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POPIS KRATICA

C.L — confidence interval

DAT - direktni antiglobulinski test
Eng. - engleski

FMK - fetomaternalna krvarenja

HBFN - hemoliti¢ka bolest fetusa 1 novorodendeta

HBN - hemoliticka bolest novorodenceta
IAT - indirektni antiglobulinski test

IK - izmjena krvi

IUT - intrauterina transfuzija

IVIG - intravenski imunoglobulini
RH - Republika Hrvatska

RhD Ig - RhD imunoglobulin

TK - transfuzija krvi



1. UVOD

Hemoliticka bolest fetusa i novorodenceta (HBFN) je bolest u koje antieritrocitna
protutijela majke prolaze posteljicu 1 uzrokuju ubrzanu razgradnju eritrocita fetusa i
novorodenceta 1 mogu dovesti do teSke anemije 1 smrti in utero. Ipak, ve¢inom hemoliticki
proces najizrazeniji je nakon poroda i slabi smanjenjem koli¢ine protutijela u krvi
novorodenceta (1,2,3,4).

HBFN se prvi put u literaturi spominje 1609. godine, kao klini¢ki sindrom koji je
smatran nasljednim. Uzrok bolesti ostaje nepoznat do 1939. godine kada je otkriveno da
nepodudarnost eritrocita majke 1 fetusa uzrokuje nastanak antieritrocitnih protutijela u majke
koja uzrokuju hemolizu eritrocita fetusa. Tada otkriveno anti-D protutijelo uzrokovalo je
ve¢inu HBFN te su novoroden¢ad RHD negativnih trudnica jedina smatrana rizicnima za
nastanak bolesti (2).

Kasnije su otkrivena druga specifi¢na antieritrocitna protutijela koja su uzrokovala
jednako teske HBFN sa smréu fetusa i novorodenceta. Znacaj i udio ovih protutijela, kao
uzroka HBFN je porastao, poglavito zbog prevencije RHD imunizacije, primjene RhD
imunoglobulina (RHD Ig) u RhD negativnih rodilja (1,2,3).

Transfuzijsko lije¢enje fetusa i novorodenceta s podudarnom krvi je lijek izbora u
teSkih HBFN. Uz postoje¢e mogucnosti lijeCenja intrauterinim transfuzijama (IUT) krvi,
izmjenom krvi i transfuzijama krvi novorodencetu, prognoza bolesti danas ovisi o ranoj
dijagnozi i pravovremenom lijecenju (1,2,4).

Najvecu vaznost u ranoj dijagnozi HBFN ima testiranje trudnica na antieritrocitna
protutijela. Niti jedan drugi neinvazivni test prenatalne dijagnostike ne¢e pouzdano otkriti sve
HBFN. Testiranjem trudnica u prvom tromjese¢ju trudnoCe otkrivaju se trudnice s
protutijelima prisutnim od pocetka trudnoce. Vaznost ovog testiranja je nedvojbena jer su
HBFN, u ovih trudnica, najteze.

Zbog fetomaternalnih krvarenja (FMK) tijekom trudnoce test moze postati pozitivan,
a znacaj ovih protutijela kao uzrok HBFN je dvojben (1,2,3.,4).

Ukoliko protutijela otkrivena tijekom trudno¢e ne uzrokuju HBFN, kontrolno
testiranje svih trudnica (posebno RHD pozitivnih) je neekonomic¢no i nepotrebno (5,6,7,8).

Ako protutijela otkrivena tijekom trudnoce uzrokuju HBFN, potrebno je ispitati za
koju skupinu trudnica, pored RhD negativnih trudnica je kontrolno testiranje znacajno

(5,6,7,8,9).



1.1. ERITROCITNI ANTIGENI I ANTIERITROCITNA PROTUTIJELA

Antigena nepodudarnost medu razli¢itim vrstama prepoznata je prije nepodudarnosti
unutar iste vrste (1875. godine). Nepodudarnost unutar iste vrste dokazao je Landsteiner
1900. godine, nakon §to je pomijesao eritrocite jedne osobe sa serumom druge osobe i dobio
aglutinaciju eritrocita. Ovim jednostavnim testom otkrivene su ABO krvne grupe, najvece
otkric¢e u transfuziologiji, za koje je Landsteiner dobio Nobelovu nagradu.

Sljede¢i krvno grupni sustav po vaznosti je RH sustav. Otkriven je 1940. godine
nakon imunizacije Rhesus majmuna s eritrocitima kunica. Eritrocitno protutijelo koje je ovim
postupkom nastalo povezano je s eritrocitnim protutijelom u cirkulaciji Zene koja je rodila
dijete s hidropsom. Dokazano je da je tada otkriveno anti-D protutijelo u serumu rodilje
uzrokovalo HBFN (1,2,3,4).

Drugi krvno grupni sustavi Kell, Duffy i Kidd dokazani su otkri¢em specificnih
protutijela u serumu, koja su se pojavila, nakon primanja transfuzija krvi, u majki ¢ija su
djeca oboljela od HBFN.

Antigeni krvnih grupa su smjesteni na eritrocitnoj membrani. Po kemijskom sastavu
to su proteini, ugljikohidrati, glikoproteini, glikoforini, odredene strukture i funkcije. Razlike
u sljedu jedne ili viSe aminokiselina na proteinu, kao nedostatak ili zamjena pozicije
odredenog Secera na ugljikohidratu, daju krvno grupnom sustavu antigene osobine. Ove
osobine su nasljedne, a njihova ucestalost je razli¢ita u razli¢itim populacijama (1,2,3,4,10).

Od otkria antigena ABO sustava, 1900. godine, do danas opisano je oko 650
eritrocitnih antigena, a najve¢i dio klini¢ki znaajnih antigena svrstan je u sustave krvnih

grupa (29 krvno grupnih sustava) (1).

1.1.1. IMUNIZACIJA NA ANTIGENE KRVNIH GRUPA

Razlikujemo dva tipa imunosnog odgovora, humoralni (posredovan protutijelima) i
stani¢ni (posreduju ga limfociti T 1 makrofagi).

Humoralni imunosni put je dominantan nakon imunizacije na aloantigene krvnih
grupa, kada primarnim ili sekundarnim imunosnim odgovorom nastaju antieritrocitna
aloprotutijela (1,4,10).

Tijekom primarnog imunosnog odgovora stanice koje prezentiraju antigen razlazu
antigen na peptide i1 izlazu ga pomoc¢nickim limfocitima T koji poticu limfocite B na
proliferaciju i sintezu aloprotutijela. Primarni odgovor je u pravilu spor te se antieritrocitna
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protutijela mogu prvi put otkriti tek nakon mjesec i viSe dana od antigenog podrazaja. IgM
protutijela nastaju u prvoj fazi primarnoga imunosnog odgovora, a potom gotovo samo IgG
aloprotutijela (4,10).

Koli¢ina aloprotutijela se vremenom smanjuje, ali limfociti T i B dozivotno pamte i
sposobni su potaknuti sintezu specificnog aloprotutijela ¢im ponovo dodu u kontakt s istim
antigenom. Zbog toga se tijekom sljedeceg susreta, u sekundarnom imunosnom odgovoru,
"preskace" najduza faza primarnog odgovora - prezentacija antigena pa je sinteza
aloprotutijela brza i mogu se otkriti ve¢ nakon 24-48 h. Osim toga nastaje velika koli¢ina
IgG aloprotutijela koja imaju jaki afinitet tj. vecu sposobnost vezivanja na eritrocitni antigen

(1,2,10).

1.1.2. OBILJEZJA ANTIERITROCITNIH PROTUTIJELA

a) Imuna protutijela

Imuna protutijela nastaju nakon primjene transfuzija ili nakon FMK. FMK
podrazumjeva transplacentarni prijelaz krvi ploda (ukljuujuéi fetalne stanice) u majéin
krvotok. FMK su gotovo uobicajena tijekom poroda, ¢eS¢a su uz tzv. imunizacijske dogadaje
(pobacaj, amniocenteza, biopsija korionskih resica, prijete¢i pobacaj, placenta previa), ali se
dogadaju 1 bez poznatog uzroka u trudnoci, posebno u treCem tromjesecju. Koli¢ina krvi
potrebna za imunizaciju majke je vrlo mala iznosi 0.1 ml fetalnih eritrocita (1,3).

Eritrocitni aloantigeni ¢e potaknuti imunosni odgovor, stvaranje protutijela, ovisno o
imunogeni¢nosti antigena. Najja¢i imonogeni u krvno grupnom sustavu su antigeni ABO
sustava. Sljede¢i po imunogenosti je RhD antigen. Vaznost ABO sustava i RhD antigena su
odredili dugogodi$nju transfuzijsku praksu tj. transfuzijsko lije€enje prema ABO i RhD
krvnim grupama (1,2,3). Odredivanje drugih eritrocitnih antigena nije dio rutinskog
prijetransfuzijskog ispitivanja, iako imunizacija transfuzijom krvi moZe biti uzrokovana ne-
RhD antigenima. Ne-RhD imunizacije su ¢eS¢e posljedica antigen nepodudarnih transfuzija
krvi nego i imunizacija nastalih zbog trudnoce (1,2,3). Zbog mogucéeg nastanka ne-RhD
protutijela (posebno anti-K i anti-c) koja mogu uzrokovati HBFN, potreban je posebni pristup
transfuzijskom lijeenju Zena u generativnoj dobi. Naime, zbog prevencije HBFN, pored
davanja krvi prema ABO 1 RhD krvnoj grupi preporuca se lijeciti zene do kraja generativne

dobi s Kell, Rhc, RhE i RhC antigen, posebno Kell i Rhc, podudarnom krvi (11,12).



b) Prirodna protutijela

Naziv prirodna protutijela Koristi se za protutijela nastala bez izlozenosti stranim
eritrocitnim antigenima. Ona su posljedica imunosnog odgovora na antigene iz okoliSa jer
antigene determinante (epitopi) bakterija, gljivica i biljaka dijele slicnu stereokemijsku
strukturu s antigenima krvnih grupa.

Najznacajnija prirodna protutijela, kao i1 najznacajnija protutijela u transfuziji krvi
opcenito su protutijela iz ABO sustava, anti-A i anti-B. Nalaze se u krvi osoba koje nemaju
istoimeni antigen, a stvaraju se ve¢ u rano dojenacko doba. Pored prirodnih protutijela na
antigene ABO sustava, postoje prirodna protutijela i na druge antigene krvnih grupa anti-
Lewis, anti-M, anti-P1 1 druga (1,2,3).

Prirodna protutijela se nazivaju i hladna protutijela jer optimalno reagiraju na
temperaturama nizim od tjelesne. Klini¢ki znacaj protutijela ovisi o njihovoj reaktivnosti na
tjelesnoj temperaturi (anti-A 1 anti-B su uvijek reaktivna i na 37°C).

Prirodna protutijela su veéinom IgM, a mogu biti dijelom 1 IgG klase. Samo
protutijela IgG klase koja su reaktivna na 37°C mogu uzrokovati HBFN. Zanimljivo je da su
u osoba krvne grupe O, anti-A i anti-B uvijek dijelom IgG klase. Stoga je novorodencad
trudnica krvne grupe O prakticki jedina rizi€na za nastanak hemoliticke bolesti

novorodenceta (HBN) zbog ABO protutijela (1,2,3,4).

1.1.3. SPECIFICNOST ANTIERITROCITNIH PROTUTIJELA

Od 650 eritrocitnih antigena 1 pripadajucih aloprotutijela s HBFN je povezano oko 50
aloprotutijela (1). RhD aloprotutijela su svakako najznacajnija, ona i danas uz poduzete
zaStitne mjere uzrokuju vecinu uz to i najteze slucajeve HBFN. Ipak, zaStitne mjere za
smanjenje RhD imunizacije, dovele su do porasta udjela i znacaja HBFN uzrokovanih ne-
RhD protutijelima protutijelima (1,2,3).

To su sljedeca aloprotutijela:

1) Rh sustav: anti-c, anti-C, anti-C", anti-C*, anti-e, anti-E, anti-E", anti-ce, anti-

Rh29, anti-Rh17, anti-Rh32, anti-Evans, anti-Riv;

2) Kell sustava: anti-K, anti-k, anti-K", anti-Kp®, anti—Kpb, anti-Js*, anti-J sb;

3) Duffy sustava: anti-Fy®, anti-Fy®, anti-Fy3;

4) Kidd sustava: JK*, Jk°, Jk3;

5) Drugi sustavi: anti-M, anti-S, anti-s, anti-U, anti-Mit, anti-PP;Pk 1 druga

protutijela (1).



Ukupna ucestalost klini¢ki znacajnih aloprotutijela u populaciji trudnica u regiji Tirol

je 0,58%, u Nizozemskoj je 0,3%, u gvedskoj 0,24% (9,13,14).

1.1.3.1. RHD PROTUTIJELA

RhD je najvazniji antigen RH sustava, a u transfuziji krvi zbog svoje imunogeni¢nosti
je sljedeci po vaznosti, iza ABO sustava (1). RhD antigen je transmembranski protein koji se
nalazi samo na eritrocitima. Kompleksne je grade, seroloski je na njemu dokazano 37 epitopa
(417 aminokiselina), a genotipizacijom je definirano viSe od 150 alela RhD gena (15). RhD
negativnim osobama (16% Europljana) nedostaje cijeli protein, Sto objasnjava visoku
imunogeni¢nost RhD antigena (1,2,3).

Manjem broju osoba nedostaje dio RhD antigena ili imaju tockaste mutacije u
ektracelularnom proteinskom lancu i oznacavaju se kao "parcijalni D", a najpouzdanija
metoda odredivanja kategorije "parcijalnog D" je genotipizacija (15). Ovakve osobe u
kontaktu s RhD pozitivnim eritrocitima mogu stvoriti anti-D protutijela na dio RhD antigena
koji im nedostaje (1,2,3,4).

Anti-D protutijela ¢e stvoriti 80% RhD negativnih osoba nakon transfuzije RhD
pozitivnih eritrocita, a primarna imunizacija ¢e nastati u Sest prvorotki nakon poroda RhD
pozitivnog djeteta bez Rh-profilakse. Anti-D protutijela uzrokuju blage do jako teSkih HBFN
sa smrcu fetusa i novorodenceta (1,2,3,4).

Primjena Rh-zastite, od 1970. godine, znacila je preokret u RhD imunizaciji, a time i
HBFN. Rh-zatita podrazumjeva primjenu RhD Ig pripravka visoko koncentriranih RhD
aloprotutijela, koja se nakon primjene vezu za RhD pozitivne eritrocite djeteta i sprijecavaju
aktiviranje imunosnog odgovora majke (4). Obzirom da su FMK najizrazenija za vrijeme
poroda, primjena RhD Ig do 72 h nakon poroda je najvaznija — poslijenatalna Rh-zastita.
Primjenom poslijenatalne Rh-zasStite smanjena je ucestalost RhD imunizacije medu RhD
negativnim trudnicama s 13 — 19% na 0,7 - 1,9% (11,16,17,18). Obzirom da su FMK
moguca tijekom cijele trudnoce, posebno iza 28. tjedna, potrebna je prijenatalna Rh-zastita u
28. tjednu trudnoce. Visegodisnjom primjenom poslijenatalne i prijenatalne Rh-zastite te Rh-
zaStite u odredenim indikacijama (nakon amniocenteze, biopsije posteljice, prijeteceg
abortusa, placente previe, te abdominalne traume), u ekonomski razvijenim zemljama

smanjen je broj RhD imunizacija na 0,1 - 0,5% (9,16,17,19).



Ministarstvo zdravstva Republike Hrvatske (RH) u Programu mjera zdravstvene
zastite zena odobrilo je primjenu RhD Ig:
1) nakon poroda
2) prekida trudnoce

3) amniocenteze (20).

1.1.3.1. NE-RHD PROTUTIJELA

a) Protutijela iz RH sustava osim anti-D

Do danas je otkriveno 50 antigena iz RH sustava. U transfuziji krvi pored RhD
najvazniji su RhC, RhE, Rhc, Rhe i njima pripadajuca protutijela (anti-C, anti-E, anti-c, anti-
e) (3). Protutijela iz RH sustava, osim anti-D, uzrokuju blage do jako teskih HBFN, a njihov
znacaj glede HBFN nije jedinstven (1,2,3).

Anti-c protutijelo se javlja s ucestalo$¢u od 7:10 000 trudnica, kao uzrok HBFN
sljede¢a su po vaznosti iza anti-D protutijela. Uzrokuju blage do jako teskih HBFN. Kroz
petnaestogodiSnje razdoblje u Engleskoj od 49 perinatalnih smrti uzrokovanih ne-RhD
protutijelima, 32 su bila uzrokovana anti-c protutijelima (21). Ovo protutijelo je u oko 40 —
50% trudnica nastalo nakon transfuzije krvi (22).

Anti-E su iza RhD protutijela, slijede¢a po ucestalosti. Otkrivaju se u 1:1000 trudnica.
Rijetko uzrokuju teSke HBFN. Pri pracenju 283 trudnice s anti-E protutijelima, samo je jedna
trudnoca zavrSila perinatalnom smréu novorodenceta (23). Anti-E mogu biti prirodna
protutijela klase IgM, u tom slu¢aju ne uzrokuju HBFN (1).

Anti-C se najcesCe pojavljuje uz anti-D protutijelo. Samo anti-C protutijelo je
otkriveno u 1:10 000 trudnica. MoZe uzrokovati blage do teSkih HBFN (24).

Anti-e protutijelo nastaje vrlo rijetko jer je ucestalost Rhe antigena u populaciji 98%.
Rhe antigen je slabi imunogen, pa su anti-e protutijela gotovo uvijek inducirana transfuzijama
krvi. Anti-e protutijelo moze uzrokovati srednje teSku HBFN (1).

