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Popis kratica:

AFP — alfa fetoprotein

CRL — duzina tjeme — trtica (eng. crown rump length)

CVS - biopsija korionskih resica (eng. chorionic villus sampling)

IVF — in vitro fertilizacija

MOM - visekratnik medijana (eng. multiple of the median)

NIPT — neinvazivno prenatalno testiranje

NT — nuhalno prosvjetljenje (eng. nuchal translucency)

PAPP-A — plazmatski protein trudnoée A (eng. pregnancy-associated plasma protein A)
PUBS - perkutana aspiracija pupkovine (eng. percutaneous umbilical blood sampling)
RACZ — rana amniocenteza

T13 —trisomija 13 (Patau sindrom)

T18 —trisomija 18 (Edwards sindrom)

T21- trisomija 21 (Down sindrom)

cffDNA — slobodna cirkuliraju¢a fetalna DNA (eng. cell free fetal DNA)

nE3 — nekonjugirani estriol

sl.p-hCG — slobodni beta lanac humanog korionskog gonadotropina

B-hCG — beta humani korionski gonadotropin
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1. UVvOD
1.1. Prenatalno testiranje

Prenatalno testiranje podrazumijeva provodenje ultrazvucnih, biokemijskih, citogeneti¢kih i
molekularnih metoda kojima se ispituje zdravstveno stanje ploda. Svrha prenatalnog testiranja
je pravovremeno otkrivanje patoloSskog stanja ili bolesti ploda radi razrjeSenja geneti¢kih

sumnji, donosenja informiranih odluka i/ ili provodenja medicinskih postupaka (1,2).

Prenatalno testiranje ukljucuje testove probira 1 dijagnostiCke testove. Testovi probira
namijenjeni su svim trudnicama, neovisno o anamnestickim podacima. Pokazuju postoji li
povecani rizik za odredenu bolest ili patoloSko stanje ploda, ali nisu dovoljno tocni da bi se
smatrali dijagnosti¢kim testovima. Trudnice koje imaju povecani rizik na probirnim testovima
upucuju se na dijagnosticke testove koji predstavljaju invazivno testiranje kako bi se postiglo

iskljucenje ili potvrda dijagnoze (1).
1.1.2. Prenatalni dijagnosticki testovi

Danasnje metode invazivne prenatalne dijagnostike jesu: amniocenteza, biopsija korionskih
resica, kordocenteza i placentocenteza. U skladu s metodom izbora, za citogeneti¢ku analizu
rabe se stanice plodove vode, kultura korionskih resica, odnosno tkiva posteljice, te fetalna krv
iz pupkovine (3). Potreba za pravovremenim otkrivanjem patologije ploda potaknula je razvoj
razli¢itih metoda dijagnostike te invazivna prenatalna dijagnostika danas zauzima znacajno

mjesto u fetalnoj medicini (4).

Svakom invazivnhom postupku bi trebalo prethoditi detaljno savjetovanje, pokrivajuci
oc¢ekivanu korist zahvata, rizike i tehni¢ke aspekte. Trenutne indikacije za invazivno prenatalno
testiranje ukljucuju povecani rizik za kromosomske abnormalnosti fetusa, poveéan rizik za
nasljedne genetske bolesti i povecan rizik za neke od perinatalnih infekcija, Sto podrazumijeva

(1,5):

e Dob trudnice > 35 godina (sama uznapredovala dob trudnice ne smatra se indikacijom,
iako je u nekim zemljama joS§ uvijek medu prihva¢enim kriterijima za invazivno

prenatalno testiranje);

e opterecena obiteljska ili reproduktivna anamneza (strukturne promjene kromosoma ili

genetiCki poremecaji roditelja, dokazani kromosomski ili geneti¢ki poremecaji u



1. UvOD

prethodnim trudno¢ama, malformacije ploda u prethodnim trudno¢ama, habitualni
pobacaj);

e abnormalan ultrazvucni nalaz;

e povisen rizik nakon prenatalnih testova probira,;

e psiholoski razlozi;

e ostalo (teratogeni i mutageni agensi, konsagvinitet roditelja).

Amniocenteza najstarija je i ostaje najeS¢e primjenjivanom metodom invazivnog
prenatalnog testiranja (4). Prvotno je opisana u 19. stolje¢u (Prochownik, 1877) kao terapija
polihidramnija u trudno¢i (6). Medutim, prve analize amnijske tekuéine u svrhu prikupljanja
genetskih informacija slijede tek krajem 1960-ih godina (7). Rana amniocenteza (RACZ)
najcesce se izvodi izmedu 15. 1 20. tjedna trudnoce. Pod ultrazvucnim Se navodenjem
punkcijom kroz trbusnu stijenku aspirira 15 — 20 ml plodove vode (aspirira se po 1 ml za
svaki tjedan trudnoce) (8,9). Rezultati pretrage gotovi su za 2 — 3 tjedana (1). Vrlo rana
amniocenteza se odnosi na zahvat koji se izvodi prije 15-tog tjedna trudnoce (obi¢no izmedu
12. i 14. tjedna). Tada je zbog veceg broja i vijabilnosti fetalnih stanica moguce rezultate
dobiti i ranije (za 7 — 10 dana). Razlog zasto vrlo rana amniocenteza nije zamijenila

klasi¢nu, ranu amniocentezu je veci rizik od spontanih pobacaja nakon zahvata (4).

