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Streszczenie

Wstep: Ocena liczby erytrocytow ptodu, ktore dostaty sie do krwioobiegu matki w wyniku przecieku pftodowo-
matczynego (fetomaternal hemorrhage, FMH) jest niezbedna do ustalenia wiasciwej dawki immunoglobuliny anty-D
w celu profilaktyki choroby hemolitycznej ptodu / noworodka w kolejnej cigzy. Jedna z metod oceny FMH jest oparta
na cytometrii przeptywowej z uzyciem przeciwciat monoklonalnych skierowanych do antygenow RhD (test anty-D).
Celem pracy byto opracowanie tej metody oraz ocena jej czutosci i powtarzalnosci w poréwnaniu z metodg oparta
na wykrywaniu hemoglobiny ptodowej (HbF).

Materiat i metody: Badania technikg cytometrii przeptywowej wykonano u 20 kobiet ciezarnych i 80 kobiet po
porodzie. Stosowano nastepujgce przeciwciata monoklonalne: BRAD 3 FITC (do antygenu RhD), CD45 PerCP (do
antygenu CD45 leukocytow) oraz przeciwciata HbF PE.

Wyniki: Wykazano, zZe intensywnos¢ fluorescencji komérek znakowanych przeciwciatem BRAD 3 FITC zalezy od
stopnia ekspresji antygenu RhD, lecz test wykrywa tez stabg odmiane tego antygenu. Zastosowanie przeciwciat
CD45 PerCP pozwolito na wyeliminowanie z analizy leukocytow, ktore nieswoiscie wigzg anty-D i zwiekszyto czutosc
testu anty-D. Obecnosc przeciwciat odpornosciowych anty-D w osoczu matki nie wplywa na ilosciowg ocene
krwinek ptodu RhD dodatnich za pomocg BRAD 3 FITC. W przypadkach FMH test anty-D daje porownywalne
wyniki do testu z zastosowaniem przeciwciat anty-HbF.
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Whioski: Przedstawiony test cytometryczny z jednoczesnym zastosowaniem przeciwciat anty-D oraz anty-CD45
jest przydatny do oceny przecieku ptodowo-matczynego u kobiet RhD ujemnych. Jego czutos¢ wynosi 0,05%.

Stowa kluczowe: przeciek plodowo-matczyny / choroba hemolityczna plodu/
noworodka / immunoglobulina anty-RhD / profilaktyka konfliktu Rh
hemoglobina plodowa / cytometria przeplywowa

Abstract

Background: In order to determine the appropriate dose of anti-D immunoglobulin to be administered as a
preventive measure against hemolytic disease of the fetus/newborn in the subsequent pregnancy, it is necessary
to assess the number of fetal red blood cells that infiltrate/penetrate into the maternal circulation as a result of
fetomaternal hemorrhage (FMH). One of the quantitative methods of FMH analysis is based on flow cytometry
(FACS) which makes use of monoclonal antibodies to RhD antigen (anti-D test). The aim of the study was to
further develop the method, evaluate its sensitivity and reproducibility, and to compare it with the test based on the
detection of fetal hemoglobin (HbF).

Material and methods: The FACS study involved 20 RhD negative pregnant women and 80 RhD negative
women after delivery. The following monoclonal antibodies were used: BRAD 3 FITC (anti-RhD antigen), CD45
PerCP (anti leukocyte antigen CD45), and anti-HbF PE.

Results: The fluorescence intensity of cells incubated with BRAD 3 FITC was demonstrated to depend on the
RhD antigen expression, though the anti-D test also detects the weak D variant. The CD45 PerCP antibodies
increased the sensitivity of anti-D test since they eliminated the leukocytes which non-specifically bind anti-D from
the analysis. The presence of anti-D antibodies in maternal plasma does not affect the quantitative assessment of
the fetal RhD positive fetal cells with BRAD 3 FITC. In case of FMH, the results of the anti-D test were similar to
those with anti-HbF antibodies.

Conclusions: The flow cytometric test with anti-D and anti-CD45 is useful in the assessment of the fetomaternal
hemorrhage in RhD negative women. The sensitivity of the test is estimated at 0.05%.