Anti-C" su rijetka protutijela jer je RhC" antigen niske ucestalosti (ucestalost u
populaciji je oko 2%). Anti-Cw uzrokuje uglavnom blage, ali su opisani 1 slu€ajevi teskih
HBFN s kernikterusom (25).

Anti-Rhl7 protutijela su izuzetno rijetka jer je Rh17 antigen izuzetno visoke
ucestalosti. Njegova ucestalost u populaciji je 99,99%. U trudnica s anti-Rh17 protutijelima

opisani su blazi, kao i vrlo teski oblici HBFN (26,27).



b) Protutijela iz KELL sustava

Anti-Kell (anti-K) protutijela nalazimo u 1:1000 trudnica. Nastala su u 80 - 88%
trudnica zbog transfuzija Kell pozitivne krvi, a ne zbog trudnoce (1). lako je K antigen nakon
RhD antigena najjaci imunogen, zbog male ucestalosti Kell pozitivnih osoba (oko 9%) male
su Sanse da ¢e Kell antigen biti naslijeden od oca te da ¢e nastati HBFN. Zato je ucestalost
HBEN uzrokovane anti-K protutijelima daleko manja od ucestalosti anti-D protutijela, a
prema istrazivanjima javlja se u 1 od 20 000 poroda (28).

HBFN uzrokovane anti-K protutijelima imaju srednje teSku do vrlo tesku klinicku
sliku, koja ne korelira s visinom titra protutijela. Opisan je kernikterus u djeteta ¢ija je majka
imala titar anti-K 1:2 (29). Anti-K osim §to kao 1 ostala eritrocitna protutijela uzrokuju
hemolizu eritrocita, suprimiraju eritropezu te u klinickoj slici HBFN uzrokovanoj anti-K
dominira anemija, koja ne korelira s brojem retikulocita i vrijednostima bilirubina u krvi
fetusa i novorodenceta (30,31).

Supresija eritropoeze s anti-K protutijelima posljedica je imune destrukcije
eritrocitnih prekursora jer je Kell antigen prisutan ve¢ na eritroblastima, za razliku od RhD
antigena koji se na eritrocitnim prekursorima pojavljuje kasnije (1). Treba istaci, ukoliko je u
trudnice dokazano anti-K protutijelo, potaknuto isklju¢ivo trudno¢ama, klini¢ka slika HBFN
biti ¢e izrazito teska (1).

Anti-Cellano (anti-k) protutijela su rijetka jer je Cellano (k) antigen visoke ucestalosti
(ucestalost u populaciji je 99,8%). Zbog toga je HBFN uzrokovana ovim protutijelom
izuzetno rijetka, ali ukoliko se razvije ima istu klini¢ku sliku kao i HBFN uzrokovana anti-K
protutijelom (32).

Anti-Js, anti-Js, anti-Kp®, anti-Kp” (ostala protutijela na antigene Kell sustava) su
uglavnom posljedica antigen nepodudarnih transfuzija krvi. Obzirom da je ucestalost Js* i
Kp® antigena manja od 1%, a Js” i Kp® ve¢a od 99%, HBFN uzrokovane ovim protutijelima su

izuzetno rijetke (32).

c) Aloprotutijela iz Duffy sustava
Anti-Duffy” (anti-Fy*) protutijela mogu uzrokovati blage do teskih HBFN. Uc¢estalost
anti Fy® protutijela u populaciji trudnica je 5:10 000 (33).



d) Aloprotutijela iz Kidd sustava
Kidd (anti-JK* i anti-JK°) protutijela mogu uzrokovati jake poslijetransfuzijske
reakcije, ali vrlo rijetko HBFN (1,8). Do sada je opisan samo jedan slucaj kernikterusa

uzrokovan anti-Jk® protutijelom (34).

1.1.4. PRIJELAZ PROTUTIJELA OD MAJKE NA FETUSA

Prijelaz protutijela od majke na fetus mogué¢ je jedino preko posteljice. Samo
protutijela IgG klase prolaze posteljicu i to aktivnim transportom u mjehuri¢ima, vezana za
Fc receptore na stanicama sinciciotrofoblasta. Uloga Fc receptora nije samo prijenos
protutijela i pasivna imunost novorodenceta i dojenceta, ve¢ i zastita IgG od normalnog
serumskog katabolizma. Poluzivot protutijela IgG klase je 21 dan, odnosno 3 - 4 puta duzi
nego drugih klasa protutijela. Prijenos protutijela je neznatan u prvih 12 tjedana trudnoc¢e. Od
24. tjedna eksponencijalno raste a pri kraju trudnoce koli¢ina eritrocitnih aloprotutijela moze
dose¢i veée vrijednosti u cirkulaciji djeteta nego u cirkulaciji majke (1,2). Prosjecna
vrijednost u krvi majke je 12 g/I, a u krvi novorodenceta 15 g/l (35).

IgG klasa protutijela se sastoji od 4 subklase: I1gG1, IgG2, IgG3 1 IgG4. Stanice
sinciciotrofoblasta najaktivnije prenose subklasu IgG1. Treba naglasiti da receptor Fc IgG
vrste I na fagocitima-makrofazima osim za subklasu IgG1 ima visoki afinitet i za sublasu
IgG3. ObloZenost eritrocita upravo ovim subklasama imunoglobulina "olakSati" ¢e fagocitozu
mehanizmom olakSane fagocitoze—opsonizacije odnosno stani¢ne citotoksi¢nosti ovisne o

protutijelima 1 uzrokovati HBFN (36,37).

1.2. HEMOLITICKA BOLEST FETUSA I NOVOROPENCETA
1.2.1. PATOFIZIOLOGIJA

Antieritrocitna protutijela u cirkulaciji fetusa 1 novorodenceta veZu se za specificne
eritrocitne antigene. Protutijelima obloZeni eritrociti mehanizmom olakSane fagocitoze bivaju
fagocitirani u slezeni, te Zivotni vijek eritrocita moze, u teSkoj HBFN, biti skra¢en na samo 2
- 3 dana (1,38).

Nastanak 1 teZina anemije ovise s jedne strane o antieritrocitnim protutijelima majke,
specificnosti protutijela, koncentraciji protutijela u krvi, klasi 1 subklasi te avidnosti
protutijela, a s druge strane o sposobnosti hematopoetskog sustava fetusa i novorodenceta da

kompenzira anemiju (1,4). KoStana srz i drugi hematopoetski organi, jetra i slezena, na
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nastalu anemiju odgovaraju povecanom proizvodnjom eritrocita i otpusStanjem nezrelih
eritrocita u cirkulaciju, kao u fetalne eritroblastoze (38).

Hemolizom eritrocita oslobada se hemoglobin i njegov metabolic¢ki produkt bilirubin.
Indirektni—nekonjugirani bilirubin u fetalnom razdoblju prolazi preko posteljice u cirkulaciju
majke. Potom se u jetri majke konjugira-konvertira u direktni bilirubin te biva izlu¢en putem
zuc€i. Stoga vrijednosti ukupnog bilirubina u fetalnoj cirkulaciji i amnionskoj tekucini,
premda mogu biti poviSene, ne dosezu toksi¢ne vrijednosti (1,2,3,4,38). Nakon poroda, jetra
novorodenceta nije sposobna konjugirati i izluciti bilirubin, posebno u nedonoscadi i nastaje
nakupljanje razgradnih produkata bilirubina. Indirektni bilirubin doseze toksi¢ne vrijednosti

(>20 mg/dl), koje ako je lijecenje zakasnjelo mogu uzrokovati trajno oste¢enje mozga (1).

1.2.2 KLINICKA SLIKA

Klinicka slika HBFN manifestira se u rasponu od blage (laboratorijski prepoznatljive
hemolize), do vrlo teSke HBFN s mogu¢im smrtnim ishodom, ve¢ od 8. tjedna gestacije
(1,38).

U blaZzim slu¢ajevima HBFN nastaje ubrzana razgradnje eritrocita, posljedi¢na Zutica
izrazenija od fizioloske i pad hemoglobina ve¢i od fizioloskog pada (1,2).

Tezi oblik bolesti o€ituje se ve¢ pri rodenju jaom anemijom, koja zahtijeva lijecenje.
Razgradnja eritrocita je izrazena i bilirubin vrlo brzo raste, a bez hitne izmjene krvi
novorodencetu moze nastati kernikterus sindrom obiljeZen letargijom, spazmom, nepravilnim
disanjem 1 trajnim oSte¢enjem mozga. Vrijednosti bilirubina u krvi i razvoj kernikerusa
visoko koreliraju (1,2,4). Kerikterus se nece razviti pri vrijednostima bilirubina <20 mg/dl u
donesene novorodencadi, dok su u nedonoscadi 1 niZe vrijednosti bilirubina rizi¢ne (1).

Jak hemoliticki proces u fetalnom razdoblju pracen je slikom fetalne anemije, a u
najtezim slucajevima razvije se hydrops fetalis, koji obiljeZavaju generalizirani edemi s jako
povecanom jetrom 1 slezenom te niskim vrijednostima albumina u krvi. Relativno visoke
vrijednosti albumina u ascitesu (u odnosu na vrijednosti u krvi) upucuju na ostecenje endotela
krvnih Zila, kao posljedicu hipoksije. Komplikacije fetalnog hidropsa koje dovode do smrti su

intravaskularne tromboze s opseznim krvarenjima u plu¢a i mozak (1,38,39).
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1.2.3. PROCJENA TEZINE BOLESTI

Tezina HBFN se najpouzdanije odreduju iz uzorka krvi. Obzirom da je u fetalnom
razdoblju ovaj postupak vrlo invazivan i rizian za trudnocu, takoder uzrokuje i ve¢a FMK s

porastom koliine protutijela, prednost se daje neinvazivnim metodama (1,2).

1.2.3.1. NEINVAZIVNE METODE

a) Kolicina protutijela u krvi majke

Veé dugo koriStena metoda je semikvantitativna metoda titaracije seruma, gdje
reaktivnost protutijela u epruveti s najveCom dilucijom oznaavamo kao titar protutijela.
Prednost testa je u izvodivosti uz jednostavniju opremljenost laboratorija, dok su nedostatci u
razliitim rezultatima testa, nastalih zbog razliti¢itih metoda rada, subjektivne interpretacije
rezultata, nemogucnosti upotrebe istih testnih eritrocita i drugo (1,3,4). Kriti¢na vrijednost
semikvantitativnog titra protutijela definirana je kao vrijednost kada su moguce teSke HBFN.
Kriti¢na vrijednost titra za anti-D i druga protutijela (osim anti-K) je 1:8 do 1:32. Anti-K
protutijela mogu izazvati teSke HBFN 1 pri niZzem titru (29).

Testom koncentracije protutijela se takoder odreduje koli¢ina protutijela u krvi majke.
Test je automatiziran, precizniji je od subjektivnog odredivanja semikvantitativne koliCine
protutijela, a dostupan je u bolje opremljenim laboratorijima, samo za anti-D protutijela.

Koncentracija anti-D protutijela veca od 6 i.u/ml moZe uzrokovati umjereno teSke HBFN (1).

b) Odredivanje IgG subklase protutijela u serumu majke

IgG subklase se odreduju indirektnim antiglobulinskim testom (IAT) pomocu
monoklonskih protutijela. Teska HBFN je povezana sa subklasama IgG1 i IgG3. HBFN je
laksa ako su prisutna samo IgGl, nego samo IgG3, a najteZza ako su prisutna IgG1+IgG3

protutijela (36,37).

¢) Bioloski testovi

Bioloskim testovima se odreduje sposobnost antieritrocitnih protutijela da potaknu
fagocitozu ili lizu eritrocita. Zahtijevniji su za izvodenje nego titar i koncentracija protutijela,
ali imaju vecu prediktivnu vrijednost (1). Najces¢i bioloski testovi su:

1) Test monocitima u sloju

U ovom testu eritrociti se oblozu ispitivanim protutijelima te dovode u kontakt s
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mononuklearima. Potom se mjeri indeks fagocitoze (1). Ovaj test razlikuje blage
od teskih HBFN pouzdanije nego amniocenteza i odredivanje bilirubina iz plodove
vode (40).

2) Stani¢na citotoksi¢nost ovisna o protutijelima
U ovom testu eritrociti oblozeni protutijelima se oblazu izotopima, a potom
inkubiraju s monocitima. Nakon lize oSteCenih eritrocita mjeri se koli¢ina

oslobodenih izotopa (1).

d) Ultrazvucni pregled

Klasicnim ultrazvucnim pregledom mogu se prepoznati teSke HBFN u kojih je
prisutan ascites ili izljev u pleuralnu ili perikardijalnu Supljinu, odnosno izrazena klinicka
slika fetalnog hidropsa. Nepouzdan je u procjenjivanju fetalne anemije (2).

Obzirom da kod fetalne anemije nastaje veci protok krvi, mjerenje protoka krvi kroz
srednju cerebralnu arteriju Doppler ultrazvukom moze otkriti ovu anemiju. Ovim testom se

mogu otkriti umjerene i teSke HBFN i bez hidropsa (2).

1.2.3.2. INVAZIVNE METODE

a) Amniocenteza

Amniocenteza je invazivna metoda kojom se uzima uzorak amnionske tekucine 1
potom odreduje vrijednost bilirubina u plodovoj vodi. Bilirubin se odreduje indirektno,
mjerenjem opticke gustoce amnionske tekucine pri svjetlu valne duljine 450 nm. Rezultati
testa se interpretiraju prema Lileyevoj krivulji, odnosno procjenjuje se tezina HBFN (38).
Prema Lileyevoj krivulji opticka gustoca amnionske tekucine se moze interpretirati nakon 27.
gestacijskog tjedna. Obzirom da je opticka gusto¢a amnionske tekucine promjenjiva
(smanjuje se nakon 27. gestacijskog tjedna), procjenjivanje tezine HBFN, prema Lileyevoj

krivulji prije 27. gestacijskog tjedna nije pouzdano (38).

b) Uzorak krvi fetusa

Kordocenteza je invazivna metoda gdje se pod kontrolom ultrazvuka preko trbuha
majke ulazi u umbilikalnu venu. Procjena fetalne anemije ovom metodom je svakako
najpouzdanija jer se direktno iz uzorka krvi fetusa odreduju hemoglobin 1 hematokrit.

Odredivanje hemoglobina i hematokrita iz umbilikalane krvi je rutinski postupak prije IUT
(1,2,4).
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Metoda je rizicna zbog mogucée sekundarne imunizacije i porasta titra protutijela, ali i
primarne imunizacije drugim eritrocitnim antigenima. Osim toga, postupak kordocenteze je
rizi¢an radi moguceg prekida trudnoce (od 606 ucinjenih kordocenteza do prekida trudnoce je

doglo u 0,8%) (41).

1.2.3.3.PROCJENA TEZINE HEMOLITICKE BOLESTI NOVORODENCETA

Novorodencad iz rizicne trudnode, zbog antieritricitnih protutijela majke, se prati
nakon poroda. Odreduju im se, iz krvi pupkovine i venske krvi, vrijednost bilirubina i
hemoglobina, ABO i RhD krvne grupa, specifi¢ni eritrocitni antigen (za protutijela majke) 1
direktni Coombsov test. Obzirom da imuna hemoliza uzrokuje pad hemoglobina i daljnji rast
bilirubina, pra¢enje ovih vrijednosti je vazno, posebno u prvim danima zivota (38,42). Druge
pretrage kao Sto su broj retikulocita 1 vrijednost serumskog eritropoetina korisne su u
razlikovanju hipoproliferativnih od hemolitickih anemija (36).

S druge strane, nakon poroda rutinski se vrs$i pregled sve novorodencadi radi
otkrivanja anemije i Zutice. Pri tom se primarnom smatra pazljiva klinicka procjena i
odredivanje Apgar scora u ranom postporodajnom razdoblju. Simptomi anemije (boja koze,
ubrzano disanje, ubrzan rad srca, letargija) utje€u na Apgar scor. Rutinsko testiranje krvi ne
smatra se potrebnim u sve novorodencadi, izuzev kad postoji sumnja na anemiju i

hiperbiliribinemiju te kada u diferenicijalnoj dijagnozi dolazi u obzir i HBN (38).

1.2.3. LIJECENJE

a) Intrauterine transfuzije

IUT mogu se primijeniti u peritonealnu Supljinu fetusa ili u umbilikalnu venu.

Prva transfuzija krvi fetusu primjenjena je u peritonealnu Supljinu fetusa (Liley, 1963.
godine). Iz peritonealne Supljine eritrociti se preko desnog limfatickog duktusa absorbiraju u
krvotok fetusa. Pri tomu vaznu ulogu imaju pokreti fetalnog oSita jer pospjeSuju adsorbciju
eritrocita u krvotok. Ako dijete ima hidrops pokreti oSita su oskudni pa je ucinkovitost
peritonealnih transfuzija umanjena. Ipak, zbog jednostavnosti primjene peritonealne
transfuzije 1 ve¢eg ukupnog volumena transfudirane krvi ovakva metoda ima svoje mjesto u
kombinaciji s intravaskularnom transfuzijom (43).

Krv se, kod intravaskularne transfuzije krvi fetusu, pod kontrolom ultrazvuka injicira

kroz umbilikalnu venu. Primjenjuje se ve¢ od 20. do 24. gestacijskog tjedna, svaka 2 do 4
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tjedna (1). U Nizozemskoj u dvanaestogodiSnjem razdoblju 210 fetusa je primilo 593 IUT.
Prezivljenje fetusa bez hidropsa je bilo 92%, dok je u fetusa s hidropsom prezivljavanje bilo
78% (44).

