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1. UVOD

Imunohematologija je dio transfuzijske medicine koja se bavi ispitivanjem imunoloskih
reakcija izmedu pojedinih sastojaka krvi. Razvila se radi sigurnijega transfuzijskog lijecenja i
sprjeCavanja imunoloskih reakcija na transfundirane eritrocite (hemoliticka transfuzijska

reakcija — HTR) u tijeku ili nakon transfuzija ili tijekom trudnoce (1).

U covjeka je razvijen sustav obrane organizma (imunoloski sustav) Cija je funkcija zaStita
organizma od svih stranih ¢imbenika (virusi, bakterije 1 drugo) koji mogu uzrokovati bolest.
Imunoloski sustav prepoznaje strane ¢imbenike koji su usli u organizam, aktivira nespecificnu
1 specificnu imunolosku reakciju, koja ith uklanja iz organizma. Nespecifiénu imunost €ine
granulociti, monociti 1 makrofagi te bjelancevine sustava komplementa, a specificnu imunost

limfociti i protutijela (2).

Protutijela su imunoglobulini koji se razlikuju prema razredima i podrazredima. Tako
razlikujemo razrede IgM, 1gG, IgA, IgE, IgD i podrazrede 1gGl1, 1gG2, 1gG3, 1gG4.
Protutijela koja Covjek stvara na antigene iz okoliSa zovemo prirodna protutijela i najcesce
pripadaju IgM razredu. Za razliku od njih postoje i imuna protutijela koja nastaju nakon
susreta s antigenima drugog ¢ovjeka. To se obi¢no dogada tijekom i nakon transfuzije krvnih
pripravaka ili tijekom trudnoce. Stvaranje protutijela na tocno odredeni antigen nazivamo
imunizacijom. Razlikujemo primarnu imunizaciju ili prvi susret s antigenom i sekundarnu
imunizaciju koja obiljezava drugi i1 svaki sljede¢i susret s istim antigenom. Kod primarne
imunizacije najprije se stvaraju protutijela razreda IgM, a nakon njih i razreda 1gG te dolazi
do stvaranja memorijskih limfocita. Upravo zbog njih sekundarnu imunolosku reakciju prati
vrlo brz porast titra protutijela, koja su razreda 1gG. Posljedica imunizacije eritrocitnim
antigenima moze biti poslijetransfuzijska hemoliti¢ka reakcija (PTHR) ili hemoliticka bolest

fetusa i novorodenceta (HBFN) (3).

Glavne preporuke imunoprofilakse u svrhu prevencije RhD imunizacije objavljene od strane
Britanskog komiteta za standarde u hematologiji (BCSH) i revidirane od Britanskog drustva
hematologa (BSH) i predstavnika Kraljevskog drustva porodniCara i ginekologa Ujedinjenog
Kraljevstva (RCOG UK) su sljedece:



. Nakon potencijalnog imunizacijskog dogadaja treba primijeniti anti-D zastitu ¢im
prije, a svakako unutar 72 sata. Ukoliko nije ordinirana adekvatna profilaksa, a bila je
indicirana, ima smisla dati istu dozu anti-D imunoglobulina i do 28 dana od potencijalno

senzibilizirajué¢eg incidenta.

. Svim trudnicama potrebno je prilikom prvog posjeta lije¢niku kao i u 28. tjednu

trudnoc¢e uciniti probir za eritrocitna protutijela (IAT).

. Svim neimuniziranim RhD negativnim trudnicama treba ponuditi rutinsku anti-D
zastitu u obliku jedne doze u 28. tjednu trudnoce ili u dvije doze ito u 28. tjednu 1 u 34. tjednu

trudnoce.

. Rutinsku antenatalnu anti-D zastitu treba promatrati zasebno i primijeniti bez obzira je

li ve¢ primijenjena anti-D zaStita zbog potencijalnog imunizacijskog dogadaja.

. Nakon poroda, iz krvi pupkovine potrebno je odrediti ABO i RhD krvnu grupu
novorodenceta. Ukoliko se potvrdi da je dijete RhD pozitivno, svim neimuniziranim RhD

negativnim majkama treba unutar 72 sata dati anti-D zastitu (4).

Svakoj se trudnici pri prvom posjetu lije¢niku, uz ostale krvne testove koji se rade u trudno¢i,
odreduje ABO krvna grupa, Rh faktor te se testira na prisutnost razliitih protutijela u
cirkulaciji indirektnim antiglobulinskim testom. Provodenjem testova pretrazivanja
antieritrocitnih protutijela tijekom trudnoce vazno je za pracenje intrauterinog razvoja djeteta
kao 1 moguceg transfuzijskog lijeCenja majke. Prva kontrola indirektnog antiglobulinskog
testa je u prvom trimestru trudnoc¢e kada se vidi inicijalni status majke, postojanje protutijela,
ali se isto tako moze detektirati sekundarni imunizacijski odgovor, jer se veliki dio eritrocitnih
antigena razvija ve¢ od 8.tjedna embrionalnog razvoja. Ukoliko se testiranjem na prvoj
kontroli otkriju protutijela koja su klini¢ki zna¢ajna za HBFN potrebno je strogo nadzirati
trudnocu 1 titar trudnice. Druga kontrola je u 28. tjednu trudnoce i1 vazna je radi starenja
placente i moguceg fetomateralnog krvarenja, Sto dovodi do vefeg kontakta majke s
antigenima djeteta, a time i mogucnosti imunizacije majke. Tre¢a kontrola je na kraju
trudnoce radi detekcije protutijela koja su se mogla stvoriti tijekom same trudnoce, a koja su
nam isto tako vazna za moguce transfuzijsko lijeenje, za postojeu ali 1 svaku iducu
trudnocu. Ukoliko se antitijela detektiraju na zadnjoj kontroli ne predstavljaju nuzno veliki

rizik za postojecu trudnocu. Testiranje se ponavlja tijekom trudnoce i to kod RhD negativnih



trudnica u 28. tjednu trudnoce, odnosno 32. - 34. tjednu trudnoce, a kod RhD pozitivnih u 34.
tjednu trudnoc¢e. Trudnicu treba savjetovati o nuznosti redovite imunohematoloske i

ginekoloske kontrole.

1.1. Eritrocitne krvne grupe i HBFN

Sustav krvnih grupa definira nazocnost antigena na eritrocitnoj membrani 1 opisanog
protutijela na taj antigen. Sva antieritrocitna protutijela grupa nemaju jednako klinicko
znacenje. Razlikujemo klini¢ki zna€ajna 1 uvjetno klini¢ki znacajna protutijela. U klinicki
znacajna i ujedno najceSca protutijela ubrajamo protutijela iz ABO, Rh, Kell, Kidd i Duffy
sustava krvnih grupa. Uvjetno klini¢ki znaCajna protutijela su obi¢no iz MNS, Lewis, P, i
sustava krvnih grupa. Protutijela iz svih navedenih sustava krvnih grupa mogu uzrokovati
poslijetransfuzijsku hemoliticku reakciju (PTHR), a neka od njih i hemoliticku bolest fetusa i
novorodenceta (HBFN). HBFN moze biti uzrokovana anti-A i anti-B protutijelima razreda
IgG majki krvne grupe O i protutijelima drugih specifi¢nosti, najcesc¢e anti-D, anti-c, anti-K,

anti-Jka.

