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Seznam pouzitych zkratek

AMC
CA
DNA
EDTA
ELAT
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FMH
G6PD
HbF
HDN
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IUTRF
IVIG
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MCA-PSV

MoM
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Rh
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amniocentéza

karbonickd anhydrdaza (carbonic anhydrase)

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
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enzyme linked antiglobulin test

fluorescenéni in situ hybridizace (fluorescence in situ hybridization)
fetomaternalni hemoragie

glukéza-6-fosfatdehydrogenaza

fetadlni hemoglobin

hemolytickd nemoc novorozence (hemolytic disease of the newborn)

virus zpUsobujici syndrom ziskané imunodeficience (human
immunodeficiency virus)

intrauterinni transfuze
intravendzni imunoglobulin (intravenous imunoglobulin)
imunoglobulin anti-D

maximalni pratokova rychlost v arteria cerebri media (middle cerebral
artery peak systolic velocity)

nasobky medianu (multiples of the median)
polymerazova rfetézova reakce (polymerase chain reaction)
rhesus

ultrazvuk
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Uvod

V souasnosti neni v Ceské republice p¥i provadéni prevence RhD aloimunizace
standardné vysetfovan objem inkompatibilnich erytrocytd plodu, které proniknou do
materské cirkulace. IgG anti-D je podavano RhD negativnim Zenam pausalné a v mnohem
vétSich davkach, nez je skute¢né potieba. Na druhou stranu vSak neni ani mozné
diagnostikovat pripady, kdy je nutné podat davku vétsi. Pro optimalni provadéni prevence
RhD aloimunizace u RhD negativnich Zen je duleZité diagnostikovat stavy, kdy dochazi k
fetomaterndlni hemoragii (FMH), presné urcit jeji objem a nasledné podat potiebnou davku
IgG anti-D. MoZnost spolehlivé detekovat fetomaterndlni hemoragii (FMH) a presné urcit jeji
objem by umozZnila provadét prevenci RhD aloimunizace u RhD negativnich Zen lépe a
levnéji. IgG anti-D by bylo mozné poddavat jen ve skutecné indikovanych pripadech a jen v
davce nezbytné nutné pro prevenci RhD aloimunizace. Cilem projektu je zjistit incidenci a
objem fetomaterndini hemoragie (FMH) pfi porodu, urcit rizikové stavy, pfi nichz dochazi
Castéji k vétsi FMH. Urceni téchto parametrl by umozZnilo optimalizovat doporuceni k

provadéni prevence RhD aloimunizace.



Sowasnystav feSené problematiky

Erytrocytarni aloimunizace v téhotenstvi

Jestlize je clovék vystaven antigenu, ktery sdm nevlastni, zacne si proti nému
vytvaret protilatky. Tento poznatek je zakladnim principem vzniku erytrocytarni
aloimunizace matky v pribéhu téhotenstvi. Jestlize plod zdédi po otci antigen, ktery se u
matky nevyskytuje, zacne jeji imunitni systém na zdkladé setkani s timto antigenem tvofit
protilatky. Ty pak mohou pronikat pres placentu do krevniho obéhu plodu, kde se navazi na
fetalni erytrocyty. Ty jsou nasledné vychytavany v retikuloendotelidlnim systému plodu, coz

mUze vést k rozvoji hemolytické nemoci plodu ¢i pozdéji novorozence.

Klinicky nejvyznamné;jsim antigenem, ktery erytrocytarni aloimunizaci zpUsobuje,
je antigen RhD. Pfed zavedenim profylaxe anti-D imunoglobulinem byl pfi¢inou vysoké
morbidity i mortality novorozenc(l. Vyskyt RhD negativity v evropské populaci je asi 15 % a
priblizné 60% RhD negativnich Zen ma RhD pozitivni plod. Z toho plyne, Ze ptiblizné 10 %
téhotenstvi je RhD inkompatibilnich. RhD antigen je silnym antigenem, k RhD aloimunizaci
jestlize je plod opét RhD pozitivni, pronikaji protilatky anti-D do jeho obéhu a zpUsobuiji
destrukci fetalnich erytrocytd se viemi svymi dUsledky. Vzacné (asi v 0,6%) neni exprese RhD
pozitivity jasné vyjadrena, coZ znamend, Ze RhD pozitivhi matka mlzZe zadit tvorit anti-D

protilatky. (1, 211)

Mezi dalsi klinicky vyznamné, avSak méné cCasté protilatky patfi anti-C, anti-c,
anti-E, anti-e a anti-G. (17, 20, 53, 100, 119) Relativné casto se vyskytujici protilatkou je
protilatka anti-Kell (anti-K). (4, 18, 31, 55) Kimunizaci dochdazi nejcastéji po podani Kell-
pozitivni transfuze Kell-negativni Zené. Predpokladd se, Ze protilatky anti-Kell zpUsobuji
utlum erytropoézy destrukci jiz progenitorovych bunék, které jesté neobsahuji hemoglobin,
tudiz u novorozence nevznikda hyperbilirubinémie. Mezi vzacné protilatky, které mohou
zpUsobit zavaznou formu hemolytické nemoci plodu a novorozence patfi anti-M, anti-N,
anti-Fy?, anti-Jk%, anti-Di®, anti-Di® a nékteré dalsi, jejich? piehled uvadi tabulky 1.-3. (38, 89,

99, 176)



Antigen Specific Antigen Specific Antigen Specific
system antigen system antigen system antigen

Frequently associated with severe disease

Kell K (K1)

Rhesus C

Infrequently associated with severe disease

Colton Coa MNS Mta Rhesus HOFM
Co3 MUT LOCR

Diego ELO Mur Riv
Dia Mv Rh29
Dib s Rh32
Wra sD Rh42
Wrb S Rh46

Duffy Fya U STEM

Kell Jsa Vw Tar
Jsb Rhesus Bea Other HIK

antigens

k (K2) C JFV
Kpa Ce JONES
Kpb Cw Kg
K11 Cx MAM
K22 ce REIT
Ku Dw Rd
Ula E

Kidd Jka Ew

MNS Ena Evans
Far e
Hil G
Hut Goa
M Hr
Mia HrO
Mit JAL

Associated with mild disease

Dombrock Doa Gerbich Ge2 Scianna Sc2
Gya Ge3 Other Vel
Hy Ge4 Lan
Joa Lsa Ata

Duffy Fyb Kidd Jkb Jra
Fy3 Jk3

Tab. 1. Non-RhD protilatky a riziko hemolytické nemoci plodu a novorozence

Moise, KJ. Hemolytic disease of the fetus and newborn. In: Maternal-Fetal Medicine Principles and Practice, 5th
ed, Creasy, RK, Resnik, R, lams, JD (Eds), Saunders, Philadelphia 2004. p. 555. Copyright ©2004 Elsevier Science.




Blood system Specific antigens Severity of hemolytic disease of the
newborn (HDN)

Kell Mild to severe
Mild
Ko Mild
Kp(a) Mild
Kp(b) Mild
Js(a) Mild
Js(b) Mild
Fy(a) Mild to severe
Fy(b) Not a cause of HDN
Fy(3) Mild
Jk(a) Mild to severe
Jk(b) Mild to severe
Jk(3) Mild
Le(a) Not a cause of HDN
Le(b) Not a cause of HDN

Not a cause of HDN
i Not a cause of HDN
M Mild to severe

N Mild

S Mild to severe

S Mild to severe

Mild to severe
Mi(a) Moderate

Mt(a) Moderate

Vw Mild

Mur Mild

Hil Mild

Hut Mild

Lutheran Lu(a) Mild

Lu(b) Mild

Diego Di(a) Mild to severe
Di(b) Mild to severe

Xg Xg(a) Mild

P PP1P(k) Mild to severe

P1 Not a cause of HDN

Tab. 2. Méné casté erytrocytarni protilatky spojované s hemolytickou nemoci plodu a
novorozence — ¢ast 1

Weinstein, L. Clin Obstet Gynecol 1982, 25:327 and Reid, ME, Toy, PTCY. In: Hematology of Infancy and
Childhood, 5th ed, Nathan, DG, Orkin, SH (Eds), WB Saunders, Philadelphia, 1998, p. 1768.



Blood system

Public antigens

Private antigens

Specific
antigens

Yt(a)
Yt(b)

Lan
En(a)

Ge

Jr(a)
Co(a)
Co(a-b-)
Batty
Becker
Berrens
Biles
Ch/RG
Cromer
Dombrock
Evans
Gerbich
Gonzales
Good

H

Heibel
Hunt
Indian
Jobbins
Knops
LW

Radin
Rm
Scianna
Ven
Wright(a)
Wright(b)
XK

Zd

Severity of hemolytic disease of the
newborn (HDN)

Moderate to severe
Mild

Mild

Moderate

Mild

Mild

Severe

Mild

Mild

Mild

Mild

Moderate

Not a cause of HDN
Mild

Mild

Mild

Not a cause of HDN
Mild

Severe

Not a cause of HDN
Moderate

Mild

Not a cause of HDN
Mild

Not a cause of HDN
Mild

Moderate

Mild

Not a cause of HDN
Mild

Severe

Mild

Not a cause of HDN
Moderate

Tab. 3. Méné casté erytrocytarni protilatky spojované s hemolytickou nemoci plodu a

novorozence — ¢ast 2
Weinstein, L. Clin Obstet Gynecol 1982; 25:327 and Reid, ME, Toy, PTCY. In: Hematology of Infancy and
Childhood, 5th ed, Nathan, DG, Orkin, SH (Eds), WB Saunders, Philadelphia, 1998, p. 1768.



Inkompatibilita v ABO systému se vyskytuje v pfiblizné 30% téhotenstvi.
K hemolyze mUze dojit, jestlize ma matka krevni skupinu 0 a dité A nebo B, a to jiZ v prvnim
téhotenstvi. Anemie byva vétSinou jen mirna. U nezralych novorozencl se vSak po porodu
mUlzZe rozvinout zdavaind hyperbilirubinémie. ABO inkompatibilita casto plsobi jako
protektivni faktor proti RhD aloimunizaci, kdy fetalni erytrocyty proniklé do krevniho Fecisté
matky jsou destruovany materskymi protilatkami dfiv, nez dojde k senzibilizaci antigenem

RhD. (7, 33, 38, 103, 150)
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Hemolyticka nemoc plodu a novorozence

Na zakladé destrukce fetalnich erytrocytll dochazi nejprve u plodu
k vystupnovani intramedularni hematopoézy a zvySuje se pocet retikulocytl. Jestlize dojde
k zavainé anemii, zaCind se rozvijet i erytropoéza extramedularni. Nasledkem toho se
zvétsuji jatra a slezina jako zdroj erytropoézy a v periferni krvi plodu se objevuji nezralé
formy erytrocytd, tzv. erytroblasty. V dUsledku pretiZeni jater se rozviji portalni hypertenze a

hypalbuminémie.

PFi lehkych formach anemie klesa mnozstvi kysliku v krvi plodu, neméni se vsak
zatim jeho parcialni tlak. Proto nedochazi kredistribuci krevniho obéhu. Naopak pfi
zavaznych formach anemie se rozviji hypoxémie, coz ma za nasledek redistribuci krve
s preferencnim zasobenim mozku a srdce plodu a dochazi k hyperdynamické cirkulaci.
Postupné dojde k srdec¢nimu selhavani a pfi poklesu hematokritu pod 12% nasleduje hydrops
plodu, v krajnim pripadé jeho Umrti. Pro tyto plody je charakteristické zvétSeni srdce,
hepatosplenomegalie sportalni hypertenzi a se selhavanim jater, hypalbuminémie,

anasarka, ascites, polyhydramnion a ztlusténi placenty.

| pfes vC€asny porod je novorozenec stale ohroZen progresi hemolytické nemoci.
Prohlubuje se totiz anemie, jelikoz materské protilatky stale pretrvavaji v obéhu ditéte a
nadale proto dochazi k rozpadu jeho erytrocytl (Casna anemie). Navic po opakovanych
intrauterinnich transfuzich miZe byt erytropoéza vyrazné utlumena (pozdni anemie). Dalsi
riziko predstavuje hyperbilirubinémie. Az do porodu se volny bilirubin vylucuje pres placentu
do obéhu matky. Jatra novorozence vsak jesté nejsou dostatecné zrald, aby mohla zvySené
mnozstvi bilirubinu odbourat. Ten se pak uklada v bazalnich gangliich mozku a bez adekvatni
terapie se vyvine tzv. kernikterus (jadrovy ikterus). Tento stav vétSinou konci smrti, prezivsi
déti jsou pak téZce postizené, trpi spastickou choreoatetézou, percepcni hluchotou a
mentdlni retardaci. Obecné plati, Ze novorozenec z imunizovaného téhotenstvi je ohrozen

nezralosti vice neZ novorozenec stejného gestacniho stafi z normalni gravidity. (33, 150)
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Diagnostika erytrocytarni aloimunizace a hemolytické nemoci plodu

1. Screening nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek

U vSech téhotnych Zen by méla byt na zacatku gravidity mezi 11. a 13. tydnem
vySetfena krevni skupina v ABO systému a Rh faktor a screening nepravidelnych
antierytrocytarnich protilatek. Vysetfeni antierytrocytarnich protilatek se u RhD negativnich
Zen opakuje jesté ve 28. tydnu. (233) Jestlize se pritomnost protilatek potvrdi, stanovi se
jejich typ a titr. Toto vySetfeni se provadi pomoci nepfimého Coombsova testu. Za kriticky
titr se povazuje takova hladina protilatek, kterda je spojena svysokym rizikem rozvoje
hemolytické nemoci plodu a novorozence, vétsSinou 1:8 — 1:32. Vyjimkou je protilatka anti-
Kell, jeji titr nekoreluje se stavem plodu a i velmi nizké titry mohou byt spojeny se zdvaznou
formou hemolytické nemoci, naopak u protilatky anti-E ani vysoké titry zdvainou formu

nezpUsobuji.

