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POPIS OZNAKA I KRATICA

AABB -Americko udruzenje banaka krvi (engl. American Association of Blood Banks)
ACOG-Americko drustvo opstetricara i ginekologa (engl.American College of Obstetricians
and Gynecologists)

CAP- Drustvo americkih patologa (engl. College of American Pathologists)

DAT- direktni antiglobulinski test

EDTA- etilendiamintetraoctena kiselina

GVHD- bolest presatka protiv primatelja (engl. graft versus host disease)

HBFN- hemoliticka bolest fetusa 1 novorodenceta

IAT- indirektni antiglobulinski test

ISBT- medunarodno udruzenje za transfuziju krvi (engl. International Society of Blood
Transfusion)

PCR-SSP- reakcija lancane polimeraze s pocetnicama specificnima za sekvencu (engl.

polymerase chain reaction with sequence-specific primers)



1. UVOD

1.1.  RhD antigen

RhD je proteinski antigen eritrocitne membrane, kojeg na svojoj membrane ima 80-85% bijelaca, te
se njihov RhD status naziva “RhD pozitivnim”. Oko 15-20% bijelaca je RhD negativno. Antigen
saCinjava 416 aminokiselina koje tvore polipeptid s 12 transmembranskih domena s amino i
karboksilnim krajem u citoplazmi (Slika 1). Kod RhD pozitivnih osoba broj D antigenskih mjesta na

membrani iznosi do 33000 (1).
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Slika 1. Shematski prikaz RHD i RHCE gena, te antigena koje kodiraju. Preuzeto iz (1)

RhD antigen je dio veceg antigenskog sustava koji se naziva Rh sustav. Antigeni Rh sustava su
kodirani dvama genima, RHD (za RhD antigen) i RHCE (za antigene RhC, Rhc, RhE 1 Rhe). Geni su
smjesteni na kratkom kraku prvog kromosoma (1p34.1-1p36) (2, 3). Oba gena sadrze deset egzona,

suprotnih su orijentacija i struktura im je vrlo homologna (Slika 1).

Kod osoba europskog porijekla, RhD negativni status najcesc¢e nastaje uslijed delecije RHD gena (2).
Oko 80% RhD negativnih osoba ¢e stvoriti anti-D protutijela ukoliko su izlozeni RhD pozitivnim
eritrocitima transfuzijom eritrocitnih krvnih pripravaka ili kontaktom s fetalnim eritrocitima u

trudnodi, Sto RhD antigen ¢ini najimunogenijim poznatim antigenom eritrocitne membrane (4).



1.2. RhD imunizacija i hemoliticka bolest fetusa i novorodenceta

Zbog visokog udjela RhD negativnih osoba u populaciji, imunogenosti i ¢injenice da je anti-D
protutijelo i dalje vode¢i uzrok hemoliticke bolesti fetusa i novorodenceta (HBFN), RhD antigen je
klinicki najznacajniji eritrocitni antigen za opstetricku populaciju. HBFN je stanje u kojem je vijek
djetetovih eritrocita skrac¢en zbog prijelaza majcinih protutijela kroz posteljicu te njihovog vezanja
na eritrocite djeteta, zbog c¢ega moze doc¢i do ekstravaskularne hemolize, anemije i
hiperbilirubinemije. Navedeno moze kod fetusa 1 novorodenceta dovesti do Zzutice,

hepatosplenomegalije, kernikterusa, edema (hydrops fetalis) 1 smrti (5) (Slika 2).