Key words: fetomaternal hemorrhage / hemolytic disease of the fetus/newborn
immunoglobulin anti-D / Rh immunoprophylaxis / fetal hemoglobin / flow cytometry

Wstep

Profilaktyka konfliktu serologicznego w zakresie antygenu
RhD opiera si¢ na podawaniu kobietom preparatow immunoglo-
bulin anty-RhD (RhIg) w ciagu 72 godzin od porodu lub zda-
rzenia, ktére moze doprowadzi¢ do przecieku ptodowo-matczy-
nego (fetomaternal hemorrhage, FMH). Okoto 8% kobiet RhD
ujemnych, ktdre nie mialty profilaktyki konfliktu RhD podczas
cigzy i urodzily pierwsze dziecko RhD dodatnie (zgodne serolo-
gicznie pod wzglgdem ABO) wytwarza alloprzeciwciata anty-D.
W przypadku niezgodnosci w uktadzie ABO ryzyko immunizacji
kobiety jest nizsze (1,5-2 %). Do alloimmunizacji antygenem D
moze dojs¢ réwniez wtedy gdy ptdd ma na swoich krwinkach
antygen D o stabej ekspresji [1, 2]. Produkowane przez kobietg
przeciwciata anty-D moga doprowadzi¢ do cigzkiej niedokrwi-
stosci hemolitycznej ptodu lub noworodka, a w skrajnych przy-
padkach do obrzg¢ku ptodowego i zgonu [3-6].

W Polsce od 1972 roku profilaktyka objete sa kobiety RhD
ujemne po urodzeniu dziecka RhD dodatniego. Obecnie zale-
ca si¢ podanie Rhlg domig$niowo kobietom w dawce 150 pg
w przypadku porodu fizjologicznego lub 300 pg jezeli pordd byt
patologiczny lub mnogi [7]. W wielu krajach, w tym w Wielkiej
Brytanii i USA, kobietom po porodzie oprécz podania standardo-
wej dawki Rhlg wykonuje si¢ rutynowo testy w kierunku FMH
i na ich podstawie podejmuje si¢ decyzj¢ o ewentualnym podaniu
uzupehniajacej dawki Rhlg [4, 8].
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Wielkos¢ przecieku plodowo-matczynego u 93% kobiet
w trzecim trymestrze ciazy nie przekracza 0,5 ml, a w czasie po-
rodu u 98% kobiet do ich krwioobiegu dostaje si¢ nie wigcej niz
2 ml krwi ptodu [9-11]. Dawka 150 pg Rhlg jest w tych przypad-
kach wystarczajaca do usunigcia z krwioobiegu matki krwinek
ptodu. Okoto 0,3% kobiet w ciazy wymaga podania wigkszej niz
standardowa dawki Rhlg do pelnej immunoprofilaktyki [9, 12].
W celu ustalenia niezbgdnej porcji Rhlg konieczne jest okresle-
nie iloSci erytrocytdow ptodu, ktore przeniknegty do krwioobie-
gu matki. Niedoszacowanie przecieku krwinek RhD dodatnich
i zbyt mata dawka immunoglobulin moze prowadzi¢ do powaz-
nych konsekwencji dla kolejnych ciaz RhD dodatnich. Przesza-
cowanie FMH i podanie zbyt duzej dawki Rhlg niepotrzebnie
zwigksza koszty leczenia [1, 13]. Dodatkowo, nalezy bra¢ pod
uwage, ze immunoglobulina jest produkowana z osocza i nie
mozna catkowicie wykluczy¢ przeniesienia przez nig czynnikéw
zakaznych.

Istnieje kilka metod wykrywania komoérek ptodu we krwi
obwodowej matki. Najstarsza — test Kleihauera-Betke — oparta
na ocenie mikroskopowej rozmazéw krwi poddanych kwasnej
elucji i barwieniu eozyna ma liczne ograniczenia, takie jak: su-
biektywna ocena, niska czuto$é, mata powtarzalnos¢, a takze
trudnos$ci w interpretacji w zwiazku z podwyzszong zawartoscia
hemoglobiny F (HbF) w krwinkach matki [9, 13]. Jest ona obec-
nie zalecana jako badanie przesiewowe, a nie ilosciowe [8, 14,
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15]. Wielokrotnie wykazano, ze testy biochemiczne stuzace do
oznaczen st¢zenia HbF nie nadaja si¢ do oceny FMH, poniewaz
nie mozna za ich pomocg rozrdzni¢ erytrocytow matki zawiera-
jacych HbF (HbF+) od rzeczywistych krwinek ptodu zawieraja-
cych gtownie HbF (HbF++) [13, 14].

Popularne w wielu krajach testy serologiczne - rozetowy
oraz aglutynacyjny technika kolumnowa - naleza rowniez do
badan przesiewowych w kierunku FMH, poniewaz majg niska
czutos¢ (wykrywaja > 0,2% krwinek ptodu, czyli ok. 10ml petne;j
krwi ptodu w krwioobiegu matki) [10, 16, 17]. Przyczyna fatszy-
wie dodatnich wynikéw powyzszych testow moze by¢ obecnos¢
autoprzeciwcial w osoczu matki [9, 14].