U pokusaju pronalazenja metode za raniju prenatalnu dijagnostiku, krajem 1960-ih
izvedena je prva biopsija korionskih resica (CVS). Intenzivnije se pocela upotrebljavati tek
1980-ih godina (7). Razvojem ultrazvu¢ne tehnologije u tom razdoblju omoguceno je da se
invazivne metode rade pod kontrolom ultrazvuka kako bi se izbjegla nepreciznost zahvata.
CVS moze se primijeniti od 10. do 14. tjedna trudnoée (transcervikalnim ili
transabdominalnim putem) uz ultrazvuéno navodenje, a za veéinu biokemijskih i
molekularnih analiza dovoljno je 1 — 10 dana. Osnovna prednost je dobivanje rezultata veé
u prvom tromjesecju trudnoce §to omogucuje raniji prekid trudnoce u slucaju patologije
ploda (1,4). Moze se primijeniti i nakon 14. tjedna trudnoce, pri ¢emu se zahvat naziva
placentocenteza, naj¢eS¢e u slu¢aju manjka amnijske tekucéine (oligohidramnij) ili ako je

potrebna veca koli¢ina DNA nego li se moze dobiti amniocentezom (3).

Glavni nedostatci CVS-a naspram RACZ-a jesu veci rizik za spontani pobacaji 1 — 2 %

mogucénost placentarnog mozaicizma (nepoklapanje kariotipa posteljice i ploda) (3).
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Kordocenteza (PUBS, perkutana aspiracija krvi pupkovine) je metoda koja se izvodi nakon
18. tjedna trudnoce (najcesce izmedu 18. i 22. tjedna). Primjenjuje se u slucaju provjere
nalaza mozaicizma, te omogucuje izravan pristup fetalnom tkivu za procjenu fetalnog

hematoloskog statusa (3).

Rizik za spontani pobac¢aj nakon amniocenteze iznosi 0,1 — 1 %, za biopsiju korionskih
resica 0,2 — 2 %, a za kordocentezu 1 — 2 % (5). Ostale komplikacije invazivnih metoda jesu
materni¢ne kontrakcije, prijevremeni porod, otjecanje plodne vode, krvarenje ploda ili
majke, abrupcija posteljice, infekcija, ozljede te Rh imunizacija. Metode invazivnog
prenatalnog testiranja koje se naj¢esée primjenjuju su CVS u prvom tromjesecju i RACZ u

drugom tromjesecju trudnoce (1).
1.1.3. Prenatalni testovi probira

Testovi probira namijenjeni su svim trudnicama i uklju¢uju mjerenje biokemijskih markera
iz maj¢ina seruma i podatke dobivene ultrazvukom, uzimajuéi u obzir 1 neke bioloske 1
patofizioloske ¢imbenike, ponajprije dob trudnice. Tu spada i novija metoda probira,
analiza slobodne fetalne DNA (cffDNA) iz majé¢ina seruma. Neinvazivno prenatalno
testiranje (NIPT) je termin koji se danas uglavnom odnosni na analizu cffDNA. lako je
NIPT visokodiferentna tehnika i dalje se ne smatra dijagnostickim testom nego naprednom
metodom probira. Primjenom probirnih testova smanjuje se potreba za metodama invazivne
prenatalne dijagnostike prilikom kojih moze do¢i do komplikacija. Stoga su najvaznije
prednosti neinvazivnih metoda nad invazivnim $to ne nose nikakav rizik za majku ili plod

i dostupne su $iroj populaciji trudnica (1,2).

Pocetci prenatalnog probira zapocinju razvojem ultrazvuka 50-ih godina 20. stoljeéa,
zaslugom Skotskog znanstvenika Iana Donalda i njegovih suradnika (10,11). Razvojem
fetalne ultrasonografije bolnice su 1980-ih pocele provoditi ultrazvuéni probir na fetalne
abnormalnosti u 20. tjednu trudnoce. U istom je razdoblju uspostavljena povezanost izmedu
poviSenih razina AFP-a u serumu trudnice i oStecenja neuralne cijevi $to je dovelo do
otkri¢a ostalih biokemijskih biljega (12,13). Biokemijski se biljezi u sklopu prenatalne
dijagnostike u Hrvatskoj odreduju od 1994. godine (14).

Ultrazvuéni 1 biokemijski biljezi koji se danas upotrebljavaju u prenatalnom probiru jesu:
nuhalno prosvjetljenje (NT), dodatni ultrazvuc¢ni biljezi u prvom tromjesecju (prisutnost ili

odsutnost nosne kosti, protok kroz ductus venosus i trikuspidalna regurgitacija), alfa-
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fetoprotein (AFP), nekonjugirani estriol (nE3), humani korionski gonadotropin (hCG),
inhibin A i plazmatski protein trudno¢e A (PAPP-A) (1,15).

Testovi probira koji se danas koriste jesu:

1. Kombinirani test probira u prvom tromjese¢ju (10. — 14. tjedan). Kombinacijom
biokemijskih biljega (PAPP-A i sl.B-hCG) i ultrazvucnog biljega (NT) izraCunava se
zajednicki rizik (4).

2. Trostruki test u drugom tromjeseéju (15. — 18. tjedan) koji ukljucuje 3 biokemijska
biljega: AFP, sl.3-hCG inE3 (4).

3. Cetverostruki test u drugom tromjese&ju (15. — 18. tjedan) koji ukljuéuje 4 biokemijska
biljega: AFP, sl.3-hCG inE3 i inhibin A (4).

4. Testovi u kojima se kombiniraju biljezi 1. i 2. tromjese¢ja: integrirani probir, serumski
integrirani probir, sekvencijski probir i uvjetovani sekvencijski probir (4,8).

5. NIPT je metoda probira koja danas ima najvecu osjetljivost i specifi¢nost za uobicajene
fetalne aneuploidije. l1zvodi se od 10. tjedna gestacije pa nadalje, sukladno porastu
udjela cffDNA sto je i glavna prednost za razliku od konvencionalnih testova ¢ija je
dijagnosti¢ka vrijednost ogranicenja na stupanj trudnoce. Ograni¢enje NIPT-a je Sto u
mnogim zemljama ne postoje sluzbene nacionalne smjernice za njegovo provodenje te
u vecini slucajeva zdravstveno osiguranje ne pokriva ovu metodu prenatalnog probira.
Uz to se radi 0 komercijalno dostupnim genetickim testovima koji se ponekad krivo

interpretiraju jer uz njih nedostaje adekvatno geneticko savjetovanje (1,16).