Klini¢ki znac¢aj antieritrocitnog protutijela ovisi o brojnim ¢imbenicima: sastavu eritrocitnog
antigena, njegovom broju 1 izrazenosti istog na eritrocitnoj membrani, razredu, podrazredu,
koli¢ini (titru) protutijela, sposobnosti protutijela da prode posteljicu, sposobnosti protutijela

da aktivira komponente sustava komplementa i op¢enito imunoloske aktivnosti osobe (5).

1.1.1. Ugljikohidratni eritrocitni antigeni

ABO sustav krvnih grupa najznacajniji je sustav krvnih grupa ¢iji su antigeni po sastavu
ugljikohidrati. Ostali ugljikohidratni eritrocitni antigeni imaju manji klini¢ki znacaj i rijetko
uzrokuju PTHR i HBFN.

Protutijela kod ABO sustava krvnih grupa stalno su nazo¢na u cirkulaciji, a osobito su
znacajna u nositelja krvne grupe O koji imaju veliki udio protutijela razreda IgG, pa osim

teskih intravaskularnih PTHR mogu uzrokovati i razli¢ite stupnjeve HBFN.



ABO antigeni u novorodenceta nisu dobro razvijeni jer je, kao i kod svih ugljikohidratnih
antigena, sinteza tih antigena osjetno slabija nego u odraslih osoba. U novorodenceta su
prisutna samo maj¢ina ABO IgG protutijela, koja su prosla posteljicu. Zbog toga se do 4.
mjeseca djetetova zivota ABO krvna grupa odreduje samo dokazivanjem antigena na

eritrocitima, a ne i odredivanjem ABO protutijela.

Djeca krvne grupe A, B ili AB rodena od majki krvne grupe O ugrozena su ABO IgG
protutijelima koja prolaze posteljicu. ABO HBFN moze se pojaviti i u prvoj trudno¢i (6).

1.1.2. Proteinski eritrocitni antigeni

S proteinskim antigenima krvnogrupnih sustava organizam se najceS¢e susrece tijekom
imunizacijskih dogadaja: transfuzija, trudnoca, transplantacija. Ti se antigeni formiraju na
eritrocitnoj membrani ve¢ u prvom tromjesecju trudnoce. Protutijela na proteinske antigene su
predominantno razreda IgG i kao takva uvijek spremna za razvoj ekstravaskularne PTHR i
HBFN. Nakon imunizacije proteinskim antigenima ostaje trajno pamcenje (memorija)
limfocita na prethodni susret s antigenom. Ponovni susret s istim antigenom uzrokovat ¢e brzi
porast broja protutijela. Zbog toga je izuzetno vazno provoditi imunohematolosko

prijetransfuzijsko i antenatalno ispitivanje uzoraka krvi bolesnika i trudnica.

Rh sustav

Najveci je i najkompleksniji sustav krvnih grupa koji je zasnovan na 54 antigena od kojih je
pet glavnih, i to D, C, ¢, E, e. Najvazniji je D antigen, koji je zbog svoje grade
visokoimunogenican, a po vaznosti i ucestalosti slijedi ga c antigen. Rh antigeni se nalaze

samo na eritrocitima. Rh geni su kodominantni i nasljeduju se kao haplotip (7).

Slabi D je izraz za eritrocitni fenotip koji ima promijenjenu strukturu D antigena ili na

membrani eritrocita ima mali broja antigena.

Rh- senzibilizacija nastaje zbog imunizacije s eritrocitnim antigenima Rh sustava krvnih
grupa. Imunizacija je moguca transfuzijama, u tijeku trudnoce, nakon pobacaja i porodaja.
Prelazak fetalnih RhD pozitivnih eritrocita u cirkulaciju RhD negativne majke uvjet je za

RhD-imunizaciju trudnice i RhD-HBFN. Ukoliko majka nije ranije imunizirana, mehanizam



nastanka izoimunizacije uvjetovan je prelaskom fetalnih eritrocita u njenu cirkulaciju, ¢iji
organizam reagira stvaranjem protutijela. Protutijela majke prolaze kroz posteljicu u fetus. U
smjeru fetus - majka mogu prolaziti eritrociti, trombociti, limfociti, stanice samog trofoblasta.
Fetalni eritrociti mogu pro¢i ve¢ u 8. ili 9. tjednu trudnoce. 1z majke u fetus mogu prolaziti
maj¢ini eritrociti, trombociti i imunoglobulini. Prolaz IgG imunoglobulina (protutijela)
dokazan je u 11. tjednu trudnoce, a s porastom titra koncentracija maj¢inih protutijela moze
biti visa u djeteta nego u majke. Anti-D protutijela mogu se poceti stvarati ve¢ u prvoj
trudno¢i, no rijetko se mogu dokazati prije 28. tjedna trudnoce. Obi¢no se otkriju iza 34.
tjedna trudnoce. Sto kasnije nastanu to je veéa $ansa da se rodi dijete bez znakova HBFN ili
sa slabo izrazenom klinickom slikom HBFN. U drugoj i svakoj sljede¢oj trudno¢i, u kojoj
anti-D imunizirana trudnica nosi RhD pozitivan plod, HBFN moze biti jace izrazena zbog
porasta titra protutijela. RhD senzibilizacija i HBFN uglavnom je izrazena u drugoj i u

sljede¢im trudno¢ama.
Kell sustav

Antigeni iz Kell sustava krvnih grupa sljede¢i su po imunogeni¢nosti iza antigena Rh sustava.
Broj antigena Kell sustava na eritrocitnoj membrani je ukupno gledano manji u odnosu na Rh
sustav, ali su zbog izuzetne imunogeni¢nosti klinicki znacajni. Najvazniji su antigeni iz Kell
sustava krvnih grupa K (K1) i k (K2), prema starijem nazivlju poznat kao Chellano (k). K
antigen je jak imunogen. Anti-K protutijelo je klini¢ki znacajno jer uzrokuje PTHR i HBFN i
najcesce je protutijelo iz ovog sustava krvnih grupa. HBFN uzrokovana protutijelima iz Kell
sustava posljedica je supresije eritropoeze, a manje hemolize fetalnih eritrocita. Osobitost
ovih protutijela je inhibicija eritropoeze, zbog Cega u perifernoj krvi fetusa nije izrazena
retikulocitoza i eritroblastoza. Eritrocitni prekursori budu razoreni u vrlo ranoj fazi
sazrijevanja, kad je koli¢ina hemoglobina u njima mala i zbog toga destrukcija eritrocita ne
dovodi do porasta bilirubina u amnijskoj teku¢ini. Naime, koncentracija bilirubina u
amnijskoj tekucini i1 broj retikulocita fetusa nisu proporcionalni ja¢ini anemije. Titar anti-K
protutijela nema pozitivnu prediktivnu vrijednost te je potreban intenzivan nadzor trudnoce
(fetusa) bez obzira na vrijednost titra. Dijete se najceS¢e rada s teSkom anemijom dok je

hiperbilirubinemija umjerena ili nije izaZena (8).
Duffy sustav

Duffy sustav ¢ini pet antigena. Oni se nalaze i na drugim tkivima (mozak, bubreg, slezena,

pluéa i srce). Najavazniji su Fy* i Fy® antigeni. PTHR i HBFN uzrokovane anti-Fy*

5



protutijelom su rijetke, ali mogu imati tezak klinicki tijek, dok anti-Fy® rijetko uzrokuje PTHR
i HBFN i simptomi reakcija su blagi (9).