Rozwdj cytometrii przeptywowej pozwolit na wprowadze-
nie czutych (wykrywajacych <0,04% krwinek, czyli ok. 2 ml
krwi ptodu) i powtarzalnych testéw do oceny ilosciowej krwi-
nek ptodu w krazeniu matki. Do iloSciowej oceny FMH zaleca
si¢ stosowanie przeciwcial monoklonalnych skierowanych do
HbF w erytrocytach. Badania opierajg si¢ na roznicach w ekspre-
sji HbF pomigdzy krwinkami matki i ptodu [18]. Wykazano, ze
w niektorych przypadkach wysoki odsetek krwinek matki z HbF
oraz zwigkszona synteza HbA w krwinkach donoszonego zdro-
wego plodu moga utrudni¢ interpretacj¢ wyniku tego testu [14,
19]. Modyfikacja testu anty-HbF jest jednoczesne uzycie prze-
ciwciat skierowanych do anhydrazy weglanowej (carbonic anhy-
drase, CA), ktoéra w erytrocytach ptodu wystepuje w niewielkich
ilo$ciach lub wecale, a jest obecna w krwinkach matki. Podwojne
znakowanie pozwala na odroznienie krwinek HbF+ (CA+) matki
od rzeczywistych krwinek ptodu z nizsza ekspresja HbF (CA-)
[9, 14, 20].

Alternatywny test cytometryczny opiera si¢ na rdznicach
w fenotypie w zakresie antygenu RhD. Ekspresja RhD na krwin-
kach wykrywalna jest od 6 tygodnia zycia ptodowego. Test z za-
stosowaniem przeciwcial monoklonalnych do antygenu RhD
(test anty-D) jest badaniem tanszym ze wzgledu na mniejsza
ilos¢ stosowanych odczynnikow i skrocenie czasu pracy. W nie-
ktérych krajach (Wielka Brytania, Australia) wynik testu anty-D
jest podstawa do ustalenia dawki preparatu Rhlg [21-23]. Przy-
datnos¢ testu anty-D w rozpoznawaniu FMH ogranicza si¢ do
przypadkow, w ktorych dziecko odziedziczylo antygen RhD po
ojcu, a matka jest RhD ujemna.

Cel pracy

Celem pracy byta ocena czutosci i powtarzalnosci cytome-
trycznego testu anty-D z zastosowaniem komercyjnych prze-
ciwcial monoklonalnych BRAD 3 FITC. Wprowadzono modyfi-
kacj¢ metody w celu wyeliminowania niespecyficznego wiazania
przeciwciat BRAD 3 do leukocytow. Oceniono wplyw obecnosci
przeciwciatl odpornosciowych anty-D na wigzanie BRAD3.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na probkach krwi pobranych na
antykoagulant (EDTA) od 100 kobiet RhD ujemnych. Pierwsza
grupe¢ stanowito 20 kobiet cigzarnych bedacych w 22-36 tygo-
dniu cigzy z niezgodnoscia w zakresie RhD (n=8) lub z konflik-
tem RhD (n=12). Druga grupa zawierala 76 kobiet, ktdre urodzity
dziecko RhD dodatnie. U tych kobiet krew pobrano do 24 godzin
od porodu. Trzecig grupe stanowity 4 matki, ktore urodzity dziec-
ko RhD dodatnie z objawami glebokiej niedokrwistosci i podej-
rzeniem przetoczenia ptodowo-matczynego.
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Material kontrolny stanowily probki krwi pochodzace od
dawcow RhD ujemnych, Rh dodatnich i o stabej ekspresji an-
tygenu D oraz noworodkéw RhD dodatnich i o stabej ekspresji
antygenu D (D), W testach wykorzystywano rowniez komer-
cyjne zestawy krwi kontrolnej FETALtrol (Trillium Diagnostics,
USA) — kontrola negatywna i dwie pozytywne (0% oraz ok.
0,15% 1 ok. 1,5% erytrocytow ptodu) [14].

Test anty-D

Do znakowania komdrek RhD dodatnich (prébka badana)
stosowano przeciwciala monoklonalne anty-RhD FITC, klon
BRAD 3 (IBGRL Research Products, UK) [19]. Krwinki ptodu
(erytrocyty D+) oceniano na podstawie intensywnosci fluore-
scencji (wyrazanej jako mediana, Md) odpowiadajacej krwin-
kom RhD dodatnim z kontroli pozytywnej. W celu eliminacji
leukocytoéw probke badang znakowano jednoczesnie anty-D oraz
przeciwcialami CD45 PerCP jako markera leukocytow (Becton-
Dickinson, USA).