1.2.1. Patofiziologija HBFN

Nakon §to protutijela prijedu placentarnu membranu, vezu se za eritrocitne antigene. U sluc¢aju HBFN
uzrokovane RhD imunizacijom, maj¢ina anti-D protutijela se vezu za RhD antigene na eritrocitima
djeteta. Tako oblozeni eritrociti podlijezu mehanizmu fagocitoze te dolazi do ekstravaskularne
hemolize u slezeni djeteta. Pritom je Zivotni vijek eritrocita skra¢en sa 120 dana na svega 2 do 3 dana
(4). Rezultat tih zbivanja je anemija, Cija teZina ovisi o razliitim ¢imbenicima, od kojih se neki
odnose na protutijela (avidnost, klasa, subklasa, koncentracija u krvi) a drugi na dijete (zrelost
hematopoetskog sustava da kompenzira anemiju) (4, 5). Uslijed hemolize, dolazi do oslobadanja
hemoglobina i1 njegovog metaboli¢kog produkta bilirubina. Za vrijeme trajanja trudnoce, indirektni
(nekonjugirani) bilirubin prelazi preko posteljice u majcinu cirkulaciju, te se u maj¢inoj jetri
konjugira, pri ¢emu nastaje direktni (konjugirani) bilirubin, koji se izlucuje putem Zuci. Zahvaljujuci
tome, vrijednosti ukupnog bilirubina u fetalnoj cirkulaciji 1 amnionskoj tekucini se ne penju do
toksi¢nih vrijednosti (>18 mg/dl) (4-6). Nakon poroda, novorodencetova jetra uslijed nezrelosti nije
u stanju konjugirati bilirubin u visokoj koncentraciji, zbog ¢ega indirektni bilirubin doseze toksi¢ne
vrijednosti. Moze doc¢i do odlaganja bilirubina u bazalne ganglije i posljedi¢ne pojave sindroma
zvanog kernikterus- sindrom obiljeZen letargijom, spazmima i nepravilnostima disanja koji je letalan
kod 70% zahvacene novorodencadi, a kod prezivjelih rezultira trajnim neuroloSkim ostecenjima (4).
Pojava kernikterusa je izravno povezana s razinom bilirubina. Kernikterus se nece razviti pri
vrijednostima bilirubina manjim od 18 mg/dl (306 mmol/l) kod donesene novorodencadi, dok su kod

nedonoscadi i niZe vrijednosti bilirubina rizicne (4, 5).

Fetalna jetra i slezena uslijed anemije povecavaju proizvodnju eritrocita, zbog ¢ega dolazi do

otpustanja nezrelih eritrocitnih prekursora. Stoga ovo stanje nosi naziv ,,fetalna eritroblastoza® (4).

Patofiziologija HBFN je shematski prikazana na Slici 2.
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Slika 2. Shematski prikaz patofizioloSkih zbivanja kod hemoliticke bolesti fetusa i

novorodenceta. Preuzeto iz (5).

1.2.2. Klini¢ka slika HBFN

HBFN se moZe prikazati u rasponu od blage (samo laboratorijskim pokazateljima prepoznatljiva
hemoliza) do vrlo teske (trajna oStecenja, smrtni ishod). Blagi su slucajevi obiljeZeni patoloskom
zuticom i padom razine hemoglobina u prvim danima Zivota djeteta (4). Tezi oblik je obiljezen
naglaSenom anemijom prepoznatljivom ve¢ pri rodenju, brzim rastom koncentracije bilirubina u krvi
te potrebom za transfuzijskim lije€enjem. U teSkim oblicima HBFN, uobicajeno transfuzijsko
lije€enje  koncentratima eritrocita nije dovoljno, ve¢ se krvi

primjenjuje  izmjena

(eksangvinotransfuzija).

U fetalnom razdoblju, teski oblik bolesti se ispoljava slikom fetalne anemije, a u vrlo teskim
slu¢ajevima slikom fetalnog hidropsa (hydrops fetalis), sindromom obiljezenim generaliziranim
edemima uslijed hipoalbuminemije s hepatosplenomegalijom, te visokim rizikom od smrtnog ishoda

zbog intravaskularne tromboze. Intrauterine transfuzije povecavaju vjerojatnost povoljnog ishoda (4).



1.2.3. Prenatalne dijagnosticke metode primjenjive kod sumnje na HBFN

U prenatalnom razdoblju se koriste neinvazivne i invazivne metode za dijagnosticiranje i procjenu
tezine HBFN. Prednost se daje neinvazivnima zbog rizika koje invazivne metode predstavljaju za

fetus. Navedene su pretrage koje se kod sumnje na HBFN najcesce koriste u Hrvatskoj.