Screening protilatek vsak mdzeme poutZit spiSe jen jako rizikovy faktor rozvoje
hemolytické nemoci plodu a novorozence. Rozhodné se na néj nelze spoléhat v predikci
zavaznosti fetalni anemie. Hemolyticky potencial protilatky je zavisly na mnoha faktorech
jako je specificita, koncentrace, avidita, 1gG podtfida, sila exprese cilového antigenu na
fetalnich erytrocytech, gestaéni stafi, pritomnost blokujicich protildtek v séru matky Cci
schopnost retikuloendotelového systému destruovat senzibilizované erytrocyty. (103, 150)
Z anamnestickych udaji je také dulezité védét, jestli se v minulych téhotenstvich vyskytla

hemolytickd nemoc plodu a novorozence a jaky méla priibéh.

2. Stanoveni genotypu

Stanoveni genotypu otce ditéte nam muZe usnadnit dalSi management péce o
téhotnou s potencidlni aloimunizaci. Je-li otec RhD negativni, plod nem(iZe byt RhD pozitivni
a dalsi sledovani gravidity neni nutné. Naopak je-li otec homozygot pro D alelu, plod musi byt
RhD pozitivni. A nakonec, je-li heterozygot pro D alelu, je 50% pravdépodobnost, Ze plod je

RhD pozitivni. Tato teorie vSak narazi na skutecnost, Zze az v 5% téhotenstvi neni skutecny

12



biologicky otec shodny s otcem uvadénym v rodném listu ditéte. Tudiz i z etického hlediska

neni toto vysSetreni pfilis vhodné.

Naopak stanoveni genotypu samotného plodu muizZze byt velmi pfinosné.
Vysetfeni provadime jednak invazivné pomoci PCR zamniocytl, choriovych klkd i
kordocentézy. Pfi uZiti prvnich dvou metod vSak musime pocitat s 1-3% rizikem faleSné
negativity, navic tyto invazivni vykony mohou zesilit imunitni reakci rodicky. Genotyp plodu
Ize dnes stanovit i neinvazivné, a to analyzou volné fetalni DNA z matefské krve. Zdrojem
této DNA jsou apoptoticka téliska trofoblastu pronikajici do krevniho obéhu matky spiralnimi

artériemi. (82, 84, 88, 110, 141, 150)

3. Ultrazvukové vysetreni

Pomoci ultrazvukového vysetreni mdZzeme neinvazivné sledovat markery rozvoje
hemolytické nemoci plodu. Patfi mezi né zvétSeni biventrikuldrniho priméru srdce, s ¢imz
souvisi i snizeni thorako-kardidlniho indexu pod 2, rozsSifeni umbilikalni vény, ztlusténi
placenty, polyhydramnion, hydrotorax, hydroperikard, ascites a hepatosplenomegalie. Tyto
nalezy vsak jiz poukazuji na rozvinuté onemocnéni plodu a selhavani kompenzacnich

mechanismU rozvinuté tézké anemie.

4. Dopplerometrie

U anemickych plodd dochazi nasledkem poklesu viskozity krve a zvyseni
srdecniho vydeje ke zvyseni pritokové rychlosti ve fetdlnich cévach — tzv. hyperdynamicka
cirkulace. U leh¢ich forem anemie vSak nedochazi kredistribuci krevniho obéhu
s preferen¢nim zasobenim srdce a mozku, protoze neni ovlivnén parcialni tlak kysliku a oxidu

uhlic¢itého. Redistribuce nastava az u tézkych forem anemie, kdy je jiz pfitomna hypoxémie.

Dopplerometrie predstavuje nejvyznamnéjsi neinvazivni metodu k urceni
zdvaznosti fetdlni anemie. Existuje totiz zavislost mezi prGtokovou rychlosti krve a

hematokritem plodu (graf 1.). (155) Nejvhodnéjsi cévou k predikci stupné fetalni anemie je
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arteria cerebri media, konkrétné jeji maximalni pritokova rychlost (MCA-PSV) (obr. 1.). Jako
kritické hodnoty se pouZivaji nasobky medianu (MoM), konkrétné 1,5 MoM. Svou roli hraje
dynamika rGstu MCA-PSV, nejen jeji absolutni hodnota. Stanoveni MCA-PSV ma az 100 %
senzitivitu, podminkou je dokonalé zvladnuti metodiky méreni. Tato metoda vsak po
opakovanych transfuzich selhava. (153) Jako dalsi dopplerometricky marker potom mlzeme
vyuzit hodnoceni pritomnosti systolické atrioventrikuldrni regurgitace jako znamky hroziciho

rozvoje hydropsu plodu. (12, 30, 33, 46, 64, 65, 67, 145, 146, 148, 149, 150, 154, 160)
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Graf 1. MCA peak velocity

A: stfedné tézka azZ tézka anémie, B: lehka anémie, C: bez anémie

MCA: middle cerebral artery; MOM: multiples of the median.

Mari, G, for the Collaborative Group for Doppler Assessment of the Blood Velocity in Anemic Fetuses.
Noninvasive diagnosis by Doppler ultrasonography of fetal anemia due to maternal red-cell alloimmunization. N
Engl J Med 2000; 342:9.
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AB 2-7I0bstetric MIT0.8 Ustav lekar. genetiky Olemouc

2219 1em 1 26Hz Tls 0.8 15.03.2006" 10:28:18
Pwr 100 @ [ ; Lt MCA-PS 61.96cm/s
Gn -1 : ! Har-mid
WMF 180 Hz . Pwr 100 %
SV Angle 0 i Gn 1
size 1.0mm : L C6 /M5
Frg mid P33/ E2
PRF 3.3kHz

Pwr 100 %
Gn 4.0

Freg mid
Qual norm
WMF low1
PRF 3.2kHz

* I Cine 157

Obr. 1. Stanoveni maximalni prtitokové rychlosti v arteria cerebri media (MCA-PSV)

5. Amniocentéza (AMC)

Pomoci AMC a spektrofotometrie mlzeme méfit koncentraci bilirubinoid(
v plodové vodé jako nasledek hemolyzy plodu. Vzhledem kinvazivité, nizké senzitivité i

specificité se jiz toto vySetfeni nepouziva.

6. Kordocentéza

Kordocentéza se provadi transabdomindlné pod ultrazvukovou kontrolou. Jelikoz
se jedna o invazivni metodu, vyuzivame ji tehdy, jestlize pfedpokladame, Zze bude nasledovat
intrauterinni transfuze. Pomoci punkce pupecniku jsme schopni vysetfit krevni obraz plodu a
spocitat presnou ddavku intrauterinni transfuze. Navic mUZeme urcit i genotyp plodu a
pfipadnou infekci nékterymi viry, které mohou zplsobit anemii plodu (parvovirus B19,
cytomegalovirus). Riziko komplikaci kordocentézy je kolem 1%, muiZe se vyskytnout

bradykardie plodu ¢i trombdza umbilikalni vény, je zde i riziko vzniku chorioamnionitidy.

Vsechny uvedené metody shrnuje nasledujici tabulka (tab. 4.).
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Neinvazivni

screening protilatek

stanoveni genotypu
e oftce
e plodu

ultrazvukové vysetreni

dopplerometrie
e MCA-PSV

e systolickd atrioventrikularni regurgitace

Invazivni

amniocentéza

kordocentéza

Tab. 4. Diagnostické metody k predikci fetalni anémie

16



Terapeutické moznosti

1. Plazmaferéza

Plazmaferézu je mozné provadét jiz od 12. tydne téhotenstvi. Vyuziva se ke
snizeni koncentrace protilatek v materské cirkulaci, ¢imz dokaze oddalit podani intrauterinni
transfuze v fadu tydna. Tento vykon je vsak ndkladny, vysledek je jen docasny a existuje pfi
ném riziko prenosu krvi prenasenych nemoci jako hepatitida C a HIV. Plazmaferéza je
vyuZitelnd zejména u rodicek, u nichz se v predchozim téhotenstvi rozvinul hydrops plodu uz

pred 20. tydnem téhotenstvi. (33, 150)

2. Nespecificky sérovy imunoglobulin

Obdobné jako plazmaferéza by méla byt tato metoda uZivdna pouze u
téhotenstvi, kde je vysoké riziko ¢asného rozvoje tézké hemolytické nemoci plodu v dobég,
kdy jesté nelze podat intrauterinni transfuzi. Spociva vintravendznim podani

imunoglobulinu, coz vede ke snizeni produkce matefskych protilatek. (33, 150)

3. Intrauterinni transfuze (IUTRF)

V dnesni dobé se jedna o nejefektnéjsi metodu lécby tézké fetalni anémie. Je
indikovana pfi poklesu hematokritu plodu pod 30 %. Intrauterinni transfuze se provadi pod
ultrazvukovou kontrolou nejcastéji cestou vena umbilicalis, a to u jejiho placentarniho
uponu. Pouzivdame ozareny a deleukotizovany 0 RhD negativni koncentrat s hematokritem
0,75-0,85. Objem podané krve se pocita podle riznych vzorc(, kdy je tfeba znat pribliznou
hmotnost plodu a vychozi hematokrit. Nemél by vSak presahnout 20 ml na 1 kg plodu, mohlo
by totiz dojit k obéhovému selhdni v dlisledku vysoké viskozity krve. Transfuzi je mozné
zopakovat v pripadé potreby za 48 hodin. Vykon provadime aZz do doby, kdy mlzZeme
bezpeclné téhotenstvi ukoncit, tedy do Zivotaschopnosti plodu, v 7-10 dennich intervalech.

Uspésdnost lé¢by je vysokd, u plodd pred rozvojem hydropsu az 95 %. (167, 168)

17



Jako kazdy invazivni vykon, ani IUTRF neni bez rizika. Casto dochazi k bradykardii
plodu, ktera se vsak vétSinou spontanné upravi. Mezi méné cCasté (1-3%), ale velmi zdvaziné
komplikace patfi akutni srde¢ni zastava plodu, trombdza umbilikalni vény, akutni tamponada
pupecniku, trombembolie plodu, krvaceni z pupecniku az exsangvinace plodu, poranéni
placenty muize zpUsobit akutni abrupci. VSechny tyto zadvainé komplikace vyzaduji akutni
ukonceni téhotenstvi cisarskym fezem. Plod je ohroZen také rozvojem chorioamnionitidy
nebo predcasnym odtokem plodové vody, navic se miZe zhorsit i stupen aloimunizace.
Posledni IUTRF se provadi nejpozdéji ve 35. tydnu téhotenstvi, kdy se jiz predpoklada, ze

riziko prematurity je nizsi nez riziko samotné IUTRF.

4. Péce o novorozence

Po porodu vyZaduji novorozenci z aloimunizované gravidity specializovanou péci.
Jsou vice ohroZeni nezralosti nezZ stejné stafi jedinci z neimunizované gravidity. Vyskytuje se
u nich zejména opozdéna maturace plic, zvySené riziko intrakranidlniho krvaceni v dlsledku
trombocytopenie nebo leukopenie s vyssim rizikem rozvoje infekce. Plod je ohrozen nejen

anemii, ale i hyperbilirubinémii.

