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ABSTRACT

Fetomaternal haemorrhage (FMH) is a status characterised by penetration of fetal blood into the maternal
circulation which happens mostly at delivery. FMH may cause erythrocytal alloimmunisation of woman.
That is why anti-D immunoglobulin (IgG anti-D) is being administered to RhD negative women after
delivery of RhD positive fetus. IgG anti-D is administered to RhD negative women standardly and in much
greater quantities than is actually necessary. However, on the other hand, it is not possible to diagnose
cases where a greater dose is required. To optimalise prevention of RhD alloimmunization in RhD
negative women, it is important to diagnose conditions where fetomaternal haemorrhage (FMH) occurs,
precisely define its volume and consequently administer the required dose of IgG anti-D. The ability to
reliably detect fetomaternal haemorrhage (FMH) and precisely define its volume would allow better and
less expensive prevention of RhD alloimmunization in RhD negative women. IgG anti-D could thus be
administered only in cases that are actually indicated and only in doses necessary for preventing RhD
alloimmunization. Accurate quantification of FMH is determined by flow cytometry.

Design: Review.

Setting: Department of Obstetrics and Gynecology, Department of Alergology and Clinical Immunology,
University Hospital Olomouc.

Key words: fetomaternal haemorrhage, flow cytometry, Kleihauer-Betke test, anti-D immunoglobulin,
RhD alloimmunisation.

SOUHRN

Fetomaternalni hemoragie (FMH) je stav, kdy dochazi k priniku krve plodu do mateiské cirkulace,
nejcéastéji pri porodu. FMH muze byt pri¢inou erytrocytarni aloimunizace matky. RhD negativnim Zenam
je proto po porodu RhD pozitivniho plodu preventivné aplikovan anti-D imunoglobulin. V soucasnosti je
vSak podavan pausalné a v mnohem vétsich davkach, nez je skute¢né potieba. Naopak priblizné u 1 %
porodi dochazi k excesivni fetomaternalni hemoragii, kdy je nutné podat davku vétsi. MozZnost spolehlivé
detekovat FMH a piesné urcit jeji objem umozni provadét prevenci RhD aloimunizace lépe a levnéji.
Anti-D imunoglobulin by bylo mozné podavat jen ve skutecné indikovanych pripadech a jen v davce
nezbytné nutné pro prevenci RhD aloimunizace. Pfesnou kvantifikaci objemu FMH poskytuje analyza
prutokovou cytometrii, jako metodu screeningovou lze pouzit Kleihaueruv-Betkeho test.

Typ studie: Souhrnny c¢lanek.

Ndzev a sidlo pracovisté: Porodnicko-gynekologicka klinika FN Olomouc, Oddéleni alergologie a klinické
imunologie FN Olomouc.

Klicovd slova: fetomaternalni hemoragie, pritokova cytometrie, Kleihaueruv-Betkeho test, anti-D
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UvVOD

Fetomaterndlni hemoragie (FMH) predstavuje stav,
ktery je zplisoben ztritou integrity normalni fyziologické
bariéry mezi fetdlni a matetskou cirkulaci. Pozitivni feto-
maternalni arterio-vendzni tlakovy gradient zpiisobuje,
ze fetdlni erytrocyty pronikaji do matetfské cirkulace.
Nejvyznamnéjsi udalosti, pfi které k praniku dochazi, je
porod, a to jak vagindlni, tak operacni. Déle to jsou uda-
losti prenatdlni, mezi néZ patii potrat, mimodélozni t€ho-
tenstvi, parcidlni mola, amniocentéza, odbér choriovych
klkt (CVS), kordocentéza, redukce embryi, abrupce pla-
centy, placenta praevia ¢i jiné krvaceni, tupé poranéni

bficha nebo obrat zevnimi hmaty. Nekteré priciny vSak
zlstavaji i naddle neodhaleny a ke krvdceni dochazi
v podstaté bez prokazatelnych vnéjsich pficin. Podle
Augustsona et al. u naprosté vétsiny porodd (98,5 %)
pfestavuje objem FMH méné nez 2,5 ml, u vice nez 90%
porodi je to dokonce pod 1 ml. Pouze u 0,4 % je objem
FMH vétsi nez 6 ml [1].