1.2.3.1. Neinvazivne prenatalne metode

a) Titar protutijela u maj¢inom serumu

Rije¢ je o dobro poznatoj i lako dostupnoj semikvantitativnoj metodi titracije seruma, gdje
reaktivnost protutijela u epruveti s najve¢om dilucijom oznacavamo kao titar protutijela. Kriti¢na
vrijednost semikvantitativnog titra protutijela oznacava vrijednost kod koje su moguc¢i teski oblici
HBFN. Kriti¢na vrijednost titra za anti-D je 1:16 do 1:32, ovisno o stavu laboratorija koji izvodi
pretragu (4). Nedostatak metode je subjektivnost procjene jacine reakcije te upotreba razli¢itih

reagensa i metoda rada u razli¢itim laboratorijima.

b) Ultrazvucni pregled

Zbog nedovoljne osjetljivosti, u procjeni fetalne anemije se ne koristi obi¢ni ultrazvucni pregled,
buduci da znakove HBFN otkriva tek kada je prisutna klini¢ka slika fetalnog hidropsa. Medutim,
budu¢i da anemija mijenja reoloSka svojstva krvi, mjerenjem protoka krvi kroz srednju
cerebralnu arteriju Doppler ultrazvukom moze se otkriti fetalna anemija. Ovom pretragom se

mogu otkriti umjerene 1 teSke HBFN (7).

1.2.3.2. Invazivne prenatalne metode

a) Amniocenteza

Nakon 18.-20. tjedna trudnoc¢e, moguce je amniocentezom dobiti uzorak amnionske tekucine, iz
koje se odreduje vrijednost bilirubina u plodovoj vodi. Bilirubin se odreduje indirektno,
mjerenjem opticke gusto¢e amnionske tekucine pri svjetlu valne duljine 450 nm. Rezultati testa
se interpretiraju prema Lileyevoj krivulji, odnosno procjenjuje se tezina HBFN. S obzirom da se
opticka gustoca amnionske tekuéine smanjuje nakon 27. gestacijskog tjedna, izostanak
smanjenja gustoce ili njeno povecavanje kako trudnoca napreduje upucuje na pogorsanje fetalne

hemolize. Analiza amnionske tekucine je indirektan pokazatelj tezine fetalne anemije (5).



b) Kordocenteza

Kordocenteza je postupak kojim se pod kontrolom ultrazvuka preko trbuha majke igla uvodi u
umbilikalnu venu te se iz uzorka krvi fetusa odreduju hemoglobin i hematokrit, a moguce je
odrediti i DAT te RhD status. To je najpouzdaniji postupak za procjenjivanje tezine fetalne
anemije. Odredivanje hemoglobina i hematokrita iz umbilikalne krvi je rutinski postupak prije

intrauterinih transfuzija (4, 5, 7).

1.2.4. Procjena tezine HBN

Laboratorijski znakovi imunoloske hemolize kod novorodenceta ukljuCuju pozitivan direktni
antiglobulinski test (DAT) zbog oblozenosti djetetovih eritrocita majéinim anti-D protutijelima,

anemiju i porast koncentracije bilirubina (4).

Hemoglobin i bilirubin iz djetetove krvi su najvazniji pokazatelji u procjeni tezine HBN. Serumski
bilirubin veéi od 17 mg/dl 1 bilirubin u porastu vise od 0,5 mg/dl u prva 24 h oznacavaju patolosko

stanje (7).

DAT s djetetovim eritrocitima ¢e u pravilu biti jako pozitivan, iako ja¢ina DAT-a ne korelira s

tezinom HBFN (5).

1.2.5. Lijecenje HBFN

Terapijski postupci se mogu provesti u prenatalnom i postnatalnom razdoblju. Prenatalno je moguce
izvesti intrauterine transfuzije fetusu te planiranje ranijeg poroda u svrhu prekida prijenosa majcinih
protutijela fetusu, a postoji i moguénost plazmafereze kod majke. Postnatalno se uobicajeno
primjenjuju fototerapija, transfuzije koncentrata eritrocita te izmjena krvi novorodenceta

(eksangvinotransfuzija).

a) Intrauterina transfuzija
Intrauterina transfuzija se moZe primijeniti intraperitonealno ili intravaskularno, u
umbilikalnu venu. Indicirana je ukoliko postoji jedno od sljedecih stanja: opticka gustoca
amnionske tekucine u visokoj II ili III zoni Lileyevog grafa, u uzorku fetalne krvi otkriven
hemoglobin koncentracije manje od 100 g/L ili je ultrazvu¢no uocen fetalni hidrops. Cilj
intrauterine transfuzije je posti¢i koncentraciju fetalnog hemoglobina visu od 100 g/L.
Postupak se moze ponavljati svaka 2-4 tjedna do 34. tjedna trudnoce, odnosno do sazrijevanja
fetalnih pluca i poroda. Za intrauterine transfuzije se koriste oprani koncentrati eritrocita sa