Koncentrati eritrocita za IUT trebaju biti krvne grupe "O", podudarni sa serumom
majke, sa smanjenim brojem leukocita, tri puta isprani u fiziolos§koj otopini i ne stariji od 3
dana. Preostali limfociti iz transfudiranih koncentrata eritrocita, zbog imunosne nezrelosti
fetusa, mogu uzrokovati oboljenja presadak protiv primaoca (engl. Graft Versus Host Disease

- GVHD). Stoga, poradi prevencije GVHD krv treba biti i ozracena.

b) Izmjena krvi novorodenceta

Ciljevi izmjene krvi novorodenceta su smanjenje bilirubina u serumu i prevencija
daljnjeg rasta bilirubina. Kriteriji za izmjenu krvi ukljucuju vrijednost bilirubina, vrijednost
hemoglobina (u umbilikalnoj i venskoj krvi), gestacijska dob, porodajna teZina, te
komplikacije kao S§to su perinatalna asfiksija, acidoza, hipoalbuminemia, hipoglikemija,
meningitis i kernikterus (38).

Prilikom izmjene krvi, krv se preko umbilikalne vene naizmjeni¢no aspirira i injicira.
Za izmjenu krvi je potreban dva puta ve¢i volumen krvi od volumena krvi novorodenceta.
Krv treba biti krvne grupe novorodenceta ili krvne grupe "O", podudarna sa serumom majke,
sa smanjenim brojem leukocita ozracena i ne starija od 7 dana (1,2). Jednom izmjenom krvi
smanjit ¢e se broj nepodudarnih eritrocita za 87%, a bilirubina oko 45% (3,43). Bilirubin i
antieritrocitna protutijela nakon izmjene krvi prelaze u krvotok iz ekstravaskularnih prostora
te se, u teSkih HBFN potrebno smanjenje bilirubina i protutijela ne moze posti¢i jednom
izmjenom krvi (1,2).

Iako je izmjena krvi novorodenceta znatno povecala prezivljenje i gotovo potpuno
uklonila rizik od kernikterusa, ozbiljne komplikacije (embolija, spazam krvnih Zila,

tromboza, sr€ane aritmije, poremecaj elektrolita) nastaju u 12% novorodencadi (45).

c¢) Transfuzije krvi novorodencetu

Novorodencadi koja su lije¢ena pomoc¢u IUT ili su lije¢ena izmjenama krvi, kao i
novorodencadi bez prethodnog transfuzijskog lijeCenja potrebno je, zbog rizika nastanka
anemije, pratiti vrijednosti hemoglobina u krvi svakih 7 do 10 dana. Pri padu hemoglobina
prema 70 g/l potrebno je lijeCenje transfuzijama eritrocita (2). Naj¢esce u prvih 6 do 8 tjedana

zivota mogu biti potrebne jedna ili viSe transfuzija eritrocita. Za transfuzijsko lijeCenje
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novorodenceta primjenjuju se koncentrati eritrocita sa smanjenim brojem leukocita podudarni

s serumom majke i to 20 ml/kg tezine (1,2,3,43).

d) Fototerapija

Izlaganjem novorodenceta fluorescentnom svjetlu (valne duljine 420 do 480 nm)
bilirubin se konvertira u biliverdin, netoksi¢ni pigment topiv u vodi (1). Kod blazih oblika
HBN, fototerapija je poCetna metoda za smanjenje bilirubina u krvi. Indikacije za fototerapiju
u donesene novorodencadi su povecanje bilirubina ve¢e od 0,5 mg/dl na dan ili ako ukupni

bilirubin prelazi 10, 12, ili 14 mg/dl u 12., 18., ili 24. satu Zivota (1,43).

e) Intravenski IgG

Primjena visokih doza intravenskih imunoglobulina (IVIG) novorodenc¢etu kod HBN
dovodi do pada bilirubina. Njihova primjena u kombinaciji s fototerapijom smanjila je
potrebu za izmjenom krvi (46). IVIG su primjenjivani na viSe nacina: u dozi 0,5 g/kg kroz 2

h; u dozi 1 g/kg kroz 4 h; u dozi 0,8 g/kg/dnevno za tri dana (46).

f) Terapijska plazmafereza u majke

Nakon diferencijalnog centrifugiranja krvi trudnice izdvaja se plazma i zamjenjuje
albuminima, u cilju smanjenja koli¢ine protutijela u cirkulaciji majke. Racionalan pristup za
primjenu ove metode, ipak nije donio ocekivane rezultate (1,2,3). Plazmafereza se, u
centrima koji imaju veliko iskustvo primjene IUT, preporu¢a kada je u prethodnim
trudno¢ama nastao fetalni hidrops prije 24. tjedna. Tada bi plazmaferezu trebalo primjeniti

ve¢ od 12. tjedna trudnoce (47).

1.3. TESTIRANJE TRUDNICA
1.3.1. PRVO TESTIRANJE U TRUDNOCI

Sve razvijene zemlje propisuju u ranoj trudno¢i (10. - 14. tjedan) odredivanje ABO
krvne grupe, RhD antigena i test pretraZivanja antieritrocitnih protutijela (48,49,50).

Testom pretraZivanja u ranoj trudno¢i otkrivaju se protutijela stvorena prije sadasnje
trudnoce. Naime, FMK potrebna za primarnu imunizaciju ne dogadaju se u normalnim
trudno¢ama prije 12. tjedna trudnoce, ako se k tome doda da za razvoj protutijela treba 4
tjedna do 6 mjeseci (prosjecno 9 tjedana), ocito je da primarnu imunizaciju ne¢emo otkriti u

ranoj trudnodi. Stoga je cilj ranog pretrazivanja protutijela otkrivanje prethodno imuniziranih
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trudnica, koje bi u ovoj trudno¢i mogle dozivjeti sekundarnu imunizaciju posljedica cega je
brz i jak porast titra protutijela (1,2,3,4).

Negativan rezultat testa pretrazivanja moze znaciti da trudnica nije imunizirana, ili je
imunizirana, ali je koli¢ina protutijela ispod granice otkrivanja testa. Rijetko test
pretrazivanja moze biti negativan, a da su u serumu prisutna klini¢ki zna¢ajna antieritrocitna
protutijela. Naime, testni eritrociti koji se koriste za rutinsko otkrivanje antieritrocitnih
protutijela ne moraju imati antigene Cija je ucestalost manja od 1% te se s njima nece moci
otkriti imunizacija uzrokovana protutijelima na ove antigene. Antiritrocitna protutijela na
antigene niske ucestalosti vrlo rijetko uzrokuju HBFN. Te se imunizacije u pravilu otkrivaju
pri porodu uz simptome HBFN, pozitivan direktni Coombsov test novorodenceta, bez
detektabilnih protutijela majke uz ABO podudarnost (1,2,3.,4).

Na prvom testiranju trudnicama se odreduje i ABO krvna grupa. Obzirom da
protutijela iz ABO sustava nisu povezana s HBF, objasnjenje odredivanja ABO krvne grupe
leZi u mogucoj potrebi transfuzijskog lije¢enja trudnice 1 rodilje. S druge strane, budu¢i da je
to jedino odredivanje ABO krvne grupe u trudnoci, ovom se pretragom selektiraju trudnice
krvne grupe "O", ¢ija su novorodencad rizi¢na za razvoj ABO HBN (1,3).

Odredivanje RhD antigena na prvom testiranju jedno je od vaZznijih u trudnodi.
Naime, ve¢ je u ranoj trudno¢i potrebno identificirati RhD negativne trudnice, zbog
mogucnosti primanja RhD-profilakse, odnosno izdvojiti RhD negativne trudnice kao rizi¢niju

skupinu za razvoj HBFN (1,2,3).

1.3.2. KONTROLNO TESTIRANJE RHD NEGATIVNIH TRUDNICA

Zbog FMK koja se deSavaju tijekom cijele trudnoce, negativan test pretraZivanja u
prvom tromjesecju moze na kontrolnom testiranju u tre¢em tromjesecju postati pozitivan u
RhD negativnih i RhD pozitivnih trudnica (1,2,3,4,19,51). Preporuke prakticno svih
razvijenih zemalja propisuju za RhD negativne trudnice kontrolno pretraZivanje protutijela na
pocetku treceg tromjesecja (28. - 30. tjedna) (48,49,50).

Prema standardima i1 uputama transfuzijske medicine, u RH, pored navedenog
kontrolnog pretraZivanja protutijela u 28. tjednu trudnoce, preporuca se i pretraZivanje u 34.
tjednu trudnoce (52).

Pored otkrivanja RhD imunizacije nastale tijekom trudnoce, u zemljama koje provode
rutinsku prijenatalnu Rh-zastitu, kontrolno pretrazivanje u 28. tjednu trudnoce sluzi i kao
posljednja provjera prije primjene Rh-zastite (1,3).
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1.3.3. KONTROLNO TESTIRANJE RHD POZITIVNIH TRUDNICA

Glede kontrolnog testiranja RhD pozitivnih trudnica, u svijetu postoje znacajne
razlike (48). Prisutne su zbog nedoumice oko klinicke vaznosti ne-RhD protutijela stvorenih
tijekom trudnoce, za trudnicu i dijete (5,6,7,8,14,53). Eritrocitna protutijela stvorena tijekom
trudnoce su bitna za trudnicu u slucaju hitnog transfuzijskog lijeCenja ili ako uzrokuju HBFN.
Rezultati istrazivanja HBFN provedeni u viSe zemalja pokazali su da antieritrocitna
protutijela otrivena prvi puta u tre¢em tromjesecju nisu uzrokovala HBFN pa je zakljuceno da
je kontrolno testiranje u tre¢em tromjesjecju nepotrebno i neekonomicno (5,6,7,8,14,53).

Oprecan zakljuc¢ak donose Koelewijn 1 suradnici. Analizirali su ucinkovitost testa
pretrazivanja u prvom tromjesecju u RhD pozitivnih trudnica i zakljucili da je prediktivna
vrijednost testa pretrazivanja u prvom tromjesecju samo 75%. Naj¢esS¢e su Rhe aloprotutijela
uzrokovala HBFN, iako nisu otkrivena na prvom pretrazivanju. Zbog toga preporucuju

kontrolno testiranje u 30. jednu samo za Rhc antigen negativne trudnice (9).

1.3.4. TEST PRETRAZIVANJA 1 ODREPIVANJE SPECIFICNOSTI
ANTIERITROCITNIH PROTUTIJELA

Test pretrazivanja antieritrocitnih protutijela je primarni test za otkrivanje trudnoce
rizicne za razvoj HBFN. Niti jedan drugi neinvazivni test prenatalne dijagnostike nece
pouzdano otkriti sve HBFN osim ovog testa (1).

Test pretrazivanja antieritrocitnih protutijela izvodi se u indirektnom antiglobulinskom
testu (IAT). Moze se raditi metodom u epruveti, u mikrostupcu 1 u mikroplo¢ama (54,55).
Od komercijalnih testova u mikrostupcu najzastupljeniji su: Ortho Clinical Diagnostics, New
Jersy, USA; Diamed GmbH Biorad, Cressier, Switzerland; Scangel GmbH Biorad,
Philadelphia, USA (56).

U viSe studija je usporedivana osjetljivost metoda u mikrostupcu: Ortho Clinical
Diagnostics, new Diamed AG, Biorad-Scangel. Osjatljivost navedenih metoda je bila za
klini¢ki znacajna protutijela od 90% do 95%, pri tomu niti jedna od metoda nije otkrila sva
klini¢ki zna€ajna protutijela (56).

Identifikacija protutijela ili odredivanje specifi¢nosti protutijela se izvodi ako je test
pretrazivanja pozitivan. Identifikacija se, kao 1 test pretrazivanja, primarno izvodi u IAT.

Pored IAT u identifikaciji se koriste drugi testovi: testiranje s enzimom obradenim testnim
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eritrocitima, elucija protutijela s eritrocita, adsorbcija protutijela iz seruma, neutralizacija
protutijela u serumu topivim antigenima (54,55).

Kada je odredena specificnost antieritrocitnih protutijela, procjenjuje se njihov
klini¢ki znacaj. Klini¢ki znacaj protutijela nije jednostavno definirati, a najbliza je definicija
da su to protutijela koja uzrokuju skra¢en zivotni vijek transfudiranih eritrocita ili uzrokuju

HBFN (tablica 1) (1,57).
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Tablica 1. Specifi¢na antieritrocitna protutijela po sustavima krvnih grupa i ucestalost
antigena u Europskoj populaciji. Za svako protutijelo navedena su obiljezja, imuna ili
prirodna protutijela, kao i njihova povezanost s HBFN.

Antieritrocitna Imuna Prirodna Uzrokuju Ucestalost antigena
protutijela HBFN (%)
RH SUSTAV
Anti-D + + 84
Anti-C + + 70
Anti-E + + + 30
Anti-c + + 80
Anti-e + + 08
Anti-C" + + + 1
Anti-Rh17 + + 99,99
KELL SUSTAV
Anti-K + ) + 9
Anti-k + + 99,9
DUFFY SUSTAV
Anti-Fy* + 65

+
Anti-Fy" + + 80
KIDD SUSTAV
Anti-Jk? + + 77
Anti-JK° + + 73
MNS SUSTAV
Anti-M + + Rijetko 78
Anti-N + o+ Rijetko 72
Anti-S + + + 55
Anti-s + + 89
Anti-U + + 99,99
LUTHERAN SUSTAV
Anti-Lu? + + + 8
Anti-Lu® + 99,99
LEWIS SUSTAV
Anti-Le* + 22
Anti-Le® + 72
P SUSTAV
Anti-P, ) + 79
Anti-PP,P* + + 99,99
CARTWRIGHT SUSTAV
Anti-Yt* + Rijetko 77
Anti-Yt° + 73
DRUGI ANTIGENI
Anti-Ch* + 98
Anti-Rg* + 97
Anti-Yk?* + 92
Anti-Kn* + 99
Anti-JMH + + 98
Anti- Vel + 99,99
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2. CILJEVI 1 HIPOTEZE

Ciljevi ovog istrazivanja, provedenog u Odjelu za transfuziju krvi, KBC Split, u

razdoblju od 1. sijecnja 1993. godine do 31. prosinca 2008. godine, su istraziti:

1.

Ucestalost anti-D 1 drugih klinicki znacajnih protutijela (anti-K, anti-c, anti-E, anti-C,
anti-Rh17, anti-Cw, anti-Fya, anti-Fyb, anti,Jka, anti-Jkb, anti-s, anti-S) u ispitivanoj
populaciji trudnica

Na kojem su testiranju tijekom trudnoce (prvo testiranje ili kontrolna testiranja u 28.
tjednu, u 34. tjednu ili na porodu) su prvi put otkrivena navedena protutijela

U kojoj trudno¢i (prva, druga, treca i kasnije) su protutijela otkrivena na kontrolnom
pretrazivanju

Broj oboljelih od HBEN ako su aloprotutijela otkrivena na prvom testiranju

Broj oboljelih od HBEN ako su aloprotutijela otkrivena na kontrolnom testiranju
Povezanost HBEFN s aloprotutijelima otkrivenim na kontrolnom testiranju u prvorotki
1 viSerotki

Procjeniti znacaj testiranja RhD negativnih i RhD pozitivnih prvorotki i viSerotki u

tre¢em tromjesecju glede ranog otkrivanja HBFN.

Ova studija postavlja sljedece hipoteze:

1.

Uz prijenatalnu Rh-zastitu koja se provodi u Republici Hrvatskoj, najveca je
ucestalost anti-D protutijela, a potom ne-RhD protutijela iz Rh i Kell sustava.
Sukladno tome najveca je i ucestalost teSkih HBFN uzrokovanih ovim protutijelima.
FMK u trudno¢i uzrokuju nastanak znacajanog broja RhD 1 ne-RhD imunizacija, koje
su otkrivene na kontrolnom testiranju.

Anti-D i ne-RhD protutijela otkrivena na kontrolnom testiranju u tre¢em tromjesecju

trudno¢e mogu uzrokovati HBEN.
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3. METODE I MATERIJAL

U istrazivanje su ukljucene trudnice testirane na Odjelu za transfuziju krvi KBC Split,
imunizirane trudnice i novorodencad imuniziranih trudnica. Istrazivanje je provedeno u
petnaestgogiSnjem razdoblju, od 1. sijeCnja 1993. godine do 31. prosinca 2008. godine,
retrospektivnom analizom dokumentacije Odjela za transfuziju krvi KBC Split,
dokumentacije Klinickog zavodu za patologiju i Zavoda za javno zdravstvo Splitsko-

dalmatinske Zzupanije. Istrazivanje je sveuhvatno za Splitsko-dalmatinsku Zupaniju.

3.1. METODE
3.1.1. TESTIRANJE TRUDNICA

Testiranje trudnica je provedeno, prema preporukama Ministarstva zdravstva i
Hrvatskog transfuzioloSkog drustva (9,10). U pra¢enom razdoblju preporuke za testiranje
trudnica su bile istovjetne. Ukoliko su redovnim testiranjem otkrivena antieritrocitna
protutijela na istom Odjelu je odredena specificnost protutijela. Ukoliko se specificnost nije
mogla odrediti u KBC Split uzorci krvi su prosljedeni na daljnje ispitivanje u nacionalni
referentni centar Hrvatskog zavoda za transfuzijsku medicinu u Zagrebu, ako ni u
nacionalnom referentnom centru to nije bilo moguce, prosljedeni su na zavr$nu identifikaciju
u Internacionalni referentni imunohematoloski centar u Bristolu, Velika Britanija.

