4. Laboratoriediagnostik

Blodgruppering och
antikroppsscreening vid graviditet

Vid provtagning pad médravardscentralen for
blodgruppering ingir alltid bestimning av
ABO och RhD samt antikroppsscreening.
Syftet ir att identifiera RhD negativa kvinnor
som kan bli aktuella f6r RhD profylax samt
att i tid uppticka kliniske signifikanta anti-
kroppar mot erytrocytantigen, som kan péver-
ka fostret och det nyfddda barnet och eventu-
ellt orsaka problem vid behov av blodtrans-
fusion till modern eller barnet.

Provet tas vid forsta besoket eller andra be-
soket pd modravérdscentralen. Antikropps-
screening rekommenderas att upprepas pé alla
gravida kvinnor i graviditetsvecka 27-29. For
RhD negativa kvinnor bér provet tas si nira
som mdjligt, innan RhD profylax ges.

Vid antikroppsscreening analyseras den gra-
vida kvinnans plasma mot tv4 till fyra testcel-
ler som ir speciellt utvalda for att ticka alla
kliniskt relevanta erytrocytantigen. Screening
gors med indireke antiglobulinteknik (IAT) i
lagjonldsning (LISS) f6r att pavisa eventuella
IgG-antikroppar mot erytrocytantigen, som
kvinnan kan ha bildat vid tidigare graviditet
eller efter blodtransfusion. Analysen kan utf6-
ras med mikrokolonn, solid phase eller rortek-
nik. Metoderna har olika fér- och nackdelar
och har ndgot olika sensitivitet, men alla meto-
der ska vara validerade och relevanta antikrop-
par ska detekteras. I Sverige ir alla transfu-
sionsmedicinska laboratorier ackrediterade
och god kunskap om de anvinda analyserna
ska finnas.

Antikroppsidentifiering

Vid positiv antikroppsscreening gérs en anti-
kroppsidentifiering och vid konstaterad ery-
trocytimmunisering av klinisk betydelse gors
en titerbestimning av antikroppen.

Om den pévisade antikroppen har specificitet
anti-D, anti-c eller anti-K ska prov tas pd kvin-
nan for fetal genotypning. Det innebir att man
utvinner cellfritt foster-DNA ur kvinnans blod
och analyserar det for att pdvisa en gen som
kvinnan sjilv saknar (Se nedan, Molekylir-
biologisk diagnostik). Vid pavisade antikrop-
par med annan specificitet kan prov tas pd
barnafadern fér typning av det antigen som
kvinnan har antikroppar emot. Man kan da
gora en sannolikhetsbedémning av fostrets
fenotyp.

Under den fortsatta graviditeten begirs kon-
trollprover med limpligt tidsintervall som
bestims utifrin antikroppens specificitet,
immuniseringens svarighetsgrad, tidigare
immunisering och fostrets férvintade feno-
typ/genotyp. Om fostret saknar det aktuella
antigenet begirs inget ytterligare kontrollprov
utdver det prov som bér ingd i screening i gra-
viditetsvecka 27-29.

For antikroppsidentifiering anvinds oftast
primirt samma metod som vid screening men
med utokat antal testceller och ofta med for-
stirkningsmetodik, t.ex. polyethylenglykol
(PEG)- eller enzymmetod for att med hog
sikerhet pdvisa forekomst av en eller flera anti-
kroppar. Det idr inte méjligt att sikert skilja
ett passivt overfort anti-D efter RhD profylax
frin ett immun anti-D. Anti-D efter RhD pro-
fylax kan pévisas upp till tre minader efter att
den tillforts och har initialt en titer pé cirka 4,
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som successivt klingar av. Om det inte gir att
konfirmera om det 4r en immunisering eller
passiva antikroppar efter en Rh-profylax som
pavisats, si ska RhD profylax rekommenderas
pa sedvanlig indikation (1). Vid tveksamhet
bor man inte svara immun-anti-D, d4 det kan
medf6ra att kvinnan inte behandlas med RhD
profylax fortsittningsvis.

D3 det inte idr ovanligt att en individ som
bildat en antikropp bildar ytterligare antikrop-
par bor en upprepad fullstindig identifiering
utforas dven i graviditetsvecka 27-29 for att
pavisa eventuella nytillkomna antikroppar.

