikroskopii (116).

U testovani FMH se Ize setkat s fale$né pozitivnimi vy-
sledky (118), erytrocyty s HbF lze nalézt u 1-2 % dosp¢-
Iych jedincti (7). U 25 % téhotnych dochazi béhem tého-
tenstvi k vzestupu mnozstvi erytrocytd s HbF az na 7 %,
avSak obvykle pouze ve druhém trimestru 7, 121).

U slabého D matky nelze pouZit metody vyuZivajici
prukazu pfitomnosti D-pozitivnich erytrocyti plodu/no-
vorozence, nybrz metody s prikazem HbF (23, 122).

Zavér

Imunohematologicka vySetieni v t€hotenstvi a po poro-
du jsou nepostradatelna pti spravném diagnostikovani a léc-
bé hemolytického onemocnéni plodu/novorozence. V na-
81 praci jsme poukdzali na tlohu béZné pouZivanych imu-
nohematologickych metod, ale i novych ¢i opomijenych la-
boratornich testi (DNA diagnostika, funkéni testy, vySet-
fovani FMH, apod.). Poznatky, uvedené v nasi praci, by
mohly byt podkladem pro tvorbu jednotného postupu
v ramei Ceské republiky. Pfinosné pro vhodny algoritmus
imunohematologickych vysetieni v te¢hotenstvi a po poro-
du by byly statistické informace o HON v CR a ekono-
mické aspekty, které nebyly v nasi praci akcentovany.
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