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Objective: In the Czech Republic in all women within
a first trimester screening a laboratory testing for RhD
blood group from the peripheral blood should be per-
formed. The aim of the screening is to diagnose RhD
negative pregnant women, who may be at risk of deve-
loping RhD alloimmunization if the fetus is RhD positive.
Currently, the prevention of RhD alloimmunization is
carried out regardless of the knowledge of RHD fetal
status. Already at the beginning of pregnancy it is
possible to determine the RHD genotype of the fetus
non-invasively due to cell free fetal DNA circulating
in maternal peripheral blood detection. The issue of
screening examination of fetal RHD genotype is solved
worldwide. In some European countries, the examinati-
on is routinely established and thus contributes to the
optimization of prenatal care for RhD negative pregnant
women, immunoglobulin administration is targeted only
in pregnancies with RhD positive fetus.

The aim of our study is to evaluate clinical and laboratory
effectiveness of fetal RHD genotype screening in RhD
negative women by TagMan Real-time PCR method.
Designe: Prospective cohort study.

Setting: Obstetrics and Gynecology Clinic of the Faculty
of Medicine University Palacky and the University
Hospital Olomouc; Institute of Medical Genetics of the
Faculty of Medicine UP and the University Hospital
Olomouc; Transfusion Department of the University
Hospital Olomouc; Institute of Biophysics of the Faculty
of Medicine UP Olomouc.

Uvod: V Ceské republice se stanovuje na zacatku té-
hotenstvi RhD krevni skupina, cilem screeningu je dia-
gnostikovat RhD negativni téhotné Zeny, které mohou
byt ohrozeny rozvojem RhD aloimunizace, to nastava
pouze v pfipade, Ze plod je RhD pozitivni. V soucasné
dobé se prevence RhD aloimunizace provadibez ohledu
na znalost RHD statutu plodu. Jiz na zacatku téhoten-
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Material and methods: In 2011-2015 at the University
Hospital Olomouc 337 examinations of RHD fetal ge-
notype were performed in pregnant women in first and
second trimester and evaluated by TagMan Real-time
PCR, followed by verification of the newborn RHD
genotype.

Results: Methodology of fetal RHD genotype examination
is accurate, reliable and useful in clinical practice. The
sensitivity was 97.8%. The specificity was 98.7%. When
assessing the effectiveness of the introduction of non-
-invasive fetal RHD genotype screening in RhD negative
women, it is necessary to assess the medical, organizational
and economic aspects. More consistent prevention of
RhD alloimmunization in the cases actually indicated may
reduce the incidence of RhD alloimmunization.
Conclusion: From the medical point of view the RHD
genotype determination in all RhD negative women at
the beginning of pregnancy seems effective. It allows
to diagnose about 40% of pregnancies with RhD nega-
tive fetuses that do not require administration of 1gG
anti-D. IgG anti-D should be administered only in indi-
cated cases. Determination of fetal RHD genotype by
using TagMan Real-time PCR is useful in clinical practice.

pregnancy, RhD negative women, cell free

fetal DNA, TagMan Real-time polymerase chain
reaction, fetal RHD genotype, prevention of RhD
alloimmunization, immunglobulin (Ig) G anti-D

stvije mozné stanovit RHD genotyp plodu neinvazivné
z volné fetalni DNA cirkulujici v materské perifernf krvi.
Problematika screeningového vysetreni RHD genotypu
plodu je celosvetové fesSena. V nékterych evropskych
zemich je vysetrenijiz rutinné zavedeno, a prispiva tak
k optimalizaci prenataini péce o RhD negativni téhotné,
aplikace imunoglobulinu je cilena pouze u téhotenstvi
s RhD pozitivnhim plodem.



Cilem nasi prace je zhodnotit klinickou a laboratornf efek-
tivitu screeningu RHD genotypu plodu u RhD negativnich
zen metodou TagMan Real-time PCR.

Typ studie: Prospektivni kohortova studie.

Nazev a sidlo pracovisté: Porodnicko-gynekologicka
klinika LF UP a FN Olomouc; Ustav |ékarské genetiky
LF UP a FN Olomouc; Transfuzni oddéleni FN Olomouc;
Ustav lékafskeé biofyziky LF UP Olomouc.