Uzrok lazno negativnih 1 lazno pozitivnih rezultata prilikom prenatalnog probira, odnosno
ogranicene osjetljivosti i specifi¢nosti, su razli¢ite bioloske i analiticke varijacije koje se
odnose na razine biokemijskih markera u maj¢inom serumu. U bioloSke varijacije spadaju
dob, tjelesna tezina, rasna i etiCka pripadnost, pusenje, kronicne metaboli¢ke bolesti
(npr. dijabetes), viSeplodne trudnode i1 drugo. Za analitickih varijacije su bitni nacini
uzorkovanja, pohrana i transport uzoraka, svojstva imunohistokemijskih metoda te razlike

matematickih modela koristenih za izrac¢un rizika (4).

S obzirom da se razine biokemijskih markera mijenjaju tokom trudnoce, krivo odredeni
gestacijski tjedan u vrijeme uzimanja uzroka jedan je od najcesc¢ih razloga zasto dolazi do
pogreske u izracunu individualnog rizika trudnice (1). Za izracun rizika se koncentracije
biokemijskih biljega preracunavaju u MoM vrijednosti (eng. multiple of the median,

visekratnik medijana) tako da se koncentracija odredenog biljega podijeli poznatim
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medijanom tog biljega koji je specifican za gestacijski tjedan i kontrolne trudnoce
(euploidne, neugrozene trudnoce) (1,14). MoM vrijednost predstavlja omjer izmedu
izmjerene i o¢ekivane vrijednosti za taj gestacijski tjedan te normalizira raspodjelu razina
odredenog biokemijskog markera i omogucuje usporedbu rezultata iz razli¢itih laboratorija
i populacija (8,14). Dobiveni omjer vjerojatnosti se na kraju mnozi s podatkom za
prevalenciju odredenog sindrom za danu dobnu skupinu trudnica kako bi se dobio kona¢ni
rizik. Tumacenje izraunatog rizika je omogucéeno usporedbom s grani¢nom rizikom (eng.
cut-off), koji je dogovorno odabran. Najcesce je raspon definiran od 1 : 200 — 1 : 300 $to
ovisi 0 pojedinom matematickom modelu. Pri izracunu rizika moguée je uzeti u obzir i
druge ¢imbenike te umanjiti njihov utjecaj: tjelesna tezina, dijabetes, pusenje (koje utjece 1
na ishod trudnoce), T21 u prijasnjim trudno¢ama i drugo. Neke pak druge ¢imbenike koji

potencijalno utje¢u na izracun rizika nije moguce uvrstiti u korekciju (4,14,17).
1.2. Kombinirani test probira

Biokemijski se probir u prvom tromjese¢ju trudnoce u Hrvatskoj provodi od 2006. godine.
Stope otkrivanja T21 za kombinirani test probira krec¢u se u rasponu od 79 — 87 %, sa stopom
lazno pozitivnih rezultata od 5 %. Stope otkrivanja za T18 i T13 su priblizno 90 %, uz stopu
lazno pozitivnih rezultata od 2 %. S obzirom da je Zivotna dob trudnice najznacajniji
¢imbenik koji a priori (prije pretrage) utjece na pouzdanost probiranja, kod starijih trudnica
postoji veca stopa otkrivanja zbog vece vjerojatnosti pozitivnog rezultata ali i veca stopa
lazno pozitivnih rezultata (8,14). Buduc¢i da je osjetljivost i specifi¢nost za detekciju
kromosomopatija razli¢ita za pojedine komponente probira, potrebno je analizirati koje su
najvisSe pridonijele pozitivnom rezultatu. U prvom tromjesecju stopi lazno pozitivnih
rezultata najvise pridonose dob trudnice i sl.3-hCG jer su najmanje specifi¢ni, dok su NT i
tjiednu u kojem je vrSeno mjerenje (14). Primjerice, PAPP-A je bolji pokazatelj rizika u 10.
tjednu nego u 13. tjednu trudnoce jer je razlika u njegovim koncentracijama izmedu
trisomi¢nih i euploidnih trudnoca veca u ranijim tjednima gestacije. Suprotno tome razlike
u konc. B-hCG su vece s povecanjem gestacijske dobi (8,18). Istrazivanja pokazuju da su
kod T21 koncentracije sl.3-hCG u maj¢inom serumu povisene, a razine PAPP-A snizene.
Kod T18 i T13 koncentracije su obadva biokemijska biljega snizene, a kod poremecaja
spolnih kromosoma koncentracija sl.p-hCG u majc¢inom serumu je u granicama normalne,
dok je PAPP-A snizen (8,19). Molekularne studije pokazuju da trofoblast u trudno¢ama s

T21 pokazuje izrazito povecanje f-hCG mRNA i malo manje povecanje a-hCG mRNA, sto

5
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sugerira da je jedan od uzroka visoke razine slobodnog B-hCG u serumu majke povecana
proizvodnja i izlu¢ivanje od strane posteljice (18). PAPP-A je metaloproteinaza koja cijepa
tri IGFBP-a: IGFBP-2, -4 i -5; oslobadajuéi IGF, koji djeluje kao stimulativha molekula za
fetalni rast i maturaciju, u blizini njegovog receptora. Stoga nekoliko klinickih studija
pronalazi povezanost izmedu niskih razina PAPP-A u prvom tromjesecju i disfunkcije
posteljice (19). Komplikacije koje su povezane s niskom razinom PAPP-A jesu:
prijevremeni porod, [UGR, gestacijska hipertenzija, preeklampsija, veci rizik od gubitka
fetusa (4,8). 1z toga proizlazi da navedeni patofizioloski ¢imbenici, koji ne moraju imati
veze s aneuploidijom, mogu utjecati na koncentraciju biokemijskih biljega i umanjiti
pouzdanost probirnih testova. S druge strane mogu ukazati na prijete¢i nepozeljni ishod ¢ak

i kada trudnica ima nizak rizik za aneuploidiju (20).
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Ciljevi ovog rada jesu:

1. Odrediti ucestalost detekcije kromosomopatija kombiniranim testom probira.

2.  Ispitati postoje li razlike u ishodu trudno¢a prema dobnim skupinama trudnica.
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3.1. Ustroj studije

Studija je presjecna s povijesnim podatcima (20).
3.2. Ispitanici

Kombiniranom testu probira u KBC-u Osijek, u razdoblju od 4. sijecnja 2018. godine
do 11. lipnja 2021. godine, pristupilo je 1303 trudnica. Sve trudnoce su bile jednoplodne. U
istrazivanju je sudjelovalo 603 trudnica 1 596 novorodencadi, jer je u preostalom broju trudnoca
bila dovrSena u drugim ustanovama te nije bilo moguce pratiti ishod. Iz istrazivanja je

iskljuceno 8 trudnica koje su spontano pobacile, a nije u¢injena kariotipizacija ploda.
3.3. Metode

Podatci su prikupljeni koriste¢i bazu podataka Klini¢kog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku,
Klinike za ginekologiju i opstetriciju te Klinike za pedijatriju KBC Osijek. Kombinirani test
probira izvodi se u trudnica od 10 + 1 do 13 + 0 tjedna trudnoce, prema licenciranom programu
Prisca, kojim raspolaze Klini¢ki zavod za laboratorijsku dijagnostiku KBC Osijek. 1z programa
su zabiljezeni podatci o dobi trudnice (dob u vrijeme stvarnog ili procijenjenog vremena
poroda), gestacijskom tjednu, duzini tjeme-trtica (CRL, mm), NT (MoM), sL.p-hCG (MoM),
PAPP-A (MoM). Individualni rizik za trisomiju 21 i trisomiju 18/13 izracunat je na temelju
podataka dobivenih ultrazvu¢nom dijagnostikom (debljina nuhalnog prosvjetljenja) i podataka
dobivenih krvnom pretragom (laboratorijski ¢imbenici iz periferne krvi trudnice: sl.p-hCG i
PAPP-A), uzevsi u obzir i dob trudnice. Vrijednosti MoM-a Kkorigirane su prema dijabetesu,
pusenju i tjelesnoj tezini trudnice. Omjer 1 : 250 uzet je kao grani¢ni rizik. 1z otpusnih pisama
i baze podataka Klinike za ginekologiju i opstetriciju i Klinike za pedijatriju zabiljezene su

fetalne i maternalne komplikacije te kromosomopatije.
3.4. Statisticke metode

Kategorijski podatci predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Numericki podatci
opisani su medijanom i granicama interkvartilnog raspona. Normalnost raspodjele numerickih
varijabli testirana je Shapiro-Wilkovim testom. Razlike kategorijskih varijabli testirane su Hi-
kvadrat testom. Sve P vrijednosti su dvostrane. Razina znacajnosti je postavljena na o= 0,05.
Za statisticku analizu su koristen statisticki program MedCalc® Statistical Software version

20.014 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2021).
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Istrazivanje je provedeno na 603 ispitanica ¢iji medijan dobi iznosi 32 godine (interkvartilnog
raspona od 29 do 35 godina). U skupini visokorizi¢nih trudnica po dobi nalazilo se njih 180
(29,85 %). 17 (2,82 %) trudnica je imalo 40 ili vise godina, a 7 (1,16 %) ih je bilo mlade od 20
godina (Slika 1).
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Slika 1. Raspodjela trudnica prema dobnim skupinama

Medijan gestacijske dobio iznosio je 83 dana (interkvartilnog raspona od 80 do 86 dana), a
medijan vrijednosti CRL-a 51,70 mm (interkvartilnog raspona od 46,60 do 56,85 mm). Najvec¢i
broj ispitanica, njih 304 (50,41 %) pristupilo je kombiniranom testu probira u 11. tjednu
trudnoce, a najmanji broj, njih 9 (1,49%) u 13. tjednu trudnoce (Slika 2).
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Slika 2. Raspodjela trudnica prema gestacijskom tjednu na dan testiranja.

Od ukupnog broja ispitanica koje su sudjelovale u istrazivanju, u skupini visokorizi¢nih
trudnica za aneuploidije prema kombiniranom testu probira, nalazilo se njih 31 (5,14 %).
Od njih je 27 (87,10 %) ispitanica imalo povisen rizik za trisomiju 21, a 8 (25,81 %) ispitanica
za trisomiju 18. 4 (12,90 %) su ispitanice istodobno imale poviSen rizik za trisomiju 21 i
trisomiju 18. Sveukupno se 14 (2,32 %) ispitanica odlu¢ilo na invazivnu prenatalnu
dijagnostiku. Od njih je 9 (64,29 %) imalo povisen rizik za aneuploidije. U 4 (80 %) ispitanica
sa snizenim rizikom za aneuploidije prema kombiniranom testu probira, indikacija za invazivni
zahvat nije bila poznata, a u 1 (20 %) je trudno¢i plod imao teske malformacije (spina bifida,
meningokela, Chiari tip 11l - uredan kariogram XY). U¢injeno je 12 ranih amniocenteza od
kojih je u 4 (33,33 %) slucaja bila otkrivena trisomija 21 i u 1 (8,33 %) slu¢aju trisomija 18, u
ostalih 7 (58,33 %) trudnica je kariogram ploda bio uredan. Od 2 biopsije korionskih resica, u
jednom (50 %) je slucaju otkrivena trisomija 21, a u drugom (50 %) trisomija 18. Kod svih 7
(100%) trudnoca u kojih je bila potvrdena aneuploidija (trisomija 21 ili trisomija 18), bio je

indiciran pobacaj na zahtjev trudnice (Tablica 1, Tablica 2).
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Tablica 1. Karakteristike trudnoca u kojih je otkrivena trisomija 21.