9



smanjenim brojem leukocita krvne grupe "O", podudarni sa serumom majke, ne stariji od 3
dana. Zbog imunoloske nezrelosti fetusa, leukociti preostali nakon filtracije iz koncentrata
eritrocita mogu kod fetusa dovesti do reakcije presatka protiv primatelja, odnosno ,,graft —
versus — host disease* (GVHD), zbog Cega eritrocitni koncentrati trebaju biti ozraceni.

OzraCivanje smanjuje vjerojatnost prijenosa infekcije citomegalovirusom (5).

b) Transfuzije koncentrata eritrocita novorodencetu
U uobicajenim okolnostima, vrijednosti hemoglobina kod novorodenceta se kre¢u u rasponu
od oko 140-200 g/L. Vrijednosti ve¢ ispod 120 g/L se smatraju anemijom te mogu upucivati
na potrebu za transfuzijskim lijeCenjem. Vrijednosti nize od 80g/L predstavljaju tesku
anemiju (5). Primjenjuju se koncentrati eritrocita podudarni s protutijelima majke, sa

smanjenim brojem leukocita, ozraceni, u dozi od 20 ml/kg tjelesne tezine (4).

b) Izmjena krvi novorodenceta (eksangvinotransfuzija)
Eksangvinotransfuzija je postupak kod kojeg se krv kroz umbilikalnu venu naizmjeni¢no
aspirira i injicira. Potreban volumen krvi je dva puta ve¢i od volumena krvi novorodenceta.
Krv treba biti krvne grupe novorodenceta ili krvne grupe "O", podudarna sa serumom majke,
sa smanjenim brojem leukocita, ozraCena 1 ne starijja od 7 dana (4). Ucinci
eksangvinotransfuzije su uklanjanje bilirubina i anti-D protutijela iz djetetove krvi, uklanjanje
eritrocita oblozenih maj¢inim anti-D protutijelima, te zamjena djetetovih RhD pozitivnih
eritrocita RhD negativnima (5). Indikacije za eksangvinotransfuziju su bilirubin ve¢i od 20
mg/dl 1 porast bilirubina ve¢i od 5 mg/dl na dan ili vrijednost hemoglobina iz pupkovine
manja od 100 g/L (7). Kod teskih HBN je obi¢no potrebno vise od jednog postupka za

smanjenje koncentracije bilirubina (4).

c) Fototerapija
Ultraljubicasto svjetlo (valne duljine 420 do 480 nm) konvertira bilirubin u biliverdin,
netoksi¢ni pigment topljiv u vodi (4). Kod blagih i umjereno teskih oblika HBN, fototerapija

moze smanjiti potrebu za transfuzijskim lijeCenjem (5).

1.3. Imunoprofilaksa RhD imunizacije

RhD imunizacija se moze sprijeciti primjenom anti-D IgG imunoglobulina (RhIG). Prije uvodenja
imunoprofilakse, incidencija RhD imunizacije kod RhD negativnih Zena tijekom prve trudno¢e s RhD
pozitivnim djetetom bila je oko 1%, a 6 mjeseci nakon poroda prvog RhD pozitivnog djeteta 4,3-9%
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(4). Nakon dva poroda RhD pozitivne, ABO kompatibilne djece incidencija RhD imunizacije bila je
16-17% (4, 8).

1.3.1. Postnatalna imunoprofilaksa

Postnatalna imunoprofilaksa je bio prvi uvedeni oblik imunoprofilakse, a oznac¢ava davanje RhIG
RhD negativnim Zenama nakon poroda RhD pozitivnog djeteta. Program postnatalne
imunoprofilakse uveden je u Velikoj Britaniji 1969. godine, te je stopa incidencije RhD imunizacije
pala na 2%, a stopa smrtnosti novorodencadi zbog RhD imunizacije pala sa 46/100.000 poroda prije

1969. na 1,6/100.000 u 1990. godini (4).