Material a metodika: V letech 2011-2015 ve Fakultni
nemocnici Olomouc bylo provedeno 337 vysetreni
RHD genotypu plodu u téhotnych Zzen v I. a ll. trimestru
a hodnoceno pomoci TagMan Real-time PCR. Vysledek
byl poté ovéren na RHD genotypu novorozence.
Vysledky: Metodika vySetfeni RHD genotypu plo-
du je presna, spolehliva a vyuzitelna v klinické praxi.
Senzitivita byla 97,8 %, specificita byla 98,7 %. Pfi hod-
noceni efektivity zavedeni neinvazivniho screeningu
RHD genotypu plodu u RhD negativnich Zen je nutné

soucasné hodnotit hledisko medicinské, organizacni
i ekonomické. DUslednéjsi provadéni prevence RhD
aloimunizace ve skutec¢né indikovanych pfipadech mlze
vést ke snizeni incidence RhD aloimunizace.

Zaveér: Z medicinského hlediska je stanoveni RHD ge-
notypu plodu u vsech RhD negativnich Zen na zac¢atku
téhotenstvi jednoznacné efektivni. Umozni diagnosti-
kovat priblizné 40 % RhD negativnich plodd, kdy zené
neni treba podat IgG anti-D. Stanoveni RHD genotypu
plodu pomoci metodiky TagMan Real-time PCR geno-
typu plodu je vyuzitelné v klinické praxi.

téhotenstvi, RhD negativni Zena, volna fetalni DNA,
TagMan Real-time polymerazova fetézova reakce,
RHD genotyp plodu, prevence RhD aloimunizace,
imunglobulin (Ig) G anti-D
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V Ceské republice (CR) se u vech t&€hotnych Zen
v I. trimestru provadi stanoveni krevni skupiny
RhD. Cilem screeningu je diagnostikovat asi 15 %
RhD negativnich Zen (v CR ro¢né asi 15 000 Zen),
které mohou byt v priibéhu téhotenstvi a pfi po-
rodu ohroZeny rozvojem RhD aloimunizace [2].
Provadéni prevence RhD aloimunizace u RhD ne-
gativnich Zen pfehledné zobrazuje schéma 1 [15].
RhD negativni Zena je vSak ohroZena rozvojem
RhD aloimunizace pouze v ptipadé, ze plod ma
na povrchu svych erytrocytdl pritomen antigen
“D“ (je-li RhD pozitivni), jedna se pfiblizné 0 10 %
plodii (10 000 ro¢né). Pritomnost antigenu “D* 1ze
vySetfit neinvazivné stanovenim genotypu plodu
z volné fetalni DNA cirkulujici v periferni krvi
téhotné Zeny. Znalost RHD genotypu plodu ma
Klinicky vyznam v prenatalni péci o RhD negativni
Zeny, protoze 40 % z nich bude mit RhD negativni
plod a preventivni podani IgG anti-D by u nich
nemeélo byt indikovano (schéma 2).

Moznosti stanoveni RHD genotypu plodu jsou
rlizné. Vysetfeni genetického materiilu plodu zis-
kaného invazivnim odbérem (odbér plodové vody,
odbér choriovych klkfl) se ke stanoveni RHD geno-
typu plodu nevyuzivaji. Podle nové publikovaného
systematického prehledu je sice riziko potratu
velmi nizké, nicméné pretrvava zvysené riziko roz-
voje aloimunizace [21]. S objevem neinvazivniho
vySetfeni volné fetdlni DNA v roce 1997 v plazmé
téhotné Zeny nastava novy trend na poli mediciny
[14]. JiZ na zacatku téhotenstvi je mozné u RhD
negativni Zeny stanovit RHD genotyp plodu z volné
fetadlni DNA cirkulujici v matefské periferni krvi.