Titerbestimning och kvantifiering

Semikvantitativ titerbestimning gérs med
IAT/LISS-teknik med mikrokolonnteknik
eller rorteknik. Plasman spids i en geometrisk
spadningsserie och varje spidningssteg under-
s6ks med en testerytrocyt som ir heterozygot
for det antigen kvinnan har antikropp emot.
Titern anges som det sista spidningssteget som
ger en tydlig positiv reaktion (en 1+ reaktion),
exempelvis spidning 1/64 ger titer 64 (10,
11,12).

En kritisk titer kan variera beroende pa tek-
nik och antikroppsspecificitet, men ir vanli-
gen 64, med reservation for anti-K och anti-c
som kan ge en allvarlig immunisering vid ligre
titer. D4 titern paverkas av testcellens antigen-
uppsittning dr det viktigt att samma testcell
anvinds varje gdng. For signifikant titerférin-
dring krivs minst tvd titerstegs forindring.
Numera gors tritrering ofta automatiserat, pa
blodgrupperinstrument.

Kvantifiering av anti-D kan goras med flo-
descytometrisk teknik eller med autoanalyzer.
Kvantifiering gors mot en standardkurva med
en kind koncentration och anges i [U/mL eller
pg/mL. En studie utford 2018 av Wikman et
al visade att anti-D-kvantifiering ir likvirdig
med anti-D-titer nir det giller detektion av
kritisk antikroppsnivé och efterféljande 6ver-
vakning med ultraljudsmitning av blodflédes-
hastighet i fostrets a. cerebri media for att folja
upp graviditetsimmunisering (2). Kvantifie-
ring av anti-D ir tids- och resurskrivande och
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kan inte géras akut, och rekommenderas dir-
for inte lingre i rutindiagnostik.

Direkt antiglobulin test
Direktantiglobulin test (DAT) utférs vid blod-

gruppering pa spidbarn eller vid misstanke om
HDFN med syftet att pdvisa om erytrocytan-
tikroppar dr bundet till barnets blodkroppar
in vivo. Testet kan utféras automatiserat eller
manuellt med mikrokolonnteknik eller med
rorteknik med anti-human globulin- AHG
eller anti-IgG som sitts till de réda blodkrop-
parna. Positiv DAT hos ett nyfétt barn bety-
der att IgG frén modern passerat dver placen-
ta till barnet och bundit till barnets r6da blod-
kroppar. Antikropparna kan vara ABO-anti-
kroppar, immunantikroppar eller profylax
anti-D som modern fick i slutet av gravidite-
ten. Positiv DAT p.g.a. ABO-antikroppar eller
immunantikroppar kan innebira en 6kad risk
for hemolytisk sjukdom medan svag DAT-
positivitet p.g.a. profylax anti-D ir ofarligt.

Molekylirbiologisk diagnostik

Genotypning av fostrets blodgruppsantigen ir
indicerat vid potentiellt allvarliga immunise-
ringar (3). Tidigare anvindes celler frin
amniocentes eller chorionvillibiopsi, men
invasiv diagnostik medfor en risk for kompli-
kationer och kan forvirra immuniseringar och
utfors dirfor endast om det finns en annan
indikation. Idag kan genotypning for RHD,
RHCE och KEL géras med non-invasiv pre-
natal diagnostik (NIPD (4)), d.v.s. cellfritt
fosterDNA extraheras ur ett blodprov frén den
gravida kvinnan. Analysen kan utféras med
olika PCR metoder. RHDgenen som bestdr av
over 400 baspar kan pévisas tidigt, med siker
diagnostik frin graviditetsvecka 10, medan
typning av generna RHCE (6vriga Rh anti-
kroppar, t.ex. anti-c, -C, -E) och KEL (anti-
K) som ofta har ett baspars skillnad mellan
alleler maste goras lite senare (graviditetsvecka
12-16) for siker diagnostik. For att uppnd en
siker diagnostik av RHDgenen rekommende-
rades initialt att man skulle anvinda kombi-
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nationer av exoner, t.ex. 5, 7 och 10. Men dven
pavisande av en exon, t.ex. exon 4, kan ge hog
sikerhet, om man med den valda exonen tick-
er relevanta varianter av RHD. Férdelen med
ett test baserat pd en exon ir ocksd att tolk-
ning och svarsrutin férenklas (5).

Fetal typning av RHD utfors pa de flesta
regionblodcentraler, RHc i Lund och KEL i
Bristol och Amsterdam, men metoder 4r under
utveckling och kommer sannolikt bli tillging-
liga pa fler laboratorier. For instruktion om
provtagningen kan nirmaste universitetslabo-
ratorium kontaktas.