Daljnje pracenje trudnica ovisilo je o specificnost protutijela, a sva testiranja su
zabiljeZena u radnim listama. U dokazanih:

1) Protutijela koja ne uzrokuju HBEN: anti-Le; P1, -Bg i druga, trudnice kontrolirane na
redovnim kontrolama;

2) Protutijela koja rijetko uzrokuju HBFN: anti-M, -N 1 druga, trudnice su kontrolirane svaka
2 - 3 mjeseca;

3) Protutijela koja Cesto uzrokuju HBFN: anti-D, anti-K, anti-c, anti-E, anti-C, anti-Rh17,
anti-C%, anti-Fy*, anti-Fy®, anti-JK, anti-JK°, anti-s, anti-S. Trudnice su intenzivno

kontrolirane do poroda.

3.1.2. TESTIRANJE IMUNIZIRANIH TRUDNICA

Imunizirane trudnice (trudnice s protutijelima koja Cesto uzrokuju HBFN) su, na

Odjelu za transfuziju krvi KBC Split, prospektivno pra¢ene pomoc¢u Kartona za ispitivanje
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senzibilizacija u trudno¢i (slika 1a). Kartoni su pripremljeni nakon otkrivanja protutijela.
Prilikom pripreme Kartona upisani su anamnesticki podaci trudnice (prethodne trudnoce,
ishod prethodnih trudnoca, prethodne transfuzije, bolesti trudnice) te rezultati svih prethodnih
testiranja tijekom trudnoce.

Ritam kontrole imuniziranih trudnica je ovisio o specificnosti aloprotutijela, koli¢ini
aloprotutijela u krvi trudnice, gestacijskom tjednu te prisustvu specificnog antigena na
eritrocitima oca djeteta. Pri svakoj kontroli odredena je koli¢ina aloprotutijela (titar) u
cirkulaciji trudnice i pretrazivanje na druga antieritrocitna protutijela. Rezultati testiranja su
upisni u Kartone ispitivanja senzibilizacija u trudno¢i, a oni se nalaze na Odjelu za transfuziju

krvi KBC Split (slika la 1 1b).

3.1.3. TESTIRANJE NOVORODENCADI IMUNIZIRANIH TRUDNICA

Novorodencadi imuniziranih trudnica je neposredno nakon poroda, iz uzorka krvi
pupkovine, odreden specifi¢ni eritrocitni antigen i direktni antiglobulinski test (DAT).
Ukoliko je DAT iz pupkovine bio pozitivan, iz uzorka venske krvi je odredena ABO krvna
grupa i RhD antigen te DAT. Novorodencadi s pozitivnim DAT-om, u ¢ijih su majki bila
prisutna dva i viSe antieritrocitna protutijela, napravljena je elucija, ,,skidanje protutijela s
eritrocita novorodenceta, potom identifikacija aloprotutijela u eluatu.

HBFN koje nisu otkrivene tijekom trudnoce (test pretrazivanja tijekom trudnoce je bio
negativan ili majke nisu bile na redovnim kontrolama), otkrivene su nakon poroda zbog
sumnje klinicara na HBN. Ovoj novorodencadi je iz uzorka venske krvi odredena ABO krvna
grupa, RhD antigen i DAT. Ukoliko je DAT novorodenceta bio pozitivan uzorak krvi majke

je potom testiran na antieritrocitna protutijela. Time je postignuta sveobuhvatnost nad HBFN.

3.1.4. LIJECENJE HEMOLITICKE BOLESTI FETUSA I NOVORODENCETA

Nakon poroda, razvoj HBN su pratili neonatolozi. Lije¢enje HBN je bilo prema prema
preporukama posljednjeg izdanja «Nelson textbook of Pediatrics» (38,58,59,60). Prema
preporukama kriteriji za lijeCenje HBN bile su vrijednosti hemoglobina, vrijednosti bilirubina
(u venskoj krvi 1 u krvi pupkovine), gestacijska dob, porodajna tezina i komplikacije kao Sto
su perinatalna asfiksija, acidoza, hipoalbuminemija, hipoglikemija, meningitis i znakovi

kernikterusa.

22



el cHpERg L P

vl
€l
..... o al
38
ol
6
g
N L
9
*)
¥
) €
[
b
’ _ m>0x.w_,_
oreipz 3l | niuzue ejaalp ) ayfew pe ck;_wmﬁm_wu.;mﬁmﬂmw_oa | WWJW@W_WMM%Wm YaoHOd
YNIWOIYN YNIZIL 10dS AsmﬁN%wwa_m%h%u m:NE.Mc.a_u_: M,cmu_rm:u SENT ,.;w_:a.mstonm ,xmmywns.:_u elisdands WnLvg | YRONAnHL
% Seip ‘GOHSI aueQJ3 ‘993|0q algslp
WZINWYNY

loug

eluapos wnieq

IDONANYL N VrIDVZIIGIZNIS VINVALLIGSI

1pey alpny

elueajids eliey
aluewjuez

vsBIPY

SoIUPNY AW 'Byiew - BAG Sull ‘8LUZzald

NOLHYWMA

Slika la. Karton ispitivanja senzibilizacije u trudno¢i

23



24

- . U VS PUPULY. AU DUPPS SOUURS | S (RPN

cad B d z -| - 5 | mod| T @ =]
_unuhm Z(IEZUBS ‘r aficey de ey 0 | Ao H1HT | DulE+ | D02+ | Db+ | OB | Ao g5 B
YNIWOLYN |- ND Loyeu YSMY IH0Hd ONMI a1 NIVdYd 8| vNIJ3HS YNVIS g7 g ATOHINOM
- RO a]u] 3
VK ey MANE3S N v I3FLLINY 2
o
[
m
O
>
0.id wreq| enoieg | 9b) 1°d
YPIZNASNVYHL CNIADNYSHS SGWOCO0JT INLHM3YIA
Q
L J—
loid g 1oid g o4d g oeud ag | wmeq dilous.y edruf
YNIWODYN wimea wneg wmeg BUADY JWI | IWIZ3Hd
YOV ZIHIL YiH I3NYd INLIDCHLIYA FdNHD INAYH IVLSO dILON34 Uy ogv

Slika 1b. Karton ispitivanja senzibilizacije u trudno¢i



U lijecenju HBN su koristene fototerapija, izmjena krvi i transfuzije eritrocita. Krv je
pripremana isklju¢ivo na Odjelu za transfuziju krvi, a podatci o lijecenju su upisni u Kartone
(slika 1b).

Lije¢enje HBF pomocu IUT eritrocita centralizirano je u Zagrebu, KBC Zagreb ili
Opcoj bolnici Sveti Duh. Podaci o lijeCenju u ovim ustanovama, dobiveni su iz otpusnog

pisma novorodenceta i uneseni u Karton za ispitivanje senzibilizacije u trudnoci.

3.2. TESTOVI I MATERIJALI
3.2.1. TESTOVI ZA TRUDNICE I RODILJE

a) ABO krvna grupa i RhD antigen

ABO krvna grupa je odredena uporednim testiranjem ABO antigena na eritrocitima i
regularnih protutijela u serumu trudnica.

ABO antigeni su odredeni pomoc¢u monoklonskih protutijela anti-A, anti-B i anti-AB,
proizvodaca Dominion Biologicals Limited, Nova Scotia, Canada i proizvodaca Biognost,
Zagreb, Hrvatska. Anti-A i anti-B protutijela u serumu su odredena s testnim eritrocitima Al,
B i O. Koristeni su eritrociti viSestrukih dobrovoljnih davaoca krvi poznate krvne grupe.
Odredivanje ABO antigena i regularnih protutijela je uporedno dvostruko testirano s dvije
linije monoklonskih protutijela 1 dvije stani¢ne linije testnih eritrocita.

RhD antigen je odreden usporednim testiranjem s dvije monoklonske linije reagensa,
anti-D Novaclone, proizvoda¢a Dominion Biologicals Limited, Nova Scotia, Canada i anti-D
MG proizvodaca Biognost, Zagreb, Hrvatska. Trudnicama koje su bile RhD negativne u
direktnoj aglutinaciji, RhD antigen je testiran u IAT s poliklonskim anti-D protutijelima, anti-

D human, proizvodaca Ortho Clinical Diagnosis, New Jersy, USA.

b) Test pretrazivanja antieritrocitnih protutijela metodom u epruveti

Ovaj test je raden od 1. sijeCnja 1993. godine do 30. travnja 1998. godine. U testiranju
su koriSteni dvostani¢ni testni eritrociti (Selectogen I 1 II, Ortho Clinical Diagnosis, New
Jersy, USA), nisko ionska otopina (BLISS, Ortho Clinical Diagnosis, New Jersy, USA) i
polispecifi¢ni AHG (Ortho Clinical Diagnosis, New Jersy, USA). Na testnim eritrocitima bili
su prisutni slijedeéi eritrocitni antigeni: D, C, E, ¢, e, K, k, Fy®, Fyb, JK*, JK°, M, N, S, s, Le?,
Le®, P1. Test je raden prema upustvima u tri faze (57). U prvoj fazi testa ukapane su u dvije
epruvete po dvije kapi seruma trudnice i jedna kap testnih eritrocita (Selectogen 1 u prvu

epruvetu i Selectogen II u drugu). Nakon 5 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi ocitana
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je aglutinacija eritrocita (1. faza). Druga faza inkubacije na 37°C se uz dodak nisko ionske
otopine odvijala 30 minuta. U tre¢oj fazi nakon pranja eritrocita dodan je polispecificni AHG,
a potom ocitana aglutinacija eritrocita. Rezultat testa je ocitan makroskopski i

aglutinoskopom kao negativan ili pozitivan od 1+ do 4+.

c) Test pretrazivanja antieritrocitnih protutijela metodom u mikrostupcu

Testiranje antieritrocitnih protutijela u IAT je radeno u BioVue mikrometodi (Ortho
Clinical Diagnosis, New Jersy, USA) od 30. travnja 1998. godine do 31. porsinca 2008.
godine. Testiranje je radeno prema uputstvima proizvodaca. U testiranju su KkoriSteni
dvostanicni testni eritrociti (Selectogen I i II, Ortho Clinical Diagnosis, New Jersy, USA) i
polispecifi¢ne BioVue mikrokartice.

Prema uputstvima proizvodaca testni eritrociti i serum trudnice su ukapani u
mikrokartice, nakon inkubacije mikrokartice su centrifugirane (centrifuga BioVue Ortho
Clinical Diagnosis, New Jersy, USA), a rezultat testa je oCitan makroskopski, negativanim ili

pozitivanim - od 1+ do 4+ (slika 1).

d) Odredivanje specificnosti antieritrocitnih protutijela

Odredivanje specificnosti antieritrocitnih protutijela primarno je izvedeno u IAT-u u
mikrometodi Ortho Clinical Diagnosis, New Jersy, USA. U identifikaciji su koriSteni testni
eritrociti proizvodaca Ortho Clinical Diagnosis, New Jersy, USA (Panel A, Panel B, BioVue

Top) 1 proizvodac¢a Dominion Biologicals Limited, Nova Scotia, Canada (Panocell).

e) Odredivanje kolicine antieritrocitnih aloprotutijela

Odredivanje koli¢ine antieritrocitnih aloprotutijela izvedeno je semikvantitativnom
metodom titriranja seruma u epruveti; u prvoj fazi testa - direktna aglutinacija, odredena su
kompletna protutijela (IgM); u drugoj fazi testa, u IAT odredena su inkompletna protutijela
(IgG) (27). Najveca dilucija seruma koja je dala makroskopski vidljivu aglutinaciju od +1,

oznacena je kao krajnja tocka titra (27).

26



3.2.2. TESTOVI ZA NOVORODPENCAD

a) Odredivanje ABO krvne grupe i RhD antigena

Odredivanje ABO antigena na eritrocitima metodom direktne aglutinacije
komercijalnim reagencijama koje sadrze monoklonska protutijela odredena je ABO krvna
grupa. Koristene su mikrokartice Newborn proizvodaca Ortho Clinical Diagnosis, New Jersy,
USA i reagensi anti-A, anti-B i anti-AB proizvodaca Biognost, Zagreb, Hrvatska, u
uporednom dvostrukom testirannju.

RhD antigen je takoder odreden metodom direktne aglutinacije s komercijalnim
reagencijama koje sadrZze monoklonska protutijela usporednim testiranjem s dvije linije
monoklonski protutijela. KoriStene su mikrokartice Newborn proizvodac¢a Ortho Clinical
Diagnosis, New Jersy, USA i reagens anti-D MG, proizvodaca Biognost, Zagreb, Hrvatska, u

uporednom dvostrukom testirannju.

b) Direktni Coombsov test ili direktni antiglobulinski test

Oblozenost eritrocita novorodenceta protutijelima majke je ispitana DAT-om u
mikrometodi. KoriStene su polispecifiéne mikrokartice BioVue proizvodaca Ortho Clinical
Diagnosis, New Jersy, USA. Nakon ukapavanja eritrocita u mikrokarticu 1 centrifugiranja

mikrokartice rezultat testa je oCitan kao negativan ili pozitivan - od 1+ do 4+ (slika 1).

c) Odredivanje drugih eritrocitnih antigen

Eritrocitni antigeni: RhC, Rhe, RhE, Rhe, RhCY, K, k, Fy*, Fy®, JK* Jk°, M, N, S, s,
odredeni su seroloSkom metodom aglutinacije eritrocita u epruveti. Metodom direktne
aglutinacije s monoklonskim protutijelima i metodom indirektne aglutinacije s poliklonskim
protutijelima. Odredivanje svakog eritrocitnog antigena je napravljeno prema zadanim

uputama proizvodaca reagensa.

d) Elucija protutijela vezanih za eritrocite i identifikacija eluiranih protutijela

Elucija «skidanje» protutijela vezanih za eritrocite izvedena je postupkom elucije
toplinom ili elucijom u kiselom mediju.

Kod elucije toplinom antieritrocitna protutijela su odvojena od eritrocitnih antigena

nakon izlaganja eritrocita kroz 10 minuta na temperaturi od 56 °C (27).
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Kod elucije u kiselom mediju antieritrocitna protutijela su odvojena od eritrocitnih
antigena nakon dodavanja kiseline 1 spustnja ph na 3. Za ovaj test koriSten je komercijalni set
glicin/HCI EDTA Dicidel, Diamed, Cresser, Swizerland.

Antieritrocitna protutijela dobivena postupkom elucije su identificirana u IAT s

komercijalnim panelima, Panel A i Panel B (Ortho Clinical Diagnosis, New Jersy, USA).

3.3. OPIS STUDIJE

Istrazivanje je provedeno analizom dokumentacije iz redovnog rada te unoSenjem
podataka u racunalni program Microsoft Excel. Analizirana je sljede¢a dokumentacija:
1) Radne liste Odjela za transfuziju krvi
Uvidom u radne liste odreden je ukupan broj testiranih trudnica (RhD negativnih i
RhD pozitivnih) te broj trudnica s antieritrocitnim protutijelima (s protutijelima koja ne

uzrokuju HBFN, koja rijetko uzrokuju HBFN i koja Cesto uzrokuju HBFN).

2) Obrazaci za pracenje imunizacija
Iz Obrazaca za svaku trudnocu s antieritrocitnim protutijelima analizirani su sljedeci
podatci:
- Specifi¢nost antieritrocitnih protutijela koja uzrokuju HBFN
U trudnica s dva 1 viSe klini¢ki znacajna protutijela povezana s antigenom oca

djeteta odredeno je dominantno protutijelo sljedom anti-D, anti-K, anti-c, anti-E,

anti-C, anti-Rh17, anti-Cw, anti-Fy*, anti-Fy®, anti-Jk*, anti-Jk°, anti-s, anti-S.

- Vrijeme otkrivanja protutijela u trudnoc¢i, prvo testiranje u trudno¢i ili kontrolna
testiranja (28. tjedan, 34. tjedan, porod). Za odredivanje znacaja protutijela
otkrivenih na kontrolnom testiranju uzete su isklju¢ivo imunizirane trudnice u
kojih su protutijela otkrivena na kontrolnim testiranjima (28. tjedan, 34. tjedan 1
porod), s posebnim naglaskom da im je test pretrazivanja na prvom testiranju u
tekucoj trudno¢i bio negativan. U ovih trudnica prvo kao i kontrolno testiranje je
izvedeno na Odjelu za transfuziju KBC Split.

- Redni broj prac¢ene trudnoce (prva trudnoca, druga, tre¢a i viSe) analiziran je u
trudnica u kojih su protutijela otkrivena na kontrolnim testiranjima u trudnoc¢i.

- Rezultati testiranja novorodenceta (specifi¢ni eritrocitni antigen 1 DAT)
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- Primjenjeno transfuzijsko lije¢enje HBFN (IUT, izmjena krvi ili transfuzija krvi).
HBFN je smatrana teSkom ukoliko su specifi¢ni eritrocitni antigen i DAT bili

pozitivni, a HBEN je lije¢ena IUT i/ili izmjenom krvi i/ili transfuzijom krvi.

3) Obdukcijski nalazi
Obdukcijski nalazi u slucaju pobacaja, mrtvorodenog djeteta i smrti novorodenceta
su analizirani na Klinickom zavodu za patologiju KBC Split. Mrtvorodena djeca i
novorodencad umrla nakon poroda u kojih je HBFN bila uzrok smrti su pribrojana teskoj
HBFN.
Istrazivanje je odobreno od Eti¢kog povjerenstva KBC Split.