Broj Dob  Gestacijski CRL* NT+ s.;B-hCG f PAPP-A§ Rizikaza Metode
(god) tjedan (mm) (MoM ||) (MoM || (MoM |[|) T21 ** IPD

(1)
1, 34 12 61,30 1,45 1,42 0,54 182 RACZ
Tt
2, 38 11 48,70 1,32 1,46 0,77 236 CVS
b
< 39 12 66,30 1,14 5,86 0,85 35 RACZ
Tt
4, 42 12 46,00 1,27 1,37 0,37 20 RACZ
Tt
5, 33 11 45,90 1,03 1,00 1,15 10150 RACZ
Tt

* duzina tjeme — trtica ; 1 nuhalno prosvijetljenje ; i slobodni B-lanac humanog korionskog
gonadotropina ; § plazmatski protein trudno¢e A ; || viSekratnik medijana ; | invazivna prenatalna

dijagnostika; ** trisomija 21 ; 11 rana amniocenteza ; 11 biopsija korionskih resica
Tablica 2. Karakteristike trudnoc¢a u kojih je otkrivena trisomija 18.

Broj Dob Gestacijski CRL* NT+ sl.;-hnCG i PAPP-A8 Rizikaza Metode
(god) tjedan (mm) (MoM ||) (MoM || (MoM ||) T18 ** IPD

(1)
1, 37 10 40,10 3,60 0,30 0,51 182 RACZ
T
2, 30 11 4950 0,45 0,02 0,16 236 CVs
i

* duZina tjeme — trtica ; T nuhalno prosvjetljenje ; I slobodni B-lanac humanog korionskog
gonadotropina ; § plazmatski protein trudno¢e A ; || viSekratnik medijana ; 9 invazivna prenatalna

dijagnostika; ** trisomija 18 ; ¥+ rana amniocenteza ; 1 biopsija korionskih resica

Stopa detekcije kombiniranog testa probira za trisomiju 21, odnosno osjetljivost bila je 80 %,
sa stopom lazno pozitivnih rezultata od 3,85 %. Specifi¢nost testa bila je 96,15 %, a stopa lazno
negativnih rezultata 20 %. Pozitivna prediktivna vrijednost iznosila je 14,81 %, a negativna

prediktivna vrijednost 99,83 %.

Statisticki znacajna razlika pronadena je izmedu trudnica starijih od 40 godina i pojave trisomije

21 (? test, P = 0.02) (Tablica 3).
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Tablica 3. Raspodjela trudnica prema dobnim skupinama unutar kojih se biljezi prisutnost ili

odsutnost trisomije 21 u trudno¢i.

Broj (%) jednoplodnih trudnoca

Dobna skupina Ima T21* Nema T21* Ukupno P
<19 0(0) 7(1,17) 7 (1,16) 0,81
20-24 0(0) 40 (6,69) 40 (6,63) 0,55
25-29 0(0) 143 (23,91) 143 (23,71) 0,21
30-34 2 (40) 231 (38,63) 233 (38,64) 0,95
35-39 2 (40) 161 (26,92) 163 (27,03) 0,51
>40 1 (20) 16 (2,68) 17 (2,82) 0,02
Ukupno 5 (100) 598 (100) 603 (100)

* Trisomija 21 (Down sindrom) ; 1 ? test

Stopa detekcije kombiniranog testa probira za trisomiju 18, odnosno osjetljivost bila je

100 %, sa stopom lazno pozitivnih rezultata od 1 %. Specifi¢nost testa bila je 99 % sa stopom

lazno negativnih rezultata od 0 %. Pozitivna prediktivna vrijednost iznosila je 25 %, a negativna

prediktivna vrijednost 100 %.

Nije pronadena statisti¢ki znacajna razlika izmedu dobnih skupina trudnica i pojave trisomije

18 (Tablica 4).

Tablica 4. Raspodjela trudnica prema dobnim skupinama unutar kojih se biljezi prisutnost ili

odsutnost trisomije 18 u trudno¢i.

Broj (%) jednoplodnih trudnoca

Dobna skupina Ima T18* Nema T18* Ukupno Pt
<19 0 (0) 7(1,17) 7 (1,16) 0,88
20-24 0 (0) 40 (6,69) 40 (6,63) 0,71
25-29 0 (0) 143 (23,91) 143 (23,71) 0,43
30-34 1 (50) 232 (38,80) 233 (38,64) 0,74
35-39 1 (50) 162 (27,10) 163 (27,03) 0,46
> 40 0 (0) 17 (2,84) 17 (2,82) 0,81

Ukupno 2 (100) 598 (100) 603 (100)

* Trisomija 18 (Edwards sindrom) ; + 2 test
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5. RASPRAVA