Vyznam stanoveni FMH spoc¢ivd mimo jiné v urova-
ni mnozstvi fetdlnich erytrocytd, které pronikly do obé-
hu RhD negativni matky po porodu RhD pozitivniho plo-
du. ProtoZe je RhD antigen velmi silnym antigenem,
k RhD aloimunizaci matky dochdzi jiZz pfi priniku 0,1 ml
RhD pozitivnich fetdlnich erytrocytd. Fetomaternalni
hemoragie o objemu 1 ml fetalni krve predstavuje objem
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piiblizné 0,5 ml fetdlnich erytrocytd (FMH). V Ceské
republice se v rdmci prevence RhD aloimunizace podava
standardné RhD negativnim matkdm po porodu RhD
pozitivniho plodu 250 pg anti-D imunoglobulinu (IgG
anti-D) u vaginalnich porodu, 500 pg pak u porodi cisai-
skym fezem, klestovych porodd, porodi dvojcat nebo po
manudlni lyze placenty. Davka anti-D imunoglobulinu
10 pg (50 IU) predstavuje ochranu proti 1 ml plné fetal-
ni krve (coZ odpovida 0,5 ml RhD pozitivnich erytrocy-
tl) [2]. Jednoduchy pfepocet ukazuje tabulka 1.

Tab. 1. FMH a davka anti-D imunoglobulinu — piepocet

Objem plné fetalni
krve (ml)

Objem fetalnich Davka anti-D
erytrocytit FMH (ml)| imunoglobulinu (pg)

1 0,5 10

Z vyse uvedeného vyplyva, Ze davka anti-D imuno-
globulinu je u naprosté vétSiny porodi nadbytecna. Na-
opak u pfiblizné 1 % porodu vSak dochazi k excesivni
FMH, kdy je bézné podavana davka IgG anti-D nedosta-
Cujici. Pravé tyto pripady je nutné cilené odhalit a rodic-
kam tak poskytnout spravnou a dostacujici prevenci alo-
imunizace RhD antigenem. Pokud k aloimunizaci RhD
negativni Zeny dojde, muze byt RhD pozitivni plod
v nasledujicich téhotenstvich ohroZen rozvojem hemoly-
tické nemoci.

MOZNOSTI STANOVENI FMH

V soucasné dobé existuje nékolik moznosti stanoveni
FMH: Kleihauerav-Betkeuv test, pritokova cytometrie,
rosetovy test, ELAT (enzyme linked antiglobulin test)
a dalsi testy.

1. Kleihaueruv-Betkeuv test — kysela eluce

Napiiklad v Australii byla tato metoda mnoho let vyu-
Zivana jako hlavni metoda ke stanoveni FMH. VyuZiva
skutecnosti, Ze erytrocyty obsahujici fetalni hemoglobin
jsou rezistentni k vymyvéani kyselinou. Po inkubaci se
fetalni erytrocyty v mikroskopu jevi jako jasné razové
buriky, zatimco matefské jsou bledé. Existuje nékolik
modifikaci provedeni a je moZno vyuZit i komeréné
vyrabéné sety [2].

Kromé vyuziti ke stanoveni FMH se metody vyuZiva
i k detekci mozného krvaceni novorozenct po porodu,
zejména v pripadech s podezfenim na rektdlni krvaceni,
u dospélych pak jako pomicka k diagnostice nékterych
typl anémie (thalassemia major, srpkovitd anémie) [6].

Mezi prednosti kyselé eluce patii skutecnost, Ze meto-
da nevykazuje zavislost na pfitomnosti ¢i nepfitomnosti
RhD antigenu, vyZaduje jen zékladni laboratorni vybave-
ni a je relativné levnd. Ma vSak naopak mnoho nedostat-
ka, naptiklad krok eluce hemoglobinu je citlivy k pH,

teplot¢ i Casu a interpretace vysledku je subjektivni,
navic metoda vyzaduje urcitou zkusenost laboranta pro-
vadéjiciho odecet. Velkym problémem je také to, Ze jde
o pouhy odhad ve vypoctu vysledku, tedy jen semikvan-
titativni hodnoceni.