3.4. STATISTICKE METODE

Rezultati su analizirani koriStenjem Statistica 7.0. (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA).
Primjenjene su deskriptivne statisticke metode, broj, udio i ucestalost antieritrocitnih
protutijela u trudnica te broj, udio 1 ucestalust HBFN. Ucestalost antieritrocitnih protutijela je
odredena na broj testiranih trudnica, dok je ucestalost HBFN odredena na ukupan broj
novorodene djece u Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji za praceno razdoblje. Broj, udio i
ucestalost antieritrocitnih protutijela 1 HBFN odredeni su opcenito za anti-D i ne-RhD

protutijela te za svako specificno antieritrocitno protutijelo.

29



4. REZULTATI

4.1. UCESTALOST ANTIERITRICITNIH PROTUTIJELA U TRUDNICA

U Splitsko-Dalmatinskoj zupaniji razdoblju od 1. sijeCnja 1993. godine do 31.
prosinca 2008. godine bilo je 85 600 novorodenih. Na Odjelu za transfuziju krvi u KBC Split
u istom razdoblju je testirano 84 000 trudnoca. Time je prijenatalna obuhvatnost testom
pretrazivanja bila 98%. Test pretrazivanja antieritrocitnih protutijela je u 29.200 trudnoca
raden metodom u epruveti od O1. sijenja, 1993. godine do 30. travnja, 1998. godine, a u
54.800 trudno¢a metodom u mikrostupcu od 01. svibnja, 1998. godine do 31. prosinca 2008.
godine.

Antieritrocitna protutijela su otkrivena u 1105 (1,35%) trudno¢a od 84 000 testiranih
(tablica 1). Pri tomu su protutijela koja ne uzrokuju HBFN otkrivena u 553 (50%) trudnoce,
protutijela koja rijetko uzrokuju HBFN u 197 (18%), dok su protutijela koja ¢esto uzrokuju
HBFN otkrivena u 355 (32%) trudnoéa (tablica 2).

Daljnje istrazivanje provedeno je u trudnica s protutijelima koja ¢esto uzrokuju HBFN,
298 trudnica, odnosno 355 trudnoca. Tijekom studije od 1993. godine do 2008. godine, 47
trudnica s protutijelima koja ¢esto uzrokuju HBFN je imalo vise od jedne trudnoce (raspon od

2 do 4) stoga je od 298 trudnica ukupno praceno 355 trudnoca (tablica 3).

30



Tablica 2. Distribucija i ucestalost antieritrocitnih protutijela u trudnica u razdoblju od

1. sije¢nja 1993. godine do 31. prosinca 2008. godine

Ucestalost na

Antieritrocitna protutijela Broj % 10 000 trudnica
trudnoéa (95 % C.L)"*
Protutijela koja ne uzrokuju HBFN 553 50 67 (61-74)
Anti-Le 314 38 38 (33-43)
Anti-P1 57 5 7 (5-9)
Nespecificna hladna protutijela 168 15 20 (17-24)
Anti-HLA 12 1 1,5 (5-24)
Anti-Ch i Rg 2 0,2 0,2 (0-0.6)
Protutijela koja rijetko uzrokuju HBFN 197 18 24 (20-21)
Anti-M 181 7 22 (18-26)
Autoprotutijela 13 1 1,6 (0.6-2.6)
Anti-Yt* 2 0,2 0.2 (0-0.6)
Anti-Jr* 1 0,1 0,1 (0-0.4)
Protutijela koja cesto uzrokuju HBFN 355 32 43 (38-48)
Anti-D 196 18 129 (107-150)*
Druga protutijela osim anti-D 159 14 19 (16-23)
Ukupno 1105 100 132 (125-144)

* Ucestalost antieritrocitnih protutijela je odredena na ukupan broj testiranih trudnica (N=84

000)

* Ucestalost anti-D protutijela je odredena na broj testiranih RhD negativnih trudnica (N=15

200)
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Najcesca protutijela koja €esto uzrokuju HBFN su anti-D protutijela, otkrivena su u
155 trudnica, odnosno 196 (55%) trudnoca te je ucestalost anti-D protutijela kod RhD
negativnih trudnica bila 1,29% (1,07-1,50% 95% interval pouzdanosti (engl. Confidence
interval C.1.) (tablica 3). Od 196 trudnoca s anti-D protutijelima u 158 (45%) je bilo prisutno
samo anti-D, a u 37 (10%) trudnoca anti-D je bilo u kombinaciji s drugim protutijelima. Anti-
C protutijelo se najéesce pojavljuje uz anti-D, u 24 trudnoce (7%). Druga protutijela s anti-D
su prisutna u 13 trudnoca, anti-K (5), anti-E (5), anti-S (2) te jedna trudnica anti-C+E+Fya
protutijelima (tablica 3). Tijekom studije anti-D protutijela su stvorile tri trudnice s
"parcijalnim D" antigenom, i to "parcijalni D - Va kategorije” (2 trudnice), "parcijalni D -
kategorija DNB” (1 trudnica).

Ne-RhD protutijela su otkrivena u 142 trudnice, odnosno 159 (45%) trudnoca, time je
ucestalost ne-RhD protutijela bila 0.2% (016-0,23% 95% C.1.) (tablica 2) U skupini ne-RhD
protutijela bila su: anti-K, anti-E, anti-c, anti-C, anti-Rh17, anti-C", anti-Fy", anti-Jk®, anti-
JK, anti-S i anti-s protutijela (tablica 3). Najées¢a od navedenih su anti-K protutijela. Anti-
K je bilo dominantno protutijelo u 45 trudnoc¢a (13%); u 41 su bila samo anti-K, a u 4
trudnoce anti-K s drugim protutijelima, anti-C (1), anti-E i anti-Vel (1), anti-Fy* (1), anti-S
(1) protutijelima. Anti-c protutijela su bila dominantna u 37 trudno¢a (10%); u 34 bilo je
prisutno samo anti-c; u 3 trudnoce anti-c s drugim protutijelima, anti-C" (1) i anti-E (2).
Anti-E je bilo domanantno protutijelo u 40 trudnoca (11%). U 39 trudnoca praceno je bilo
samo anti-E, a u jednoj bilo je u kombinaciji s anti-Fy*. Od drugih protutijela iz Rh sustava
anti-C" je dokazano u dvije trudnoce, a anti-Rh17 u 4 trudnoce. Protutijela iz Duffy sustava
anti-Fy” su bila dominantna u 7 trudnoca, a u jednoj trudno¢i anti-Fy® je bilo prisutno s anti-
JK® protutijelom. Protutijela iz Kidd sustava su bila dominantna u 8 trudno¢a, anti-Jk* (7) i
anti-Jk” (1), dok su protutijela iz Ss sustava su dokazana u 7 trudnoéa, anti-S (6) i anti-s (1)

(tablica 3).
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Tablica 3. Distribucija i ucestalost antieritrocitnih aloprotutijela koja uzrokuju HBFN, u

razdoblju od 1. sije¢nja 1993. godine do 31. prosinca 2008. godine

Dominantna antieritrocitna

Ucestalost na 10 000

protutijela Broj trudnoc¢a Y% trudnica (95 % C.I)"*
Anti-D 196 55 129 (107-150)*
D 158
D+C 24
D+E 5
D+K 5
Didrugaosim Cili Eili K 3
Anti-K 45 13 5,5 (3-7)
K 41
K'idruga osim c ili D 4
Anti-c 37 10 4,5 (3-6)
c 34
c+E 2
¢ plus druga osim D ili K ili E 1
Anti-E 40 11 5 (3-7)
E 39
EidrugaosimDilicili K 1
Anti- C 9 3 1 (0,3-2)
C 5
C+e 2
CidrugaosimDili Kilie 2
Druga protutijela iz RH sustava 6 2 7 (0,1-1,4)
Cw 2
Rh 17 4
Anti-Fy 7 2 0,8 (0,1-1,6)
Fy* 6
Fy i druga osim RH i Kell 1
Anti- Jk 8 2 0,9 (0,2-1,8)
JK* 7
JK® 1
Ss protutijela 7 2 0,8 (0,1-1,6)
S 6
S 1
Ukupno 355 100 43 (38-48)

* Utestalost protutijela je odredena na ukupan broj testiranih trudnica (N=84 000)
* Ucestalost anti-D protutijela je odredena na broj RhD negativnih trudnica (N=15 200)
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4.2. VRIJEME OTKRIVANJA ANTI-D I NE-RHD PROTUTIJELA TIJEKOM

TRUDNOCE

Protutijela koja uzrokuju HBFN, anti-D i ne-RhD, otkrivena su na prvom i na

kontrolnim testiranjima u trudno¢i.

Od 196 trudnoc¢a s anti D protutijelima u 124 (63%) anti-D su otkrivena na prvom

testiranju, a ¢ak u 72 (37%) trudnice anti-D su prvi puta otkrivena na kontrolnim testiranjima

(rezultat prvog testiranja ovim trudnica je bio negativan) (tablica 4).

Od 159 trudnoca s ne-RhD protutijelima u 143 (90%) protutijela su otkrivena na

prvom testiranju, a u 16 na kontrolnim testiranjima (rezultat prvog testiranja ovim trudnicama

je bio negativan) (tablica 4)

Tablica 4. Broj i udio trudnica s anti-D i ne-RhD protutijelima otkrivenim na

prvom i na kontrolnim testiranjima u trudnoc¢i

Antieritrocitna Prvo testiranje Kontrolna Ukupno

protutijela testiranja

Anti-D 124 (63 %) 72(27%) 196 (100%)
Metoda u epruveti 54 28 82
Metoda u mikrostupcu 70 44 114

Ne-RhD 143 (90%) 16 (10 %) 159 (100%)
Metoda u epruveti 41 6 47
Metoda u mikrostupcu 102 10 112
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Anti-D protutijela su otkrivena u 82 trudno¢e metodom u epruveti (u 54 na prvom
testiranju 1 28 na kontrolnim testiranjima), dok su u 114 trudnoca otkrivena metodom u
mikrostupcu (u 70 na prvom testiranju i 44 na kontrolnim testiranjima) (tablica 4).

Ne-RhD protutijela su otkrivena u 47 trudno¢a metodom u epruveti (u 41 na prvom
testiranju 1 6 na kontrolnim testiranjima), dok su u 112 trudnoca otkrivena metodom u
mikrostupcu (u 102 na prvom testiranju i 10 na kontrolnim testiranjima) (tablica 4).

Analizom prvog testiranja u trudno¢i uoceno je da sve trudnice nisu dosle u prvom
tromjeseCju na testiranje, iako su, prema vazeéim preporukama trebale do¢i (52). Od 124
trudnice s anti-D protutijelima otkrivenim na prvom testiranju, prvo testiranje je obavljeno u
prvom tromjesecju u 66 (53%) trudnica, u drugom tromjeseju u 28 (23%), a cak je 30
(24%) trudnica doslo prvi put tek u tre¢em tromjesecju (tablica 5).

Od 143 trudnice s ne-RhD protutijelima otkrivenim na prvom testiranju, prvo
testiranje je bilo u prvom tromjese¢ju u 68 (48%) trudnica, u drugom tromjesecju u 32 (22%),

a ¢ak su 43 (30%) trudnice prvi put dosle tek u tre¢em tromjesecju. (tablica 5).

Tablica S. Broj trudno¢a s anti-D i ne-RhD protutijelima, otkrivenih na

prvom testiranju u prvom, drugom 1 treCem tromjesecju trudnoce

Antieritrocitna protutijela Anti-D ne-RhD
otkrivena na prvom testiranju N=124 N=143

Prvo tromjesecje 66 (53%) 68 (48%)
Drugo tromjesecje 28 (23%) 32 (22%)
Trece tromjesecje 30 (24%) 43 (30%)
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4.2.1. ANTI-D PROTUTIJELA OTKRIVENA NA KONTROLNOM TESTIRANJU

Prema vazeé¢im standardima RhD negativne trudnice u kojih je test pretrazivanja bio
negativan na prvom testiranju narucene su u 28. tjednu trudnoée (1. kontrola), ako je test bio
negativan, narucene su ponovno u 34. tjednu trudnoce (2. kontrola). Testiranje nakon poroda
se radilo u svih RhD negativnih rodilja radi primjene Rh-zastite (porod).

Rezultati analize 72 RhD imunizacije nastale tijekom trudnoce su:
1) Na prvoj kontroli anti-D protutijela su otkrivena u 14 (19%) trudnica, §to znaci da su

FMK prije Sestog mjeseca trudnoc¢e dovela do imunizacije;

2) Na drugoj kontroli protutijela su otkrivena u 22 (31%) trudnice;
3) Najveci broj anti-D protutijela otkriven je na porodu, u 31 (43 %) trudnice (slika 2).
Iz prikaza je vidljivo da pojavnost anti-D protutijela raste od 28. tjedna trudnoce do
poroda (slika 2).
U skupini RhD imunizacija nastalih tijekom trudnoce bilo je 5 (7 %) trudnica koje nisu
bile na redovnim kontrolama u 6. ili 8. mjesecu trudnoée, a protutijela su im otkrivena na

porodu.
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Slika 2. RhD imunizacije otkrivene na 1. ili 2. kontrolnom pretrazivanju ili na porodu, u

kojih je na prethodnom testiranju test pretrazivanja bio negativan
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Od 72 RhD imunizacije nastale tijekom trudnoce cak su 23 (32%) nastale u prvoj
trudno¢i (slika 3). Imunizacije nastale u prvoj trudnoéi posljedica su isklju¢ivo primarne
imunizacije. RhD imunizacija u trudnica s dvije i viSe trudno¢a mogu biti posljedica
primarne, ali 1 sekundarne imunizacije. Tijekom druge trudnoce na kontrolnim testiranjima je
otkriveno 19 (26%) RhD imunizacija, tijekom trece 18 (24%), dok ih je 12 (18%) nastalo u
trudnica s tri 1 viSe trudnoda (slika 3).

Iz prikaza je vidljivo da su se RhD imunizacije nastale tijekom trudoce najcesce

dogodile u prvoj trudno¢i (slika 3).
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Slika 3. RhD imunizacije otkrivene na kontrolnim pretrazivanjima u prvoj, drugoj te kod

trudnica s tri 1 viSe trudnoca
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4.2.2. NE-RHD PROTUTIJELA OTKRIVENA NA KONTROLNOM TESTIRANJU

Prema standardima RhD pozitivne trudnice u kojih je test pretrazivanja
antieritrocitnih protutijela negativan na prvom testiranju, narucene su na kontrolno
pretrazivanje u osmom mjesecu trudnoce (kontrola) (52). Ukoliko je kontrolni test bio
negativan, trudnice viSe nisu naru¢ivane. Antieritrocitna protutijela otkrivena na porodu nisu
bila dio rutinskog testiranja RhD pozitivnih trudnica, otkrivena su iskljuc¢ivo zbog sumnje na
HBFN ili tijekom prijetransfuzijskog testiranja majke.

U 16 trudnica u kojih je test pretraZivanja na prvom testiranju bio negativan, ne-RhD
protutijela su otkrivena na kontroli u 8. mjesecu trudnoée ili porodu; u 5 (31%) trudnica na
kontroli u 8. mjesecu; u 11 (69%) trudnica otkrivena su na porodu. U osmom mjesecu
trudnoce otkrivena su sljedeca protutijela: anti-c (3), anti-C (1), anti-S (1), a na porodu su

otkrivena: anti-c (7), anti-E (2), anti-C (1), anti-Rh 17 (1) (slika 4).
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34.tjedan porod
Kontrolna pretrazivanja

Slika 4. Broj trudnica s ne-RhD imunizacijom otrivenom na kontrolnom pretrazivanju u 34.

tjednu ili na porodu, kojima je test pretrazivanja na prvom testiranju bio negativan
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Od navedenih 16 trudnica u kojih su ne-RhD protutijela otkrivena na kontrolnom
testiranju, samo je jedne trudnica bila u prvoj trudnoci. Navedena trudnica je primila
transfuziju Rh17 pozitivne krvi, a tri mjeseca nakon transfuzije u nje je otkriveno anti-Rh17
protutijelo (slika 5).

U drugoj trudno¢i ne-RhD protutijela su otkrivena u 7 (44 %) trudnica. To su sljedeca
protutijela: anti-c (5), anti-C (1), anti-E (1). Jedna od navedenih trudnica je primila
transfuziju krvi, a anti-c+E protutijela su u nje otkrivena 3,5 mjeseca nakon primljene
transfuzije.

Tri ili viSe trudnoca je imalo 8 (50%) trudnica u kojih su na kontrolnom testiranju
otkrivena protutijela: anti-c (5), anti-C (1), anti-E (1), anti-S (1) (slika 5).

U trudnica s viSe trudnoca veéa je moguénost otkrivanja protutijela na kontrolnom

pretrazivanju, §to je vidljivo iz prikaza na slici 5.
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Slika 5. Broj trudnica s ne-RhD imunizacijom otkrivenom na kontrolnim pretrazivanjima, u

prvoj trudnoé¢i, drugoj, te trecoj i vise trudnoce

39



4.3. ISHOD TRUDNOCA S ANTI-D PROTUTIJELIMA

Od 124 trudnoce u kojih su protutijela otkrivena na prvom testiranju, 2 trudnice nisu
dosle na daljnje kontrole te nam je poznat ishod o 122 trudnoce. Od daljnje 122 trudnoce, 8 je
zavrsilo pobacajem, a 114 trudnoca porodom. Troje djece je mrtvorodeno, a novorodencadi je
bilo 111, od kojih je 100 novorodencadi bilo RhD pozitivno, odnosno rizicno za razvoj
HBEN, a 11 RhD negativno (slika 6). U skupini anti-D protutijela otkrivenih na prvom
testiranju bile su tri trudnice s parcijalnim D antigenom. Navedene trudnice su imale 6
trudnoca, 3 novorodenceta su bila RhD pozitivna, 2 novorodenceta su nasljedila "parcijalni
D" antigen, a jedno novorodence je bilo RhD negativno (slika 6).