Kidd sustav

Kidd sustav ¢ine 3 antigena, od kojih su dva kodominantna podjednake udestlosti: Jk® i K",
Najcei¢e opisana su anti-Jk* protutijela dok su anti-Jk° protutijela rjede zastupljena.
Protutijela iz Kidd sustava krvnih grupa uzrokuju teSke akutne i odgodene PTHR, iako se na
eritrocitnoj membrani nalazi mali broj antigena rasporedenih u nakupinama (klasteri).
Protutijela koja uzrokuju teske intravaskularne PTHR najcesce su IgM razreda ili IgG3 1 oba
dobro aktiviraju komplement. U prijetransfuzijskoj dijagnostici Kidd protutijela su pravi

imunohematoloski izazov zbog velikih oscilacija u titru (koli¢ini) (10).
MNS sustav

Ovaj sustav ima 46 antigena. Klinicki su najvazniji antigeni ovog sustava M, N, S i s. Tako je
anti-M protutijelo najcesce prirodno i razreda IgM, opisani su slu¢ajevi HBFN zbog IgG anti-
M. Oni su prirodna protutijela, klinicki vazna samo ako su aktivna na tjelesnoj temperaturi.
Anti-S i anti-s su uglavnom IgG protutijela koja se javljaju nakon imunoloskog podraZaja

transfuzijom krvi ili trudno¢om, ali rijetko uzrokuju PTHR i HBFN (11).
Lutheran sustav

S obzirom da antigeni nisu razvijeni u trenutku poroda, Lutheran protutijela uzrokuju samo
blage oblike HBFN (12).

1.2. Hemoliti¢ka bolest fetusa i novorodenceta (HBFN)

Hemoliticka bolest fetusa i novorodenceta (HBFN) je izravna posljedica razgradnje eritrocita
djeteta eritrocitnim protutijelima majke koja su u tijeku trudnoée preko posteljice prosla iz
maj¢inog krvotoka u krvotok djeteta. Bolest se pocinje razvijati tijekom trudnoce, a jacina
bolesti varira od anemije i pojaane Zutice bebe nakon poroda do mogucée smrti bebe prije

rodenja.

Iz krvotoka majke tijekom trudnoce dijete dobiva hranjive tvari i kisik, a Stetne tvari prelaze

iz krvotoka djeteta u maj¢in krvotok. Krvotok djeteta i majke su u posteljici medusobno vrlo



blisko povezani pa postoji moguénost prijelaza eritrocita djeteta u krvotok majke koji se u
normalnoj trudnoéi mogu dokazati u cirkulaciji majke ve¢ u drugom mjesecu trudnoce.
Njihov prelazak je jaCe izrazen u zadnja tri mjeseca trudnoce, dok je najjace izrazen tijekom
poroda. Pojacan prijelaz eritrocita djeteta u cirkulaciju majke dogada se tijekom spontanog ili
namjernog pobacaja i svih invazivnih dijagnosti¢kih zahvata tijekom trudnoce u kojima se
preko posteljice uzimaju uzorci amnijske plodove vode, dijelova posteljice ili tkiva bebe
potrebnih za utvrdivanje zdravlja bebe. Imuni sustav majke na eritrocitima djeteta prepoznaje
one dijelove eritrocita djeteta (antigene) koje je dijete naslijedilo od oca. Oni su za majcin
imuni sustav strani ¢imbenici protiv kojih njezin imuni susutav moZe poceti stvarati
protutijela. Osim tijekom trudnoce, Zene mogu razviti eritrocitna protutijela i ukoliko su za
vrijeme Zivota zbog bolesti morale primiti transfuzije krvi. Slucajno se moze dogoditi da
majka razvije eritrocitno protutijelo na nepoznati dio transfundiranog eritrocita koji je
istovjetan s eritrocitnim antigenom koje je dijete naslijedilo od oca. Eritrocitna protutijela
prolaze kroz posteljicu, ulaze u krvotok djeteta, vezu se na eritrocitne antigene koje je dijete
naslijedilo od oca te uzrokuju njihovu razgradnju 1 hemolitic¢ku bolest novorodenceta. HBFN
mogu uzrokovati sva protutijela koja su razreda 1gG. Najces¢i podrazredi IgG protutijela su
IgG1 i 1gG3. RhD imunizacija najées¢a je imunizacija, a hemoliticka bolest fetusa i

novorodenceta uzrokovana anti-D protutijelima moZze imati vrlo teSku klinicku sliku.

Fetalni eritrociti se mogu dokazati u maj¢inom krvotoku vrlo rano u trudno¢i. Iako majka nije
bila prije imunizirana, moze se razviti hemolitiCka bolest novorodenceta zbog primarne
imunizacije majke tijekom trudno¢e. Maj¢ina imunizacija naj¢esce nastaje u tijeku porodaja
zbog ulaska djetetovih eritrocita u maj¢in krvotok. To je razlog zbog kojeg se hemoliticka
bolest u novorodenceta naj¢e$¢e opaza u drugoj ili kasnijim trudno¢ama, osim ako majka nije
bila imunizirana ranijim transfuzijama. Hemoliticka bolest novorodenceta uzrokovana anti-A
i anti-B protutijelima u majke O krvne grupe moze nastati ve¢ u prvoj trudnoci jer su
protutijela anti- A i anti-B uvijek prisutna i razreda su IgG te prolaze kroz posteljicu. Kod
neimunizirane RhD negativne trudnice (nema anti-D protutijela u krvi), RhD-imunizacija

moze se sprijeciti pravodobnom primjenom hiperimunog anti-D gamaglobulina (13).

Izmjena plinova, hranjivih 1 Stetnih tvari odvija se preko posteljice, gdje su krvotok djeteta 1
majke vrlo blisko povezani pa postoji moguénost prijelaza i eritrocita djeteta u krvotok majke.
Prelazak eritrocita je jace izraZen u zadnja tri mjeseca trudnoce, a najjace tijekom poroda.
Pojacan prijelaz eritrocita djeteta u cirkulaciju majke dogada se tijekom krvarenja u trudnodi,

spontanog ili namjernog pobacaja, ektopi¢ne trudnoce, traume abdomena i invazivnih
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dijagnosti¢kih zahvata tijekom trudnoce (amniocenteze, kordocenteze). HBFN moze imati
blagu do teSku klinicku sliku, a izuzetno rijetko uzrokovati i smrt novorodenceta. Klinicka
slika HBFN ovisi o individualnom imunoloskom odgovoru majke pa su moguci razni oblici
bolesti od najblaze, samo laboratorijski utvrdene anemije, do najteze klinicke slike fetalnog
hidropsa 1 intrauterine smrti ploda, ako se bolest ne lijeCi. Karakteristican je laboratorijski
nalaz smanjeni broj eritrocita, smanjena koncentracija hemoglobina, poveéan broj retikulocita
i povecana koncentracija bilirubina. Stupanj tezine anemije kao i vrijeme pojavnosti ovisi o
intenzitetu imunizacije. Ako hemoliza i anemija ne rezultiraju hidropsom, bolest svejedno
moze biti ozbiljna. Kod nekog broja fetusa hemoliza se razvija tek poslije porodaja s
klinickom slikom hiperbilirubinemije 1 opasnos¢u od bilirubinske encefalopatije s trajnim
neuroloskim posljedicama. Novorodence sa slikom hiperbilirubinemije neposredno pri
rodenju ne mora pokazivati znakove bolesti, ali se ve¢ u prvim satima zZivota javlja zutica koja
se brzo pojacava. Koncentracija bilirubina u serumu brzo raste, a slezena 1 jetra su gotovo
uvijek povecane, prvenstveno zbog zariSta ekstramedularne hematopoeze koja se u njima
razvija jo$ u fetalno doba. Tre¢eg do petog dana Zzivota javljaju se znakovi bilirubinske
encefalopatije kao Sto su somnolencija, hipotonija misi¢a na koju se nadovezuje opistotonus,
miSi¢ni hipertonus, krikovi, napad toni¢ko-kloni¢kih gréeva te centralno zatajenje disanja
zbog prodora bilirubina u bazalne ganglije mozga, a moze uzrokovati i gluho¢u te mentalnu

retardaciju (13).