Rezultati istrazivanja zadovoljavaju ciljane kriterije za probir u opéoj populaciji trudnica,
osjetljivost > 75 % uz stopu lazno pozitivnih rezultata od najvise 5 % (14). Stopa detekcije,
odnosno osjetljivost kombiniranog testa probira za trisomiju 21 i stopa lazno pozitivnih
rezultata u ovom istrazivanju odgovaraju rasponu vrijednosti u vecini drugih istrazivanja
(79 — 87 %, temeljeno na stopi od 5 % lazno pozitivnih rezultata) (8,14,22 — 26). Bitno je
napomenuti, da dob trudnice utjece na rezultate kombiniranog testa probira zbog dobnog rizika.
U svjetskim istrazivanjima stope detekcije trisomije 21 u zena mlade Zivotne dobi
(< 35 godina) iznose 67 — 75 % sto je 10 % nize od ukupne stope detekcije. Medu zenama
starije Zivotne dobi (> 35 godina) stope detekcije iznose 90 — 95 %, ali sa stopom lazno
pozitivnih rezultata 15 — 22 %. Stopa detekcije na kombiniranom testu probira za trisomiju 21
u ovom istrazivanju je veca nego na trostrukom testu, a slicna vrijednostima cetverostrukog
testa probira u drugim istrazivanjima. Svjetska istrazivanja pokazuju raspon vrijednosti
61 — 70 % za trostruki test i 71 — 84 % za Cetverostruki test, uz stopu lazno pozitivnih rezultata
od 5 % (8). lako su kombinirani test probira i Cetverostruki test probira pokazali slicne stope
detekcije, kombinirani test probira moZze ranije u trudno¢i ukazati na povecani rizik od
aneuploidija. Na taj se nadin moze pruziti ranija indikacija za invazivnu prenatalnu
dijagnostiku, §to omogucuje ranije donoSenje informiranih odluka vezanih za ishod trudnoce.
Pozitivna prediktivna vrijednost u ovom istrazivanju je nesto visa nego u ostalim istrazivanjima,
a negativna prediktivna vrijednost odgovara vrijednostima dobivenim u drugim istrazivanjima.
Specificnost i stopa lazno negativnih rezultata takoder odgovaraju rasponu vrijednosti u drugim

istrazivanjima (22 — 26).

Najvecu stopu detekcije kombinirani test probira postize kada se kombinira s drugim probirnim
testovima. Na primjer sekvencijski probir (eng. Stepwise Sequential Testing), koji kombinira
test probira u prvom tromjesecju uz cetverostruki test probir u drugom tromjesecju (izracun
rizika slijedi nakon svakog probirnog testa zasebno), pokazuje stopu detekcije 90 — 95 % za
trisomiju 21, uz stopu lazno pozitivnih rezultata od 5 %. Sekvencijski probir kod trudnica
umjerenog rizika (eng. Contigent Sequential Testing) upucuje na Cetverostruki probir samo
trudnice s umjerenim rizikom, a stopa detekcije iznosi 88 — 94 % za trisomiju 21, uz stopu lazno
pozitivnih rezultata od 5 % (8). Ipak danas najvecu stopu detekcije za aneuploidije pokazuje
NIPT, od 98 do > 99 % (8,21).
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Stopa detekcije kombiniranog testa probira za trisomiju 18 u ovom istrazivanju je visa nego u
vecCini ostalih istrazivanja, a stopa lazno pozitivnih rezultata odgovara vrijednostima ostalih
istrazivanjima (osjetljivost od 90 % uz stopu lazno pozitivnih rezultata od 2 %) (8). Pozitivna
prediktivna vrijednost visa je nego u ostalim istrazivanjima, a negativna prediktivna vrijednost
odgovara vrijednostima iz veéine drugih istrazivanja. Unato¢ ograni¢enom broju ispitanica s
obzirom na prevalenciju navedenih aneuploidija i u usporedbi s ostalim svjetskim

istrazivanjima, stopa detekcije za trisomiju 21 i trisomiju 18 je bila zadovoljavajuca.

Udio starijih trudnica u ovom istrazivanju je nesto vec¢i u usporedbi s rezultatima izvjesca
,,Porodi u zdravstvenim ustanovama u Hrvatskoj* iz 2018., 2019. i 2020. godine. 2018. godine,
21,90 % poroda je zabiljezeno u dobnim skupinama > 35 godina. 2019. godine, udio je iznosio
23,23 % , a 2020. godine 23,40 % (27 — 29). U KBC-u Osijek je udio starijih rodilja 2018.
godine iznosio 19,60 %, 2019. godine 21,73 %, a 2020. godine 22,38 % (30 — 32). U istrazivanju
koje je provedeno u Hrvatskoj 2008. godine, 22,48 % trudnica koje su pristupile kombiniranom
testu probira pripadale su dobnim skupinama > 35 godina §to je takoder bilo viSe u usporedbi
s izvjeS¢em ,,Porodi u zdravstvenim ustanovama u Hrvatskoj 2008. godine*, gdje je udio
trudnica> 35 godina iznosio 13,11 % (33,34). Takoder, najucestaliji su porodi u dobnoj skupini
od 30 — 34 godina, a najmanje ih ima u dobnim skupinama < 20 godina i > 40 godina, §to je u
skladu s rezultatima iz ovog istrazivanja. Vjerojatni razlog za neSto veci udio starijih trudnica
u populaciji trudnica koje su pristupile kombiniranom testu probira u usporedbi s udjelom
starijih trudnica u ukupnom broju rodilja je taj, $to se na probirne testove ve¢inom upucuju
starije trudnice zbog dobnog rizika. Odnosno, naj¢es¢irazlog za odluku o pristupanju probirnim
testovima je upravo dob trudnice (3). Rizik za radanje djeteta s trisomijom 21 je 1 : 1300 za
25-godisnju zenu; u dobi od 35 godina rizik se povecava na 1 : 385, a u dobi od 45 godina rizik
iznosi 1 : 30. Rizik je manji u kasnijim tjednima gestacije jer se odredeni udio plodova s
aneuploidijom spontano pobaci. Tako rizik za trisomiju 21 u drugom tromjesecju za 35-
godiSnju zenu iznosi 1 : 250, a za 45-godi$nju Zenu 1 : 19. Dobni rizik je predstavljao jedan od
prvih probira za kromosomopatije. S obzirom da je kod 35-godiSnje Zene rizik za trisomiju 21
u drugom tromjese¢ju blizu rizika za fetalni gubitak nakon amniocenteze (1 : 200), dogovorno
je odabrana dob > 35 godina kao prag pri kojem se trudnicama nudila invazivna prenatalna
dijagnostika (8). 4 od 7 trudnoc¢a u ovom istraZivanju u kojih je potvrdena aneuploidija je u
trudnica iznad 35 godina. Bez obzira na to, najvise trudnoca s trisomijom 21 je u zena mladih
od 35 godina jer zene mlade zivotne dobi ¢eS¢e zanose nego one starije Zivotne dobi. Tako je