Ces. Gynek,, 2020, 85, ¢. 3, 5. 156-163

Procentualni zastoupeni volné fetalni DNA v plaz-
mé téhotnych Zen je velmi variabilni a pohybuje
se nejcastéji v rozmezi 5-10 % v zavislosti na délce
téhotenstvi, velikosti placenty, hmotnosti Zeny,
rizikovém téhotenstvi atd. [7]. Diky takto nizké
fetalni frakci je nutné pouzit citlivou metodu,
kterou je napf. Real-time PCR (PCR, polymerase
chain reaction, polymerazova fetézova reakce).
Problematika neinvazivniho stanoveni RHD geno-
typu plodu je feSena celosvétové. Incidence RhD
inkompatibility se li§i v zavislosti na etnickém
plvodu. Priblizné 15 % béloSské populace je RhD
negativni, tato vysoka incidence v populaci sou-
visi s roz§ifenim screeningu RHD genotypu plodu
zejména v Evropé [5]. Dosud publikované prace
v CR byly jen na malém souboru pacientek [10, 25].
Cilem nasi prace bylo zhodnotit klinickou a la-
boratorni efektivitu screeningu RHD genotypu
plodu u RhD negativnich Zen metodou TagMan
Real-time PCR na rozsahlém souboru pacientek.

V letech 2011-2015 ve Fakultni nemocnici
Olomouc ve spolupraci Porodnicko-gynekologické
Kliniky, Ustavu 1ékatské genetiky a transfizniho
oddéleni bylo na rozsahlém souboru RhD nega-
tivnich Zen provedeno neinvazivni stanoveni RHD
genotypu plodu z periferni krve a dale konfirmacni
vzorky bukalnich stérli novorozencii. VSechny RhD
negativni téhotné byly nealoimunizované, kavkaz-
ské rasy, primeérny vék Zen byl 29 let (nejmladsi
méla 18 let, nejstarsi 40 let), 80 % vySetfeni bylovI.
trimestru, median 12. tyden, 20 % vySetfeni bylo
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Schéma 2 Prevence RhD aloimunizace u RhD negativnich Zen pfi nejéastéjsich potencialné senzibilizujicich udélostech v Ceské republice

A. Predpokladany pocet indikaci ro¢né k podani imunoglobulinu (Ig) G anti-D téhotné zené a ke stanoveni krevni skupiny RhD u novorozence,
neni-li na zacatku téhotenstvi u vsech RhD negativnich Zzen stanoven RHD genotyp plodu.

B. Predpoklddany pocet indikaci rocné, kdy neni nutné podat IgG anti-D téhotné Zené a kdy neni nutné stanovit krevni skupinu RhD u novo-
rozence, je-li na zacatku téhotenstvi u véech RhD negativnich zen stanoven RHD genotyp plodu.
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Tab.1 Charakteristiky sledovaného souboru téhotnych zZen.
Celkem bylo vySetfeno 337 RhD negativnich téhotnych Zen
v prvnim nebo druhém trimestru téhotenstvi

337

RhD negativni Zeny (n) I. trimestr 1. trimestr

271(80 %) 66 (20 %)
Gestacni stafi (tyden) 7-13 14-23
median 12 15
pramér 12,5 15,5
Vék (rok) 18-43
median 29
primér 30,0
BMI (kg/m?) 17-36
median 23
primér 24,3
Rasa kavkazska

vell. trimestru, median 15. tyden. Charakteristiky
sledovaného souboru téhotnych Zen piehledné
zobrazuje tabulka 1.

Celkem bylo vySetfeno 337 RhD negativnich
téhotnych Zen, DNA izolovand z 1 ml plazmy pe-
riferni krve téhotné Zeny byla izolovana pomoci
kitu QiaAmp DNA Mini Kit (Qiagen). RHD genotyp
téhotné Zeny byl stanoven z leukocytl v periferni
zilni krvi a RHD genotyp plodu z volné fetalni
DNA v plazmé. RHD genotyp plodu byl nasledné
ovéfen stanovenim RHD genotypu novorozence
zbukalniho stéru. VSechny analyzy (RHD genotyp
Zeny/plodu/novorozence) byly provedeny metodi-
kou TagMan Real Time PCR s vnitini kontrolou
amplifikace, ktera je zaloZena na detekci exonu 7
RHD genu a pro vnitini kontrolu amplifikace byla
pouzita sekvence B-globinu [1].