Blaga HBFN obi¢no prolazi samo uz fototerapiju, dok su kod srednjeg i teSkog oblika HBFN

potrebne intrauterine i/ili eksangvinotransfuzije.

ABO vs. RhD HBFN

ABO antigeni u novorodenceta nisu dobro razvijeni ni na eritrocitima ni kao krvnogrupne
supstance, a i sustav komplementa je slabo razvijen. To i jest jedan od razloga najcesce blazeg
oblika HBFN kod ABO nepodudarnosti majke i djeteta. Buduéi da su anti-A i anti-B
protutijela u osoba krvne grupe O u vecoj koli€ini razreda IgG u svakoj trudno¢i mogu proci
posteljicu i ugroziti dijete koje je nositelj krvne grupe A, B ili AB. ABO hemoliticku bolest
fetusa 1 novorodenceta nije moguce prevenirati. Vazno je ponovo naglasiti da je klini¢ka slika

uglavnom blaga i fototerapija je naj¢eSce dostatan oblik lijecenja.



Za razliku od HBFN uzrokovanu anti-A i anti-B protutijelima, anti-D protutijela ¢eSce
uzrokuju ozbiljniju klinicku sliku. Ipak, anti-D protutijela ugrozavaju drugu i svaku sljedecu
trudno¢u s RhD pozitivnim djetetom. To je jedini antigen za koji postoji prevencija Sto
opravdava nuznost antenatalnog praéenja trudnice (imunohematolosko i ginekolosko) te

pravovremeno davanje zastite u obliku hiperimunog anti-D gamaglobulina.

Nazalost, za imunizacije ostalim potencijalnim antigenima jo$§ uvijek ne postoji dostupna
komercijalna zastita (preventiva). Stoga je vazno provoditi imunohematolosko ispitivanje i u

RhD pozitivnih trudnica (14).

1.3. Imunohematolo§ka dijagnostika tijekom trudnoée (antenatalno

ispitivanje)

Testovi u transfuzijskoj medicini se izvode iz uzoraka krvi. U krvi se nalaze sve stanice i
proteini. Na stanicama su stanini antigeni, a u plazmi su protutijela. Na plazmatskim se
proteinima takoder nalaze antigeni. U imunohematoloSkom ispitivanju koriste se i plazma i
eritrociti iz uzorka krvi pacijenta (trudnica, majka, novorodence, otac) te testne reagencije
poznate specifiCnosti (testni eritrociti 1 najéeS¢e monoklonska protutijela). Pozitivna reakcija
izmedu protutijela 1 stani¢nih antigena tijekom imunohematoloSkog testiranja vidi se kao

aglutinacija (15).

Ginekolog u primarnoj zdravstvenoj zastiti odgovoran je da prilikom prvog pregleda u
trudno¢i upozna trudnicu s vazno$¢u redovitog imunohematoloSkog ispitivanja i
mogucnostima prevencije te moguceg lijeCenja. Imunohematoloska dijagnostika provodi se
tijekom trudnoce (majka), a neposredno nakon poroda u slu¢aju RhD negativne rodilje

odreduje se RhD status djeteta radi odluke o potrebi postnatalne zastite.

1.3.1. Pocetno ispitivanje

Imunohematolosko ispitivanje se provodi u svih trudnica od 10. do 12. tjedna trudno¢e. Ono

obuhvaca odredivanje ABO 1 RhD antigena i pretraZivanje eritrocitnih protutijela (indirektni

Coombsov test - IAT, test senzibilizacije). Ispitivanje se provodi u transfuzijskim jedinicama



koje zadovoljavaju imunohematolosku kontrolu kvalitete. Nacin odredivanja ABO i RhD
antigena te pretrazivanje protutijela propisani su odgovaraju¢im uputama i standardima.
Budud¢i da je to prvo odredivanje ABO i RhD krvnih grupa u trudno¢i, ovom se pretragom
rano otkrivaju RhD negativne trudnice. Najvaznije je odrediti RhD krvnu grupu jer o tome
ovisi hoc¢e li trudnica nakon poroda dobiti antenatalnu zastitu (hiperimuni anti-D
gamaglobulin) i hoce li se ginekolog odluciti za fetalnu RHD genotipizaciju. Drugi razlog je
test senzibilizacije - TIAT, koji je sastavni dio pretrage krvne grupe i kojim se utvrduje
prisutnost/odsutnost klinicki potencijalno znacajnih eritrocitnih protutijela, rizik 1 moguci

intenzitet HBFN (16).

1.3.2. Kontrolno ispitivanje trudnica

Ispitivanje se obvezno provodi u svih RhD negativnih trudnica, a zbog sve veceg udjela
imunizacije drugim eritrocitnim antigenima preporuca se i u RhD pozitivnih trudnica. U RH
kontrolno testiranje RhD negativnih trudnica se preporuca u 28. tjednu trudnoce, odnosno 32.-
34. tjednu trudnoce, a RhD pozitivnih u 34. tjednu trudnoce. Ispitivanje obuhvaca odredivanje

indirektnog antiglobulinskog testa (17).

1.3.3. Dodatna ispitivanja trudnica

Dodatna ispitivanja obvezno se provode u svih trudnica koje imaju pozitivan test
pretrazivanja protutijela (IAT) na pocetnom ili kontrolnom ispitivanju tijekom trudnoce.
Testiranje se provodi odredivanjem specifi¢nosti i titra protutijela u uzorku Kkrvi trudnice. 1z
uzorka krvi oca djeteta odreduje se antigen na koji je trudnica imunizirana. U imuniziranih
trudnica kontrole do 28. tjedna trudnoce provode se svaka 4 tjedna, a nakon 28. tjedna

trudnoce svaka 2 tjedna (17).

1.3.4. Odredivanje oc¢evog i fetalnog RhD statusa

Kod odredivanja o¢eva RhD statusa treba provjeriti podatak o ocinstvu. Ukoliko je taj

podatak pouzdan i ako je otac RhD negativan, daljnje kontrole majke su potrebne zbog
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mogucnosti stvaranja protutijela na antigene iz ostalih sustava krvnih grupa iako ¢e dijete biti

RhD negativno.

Ako je otac RhD pozitivan, treba preporuciti fetalnu RHD genotipizaciju. Ukoliko se ne
postavi pravovremena dijagnoza RhD negativnog fetusa, posljedice su suvisni dijagnosticki

postupci i kontrole, nepotreban gubitak vremena i novca te nepotrebna briznost trudnice (14).

