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Objective: To determine the incidence of clinically signifi-
cant anti-erythrocyte alloantibodies in pregnant women,
which can cause severe hemolytic disease in the fetus
and newborn.

Design: Retrospective-prospecitive clinical study.
Setting: Transfusion Department, University Hospital
Olomouc, Department of Obstetrics and Gynecology,
University Hospital Olomouc.

Subject and method: Between the years 2000-201],
a total of 45 435 pregnant women were examined at the
Department of Transfusion Medicine at the University
Hospital Olomouc. Screening for irregular anti-erythro-
cyte antibodies followed by identification of the alloan-
tibody was performed in all women at the beginning of
the pregnancy.

Results: Clinically significant anti-erythrocyte antibodies
were diagnosed in 1.5% pregnant women (683/45435).

Cil studie: Urceni incidence specifickych Klinicky vy-
znamnych antierytrocytarnich aloprotilatek u téhotnych
zen v | trimestru téhotenstvi v olomouckém regionu.
Typ studie: Retrospektivné-prospektivni klinicka
studie.

Nazev a sidlo pracovisté: Fakultni nemocnice
Olomouc, Lékarska fakulta Univerzity Palackého
Olomouc: Transfuzni oddéleni, Porodnicko-gyne-
kologicka klinika, Ustav lékarské genetiky a fetdlni
mediciny.

Pfedmét a metodika studie: V letech 2000 az 201
bylo vysetfeno celkem 45 435 téhotnych zen na
Transfuznim oddéleni Fakultni nemocnice Olomouc.
V prvnim trimestru téhotenstvi byl u vsech zen
proveden screening nepravidelnych tepelnych an-
tierytrocytarnich protilatek a dale pak i identifikace
protilatkovych nalezd.
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The most common cause of maternal alloimmunization
was antigen E with an incidence of 5.7%o (258/45435),
followed by antigen D 4.0%o (181/45435), M 1.5%o
(70/45435), C 1.2%0 (54/45435), K 1.2%0 (55/45435),
¢ 0.6%0 (26/45435), S 0.4%0 (20/45435), Jk* 0.2%o
(9/45435), PP1_ (T[*) 0.1%0 (3/45435) and antigen Fy?
0.0%o (2/45435).

Conclusion: Despite performing prophylaxis for RhD al-
loimmunization by administering anti-D immunoglobulin
to RhD negative women during pregnancy and after the
birth of an RhD positive child, antigen RhD still represents
the 2" most frequent cause of maternal erythrocyte
alloimmunization. The remaining clinically significant
alloimmunizations are caused by non-D antigens of the Rh
system, antigens of the Kell system, and rarely observed
antigens of the MNS and Kidd blood systems.

anti-erythrocyte alloantibodies - RhD - incidence

Vysledky: Klinicky vyznamné antierytrocytarni aloprotilat-
ky byly detekovany u1,5 % téhotnych zen (683/45 435).
Nejcasteéjsi pricinou erytrocytarni aloimunizace v tého-
tenstvi byl antigen E 5,7 %o (258/45 435), nasledovan
antigeny D 4,0 %o (181/45 435), M 1,5 %o (70/45435),
C 1,2 %o (54/45 435), K 1,2 %o (55/45435), ¢ 0,6 %o
(26/45 435),S 0,4 %0 (20/45435), Jk2 0,2 %o (9/45 435),
PP1, (Ti) 0,1 %o (3/45 435) a Fy? 0,0 %o (2/45 435).
Zaver: | pres provadéni profylaxe anti-D imunoglo-
bulinem u RhD negativnich zen pfedstavuje RhD
antigen druhou nejcasteéjsi, avsak klinicky nejvyznam-
rovnéz predstavuji non-D antigeny z Rh systému,
antigeny z Kell systému, méné casto antigeny ze
systém MNS a Kidd.

antierytrocytarni aloprotilatky - RhD - incidence
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Podle doporuceného postupu Ceské gynekologic-
ké a porodnické spolecnosti (CGPS) Ceské 1ékafské
spole¢nosti Jana Evangelisty Purkyné (CLS JEP)
by v Ceské republice (CR) mél byt proveden viem
téhotnym Zenam v prvnim trimestru téhotenstvi
screening nepravidelnych tepelnych antierytro-
cytarnich protilatek [20].