Statisticka analyza

Prediktivni sila proménnych byla kvantifiko-
vana na zakladé standardniho souboru statistik:
senzitivity, specificity, faleSné pozitivity, faleSné
negativity a celkové pfesnosti. Analyzy byly vypo-
¢teny pomoci SPSS 23.0.0.1 (IBM Corporation, 2015).

Celkem se podafilo ziskat k vyhodnoceni 333
»tripletil” (RHD genotyp Zeny/plodu/novorozen-
ce). Analyza selhala u dvou plazmatickych vzor-
ki1, pravdépodobné pro nizkou koncentraci volné
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fetdlni DNA zfejmé nasledkem jeji degradace,
intenzita signalu PCR u plodu nebyla deteko-
vatelna. U dvou vzork@ nebylo mozZné stanovit
RHD genotyp plodu z divodu opakovaného RHD
pozitivniho nalezu u maternalni DNA. Pfi izolaci
a manipulaci s volnou fetadlni DNA hrozi riziko
jeji kontaminace RHD pozitivni exogenni DNA.
Tato kontaminace by vzhledem k malému mno-
zstvi volné fetalni DNA mohla byt interpretovana
jako falesné pozitivni vysledek pfi stanoveni RHD
genotypu plodu. AvSak faleSna pozitivita nepted-
stavuje zvySené riziko rozvoje erytrocytarni alo-
imunizace. ZvySené riziko chybného klinického
managementu predstavuje jen faleSna negativita,
ktera v nasich vysledcich byla velmi nizka, pouze
¢tyti plody byly fale$né oznaceny jako RHD pozi-
tivni. Z tohoto divodu je nutné pouzivat sérii
kontrol amplifikace a kontaminace.

N4 zakladé vyhodnoceni zakladnich statistic-
kych parametrli posuzujicich prediktivni silu lze
metodu stanoveni RHD genotypu vyhodnotit jako
velmi presnou, spolehlivou a vyuzitelnou v Kkli-
nické praxi.

Vysledky a parametry screeningového testu
pfehledné zobrazuje schéma 3.

Pfi hodnoceni efektivity zavedeni screeningu
RHD genotypu plodu u RhD negativnich Zen je
nutné soucasné hodnotit hledisko medicinské,
organizacni i ekonomické.

Z medicinského hlediska je stanoveni RHD ge-
notypu plodu u vSech RhD negativnich Zen na za-
¢atku téhotenstvi jednoznacné efektivni. Umozni
tak diagnostikovat priblizné 40 % RHD negativ-
nich plodii, v CR se jednd ro¢né asi o 5000 RhD
negativnich téhotnych Zen, kterym neni nutné
podavat IgG anti-D. IgG anti-D by mélo byt poda-
no pouze v indikovanych piipadech, protoze se
vyrabi z plazmy senzibilizovanych darcii, objem
produkce je tudiz limitovan a obcasné vypadky IgG
anti-D na trhu mohou byt pficinou, Ze prevence
RhD aloimunizace neni providéna adekvatneé,
coz miiZe zvySit incidenci aloimunizovanych Zen.
Diislednéjsi provadéni prevence RhD aloimunizace
ve skutec¢né indikovanych pripadech mtiZe vést ke
snizeni incidence RhD aloimunizace a nasledné
i ke snizZeni incidence hemolytické nemoci plodu
a novorozence [18]. V souvislosti s aplikaci tohoto
krevniho produktu se mohou objevit nezadouci
reakce, a ani pres diisledna opatfeni neni vylou-
ceno riziko prenosu virovych onemocnéni. V 8o.
letech bylo v souvislosti s podanim imunoglobu-
linu nakaZeno 704 Zen virem hepatitidy C [12].
V soucasné dobé je plazma senzibilizovanych darcii
vySetfovana na HBsAg, anti HIV a HCV protilatky,