Test anty-HbF

Do oceny krwinek zawierajacych HbF stosowano prze-
ciwciala monoklonalne anty-HbF PE (Invitrogen, USA) i za-
stosowano procedur¢ producenta. Krwinki ptodu (erytrocyty
HbF++) oceniano na podstawie intensywnosci fluorescencji od-
powiadajacej krwinkom ptodu z kontroli pozytywnej [24].

Ocena w cytometrze przeplywowym

Probki wyznakowane przeciwcialami analizowano w cy-
tometrze FACSCalibur (Becton-Dickinson, USA). W tescie an-
ty-D kazdorazowo analizowano 250 000-500 000 erytrocytow,
aw tescie anty-HbF 100 000 erytrocytow przy pomocy programu
CellQuest Pro. Wyniki wyrazano jako odsetek erytrocytow pto-
du. Wielkos¢ FMH szacowano wg wzoru: [% erytrocytow plodu
x 50] i wyrazano w mililitrach (ml) pelnej krwi ptodu.

Wyniki
Wykrywanie FMH w przypadku krwinek ptodu ze stabq
ekspresjq antygenu D

Na rycinie 1 przedstawiono wyniki analizy wiazania prze-
ciwcial anty-D BRAD3 FITC do erytrocytow dawcéw: RhD
ujemnego, ze staba ekspresja antygenu D oraz RhD dodatnich.
Erytrocyty o fenotypie D stabe (Md 14,86) byty odréznialne od
krwinek RhD ujemnych (Md 1,65). Na sztucznym modelu spo-
rzadzonym z zawiesiny erytrocytow noworodka z D***¢ w erytro-
cytach RhD ujemnych pochodzacych od dwdch oséb wykaza-
no, ze krwinki ze stabg ekspresja sa wykrywane przeciwciatami
BRAD3. (Ryc. 2). Odsetek krwinek ptodu oznaczony testem
anty-D w obu probkach byt porownywalny z wynikami testu an-
ty-HbF (dane nie pokazane).

Powtarzalnos¢ wynikow testu anty-HbF i anty-D

W tabeli I przedstawiono wyniki powtarzalnosci testow cy-
tometrycznych 1 wykazano, ze test anty-HbF charakteryzuje si¢
wigksza powtarzalno$cia (nizsze SD) niz test anty-D, zwlaszcza
w przypadku wigkszego odsetka krwinek ptodu (probka 3).

Niespecyficzne wiqzanie przeciwcial anty-D

W prébkach krwi pobranych od kobiet w 1 dobie od porodu
(grupa 2) zaobserwowano znaczny wplyw zanieczyszczen inny-
mi komoérkami na oceng erytrocytow w cytometrze - wykazano

Nr 7/2015
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Rycina 1. Wiazanie przeciwciat anty-D BRAD3 FITC do erytrocytéw dawcow (RBC
RhD ujemne ==, RBC RhD stabe = oraz RBC RhD dodatnie o réznym fenotypie).

Rycina 2. Identyfikacja krwinek noworodka ze stabym antygenem D we krwi RhD
ujemnej (prébka A M, probka B == ) za pomoca przeciwciat anty-D BRAD 3 FITC.
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Rycina 3. Podwdjne znakowanie krwinek przeciwciatami anty-D oraz CD45 PerCP w prébce krwi pobranej od matki 6 godzin po porodzie. A) W regionie ustalonym dla analizy
erytrocytow (RBC) znajduja sie komorki wigzace anty-D (pseudo D+). B) Usuniecie z regionu dla erytrocytow komoérek pseudo D+ poprzez wyznakowanie leukocytow (WBC)

przeciwciatami CD45PerCP podwyzsza czuto$¢ testu anty-D.

$rednio 0,13% leukocytow (0,04-0,42%) lokujacych si¢ w regio-
nie wyznaczonym dla erytrocytow. Czgs$¢ z tych komoérek wigza-
ta takze przeciwciata anty-D (komorki pseudo D+). (Ryc. 3A).
Usunigcie z regionu dla erytrocytow komorek pseudo D+ (tzn.
leukocytéw CD45+) znacznie zmniejszyto niespecyficzne tlo.
(Ryc. 3B).