Cilem screeningu nepravidelnych tepelnych an-
tierytrocytarnich protilatek je vyselektovat rizi-
kovou skupinu téhotnych Zen, u kterych existuje
riziko rozvoje hemolytické nemoci plodu a novo-
rozence (HDFN, Haemolytic Disease of the Fetus
and Newborn).

V CR vSak neexistuje narodni registr screenin-
govych programt v téhotenstvi, a tudiZ nejsou
k dispozici ani validni informace o incidenci an-
tierytrocytarnich protilatek u téhotnych zen.
Cilem prace bylo zjistit incidenci specifickych
klinicky vyznamnych antierytrocytarnich alo-
protilatek u téhotnych Zen v prvnim trimestru
téhotenstvi v olomouckém regionu.

Jako specifické oznacujeme aloprotilatky, které
jsou namifeny proti konkrétnimu antigenu nebo
antigentim. Za klinicky vyznamné antierytrocy-
tarni aloprotilatky povazujeme u téhotnych Zen
takové aloprotilatky, které v pfipadé pritomnosti
komplementarniho antigenu na povrchu eryt-
rocytl u plodu mohou zptisobit rozvoj zavazné
formy HDFN.

Soubor pacientek

V letech 2000 az 2011 bylo na Transfuznim od-
déleni FN Olomouc vySetfeno celkem 45 435 Zen
v prvnim trimestru téhotenstvi. U vSech téhot-
nych Zen byl v prvnim trimestru téhotenstvi
(do konce 14. tydne) proveden screening nepravi-
delnych tepelnych antierytrocytarnich protilatek
metodou sloupcové aglutinace. V pripadé pozi-
tivniho screeningu nepravidelnych tepelnych
antierytocytarnich protilatek byla provedena
identifikace antierytrocytarni aloprotilatky,
a pokud Slo o specifickou klinicky vyznamnou
aloprotilatku, byla nasledné provedena i kvan-
tifikace aloprotilatky.

Do roku 2005 byly vysledky hodnoceny retro-
spektivné a nasledné jiz probihala studie pro-
spektivné. Vyhodnoceni bylo provadéno na
zakladé laboratornich vysledkt uvedenych v la-
boratornim informacnim systému transfuzniho
oddéleni ISTO 2000, od 6. 6. 2010 pak ISTO 3300
a ve formulafi ,Zaznam o vySetfeni gravidni
Zeny s pozitivnimi antierytrocytarnimi proti-
latkami“.

Odbér vzorku

Vysetfeni téhotnych pacientek se provadélo ze vzorku
Zilni krve odebrané venepunkci do zkumavky s anti-
koagulacnilatkou (K3EDTA, tri-draselna sl kyseliny
ethylen-diamin-tetraoctové). Celkem bylo odebra-
no 6 ml krve, vzorky se nasledné centrifugovaly
10 minut/4000 otacek, poté byla provedena kontrola
mnozstvi vzorku a makroskopicky i kontrola hemo-
lyzy. Do provedeni vySetfeni byly vzorky skladovany
v chladnici pfi teploté +2 °C az +8 °C. VySetfeni bylo
provedeno do 72 hodin od pfijmu krevniho vzorku
na transfuzni oddéleni. Nebyly zpracovavany krevni
vzorky starsi7 dnt od odbéru.