Od 72 trudnoce u kojih su protutijela otkrivena na kontrolnom testiranju 1 trudnica nije
dosla na daljnje kontrole te nam je poznat ishod 71 trudnoce. Sve trudno¢e (N=71) su zavrsile
porodom i 71 novorodence bilo je RhD pozitivno (slika 6).

Od 196 trudnoca s anti-D protutijelima 6 je zavrSilo perinatalnom smrti djeteta (troje
djece je mrtvorodeno i tri novorodenceta su umrla). Mrtvorodena djeca i smrt novorodenceta
bili su samo u trudnica u kojih su anti-D protutijela otkrivena na prvom testiranju u trudno¢i.
HBFN kao uzrok smrti je potvrdena u 4 djeteta, dvoje mrtvorodene djece i dvoje
novorodencadi (umrli 2. dan Zivota), §to je pribrojeno teSkoj HBFN. Ostali obdukcijski
potvrdeni uzroci smrti su bili teSka nezrelost ploda (N=1) i problemi s posteljicom

(velamentozna insercija pupkovine i akutni korioamnionitis) (N=1).
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Tesku HBFN je imalo 70 novorodencadi od 174 RhD pozitivna novorodenceta, a od
70 teskih HBFN cetri su rezultirale perinatalnom smrti, a transfuzijski je lijeCeno 66 djece.

Transfuzijsko lijecenje teske HBFN povezano s vremenom otkrivnja anti-D protutijela
prikazano je u tablici 6. Intrauterinim transfuzijama lijeceno je dvoje djece s teSkom HBFN
(3%), a anti-D protutijela su otkrivena na prvom testiranju. Izmjenom krvi (jedna ili vise
izmjena krvi) 1 obi¢nim transfuzijama (jedna ili viSe) je lijeCeno 26 (15%) novorodencadi.
Protutijela majke su otkrivena na prvom testiranju u njih 24, a u dvoje su otkrivena na
kontrolnom testiranju. Samo izmjenama krvi je lije¢eno 20 (12%) novorodencadi. Protutijela
majke su otkrivena na prvom testiranju u njih 17, a u 3 na kontrolnom testiranju. Samo
transfuzijama krvi lije¢eno je 18 (11%) novorodencadi. Anti-D protutijela majke otkrivena

su na prvom u njih 15, a u tri na kontrolnom testiranju (tablica 6).

Tablica 6. Transfuzijsko lije¢enje teSke HBFN uzrokovane anti-D protutijelima

otkrivenim na prvom i kontrolnom testiranju

Transfuzijsko lijecenje teSke HBFN uzrokovane

anti-D protutijelima (N=66)

Vrijeme otkrivanja

anti-D IUT IKiTK IK TK
Prvo testiranje 2 24 17 15
Kontrolno testiranje 2 3 3
Ukupno 2 (3%) 26 (37%) 20 (29%) 18 (26%)
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Ukupno anti-D protutijela otkrivena na prvom testiranju su uzrokovala 62 (89%)
teSke RhD HBFN, dok su anti-D protutijela otkrivena na kontrolnim testiranjima majke
uzrokovala 8 (11%) teskih RhD HBFN (tablica 7).

Od RhD pozitivne novorodenc¢adi koja nije oboljela od teske HBFN, u njih 38 (38%)
protutijela su otkrivena na prvom testiranju, a u 63 (62%) na kontrolnom testiranju (tablica
7).

Tri RhD pozitivna novorodenceta, majki s anti-D protutijelima i parcijalnim D

antigenom, nisu oboljela od teSke HBFN.

Tablica 7. Posljedice anti-D protutijela otkrivena na prvom i kontrolnom

testiranju u RhD pozitivne novorodencadi (N=171)

Vrijeme otkrivanja ant-D Teska HBFN Bez teze HBFN
Prvo testiranje 62 (89%) 38 (38%)
Kontrolna testiranja 8 (11%) 63 (62%)
Ukupno 70 (100%) 101 (100%)
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Analiza HBFN uzrokovane anti-D protutijelima otkrivenim na prvom testiranju u
prvom, drugom i tre¢em tromjesecju trudnoce ukazuje da se teSka HBFN pojavljuje cesce
ukoliko su trudnice na prvo testiranje dosle tek u tre¢em tromjese¢ju (slika 7). To je
istovremeno imalo negativan utjecaj i na ishod trudnoée. Od cetiri perinatalne smrti zbog
anti-D protutijela, tri su se desile upravo u ovih trudnica.

Od 45 novorodencadi, gdje su protutijela majke otkrivena na prvom testiranju u
prvom tromjesecju 24 (53%) je oboljelo od teske HBFN, a 21 (47%) nije oboljelo od teze
HBFN. Od 19 novorodencadi, gdje su protutijela majke otkrivena u drugom tromjesecju 11
(57% ) je oboljelo od teske HBFN, a 7 (43%) nije oboljelo od teze HBFN. Od 40
novorodencadi, gdje su protutijela majke otkrivena u tre¢em tromjesecju, 27 (64% ) je

oboljelo od teske HBFN, a 13 (36%) nije oboljelo od teze HBFN (slika 7).
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Slika 7. Broj teSkih HBFN uzrokovanih anti-D protutijelima (sivo) i RhD pozitivne
novorodencadi bez teze HBFN (bijelo) u trudnica koje su na prvo testiranju dosle u prvom,

drugom ili tre¢em tromjesecju trudnoce (N=104)
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Analizom HBFN uzrokovane anti-D protutijelima otkrivenim na kontrolnim
testiranjima u trudno¢i, vidljivo je da je najznacajnije testiranje u 28. tjednu trudnoce (1.
kontrola) (slika 8). Od 14 novorodencadi gdje su anti-D protutijela otkrivena u 28. tjednu 6
(42%) 1h je oboljelo od teske HBFN (slika 8). Od 22 novorodencadi gdje su anti-D protutijela
otkrivena su na drugoj kontroli, 1 (4 %) je oboljelo od teske HBFN. U skupini RhD
pozitivne novorodencadi (31 novorodence), gdje su anti-D protutijela otkrivena na porodu
nije bilo teSkih HBFN (slika 8). Od majki koje nisu redovito kontrolirane (n=5) (nakon
negativnog testa u prvom tromjesecju nisu bile na prvom ili drugom kontrolnom

pretrazivanju) jedno je novorodence oboljelo od teske HBFN.
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Slika 8. Prikaz broja teske HBFN (sivo) i antigen pozitivne novorodecadi bez teze HBFN

(bijelo) ako su RhD imunizacije otkrivene u 28. tjednu, 34. tjednu ili na porodu
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Teske HBFN zbog anti-D protutijela otkrivenih na kontrolnim pretrazivanjima su se
dogodile u visSerotki, ali i u prvoj trudnoéi (slika 9). Od 8 teskih HBFN tri su bile iz prve, tri
iz druge, a dvije iz treée trudnoce (slika 9). Ovim podatkom je iskljuena sigurnost prve
trudnoce glede razvoja HBFN. Osim toga, teSka HBFN u prvoj trudnoéi je bila vrlo
nepovoljan prognosticki ¢imbenik za sljedece trudnoce. Od navedene tri nulipare dvije su,
tijekom studije, imale jo$ po jednu trudnocu. U jedne je druga trudnoca zavrsila spontanim
pobacajem u 11. tjednu trudnoce, a u druge su anti-D protutijela uzrokovala teSku HBFN u
drugoj trudno¢i te je fetus lijeCen intrauterinim transfuzijama od 23. gestacijskog tjedna.

Navedeni podaci upucuju na izrazitu imunosnu reaktivnost ovih trudnica.
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Slika 9. Prikaz broja teSke HBFN (sivo) i antigen pozitivne novorodecadi bez teze HBFN
(bijelo) ako su RhD imunizacije otkrivene na kontrolnim testiranjima u prvoj trudno¢i, drugoj

te trecoj 1 sljede¢im trudno¢ama
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4.4. ISHOD TRUDNOCA S NE-RHD PROTUTIJELIMA

Ukupno je praceno 159 trudnoca s ne-RhD protutijelima, u 143 trudnoce protutijela su
otkrivena na prvom testiranju, a u 16 na kontrolnom testiranju.

Od 143 trudnoce u kojih su protutijela otkrivena na prvom testiranju 9 trudnica nisu
dosle na daljnje kontrole te nam je poznat ishod 134 trudnoc¢e. Od daljnje 134 trudnoce, 7 je
zavr$ilo pobacajem, a 127 porodom. Troje djece je mrtvorodeno, a novorodencadi je bilo
124, od kojih je 72 novorodencadi bilo antigen pozitivno, odnosno rizi¢no za razvoj HBFN, a
52 antigen negativno (slika 10).

Od 16 trudnoca u kojih su protutijela otkrivena na kontrolnom testiranju porodom ih
je zavrsilo 15 i sva su novorodencad bila antigen pozitivna. Jedno je djete mrtvorodeno, a
HBFN je potvrdena kao uzrok smrti (slika 10).

Od 159 trudnoca s ne-RhD protutijelima ukupno je bilo osam perinatalnih smrti, pet
mrtvorodenih 1 troje umrle novorodenc¢adi. HBFN kao uzrok smrti je potvrdena u 4 djece
(mrtvorodena djeca) $to je pribrojeno teskoj HBFN. Ostali obdukcijski potvrdeni uzroci smrti
su bili: teske prirodene malformacije (N=2), prirodene malformacije srca (N=1), a u jednom

slu€aju uzrok smrti je bio nepoznat.
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Slika 10. Dijagram pracenih trudnoca s ne-RhD imunizacijom

48




Od 93 antigen pozitivne novorodencadi, majki s ne-RhD protutijelima, 41 je oboljelo
od teSke HBFN, a 47 nije oboljelo od teSke HBFN (tablica 8). Pri tomu u 30 slucajeva teskih
HBFN ne-RhD protutijela majke su otkrivena na prvom testiranju (63% ne-RhD HBFN), a
cak u 11 slucajeva protutijela su otkrivena na kontrolnom testiranju (27% RhD HBFN)
(tablica 8).

Od antigen pozitivne novorodencadi koja nije oboljela od teSke HBFN, u 42 (89%)
novorodenceta ne-RhD protutijela majke su otkrivena na prvom testiranju, a u 5 (11%) na

kontrolnom testiranju (tablica 8).

Tablica 8. Teske HBFN i antigen pozitivna novorodencad bez teze HBFN i

vrijeme otkrivanja ne-RhD imunizacije (N=93)

Vrijeme otkrivanja Teska HBFN Bez teze HBFN

ne-RhD imunizacije

Prvo testiranje 30 (63%) 47 (89%)
Kontrolna testiranja 11 (27%) 5 (11%)
Ukupno 41 (100%) 52 (100%)

Tesku HBFN su uzrokovala ne-RhD protutijela sljedece specifi¢nosti: anti-c, anti-E,

anti-C, anti-Rh17, anti-Cw, anti-K, anti-Fya, anti-S antieritrocitna autoprotutijela (tablica 7).

Anti-c

U 37 trudnica s anti-c protutijelima, dvije trudnoce su zavrsile pobacajem, a rodeno je
32 Rhc pozitvne novorodencadi. Od teSke HBFN nije oboljelo 12 Rhe pozitivne
novorodencadi, a 20 ih je imalo teSku HBFN (tablica 7).

Od 20 teskih HBFN zbog anti-c protutjela, u 13 su protutijela majke otkrivena na

prvom, a u 7 na kontrolnom testiranju (tablica 8). Izmjene krvi novorodenceta uz transfuzije
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krvi primijenjene su u lijecenju 9 novorodencadi, u 6 su protutijela majke otkrivena na prvom
testiranju, a u 3 na kontrolnom testiranju. Samo izmjenama krvi je lijeCeno 6 novorodencadi,
u 3 su protutijela majke otkrivena na prvom testiranju, a u 3 na kontrolnom testiranju. Samo
transfuzijama krvi je lijeCeno 5 novorodencadi, u 4 su protutijela majke otkrivena na prvom
testiranju, a u jednoga na kontrolnom testiranju (tablica 8).

Jedno lijeceno novorodence je umrlo (14. dan zivota), a prirodene malformacije su bile

obdukcijski potvrdeni uzrok smrti.

Anti-E

Od 40 trudnica s anti-E protutijelima rodeno je 25 RhE pozitvne novorodencadi. Od
teSke HBFN nije oboljelo 18 RhE pozitivne novorodencadi, a sedam ih je imalo teSku HBFN
(tablica 7).

Od sedam teSkih HBFN zbog anti-E protutijela, u Sest su protutijela majke otkrivena
na prvom, a u jedne teSke HBFN anti-E su otkrivena na kontrolnom testiranju majke. Izmjene
krvi novorodenceta uz transfuzije krvi novorodencetu su primjenjene u lijeCenju tri
novorodenceta, u dva su protutijela majke otkrivena na prvom testiranju, a u jednog na
kontrolnom testiranju. Samo transfuzijama krvi su lije€ena Cetri novorodenceta, u tri su
protutijela majke otkrivena na prvom testiranju, a u jednog na kontrolnom testiranju (tablica
8).

Anti-C

Od devet trudnica s anti-C protutijelima rodeno je osam RhC pozitivne
novorodencadi. Od teSke HBFN nisu oboljela cetri RhC pozitivna novorodenceta, a Cetri su
imala teSku HBFN (tablica7).

Od cetri teSke HBFN u dvije su protutijela majke otkrivena na prvom, a u dvije na
kontrolnom testiranju. Izmjenama krvi lije€eno je jedno novorodence, u kojeg su protutijela
majke otkrivena na prvom testiranju. Samo transfuzijama krvi je lijeCeno troje
novorodencadi, u jednog su protutijela majke otkrivena na prvom testiranju, a u dvoje na
kontrolnom testiranju (tablica 8). Jedno lijeceno novorodence je umrlo (8. dan Zivota), a teSke

prirodene malformacije su bile obdukcijski potvrdeni uzrok smrti.
Anti-Rh17

Antieritrocitno protutijelo na antigen vrlo visoke ucestalosti, anti-Rh17 praceno je u

dvije trudnice tijekom Cetri trudnoce. Jedna je trudnoda zavrsila pobacajem, a troje djece je
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mrtvorodeno (tablica 7). U sve troje mrtvorodene djece HBFN je obdukcijski potvrdeni uzrok
smrti.

Od troje mrtvorodene djece u dvoje su anti-Rh17 protutijela majke otkrivena na
prvom testiranju i primjenjeno je lijeCenje s IUT, prvi put u 19. i 22. gestacijskom tjednu.
Tre¢e mrtvorodeno dijete je umrlo u 36. gestacijskom tjednu, a anti-RH17 majke su otkrivena

na kontrolnom testiranju na porodu nakon intrauterine smrti (tablica 8).

Anti-C"
Od dvije trudnice s anti-C" protutijelima jedno je novorodenc¢e bilo RhC™ pozitivno i

lijeceno je izmjenom krvi, a protutijela majke su otkrivena na prvom testiranju.

Anti-K

Od 45 trudnica s anti-K protutijelima, Cetri trudno¢e su zavrsile pobacajem, dvoje
djece je mrtvorodeno, a jedno K pozitivno novorodence je umrlo 6. dan zivota. HBFN je bila
obdukcijski potvrden uzrok smrti u jednog mrtvorodenog djeteta. Rodeno je pet K pozitivne
novorodencadi, od kojih troje nije oboljelo od teSke HBFN, a dvoje je oboljelo (tablica 7).

Jedno je novorodence lijeCeno izmjenom krvi uz transfuzije krvi, a drugo
novorodence samo transfuzijama krvi. U svim sluc¢ajevima teSke HBFN zbog anti-K

protutijela, protutijela majke su bila otkrivena na prvom testiranju u trudno¢i (tablica 8).

Druga protutijela
Tri teske HBFN lijeCene transfuzijama eritrocita uzrokovala su anti-Fy" protutijela
(N=1), anti-S (N=1) i1 u jednog novorodenceta antieritrocitna autoprotutijela. Protutijela

majke su u sve tri trudnice otkrivena na prvom testiranju (tablica 8).
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Tablica 7. Posljedice ne-RhD imunizacije u antigen pozitivne

novorodencadi (N=93)

Antieritrocitno Bez teske HBFN Teska HBFN
protutijelo N=52 N=41
Anti-c 12 20
Anti-E 18 7
Anti-C 4 4
Anti-Rh 17 3
Anti-Cw 1
Anti-K 5 3
Duffy sustav* 5 1
Ss sustav” 4 1
Kidd sustav 4

Druga protutijela 1

*Iz Duffy sustava, anti Fy® su uzrokovala teSku HBFN

"Iz Ss sustava, anti-S protutijela su uzrokovala tesku HBFN



Tablica 8. Transfuzijsko lijecenje teske HBFN uzrokovane specifiénim ne-RhD protutijelom

otkrivenim na prvom i kontrolnom testiranju

Transfuzijsko lije¢enje teSke HBFN

Vrijeme
Ne-RhD otkrivanja Ukupno
protutijela  protutijela IUT IKiTK TK lijeenih
Anti-c Prvo testiranje 6 4 13
N=20 Kontrola 3 1 7
Anti-E Prvo testiranje 2 4 6
N=7 Kontrola 1 1
Anti-C Prvo testiranje 1 2
N=4 Kontrola 2 2
Anti-Rh17

Prvo testiranje 2 2
N=2
Anti-Cw Prvo testiranje

1 1

N=1
Anti-K 1 1 2

Prvo testiranje
N=2
Druga
protutijela  Prvo testiranje 3 3
Prvo i kontrolno testiranje 2 14 14 39
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Ne-RhD imunizacije otkrivene na kontroli u 8. mjesecu trudnoce ili na porodu su
uzrokovale 11 teskih HBFN. U dvije teSke HBFN protutijela majke su otkrivena u 8. mjesecu
trudnoce, dok su u devet teskih HBFN otkrivena na porodu. Time je vidljivo da su ne-RhD

imunizacije nastale tijekom trudnoée ve¢inom otkrivane na porodu zbog sumnje klini¢ara na

HBFN (slika 11).
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Slika 11. Broj teskih HBFN (sivo) i bez teze HBFN (bijelo) ako su ne-RhD imunizacije

otkrivene na kontrolnom testiranju i porodu (N=16)
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Analizom HBFN uzrokovane ne-RhD imunizacijama nastalim tijekom prve trudnoce,
druge, te u trudnica s tri 1 viSe trudnoca, razvidno je ve¢i rizik od HBFN u trudnica ve¢im
brojem trudnoca (slika 12). Ova protutijela su uzrokovala jednu teSku HBFN u prvoj, ¢etri u
drugoj, a Sest u trudnica u trecoj i viSe trudnoca (slika 12).