Diagndza hemolytické nemoci novorozence je zaloZena na stanoveni krevni
skupiny ditéte (RhD pozitivni dité a RhD negativni matka, krevni skupina A nebo B u ditéte, 0
u matky), stanoveni krevniho obrazu plodu, ktery vykazuje znamky hemolyzy (snizené
mnoZstvi erytrocytli, polychromazie, retiukulocytéza), a prukazu protilatek v krvi
novorozence primym nebo nepfimym Coombsovym testem. Klinicky se postizeny
novorozenec projevuje letargii, Spatnym sadnim, vysoko posazenym kfikem, hypotonii,

bledosti, tachykardii, tachypnoi az obéhovym selhanim. (38)

Lécba novorozence se zaméruje na korekci anémie a hyperbilirubinémie. Jestlize
predpokladame, Ze dité bude postizeno hemolytickou nemoci, je vhodné provést odbér krve
z pupecniku ke stanoveni krevni skupiny, hematokritu, hladiny bilirubinu a provést kfizovou
zkousku pro pfipadnou naslednou transfuzi. U lehkych forem anemie bez pritomnosti tézké

hyperbilirubinémie vétSinou postaci ke korekci suplementace Zelezem a podani

18



rekombinantniho erytropoetinu. U stfedné tézkych forem poddvdme doplnujici transfuzi, u
tézkych forem pak transfuzi vyménnou. Ta jednak zvysuje pocet erytrocytd, zaroven dochazi
k odstranéni sérového bilirubinu, erytrocytd plodu s navdzanymi protildtkami a volnych
maternalnich protilatek, ¢imz ¢astecné zabranime dalSi hemolyze. U stfedné tézkych forem
anemie podavame transfuzi krevni skupiny na zakladé kfizové zkousky, u tézké formy

s projevy Soku 0 RhD negativni.

Mezi léCebné moznosti hyperbilirubinémie se radi fototerapie u lehkych forem, u
tézkych forem pak vyménna transfuze a aplikace intravendzniho imunoglobulinu (IVIG), ktery
inhibuje hemolyzu na zdkladé blokace receptorl pro protildtky na erytrocytech.
Podporujeme kojeni a predevsim dbame na fradnou hydrataci novorozence, jelikoz
fototerapie zvysuje ztraty tekutin kdzi, navic odpadni produkty vzniklé pfi fototerapii jsou
vyluCovany moci. Jestlize nepostacuje peroralni hydratace, pfistupujeme k intravendéznimu

podani tekutin. (38)

Guidelines k jednotlivym dkonim na zakladé hladiny bilirubinu, stafi

novorozence, gestacniho stafi a pritomnosti rizikovych faktor uvadi grafy 2. — 3.
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Graf 2. Guidelines pro vyménnou transfuzi u novorozencti 35 tydnt gestace a starsich
Vymeénna transfuze je indikovana, jestlize novorozenec jevi znamky akutni bilirubinové encefalopatie
nebo jestlize je celkovy sérovy bilirubin > 5 mg/dL (85 umol/L) nad témito liniemi. Rizikové faktory
zahrnuji isoimunni hemolytickou nemoc, asfyxii, letargii, nestabilitu teploty, sepsi, aciddzu, deficit
G6PD

Subcommittee on Hyperbilirubinemia. Management of Hyperbilirubinemia in the Newborn Infant 35 or More
Weeks of Gestation. Pediatrics 2004; 114:297. Copyright © 2004 The American Academy of Pediatrics.
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Graf 3. Guidelines pro fototerapii u novorozencu 35 tydni gestace a starsSich

Fototerapie je indikovana, jestlize je celkovy sérovy bilirubin levels 2-3 mg/dL (35-50 mmol/L) pod
témito liniemi. Rizikové faktory zahrnuji isoimunni hemolytickou nemoc, asfyxii, letargii, nestabilitu
teploty, sepsi, aciddzu, deficit G6PD, albumin <3.0 g/dL

Subcommittee on Hyperbilirubinemia. Management of Hyperbilirubinemia in the Newborn Infant 35 or More
Weeks of Gestation. Pediatrics 2004, 114:297. Copyright ©2004 The American Academy of Pediatrics.
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Matka

¢ plazmaferéza

¢ nespecificky sérovy imunoglobulin

Plod

e intrauterinni transfuze

Novorozenec

e fototerapie
e doplfujici transfuze
e vyménna transfuze

¢ nespecificky sérovy imunoglobulin

Tab. 5. Terapeutické moznosti hemolytické nemoci plodu a novorozence

Terapie anémie

¢ doplnujici transfuze
e vyménna transfuze
¢ suplementace Zelezem

¢ rekombinantni erytropoetin

Terapie hyperbilirubinémie

e fototerapie,
e vyménna transfuze

¢ nespecificky sérovy imunoglobulin

Tab. 6. Terapie anémie a hyperbilirubinémie plodu a novorozence
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Prevence RhD aloimunizace u RhD negativnich zen

Objev imunoglobulinu anti-D (IgG anti-D) patfi k nejvyznamnéjSim objevim
moderniho porodnictvi. Zavedenim profylaxe IgG anti-D vyznamné poklesl vyskyt
aloimunizace. Aloimunizace vznika na zakladé prlniku fetalnich erytrocyt( pres placentu do
krevniho obéhu matky (tzv. fetomaternalni hemoragie — FMH). Ta si pak, jestlize je RhD
negativni a plod RhD pozitivni, zaCne vytvaret protilatky anti-D namifené proti RhD
pozitivnim erytrocytim plodu. Nejprve se jednd o protildtky IgM, které pres placentarni
bariéru nepronikaji, tudiz by plod nemél byt ohroZen. Problém mduZe nastat v dalSim
téhotenstvi v pfipadé, Ze je plod opét RhD pozitivni. Nyni se jiz tvofi protilatky tfidy 1gG,
které placentou volné prochazi a mohou zpUsobovat destrukci fetalnich erytrocyt(. (103)
Proto bychom meéli vSechny tyto potencidlné senzibilizujici uddlosti odhalit a matce aplikovat

IgG anti-D.

Mechanismus plsobeni IgG anti-D spociva ve vyvazani fetalnich erytrocyt(, ty
nemohou stimulovat imunitni systém Zeny a ta si nezacne tvofit protilatky proti D antigenu.
Komplex protilatka-antigen je pak vychytan v retikuloendotelovém systému plodu. Zaroven

IgG anti-D zpUsobuje down-regulaci antigen specifickych B lymfocyta. (124, 170)

IgG antiD se vyrdbi z lidské plazmy muZskych darcl, ktefi opakované podstoupi
aplikaci RhD pozitivnich erytrocyt(, ¢imz si vytvofi vysoky titr polyklonalni protilatky anti-D.
Takto ziskana plazma je vySetfena na pritomnost viru hepatitidy C, hepatitidy B, parvovirus
B19 a HIV. Navic procesem pfipravy se tyto pfipadné castice eliminuji. V soucasnosti se
pracuje na pfipravé rekombinantniho IgG anti-D, vyvoj je ve fazi klinickych studii, kdy se

zkouma efektivita ve srovnani se standardnim polyklonalnim IgG anti-D. (124, 170)

Aplikace IgG anti-D je velmi bezpecnd. Béhem 10 let (1990-2000), kdy bylo
podano 2,9 milionli davek, zaznamenali vyrobci jen 11 nezadoucich reakci. (124, 170) Nebylo
prokazano riziko vzniku fetdlni anemie, zvySeni maternalni imunitni odpovédi na RhD
pozitivni erytrocyty, zhorseni porodnickych vysledkl ¢i ovlivnéni imunitniho systému plodu.

Riziko prenosu krvi pfenasenych virQ je vzhledem k procesu vyroby zanedbatelné.
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Nejvyznamnéjsi udalosti, kdy dochazi k fetomaternalni hemoragii, je porod. Proto
vSéem RhD negativnim Zendm po porodu RhD pozitivniho plodu aplikujeme 1gG anti-D co
nejdfive po porodu, nejpozdéji do 72 hodin. Jestlize se aplikace opomene, ma smysl provést
profylaxi do 13., ve vyjimecnych ptipadech az do 28. dne po porodu. (1, 49, 200) Davka
imunoglobulinu postacujici k profylaxi aloimunizace je 100 pyg. Vidy je vhodné po porodu
vysSetfit objem fetomaterndlni hemoragie, nejlépe pomoci pritokové cytometrie. U rodicek
jiz aloimunizovanych antepartdlné Ci z pfedchozich téhotenstvi aplikace 1gG anti-D nema

smysl. (138, 139, 140, 141, 142, 143)

K fetomaterndlni hemoragii vS8ak mlzZe dojit i antepartdlné, Casto bez zjevné
priciny. Pfiblizné 1% téhotnych RhD negativnich Zen sRhD pozitivnim plodem se
aloimunizuje jesté pred porodem, v naprosté vétsiné ale az po 28. tydnu téhotenstvi. Proto
vSem RhD negativnim Zenam aplikujeme ve 28. tydnu téhotenstvi IgG anti-D v davce 250 pg.
(115, 131, 182, 184, 206) Mezi dalsi potencialné senzibilizujici udalosti a tudiz i indikace
k podani 1gG anti-D patfi umélé ukonceni téhotenstvi, samovolny potrat s revizi dutiny
délozni, mimodélozni téhotenstvi, evakuace molarni gravidity, biopsie choriovych klk{,
amniocentéza, kordocentéza a jiné invazivni vykony, indukovany potrat, intrauterinni umrti
plodu, zevni obrat, poranéni brficha a porodnické krvaceni. U intermitentniho krvaceni se
aplikace 1gG anti-D opakuje v 6-tydennich intervalech, pti kazdé nové epizodé by méla byt
vySetfena FMH. Do 20. tydne téhotenstvi je postacujici davka 1gG anti-D 50 pg, po 20. tydnu
pak 100 pg, opét je vhodné vysetfeni FMH k pfipadné Upravé davky. (138, 139, 140, 141,
142, 143, 170)

Indikace k aplikaci a davku IgG anti-D prehledné shrnuje nasledujici tabulka. (tab.

7)
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1. trimestr (50 pg)

umélé ukonceni téhotenstvi

samovolny potrat s revizi dutiny délozni
ektopicka gravidita

evakuace molarni gravidity

biopsie choriovych klki

2. a 3. trimestr (100 pg)

amniocentéza

kordocentéza

jiné invazivni vykony (diagnostické i terapeutické)
indukovany potrat

intrauterinni Umrti plodu

zevni obrat u konce panevniho

poranéni bficha

porodnické krvaceni

Antepartalni profylaxe ve 28. tydnu téhotenstvi (250 pg)

Porod (100 pg)

Tab. 7. Potencialné senzibilizujici udalosti, kdy je indikovana aplikace a IgG anti-D u RhD

negativnich Zen, jestlize u nich nebyla zjisténa pfitomnost protilatek anti-D. Po porodu se
IgG anti-D aplikuje pouze u rodicek s RhD pozitivhim plodem.
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Fetomaternalni hemoragie

Fetomaternalni hemoragie (FMH) predstavuje stav, ktery je zplisoben ztratou
integrity normalni fyziologické bariéry mezi fetadlni a matefskou cirkulaci. Pozitivni
fetomaternalini arterio-vendzni tlakovy gradient zpUsobuje, Ze fetalni erytrocyty pronikaji do
matefské cirkulace. Nejvyznamnéjsi udalosti, pfi které k praniku dochazi, je porod, a to jak
vaginalni, tak operacni. Dale to jsou udalosti prenatalni, mezi néz patfi potrat, mimodélozni
téhotenstvi, parcidlni mola, amniocentéza, odbér choriovych klk( (CVS), kordocentéza,
redukce embryi, abrupce placenty, placenta praevia Ci jiné krvaceni, tupé poranéni bficha
nebo obrat zevnimi hmaty. Nékteré priciny vSak zUstavaji i naddle neodhaleny a ke krvaceni
dochazi v podstaté bez prokazatelnych vnéjsich pricin. (2, 26, 40, 77, 254) Dle Augustsona et
al. u naprosté vétsiny poroda (98,5%) predstavuje objem FMH méné nez 2,5ml, u vice nez

90% porodU je to dokonce pod 1ml. Pouze u 0,4% je objem FMH vétsi nez 6 ml. (9)

Vyznam stanoveni FMH spocivda mimo jiné v urceni mnozstvi fetalnich erytrocytd,
které pronikly do obéhu RhD negativni matky po porodu RhD pozitivniho plodu. Protoze je
RhD antigen velmi silnym antigenem, k RhD aloimunizaci matky dochazi jiz pfi priniku 0,1 ml
RhD pozitivnich fetalnich erytrocytld. Fetomaternalni hemoragie o objemu 1 ml fetalni krve
pfedstavuje objem pFiblizné 0,5 ml fetalnich erytrocytl (FMH). V Ceské republice se v rdmci
prevence RhD aloimunizace podava standardné RhD negativnim matkam po porodu RhD
pozitivniho plodu 250 pg anti-D imunoglobulinu u vagindlnich porodd, 500 pg pak u porodu
cisafskym rezem, klestovych porodd, porodl dvojéat nebo po manudlni lyze placenty. Davka
anti-D imunoglobulinu 10 pg (50 IU) predstavuje ochranu proti 1 ml plné fetdlni krve, coz

odpovida 0,5 ml RhD pozitivnich erytrocytu. (tab. 8.) (10)
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Objem plné fetalni krve (ml) Objem fetalnich erytrocytu Davka anti-D imunoglobulinu
FMH (ml) (ng)

1 0,5 10

Tab. 8. Fetomaternalni hemoragie a davka anti-D imunoglobulinu potifebna k zabranéni
vzniku aloimunizace u RhD negativnich Zen po porodu RhD pozitivniho plodu

Z vyse uvedeného vyplyva, Ze davka anti-D imunoglobulinu je u naprosté vétsiny
porodd nadbytecna. Naopak u pfiblizné 1% porod(i vSak dochazi k excesivni FMH, kdy je
béZzné podavana davka IgG anti-D nedostacujici. Pravé tyto pripady je nutné cilené odhalit a
rodickdm tak poskytnout spravnou a dostacujici prevenci aloimunizace RhD antigenem.
Pokud k aloimunizaci RhD negativni Zeny dojde, mGze byt RhD pozitivni plod v nasledujicich

téhotenstvich ohrozen rozvojem hemolytické nemoci.