Unatrag desetak godina u zapadnim zemljama, a i u RH (u Hrvatskom zavodu za transfuzijsku
medicinu), koristi se neinvazivna metoda odredivanja fetalnog RhD statusa izravno iz majCine

plazme. Metoda se temelji se na izolaciji, umnazanju i analizi fetalne izvanstani¢ne (cell-free)

DNA (cffDNA, cell-free fetal DNA) "real-time" PCR metodom.

1.4. Imunohematolo$ka dijagnostika nakon poroda

Kod novorodencadi RhD negativnih majki, majki krvne grupe O, te u novorodencadi s
klini€ki primjetnom Zuticom 1/ili poviSenom razinom bilirubina, ispitivanje obuhvaca
odredivanje ABO i RhD antigena, te direktni antiglobulinski test (DAT). U slu¢aju pozitivnog
DAT-a provodi se dodatno ispitivanje koje ukljuuje odredivanje specificnosti i eluciju
protutijela. Time se potvrduje prisutnost majcinih protutijela na eritrocitima djeteta, te

dokazuje uzrok HBFN.

Iz majc¢inog uzorka krvi odreduje se IAT i, ako je pozitivan, radi se identifikacija

antieritrocitnih protutijela (18).

1.5. Zastita (Profilaksa)

RhD profilaksa tijekom trudno¢e 1 nakon poroda se odvija sukladno rezultatima
imunohematoloskog ispitivanja. VaZzna je uloga ginekologa u primarnoj zdravstvenoj zastiti
da prilikom prvog pregleda u trudnoé¢i upozna trudnicu s vaznoS$¢éu redovitog
imunohematoloskog ispitivanja, osobito ako je poznato da je trudnica RhD negativna. Sve
zdravstvene ustanove u Hrvatskoj koje su ukljucene u zdravstvenu zastitu trudnica trebaju biti

upoznate s postupcima RhD profilakse 1 pomo¢i njenom provodenju.
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Profilaksu RhD imunizacije potrebno je provesti unutar 72 sata nakon poroda te kod svih
potencijalno mogué¢ih imunizacijskih dogadaja u trudno¢i ili prekida trudnoce. Vazno je
hiperimuni anti-D gamaglobulin primijeniti nakon svakog imunizacijskog dogadaja i u svakoj

trudno¢i (16, 17).
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2. CILJEVI

Cilj ovog rada je ispitati prevalenciju imuniziranih trudnica u razdoblju od 2012. do 2016.
godine, utvrditi antitijela koja su bila uzrok pozitivnog indirektnog antiglobulinskog testa s
obzirom na krvnu grupu majke i Rh faktor te razdoblje u kojem su otkrivena.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Ustroj studije

U ovom radu prikazana je analiza rezultata imunohematoloskog testiranja uzoraka periferne
krvi trudnica upucenih u Opcu bolnicu ,Dr. Ivo PedisSi¢”. Testiranje je provedeno u
vremenskom periodu od 2012. do 2016. godine na analizatorima Wadiana i Twin Sampler
Swing.

3.2. Materijal

Imunohematoloska laboratorijska ispitivanja provedena su na uzorcima Kkrvi, plazmi ili
serumu. Uzorak krvi za izvodenje imunohematoloskih ispitivanja uzima se u epruvetu s
antikoagulantnom otopinom ili bez nje. Obi¢no se uzorak uzima u epruvetu s ljubiCastim
¢epom koja u sebi sadrzi antikoagulantnu otopinu EDTA. Uzorak, nakon $to je zaprimljen ili

izvaden u laboratoriju, treba biti centrifugiran na 3500 okretaja, 5 minuta.

Slika 1. Epruveta za hematoloske pretrage ( fotografirala autorica)
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Odredivanje krvnih grupa ABO sustava izvodi se hemotestom pomocu anti-A, anti-B i anti-

AB testnih reagensa i eritrotestom pomoc¢u Al, B i O testnih eritrocita.

Rezultati hemotesta i eritrotesta se uvijek moraju slagati. Prema aglutinaciji eritrocita s

testnim reagensima odreduju se Cetiri krvne grupe iz ABO sustava: A, B, ABi0O.

3.3. Metode

Odredivanje Rh(D) krvne grupe izvodi se pomocu anti-D testnog reagensa uz RhD negativnu
kontrolu. Pozitivna reakcija (aglutinacija) odreduje da je osoba RhD pozitivna (+), a

negativna reakcija (izostanak aglutinacije) da je RhD negativna (=).

Slika 2. Twin sampler swing ( fotografirala autorica)

Titar protutijela je semikvantitativha metoda kojom se odreduje koli¢ina protutijela u serumu i

aviditet protutijela. Ovaj se test primjenjuje u aloimuniziranih trudnica s ciljem procjene
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koli¢ine protutijela u cirkulaciji trudnice koja mogu dovesti do HBFN. Vazno je redovito
pracenje titra protutijela, uvijek u usporedbi s nalazom u prethodnom uzorku/uzorcima. To
zna¢i da pri svakom imunohematoloskom testiranju radimo titar protutijela paralelno iz
trenutnog uzorka i uzorka koji smo smrznuli nakon prethodnog ispitivanja. Porast titra
protutijela za vise od dva razrjedenja moze biti klini¢ki znacajan i posluziti ginekologu kao
orijentir za ginekoloske dijagnosticke pretrage (npr. doppler sonografijom - odredivanje

protoka kroz arteriju cerebri mediju).

Antiglobulinski test (Coombsov test) je osnovni test za odredivanje antieritrocitnih protutijela.
Antiglobulinskim reagensom otkrivamo stanice obloZzene IgG protutijelima il
komplementom. Postoje dvije vrste antiglobulinskog testa: direktni antiglobulinski (DAT) i
indirektni antiglobulinski test (IAT).

Direktni antiglobulinski test (DAT) je test u kojem se u suspenziju eritrocita ispitanika dodaje
antihumaniglobulin. Pomocu ovoga testa otkrivaju se stanice koje su vezale protutijela 1/ili
komplement in vivo. Pri sumnji na HBFN taj test se radi sa suspenzijom eritrocita
novorodenceta kako bi se odredilo ima li na njima vezanih majCinih protutijela (IgG). U radu

se koriste isklju¢ivo eritrociti iz uzorka krvi uzetog s EDTA antikoagulansom.

Pribor i materijali za DAT:

e Mikrokartice: DG Gel Coombs (Grifols) i ID Card LISS/Coombs (DiaMed)
e Epruveta

e Diluent 2

e Mikropipeta od 10150 uL

e Grifols i DiaMed centrifuga

e Uzorak ispitivane krvi uzet u epruvetu s antikoagulansom EDTA

Opis aktivnosti za DAT:

e Pripremiti suspenziju - u jednu epruvetu dodati 1000uL Diluenta 2 i 10 uL gustih
eritrocita ispitanika
e Pipetirati 50 pL pripremljene suspenzije eritrocita u DG Gel Coombs ili LISS/Coombs

mikrokarticu
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e Centrifugirati 10 minuta u Grifols ili DiaMed centrifugi

Indirektnim antiglobulinskim testom (IAT) otkriva se postoje li u ispitivanoj plazmi
protutijela koja oblazu ili aglutiniraju testne eritrocite in vitro. Testom se otkrivaju protutijela
koja su aktivna na 37°C, tj. sposobna vezati eritrocitne antigene i eventualno aktivirati

komplement.