RhD negativni Zeny - fenotyp(n) 337
RHD negativni Zeny - genotyp (n) 335
Selhala analyza volné fetalni DNA (n) 2
Stanoven RHD genotyp plodu (n) 333
Stanoven RHD genotyp novorozence (n) 333
RHET"“’Z;;‘;D" — Celkem
Plod RHD + 179 2 181
RHD - 4 148 152
Celkem 183 150 333
% 95% CI (%)
|mzy == 945-994 Senzitivita - 0978
98,7 95,3 -99,8 Specificita 0,987
13 0,2-4,7 Fales$na pozitivita 0,013
22 0,6-5,5 Fale$na negativita 0,022
98,9 96,1 - 99,7 Pozitivni prediktivni hodnota 0,989
e 1T zwsgee, (T 29220 2e, 20— NQpteginsad ptvenida drods 13
2 98,2 96,1 - 99,3 Presnost (shoda) 0,95
4 p<0,0001 0,935 - 0,993 Koeficient shody (Cohenovo kappa) 0,9¢

Schéma 3 Stanoveni RHD genotypu plodu u RhD negativnich Zen - vysledky a parametry screeningového testu

Celkem bylo vysetfeno 337 RhD negativnich téhotnych zen, RHD genotyp téhotné zeny byl stanoven z leukocytl v periferni Zilni
krvi a RHD genotyp plodu z volné fetdlni DNA v plazmé. RHD genotyp plodu byl nasledné ovéren stanovenim RHD genotypu
novorozence z bukalniho stéru. RHD genotyp zeny/plodu/novorozence byl stanoven metodikou TagMan RealTime PCR. Celkem se
podafilo ziskat 333 ,tripletd” (RHD genotyp zeny/plodu/novorozence).

ClI (confidence interval) - interval spolehlivosti

ale mozny je i pfenos nemoci, na které neni dosud
zadné testovani (priony). Anafylakticka reakce se
popisuje na 1:100 000 podani [19].

Rutkowski uvadi tfi kazuistiky hypersenzitivity
po podani imunoglobulinu a navrhuje vhodny
management v péci o téhotné se znamou hyper-
senzitivitou na imunoglobulin [20]. Podle SmPC
(souhrn iidajti o 1é¢ivém piipravku) registrovanych
piipravki v CR je doporuceno sledovat pacientku
nejméneé 20 minut po podani, maze dojit k alergic-
ké reakci na IgG anti-D. Pfiznaky zahrnuji kozni
projevy, a to i generalizovany exantém, tlak na
hrudniku, dusnost, hypotenzi a anafylaxi [24].
Piipravky obsahuji malé mnozstvi IgA. Jedinci
s nedostatkem IgA maji potencial ke vzniku IgA
protilatek a anafylaktickych reakci po podani krev-
nich sloZek obsahujicich IgA. Vzacné miiZe aplika-
ce vyvolat pokles krevniho tlaku s anafylaktickym
Sokem i u pacientek, které predchozi 1écbu lidskym

imunoglubulinem snaSely. Medicinsky vyznam
screeningového vySetfeni RHD genotypu plodu je
tedy nesporny.

V nékterych zemich je screeningové neinvaziv-
ni vySetfeni RHD genotypu zavedeno do klinické
praxe. Pouze RhD negativni matky RhD pozitiv-
nich plodd dostavaji rutinni antenatalni anti-D
profylaxi. Jedna se o staty v Evropé, coz souvisi
s vysokou incidenci RhD negativnich Zen v po-
pulaci. Pfehled zemi a publikovanych vysledkt
screeningu RHD genotypu plodu u RhD negativ-
nich Zen v ramci strategie provadéni prevence
RhD aloimunizace zobrazuje tabulka 2.

V Dansku a Nizozemsku je jiZ screeningové ne-
invazivni vySetfeni RHD genotypu plodu implema-
tovano do klinické praxe. VySetfeni se provadi ve
27. tydnu téhotenstvi, v pfipadé RhD pozitivniho
plodu neni imunoglobulin G anti-D téhotné Zené
podan [4, 8]. V Norsku bylo zavedeno neinvazivni
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Tab. 2 Screening RHD genotypu plodu u RhD negativnich Zen

Prehled zemi a publikovanych vysledk( screeningu RHD genotypu plodu u RhD negativni Zeny v ramci strategie provadéni

prevence RhD aloimunizace.