Moznosti stanoveni fetomaternalni hemoragie

V soucasné dobé existuje nékolik moznosti stanoveni FMH: Kleihauer-Betke test,
pratokova cytometrie, rosetovy test, ELAT (enzyme linked antiglobulin test) a dalsi testy. (3,

10, 13, 29)

1. Kleihauer-Betke test — kysela eluce

Napr. v Australii byla tato metoda mnoho let vyuZivana jako hlavni metoda ke
stanoveni FMH. Vyuziva skutecCnosti, Ze erytrocyty obsahujici fetalni hemoglobin jsou
rezistentni k vymyvani kyselinou. Po inkubaci se fetalni erytrocyty v mikroskopu jevi jako
jasné ruzové bunky, zatimco materské jsou bledé. (obr. 2.) Existuje nékolik modifikaci

provedeni a je mozno vyuzit i komercné vyrabéné sety. (10)
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Obr. 2. Kleihauer-Betke test
Sipka ukazuje typicky tmavé razovy fetdlni erytrocyt. V pozadi maternalni erytrocyty (,ghost®).

Kromé vyuziti ke stanoveni FMH se metody vyuZiva i k detekci mozného krvaceni
novorozencl po porodu, zejména v pripadech spodezienim na rektalni krvaceni, u
dospélych pak jako pomlcka k diagnostice nékterych typU anemie (thalassemia major,

srpkovitd anemie). (199)

Mezi prednosti kyselé eluce patti skutecnost, Ze metoda nevykazuje zavislost na
pfitomnosti ¢i nepfitomnosti RhD antigenu, vyZaduje jen zakladni laboratorni vybaveni a je
relativné levna. Ma vsak naopak mnoho nedostatkd, napriklad krok eluce hemoglobinu je
citlivy k pH, teploté i ¢asu a interpretace vysledku je subjektivni, navic metoda vyzaduje
urcitou zkusSenost laboranta provadéjiciho odecet. Velkym problémem je také to, Ze se jedna

o pouhy odhad ve vypoctu vysledku, tedy jen semikvantitativni hodnoceni.

Navic béhem téhotenstvi fyziologicky stoupa hladina HbF v materskych
erytrocytech (u priblizné 25% téhotnych Zen hladina materndlniho HbF stoupa nad horni
hranici normy v 8. tydnu gravidity a pretrvava do 32. tydne) a u 1-2% populace se vyskytuje

vrozena perzistence fetalniho hemoglobinu. (10)

Z vyse uvedeného vyplyvd, Ze tuto metodu je pro svou relativni jednoduchost
mozné poutzit jako metodu screeningovou, pro exaktni stanoveni je vSak zapotfebi metody

presngjsi.
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V soucasné dobé na nasem trhu existuje nékolik vyrobcl soupravy pro stanoveni
FMH pomoci kyselé eluce. Jedna se napft. o test ,Fetadlni hemoglobin“ nebo ,Kleihauer Kit“.

Vyrabi se jako soupravy pro 50 ¢i 200 vysSetreni.

2. Analyza pritokovou cytometrii

Princip prUtokové cytometrie spocivd v kvantifikaci malého poctu bunék
pfitomnych ve velké bunécné populaci. Diferenciace a kvantifikace je dosazeno nejcastéji
pomoci fluorescencné znacenych protilatek. Jednu z nejpresnéjsich moznosti predstavuje
tzv. dudlni fluorescentni detekce dvou intracelularnich antigent: hemoglobinu F (HbF) a
karbonické anhydrazy (CA). Oba antigeny jsou detekovany ze vzorku periferni krve s EDTA

(kyselina ethylendiamintetraoctova). (198)

Tato metoda je tedy zaloZzena na kombinaci dvou protilatek. Jedna je namirena
proti fetdlnimu hemoglobinu, ktery je obsazZen ve fetdlnich erytrocytech a v malém procentu
adultnich erytrocytd (tzv. F-bunky). Druha protildtka je namifena proti karbonické
anhydraze, enzymu obsazeném jen v adultnich erytrocytech a pozdnim stadiu fetalnich
erytrocytll. Dualni barevna priitokova cytometrie tedy umoznuje simultanni stanoveni téchto

dvou intraceluldrnich antigent. Ukdzku cytogramu zobrazuje obrazek. (obr. 3.) (198)

10+
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Obr. 3. Cytogram, fetalni erytrocyty jsou lokalizovany v levém hornim kvadrantu
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Vysetfeni tudiz umoziuje spolehlivé kvantitativni stanoveni mnozstvi fetalnich
erytrocytl proniklych do materské cirkulace. Rozliseni jednotlivych bunék uvadi tabulka (tab.

9).

Burika detekce

fetdlni erytrocyty jasna exprese HbF, kompletni absence CA
maternalni erytrocyty absence HbF, jasna exprese CA
maternalni F-buriky nizky HbF, jasna exprese CA

Tab. 9. Rozliseni bunék pomoci pritokové cytometrie

K nespornym vyhoddm metody patfi vysokd senzitivita i pFfesnost, analyza
pratokovou cytometrii tudiz poskytuje objektivni kvantitativni vysledek. (124) Minimalni
objem fetalnich erytrocytl detekovatelny pritokovou cytometrii je 0,1 ml, coz predstavuje
objem, ktery je jiz schopny zpUsobit RhD aloimunizaci. BohuZel pofizovaci naklady jsou stale
vysoké a metoda je zatim dostupna jen ve vétSich centrech. Porovnani Kleihauer-Betke testu

a prutokové cytometrie znazornuje tabulka 10. (tab. 10.)
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vyhody nevyhody

Kleihauer-Betke test * bez zavislosti na pfitomnosti | *  nizka senzitivita metody (citlivost
¢i nepfitomnosti RhD k pH, teploté a Casu, subjektivni
antigenu interpretace vyzadujici zkusenost

* vyZaduje jen zakladni laboranta, ktery provadi odecet)
laboratorni vybaveni e  nizka specificita metody
e nizké naklady (stoupajici hladina HbF v

matefskych erytrocytech béhem
téhotenstvi, vrozena perzistence
fetdlniho hemoglobinu)

e semikvantitativni stanoveni
(pouhy odhad ve vypoctu

vysledku)
prutokova cytometrie e vysoka senzitivita i specificita |* vysoké pofizovaci naklady
e presné kvantitativni e dostupnost jen ve vétsich

stanoveni centrech

Tab. 10. Srovnani pritokové cytometrie a Kleihauerova testu

V Ceské republice se distribuuje jedina diagnosticka souprava pro stanoveni FMH
pomoci pratokové cytometrie, kterd je nezavisla na RhD pozitivité ¢i negativité fetdlnich

erytrocytl. Jedna se o ,Fetal Cell Count kit“. Dodava se jako souprava pro 25 vysetreni.

3. Rozetovy test

Tato metoda vyuzivd nepfimy antiglobulinovy test. ZvySené senzitivity je
dosazeno pridavkem RhD pozitivnich ,indikatorovych® erytrocytl. Tyto bunky adheru;ji
k protildtkdm anti-D, které pokryvaji minoritni populaci RhD pozitivnich fetalnich erytrocytu

a dohromady vytvareji rozety Ci clustery. Vysledek se odecitd mikroskopicky. (102, 225)

K pfednostem metody patfi jeji nizké naklady a relativni jednoduchost, avsak je

malo pfesna, neni zde moznost kvantitativniho stanoveni a je aplikovatelna jen v pfipadé, ze
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plod je RhD pozitivni a matka RhD negativni. Tato omezeni ji pfedurcuji pouze jako metodu
screeningovou s moznosti detekce vétsich krvaceni nad 4 ml fetalnich erytrocytll. V USA se

jako screeningovy test s Uspéchem vyuziva.

4. ELAT (enzyme linked antiglobulin test)

Jednd se o test urceny ke kvantitativnimu stanoveni FMH, ktery je zaloZeny na

nepfimém antiglobulinovém testu.

5. DalsSi moznosti

K dalSim moZnostem patfi stanoveni AFP v séru matky, stanoveni placentarni
alkalické fosfatazy, PCR, FISH nebo gelovy sloupcovy test. Ani jedna z téchto metod vsak neni

dostacujici k presnému urceni FMH.

Vyznam stanoveni fetomaternalni hemoragie

| pres zavedeni profylaxe anti-D imunoglobulinem RhD negativnim matkam po
porodu RhD pozitivniho ditéte predstavuje RhD aloimunizace téhotnych Zen stale vyznamny
problém. | kdyz existuje vice pficin zpUsobujicich rozvoj zavainé fetalni anemie, z(stava
aloimunizace matky RhD antigenem i nadale pri¢inou nejcastéjsi. Je vSeobecné znamo, Ze
RhD aloimunizace mlze vést k rozvoji hemolytické nemoci u plodu i novorozence. Plod je
ohroZzen anémii, v krajnich pripadech muaZe dojit k rozvoji hydropsu plodu a kjeho
naslednému umrti. Plody ohrozené rozvojem hemolytické anémie je proto nutné sledovat ve
specializovanych centrech a vindikovanych pripadech podat intrauterinni transfuzi nebo
téhotenstvi predc¢asné ukoncit. U novorozence se kromé anemie obavame i

hyperbilirubinémie.
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Mnoha pfipadiim RhD aloimunizace bychom vsak mohli zabranit vySetfenim
fetomaterndlni hemoragie u RhD negativnich Zen pfi porodu RhD pozitivniho plodu. Jak jiz
bylo feceno, pfiblizné u 1 % porod(i dochazi k excesivni FMH, kterd z(istdva neodhalena a tim
padem je i nedostatecné provedena prevence RhD aloimunizace. Na zakladé presného
vysetifeni FMH bychom mohli tyto Zeny identifikovat a poskytnout jim dostate¢nou profylaxi

adekvatnim zvysenim davky anti-D imunoglobulinu.

Naopak naprosta vétSina RhD negativnich Zen po porodu RhD pozitivniho ditéte
dostava davku anti-D imunoglobulinu pausalné vyssi, nez skutec¢né potfebuje. Stanoveni
FMH prutokovou cytometrii by tak znamenalo aplikaci davky presné odpovidajici potrebé
rodicky, tim padem i vyrazné Setfeni nakladd. Davku anti-D imunoglobulinu a odpovidajici

mnoZstvi FMH, kterou tato ddvka pokryje, uvadi tabulka 11. (tab.11.)

Davka anti-D imunoglobulinu Odpovidajici mnozstvi Odpovidajici objem plné
(ng) fetalnich erytrocytti FMH fetalni krve (ml)
(mi)
50 2,5 5
125 6,25 12,5
250 12,5 25
500 25 50

Tab. 11. Pokryti FMH aplikaci anti-D imunoglobulinu (objem fetalni erytrocytd proniklych
do mateiského krevniho obéhu a davka anti-D imunoglobulinu postacujici k prevenci RhD
aloimunizace)

Jednoznacné nejpresnéjsi metodu predstavuje stanoveni FMH pomoci priitokové
cytometrie, aktudlni dostupnost tohoto vy3etieni je viak v Ceské republice omezena.
Nejvhodnéjsi screeningovou metodou, kterou Ize s Uspéchem pouZit v soucasnosti i u nas, se
jevi Kleihauer-Betke test. K jeho provedeni je potreba jen zakladni laboratorni vybaveni a

naklady na jedno vySetfeni jsou relativné nizké. Jestlize se pomoci tohoto screeningového
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testu prokaze excesivni FMH, mél by byt vzorek krve rodicky odeslan na vyssi pracovisté

k presnému stanoveni objemu FMH.

V soucasné dobé je dostupnych nékolik moznosti stanoveni FMH. At uZ se jedna o
screeningové vySetfeni pomoci Kleihauer-Betkeho testu s pfipadnym ndslednym
dovysetienim excesivni FMH, ¢i rovnou presné kvantitativni stanoveni pomoci pritokové
cytometrie. Zavedeni vySetieni FMH u RhD negativnich Zen po porodu RhD pozitivniho plodu
by umoznilo snizit pausalné podavanou davku anti-D imunoglobulinu a tim i sniZit naklady
spojené s provadénim prevence RhD aloimunizace. Hlavni pfinos vSak spociva v odhaleni
excesivni FMH. V téchto pfipadech neni dosud rodi¢ckam podavana potifebna davka anti-D
imunoglobulinu, kterd by postacovala k zabranéni aloimunizace RhD antigenem. Snizenim
vyskytu RhD aloimunizace u téhotnych Zen bychom mohli vyrazné snizit i incidenci

hemolytické nemoci plodu a novorozence.
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Cile prace

Cil ¢. 1: Zjistit incidenci fetomaterndlni hemoragie (FMH) pfi vagindlnim porodu, stanovit
objem fetalnich erytrocytll, které pronikaji do materské krve, a identifikovat rizikové stavy,

pfi kterych dochazi k excesivni FMH.