Ocena czulosci testu anty-D
W tabeli II przedstawiono wyniki oceny czutosci testu an-
ty-D/CD45. W naszym laboratorium osiagnat czutos¢ > 0,05%.
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Wplyw obecnosci przeciwcial odpornosciowych
na wigzanie BRAD3

Wykazano, ze na wigzanie anty-D BRAD 3 miala wplyw
obecnos¢ przeciwcial odpornosciowych cigzarnej. (Tabela III
i IV). Im bardziej stgzone osocze, tym nizsza Md wyznakowa-
nych krwinek ptodu, to znaczy mniejsza dostepno$é miejsc wia-
zacych przeciwciata komercyjne anty-D na pojedynczym ery-
trocycie. Zmniejszone wiazanie anty-D BRAD 3 nie wplyneto
na ilosciowa ocen¢ odsetka komorek D+ ($rednia 1,54 + 0,067
dla n= 7). Na intensywnos¢ fluorescencji erytrocytow nie miato
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Rycina 4. Niewielki przeciek ptodowo-matczyny (FMH) — obecno$¢ krwinek ptodu w krazeniu matki (probka pobrana 24 godziny po porodzie) wykryta:
A) testem anty-D/CD45, B) testem anty-HbF.
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Rycina 5. Masywny FMH wykryty u matki dziecka urodzonego z cigzka niedokrwisto$cia. Probka krwi pobrana 2 godziny po porodzie analizowana:
A) testem anty-D/CD45, B) testem anty-HbF.
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Tabela I. Ocena powtarzalnosci testu anty-HbF i anty-D przy pomocy
komercyjnego zestawu FETALtrol. Kazda probka 1-3 byta znakowana pigciokrotnie
w odstepach kilkudniowych.

% krwinek ptodu (n=5)
HbF++ D+
prébka $rednia sD Srednia sD
1 0,00 0,00 0,02 0,02
0,14 0,01 0,15 0,02
3 1,84 0,07 1,02 0,28

Tabela 1. Analiza czuto$ci testu anty-D/CD45 uzyskana na podstawie oceny
przygotowanych in vitro réznych stezen krwinek noworodka ORhD dodatniego w krwi
dawcy ORhD ujemnego.

% krwinek ptodu
w badanej zawiesinie

przygotowane wynik testu
rozcienczenie anty-D/CD45

0,012 0,00

0,025 0,01

0,05 0,05

0,10 0,10

wplywu odptukiwanie krwinek od osocza przed inkubacja z ko-
mercyjnymi przeciwciatami (ptukanie nie usunglo przeciwciat
odpornosciowych z powierzchni erytrocytow).

Intensywnos$¢ fluorescencji erytrocytéw D+ w prdobkach
po inkubacji z osoczem zawierajacym alloprzeciwciala anty-D
i anty-C byta poréwnywalna pomigdzy probkami (Md 51,42 +
1,81), ale ponad potowe nizsza niz w probkach kontrolnych — bez
alloprzeciwcial odpornosciowych (Md 105,56 + 2,19). Odsetek
krwinek plodowych w wyzej przedstawionych eksperymentach
nie roznil si¢ znaczaco pomigdzy testami anty-D i anty-HbF
(dane nie pokazane).

Ocena ilosciowa przecieku plodowo-matczynego

Grupa 1: u jednej z 20 cigzarnych wykryto krwinki ptodu
(0,12% erytrocytéw D+). Wynik badania nie potwierdzit si¢ w te-
Scie anty-HbF — erytrocytoéw HbF++ nie wykryto. U pozostatych
cigzarnych nie wykryto krwinek ptodu.

Grupa 2: na 76 kobiet po porodzie u jednej (probka nr 26
w tabeli V) wykryto 0,11% erytrocytow RhD dodatnich. Wynik
badania byl zblizony do wyniku testu anty-HbF (0,09%). (Ryec.
4A.,B). W pozostatych przypadkach po odjeciu tta (komodrek
CD45+) zidentyfikowano s$rednio 0,02% krwinek D+ (0,00-
0,07%). U tych kobiet nie wykryto krwinek plodu testem anty
-HbF.

Grupa 3: Przebadano probki krwi od czterech kobiet, kto-
re urodzily dziecko z niedokrwistoscia. U pierwszej pacjentki
za pomocg obu testow nie wykryto erytrocytow ptodu w prob-
ce krwi pobranej 8 godzin po porodzie (probka nr 75). W trzech
przypadkach obecne byly krwinki ptodu we krwi obwodowej
matek. U drugiej kobiety z powodu uogélnionego obrzeku pto-
du wykonano cesarskie cigcie. Matka podczas ciazy otrzymata
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Tabela Ill. Ocena wigzania przeciwciat BRAD 3 FITC do erytrocytow RhD
dodatnich w obecnosci alloprzeciwciat anty-D. Zawiesing ok. 1,5 % krwinek

RhD dodatnich noworodka w erytrocytach RhD ujemnych dawcy inkubowano
przez 30 minut w temperaturze 37°C z r6znymi stezeniami (rozcieficzeniami)
osocza cigzarnej 0 wysokim mianie alloprzeciwciat anty-D i anty-C w posrednim
tescie antyglobulinowym. Krwinki dwukrotnie odptukano buforem Cel WASH

i przeprowadzono test anty-D. Jedna prébke (nr 1), po inkubaciji z 100% osocza,
znakowano bez odptukiwania krwinek.