Laboratorni zpracovani

Nejdrive byl proveden screening nepravidelnych
tepelnych antierytrocytarnich protilatek v séru/
plazmé metodou sloupcové aglutinace (DiaMed
GmbH, Switzerland). V letech 2000 az 2009 se
screening nepravidelnych tepelnych antieryt-
rocytarnich protilatek provadél manualné a od
dubna 2009 v souvislosti s automatizaci provo-
zu Laboratofe prenatalni imunohematologie se
provadél na imunohematologickém analyzatoru
TECHNO TwinStation (DiaMed AG, Switzerland).
Samotna detekce nepravidelnych tepelnych antie-
rytrocytarnich protilatek se provadéla v nepfimém
antiglobulinovém testu a enzymovém (papain) tes-
tu za pouziti diagnostickych screeningovych erytro-
cytd ID-DiaCell I-II-III a ID-DiaCell I-II-I1I-P (DiaMed
GmbH, Switzerland) a gelovych karet ID-Neutral/
Coombs (DiaMed GmbH, Switzerland) s nasled-
nou inkubaci pfi 37 °C a centrifugaci. V pripadé
pozitivniho screeningu nepravidelnych tepelnych
antierytrocytarnich protilatek byla vZdy nasledné
provedena identifikace protilatkového nalezu na
systému sloupcové aglutinace (DiaMed GmbH,
Switzerland), s pouzitim karet ID-Neutral a ID-
LISS/Coombs (DiaMed GmbH, Switzerland) a dia-
gnostickych panelovych erytrocytl ID-Dia Panel
a ID-Dia Panel P (DiaMed GmbH, Switzerland)
s naslednou inkubaci pfi 37 °C a centrifugaci. Ne-
bylo-li mozné uzavrit vysledek na zakladé vySetteni
metodou sloupcové aglutinace (DiaMed GmbH,
Switzerland), zejména pokud §lo o smés specific-
kych antierytrocytarnich aloprotilatek, byl jako
referencni systém pouZit systém sloupcové agluti-
nace (Grifols International, S.A., Spain) s pouzitim
karet DG Gel Neutral (Grifols International, S.A.,
Spain), DG Gel Coombs (Grifols International,
S.A., Spain) a diagnostickych panelovych erytro-
cytl Identisera Diana/Identisera Diana P (Grifols
International, S.A., Spain).

Pti identifikaci specifické klinicky vyznamné alo-
protilatky v séru téhotné Zeny byl nasledné vy-
Setfen i komplementarni antigenni fenotyp na
povrchu erytrocytd.
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Tab.1 Incidence nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek u Zen v I. trimestru téhotenstvi v olomouckém regionu v letech 2000 az 2011.
Celkem bylo v etfeno 45 435t hotn Ch% en v I. trimestru t hotenstvi, u 47 1# 5 en byl screening nepravideln ch tepeln ch

antierytrocyt rnich protil tek pozitivni a

ylon sledn nutn prov st identifikaci protil tky. U 2,25% 5 en byla protil tka identifikov na

aul5% 5 en se jednalo z hlediska mg n ho rozvoje HDFN o klinicky v znamnou aloprotil tku, kterou bylo tud; nutn i kvantifikovat.
Uveden v pq et incidence jednotliv ch typi-protil tek nezohled uje mg nost soté asn ho v skytu vice typ-specifick ch aloprotil tek

ujedn t hotft 3 eny.

HDFN Haemolytic Disease of the Fetus and Newborn) hemolytick

Tab. 2 Incidence specifickych klinicky vyznamnych antierytrocy-
tarnich aloprotildtek u Zen v 1. trimestru téhotenstvi v olomouckém
regionu v letech 2000 az 2011. Celkem bylo vySetfeno 45 435 Zen.

Krevné Antigen | Antierytrocytarni aloprotilatky
skupirlovv N Incidence %o
systém

Rh D 181 3,98
C 54 1,19
c 26 0,57
E 258 5,68
e 5 on
Kell K 55 1,21
MNS M 70 1,54
S 20 0,44
Kidd Jke 0,2
Duffy Fy? 2 0,04
P P, 0,07

Ke kvantifikaci aloprotildtek byla pouZzita metoda
titrace systémem sloupcové aglutinace (DiaMed
GmbH, Switzerland). Redéni plazmy bylo prova-
déno fyziologickym roztokem.