Cil ¢. 2: Zjistit incidenci fetomaternalni hemoragie (FMH) pfi porodu cisafskym fezem a

stanovit objem fetalnich erytrocytd, které pronikaji do materské krve.

Cil ¢. 3: Zjistit vliv véku rodicky, parity, délky trvani téhotenstvi a hmotnosti plodu na objem

fetalnich erytrocyt(, které pronikaji do materské krve pti spontannim porodu.

Cil ¢. 4: Optimalizace doporuceni k provadéni prevence RhD aloimunizace u RhD negativnich

zen
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Soubor a metodika

V prospektivni kohortové studii bylo provedeno celkem 5334 vySetfeni. MnozZstvi
fetalnich erytrocytl proniklych do obéhu matky po porodu bylo stanoveno pritokovou
cytometrii na pfistrojich: BDFACSCanto (Becton Dickinson International) a CYTOMICS-FC500

(Beckman Coulter).

Jako kontrolni skupinu (n=3295) jsme si definovali skupinu rodi¢ek po normalnim
vaginalnim porodu, vyloudili jsme operativni porody (cisafsky fez, vakuumextrakce, klestovy
porod), porody mrtvého plodu, viceCetna téhotenstvi a porody s manudlnim vybavenim

placenty a/nebo instrumentalni revizi dutiny délozni.

Jako rizikové skupiny byly stanoveny skupiny rodicek po porodu cisafskym fezem
(n = 1567), po klestovém porodu (n = 40), po porodu vakuumextrakci (n = 273), po
spontannim porodu dvojéat (n = 48), po manualni lyze placenty (n = 65) a po instrumentalni

revizi dutiny délozni (n = 23).

Rizikova skupina porod cisarskym rezem byla jesté ddale podrozdélena: abrupce

placenty (n = 17), jednocetna téhotenstvi (n = 1384) a dvojcetna téhotenstvi (n = 164).

Odbér vzorku

Vysetreni fetomaternalni hemoragie (FMH) byla provadéna ze vzorku materské
Zilni krve odebrané venepunkci za 1-2 hodiny po porodu do zkumavky s antikoagulacéni
latkou (EDTA, Heparin). Bylo odebrano 0,5-1,0 ml Zilni krve, vzorky byly skladovany v lednici

pfiteploté 2 - 8° C a vySetfeni bylo provedeno do 24 hodin po odbéru krve.

Laboratorni zpracovdni

Fetal Cell Count™ kit (Diagnosis of Feto-maternal Transfusion by flow cytometry),

IQ Products, 1QP-379. Kit je urCen k rozliSeni a kvantitativnimu stanoveni lidskych fetalnich
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erytrocytll v materské krvi. Je zaloZen na senzitivni a presné pratokové cytometrické
metodé, kterd nabizi dudlni fluorescencni detekci dvou intracelularnich antigenq,
hemoglobinu F (HbF) a Carbonic Anhydrase (CA). Metodika se zaklada na pouziti kombinace
dvou protilatek. Prvni je namifena proti fetalnimu hemoglobinu (HbF), ktery se nachazi ve
fetalnich erytrocytech a v malém procentu je pfitomen i v adultnich erytrocytech (F-cells).
Druhd protilatka je namitena proti Carbonic Anhydrase (CA), enzymu pfitomnému v
adultnich erytrocytech a ve velmi pozdnich stadiich fetdlnich bunék. Fetdlni erytrocyty jsou
rozpoznany podle jasné exprese HbF v kombinaci s kompletni nepfitomnosti exprese CA.

Naproti tomu materské erytrocyty nemaiji Zadny HbF signal v kombinaci s jasnou expresi CA.

Pracovni postup metody byl proveden dle instrukci a doporuceni vyrobce
uvedenych v pribalovém letaku kitu. Pro kontrolu kvality vySetreni byl pouzit k tomuto ucelu
komeréné dodavany kit (FETALtrol, 1Q Products), jehoZz soucasti jsou tii kontroly
s definovanym rozpétim mérenych hodnot. Kazdy vySetfovany vzorek byl méfen oproti
negativni kontrole (neznaceny vzorek). V ramci standardizace vySetfeni byla provadéna

externi kontrola kvality spole¢nym vzorkem.

Vypocet celkového objemu fetdlnich erytrocyti proniklych do obéhu matky

Scientific Subcommittee of the Australian and New Zealand Society of Blood
Transfusion. Guidelines for laboratory assessment of fetomaternal haemorrhage. 1st ed.

Sydney: ANZSBT, 2002: 3-12.

FMH (ml) = (1800 x 1,22 x EF)/100.000

1800 prameérny objem materskych erytrocytl (ml)
1,22 fetalni erytrocyt je v priméru o 22 % vétsi nez matersky
EF pocet fetdlnich erytrocytli (HbF pozitivnich)

z celkového poctu 100.000 hodnocenych erytrocytl
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Statistical analysis

Testy Shapiro-Wilk bylo zjiSténo, Ze data nemaji normalni distribuci, proto byly
pro zpracovani pouzity neparametrické metody. Rozdily mezi kontrolni a experimentalni
skupinou ve veli¢inach numerického charakteru (vék matky, gestacni stafi, FMH) byly
porovnany Mann-Whitney U-testem. Vzajemna korelace téchto veli¢éin byla ovérena
vypoctem Spearmanova korelacniho koeficientu. Porovnani kontrolni a experimentalni
skupiny ve vyskytu vysokych hodnot FMH (> 1,7 m; > 2,0 ml; > 2,5 ml; > 5 ml) bylo provedeno
Fisherovym presnym testem a bylo spocitano odds ratio. K vypoctu rozdilu mezi jednotlivymi
fetomaternalnimi charakteristikami byly pouzity testy Mann-Whitney, Chi-kvadrat a
Wilcoxonlv test. VSechny testy byly provedeny na hladiné vyznamnosti 0,05. Distribuce
veli¢iny byla graficky zndazornéna histogramy a box grafy. Ke statistickému zpracovani byl

pouzit statisticky software SPSS v 15, SPSS Inc. Chicago, USA.
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Vysledky

V letech 2009 - 2011 byl objem fetomaterndlni hemoragie stanoven celkem u
5334 rodicek. Objem fetalnich erytrocytd, diagnostikovany v obéhu matky po porodu, se
pohyboval v rozmezi od nevyznamné FMH < 0,1 ml aZ po excesivni FMH = 65,9 ml (median

0,7; pramér 0,79; SD 1,38).

Jako 95. percentil byl v kontrolni skupiné (spontanni nekomplikovany porod
jednoho plodu) vypocitdn objem FMH 1,7 ml, jako 97,5. percentil pak objem 2,0 ml. Jako
dalsi hrani¢ni hodnoty byly stanoveny objemy FMH 2,5 ml a 5 ml. Tyto objemy jsou klinicky
vyznamné vzhledem k ddvce aplikace 1gG anti-D (postacujici davka IgG anti-D 50 pg, resp.
100 pg). Vyskyt vysokych hodnot fetomaternalni hemoragie (FMH > 1,7 ml, > 2,0 ml, > 2,5
ml) a excesivnich hodnot (FMH > 5ml) byl nasledné porovnan v kontrolni a rizikovych
skupinach (cisarsky ez, n = 1567, vakuumextrakce, n = 273, forceps, n = 40, spontanni porod

dvojcat, n = 48, manualni lyza placenty, n = 65, instrumentalni revize dutiny délozni, n = 23).

Fetomaterndlni hemoragie (FMH) < 2,5 ml (5 ml pIné krve), byla pfitomna pfi
porodu v 98,5% pripadl (5255/5334), postacujici davka 1gG anti-D 50 pg. FMH <5 ml (10 ml
plné krve) v 99,7% pfripadl (5317/5334), postacujici davka 1gG anti-D 100 pg. Ve zbylych 17
pfipadech byla FMH = 5,1 ml (2x), 5,2 ml, 5,5 ml, 6,5 ml, 7,7 ml, 10,1 ml, 12,0 ml, 12,4 ml,
15,4 ml, 16,3 ml (2x), 18,2 ml, 24,8 ml, 30,9 ml, 31,1 ml a 65,9 ml (11 ml (4x), 13 ml, 16 ml,
21 ml, 24 ml, 25 ml, 31 ml, 33 ml (2x), 37 ml, 50 ml, 62 ml, 63 ml a 132 ml pIné krve),
postacujici davka 1gG anti-D = 110 pg (4x), 130 pg, 160 pg, 210 ug, 240 pg, 310 ug, 250 pg,
330 pg (2x), 370 pg, 500 pg, 620 ug, 630 pg a 1320 pg. (Obr. 4., Tab. 12.)

FMH < 2,5 ml (5ml plné krve), byla pfitomna pfi normalnim vaginalnim porodu
v 99,0% pripadl (3261/3295), postacujici davka IgG anti-D 50 pg. FMH < 5 ml (10 ml plné
krve) v 99,8% pripadd (3288/3295), postacujici davka IgG anti-D 100 pg. Ve zbylych sedmi
pfipadech byla FMH = 5,1 ml, 10,1 ml, 12,0 ml, 12,4 ml, 16,3 ml, 30,9 ml a 65,9 ml (11 ml, 21
ml, 24 ml, 25 ml, 33 ml, 62 ml a 132 ml pIné krve), postacujici davka IgG anti-D = 110 pg, 210
ug, 240 pg, 250 pug, 330 pg, 620 pg a 1320 pg. (Graf 4.)
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FMH < 2 ml (2,5ml plné krve), byla pfitomna pfi klestovém porodu v 95,0%
pfipadd (38/40). FMH > 2,5 ml (5 ml celé krve) se v souboru klestovych porod( nevyskytla.
(Graf 5.)

FMH < 2,5 ml (5ml plné krve), byla pfitomna pfi porodu vakuumextrakci v 98,5%
pripadl (269/273), postacujici davka IgG anti-D 50 pg. FMH < 5 ml (10 ml pIné krve) v 99,6%
pripadli (272/273), postacujici davka 1gG anti-D 100 pg. Ve zbylém jednom pripadu byla FMH
= 6,5 ml (13 ml pIné krve), postacujici davka IgG anti-D = 130 pg. (Graf 6.)

FMH < 2,5 ml (5ml pIné krve), byla pfitomna pfi spontannim vaginalnim porodu
dvojcat v 95,8% pripadl (2/48), postacujici davka IgG anti-D 50 pg. FMH > 5 ml (10 ml pIné

krve) se v souboru nevyskytla. (Graf 7.)

FMH < 2,5 ml (5ml pIné krve), byla pfitomna pfi manudlni lyze placenty v 96,9%
pripadd (63/65), postacujici davka IgG anti-D 50 pg. FMH > 5 ml (10 ml plné krve) se

v souboru nevyskytla. (Graf 8.)

FMH < 1,7 ml (3,4ml plné krve), byla pfitomna pfi instrumentalni revizi dutiny
délozni v 95,5% pripadl (21/22). FMH > 2 ml (4 ml pIné krve) se v souboru nevyskytla. (Graf
9.)

FMH < 2,5 ml (5ml pIné krve), byla pfitomna pfi porodu cisarskym fezem v 97,8%
pripadl (1532/1567), postacujici davka 1gG anti-D 50 pg. FMH < 5 ml (10 ml plné krve)
v 99,5% pripadl (1559/1567), postacujici davka IgG anti-D 100 ug. Ve zbylych osmi pfipadech
byla FMH =5,1 ml, 5,2 ml, 5,5 ml, 7,7 ml, 15,4 ml, 16,3 ml, 18,2 ml a 31 ml (11ml (3x), 16 ml,
31 ml, 33ml, 37 ml a 62 ml pIné krve), postacujici davka IgG anti-D = 110 pg (3x), 160 ug, 310
pg, 330 pg, 370 ug a 620 ug. Ve vsech pfipadech se jednalo o cisarsky fez pfi jednocetném
téhotenstvi bez abrupce placenty. (Graf 10.-13., Obr. 5)

Porovnani véku matky v terminu porodu a délky trvani téhotenstvi (gestacni stafi)
u kontrolni (normdlni vagindlni porod, n = 3295) a rizikové skupiny (porod cisafskym fezem,
n = 1567) uvadi tabulka 13. (Tab. 13.) Vzhledem k velikosti souboru se jevi i malé rozdily

statisticky vyznamné, klinicky vSak vyznamné nejsou.
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Z nasich vysledkl vyplyva, Ze klestovy porod a manualni lyza placenty predstavuji
zvysené riziko pro vyskyt FMH > 1,7 ml (OR 2,8; p 0,046 pro forceps, OR 2,3; p 0,042 pro
manualni lyzu placenty). Nepredstavuji vSak rizikovy faktor pro FMH > 2,0 ml, > 2,5 ml ani
pro excesivni FMH > 5,0 ml. Zadny z dal3ich zkoumanych rizikovych faktor(i nepfedstavoval

zvysené riziko vyskytu FMH pro Zadnou ze stanovenych hodnot. (Tab. 14.-19.)