RhD negativ BAS-test for gravida
som fatt RhD profylax

Alla RhD negativa kvinnor som bir pa ett RhD
positivt foster, dir immunisering mot anti-D
inte har kunnat pévisas, ges antenatal RhD
profylax i graviditetsvecka 28-30. Det medfor
dock att BAS-test (Blodgruppskontroll och
antikroppscreening = forenlighetsprovning)
kan bli positivt. Det finns dirf6r ett behov av
RhD negativa BAS-testceller for att minska
antalet positiva BAS-tester, efterf6ljande sero-
logiska utredningar och fér att spara tid i sam-
band med reservation av blod. Enbart RhD
negativt blod fir limnas ut pa ett RhD nega-
tivt BAS-test. Alternativt kan man testa kvin-
nans plasma mot RhD negativ minipanel eller
MG (mottagar-givar test) testa blod i forvig.

Diagnostik av fetomaternell
blodning

Vid misstanke pd fetomaternell blédning ana-
lyseras forekomst av fetala blodkroppar i ett
maternellt blodprov. Den tidigare anvinda
Kleihauer-Betke metoden har ersatts av flodes-
cytometrisk analys som har hégre sensitivitet
och specificitet (6). I metoden anvinds anti-
kropp riktad mot fetalt hemoglobin (HbF),
som finns i de réda blodkropparna hos fostret
och i sma halter dven i de réda blodkroppar-
na hos vuxna (si kallade F-celler). Ofta
anvinds en kombination med ytterligare en
antikropp riktad mot karbanhydras (CA), ett

enzym som endast finns i réda blodkroppar
hos vuxna och i fosterceller i ett mycket sent
stadium. Detektionsgrinsen 4r ca 1 mL fetalt
blod i mammans cirkulation. Referensnivier
varierar mellan olika laboratorier. Analysen
finns inte tillginglig p4 alla laboratorier. Det
lokala laboratoriet kan kontaktas for informa-
tion om analysen och referensnivier. Analysen
bor oftast bestillas med akutsvar for att man
ska fa svaret inom rimlig tid kliniskt.

Funktionella tester

Vid férekomst av en ovanlig antikropp dir den
kliniska betydelsen ir okind eller varierande,
kan in vitro tester goras for att bedéma anti-
kroppens aktivitet. I dessa tester analyseras
nedbrytningen av erytrocyter mantlade med
IgG antikroppar frén den gravida kvinnan, for
att fd en uppfattning om risken for hemolys
hos fostret. Exempel pa sddana analyser ir:

* Monocyte Monolayer Assay (MMA) - miter
fagocytos av sensibiliserade erytrocyter av
monocyter frdn perifert blod (7).

* Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity
(ADCC) - miter den antikroppsmedierade
frisittningen av inmirke Cr51 frin test-
blodkroppar som hemolyserats med lymfo-
cyter eller monocyter som effektorceller (8).

¢ Chemiluminiscens test (CLT) - miter effek-
torcellernas adhesion och fagocytos av de
IgG mantlade cellerna i nirvaro av reagen-
set lumino (7, 8).

Dessa tester utfors endast vid specialiserade

centra nationellt och internationellt. Aktivi-

teten anges i procent lyserade celler och i sva-
ret ingdr en tolkning och referensvirden.

Intrauterina transfusioner

Vid misstanke pa fetal anemi remitteras den
gravida kvinnan till Centrum for Foster-
medicin vid Karolinska Universitetssjukhuset
i Stockholm f6r eventuell intrauterin trans-
fusion (IUT). Erytrocyter identiska med
moderns feno/genotyp for relevanta antigen
(Rh, K, Jka/b, Fya/b), kompatibla med iden-
tifierad antikropp anvinds vid IUT. MG test
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mot den gravida kvinnans plasma krivs fore
transfusionen. Erytrocyterna reserveras pa
of6tt barn (reservnummer) och ska vara fir-
ska (< fem dagar), leukocytreducerade och
bestralade. Erytrocyterna suspenderas i kok-
salt med ett hogt EVF (hematokrit), cirka 0,8.
Det ir viktigt med information till Trans-
fusionsmedicin pd Karolinska Universitets-
sjukhuset om eventuell IUT si tidigt som mdj-
ligt, sdrskilt vid sillsynta blodtyper. Nir
behandling med intrauterina transfusioner har
pabérjats gors fortsatta antikroppsanalyser och
titerbestimningar vid Transfusionsmedicin,
Karolinska Universitetssjukhuset.
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