I e
1 OL%?u/kZiiza 46,98 60,4 158
2 100 45,32 58.3 155
3 50 (2x) 52,33 67.3 151
4 25 (4x) 60,43 777 160
5 12,5 (8x) 60,43 777 141
6 6,25 (16x) 74.99 96,5 160
7 0.0 77.74 100 157

Tabela IV. Wptyw matczynych przeciwciat odpornosciowych anty-D na oceng
niewielkich FMH (< 0,5 %) testem anty-D. Rozne stezenia erytrocytow noworodka
RhD dodatniego we krwi RhD ujemnej inkubowano ze 100% osoczem (1:1) cigzarnej
z alloprzeciwciatami (jak wyzej), nastepnie znakowano (bez odptukiwania osocza)
przeciwciatami w kierunku FMH. Kontrolg dla testu anty-D byty krwinki bez inkubacji
Z 0soczem.

% krwinek ptodu
bez osocza anty-D | z osoczem anty-D
prébka | Obliczony D+ Md D+ Md
1 0,50 0,52 103,66 0,54 52,33
2 0,25 0,27 107,46 0,28 52,33
3 0,125 0,14 103,66 0,16 52,33
4 0,062 0,07 107,46 0,11 48,70

RhIg. We krwi obwodowe;j tej kobiety, pobranej po 1 godzinie
od porodu (probka nr 73), obecne byty tylko nieliczne krwinki
ptodu. Wyniki obu testow byly zgodne: 0,03% erytrocytow D+
10,03% krwinek HbF-++,

U trzeciej matki, ktora urodzita cesarskim cigciem dziecko
z gle¢boka niedokrwistoscia, zostal wykryty masywny FMH we
krwi pobranej 2 godziny od porodu (prébka nr 71/1). W tescie
anty-D wykryto 6,5% erytrocytow D+ (co odpowiada ok. 325 ml
pelnej krwi ptodu). W tescie anty-HbF zidentyfikowano 6,09%
erytrocytow HbF++ (szacunkowa wartos¢ FMH 304,5 ml). (Ryc.
5A,B). U tej pacjentki po 48 godzinach od podania domig$niowe-
go uzupetniajacej dawki preparatu Rhlg (13 amputek po 300 pg)
pobrano probke krwi obwodowej i wykonano badania ponowne
w kierunku FMH (probka nr 71/2). Testem anty-D nie zidentyfi-
kowano krwinek RhD dodatnich (wynik 0,02% - ponizej czuto-
Sci testu). Natomiast testem anty-HbF wykryto 0,06% krwinek
HbF++ (szacunkowo 3 ml petnej krwi ptodu).

U czwartej pacjentki, po cesarskim cigciu, badanie w kierun-
ku FMH wykonano z powodu glebokiej niedokrwistosci dziecka
ujawnionej w drugiej dobie zycia. Oba testy wykazaly masywny
FMH (préobka nr 76/1).
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W tescie anty-D wykryto 6,0% erytrocytow ptodu (ok. 300
ml petnej krwi), a tescie anty-HbF podobnie - 6,1% krwinek
ptodu (szacunkowo 305 ml petnej krwi). Pacjentce podano do-
mig$niowo Rhlg (2 amputki po 300 pg) oraz dodatkowa daw-
ke Rhlg (4 amputki po 300 pg). Powtorzono badanie na probce
krwi pobranej w 7 dobie od porodu (probka nr 76/2). Oba testy
byty dodatnie — wykryto 2,66% krwinek D+ oraz 2,65 % krwi-
nek HbF++ w krazeniu matki. Pacjentce podano domigsniowo
kolejne dawki Rhlg (4 amputki po 300 pg). W probee krwi po-
branej w 10 dobie od porodu (nr 76/3) zaréwno test anty-HbF jak
i anty-D nie wykazaty krwinek ptodu we krwi obwodowej matki.

Poréwnanie dodatnich wynikow obu testow w kierunku
FMH dla pacjentek z grup 2 i 3 przedstawia tabela V.