Pribor i materijali za 1AT:

e Mikrokartice: DG Gel Coombs (Grifols) i ID Card LISS/Coombs (DiaMed)

e testni eritrociti: 0,8% Serascan Diana 3 (Grifols) i 0,8% ID-DiaCell I, 11, 111 (DiaMed)
e plazma ispitanika

e Mikropipeta od 50125 pL

e Termostat Grifols i DiaMed na temperaturi od 37°C

e Grifols i DiaMed centrifuga

Opis aktivnosti za IAT:

e Ukapati 50uL 0,8% testnih eritrocita
e [z uzorka ispitanika uzeti 25 pL plazme
e Inkubirati u termostatu na 37°C na 15 minuta

e Centrifugirati na 10 minuta

Na eritrocitu trudnice kod koje je dokazano eritrocitno protutijelo odreduje se eritrocitni
antigen na koji je razvijeno eritrocitno protutijelo. Prije poCetka tipiranja potrebno je provijeriti
nacin odredivanja eritrocitnih antigena iz priloZzene upute specifi¢nog seruma ili reagencije.
Specifi¢ni serum ili reagencija: anti-C, anti-E, anti-c, anti-e, anti-K, anti-k, anti-M, anti-N,

anti-S, anti-s, anti-Jka , anti-Jkb , anti-Fya , anti-Fyb, anti-Lea , anti-Leb , anti-P1.
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3.4. Statisticke metode

Kategorijski podaci predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Razlike razdioba
kategorijskih varijabli testirane su Fisherovim egzaknim testom. Sve P vrijednosti su
dvostrane. Razina znacajnosti postavljena je na o = 0,05. Za statisticku analizu koristen je

statisticki program SPSS (inacica 16.0, SPSS Inc., Chicago, IL, SAD).
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4. REZULTATI

U promatranom ¢etverogodi$njem razdoblju od kraja 2012. do kraja 2016. godine u Odjelu za
transfuziju Opce bolnice u Sisku provedeno je imunohematolosko testiranje na uzorcima krvi
od ukupno 3519 trudnica (Tablica 1). Svim trudnicama se, sukladno zahtjevima propisanim
na uputnicama njihovih lije¢nik, odredila ABO krvna grupa i ostali standardni testovi pri
prvom testiranju. Kod svih trudnica je uzeta i anamneza vezana uz mogucnost i rizik razvoja
senzibilizacije tijekom trudnoc¢e. Od ukupno 3519 testiranih trudnica, imunizacija je otkrivena
kod ukupno njih 22 (0,62 %). Najveci broj i postotak imunizacija (13 ili 1,48 %) otkriven je
2016. godine, a samo jedna (0,12 %) godinu ranije.

Tablica 1. Prikaz broja testiranih trudnica i imunizacija u razdoblju od 2012. do 2016. godine

. S Ukupno Aktivna Pasivna anti-D
. Broj testiranih . L . - ..
Godina trudnica imunizacija  imunizacija zatita
Broj (%) Broj (%) Broj (%)
2013. 904 4 (0,44) 4 (0,44) 0
2014, 883 4 (0,45) 3(0,34) 1(0,11)
2015. 855 1(0,12) 0 1(0,12)
2016. 877 13 (1,48) 12 (1,37) 1(0,11)
Ukupno 3519 22 (0,62) 19 (0,54) 3 (0,09)

Od 3519 trudnica temeljem anamnestickih podataka i1 ponavljanog imunohematoloskog
testiranja nadeno je 22 imuniziranih trudnica i to 19 (0,54 %) aktivno imuniziranih i 3
(0,09 %) trudnice s pozitivnim testovima koji su rezultat primitka anti-D zastite (pasivna

imunizacija).
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Tablica 2. Prikaz broja imuniziranih trudnica koje su testirane u OB ,,Dr. Ivo Pedi§i¢*
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U Tablici 2 prikazani su svi vazniji podaci za ovo istrazivanje. Prosjecna dob ispitanih
imuniziranih trudnica iznosi 30,9 godina. Prema odredenom ABO fenotipu najvise su
zastupljene nositeljice O krvne grupe (45,5 %), slijede A (36,4 %), a u jednakom postotku
(9 %) su zastupljene trudnice krvne grupe B i AB. Medu imuniziranim trudnicama bilo je njih
8 (36,4 %) RhD negativno.

Anamnestic¢ki podaci koji ukazuju na moguci povecani rizik za razvoj imunizacije prikazani
su takoder u Tablici 2. Kod 6 od 22 trudnice (27 %) ova trudnoca je bila prva trudnoéa. Od
ostalih 15 jedan porod su imale njih 8 (36 %), 2 poroda njih 4 (18 %), jedna je imala 3 poroda,
jedna 5, a jedna 8. Vazan ¢imbenik za imunizaciju jest i prekinuta trudnoca, bez obzira radi li
se o artificijelnom ili spontanom pobacaju. Jedna od ispitanica nije imala nijedan porod, nego

dva pobacaja prije ove trudnoce.

Vazan anamnesticki podatak svakako je 1 podatak o transfuzijskom lijeCenju, Sto takoder
moze utjecati na pojavu imunizacije. Tri trudnice su ranije primale transfuzije koncentrata
eritrocita zbog operativnih zahvata, nevezanih uz trudnocu, jedna 2001., druga 2010. godine,
a treca se ne sjeca godine. Tijekom promatrane trudnoc¢e dvije od njih 22 su primile po 2

koncentrata eritrocita; jedna u 33., a druga u 38. tjednu trudnoce.

Kod vecine ispitivanih trudnica (15 ili 68 %) imunizacija je otkrivena iza 20.-0g tjedna
trudnoce. Najranije, u petom tjednu otkrivena je anti-M imunizacija kod trudnice koja u

anamnezi ima jedan porod, tri od njih 22.

Tablica 3. Vrsta otkrivenih protutijela kod imuniziranih trudnica

D Anti-D zastita (profilaksa) 3 13,6
D anti-D 2 9,1
C anti-c 2 9,1
E anti-E 3 13,6
D+C anti-D+anti-C 1 45
C+e anti-C+anti-e 1 45
E+c anti-E+anti-c 1 45
M anti-M 4 18,2
Le® anti-Le* 3 13,6
Jk? anti-Jk? 1 45

nespecificna hladna 1 4,5
Ukupno 22 99,8
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U Tablici 3 prikazana su sumarno otkrivena protutijela. U 22 imunizirane trudnice nadeno je
ukupno 25 protutijela. Ocekivano, najvise je protutijela iz Rh sustava krvnih grupa: u 13
(59 %) trudnica 16 protutijela. Od toga su u 3 (13,6 %) trudnice bila prisutna anti-D
protutijela zbog pasivne anti-D zastite te u 3 (13,6 %) trudnice protutijela dviju razli¢itih
specifi¢nosti. Pojedinacno najc¢esca protutijela prema specifi¢nosti bila su: anti-M protutijela
kod 4 (18,2 %) trudnice, anti-E u 3 (13,6 %), pasivna anti-D zastita u 3 (12%) te anti-D i anti-
c protutijela u po 2 trudnice (9,1 %).

Razdioba otkrivenih protutijela znacajno se razlikovala izmedu skupina imuniziranih trudnica
s obzirom na predznak RhD, odnosno na RhD pozitivne i RhD negativne trudnice (Fisherov
egzaktni test, p = 0,005) (Tablica 4).