Dale bylo zjisténo, Ze porod cisarskym fezem predstavuje zvySené riziko pro
vyskyt vysokych hodnot FMH > 1,7 ml (OR 1,6; p 0,0002), FMH > 2,0 ml (OR 2,2; p <0,0001) a
FMH > 2,5 ml (OR 2,2; p 0,002). Nepredstavuje vsak statisticky vyznamny rizikovy faktor pro
vyskyt excesivni FMH > 5ml. (Tab.20.-23.)

Kontrolni soubor rodicek po spontdnnim nekomplikovaném porodu jednoho
zivého plodu (n = 3295) zahrnoval Zeny ve véku od 15 do 47 let (median 30 let, primér 29
let), gestacni stari bylo 168 az 300 dni (median 278 dni, prdmér 275 dni). Hmotnost
porozeného plodu se pohybovala v rozmezi od 540 g po 5080 g (median 3330 g, pramér
3311 g). Vysledky shrnuje tabulka 24. (Tab. 24.), ze které vyplyva, Ze vék rodicky, parita,
gestacni stari ani hmotnost plodu nepredstavuji rizikovy faktor pro excesivni FMH pfi

spontannim porodu. Vysledky rovnéz prehledné zobrazuji grafy 14-25. (Graf 14.-25.)
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Fetomaternalni hemoragie (ml)
Fetomaternalni hemoragie
Celkem <1.7ml >1.7ml >2.0ml >25ml >5ml
n n n (%) n (%) n (%) n (%)
normalni vaginalni porod 3295 3134 161 (4.9) 78 (2.4) 34 (1.0) 7 (0.2)
cisarsky fez 1567 1448 119 (7.6) 79 (5.0) 35(2.2) 8 (0.5)
klest'ovy porod 40 35 5 (12.5) 2 (5.0) 0 0
vakuumextrakce 273 256 17 (6.2) 7 (2.6) 4 (1.5) 1(0.4)
spontanni porod dvojéat 48 44 4 (8.3) 2 (4.2) 2 (4.2) 0
manualni lyza placenty 65 58 7 (10.8) 4 (6.2) 2 (3.1) 0
kyretaz dutiny délozni 23 22 1(4.3) 0 0 0

Obr. 4. Distribuce objemu fetomaternalni hemoragie (FMH) zjisténé po porodu v kontrolni
skupiné (normalni vagindlni porod) a rizikovych skupinach. Pfi FMH < 5 ml je postacujici
davka IgG anti-D 100 pg (tlusta cara). Hodnoty excesivni FMH > 5 ml jsou uvedeny
v absolutnich hodnotach (ml) v krouZcich vedle grafu.

FMH = 1,7 ml (95. percentil), FMH = 2,0 ml (97.5 percentil),
FMH = 2,5 ml (postacujici davka IgG anti-D 50 pg), FMH =5 ml (postacujici davka IgG anti-D

100 pg)
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Fetomaternal haemorrhage

Total <1.7ml >1.7ml >2.0ml >2.5ml >5ml
n n n % n % n % n %
normal spontaneous delivery 3295 3134 161 (4.9) 78 (2.4) 34 (1.0 7 (0.2)
cesarean delivery 1567 1448 119 (7.6) 79 (5.0) 35 (2.2) 8 (0.5)
17 16 1 (5.9 1 (5.9 0 (0.0) 0
1384 1279 105 (7.6) 68 (4.9) 31 (2.2) 8 (0.6)
164 151 13 (7.9) 10 (6.1) 4 (2.4) 0
forceps delivery 40 35 5 (12.5) 2 (5.0) 0 (0.0) 0
vacuum extraction 273 256 17 (6.2) 7 (2.6) 4 (1.5) 1 (0.4
spontaneous twin delivery 48 44 4 (8.3) 2 (4.2) 2 (4.2 0
manual placental removal 65 58 7 (10.8) 4 (6.2) 2 (3.1 0
curettage for retained
fragments 23 22 1 (4.3) 0 (0.0) 0 (0.0 0

Tab. 12. Absolutni a relativni pocty rodicek v zavislosti na diagnostikovaném objemu fetomaternalni hemoragie v jednotlivych

skupinach
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Graf 4. Normalni vaginalni porod (kontrolni skupina, n = 3295)
Absolutni pocty rodicek v zavislosti na diagnostikovaném objemu fetomaterndlni
hemoragie.
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Graf 5. Klestovy porod (rizikova skupina, n = 40)
Absolutni pocty rodicek v zavislosti na diagnostikovaném objemu fetomaterndlni
hemoragie.
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Graf 6. Vakuumextrakce (rizikova skupina, n = 273)
Absolutni pocty rodicek v zavislosti na diagnostikovaném objemu fetomaterndlni
hemoragie.
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Graf 7. Spontanni porod dvojcat (rizikova skupina, n = 48)
Absolutni pocty rodicek v zavislosti na diagnostikovaném objemu fetomaterndlni
hemoragie.
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Graf 8. Manualni lyza placetny (rizikova skupina, n = 65)
Absolutni pocty rodicek v zavislosti na diagnostikovaném objemu fetomaterndlni
hemoragie.
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Graf 9. Kyretaz dutiny déloZni (rizikova skupina, n = 23)
Absolutni pocty rodicek v zavislosti na diagnostikovaném objemu fetomaterndlni
hemoragie.
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Graf 10. Cisafsky fez (rizikova skupina, n = 1567)
Absolutni pocty rodicek v zavislosti na diagnostikovaném objemu fetomaterndlni
hemoragie.
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Graf 11. Cisarsky fez - abrupce placetny (rizikova skupina, n = 17)
Absolutni pocty rodicek v zavislosti na diagnostikovaném objemu fetomaterndlni
hemoragie.
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Graf 12. Cisaisky fez - jednocetné téhotenstvi (rizikova skupina, n = 1384)
Absolutni pocty rodicek v zavislosti na diagnostikovaném objemu fetomaterndlni
hemoragie.
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Graf 13. Cisafsky fez - dvojcetné téhotenstvi (rizikova skupina, n = 164)
Absolutni pocty rodicek v zavislosti na diagnostikovaném objemu fetomaterndlni
hemoragie.
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Fetomaternalni hemoragie

Celkem <1.7ml >1.7ml >2.0ml >2.5ml >5ml
n n n (%) n (%) n (%) n (%)
normalni vaginalni porod 3295 3134 161 (4.9) 78 (2.4) 34 (1.0) 7 (0.2)
cisarsky fez 1567 1448 119 (7.6) 79 (5.0) 35 (2.2) 8 (0.5)
17 16 1(5.9) 1(5.9) 0 0
1384 1279 105 (7.6) 68 (4.9) 31 (2.2) 8 (0.6)
164 151 13 (7.9) 10 (6.1) 4 (2.4) 0

Obr. 5. Distribuce objemu fetomaterndlni hemoragie (FMH) zjisténé po porodu
v kontrolni (normalni vaginalni porod) a rizikové skupiné. Rizikovd skupina (porod
cisarskym fezem) je jeSté dale rozdélena na podskupiny: abrupce placenty, jednocetnd
a dvojcetna téhotenstvi. Pfi FMH < 5 ml je postacujici davka IgG anti-D 100 pg (tlusta
¢ara). Hodnoty excesivni FMH > 5 ml jsou uvedeny v absolutnich hodnotach (ml)
v krouZcich vedle grafu.

FMH = 1,7 ml (95. percentil), FMH = 2,0 ml (97.5 percentil),

FMH = 2,5 ml (postacujici davka IgG anti-D 50 pug), FMH =5 ml (postacujici davka IgG
anti-D 100 pg)
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Kontrolni skupina

Rizikova skupina

normalni
Charakteristiky Cekem  vaginalni porod cisa fFsky fez p value
n 4862 3295 1567
vék rodi €ky (roky)
minimum 15 15 17
maximum 47 47 44
median 30 30 30 p < 0,002
mean 29,7 29,4 30,2
SD 4,9 4,8 4,9
GS (dny)
minimum 168 168 169
maximum 300 300 300
median 276 278 272 p < 0,0001%
mean 272,0 275,1 265,5
SD 16,7 13,0 21,2
FMH (ml)
minimum 0 0 0
maximum 65,9 65,9 18,2
median 07 0,7 0,6 P < 0,002
mean 0,79 0,77 0,80
SD 1,38 1,61 1,12

& Mann-Whitney U -test

Tab. 13. Porovnani kontrolni (normalni vaginalni porod) a rizikové skupiny (porod
cisarskym rezem) ve veli¢inach numerického charakteru: vék matky v terminu porodu,
délka trvani téhotenstvi (gestacni stafi, GA), objem fetomaterndlni hemoragie po
objem fetdlnich erytrocytli (ml), objem pIné fetdlni krve je
dvojnasobny (predpokladany fetalni hematokrit 50%).

porodu (FMH). FMH

49



cisafsky fez (SC)

Kontrolni skupina

95% Confidence Interval

FMH (ml) n (%) n (%) Odds Ratio Lower Upper P value
>1,7 119/1567 (7,6) 161/3295 (4,9) 1,6 1,3 2,0 0.0002
>20 79/1567 (5,0) 78/3295 (2,4) 2,2 1,6 3,0 <0,0001
>25 35/1567 (2,2) 34/3295 (1,0) 2,2 1,4 3,5 0,002

>5 8/1567 (0,5) 7/3295 (0,2) 2,4 0,9 6,7 0,097
kleSt'ovy porod
Kontrolni skupina 95% Confidence Interval

FMH (ml) n (%) n (%) Odds Ratio Lower Upper P value
>1,7 5/40 (12,5) 161/3295 (4,9) 2,8 1,1 7,2 0,046
>20 2/40 (5,0) 78/3295 (2,4) 2,2 0,5 9,2 0,249
>25 0 34/3295 (1,0)

>5 0 7/3295 (0.2)
vakuumextrakce
Kontrolni skupina 95% Confidence Interval

FMH (ml) n (%) n (%) Odds Ratio Lower Upper P value
>1,7 17/273 (6,2) 161/3295 (4,9) 1,3 0,8 2,2 0,312
>20 71273 (2,6) 78/3295 (2,4) 1,1 0,5 2,4 0,835
>25 4/273 (1,5) 34/3295 (1,0) 1,4 0,5 4,0 0,531

>5 1/273 (0,4) 7/3295 (0,2) 1,7 0,2 14,1 0,471
spontanni porod dvoj ¢at
Kontrolni skupina 95% Confidence Interval

FMH (ml) n (%) n (%) Odds Ratio Lower Upper P value
>1,7 4/48 (8,3) 161/3295 (4,9) 1,8 0,6 5,0 0,297
>2,0 2/48 (4,2) 7813295 (2,4) 1,8 0,4 7,5 0,320
>25 2/48 (4,2) 34/3295 (1,0) 4,2 1,0 17,9 4,170

> 5 0
manualni lyza placenty
Kontrolni skupina 95% Confidence Interval

FMH (ml) n (%) n (%) Odds Ratio Lower Upper P value
>1,7 7/65 (10,8) 161/3295 (4,9) 2,3 1,1 5,2 0,042
>20 4/65 (6,2) 7813295 (2,4) 2,7 1,0 7,6 0,073
>25 2/65 (3,1) 34/3295 (1,0) 3,0 0,7 13,0 0,153

> 5 0
kyretaz dutiny d élozni
Kontrolni skupina 95% Confidence Intenval

FMH (ml) n (%) n (%) Odds Ratio Lower Upper P value
> 1,7 1/22 (4,5) 161/3295 (4,9) 0,9 0,1 6,9 1
>2,0 0
>25

> 5

Tab. 14-19. Porovnani kontrolni skupiny (normalni vaginalni porod) a rizikovych skupin
ve vyskytu vysokych hodnot fetomaternalni hemoragie (FMH > 1,7 m, > 2,0 ml, > 2,5 ml
a > 5 ml). Pfi FMH <5 ml je postacujici davka IgG anti-D 100 pg (tlusta cara).
FMH = 1,7 ml (95. percentil), FMH = 2,0 ml (97.5 percentil),

FMH = 2,5 ml (postacujici davka IgG anti-D 50 pg), FMH =5 ml (postacujici davka IgG

anti-D 100 pg
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cisafsky fez (SC)