Dyskusja

W obecnej pracy zaprezentowano wyniki standaryzacji testu
cytometrycznego z uzyciem przeciwcial anty-D do oceny iloscio-
wej FMH, czyli odsetka krwinek ptodu w krwi matki i poréwna-
no jej wyniki z testem z uzyciem przeciwcial anty-HbF. Ilo$cio-
wa ocena przecieku jest w niektorych krajach rekomendowana
do obliczenia dawki Rhlg, podawanej kobiecie RhD ujemnej
po urodzeniu dziecka RhD dodatniego [19]. Jest to szczegdlnie
istotne w przypadkach masywnych przeciekow, gdy podawana
dawka musi by¢ wyzsza od standardowej. Dwa takie przypadki
sa opisane w obecnej pracy.

W procesie standaryzacji wzigto pod uwage rozne czynniki,
ktoére moga wplywac na oceng ilosciowa FMH. Sprawdzono me-
tode pod katem wykrywania erytrocytow o stabej ekspresji RhD,
wplywu leukocytéw nieswoiscie wiazacych przeciwciata anty-D
oraz obecnosci przeciwcial odpornosciowych anty-D na wyniki
badania.

Liczba czasteczek antygenu RhD w przeliczeniu na krwinke
zalezna jest od genotypu i fenotypu erytrocytow [25, 26]. Na oce-
n¢ ekspresji antygendw w cytometrze ma rowniez wptyw klon
zastosowanych przeciwciat [1]. Wybor przeciwcial do oceny
krwinek D+ jest wigec bardzo istotny, zwlaszcza dla zapewnienia
wykrywania wariantow o stabej ekspresji zwigzanych z poli-
morfizmem genu RHD [9, 14, 27]. Antygen D**** ma mozliwos¢
wywolania reakcji immunologicznej u matki RhD ujemnej, cho¢
prawdopodobienstwo wystapienia takiego przypadku jest mini-
malne [1, 2].

Wykorzystywane przez nas przeciwciala BRAD 3 FITC po-
zwalaja na identyfikacj¢ roznych wariantéw RhD, w tym antygen
Dstbe (> 1000 czasteczek/ erytrocyt) za wyjatkiem rzadko spoty-
kanych typéw: D i R_". Nie ma takiego ograniczenia w tescie
anty-HbF. W tescie anty-D udato si¢ nam zidentyfikowac i po-
prawnie oszacowa¢ ilo$¢ krwinek D*'**¢ noworodka w mieszani-
nach z erytrocytami RhD ujemnymi.

W populacji erytrocytow ocenianych cytometrig przeptywo-
wa moga wystgpowac nieznaczne zanieczyszczenia leukocytami
(komorki CD45+) [28]. W tescie anty-HbF utrwalanie glutaralde-
hydem komorek krwi jest koniecznym etapem umozliwiajacym
permeabilizacj¢ bton i wnikanie przeciwciat do wnetrza erytro-
cytow. Zabieg ten wzbudza autofluorescencje¢ leukocytow, co po-
zwala na ich eliminacj¢ z analizy [29]. W tescie anty-D krwinki
nie sa utrwalane, a przeciwciala wiaza si¢ bezposrednio do anty-
genow znajdujacych si¢ na powierzchni komorek. Wykazano, ze
natywne leukocyty (gtownie granulocyty) moga rowniez wigzac
niespecyficznie przeciwciala klasy IgG, w tym anty-D, co pod-
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Tabela V. Pordwnanie wynikow testu anty-D i testu anty-HbF u czterech kobiet
u ktérych doszto do przecieku ptodowo-matczynego.

% krwinek ptodu
Grupa badana Nr prébki D+ HbF++
2 26 0,11 0,09
73 0,03 0,03
711 6,50 6,09
71/2 0,02 0,06
s 76/1 6,00 6,10
76/2 2,66 2,65
76/3 0,02 0,00

wyzsza tto [19, 30]. Im wyzsza leukocytoza we krwi pacjentki po
porodzie, tym wyzsze jest tto (komorki pseudo D+), co wydatnie
utrudnia identyfikacj¢ niewielkich FMH (<0,1 % erytrocytow
ptodu).

Kalkulacja FMH po odjgciu tla na podstawie kontroli nega-
tywnej (réownolegte znakowanie przeciwcialami izotypowymi
IgG3 FITC w dodatkowej probowce) nie pozwala na odroznie-
nie niewielkich ilosci krwinek ptodu D+ od leukocytow [19, 28].
W naszych badaniach tlo wywotane niespecyficznym wigzaniem
przeciwcial anty-D do leukocytow wynosito $rednio 0,13 %. Za-
stosowanie przeciwciat anty-D jednoczesnie z CD45 PerCP jako
markera leukocytéw pozwolilo na prawie catkowite wyelimino-
wanie komorek pseudo D+ i osiagniecie wyzszej czulosci testu
(0,05%).