Tablica 4. Razdioba otkrivenih protutijela kod imuniziranih trudnica s obzirom na RhD

predznak
Rh
Antigen Otkrivena protutijela Ukupno pP*
+ -
D anti-D zastita (profilaksa) 0 3 3
D anti-D 0 2 2
C anti-c 2 0 2
E anti-E 2 1 3
D+C anti-D + anti-C 0 1 1
0,005
C+e anti-C + anti-e 1 0 1
E+c anti-E + anti-c 1 0 1
M anti-M 4 0 4
Le anti- Le 3 0 3
Jk? anti- Jk* 0 1 1
Ukupno 13 8 21

* Fisherov egzaktni test
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Od ukupnog broja testiranih trudnica (3519) u njih 13 koje su RhD pozitivne otkrivena su
protutijela iz Rh sustava ( anti- ¢, anti-E, anti C+ anti-e, anti- E+ anti-c), zatim MNS sustava
(anti- M), te Lewis sustava (anti- Le®).

U RhD negativnih trudnica 3 su razvile pasivnu imunizaciju, kao posljedica primjene
Rhogama. Njih 5 je imunizirano protutijelima iz RhD sustava ( anti- D, anti-E, anti- D+ anti-
C), a samo 1 protutijelima iz Kidd sustava ( anti- Jk?).
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5. RASPRAVA

Hemoliti¢ka bolest fetusa i novorodenceta je jedna od ozbiljnijih komplikacija u trudno¢i. Do
nje dolazi zbog razlike u antigenima izmedu majke i oca djeteta, kada maj¢in imunoloski
sustav antigene koje je dijete naslijedilo od oca prepoznaje kao tude i na njih stvara eritrocitna
protutijela. ABO i Rh samo dva antigena krvno grupnih sustava koji se utvrduju prilikom
odredivanja krvnih grupa. Oko 650 antigena razvrstano je u 45 sustava eritrocitnih krvnih
grupa. T1 antigeni se nalaze na membrani eritrocita i gradeni su od ugljikohidrata ili proteina,
na koje trudnica moZe razviti protutijela tijekom trudnoce ako dijete naslijedi antigen od oca,
a majka ga nema. Treba naglasiti da su pojedina antitijela prirodena te mogu se otkriti ve¢ u
prvoj trudnoéi. Najvaznija su protutijela anti-D, anti-c, anti-K, no iako rjede, mogu biti
stvorena i protutijela na antigene ostalih eritrocitnih krvnih grupa (14). Kidd protutijela
uzrokuju teske akutne 1 odgodene HTR. Kidd antigeni su razvijeni u trenutku rodenja pa
protutijela uzrokuju HBN. Anti- M i anti-N su prirodna koja su klini¢ki vazna samo ako su
aktivna tjelesnoj temperaturi. Anti- S i anti-s su IgG protutijela koja se javljaju nakon
imunoloSkog podrazaja transfuzijom ili trudno¢om. Uzrokuju hemoliticku transfuzijsku
reakciju i hemoliti¢ku bolest novorodenceta. Fy* (Duffy) rijetko uzrokuje HTR i HBN, ali
moze imati tezak klinicki tijek, dok anti- Fy° rijetko uzrokuje HTR i HBN, a simptomi
reakciju su blagi. Lewis (a,b) protutijela se javljaju prirodno, gotovo uvijek IgM tipa i ne
uzrokuju HBFN. U otkrivanju eritrocitnih protutijela u plazmi majke Kkoristi se indirektni
Coombsov test (IAT), dok se za procjenu koliCine protutijela radi titar protutijela. Pocetkom
proslog stolje¢a HBFN je bila jedna od vodecih uzroka perinatalnog mortaliteta, a danas se
rijetko susrece u svakodnevnoj klinickoj praksi (17). Razlog tome je sve bolja prenatalna skrb
trudnica te primjena prenatalne i postnatalne imunoprofilakse. Danas je to¢nu ucestalost Rh-
imunizacije teSko ustanoviti jer brojni laks$i oblici bolesti ostaju neprepoznati. Uz smanjenu
ucestalost, posljedi¢ni perinatalni mortalitet i morbiditet su takoder u znatnijem padu,
ponajviSe zbog novih metoda dijagnostike 1 terapije te mjera prevencije. Standardi prakti¢no
svih razvijenih zemalja propisuju odredivanje ABO 1 RhD antigena u ranoj trudno¢i te
pretraZivanje eritrocitnih protutijela. Uloga ranog pretraZivanja protutijela u pocetku trudnoce
zapravo je nacin utvrdivanja stanja nastalih zbog mogucih ranijih rizika imunizacije, odnosno
otkrivanje prethodno imuniziranih trudnica. Hemoliti¢ka bolest fetusa i novorodenceta je
izravna posljedica imunoloske razgradnje fetalnih eritrocita majéinim protutijelima koja su

prosla kroz posteljicu. Za razvoj HBFN najznacajnije je anti-D aloprotutijelo zato $to je D
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antigen iz Rh sustava krvnih grupa najjaci eritrocitni imunogen (15). ‘U promatranom
Cetverogodisnjem razdoblju na Odjelu za transfuziju Opce bolnice Sisak testirano je ukupno
3.519 trudnica, a imunizaciju smo otkrili kod njih 22 (0,62 %). Najveéi broj i postotak
imunizacije (13 ili 1,48%) otkriven je 2016. godine, a prosjecna dob ispitivanih trudnica
iznosila je 30,9 godina. Najvise su zastupljene nositeljice O krvne grupe (45,5 %), zatim A
(36,4 %), a u jednakom postotku (9 %) trudnice krvne grupe B i AB. Medu imuniziranim
trudnicama bilo je RhD negativnih i RhD pozitivnih trudnica. Veéi broj imunizacija otkriven
je kod RhD pozitivnih trudnica. Antitijela koja su uzrokovala senzibilizaciju su anti-D (9,1
%), anti-c (9,1 %), anti-E (13,6 %), anti-D+ anti-C (4,5 %), anti-C+ anti-e (4,5 %), anti-
E+anti-c (4,5 %), anti- M (18,2 %), anti- Le? (13,6 %), anti- Jk* (4,5 %).