RhD negativni Zeny RHD genotyp plodu

Zemé Studie (n) Gestaéni stal ‘w::';}ién etodika R;*LD;‘:H DR(%)  FPR (%)
Dénsko Clausen 2014 12668 NA 25 qPCR 57,10 99,9 1,7
Nizozeml De Haas 2016 25789 27-29 27 qPCR 5,7 99,9 0,87
Norsko Sgrensen 2018 373 16-36 24 gPCR 7,10 100 0,8
Finsko Haimila 2017 10814 24-26 NA qPCR 57 99,9 0,2
Chitty 2014 3039 5-35 19 qPCR 57 99,3 09

Velka Britanie
Soothill 2015 529 15-26 NA qPCR 57 100 0,6
Svédsko Wikman 2012 3652 3-40 10 qPCR 4 99,8 1,1
Italie Manfroi 2018 367 24-28 NA Free DNA Fetal Kit® 5,7,10 100 25
467 10-14 12 99,68 154
USA/Kanada Moise 2016 458 15-24 18 SensiGEN RHD® 457 100 153
433 26-32 28 100 0,82
Francie Vivanti 2016 416 10-14 13 qPCR 10 100 438
Australie Hyland 2017 665 9-37 19 qPCR 51 100 04
Belgie Minon 2008 563 10-38 18 gPCR 4,510 100 0

cff DNA (cell free fetal DNA) - volna fetdlni DNA, DR (detection rate) - senzitivita, FPR (false positive rate) - faleSna pozitivita, NA (not available) - udaj neni dostupny,
gPCR (quantitative polymerase chain reaction) - kvantitativni polymerazova fetézova reakce = RealTime PCR.

stanoveni do rutinniho pouzivani od zati 2016. Aby
se snizil poc¢et RhD aloimunizovanych, odbér se
provadi ve 24. tydnu téhotenstvi, vySetfuje se exon
7a10 [23]. Rutinn{ uziti je i ve Finsku od roku 2014,
kdy cilenou profylaxi dostavaji pouze Zeny nesou-
ci RhD pozitivni plod [9]. Ve Svédsku se od roku
2016 provadi screening jiz v prvnim trimestru, coz
umoznuje dale i cilené pouziti imunoglobulinu G
anti-D po invazivnich vykonech v ¢asném téhoten-
stvi a pozdnich potratech [28]. V ostatnich zemich
Evropy, napfiklad Belgii, Irsku, Velké Britanii, CR,
Francii a Némecku, je dostupné prenatalni vyset-
feni RHD genotypu jen v urcitych regionech [3, 6,
16, 22, 27]. V USA je na trhu komerc¢ni vySetfeni
SensiGen RhD od firmy Sequenom [17]. V Kanadé
byly v roce 2017 zahajeny kroky k implementaci
screeningového vysetfeni RHD genotypu [11]. V na-
§i praci bylo 80 % vySetfeni provedeno pravé v I.
trimestru. V zemich se zavedenym screeningem je,
kromé Svédska, vySetfeni provadéno az ve II. tri-
mestru, vhodné je pfesunout vysetfeni do casného
stadia téhotenstvi (I. trimestr), a vyuzit tak znalost
RHD genotypu plodu k optimalni péc¢i o RhD ne-
gativni téhotné, coz potvrzuji mnohé studie [9].
Podle mnohych populac¢nich studii stanoveni RHD
genotypu plodu je spolehlivé, pfesné a vyuzZitelné
v klinické praxi, coZ je ve shodé s nasimi vysledky.
Zhlediska organiza¢niho a ekonomického by mélo
byt vySetfeni dostupné pro vSechny RhD negativni
téhotné Zeny [18, 26].
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Trend screeningového stanoveni RHD genotypu
plodu vjednotlivych evropskych zemich je zjevny,
prispiva k optimalizaci prenatalni péce o RhD ne-
gativni téhotné, aplikace IgG anti-D je cilend pouze
u téhotenstvi s RhD pozitivnim plodem a u 40 %
téhotenstvi (plod RhD negativni) neni téhotné
Zené tfeba podat IgG anti-D. Podle nasi prace je
stanoveni RHD genotypu plodu s vyuzitim exonu 7
pomoci TagMan Real-time PCR pfesné a vyuzitelné
v klinické praxi.
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