1.3.2. Antenatalna imunoprofilaksa

Antenatalna primjena imunoprofilakse podrazumijeva davanje RhIG tijekom trudno¢e. Ona moze
biti neselektivna, kada se RhIG daje svim RhD negativnim trudnicama u jednom (u 28.-30. tjednu
trudnoce) ili dvaput (u 28. i 34. tjednu trudnoce), ovisno o smjernicama zemlje u kojoj se provodi, ili
moze biti selektivna, kada se daje samo trudnicama kod kojih je fetalnom genotipizacijom dokazano

da nose RHD pozitivan plod.

Antenatalna imunoprofilaksa podrazumijeva 1 davanje RhIG nakon potencijalno imunizirajucih

dogadaja kao §to su krvarenja u trudno¢i, amniocenteza ili trauma te nakon pobacaja.

Uvodenje antenatalne (selektivne 1 neselektivne) uz postnatalnu profilaksu smanjuje incidenciju RhD

imunizacije na 0,17-0,28% (8).

Dok se u mnogim zemljama primjenjuju antenatalna 1 postnatalna imunoprofilaksa (4), u Hrvatskoj
se antenatalna imunoprofilaksa ne daje rutinski, ve¢ samo u slu€aju potencijalno imuniziraju¢ih

dogadaja i1 postnatalno, te je stopa imunizacije u Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji 1,3% (9).

1.4. Varijante RhD antigena

Postoje nasljedne razlike u ekspresiji RhD antigena na eritrocitnoj membrani. Nazivamo ih D
varijantama. Varijante koje se klasificiraju kao “slabi D antigen” rezultat su manjeg broja antigena
¢iji je ekstracelularni dio normalan, s brojem antigenskih mjesta od 70-4000 po stanici (4). One
nastaju kao rezultat missense mutacija RHD gena uslijed kojih dolazi do supstitucija aminokiselina u

unutarstani¢nom ili transmembranskom dijelu RhD proteina (Slika 3) (10).

11



exofacial

®. intracellular e

Fig 3. Localization of the amino acid substitutions of the weak D types. A predicted topology of the RhD protein with respect to the plane of
the red blood cells’ membrane is presented. Amino acid substitutions are shown for single events (black circles) and multiple evenis (gray
gircles). The amino acid substitutions of all weak D types were located inintracellular and transmembraneous protedn segments.

Slika 3. SmjeStaj aminokiselinskih supstitucija kod slabih D varijanti. Preuzeto iz (10).

“Parcijalnim D antigenom” se nazivaju varijante u kojima nedostaju odredeni polipeptidi D antigena
na vanjskoj strani eritrocitne membrane. Do tih promjena dolazi najceS¢e uslijed viSestrukih
nukleotidnih razmjena izmedu egzona na RHD 1 RHCE alelima, ¢ime nastaju hibridni RHD/RHCE
aleli, a time izmijenjena primarna, sekundarna 1 tercijarna struktura RhD antigena, s naglaSenim
kvalitativnim efektom, dok broj antigena po stanici moze varirati od svega 190 pa do 33.000

(normalna gusto¢a RhD antigena) (4, 10-12)

Do danas je otkriveno viSe od 200 D varijanti s prevalencijom slabog D antigena od 0.2-1% medu
bijelcima (11-13). Medu njima prevladavaju slabi D tipovi 1,213 (4, 13, 14) dok su medu parcijalnim
D antigenima naj¢e$¢i DNB (1:292-1:1644) (15) 1 DVII (1:900) (15-18). Razlikovanje slabog i
parcijalnog D u odredivanju RhD antigena vazno je zbog ¢injenice da vecina slabih D varijanti nije
podloZna imunizaciji na D antigen u kontaktu s D pozitivnim eritrocitima, dok nositelji parcijalnog
D antigena mogu stvoriti anti-D protutijelo koje moze uzrokovati poslijetransfuzijske reakcije 1
HBFN. Zato ih je potrebno smatrati RhD negativnima u smislu transfuzijskog lije¢enja. To znaci da
primateljima krvi treba transfundirati RhD negativne eritrocitne pripravke, a trudnicama i rodiljama
dati imunoprofilaksu hiperimunim anti-D gamaglobulinom (RhIG) u situacijama kada je to indicirano
(4). Unato¢ vecoj ucestalostt DNB 1 DVII kategorija, klini¢ki se najznacajnijim parcijalnim D
antigenom u populacijama europskog porijekla smatra kategorija DVI, ¢ija je ucestalost 0,02-0,05%
(16, 18), odnosno 1:6214 (19) jer je najceSce od svih D varijanti povezan s poslijetransfuzijskim