K titraci aloprotilatek anti-D se pouzily diagnos-
tické erytrocyty s fenotypem R R, (cDE).

Pro titraci aloprotilatek anti-c a anti-E byly pouZity
diagnostické erytrocyty s fenotypem R R, (DCcEe)
nebo RR, (cDE). V ptipadé aloprotilatek anti-C
a anti-e se pouzily diagnostické erytrocyty s feno-
typem RR, (DCcEe) nebo RR, (CDe).
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Nepravidelné antierytrocytarni protilatky Incidence
n %
protilatky
chladové
tepelné 2184 4,81
autoprotildtky
aloprotildtky
nespecifické
specifické 1022 2,25
klinicky nevyznamné
klinicky vyznamné
screening transfuzni kompatibilita
identifikace HDFN 683 1,50
kvantifikace

nemoc plodu a novorozence

Pro ostatni aloprotilatky se vzdy pouzily erytrocy-
ty, na jejichz povrchu byla pfitomna kombinace
vSech variant pro protilatku komplementarniho
antigenu.

Celkem bylo vySetfeno 45 435 téhotnych Zen
v prvnim trimestru téhotenstvi, u 4,81 % Zen byl
screening nepravidelnych tepelnych antierytrocy-
tarnich protilatek pozitivni a bylo nasledné nutné
provést identifikaci protilatky. U 2,25 % Zen byla
protilatka identifikovinaau 1,5 % Zen $lo z hledis-
ka mozného rozvoje HDFN o specifickou klinicky
vyznamnou aloprotilatku, kterou bylo tudiz nutné
i kvantifikovat. Uvedeny vypocet incidence jed-
notlivych typli protilatek nezohlednuje moznost
soucasného vyskytu vice typll specifickych alopro-
tilatek u jedné téhotné Zeny.

Incidenci nepravidelnych antierytrocytarnich
protilatek u Zen v I. trimestru téhotenstvi v olo-
mouckém regionu v letech 2000 aZ 2011 zobrazuje
tabulka 1.

Incidenci specifickych klinicky vyznamnych anti-
erytrocytarnich aloprotildtek zachycuje tabulka 2.
Incidenci RhD aloimunizace vjednotlivych letech
znazornuje graf 1.

Incidenci Kell (K, K1) aloimunizace v jednotlivych
letech zobrazuje graf 2.
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Graf.1 Incidence RhD aloimunizace téhotnych Zen v I. trimestru téhotenstvi v olomouckém

regionu v letech 2000-2011
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Graf. 2  Incidence Kell aloimunizace téhotnych Zen v 1. trimestru téhotenstvi v olomouckém

regionu v letech 2000-2011

DISKUSE

V ramci CR se jedna o ojedinély soubor pacientek,
nebot v soucasné dobé neexistuje zadna jina pub-
likovana prace, se kterou by bylo mozné ziskana
data o incidenci antierytrocytarnich protilatek
u téhotnych Zen porovnat.

Pfesnd data o incidenci specifickych klinicky
vyznamnych antierytrocytarnich aloprotilatek
u téhotnych Zen nejsou v CR k dispozici. Rovnéz
vyskyt zavaznych forem hemolytické nemoci plodu

anovorozence lze jen odhadovat a pfipady koncici
vzhledem k dramatickému pribéhu timrtim plodu
jiz pred 24. tydnem téhotenstvi unikaji evidenci
zcela.

Zavazné formy HDEN zplsobuji nejcastéji antigeny
RhD (85 %), Kell (K1) (10 %) a Rhc (3,5 %) [15, 17].