Kontrolni skupina

95% Confidence Intenval

FMH (ml) n (%) n (%) Odds Ratio Lower Upper P value
>1,7 119/1567 (7,6) 161/3295 (4,9) 1,6 1,3 2,0 0.0002
> 2,0 79/1567 (5,0) 78/3295 (2,4) 2,2 1,6 3,0 <0,0001
>25 35/1567 (2,2) 34/3295 (1,0) 2,2 1,4 3,5 0,002

>5 8/1567 (0,5) 7/3295 (0,2) 2,4 0,9 6,7 0,097

SC - abrupce placenty

Kontrolni skupina 95% Confidence Interval

FMH (ml) n (%) n (%) Odds Ratio Lower Upper P value
>1,7 1/17 (5,9) 161/3295 (4,9) 0,2 0,2 9,2 0,575
> 2,0 0
>25

>5
SC - jedno €etné téhotenstvi
Kontrolni skupina 95% Confidence Interval

FMH (ml) n (%) n (%) Odds Ratio Lower Upper P value
>1,7 105/1384 (7,6) 161/3295 (4,9) 1,6 1,2 2,1 0,0004
> 2,0 68/1384 (4,9) 78/3295 (2,4) 2,1 1,5 3,0 <0,0001
> 25 31/1384 (2,2) 34/3295 (1,0) 2,2 1,3 3,6 0,002

>5 8/1384 (0,6) 7/3295 (0,2) 2,7 1,0 7,5 0,051

SC - dvoj €etné téhotenstvi

Kontrolni skupina 95% Confidence Intenval

FMH (ml) n (%) n (%) Odds Ratio Lower Upper P value
>1,7 13/164 (7,9) 161/3295 (4,9) 1,7 0,9 3,0 0.096
> 2,0 10/164 (6,1) 78/3295 (2,4) 2,7 1,4 5,3 0,008
>25 4/164 (2,4) 34/3295 (1,0) 2,4 0,8 6,8 0,103

> 5 0

Tab. 20-23. Porovnani kontrolni (normalni vagindlni porod) a rizikové skupiny ve
vyskytu vysokych hodnot fetomaternalni hemoragie (FMH > 1,7 m, >2,0ml, >2,5ml a
> 5 ml). Rizikova skupina (porod cisafskym rezem) je jesté dale rozdélena na
podskupiny: abrupce placenty, jednocetna a dvojcetna téhotenstvi. Pfi FMH < 5 ml je

postacujici davka IgG anti-D 100 pg (tlusta cara).

FMH = 1,7 ml (95. percentil), FMH = 2,0 ml (97.5 percentil),

FMH = 2,5 ml (postacujici davka IgG anti-D 50 pg), FMH =5 ml (postacujici davka IgG
anti-D 100 pug)
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Graf 14. Normalni vaginalni porod (kontrolni skupina, n = 3295)

Vliv véku rodicky na objem fetomaternalni hemoragie (FMH) po normalnim vaginalnim

porodu. FMH =1,7 ml (95. percentil)
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Graf 15. Normalni vaginalni porod (kontrolni skupina, n = 3295)

Vliv hmotnosti novorozence na objem fetomaternalni hemoragie (FMH) po normalnim

vaginalnim porodu. FMH = 1,7 ml (95. percentil)
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Graf 16. Normalni vaginalni porod (kontrolni skupina, n = 3295)
Vliv gestacniho stafi na objem fetomaternalni hemoragie (FMH) po normalnim
vaginalnim porodu. FMH = 1,7 ml (95. percentil)
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Graf 17. Normalni vaginalni porod (kontrolni skupina, n = 3295)

Vliv parity na objem fetomaternalni hemoragie (FMH) po normalnim vaginalnim
porodu.

FMH = 1,7 ml (95. percentil)
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Graf 18. Normalni vaginalni porod (kontrolni skupina, n = 3295)
Vliv parity na objem fetomaternalni hemoragie (FMH) po normalnim vaginalnim
porodu.
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Graf 19. Normalni vaginalni porod (kontrolni skupina, n = 3295)
Vliv parity na objem fetomaterndlni hemoragie (FMH) po normalnim vaginalnim
porodu.
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Graf 20. Normalni vaginalni porod (kontrolni skupina, n = 3295)
Vliv krevni skupiny rodicky na objem fetomaternalni hemoragie (FMH) po normalnim
vaginalnim porodu. FMH = 1,7 ml (95. percentil)
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Graf 21. Normalni vaginalni porod (kontrolni skupina, n = 3295)
Vliv krevni skupiny rodicky na objem fetomaternalni hemoragie (FMH) po normalnim
vaginalnim porodu.
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Graf 22. Normalni vaginalni porod (kontrolni skupina, n = 3295)
Vliv krevni skupiny rodicky na objem fetomaternalni hemoragie (FMH) po normalnim
vaginalnim porodu.
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Graf 23. Normalni vaginalni porod (kontrolni skupina, n = 3295)
Vliv krevni skupiny rodicky na objem fetomaternalni hemoragie (FMH) po normalnim
vaginalnim porodu. FMH = 1,7 ml (95. percentil)
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Graf 24. Normalni vaginalni porod (kontrolni skupina, n = 3295)
Vliv krevni skupiny rodicky na objem fetomaternalni hemoragie (FMH) po normalnim
vaginalnim porodu.
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Graf 25. Normalni vaginalni porod (kontrolni skupina, n = 3295)
Vliv krevni skupiny rodicky na objem fetomaternalni hemoragie (FMH) po normalnim
vaginalnim porodu.



Fetomaternal haemorrhage

(95 perc) (97.5 perc)
Characteristics Total <17ml >17ml pvalue [ <20ml >20ml pvalue [ <25ml >25ml pvalue | <5ml >5ml p value
n (%) 3295 3134 161 (4.9) 3217 78 (2.4) 3261 34 (1.0) 3288 7(0.2)
maternal age (years)
minimum 15 15 18 15 19 15 20 15 24
maximum 47 47 44 47 41 47 41 47 39
median 30 30 30 0.990° 30 30 0.618% 30 31 0.083" 30 33 0.312°
mean 29.4 29.4 29.5 29.4 29.8 29.4 30.8 29.4 314
SD 4.8 4.8 4.8 4.8 4.9 4.8 5.1 4.8 5.9
birth weight (g)
minimum 540 540 1890 540 1890 540 2330 540 2330
maximum 5080 5080 4580 a 5080 4520 a 5080 4360 a 5080 3700 a
median 3330 3340 3320 0.805 3330 3375 0.915 3330 3225 0.166 3330 3470 0.563
mean 3311 3309.6  3328.9 3310.1 3330.3 33115 3215.9 3310.9 3135.7
SD 517 520.9 436.3 518.0 478.8 517.0 519.4 516.9 591.8
GA (days)
minimum 168 168 229 168 229 168 241 168 241
maximum 300 300 293 a 300 293 a 300 292 a 300 280 a
median 278 278 277 0.947 278 277 0.767 278 275 0.158 278 274 0.077
mean 275 275.0 276.5 275.1 275.9 275.1 274.2 275.1 268.1
SD 13 13.2 9.1 13.0 10.2 13.0 9.7 13.0 13.4
parity, n (%)
1 1418 1353 65 (4.6) . | 1386  32(2.3) » | 1404 14 (1.0) o | 1414 4(0.3) b
2 1399 1332 67 (4.8) 0.409 1366 33 (2.9) 0.816 1386 13 (0.9) 0.562 1397 2(0.1) 0.876
3 and more 478 449 29 (6.1) 465 13 (2.7) 471 7 (1.5) 477 1(0.2)
maternal, n (%)
ABO blood group
0 1104 1051 53 (4.8) 1080 24 (2.2) 1094 10 (0.9) 1103 1(0.1)
A 1307 | 1240 67 (5.1) v | 1272 35(2.7) p | 1289 18 (1.4) b | 1303  4(0.3) b
B 617 595 22 (3.6) 0.146 608 9 (1.5) 0.168 613 4 (0.6) 0.505 616 1(0.2) 0.518
AB 267 248 19(7.1) 257 10 (3.7) 265 2(0.7) 266 1 (0.4)
RhD blood group
positive 2514 2394 120 (4.8) b 2456 58 (2.3) b 2491 23 (0.9) b 2509 5(0.2) b
negative 781 740 41 (5.2) 0.570 761 20 (2.6) 0.684 770 11 (L.4) 0.228 779 2(0.3) 0.673

2 Mann-Whitney U -test
b Fisher's Exact Test

Tab. 24. Vliv fetomaternalnich charakteristik na objem fetomaternalni hemoragie (FMH) po normalnim vaginalnim porodu
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Diskuze

Podle publikovanych studii je objem fetomaternalni béhem porodu nizky (9,
169, 183, 217, 234), dle Augustona et al. (9) u 98,5 % rodi¢ek nepresahl objem FMH 2,5
ml, u 90 % rodicek 1 ml a jen u 0,4 % byl objem FMH vice nez 6 ml. Podobné vysledky
popisuji i Moise (169) ¢i Sebring. (217) Pouze raritné dochazi k excesivni FMH, pfi¢emz
Casto neni pfitomen Zadny rizikovy faktor. (183, 217) Po porodu RhD pozitivniho plodu
RhD negativni matkou v ptipadé excesivni FMH nemusi béZiné podavana davka IgG
anti-D postacovat k zabranéni vzniku aloimunizace. Pfedpoklada se, ze zvysené riziko
vyssiho objemu FMH je pfi porodu cisarskym fezem, porodu mrtvého plodu,
operacnim vagindlnim porodu, porodu dvojéat, porodu s pfiznaky abrupce placenty di

porodu s patologii ve lll. dobé porodni. (217, 234)

IgG anti-D v davce 10 pug podané nitrosvalové by mélo pokryt 0,5 ml RhD
pozitivnich fetalnich erytrocytl (1 ml plné krve) proniklych do krevniho obéhu matky,
tudiz 50 pg (125 pg, 250 pg) 1gG anti-D by mélo zabranit aloimunizaci pfi
fetomaternalni hemoragii 2,5 ml (6,25 ml, 12,5 ml) fetalnich erytrocytd (5 ml, 12,5 ml,

25 ml plné fetalni krve).

V nasi studii byla FMH > 2,5 ml fetalnich erytrocytd diagnostikovdna u 1,3 %
porodll (69/5334), po normalnim vaginalnim porodu u 1 % rodi¢ek (34/3295), po
porodu cisarskym fezem u 2,2 % rodicek (35/1567), po porodu vakuumextrakci u 1,5 %
rodicek (4/273), po vaginalnim porodu dvojcat u 4,2 % rodicek (2/48), po manualni lyze
placenty u 3,1 % rodicek (2/65). Rizikovy faktor pro FMH > 2,5 ml vSak predstavoval jen
porod cisarskym fezem (OR 2,2; p 0,002). Vzhledem k tomu, Ze 1gG anti-D se u nas
zatim nevyrdbi vdavce 50 pug, zklinického hlediska neni tento rizikovy faktor

vyznamny.

Fetomaternalni hemoragie o objemu > 5 ml byla diagnostikovdna u 0,3 %
porodd (16/5334), po normalnim vaginalnim porodu u 0,2 % rodi¢ek (7/3295), po
porodu cisarskym fezem u 0,5 % rodicek (8/1567), po porodu vakuumextrakci u 0,4 %
rodicek (1/273). Ani cisafsky fez, ani porod vakuumextrakci zde rizikovy faktor

nepredstavoval. V dalsich rizikovych skupinach se FMH > 5 ml nevyskytla.
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Objem FMH pomoci pratokové cytometrie sledovala i studie Uriel et al.
Probihala ale na nizsim poctu pacientek (n = 346). (234) Soubor rozdéluje do tfi skupin:
vagindlni porod (n = 196), cisarsky fez (n = 55) a operacni vaginalni porod (n = 59).
Rozdil v objemu FMH po vaginalnim porodu (primér 0,12 ml; SD = 0,51; median 0,03
ml) ve srovnani s cisafskym fezem (primér 0,67 ml; SD 3,44; median 0,03) byl
statisticky vyznamny (p = 0,001). Podobné jako vnasi studii vSak cisarsky tez
nepredstavoval rizikovy faktor pro FMH > 2,5 ml ani pro FMH excesivni. Rozdil
v objemu FMH mezi normdlnim vaginalnim a opera¢nim vagindlnim porodem (priimér
0,31 ml; SD 1,08; median 0,02) nebyl statisticky vyznamny. Objem FMH byl stanoven
jako rozdil mezi FMH pred porodem a po porodu. Tento postup vSak nemda pro

stanoveni potiebné davky IgG anti-D klinicky vyznam.

Jestlize dojde k fetomaternalni hemoragii vétsi nez 5 ml, jednda se casto o
hemoragii excesivni (v nasem souboru FMH 5,1 ml - 65,9 ml, celkem 17 pfipadl), tudiz
zde jiz k zabranéni aloimunizace rodi¢ky bézna davka IgG anti-D nemusi postacovat.
Proto je vhodné u RhD negativnich matek po porodu RhD pozitivniho ditéte stanovit
objem FMH, ¢imZz mlzZeme diagnostikovat pfipady, kdy je nutné doplnit potiebnou
davku 1gG anti-D. Tento postup umozZni soucasné snizit davku pausalné podavaného
IgG anti-D. Nejpresnéjsi a nejcitlivéjsi je stanoveni objemu FMH pomoci pritokové
cytometrie, jako metodu screeningovou lze s Uspéchem vyuzit i Kleihauer-Betke test.