W badaniach FMH przy uzyciu anty-D nie ma etapow utrwa-
lania, permeabilizacji i kilkukrotnego odptukiwania komorek, co
wydatnie skraca czas badania. Samo znakowanie przeciwciatami
jest jednak dwukrotnie dluzsze oraz musi by¢ przeprowadzone
W wyzszej temperaturze (wymaga posiadania cieplarki) w po-
réwnaniu do testu anty-HbF [19].

Problemy z detekcja krwinek ptodu testem anty-D moga
wyloni¢ si¢ u kobiet z przeciwciatami odpornosciowymi anty-D
lub u kobiet, ktorym podano preparaty Rhlg [9]. Wykazalismy,
ze wystepujace we krwi matki alloprzeciwciata anty-D moga po-
gorszy¢ wiazanie komercyjnych przeciwciat BRAD 3 FITC do
erytrocytow ptodu. Intensywno$é fluorescencji wyznakowanych
krwinek RhD dodatnich zmniejszata si¢ wraz ze zwigkszonym
stezeniem osocza. Jednakze obecno$é¢ alloprzeciwcial nie miata
wplywu na ilo§ciowa oceng krwinek ptodu w tescie anty-D.

Podobnie preparaty Rhlg podawane profilaktycznie cigzar-
nym przez blokowanie miejsc antygenowych na krwinkach ptodu
ograniczaja wiazanie do komorek przeciwcial uzytych w tescie,
co wykazano in vitro [31]. W tym przypadku mozna uzyskaé fat-
szywie ujemny wynik badania w kierunku FMH, jednak wedtug
autorow pracy nie popehnia si¢ btedu nie podajac kolejnych da-
wek Rhlg — profilaktyka jest wystarczajaca, poniewaz wszystkie
krwinki ptodu zostaty optaszczone immunoglobulinami anty-D.

W przypadku ocenianego przez nas jednego z dwoch ma-
sywnych FMH zaobserwowano réznic¢ w wynikach pomigdzy
obu testami cytometrycznymi. W rutynowym badaniu anty-HbF
wykryto 6,09% krwinek HbF++, co wskazywato na szacunko-
wy przeciek 304,5 ml pelnej krwi ptodu. Natomiast test anty-D
wskazywat na 6,5% erytrocytow D+ odpowiadajacy przeciekowi
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325 ml pelnej krwi ptodu. Badania Kennedy i innych wykaza-
ly, ze wyniki testu anty-HbF moga by¢ zanizone w poréwnaniu
z wynikami testu anty-D jesli w probkach krwi wystepuje powy-
zej 1% krwinek ptodu (FMH > 50ml) [32]. Autorzy sugeruja, ze
przyczyna rozbieznych wynikdw moze by¢ zmniejszona ekspre-
sja HbF w krwinkach ptodu bedacego w okresie przed porodem,
podczas gdy liczba antygendw RhD na erytrocytach pozostaje
stata.

W interpretacji wyniku testu anty-HbF moga przeszkadzaé
liczne komorki matki HbF+ [19, 33]. U 25% ci¢zarnych podnosi
si¢ poziom HbF oraz wzrasta odsetek erytrocytow zawierajacych
HbF. Wedtug Kumpel i wsp. wysoki odsetek krwinek HbF+ mat-
ki nie ma zwiazku z przebyta ciaza, a raczej jest uwarunkowany
genetycznie [14]. Potwierdza to przypadek opisany przez Giele-
zynska i in. [33].

Wydaje si¢ zasadne stosowanie do ilosciowej oceny FMH
(i tym samym kalkulacji odpowiedniej dawki Rhlg) tatwiejsze-
go w interpretacji testu anty-D/CD45 zamiast anty-HbF, zwlasz-
cza u kobiet w zaawansowanej cigzy i w przypadkach glebokiej
niedokrwistosci noworodka RhD dodatniego. Podobne sugestie
majq inni autorzy [14, 19, 34].

Whnioski

Przedstawiony test cytometryczny z jednoczesnym zastoso-
waniem przeciwcial anty-D oraz anty-CD45 jest przydatny do
oceny przecieku ptodowo-matczynego u kobiet RhD ujemnych.
Jego czutos¢ wynosi 0,05%.
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