70 % trudnoca s trisomijom 21 u Zena mladih od 35 godina, §to se naziva biolosko-statisticki
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paradoks. Veci je rizik radanja djeteta kod kojeg antenatalno nije otkrivena kromosomopatija u

skupini mladih trudnica (3,8).

U ovom istrazivanju je pronadena statisticki znacajna razlika izmedu trudnica starijih od
40 godina i pojave trisomije 21, ali nije pronadena izmedu dobnih skupina trudnica i pojave
trisomije 18. U drugim istrazivanjima je pronadena korelacija izmedu zivotne dobi trudnica i
prevalencije aneuploidija (35). Stoga je jedno od ogranienja ovog istrazivanja mala veli¢ina
uzorka. Prevalencija trisomije 21 je 1 na 700 Zivorodene djece, a prevalencija trisomije 18 je 1
na 3000 Zivorodene djece. Takoder, istrazivanja pokazuju da izmedu biopsije korionskih resica
1 o¢ekivanog termina poroda oko 30 % trudnoca s trisomijom 21 zavrsi fetalnom smrcéu, a kod
trisomije 18 taj udio iznosi oko 70 %, tako da je stvarna prevalencija aneuploidija u populaciji
trudnica veca (36,37).

9 0d 31 (29,03 %) trudnica se nakon visokorizi¢nog rezultata testa probira odlucilo na invazivnu
prenatalnu dijagnostiku, $to je manje nego u ostalim istrazivanjima. 7 (22,58 %) trudnica koje
su imale povisen rizik se odlu¢ilo na amniocentezu, a 2 na biopsiju korionskih resica (6,45 %).
U istrazivanju provedenom u Klinickoj bolnici “Sveti Duh” u Zagrebu 2008. godine, pokazalo
se da se 72,5 % trudnica s pove¢anim rizikom na kombiniranom testu probira odluc¢ilo za
invazivnu prenatalnu dijagnostiku. Iste godine u Primorsko-goranskoj Zupaniji se pokazalo da
je ta brojka puno niza i iznosi 10 % za amniocentezu (34). U ostalim svjetskim istrazivanjima
se takoder pokazalo da se oko 70 % trudnica nakon poviSenog rizika odlu¢i na jedan od
invazivnih dijagnostickih zahvata (24,34). Treba uzeti u obzir da za 4 trudno¢e u ovom
istrazivanju u kojih je rizik bio sniZzen nije zabiljezena indikacija za invazivni zahvat. Ne moze
se iskljuciti da su te trudnice radile druge probirne testove izvan KBC-a Osijek. U jednoj je
trudno¢i s niskim rizikom na kombiniranom testu probira plod imao teSke malformacije (spina
bifida, meningokela, Chiari tip 111, ali uredan kariogram — XY). Sve Zene u kojih je potvrdena
aneuploidija su se odlu¢ile na pobacaj, §to je u skladu s rezultatima ostalih istrazivanja (38,39).
Svrha prenatalne dijagnostike je roditelje pravovremeno informirati o zdravstvenom stanju
ploda kako bi se mogle donijeti informirane odluke vezane za tijek i ishod trudnoce. Same
odluke roditelja ovise o njihovim osobnim stavovima koje se temelje na opcoj informiranosti o
navedenim testovima te njihovim vrijednostima i uvjerenjima. Stoga je bitno da se pacijentice
prije svakog probirnog ili dijagnostickog testa detaljno posavjetuje. Potrebno je objasniti Svrhu
1 ocekivanu korist testa, te moguce rizike i1 tehnicke aspekte. Krajnja odluka o pristupanju

probirnim testovima ili daljnjem invazivnom testiranju na kraju ovisi isklju¢ivo o pacijentici.
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Najveéi broj ispitanica je istrazivanju pristupilo u 11. tjednu trudnoce, a najmanji u 13. tjednu
trudnoce. Svjetska istrazivanja su pokazala da je stopa detekcije otprilike 5 % visa ako se
kombinirani test probira izvodi u 11. tjednu gestacije u usporedbi s 13. tjednom gestacije.
Razlog za to je §to su PAPP-A i NT najosjetljivije komponente probira, dok su dob trudnice i
sL.B-hCG najmanje specificne. Nadalje, PAPP-A je bolji pokazatelj u ranijim tjednima gestacije
(10. — 11. tjedan), a podruéje nuhalnog prosvjetljenja nestaje nakon 14. tjedna gestacije, kada
potkozno tkivo postaje vise ehogeno (8,18,40).

Medijan gestacijske dobi u ovom istrazivanju je u intervalu preporu¢enog vremenskog
razdoblja za izvodenje kombiniranog testa probira. Takoder raspon CRL-a u ovom istrazivanju

spada u preporuceni interval vrijednosti (od 38 do 45 do 84 mm) za navedeno razdoblje (8,34).