V naSem souboru byly specifické klinicky vyznam-
né antierytrocytarni aloprotilatky diagnostiko-
vany v prvnim trimestru téhotenstvi u 1,5 % Zen.
Nejcastéjsi pri¢inou klinicky vyznamné erytrocy-
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tarni aloimunizace byl antigen E 5,7 %. (258/45 435),
nasledovan antigeny D 4,0 %. (181/45 435),
M 1,5 %o (70/45 435), C 1,2 %o (54/45 435), K 1,2 %o
(55/45435), ¢ 0,6 %o (26/45 435), S 0,4 %o (20/45 435),
Jk? 0,2 %o (9/45435), PPL, (T}) 0,1 %o (3/45 435) a Fy
0,0 %o (2/45 435).

Antigen D je velmiimunogenni antigen. Pfiblizné
15 % jedinct bilé populace je RhD negativnich a asi
2/3 RhD negativnich Zen budou mit v prvnim tého-
tenstvi RhD pozitivni plod. Priblizné v 10 % vSech
téhotenstvi tudiZ nastava situace, Ze RhD negativni
matka bude mit RhD pozitivni plod [1, 6]. Incidence
aloprotilatky anti-D byla v nasem souboru 4,0 %o
(181/45 435). Piedpokladame-li v Ceské republice
podobné vysledky, pak jde pfi 100 000 porodech asi
0400 RhD aloimunizovanych téhotnych Zen rocné.
Pokud dvé tfetiny z nich budou mit RhD pozitivni
plod, miizeme predpokladat asi 267 ohroZenych plo-
dti ro¢né. Viem pripadim RhD aloimunizace v§ak
1ze teoreticky zabranit profylaktickym podanim
anti-D gamaglobulinu v potfebné davce pii kazdé
potencialné senzibilizujici udalosti [8, 12].

K antigen (K1) patfi spolu s antigeny v systémech
ABO a Rh k nejvice imunogennim antigentim [2].
Incidence aloimunizace antigenem K (K1) byla v na-
Sem souboru 1,2 %o (55/45 435). Pfedpokladame-li
v Ceské republice podobné vysledky, tak jde pfi
100 000 porodech asi o 120 Kell (K, K1) aloimuni-
zovanych téhotnych Zen rocné. Pri 5% pravdépo-
dobnosti, Ze budou mit K pozitivni plod, mZeme
pfedpoklidat asi 6 ohroZenych plodfi ro¢né. V Ceské
republice neni Zenam pred ukoncenim reproduké-
niho obdobi pfi transfuzi vzdy podavana K (K1)
kompatibilni nebo K (K1) negativni krev.

V jednom pfipadé (1/45 435) byla u t€hotné Zeny s K
fenotypem (null fenotyp) diagnostikovana alopro-
tilatka anti-Ku (incidence 0,02 %.). K, fenotyp je
vzacny fenotyp, kdy na povrchu erytrocyta chybi
antigeny Kell systému. Jedinci s K, fenotypem
produkuji anti- Ku protilatku, kterd reaguje se
vSemi Kell antigeny, kromé K fenotypu. K, feno-
typ se vyskytuje velmi vzacné. Race et al. uvadi
nalez jednoho K, fenotypu na 24 953 testovanych
bélocht [18]. Aloprotilatka anti-Ku je povaZovana
z hlediska HDEFN za klinicky vyznamnou alopro-
tilatku a zajisténi hemoterapie pro takovéto pa-
cientky je velmi obtiZné. Ve dvou pripadech byla
u téhotnych Zen detekovana aloprotilatka anti-Kp?
(incidence 0,04 %.). Anti-Kp* vSak zptisobuje HDFN
pouze vzacné a byl popsan pouze jeden pripad
hydropsu plodu [19].