TeSku HBFN u prvoj trudno¢i su uzrokovala anti-RH17 protutijela s posljedicnom
intrauterinom smréu. Smrt fetusa se desila u 36. gestacijskom tjednu, 108 dana nakon §to je
prvorotka primila Rh17 pozitivnu krv. Prilikom primanja krvi, u 21. tjednu trudnode, test
pretrazivanja je bio negativan. lako je, u ovom slucaju, do smrti fetusa doslo nakon
transfuzije krvi, zabrinjavajuce je, ipak, Sto su od negativnog testa pretraZivanja do

intrauterine smrti prosla samo tri i pol mjeseca.

Broj novorodencadi

Prva trudnoc¢a Druga trudnoc¢a Treca i vise
trudnoca

Kontrolno testiranje

Slika 12. Broj teskih HBFN (sivo) i bez teze HBFN (bijelo), ako su ne-RhD imunizacije

otkrivene na kontrolnom testiranju u prvoj, drugoj i u trudnica s tri i viSe trudnoc¢a (N=16)
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4.5. UCESTALOST TESKE HBFN U SPLITSKO-DALMATINSKOJ ZUPANILJI

U Splitsko-dalmatinskoj zupaniji u petnaestgodiSnjem razdoblju od 1. sijecnja 1992.
godine do 31. prosinca 2007. godine rodeno je 85 600 novorodencadi. Ukupna ucestalost
teSke HBFN na 10 000 novorodencadi bilaje 13 (11 — 15; 95% C.1.) (tablica 8).

RhD protutijela su bila naj¢es¢i uzrok teskih HBFN (63%), njihova ucestalost je bila 8,2
na 10 000 novorodencadi (8-10,5; 95% C.I). Ucestalost teskih HBFN zbog ne-RhD
protutijela je bila 4,8 na 10 000 novorodene djece (3 - 6,5; 95% C.I.), odnosno 37% teskih
anti-E, anti-C, anti-Rh17 i anti-K protutijela (tablica 9).

RhD 1 ne-RhD protutijela otkrivena na kontrolnim testiranjima su uzrokovale ukupno
19 teSkih HBFN. Ucestalost teSkih RhD HBFN otkrivenih na kontrolnom testiranju odredena
je na broj testiranih RhD negativnih trudnica (N=15 200), dok je ucestalost ne-RhD HBFN
odredena na broj testiranih RhD pozitivnih trudnica (N=69 800). U RhD negtivnih trudnica
ucestalost je bila 5,3 na 10 000 trudnica (3 - 7,5 95% C.1.), §to znaci da je kontrolnim
pretrazivanjem 2 000 RhD negativnih trudnica otkriven jedan slucaj teSke HBFN. U RhD
pozitivnih trudnica ucestalost je bila 1,6 na 10 000 trudnica (0,8-2,3; 95% C.1.), odnosno
kontrolnim pretraZzivanjem 6 500 RhD pozitivnih trudnica otkriven je jedan slucaj teske
HBEFN (tablica 10).

Perinatalna smrt se dogodila u 14 od 355 trudnoca s antieritrocitnim protutijelima, u
Sest trudnoca s anti-D protutijelima i u osam s ne-RhD protutijelima (3 anti-K, 3 anti-Rh17, 1
anti-c, 1 anti-C). HBFN je bila direktan uzrok osam perinatalnih smrti, Cetiri s anti-D
protutijelom 1 Cetiri ne-RhD protutijelima, te je ukupni perinatalni mortalitet uzrokovan

HBEFN bio 9 (2-16; 95% C.1.) na 100 000 novorodene djece.
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Tablica 9. Broj i u¢estalost teSke HBFN u razdoblju od 1. sijecnja 1993. godine

do 31. prosinca 2008. godine. Ucestalost je odredena na broj novorodencadi u

Splitsko dalmatinskoj Zupanji (N=85 600)

TeSke HBFN
Ucestalost na
10 000
Antieritrocitna protutijela Broj Udio (%) (95 % CI)
Anti-D 70 63 8,2 (6 -10,5)
D 47
D+C 18
D+E 3
D+K 1
Didrugaosim Cili Eili K 1
Anti-K 3 2,7 0,4 (0-0,8)
K 2
Kidruga osimcili D 1
Anti-c 20 18 2,3 (1,1 -3,6)
c 18
c+E 2
Anti-E 7 6 0,8 (0-1,5)
E 6
E idruga osim D ili cili K 1
Anti- C 4 3,6 0,5 (0-1)
C 3
C+e 1
Druga protutijela iz RH sustava 4 3,6 0,5 0-1)
Cw 1
Rh 17 3
Druga protutijela 3 2,7 0,4(0-0,8
Ukupno ne-RhD protutijela 41 37 4,8(3-6,5)
Ukupno anti-D 1 ne-RhD 111 100 13 (11-15)

protutijela
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Tablica 10. Broj 1 ucestalost teSke HBFN uzrokovane anti-D i ne-RhD
protutijelima otkrivenim na kontrolnom pretrazivanju RhD negativnih i
RhD pozitivnih trudnica, od 1. sijecnja 1993. godine do 31. prosinca

2008. godine

Teske HBFN
Ucestalost na
10 000
Antieritrocitna protutijela Broj (95 % CI)
Anti-D 8 5,3(3-7,5)
D 7
D+C 1
Ne-RhD protutijela 11 1,6 (0,8-2,3)
Anti-c 7
c 6
c+E 1
Anti-E 1
Anti- C 2
C 1
C+e 1

Anti-Rh 17 1




S. RASPRAVA

Preporucena testiranja u trudno¢i trebaju otkriti sva antieritrocitna protutijela koja
uzrokuju HBFN. U svjetskoj literaturi i prijenatalnim standardima, do sada je nedefiniran
klinicki znacaj protutijela otkrivenih na kontrolnom testiranju. U ovom istrazivanju je na
84000 trudnoca ispitan znacaj anti-D i ne-RhD protutijela otkrivenih na kontrolnom testiranju
glede razvoja teske hemoliticke bolest. Prvi put ispitan je znacaj kontrolnog testiranja za RhD
negativne i RhD pozitivne prvorotke i viSerotke.

Prema rezultatima istrazivanja, anti-D protutijela su u 72 trudnice (37% RhD
imunizacija) prvi puta otkrivena tek na kontrolnim pretrazivanjima od kojih je u 8 slucajeva
nastala teSka HBFN. Tri teSke HBFN uzrokovane anti-D protutijelima otkrivenim na
kontrolnom pretrazivanju dogodile su se u prvoj trudnoci. Ne-RhD protutijela su u 16
trudnica otkrivena na kontrolnim pretrazivanjima (10 anti-c, 2 anti-E, 2 anti-C, 1 anti-S, i 1
anti-Rh17 protutijelo) 1 uzrokovala su 11 teSkih HBFN, od kojih su 10 trudnica bile
viSerotke. Prema tome, ovim istrazivanjem je dokazano da su, anti-D i ne-RhD protutijela
otkrivena prvi puta tek na kontrolnom testiranju, uzrokovala tesku HBFN u istoj trudnoéi
Mozemo, takoder, zakljuc¢iti da je kontrolno testiranje znafajno za sve RhD negativne
trudnice 1 za RhD pozitivne viSerotke s naglaskom na RhD pozitivne Rhc negativne
viSerotke.

Ucestalost RhD imunizacija u ukupnoj populaciji ispitanih RhD negativnih trudnica je
1,3%. Obzirom da ucestalost RhD imunizacija ovisi o na¢inu primjene Rh-zastite, rezultate
ucestalosti smo usporedili s istraZzivanjima u kojima je isto kao i kod nas provodena samo
poslijenatalna Rh-zaStita. Prema rezultatima metanalize objavljenom u BJOG, koja je
ukljucila prospektivna istrazivanja ucestalosti RhD imunizacija za odredene oblike Rh-
zaStite, uCestalost RhD imunizacija u skupini trudnica s provedenom samo poslijenatalnom
Rh-zastitom iznosila je 1,6% (0,9-1,9%) (61). Rezultati ispitivanja drugih autora upucuju na
znatno vecu ucestalost RhD imunizacija uz poslijenatalni oblik zastite koja je vec¢a od 3%
(18,62). Pretpostavljamo da ucestalost veca od 3% prikazana za jednu regiju je uzrokovana
ukljucivanjem rizi¢nih sluCajeva iz viSe regija, ali i posljedica nedosljedno provodene
poslijenatalne Rh-zastite. Usporedbom s navedenim istraZivanjima moZemo zakljuciti da
ucestalost RhD imunizacija u Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji potvrduje redovitu primjenu
odobrenog poslijenatalnog oblika Rh-zastite.

U populaciji naSih RhD negativnih trudnica anti-D protutijela, otkrivena su u 72

(37%) trudnice na kontrolnim testiranjima od kojih je u 80% trudnica test pretrazivanja u 28.
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tjednu bio negativan da bi se protutijela otkrila u 34. tjednu trudnoce ili na porodu. Iz ovoga
mozemo zakljuciti da su FMK iza 28. tjedna trudno¢e uzrokovala RhD imunizaciju. Sli¢ni su
rezultati i zakljucei drugih autora. U istrazivanju Bowman i suradnika od 62 RhD imunizacije
otkrivene tijekom trudnoée 47 (76%) ih je otkriveno od 34. tjedna trudnoce do poroda (63). U
istrazivanju Eklund i suradnika 50% RhD imunizacija nastalih tijekom trudnoc¢e otkriveno je
od 36. tjedna do poroda (64). Temeljem dobivenih rezultata zaklju¢ujemo da je neophodno
provodenje prijenatalne Rh-zastite u 28. tjednu trudnoce.

Anti-D protutijela otkrivena prvi puta na kontrolnom testiranju su u nasoj populaciji
trudnica najceS¢e otkrivena u prvoj trudno¢i. Otkrivena su u 23 (32%) prvorotke, u kojih je
isklju¢ivo FMK tijekom prve trudnoce uzrokovalo RhD imunizaciju. Nasi rezultati potvrduju
rezultate istrazivanja Eklund-a, Bowman-a i Tovey-a sa suradncima koji ukazuju da do RhD
imunizacija ve¢inom dolazi u prvoj trudnoéi (19,63,64). Stoga rezultati naSeg istrazivanja,
kao 1 istrazivanja drugih autora namecu zakljucak da je prijenatalna Rh-zastita najpotrebnija
upravo u trecem tromjesjecju prve trudnoce (16,17,63,64).

Od 72 trudnice s anti-D protutijelima otkrivenim na kontrolnom testiranju u njih 8
protutijela su uzrokovala teSku hemoliticku bolest. Iako su mnogi autori potvrdili indukciju
imunog odgovora i nastanak anti-D protutijela u prvoj trudno¢i, pretrazivanjem literature
nismo nasli niti jedno istraZivanje u kojem je ispitana povezanost anti-D protutijela otkrivenih
prvi puta na kontrolnom testiranju s razvojem HBFN u istoj trudno¢i. Kontrolno testiranje je
opravdano ukoliko tada otkrivena protutijela uzrokuju HBEFN. Opravdanost kontrolnih
testiranja RhD negativnih trudnica u 28. 1 u 34. tjedanu trudnoce, u naSem istraZivanju je prvi
put ispitana. U naSoj populaciji trudnica u 28. tjednu otkriveno je 14 RhD imunizacija, od
kojih je ¢ak u 6 (43%) nastala teSka HBFN. Zbog FMK iza 28. tjedna 21 RhD imunizacija
otkrivena je u 34. tjednu, medutim ova protutijela nisu se pokazala rizicnima glede teske
HBFN. Time je ponovo naglasena vaznost testiranja u 28. tjednu trudnoce. Ujedno Zelimo
naglasiti da je u zemljama koje provode prijenatalnu Rh-zastitu, testiranje u 28. tjednu
trudnoce posljednja provjera prije njene primjene.

U naSoj populaciji trudnica anti-D protutijela otkrivena na kontrolnom testiranju
prvorotki 1 viSerotki uzrokovala su HBFN. Jo$ uvijek je prihvadeno stru¢no misljenje da
novorodencad prvorotki, u kojih je doSlo do primarne imunizacije tijekom trunoce, nece
oboljeti od HBFN (1,2,3). U eminentnijoj knjizi transfuzijske medicine Mollison's Blood
Transfusion in Clinical Medicine jo$ uvijek stoji tvrdnja, citiram: ,,RhD imunizacije nastale u
prvoj trudno¢i mogu uzrokovati pozitivan DAT novorodenceta, ali bez klinicki znakova teske

hemoliticke bolesti. Ukoliko se razvije teska klinicka slika HBFN treba uvijek sumnjati da je
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primarna imunizacija nastala u prethodnim nepriznatim trudno¢ama 1/ili transfuzijama krvi.
(1). U naSem istrazivanju troje novorodencadi prvorotki, koje nisu imale prethodnih pobacaja
niti su primale krv, oboljelo je od teSke hemoliticke bolesti. Obzirom da su sljedece trudnoce
ovih trudnica bile s izrazito teSkom HBFN, razlog je ocito jaka imunosna reaktivnost ovih
trudnica zbog cega se bolest ispoljila ve¢ u prvoj trudnoci. Obzirom na potpuno nove
spoznaje do kojih smo dosli naSim istrazivanjem namjera nam je da razloge ovako jake
imunosne reaktivnosti, pojedinih prvorotki ispitatamo u sljede¢im istrazivanjima. Jedna od
smjernica ¢e biti povezivanje teSkih HBFN u prvoj trudno¢i s HLA protutijelima i HLA
antigenima majke.

Prema svjetskim standardima 1 standardima u RH potrebno je prvo prijenatalno
imunohematolosko testiranje provesti u prvom tromjese¢ju trudnoce (20,52). U nasoj
populaciji trudnica anti-D protutijela otkrivena na prvom testiranju uzrokovala su 89% RHD
HBFN ¢ime je potvrdena vaznost prvog testiranja. Zelimo naglasiti da su nase RhD negativne
trudnice na prvo imunohematolosko testiranje dolazile ne smo prema zadanom standardu u
prvom ve¢ nazalost u drugom ili treCem tromjese¢ju Sto je znatno utjecalo na ishod HBFN.
Najveci udio novorodencadi s vrlo teskim klini¢kim slikama HBFN bio je u majki koje su na
prvo testiranje doSle tek u tre¢em tromjesecju. Od cetiri perinatalne smrti poradi anti-D
protutijela, tri se dogodile upravo u ovih trudnica.

Ucestalost ne-RhD protutijela koja uzrokuju HBFN, u ispitivanoj populaciji trudnica
iznosi je bila 0,2%. Rezultati ovog istraZivanja slazu se s rezultatima regionalne Svedske
studije 1 Nizozemske studije na cijeloj populaciji. Ucestalost ne-RhD protutijela u tim
studijama je 0.24% i 0.3% (9,13). IstraZivanja drugih autora upucuju na znatno vecu
ucestalost ne-RhD protutijela (14,62). Razlozi razli¢ite ucestalosti razlicitih studija mogu biti
sljedeci: istraZivanja su provedena na regionalnoj populaciji u koju su ukljuceni rizicni
sluCajevi iz viSe regija bez uvida na cijelu populaciju; u studijama nije istovjetno definirana
klini¢ka znacajnost pojedinih ne-Rh protutijela. Osim toga, Zelimo naglasiti da na razlicitu
ucestalost odredenih protutijela utjeCe 1 nejednaka ucestalost odgovaraju¢ih antigena u
razli¢itim populacijama (1,2,3). Ipak, u naSem kao 1 u istrazivanjima drugih autora najveca je
ucestalost sljede¢ih ne-RhD protutijela: anti-c, anti-E i anti-K. (8,9,12,13,14,62).

U ispitivanoj populaciji trudnica ne-RhD protutijela uzrokovala su 41 (37%) teSku
HBEN. Sva ne-RhD protutijela koja su uzrokovala HBFN bila su iz skupine protutijela koja
cesto uzrokuju HBFN, osim jedne teske HBFN koja je uzrokovana anteritrocitnim
autoantitijelima (rijetko uzrokuju HBFN). Najces¢i uzrok HBFN poslije anti-D protutijela
bilo je anti-c protutijelo, koje je uzrokovalo 20 od 41 ne-RhD HBFN. Sli¢ni su rezultati
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istrazivanja drugih autora. U istrazivanju Koelewijn 1 suradnika anti-c protutijelo je
uzrokovalo 12 o 21 teSke ne-RhD HBFN, dok je u istrazivanju Fylbey i suradnika od 6
izmjena krvi zbog ne-RhD protutijela u 3 razlog bilo anti-c protutijelo (9,13). Iako je anti-c
protutijelo najces¢i uzrok ne-RhD HBFN, anti-K protutijelo se, zbog poznatih malignih
osobina 1 izrazito teSkih HBFN, smatra najdominantnijim ne-RhD protutijelom
(9,14,28,29,30). U nasem istrazivanju su potvrdene samo tri teSke HBFN uzrokovane anti-K
protutijelima, od kojih je jedna zavrSila perinatalnom smrti. Pored potvrdenih anti-K HBFN,
pet trudnoca s anti-K protutijelima je imalo lo§ ishod (tri trudnoce zavrSile pobacajem i dvije
perinatalnom smréu), u kojih HBFN nije potvrdena kao direktni uzrok smrti.