Navic béhem t€hotenstvi fyziologicky stoupa hladina
HbF v matefskych erytrocytech (u pfiblizné 25 % téhot-
nych Zen hladina materndlnfho HbF stoupd nad horni
hranici normy, kterd je 0,9 % v 8. tydnu gravidity a pre-
trvava do 32. tydne) a u 1-2 % populace se vyskytuje vro-
zend perzistence fetdlntho hemoglobinu [2].

Z vyse uvedeného vyplyva, Ze tuto metodu je pro svou
relativni jednoduchost mozné pouZzit jako metodu scree-
ningovou, pro presnéjSi stanoveni je vSak zapotiebi
metody presnéjsi.

Situace v Ceské republice

V soucasné dobé na nasem trhu existuje nékolik
vyrobct soupravy pro stanoveni FMH pomoci kyselé
eluce. Jde napt. o test ,,Fetdlni hemoglobin* nebo ,,Klei-
hauer Kit“. Vyrabi se jako soupravy pro 50 ¢i 200 vyset-
feni.

2. Analyza pritokovou cytometrii

Princip pritokové cytometrie spociva v kvantifikaci
malého poctu bunék ptitomnych ve velké bunécné popu-
laci. Diferenciace a kvantifikace je dosazeno nejcastéji
pomoci fluorescencné znacenych protilatek. Jednu z nej-
presnéjsich moznosti predstavuje tzv. dudlni fluorescenc-
ni detekce dvou intracelularnich antigeni: hemoglobinu
F (HbF) a karbonické anhydrazy (CA). Oba antigeny
jsou detekovany ze vzorku periferni krve s EDTA (kyse-
lina ethylendiamintetraoctovd) [12].
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Graf 1. Cytogram, fetalni erytrocyty jsou lokalizovany
v levém hornim kvadrantu

Tab. 2. RozliSeni buné€k pomoci pritokové cytometrie

Burika Detekce

jasna exprese HbF, kompletni

fetdlni erytrocyty absence CA

materndlni erytrocyty absence HbF, jasna exprese CA

materndlni F-buniky nizky HbF, jasna exprese CA
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Tab. 3. Srovnani prutokové cytometrie a Kleihauerova-Betkeova testu

Vyhody

Nevyhody

* bez zavislosti na pritomnosti

. . . ¢i nepfitomnosti RhD antigenu
Kleihauerav-Betketv test

* nizké naklady

* vyzaduje jen zédkladni laboratorni vybaveni

* nizka senzitivita metody (citlivost k pH, teploté
a Casu, subjektivni interpretace vyZzadujici
zkuSenost laboranta, ktery provadi odecet)

« nizka specificita metody (stoupajici hladina HbF
v matefskych erytrocytech béhem téhotenstvi,
vrozena perzistence fetalniho hemoglobinu)

» semikvantitativni stanoveni (pouhy odhad ve
vypoctu vysledku)

* vysoka senzitivita i specificita

Prutokovéa cytometrie M o P
* presné kvantitativni stanoveni

* vysoké pofizovaci naklady
« dostupnost jen ve vétSich centrech

Tato metoda je tedy zaloZena na kombinaci dvou pro-
tilatek. Jedna je namifena proti fetdlnimu hemoglobinu,
ktery je obsazen ve fetdlnich erytrocytech a v malém pro-
centu adultnich erytrocytl (tzv. F-buriky). Druhd protilat-
ka je namifena proti karbonické anhydrdze, enzymu
obsazenému jen v adultnich erytrocytech a pozdnim sta-
diu fetalnich erytrocyti. Dudlni barevnd pritokova cyto-
metrie tedy umoziuje simultanni stanoveni téchto dvou
intracelularnich antigendi. Ukazku cytogramu vidime na
obrazku 1 [5].