(76, 78,192, 197, 228)
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U naprosté vétSiny porodd dochazi k FMH mensi nez 5 ml, coZ v praxi
znamena, Ze u RhD negativnich rodi¢ek po porodu RhD pozitivniho plodu by méla byt
pro prevenci RhD aloimunizace postacujici davka IgG anti-D 100 pg. Naopak jen raritné
dochazi k excesivni FMH, kdy je vSak nutné podat i nékolikanasobné vétsi davku IgG
anti-D. Jak z nasi studie vyplyva, vék rodicky, parita, délka trvani téhotenstvi ani
hmotnost plodu nepredstavuji rizikovy faktor pro excesivni fetomaterndlni hemoragii
pfi spontannim porodu. Stejné tak rizikovy faktor excesivni FMH nepredstavuji porod
cisafrskym fezem, klestovy porod, porod vakuumextrakci, spontanni porod dvojcat,
manualni lyza placenty ani instrumentalni revize dutiny délozni. Tudiz i pausalni
podavani vyssSich davek 1gG anti-D RhD negativnim rodickdm po porodu RhD
pozitivniho ditéte je vtéchto situacich neucelné a zaroven i zbytecné ekonomicky

nakladné.

Jako efektivnéjsi se zda byt primarné aplikace davky I1gG anti-D nizsi
s naslednym vysetfenim fetomaternalni hemoragie a v pfipadé excesivni FMH doplnéni
IgG anti-D. Timto postupem by doslo k odhaleni excesivni FMH a tim i zabranéni
pripadné aloimunizace v dalSich téhotenstvich, navic by rodi¢ka dostala jen davku IgG

anti-D nezbytné nutnou, ¢imzZ by doslo i ke sniZzeni nakladu.

Optimalni postup v prevenci RhD aloimunizace je proto nasledujici. U RhD
negativnich rodicek je vhodné na zacatku téhotenstvi vysetfit RHD genotyp plodu
pomoci volné fetalni DNA z periferni materské krve. V pfipadé, Ze je RHD genotyp
negativni, neni tfeba aplikovat IgG anti-D ve 28. tydnu gestace ani pii potencialné
senzibilizujicich udalostech, stejné tak neni nutné vySetfovat krevni skupinu
novorozence po porodu ani provadét screening FMH. U RHD pozitivniho genotypu
plodu aplikujeme rodic¢ce ve 28. tydnu téhotenstvi, nebyla-li v jejim séru prokazana
pfitomnost anti-D protilatek, 1gG anti-D v davce 250 pg. Obdobné aplikujeme IgG anti-
D i pfi potencialné senzibilizujicich udalostech v davce 50/100 pg. Po porodu, jestlize je
plod RhD pozitivni (z vySetfeni RHD genotypu nebo vySetfeni krevni skupiny po
porodu), aplikujeme 1gG anti-D v ddvce 125 ug a nasledné vysetfime FMH. V pfipadé

excesivni FMH davku IgG anti-D doplnime.
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Cil €. 1:

V 99,7% pripadld byla postacujici davka IgG anti-D 100 pg, naopak ve
zbyvajicich 0,3% pripadld se jednalo o excesivhi FMH a bylo nutné podat davku i
nékolikandsobné vétsi. Ve vétsiné pripadld vsak nebyl zaznamenan Zadny rizikovy

faktor, ktery by umoznil excesivni FMH predikovat.

Cil €. 2:

V 99,5% pfipadl byla postacujici ddvka IgG anti-D 100 pg, naopak ve
zbyvajicich 0,5% pripadl se jednalo o excesivni FMH a bylo nutné podat davku vétsi.

Ani v jednom pripadé vsak nebyl prfitomen zadny rizikovy faktor.

Cil¢. 3:

Vék rodicky, parita, délka trvani téhotenstvi ani hmotnost plodu
nepredstavuji rizikovy faktor pro excesivni fetomaternalni hemoragii pfi spontannim

porodu.

Cil €. 4:

U RhD negativnich rodi¢ek je vhodné na zacatku téhotenstvi vysetfit
RHD genotyp plodu pomoci volné fetalni DNA z periferni materské krve. U RHD
pozitivniho genotypu plodu aplikujeme rodi¢ce ve 28. tydnu téhotenstvi, nebyla-li v
jejim séru prokazana pritomnost anti-D protilatek, IgG anti-D v davce 250 pug. Obdobné
aplikujeme 1gG anti-D i pfi potencidlné senzibilizujicich udalostech v davce 50/100 pg.
Po porodu, jestlize je plod RhD pozitivni (z vySetfeni RHD genotypu nebo vysetifeni
krevni skupiny po porodu), aplikujeme 1gG anti-D v davce 125 pg a nasledné vysetiime

FMH. V pripadé excesivni FMH davku IgG anti-D doplnime.
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Souhrn

Cil studie:

Zjistit incidenci fetomaterndlni hemoragie (FMH) pfi vagindlnim porodu, stanovit objem
fetalnich erytrocytq, které pronikaji do materské krve, a identifikovat rizikové stavy, pfi kterych
dochazi k excesivni FMH.

Zjistit incidenci fetomaternalni hemoragie (FMH) pfi porodu cisafskym rfezem a stanovit objem
fetdlnich erytrocytd, které pronikaji do materské krve.

Zjistit vliv véku rodicky, parity, délky trvani téhotenstvi a hmotnosti plodu na objem fetalnich
erytrocyt(, které pronikaji do materské krve pfi spontannim porodu.

Optimalizace doporuceni k provadéni prevence RhD aloimunizace u RhD negativnich
Zen.

Metodika:

Celkem bylo provedeno 5334 vysetreni. Mnoistvi fetdlnich erytrocytl proniklych do obéhu
matky pfi porodu bylo stanoveno pritokovou cytometrii na pfistroji BDFACSCanto (Becton
Dickonson International).

Laboratorni zpracovani: Fetal Cell Count™ kit (Diagnosis of Feto-maternal Transfusion by flow
cytometry), IQ Products, IQP-379.

Vypocet celkového objemu fetdlnich erytrocytd proniklych do obéhu matky: Scientific
Subcommittee of the Australian and New Zealand Society of Blood Transfusion. Guidelines for
laboratory assessment of fetomaternal haemorrhage. 1st ed. Sydney: ANZSBT, 2002: 3-12.

Vysledky:

Fetomaternalni hemoragie (FMH) < 2,5 ml (5 ml celé krve), byla pfitomna pfi porodu v 98,5%
pripadd (5255/5334), postacujici davka IgG anti-D 50 ug. FMH <5 ml (10 ml celé krve) v 99,7%
pripadl (5317/5334), postacujici davka IgG anti-D 100 pg. Ve zbylych 17 pfipadech byla FMH =
5,1 ml (2x), 5,2 ml, 5,5 ml, 6,5 ml, 7,7 ml, 10,1 ml, 12,0 ml, 12,4 ml, 15,4 ml, 16,3 ml (2x),
16,3ml, 18,2 ml, 24,8 ml, 30,9 ml, 31,1 ml a 65,9 ml (11 ml (4x), 13 ml, 16 ml, 21 ml, 24 ml, 25
ml, 31 ml, 33 ml (2x), 37 ml, 50 ml, 62 ml, 63 ml a 132 ml pIné krve), postacujici davka IgG anti-
D = 110 pg (4x), 130 pg, 160 pg, 210 ug, 240 pg, 310 pg, 250 pg, 330 pg (2x), 370 ug, 500 ug,
620 pg, 630 ug a 1320 pg. Ve vétsiné pripadl nebyl zjistén rizikovy faktor, ktery by umoznil
predikci excesivni FMH (cisafsky fez 5,1 ml, 5,2 ml, 5,5 ml, 7,7 ml, 15,4 ml, 16,3 ml a 18,2 ml,
31,1 ml; vakuumextrakce 6,5 ml).

Rozdil ve véku rodicky, parité, délce trvani téhotenstvi a hmotnosti plodu pfi normalnim
vagindlnim porodu nebyl statisticky vyznamny pro fetomaternalni hemoragii FMH > 1,7 ml (5
perc), FMH > 2,0 ml (2,5 perc), FMH > 2,5 ml (n = 34) ani FMH >5 ml (n = 7).

Zavér:

Pfi porodu je u RhD negativni Zeny po porodu RhD pozitivniho plodu vhodné stanovit objem
fetomaternalni hemoragie (FMH) k upresnéni davky IgG anti-D potfebné k prevenci RhD
aloimunizace. V 99,7% pripadl byla postacujici davka 1gG anti-D 100 ug, naopak ve zbyvajicich
0,3% pfipad se jednalo o excesivni FMH a bylo nutné podat davku i nékolikanasobné vétsi. Ve
vétsiné pripadl vsak nebyl zaznamenan Zadny rizikovy faktor, ktery by umoznil excesivni FMH
predikovat.

Kli¢ova slova:
fetamaternalni femoragie, porod, RhD aloimunizace, anti-D imunoglobulin
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Summary

Aim of the Study:

Determine the incidence of fetomaternal haemorrhage (FMH) in deliveries, determine the
volume of fetal erythrocytes that infiltrate maternal circulation and identify risk factors, which
lead to excessive FMH.

Determine the incidence of fetomaternal haemorrhage (FMH) in deliveries by cesarean section
and assess the volume of fetal erythrocytes that infiltrate maternal circulation.

Determine the influence of maternal age, parity, gestational age and birth weight on the
volume of fetal erythrocytes, which enter the maternal circulation in normal vaginal delivery.
Optimalization of recommendations for RhD alloimmunization prophylaxis.

Method:

In the study, a total of 5334 examinations were performed. The amount of fetal erythrocytes
which infiltrate maternal circulation in delivery was established by flow cytometry using the
BDFACSCanto flow cytometer (Becton Dickonson International).

Laboratory processing: Fetal Cell Count™ kit (Diagnosis of Feto-maternal Transfusion by flow
cytometry), IQ Products, IQP-379.

Calculation of the total volume of fetal erythrocytes which infiltrate maternal circulation:
Scientific Subcommittee of the Australian and New Zealand Society of Blood Transfusion.
Guidelines for laboratory assessment of fetomaternal haemorrhage. 1st ed. Sydney: ANZSBT,
2002: 3-12.

Results:

Fetomaternal haemorrhage (FMH) < 2.5 ml (5ml of whole blood) was present in 98.5% cases of
vaginal deliveries (5255/5334), and the sufficient dose of IgG anti-D was 50 pg. FMH <5 ml (10
ml of whole blood) was seen in 99.7% cases (5317/5334), and the sufficient dose of 1gG anti-D
was 100 pg. In the remaining 17 cases, the FMH was 5.1 ml (2x), 5.2 ml, 5.5 ml, 6.5 ml, 7.7 ml,
10.1 ml, 12.0 ml, 12.4 ml, 15.4 ml, 16.3 ml (2x), 18.2 ml, 24.8 ml, 30.9 ml, 31.1 ml and 65.9 ml
(12 ml (4x), 13 ml, 16 ml, 21 ml, 24 ml, 25 ml, 31 ml, 33 ml (2x), 37 ml, 50 ml, 62 ml, 63 ml and
132 ml of whole blood), the sufficient dose of IgG anti-D was 110 ug (4x), 130 ug, 160 pg, 210
pug , 240 pg, 310 pg, 250 pg, 330 pg (2x), 370 ug, 500 pg, 620 ug, 630 ug and 1320 ug
respectively. In the majority of cases, no risk factor, which would enable prediction of
excessive FMH, was determined (cesarean section 5.1 ml, 5.2 ml, 5.5 ml, 7.7 ml, 15.4 ml, 16.3
ml a 18.2 ml, 31.1 ml; vacuum extraction 6.5 ml).

The difference in maternal age, parity, blood group, gestational age and birth weight were not
statistically significant for fetomaternal hemorrhage FMH > 1.7 ml (5 perc), FMH > 2.0 ml (2.5
perc), FMH > 2.5 ml (n=34), FMH >5ml (n =7).

Conclusion:

In deliveries where an RhD negative mother gives birth to an RhD positive child, it is
appropriate to establish the volume of fetomaternal haemorrhage (FMH) in order to
determine the dose of IgG anti-D necessary for the prevention of RhD alloimmunization.
In 99.7% of cases, an IgG anti-D dose of 100 pg was sufficient; contrarily, in the remaining 0.3%
of cases, there was an excessive volume of FMH and it was necessary to administer a dose
severalfold higher. In most cases, however, no risk factor which would enable prediction of
excessive FMH, was determined.

Key words:
fetomaternal haemorrhage, delivery, RhD alloimmunization, anti-D immunoglobulin
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