RhD aloimunizace je v soucasnosti jedina erytro-
cytarni aloimunizace, které 1ze zabranit véasnym
podanim anti-D imunoprofylaxe. Se zavedenim
imunoprofylaxe anti-D imunoglobulinem a stan-
dardizace postupu pfi antepartalni profylaxi doslo
k poklesu vyskytu anti-D aloprotilatek u RhD ne-
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gativnich Zen [8, 9, 10]. V ostatnich antigennich
systémech vSak moznost preventivni imunizace
neni a aloimunizace téhotnych zZen témito klinicky
vyznamnymi antigeny bude tudiz predstavovat
riziko rozvoje hemolytické nemoci u plodu a no-
vorozence i v budoucnosti,

Geifman-Holtzman a kol. [4] vySetfil ve svém sou-
boru 37 506 krevnich vzorkd Zen, z nichz 40 % bylo
ve fertilnim véku a diagnostikoval antierytrocytarni
aloprotilatky, které mohou byt asociovany s HDFN
u 1,1 % zen. Nejcastéji §lo o aloprotilatku anti-D
2,7 %0 (101/37 506), dale pak anti-E 2,0 %o (77/37 506),
anti-c 0,8 %o (32/37 506), anti-C 0,7 %o (26/37 506),
anti-K 3,0 %o (115/37 506), anti-M 0,5 %o (19/37 506),
anti-S 0,1 %o (4/37 506), anti-Fy* 0,8 %o (31/37 506)
a anti-Jk* 0,2 %o (8/37 506).

Vyskyt aloprotilatky anti-D byl ve sledovaném sou-
boru v porovnani s nasimi vysledky nizsi, coz lze
vysvétlit kvalitnéji provadénou prevenci RhD alo-
imunizace, nez je tomu v olomouckém regionu
a pravdépodobné i v celé CR. Naopak v nasem
souboru byl nizsi vyskyt Kell aloimunizace, coz
pravdépodobné souvisi se snahou podavat v CR
zenam ve fertilnim véku pfi transfuzi Kell kom-
patibilni krev.

Vice nezZ polovinu tepelnych antierytrocytarnich
protilatek diagnostikovanych u téhotnych Zen
v olomouckém regionu v letech 2000 az 2011 tvotily
nespecifické protilatky, které sice nemaji klinicky
vyznam z hlediska hemolytické nemoci plodu a no-
vorozence, nicméné mohou komplikovat imuno-
hematologické vySetfeni téhotné Zeny a zplisobit
komplikace pti zajisténi eventualni hemoterapie.
Vysoka incidence nespecifickych protilatek zcela
jisté souvisi s provadénim screeningu i enzymo-
vym testem (papain), ktery ma vétsi senzitivitu pri
detekci protilatek zejména z Rh systému.

I ptes provadéni prevence RhD aloimunizace u RhD
negativnich Zen pfedstavuje RhD antigen stile
druhou nejcastéjsi, avsak klinicky nejvyznamnéjsi
pri¢inu matefské aloimunizace v CR. Klinickym
problémem rovnéz zlistava aloimunizace non D
antigeny ze systému Rh, antigeny ze systému
Kell, méné cCasto pak antigeny ze systém@ MNS
a Kidd.

Je-li u téhotné Zeny na zacatku téhotenstvi dia-
gnostikovana klinicky vyznamna aloprotilatka,
je nutné zajistit adekvatni konzultaci pacientky
se stanovenim dal$iho postupu na pracovisti s od-
bornosti gynekologie a porodnictvi. Pokud nelze
vyloucit riziko rozvoje HDFN, meéla by byt paci-
entka s ohledem na riziko rozvoje anémie plodu
sledovana na specializovaném pracovisti, které
se zabyva touto problematikou. Nezbytna je mezi-



oborova spoluprace gynekologa, imunohematolo-
ga aneonatologa. Standardni prenatalni péce vsak
mize dale probihat u oSetfujiciho gynekologa.

Podporeno grantem IGA MZ CR
NT-11004-3/2010, NT-12225-4/2011.
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