Vysetfeni tudiZ umoziiuje spolehlivé kvantitativni sta-
noveni mnoZzstvi fetdlnich erytrocytd proniklych do
matetské cirkulace. RozliSeni jednotlivych bunék uvadi
tabulka 2.

K nespornym vyhodam metody patii vysoka senzitivi-
ta i pfesnost, analyza pratokovou cytometrii tudiZ posky-
tuje objektivni kvantitativni vysledek. Minimélni objem
fetalnich erytrocyti detekovatelnych pratokovou cyto-
metrii je 0,1 ml, coz predstavuje objem, ktery je jiz
schopny zpuisobit RhD aloimunizaci. BohuzZel pofizova-
ci naklady jsou stdle vysoké a metoda je zatim dostupna
jen ve vétsich centrech.

Srovnani pratokové cytometrie a Kleihauerova-Bet-
keova testu shrnuje tabulka 3.

Situace v Ceské republice

V Ceské republice se distribuuje jedind diagnosticka
souprava pro stanoveni FMH pomoci pritokové cyto-
fetalnich erytrocytt. Je to ,,Fetal Cell Count kit“. Doda-
va se jako souprava pro 25 vySetieni.

3. Rozetovy test

Tato metoda vyuZiva nepfimy antiglobulinovy test.
ZvySené senzitivity je dosaZeno piidavkem RhD pozitiv-
nich ,.indikatorovych® erytrocyti. Tyto bunky adheruji
k protilatkdm anti-D, které pokryvaji minoritni populaci
RhD pozitivnich fetdlnich erytrocyti a dohromady
vytvareji rozety Ci klustery. Vysledek se pak odecita mik-
roskopicky [7].

K prednostem metody patii jeji nizké ndklady a rela-
tivni jednoduchost, avSak je mélo presnd, neni zde moz-
nost kvantitativniho stanoveni a je aplikovatelnd jen
v pfipadé, Ze plod je RhD pozitivni a matka RhD nega-
tivni. Tato omezeni ji predurcuji pouze jako metodu
screeningovou s moznosti detekce vétSich krvaceni nad

4 ml fetalnich erytrocytli. V USA se jako screeningovy
test s uspéchem vyuziva.

4. ELAT (enzyme linked antiglobulin test)

Jde o ELAT test urCeny ke kvantitativnimu stanoveni
FMH, ktery je zalozeny na nepfimém antiglobulinovém
testu.

5. Dalsi mozZnosti

K dal$im moznostem patfi i stanoveni AFP v séru mat-
ky, stanoveni placentarni alkalické fosfatazy, PCR, FISH
nebo gelovy sloupcovy test. Ani jedna z téchto metod
vSak neni dostacujici k presnému urceni FMH.

DISKUSE

I pfes zavedeni profylaxe anti-D imunoglobulinem
RhD negativnim matkdm po porodu RhD pozitivniho
ditéte pfedstavuje RhD aloimunizace té¢hotnych Zen sta-
le vyznamny problém. I kdyz existuje vice pric¢in zpu-
sobujicich rozvoj zavazné fetilni anémie, zustava alo-
imunizace matky RhD antigenem i nadéle pfi¢inou
nejcastéjsi. Je vSeobecné zndmé, Ze RhD aloimunizace
muze vést k rozvoji hemolytické nemoci u plodu
i novorozence. Plod je ohroZen anémii, v krajnich pfi-
padech miZe dojit k rozvoji hydropsu plodu a k jeho
naslednému dmrti. Plody ohroZené rozvojem hemoly-
tické anémie je proto nutné sledovat ve specializova-
nych centrech a v indikovanych pripadech podat intra-
uterinni transfuzi nebo t€hotenstvi predcasné ukoncit.
U novorozence se kromé anémie obavame i hyperbili-
rubinémie.

