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 Streszczenie 
Wstęp: Ocena liczby erytrocytów płodu, które dostały się do krwioobiegu matki w wyniku przecieku płodowo-
matczynego (fetomaternal hemorrhage, FMH) jest niezbędna do ustalenia właściwej dawki immunoglobuliny anty-D 
w celu profilaktyki choroby hemolitycznej płodu / noworodka w kolejnej ciąży. Jedna z metod oceny FMH jest oparta 
na cytometrii przepływowej z użyciem przeciwciał monoklonalnych skierowanych do antygenów RhD (test anty-D). 
Celem pracy było opracowanie tej metody oraz ocena jej czułości i powtarzalności w porównaniu z metodą opartą 
na wykrywaniu hemoglobiny płodowej (HbF).

Materiał i metody: Badania techniką cytometrii przepływowej wykonano u 20 kobiet ciężarnych i 80 kobiet po 
porodzie. Stosowano następujące przeciwciała monoklonalne:  BRAD 3 FITC (do antygenu RhD), CD45 PerCP (do 
antygenu CD45 leukocytów) oraz przeciwciała HbF PE.  

Wyniki: Wykazano, że intensywność fluorescencji komórek znakowanych przeciwciałem BRAD 3 FITC zależy od 
stopnia ekspresji antygenu RhD, lecz test wykrywa też słabą odmianę tego antygenu. Zastosowanie przeciwciał 
CD45 PerCP pozwoliło na wyeliminowanie z analizy leukocytów, które nieswoiście wiążą anty-D i zwiększyło czułość 
testu anty-D. Obecność przeciwciał odpornościowych anty-D w osoczu matki nie wpływa na ilościową ocenę 
krwinek płodu RhD dodatnich za pomocą BRAD 3 FITC. W przypadkach FMH test anty-D daje porównywalne 
wyniki do testu z zastosowaniem przeciwciał anty-HbF.
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Wnioski: Przedstawiony test cytometryczny z jednoczesnym zastosowaniem przeciwciał anty-D oraz anty-CD45 
jest przydatny do oceny przecieku płodowo-matczynego u kobiet RhD ujemnych. Jego czułość wynosi 0,05%. 
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 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%.
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Rycina 1. Wiązanie przeciwciał anty-D BRAD3 FITC do erytrocytów dawców (RBC 
RhD ujemne — , RBC RhD słabe — oraz RBC RhD dodatnie o różnym fenotypie).

 
Rycina 3. Podwójne znakowanie krwinek przeciwciałami anty-D oraz CD45 PerCP w próbce krwi pobranej od matki 6 godzin po porodzie. A) W regionie ustalonym dla analizy 
erytrocytów (RBC) znajdują się komórki wiążące anty-D (pseudo D+). B) Usunięcie z regionu dla erytrocytów komórek pseudo D+ poprzez wyznakowanie leukocytów (WBC)  
przeciwciałami CD45PerCP podwyższa czułość testu anty-D. 

 
Rycina 2. Identyfikacja krwinek noworodka ze słabym antygenem D we krwi RhD 
ujemnej (próbka A  , próbka B — ) za pomocą przeciwciał anty-D BRAD 3 FITC.
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Rycina 4.  Niewielki przeciek płodowo-matczyny (FMH) – obecność krwinek płodu w krążeniu matki (próbka pobrana 24 godziny po porodzie) wykryta:  
 A) testem anty-D/CD45, B) testem anty-HbF.

 
Rycina 5.  Masywny FMH wykryty u matki dziecka urodzonego z ciężką niedokrwistością. Próbka krwi pobrana 2 godziny po porodzie analizowana:  
 A) testem anty-D/CD45, B) testem anty-HbF.
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Tabela I. Ocena powtarzalności testu anty-HbF i anty-D przy pomocy 
komercyjnego zestawu FETALtrol. Każda próbka 1-3 była znakowana pięciokrotnie 
w odstępach kilkudniowych.

�������	��
���������

HbF++ D+

próbka ��	��� SD ��	��� SD

1 0,00 0,00 0,02 0,02

2 0,14 0,01 0,15 0,02

3 1,84 0,07 1,02 0,28

Tabela II. Analiza czułości testu anty-D/CD45 uzyskana na podstawie oceny 
przygotowanych in vitro różnych stężeń krwinek noworodka ORhD dodatniego w krwi 
dawcy ORhD ujemnego. 
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����������	
������	���	��	

�������	���
����� !" #�

0,012 0,00

0,025 0,01

0,05 0,05

0,10 0,10

Tabela III. Ocena  wiązania przeciwciał BRAD 3 FITC do erytrocytów RhD 
dodatnich w obecności alloprzeciwciał anty-D. Zawiesinę ok. 1,5 % krwinek 
RhD dodatnich noworodka w erytrocytach RhD ujemnych dawcy inkubowano 
przez 30 minut w temperaturze 37°C z różnymi stężeniami (rozcieńczeniami) 
osocza ciężarnej o wysokim mianie alloprzeciwciał anty-D i anty-C w pośrednim 
teście antyglobulinowym. Krwinki dwukrotnie odpłukano buforem CellWASH 
i przeprowadzono test anty-D.  Jedną próbkę (nr 1), po inkubacji z 100% osocza, 
znakowano bez odpłukiwania krwinek.  

próbka �������������� 
������	���	��	� $ ����%������

����� 
% krwinek 

D+

1 100 / bez 
�������	
� 46,98 60,4 1,58

2 100 45,32 58,3 1,55

3 50 (2x) 52,33 67,3 1,51

4 25 (4x) 60,43 77,7 1,60

5 12,5 (8x) 60,43 77,7 1,41

6 6,25 (16x) 74,99 96,5 1,60

7 0,0 77,74 100 1,57

Tabela IV. Wpływ matczynych przeciwciał odpornościowych anty-D na ocenę 
niewielkich FMH (≤ 0,5 %) testem anty-D. Różne stężenia erytrocytów noworodka 
RhD dodatniego we krwi RhD ujemnej inkubowano ze 100% osoczem (1:1) ciężarnej 
z alloprzeciwciałami (jak wyżej), następnie znakowano (bez odpłukiwania osocza) 
przeciwciałami w kierunku FMH. Kontrolą dla testu anty-D były krwinki bez inkubacji 
z osoczem.
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�	�������������� �������	(������ 

próbka )�*������ D+ $ D+ $

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
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Tabela V. Porównanie wyników testu anty-D i testu anty-HbF u czterech kobiet 
u których doszło do przecieku płodowo-matczynego. 
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,��
������� Nr próbki D+ HbF++

2 26 0,11 0,09

3

73 0,03 0,03

71/1 6,50 6,09

71/2 0,02 0,06

76/1 6,00 6,10

76/2 2,66 2,65

76/3 0,02 0,00
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