U posljednjih nekoliko godina analiza slobodne fetalne DNA (cffDNA), odnosno NIPT,
omogucila je novi pristup za probir na fetalne anueploidije s obzirom da se radi 0 metodi probira
koja ima vrlo visoku stopu detekcije (> 99 %) uz malu stopu lazno pozitivnih rezultata (0,5 %).
Medutim, kombinirani test probira u Hrvatskoj jos uvijek ima primarnu ulogu u probiru na
aneuploidije jer postoje nacionalne smjernice za njegovo provodenje (za razliku od NIPT-a) te
zadovoljava kriterije za probir u opéoj populaciji trudnica. Nadalje, NIPT metodu ne pokriva
zdravstveno osiguranje te se radi o komercijalno dostupnom testu koji se moze krivo
interpretirati ako uz njega nema adekvatnog geneti¢kog savjetovanja. Uz to kombinirani test
probira se za razliku od trostrukog i Cetverostrukog testa moze izvesti u prvom tromjesecju

trudnoce $to omogucava ranije upucivanje na dijagnosti¢ke metode (1,16).
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljede¢i zakljucci:

1.

Kombinirani test probira pruza optimalnu osjetljivost uz prihvatljive lazno pozitivne
rezultate te na taj nacin poboljSava stope otkrivanja bez povecanja invazivnih testnih
postupaka.

U usporedbi s ostalim probirnim testovima (trostruki i ¢etverostruki test), kombinirani
test probira moze ukazati na patologiju ploda ve¢ u prvom tromjesecju, §to omogucuje
ranije donosenje odluka vezanih za ishod trudnoce.

Jedini probirni test koji ima veéu stopu detekcije od kombiniranog testa probira i ¢ija
dijagnosti¢ka vrijednost nije ograni¢enja na stupanj trudnoce je NIPT, ¢ije troSkove
testiranja trenutno ne pokriva HZZO jer ne postoje nacionale smjernice za njegovo
provodenje.

Pronadena je statisti¢ki znacajna razlika izmedu trudnica starijih od 40 godina i pojave
trisomije 21.

Nije pronadena statisticki znaCajna razlika izmedu dobnih skupina trudnica i pojave

trisomije 18.
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7. SAZETAK
Procjena nepovoljnog ishoda trudno¢e kombiniranim testom probira.

Ciljevi istrazivanja: Ciljeve istrazivanje bili su odrediti ucestalost detekcije kromosomopatija
kombiniranim testom probira i ispitati postoje li razlike u ishodu trudnoéa prema dobnim

skupinama trudnica.

Nacrt studije: Studija je presjecna s povijesnim podatcima.

Ispitanici i metode: U istrazivanje je uklju¢eno 603 Zena Ciji je ishod trudnoce bio evidentiran,
te 596 novorodencadi. Sve trudnoce su bile jednoplodne, a Zene su pristupile kombiniranom
testu probira izmedu 10 + 2 i 13 + 0 gestacijskog tjedna. Rizik je izra¢unat na temelju
kombinacije PAPP-A (MoM), slobodnog 3-hCG (MoM) i debljine nuhalne prozirnosti (MoM).
Vrijednosti MoM-a korigirane su prema dijabetesu, pusenju i tjelesnoj tezini trudnica. Omjer 1

: 250 uzet je kao grani¢ni rizik. Podatci su se prikupljali iz medicinske dokumentacije.

Rezultati: Medijan dobi ispitanica bio je 32 godine, medijan gestacijske dobi bio je 83 dana, a
medijan duzine tjeme — trtica bio je 51,70 mm. Stopa detekcije kombiniranog testa probira za
trisomiju 21 bila je 80 %, sa stopom lazno pozitivnih rezultata od 3,85 %. Stopa detekcije
kombiniranog testa probira za trisomiju 18 bila je 100 %, sa stopom lazno pozitivnih rezultata
od 1 %.

Zakljuc¢ak: Kombinirani test probira pruza optimalnu osjetljivost uz prihvatljive lazno pozitivne
rezultate, te na taj nacin poboljSava stope otkrivanja bez povecanja invazivnih testnih
postupaka. Pronadena je statisticki znaCajna razlika izmedu trudnica starijih od
40 godina i pojave trisomije 21, ali nije pronadena statisticki znacajna razlika izmedu dobnih

skupina trudnica i pojave trisomije 18.

Klju¢ne rije¢i: Down sindrom; Edwards sindrom; Fetalna aneuploidija; Kombinirani test

probira; Prenatalni probir
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8. SUMMARY

8. SUMMARY
The assessment of adverse pregnancy outcomes following the combined screening test.

Objectives: The objective of this study was to determine the detection rate of chromosomal
abnormalities with the first trimester combined screening test and to examine whether there are

differences in the pregnancy outcome between different age groups.
Study design: Cross-sectional study with historical data.

Participants and methods: The study includes 603 women whose pregnancy outcome was
recorded, and 596 newborns. All women had a singelton pregnancy and underwent combined
screening between 10 + 2 and 13 + 0 gestational weeks. Risk was calculated based on the
combination of PAPP-A (MoM), free B-hCG (MoM), and nuchal translucency thickness
(MoM). MoM values were adjusted for diabetes, smoking and body weight. The cut-off was

set at 1 : 250. Data has been collected from medical records.

Results: The median age of the women included in this study was 32 years, the median of
gestational age was 83 days, and the median of crown — rump length was 51,70 mm. The
detection rate of the combined screening test for trisomy 21 was 80 %, with a false positive rate
of 3,85 %. The detection rate of the combined screening test for trisomy 18 was 100 %, with a

false positive rate of 1 %.

Conclusion: The first trimester combined screening test provides optimal sensitivity with
acceptable false positive results, thus improving detection rates without increasing invasive test
procedures. A statistically significant difference was found between pregnant women older than
40 years and the occurrence of trisomy 21, but no statistically significant difference was found

between the age groups of pregnant women and the occurrence of trisomy 18.

Key words: Down syndrome, Edwards syndrome; Fetal aneuploidy; First trimester combined

screening test; Prenatal screening
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