Mnoha pifipadim RhD aloimunizace bychom vSak
mohli zabrinit vySetfenim fetomaterndlni hemoragie
u RhD negativnich Zen pfi porodu RhD pozitivniho plo-
du. Jak jiz bylo feceno, priblizné u 1 % porodd dochazi
k excesivni FMH, ktera zistavd neodhalena a tim padem
je i nedostate¢né provedena prevence RhD aloimunizace.
Na zékladé presného vySetieni FMH bychom mohli tyto
Zeny identifikovat a poskytnout jim dostatecnou profyla-
xi adekvatnim zvySenim davky anti-D imunoglobulinu.

Naopak naprosta vétSina RhD negativnich Zen po
porodu RhD-pozitivniho ditéte dostdvd davku anti-D
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Tab. 4. Pokryti FMH aplikaci anti-D imunoglobulinu (objem fetalnich erytrocyt proniklych do matetského krevniho obéhu a davka anti-D

imunoglobulinu postacujici k prevenci RhD aloimunizace)

Davka anti-D imunoglobulinu (1g) fetélgi(iﬁoevrﬁylg?ygn;ﬁgi(ml) p?fép?evéﬁﬁ’fﬁi‘v’i’m
50 25 5
125 6.25 125
250 125 25
500 25 50

imunoglobulinu pausalné vyssi, nez skutecné potiebuje.
Stanoveni FMH pritokovou cytometrii by tak znamena-
lo aplikaci davky pfesné odpovidajici potfebé rodicky,
tim padem i vyrazné Setfeni ndkladd. Davku anti-D imu-
noglobulinu a odpovidajici mnoZstvi FMH, kterou tato
davka pokryje, uvadi tabulka 4.

ZAVER

I pfes provadéni profylaxe anti-D imunoglobulinem
predstavuje RhD aloimunizace t€hotnych Zen zavaZny
medicinsky i ekonomicky problém. Stanovenim obje-
mu FMH pii porodu RhD pozitivniho plodu u RhD
negativnich Zen bychom mohli pfedejit nékterym piipa-
dim RhD aloimunizace. Jednoznacné nejpiesnéjsi
metodu predstavuje stanoveni FMH pomoci pritokové
cytometrie, aktudlni dostupnost tohoto vySetfeni je vSak
v Ceské republice omezena. Nejvhodnéjsi screeningo-
vou metodou, kterou lze s dspéchem pouzit v soucas-
nosti i u nés, se jevi Kleihaueriv-Betkeuv test. K jeho
provedeni je potfeba jen zdkladni laboratorni vybaveni
a naklady na jedno vySetfeni jsou relativné nizké. Jest-
lize se pomoci tohoto screeningového testu prokaze
excesivni FMH, mél by byt vzorek krve rodicky ode-
sldn na vyssi pracovisté k presnému stanoveni objemu
FMH.

V Ceské republice existuje nékolik moZnosti stanove-
ni FMH. Toto vysetfeni by mélo byt dostupné pro vsech-
ny RhD negativni rodi¢ky, které porodi RhD pozitivni
plod. At uz se jednd o screeningové vysetfeni pomoci
Kleihauerova-Betkeho testu s pfipadnym naslednym
dovysetfenim excesivni FMH, ¢i rovnou presné kvantita-
tivni stanoveni pomoci pratokové cytometrie. Zavedeni
vySetfeni FMH u RhD negativnich Zen po porodu RhD
pozitivniho plodu by umoZznilo sniZit pauSalné podava-
nou davku anti-D imunoglobulinu, a tim i sniZit naklady
spojené s provadénim prevence RhD aloimunizace.
Hlavni pfinos vSak spocivd v odhaleni excesivni FMH,
ktera se vyskytuje u priblizné 1 % porodd. V téchto pri-
padech neni dosud rodickdm podédvana potfebna davka
anti-D imunoglobulinu, kterd by postaovala k zabranéni
aloimunizace RhD antigenem. SniZenim vyskytu RhD
aloimunizace u téhotnych Zen bychom mohli vyrazné
snizit i incidenci hemolytické nemoci plodu a novoro-
zence.
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