Od registriranih antieritrocitnih protutijela kod trudnica u vremenskom razdoblju od 2012. do
2016. godine na podru¢ju Sisatko- moslavacke Zupanije uo¢ena su prirodna protutijela Le®
koja nisu klinicki znaCajna, klase su IgM 1 ne prolaze placentu, a antigeni se razvijaju
postnatalno i klini¢ki nisu znac¢ajna za HBFN. Anti- M protutijelo koje moze biti prirodno i
imuno, tj. IgM i IgG komponente je uoceno kod trudnice u 27. tjednu trudnoce koja negira
imunizacijski dogadaj i prethodne trudnoce, te je moguce da se radi o prirodnom protutijelu
koje nije klinicki znacajno za HBFN ili o eventualnom najranijem primarnom imunoloskom
odgovoru. U 3 trudnice je uo¢eno imuno anti- M protutijelo jer su imale prethodne porode i
imunizacijske dogadaje. Takva antitijela (50 — 80 %) reagiraju na 37° C, a uzimajuéi u obzir
da je M antigen dobro razvijen kod rodenja mogu uzrokovati znac¢ajnu HBFN. U RhD
negativnih trudnica je uoCena pojava anti- D protutijela kao rezultat primjene anti- D
hiperimunog gamaglobulina- profilakse, koja se u dana$nje vrijeme rutinski primjenjuje u
RhD negativnih trudnica prilikom ginekoloskih zahvata (amniocenteza, biopsija korionskih
resica, kordocenteze ) vaginalnih krvarenja i postpartalno do 72h. Anti-D koji je rezultat
profilakse je klase IgG, klinicki nije znaCajno za fetus, sprje¢ava imunizaciju majke kroz 3.
mjeseca, nestaje iz cirkulacije i IAT majke postaje negativan. U 3 trudnice je detektirano
imuno anti- D protutijelo, jednoj u 26.tjednu trudnoc¢e koja negira imunizacijski dogadaj, kod
koje je moguée da se radi o primarnom imunoloSkom odgovoru, senzibilizacija kod
hiperreaktora. Kod druge trudnice je detektirano u 30.tjednu trudnoce s jednim porodom u
anamnezi, kod tree u 14.tjednu je uz anti-D protutijelo prisutno i anti-C uz prethodna tri
poroda u anamnezi. Dakle, kod RhD negativnih trudnica bila su zastupljena RhD protutijela
Sto upucuje da je D antigen najjaci imunogen od svih eritrocitnih antigena i da je profilaksa

hiperimunim anti-D gamaglobulinom apsolutno opravdana. Jedna RhD negativna trudnica je
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imala anti-E u 36. tjednu trudnoce u ¢ijoj anamnezi ne postoje nikakvi imunizacijski dogadaji,
te je tada moguce da se radi o prirodnom anti- E protutijelu. U RhD pozitivnih trudnica, uz
navedena prirodna protutijela Le®, zabiljezena su i imuna protutijela iz Rhesus sustava krvnih
grupa $to upucuje da su iza D i1 Kell antigena, antigeni iz Rhesus sustava znacajni prema

navedenom redoslijedu jakosti cECe.

Stopa senzibilizacije nakon svakog poroda ili pobacaja raste na ukupno 15 do 20 % (18).
Najvaznija je prevencija RhD imunizacije koja se u Republici Hrvatskoj provodi prema
odredenim smjernicama: nakon amniocenteze, pobacaja 1 nakon poroda RhD pozitivnog
djeteta. Program imunoprofilakse propisan zakonom doveo je do znacajnog smanjenja
senzibilizacije RhD negativnih zena, ali to ne sprjeCava pojavu imunizacija na ostale antigene
Rh sustava za koje ne postoji imunoprofilaksa. U Republici Hrvatskoj imunoprofilaksa se

provodi dosljedno i potpuno te je stopa pojave senzibilizacije znatno smanjena.

Napredak u dijagnostici te sve veca educiranost trudnica o vaznosti provodenja

imunohematoloskog testiranja uvelike su smanjili perinatalnu smrtnost.
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6. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeéi zakljuccei;

- Od ukupno 3519 testiranih trudnica, njih 19 (0,54%) je razvilo aktivnu imunizaciju i
to 52,6% na antigene iz Rh- sustava krvnih grupa i 42,1% na antigene ostalih krvno
grupnih sustava, a kod 3 trudnice ( 0,09 %) otkrivena je pasivna imunizacija jer su
tijekom trudnoce primile anti-D zastitu.

- Prema odredenom ABO fenotipu najviSe su zastupljene nositeljice krvne grupe O
(45,5 %), A (36,4 %), a u jednakom postotku (9 %) su zastupljene trudnice krvne
grupe B i AB.

- Senzibilizacija je otkrivena u Rh pozitivnih i Rh negativnih trudnica

- HBN uzrokovana nepodudarnos¢u majke 1 djeteta u Rh ili drugim krvno grupnim
sustavima, javlja se kao posljedica imunizacije majke eritrocitima fetusa ili
transfuzijama krvi, odnosno kada majka nema antigen koji je dijete naslijedilo od oca
(D,C,c,E\e, Fy, Jk..)

- Tijekom porodaja majéin organizam moze stvoriti ve¢u koli¢inu protutijela koja su

potencijalno opasna za sljedece trudnoce.
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7. SAZETAK

CILJ: Ukazati na vaznost redovitog imunohematoloskog testiranja trudnica radi pracenja
tijeka trudnoce imuniziranih trudnica i prevencije teskih oblika hemoliticke bolesti fetusa i

novorodenceta.

METODE: Analiza rezultata imunohematoloSkog testiranja trudnica u c¢etverogodiSnjem
periodu, od 2012. do 2016. godine u OB ,,Dr Ivo Pedi$i¢*“. ABO 1 RhD krvne grupe i IAT
radeni su od 2012. do oZujka 2016. godine na analizatoru Wadiana, a od ozujka 2016. g. na
poluautomatskom analizatoru Twin Sampler Swing. IAT je raden u gel tehnologiji u DG Gel
Coombs 1 ID LISS/Coombs mikrokarticama. Odredivanje specifi¢nosti protutijela radeno je

rucno u istoj tehnologiji.

REZULTATI: Od 3519 testiranih trudnica samo 19 (0,54 %) je razvilo aktivnu imunizaciju i
to: 10 (52,6 %) na antigene iz Rh sustava krvnih grupa, a u 8 (42,1 %) na antigene ostalih
krvnogrupnih sustava. Jedna trudnica imala je prisutno nespecificno hladno protutijelo. Tri
trudnice (0,09 %) su primile anti-D zastitu tijekom trudnoce pa je testiranje otkrilo pasivnu

imunizaciju.

ZAKLJUCAK: Ugestalost imunizacije trudnica od 0,54 % na analiziranom uzorku ukazuje na
uspje$no provodenje prenatalne i postnatalne zastite trudnica. Da bi taj broj bio jo§ manji

potrebna je daljnja edukacija trudnica i kolega ginekologa.

KLJUCNE RIJECI: Imunohematolosko testiranje, Rh- imunizacija, hemolititka bolest

novorodenceta
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8. SUMMARY

AIM: Is to demonstrate the importance of compulsory testing in immunohematology to
follow-up the immunized person's pregnancy, and to prevent severe hemolytic disease of fetus
and neonate (HDFN).

METHODS: Analysis of immunohematology testing results during pregnancies in a four-year
period from 2012 until 2016 at the General hospital ,,.Dr Ivo Pedisi¢*. ABO and RhD blood
groups, and red blood cell antibody screening (IAT) were performed by analyzer Wadiana in
the period from 2012 until March 2016, and afterwards by semi-automated analyzer Twin
Sampler Swing. IAT was performed by gel microtyping system using DG Gel Coombs and
ID-Card LISS/Coombs microcards. Determination of antibody specificity was performed

manually by the same technology.

RESULTS: 19 (0.54 %) pregnant women out of 3519 which were tested, were actively
immunized 10 (52.6 %) to Rh antigens, but 8 (42.1 %) to other red cell antigens. One woman
had unspecified cold agglutinin during her pregnancy. Three women (0.09 %) received anti-D

prophylaxis and we actually found passively administered anti-D antibodies.

CONCLUSION: Immunization rate during the pregnancy of 0.54 % on analyzed data shows
the successful antenatal and postnatal measures, including immune anti-D prophylaxis. For
continuous improvement there is still some space for education of pregnant women, and our

gynecologist colleagues.

KEYWORDS: Immunohematology testing, Rh- immunization, hemolytic disease of fetus and

newborn.
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