Posebno Zelimo izdvojiti 1 anti-Rh17 protutijelo. Anti-Rh17 je izuzetno rijetko
protutijelo jer se antigen RH17 nalazi na eritrocitima 99,99% populacije. U literaturi su
opisani rijetki pojedinacni slucajevi trudnica s anti-Rh17 protutijelima, a uzrokovali su blage
do teSke HBFN (26, 27). U naSem istraZivanju anti-Rh17 protutijelo pokazalo je vrlo maligne
osobine, do sada nepoznate. Otkriveno je u dvije trudnice i praceno u Cetri trudnoce. Od
navedenog jedna je trudnoca zavrsila pobacajem, a troje djece je mrtvorodeno.

Od ne-RhD protutijela, protutijela iz RH (Rhc, RhE, RhC) i Kell sustava su
uzrokovala 95% teSkih HBFN, u ovom istrazivanju. Navedeno opravdava preporuke
istrazivanja Van Aken 1 Christianes te istrazivanja Howard 1 suradnika, da se poradi
prevencije HBFN Zenama prije 1 u generativnoj dobi daju eritrocitni pripravci podudarni s
antigenima 1z RH (Rhe, RhE, RhC) 1 KELL (K) sustava (11,12). U istraZzivanju rizi¢nih
faktora za nastanak ne-RhD imunizacija Koelewijn i suradnici u BJOG takoder zaklju€uju da
najveci rizik za ne-RhD imunizacije imaju prethodne transfuzije krvi i procjenjuju da bi
lijeCenje Zena do 45 godine zivota eritrocitnim pripravcima podudarnim s antigenima Rhc,
RhE, RhC i K sustava smanjilo broj ne-RhD imunizacija u trudnica za vise od 50% (65).

Ne-RhD protutijela, u ovom istraZivanju, u 16 slucajeva (10%) nisu otkrivena na
prvom testiranju, ve¢ su prvi put otkrivena ili na kontrolnom testiranju u 8. mjesecu trudnoce
ili ve¢inom na porodu. Razlog §to su ne-RhD protutijela nastala tijekom trudno¢e vecinom
otkrivena tek na porodu je vrlo slaba prihvacenost slanja RhD pozitivnih trudnica na
kontrolno pretraZivanje u tre¢em tromjesjec¢ju. Naime, iako su RhD pozitivne trudnice od
strane transfuzijske sluzbe narucene na kontrolno testiranje u 8. mjesecu trudnoce, vecina njih
nije dosla. Zbog toga su protutijela otkrivena tek nakon poroda temeljem klinicke slike
HBFN.

Prema rezultatima ovog istrazivanja jasno je uocena nedostatnost samo jednog testa

pretrazivanja, koje se provodi u prvom tromjesecju, u otkrivanju ne-RhD HBFN. Naime od
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teSkih HBFN uzrokovanih ne-RhD protutijelima cak je 27% uzrokovano protutijelima
otkrivenim tek na kontrolnom testiranju. Naj¢eS¢e su ih uzrokovala anti-c protutijela. Do
sli¢nih rezultata istrazivanja dolaze Koelewijn i suradnici u dvogodi$njoj prospektivnoj
studiji na 305 000 RhD pozitivnih trudnica (9). Oni su zakljucili da je 25% teskih HBFN
uzrokovano ne-RhD protutijelima otkrivenim tek na kontrolnom pretrazivanju, a najcesce
propusteno protutijelo bilo je anti-c. Stoga autori preporucuju kontrolno testiranje u 30.
tjednu, ali samo Rhc antigen negativnih trudnica. Isti autori zakljucuju da je ucestalost teSke
HBFN uzrokovane ne-RhD protutijelima otkrivenim na kontrolnom testiranju 1:12000, pa
temeljem toga smatraju da je kontrolno pretrazivanje RhD pozitivnih trudnica opravdano i
usporedivo s korisno§¢u drugih testova pretrazivanja u prije 1 poslijenatalnoj dijagnostici (9).

Za razliku od ovih rezultata u istrazivanjima koja su proveli Andersen i suradnici na
3046 RhD pozitivnih trudnica, Lurie i suradnici na 1 265 RhD pozitivnih i RhD negativnih
trudnica, Rothenberg i suradnici na 10 581 RhD pozitivnih trudnica, Adenij 1 suradnici na 13
143 trudnica te De Vrijar i suradnici na 2 392 trudnice istiu da test pretrazivanja moze
postati pozitivan na kontrolnom testiranju, ali tada otkrivena protutijela nec¢e uzrokovati
HBFN. Zbog toga prema njihovom misljenju, glede ranog otkrivanja HBFN, dovoljan je
samo test pretrazivanja u prvom tromjesecju (5,6,7,47,48). Zakljucak nabrojenih autora da
je kontrolno pretraZivanje RhD pozitivnih trudnica neopravdano najvjerojatnije je posljedica
odvise malog broja trudnica ukljucenih u ispitivanje.

Osim ispitanog znacaja ne-RhD protutijela otkrivenih na kontrolnom testiranju, u
ovom istraZivanju prvi put je ispitana povezanost protutijela otkrivenih na kontrolnom
testiranju glede razvoja HBFN s rednim brojem trudnoce. Prema nasim rezultatima, ne-RhD
protutijela otkrivena na kontrolnom testiranju uzrokovala su teSke HBFN u viSerotki. Jedini
slucaj teSke HBFN u prvorotki, koji je zavrSio intrauterinom smrcu, bio je uzrokovan anti-Rh
17 protutijelima. Razlog smrtnog ishoda bio je Zestoki imunosni podrazaj transfuzijom Rh17
pozitivne krvi u trudnodi.

Mogu¢énost razvoja teSke HBFN, poradi ne-RhD protutijela otkrivenih na kontrolnom
pretrazivanju viSerotki, moZe se objasniti sekundarnim imunosnim odgovorom. Poznato je da
su FMK najcesc¢a u tre¢em tromjesecju, a posebno za vrijeme poroda (1,11,16,17). Zbog toga
i slabiji imunogeni od RhD antigena mogu u tre¢em tromjesjecju i za vrijeme poroda
potaknuti imunosni odgovor (1,2,3,4). Nakon poroda, prestaje antigeni poticaj eritrocitima
djeteta te se koliina protutijela postupno smanjuje (pada titar protutijela). Obzirom da se
RhD pozitivnim trudnicama test pretrazivanja ne radi do sljede¢e trudnoce, a tada, zbog
smanjenja koli¢ine protutijela ispod granice osjetljivosti , test pretrazivanja na prvom
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testiranju moze biti negativan. Manja FMK u ve¢ imuniziranih trudnica su dovoljan poticaj za
stvaranje protutijela mehanizmom sekundarnog imunosnog odgovora, koji je jac¢i 1 brzi.

(1,2,3,4).
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6. ZAKLJUCCI

Nakon provedenog istrazivanja 84 000 trudnoc¢a i analizom 196 trudnoca s anti-D i 159 s

ne-RhD protutijelima, za vremensko razdoblje od 1. sijecnja 1993. godine do 31. prosinca

2008. godine, mozemo zakljuciti:

1.

Ucestalost anti-D protutijela kod RhD negativnih trudnica u ovom istrazivanju je
1,3%, a za daljnje smanjenje ucestalosti RhD imunizacija u trudnica potrebna je
prijenatalna Rh-zaStita.

Ucestalost klini¢ki znacajnih ne-RhD protutijela je 0,2%. NajcesS¢a su protutijela iz

Kell sustava (anti-K), zatim protutijela iz RH sustava anti-E i anti-c.

Anti-D protutijela su u 72 trudnice (37% RhD imunizacija) otkrivena na kontrolnim
testiranjima u 28., 34. tjednu ili na porodu. Ova protutijela su u 80% trudnica
otkrivena u 34. tjednu trudnoce ili na porodu, kao posljedica FMK iza 28. tjedna
trudnoce. Time je neupitna vaznost prijenatalne Rh-zastite u 28. tjednu trudnoce.

Ne-RhD protutijela su u 16 trudnica (11% ne-RhD imunizacija) otkrivena na

kontrolnim testiranjima (10 anti-c, 2 anti-C, 2 anti-E, 1 anti-Rh17, 1 anti-S).

Anti-D protutijela otkrivena na kontrolnim testiranjima su najceS¢e (23 prvorotke)
nastala u prvoj trudno¢i, iskljucivo kao posljedica primarne imunizacije. Ovaj rezultat
upucuje da je prijenatalna Rh-zastita najpotrebnija upravo u prvoj trudno¢i.

Od 16 trudnica s ne-RhD protutijelima otkrivenim na kontrolnim pretrazivanjima njih
15 su bile viserotke, u 7 su protutijela otkrivena u drugoj trudno¢i, a u 8 u tre¢oj 1
viSe trudno¢a. Samo jedna trudnica s anti-Rh17 protutijelima je bila prvorotka, s tim

da je u trudno¢i primila Rh17 pozitivne eritrocitne pripravke.

Anti-D protutijela otkrivena na prvom testiranju uzrokovala su 62 (89% RhD HBFN)
teSke HBFN. Ne-RhD protutijela otkrivena na prvom testiranju uzrokovala su 30
(73% ne-RhD) teskih HBFN. Teske HBFN uzrokovane anti-D i ne-RhD protutijelima
su bile u ve¢em postotku, a uz to i najtezi slucajevi, u trudnica koje su na prvo
testiranje dosle u drugom ili ¢ak treCem tromjesecju. Ovim je potvrden znacaj prvog

testiranja u prvom tromjesecju trudnoce, glede ranog otkrivanja HBFN.
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5. Anti-D protutijela otkrivena na kontrolnom testiranju su uzrokovala 8 teSkih HBFN,
odnosno 11% RHD HBFN. Glede ranog otkrivanja HBFN uzrokovanih ovim
protutijelima, neupitnu vaznost ima testiranje u 28. tjednu trudnoce, Sto je prvi put
dokazano u ovom istrazivanju.

Ne-RhD protutijela otkrivena na kontrolnim pretraZzivanjima uzrokovala su 11 teskih
HBFN (7 anti-c, 2 anti-C, 1 anti-Rh17 i 1 anti-E). Time, testom pretraZivanja u
prvom tromjese¢ju nije otkriveno 27% ne-RhD HBFN, a najcesée propusteno

ne-RhD protutijelo je bilo anti-c.

6. U naSem istrazivanju je dokazano da anti-D protutijela otkrivena na kontrolnim
testiranjima su uzrokovala tri teSke HBFN ve¢ u prvoj trudnoé¢i. Sljedeée trudnoce
ovih trudnica su bile s izrazito teSkom HBFN S§to ukazuje na jaku imunosnu
reaktivnost nekih trudnica. Ovim je istraZivanjem prvi puta iskljucena tvrdnja prisutna
u recentnoj literaturi da primarna RhD imunizacija u prvoj trudnoé¢i ne moze
uzrokovati HBFN.

U nasem istrazivanju takoder je prvi put dokazano da su teske HBFN, uzrokovane
ne-RhD protutijelima otkrivenim na kontrolnim testiranjima viSerotki, S§to se moze

objasniti sekundarnim imunosnim odgovorom.

7. Glede ranog otkrivanja HBFN pored testiranja u prvom tromjese¢ju potrebno je i
kontrolno pretrazivanje antieritrocitnih protutijela. Kontrolno pretraZivanje je
potrebno u svih RhD negativnih trudnica u 28. tjedanu trudnoce te u RhD pozitivnih

viSerotki, posebno Rhc negativnih viserotki, od 32. do 34. tjedana trudnoce.

Ovo istrazivanje je potvrdilo postavljene hipoteze.
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7. SAZETAK

UVOD: Hemoliticka bolest fetusa i novorodenceta (HBFN) je teska bolest koju uzrokuju
protutijela majke usmjerena na jedan ili viSe eritrocitnih antigena fetusa. Test pretrazivanja
antieritrocitnih protutijela je osnovni test u trudno¢i za otkrivanje fetusa rizi¢nih za nastanak
HBFN. Cilj ovog istrazivanja je ispitati klini¢ke posljedice anti-D i ne-RhD protutijela, koja
su otkrivena testom pretrazivanja u tre¢em tromjesecju za fetus/novorodence.

METODE: U ovo retrospektivno kohortno istrazivanje ukljuene su sve trudnice s
antieritrocitnim protutijelima, testirane od 1993. godine do 2008. godine u KBC Split.
Podatci su dobiveni iz Kartona za pra¢enje imunizacija na Odjelu za transfuziju krvi. Iz
svakoga Kartona analizirane su tri skupine podataka: redosljed testiranja (prvo ili kontrolna
testiranja, 28. tjedan, 34. tjedan ili porod) na kojem su otkrivena protutijela, redosljed
trudno¢e (prva, druga ili treca 1 viSe trudnoéa) u kojoj su otkrivena protutijela 1 jesu li
otkrivena protutijela uzrokovala teSku HBFN. HBFN je smatrana teSkom, ako je primjenjeno
transfuzijasko lijecenje (intrauterina transfuzija i/ili izmjena krvi i/ili transfuzija krvi) ili ako
je HBFN bila uzrok perinatalne smrti.

REZULTATI: Tijekom istraZivanja ukupno je testirano 84 000 trudnoc¢a. Klini¢ki zna¢ajna
protutijela su otkrivena u 355 trudnoca, u 196 (55%) otkrivena su anti-D protutijela, a u 159
(45%) ne-RhD protutijela. Ucestalost anti-D protutijela u RhD negativnih trudnica je bila
1,29%. Anti-D protutijela su u 72 (37%) trudnice otkrivena na kontrolnim testiranjima, a u
njih 8 je nastala teSka HBFN. Ova protutijela su uzrokovala tri teSke HBFN u prvoj trudno¢i,
tri u drugoj 1 dvije u trecoj trudno¢i.

Ukupna ucestalost ne-RhD protutijela bila je 0.2%. Ne-RhD protutijela su u 16 (10%)
trudnica otkrivena na kontrolnom testiranju (10 anti-c, 2 anti-C, 2 anti-E, 1 anti-Rh17, 1 anti-
S). Ova protutijela su uzrokovala 11 teskih HBFN (27% od ne-RhD HBFN) od kojih se 10
dogodilo u viserotki. Od 11 teskih ne-RhD HBEN koje nisu otkrivene na prvom testiranju 7
su uzrokovala anti-c protutijela.

ZAKLJUCAK: Testom pretrazivanja u trecem tromjesedju mogu se otkriti antieritrocitna
protutijela koja nisu bila prisutna ili nisu bila detektibilna testom pretraZivanja u prvom
tromjesecju. Test pretrazivanja u tre¢em tromjesecju se pokazao znaCajnim, glede ranog

otkrivanja HBFN, za RhD pozitivne viSerotke i za sve RhD negativne trudnice.
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8. SUMMARY

SIGNIFICANCE OF RED BLOOD CELLS ANTIBODIES DETECTED AT THE
THIRD TRIMESTAR SCREENING FOR HAEMOLYTIC DISEASE OF THE FETUS
AND NEWBORN

BACKGROUND: Antenatal screening for the presence of alloantibodies in pregnant
women, which are directed to one or more red cell antigens present on the fetal cells is
prerequisite for identifyng which fetus are at risk of developing hemolytic disease of the fetus
and newborn (HDFN). The objective was to determine clinical consequences of anti-D and
non-RhD antibodies detected at third trimester screening for infant/ fetus.

STUDY DESIGN AND METHODS: This retrospective cohort study included all
pregnancies with red blood cell (RBC) antibodies who were tested between 1993 and 2008.
Data were obtained from the forms for tracking immunization at the Transfusion Department.
Each form was analyzed for three data sets: the order of screening at which the antibodies
were detected (initial or repeated screening), the order of pregnancy (first pregnancy or
higher), and whether the antibodies caused severe HDFN. Severe HDFN was considered if
transfusion therapy had been given (intrauterine transfusion and/or exchange transfusion
and/or simple transfusion) or if HDFN caused perinatal death

RESULTS: In RhD negative women, anti-D antibody was detected in 1.3% of cases. The
anti-D antibody was undetected in 72 (37%) cases on the first-trimester screening, of which
eight cases were complicated by severe HDFN. In this group, three patients were
primigravidae. An overall non-RhD antibody incidence of 0.2% was observed. In 16 cases,
non-RhD antibodies were undetected on the first-trimester screening (10 anti-c, 2 anti-E, 2
anti-C, 1 anti-S, and 1 case of anti-Rh17). Non-RhD antibodies undetected on initial
screening caused 11 cases of severe HDFN (27% of all severe non-RhD HDFEN). Ten of them
were in multiparous women. Seven of 11 cases with severe HDFN that were missed were
caused by anti-c antibodies.

CONCLUSION: The third-trimester screening may detect RBC antibodies that were not
present or detected on the first-trimester screening. Such screening may be especially relevant
in RhD-positive multiparous women due to the risk of HDFN and all RhD negative pregnant

women.
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