hemolitickim reakcijama i HBFN uslijed RhD imunizacije (4).
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U vecéini zabiljezenih slucajeva, HBFN kod djece majki s anti-D protutijelom koje su nositelji

parcijalnog D antigena ishod je bio povoljan, ali zabiljeZeni su i fatalni ishodi (20-22).

Podaci o incidenciji imunizacije osoba s D varijantama su vrlo oskudni. Prasad i sur. su naveli
prevalenciju od 0,47% D varijanti medu trudnicama s RhD imunizacijom (20). Wang i sur. su u
istrazivanoj populaciji trudnica otkrili 2,2% nositelja D varijanti (23). Hyland i sur. su u svojoj studiji
opisali da je prevalencija D varijanti medu RhD imuniziranim trudnicama 5,5%, dok je medu
trudnicama koje nisu imunizirane 1% (24). Yazer 1 sur. su u studiji na bolesnicima sa seroloski (ne 1
genotipizacijom) utvrdenim slabim D utvrdili da je mjesec dana nakon primanja D+ krvnih
pripravaka incidencija anti-D protutijela bila 0,15%, odnosno 5,1% medu bolesnicima africkog

porijekla (25).

Smjernice za prevenciju anti-D imunizacije se razlikuju. Kanadske smjernice navode da trudnice koje
su nositelji slabog D ne zahtijevaju imunoprofilaksu (26), dok nove smjernice ACOG-a svim
trudnicama sa seroloski slabim D antigenom savjetuju davanje imunoprofilakse i RhD negativnih
krvnih pripravaka (27). Preporuke Velike Britanije i Italije isticu vaZnost razjaSnjavanja nejasnog
RhD statusa, te savjetuju da se sve D varijante osim slabog D tip 1, 2 1 3 tretiraju kao D negativne (1,
8, 28). Preporuke za prijetransfuzijsko ispitivanje Velike Britanije naglaSavaju da se bolesnici sa
seroloski slabim D antigenom mogu smatrati RhD pozitivnima osim ako se ne radi o zenskim
osobama generativne dobi ili mladim te bolesnicima koji ¢e zahtijevati dugotrajno transfuzijsko
lijeenje (1). Nekoliko autora isti¢u problem nepostojanja uskladenosti u pristupu trudnicama s
nejasnim RhD antigenom 1 naglasavaju vaznost razjaSnjavanja pomocu genotipizacije te primjenu
imunoprofilakse sukladno genotipu, pri ¢emu se samo slabim D 1, 2 i 3 treba pristupati kao RhD
pozitivnima, dok svi ostali zahtijevaju RhD negativan pristup transfuzijskom lijecenju i

imunoprofilaksi (29, 30).

1.5. Odredivanje RhD antigena seroloskim metodama

Testiranje RhD antigena se rutinski izvodi seroloSkim metodama koristeci kao reagense monoklonska
anti-D protutijela (6). Monoklonska protutijela su proizvod jednog jedinog klona limfocita, visoke

specifi¢nosti za pojedine epitope (31).

Testiranje se osniva na principu direktne i indirektne aglutinacije. Monoklonska IgM protutijela su
pentameri promjera 35 nm, s 10 antigenskih veznih mjesta, te stoga jedna molekula anti-D protutijela

moze izravno premostiti antigenska mjesta na dvama eritrocitima (Slika 4). Aglutinaciju postizu na
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sobnoj temperaturi, ne zahtijevaju period inkubacije, te su zbog svega navedenog pogodni za rutinsko

ispitivanje RhD antigenskog statusa.

Monoklonska IgG protutijela imaju dva vezna mjesta za odredeni epitop RhD antigena, te im je
potrebno IgG protutijelo na ljudski IgG (anti-IgG), naj¢es¢e misjeg ili kozjeg porijekla, koje ¢e se
vezati na Fc regiju anti-D protutijela (Slika 4). Aglutinaciju postizu nakon perioda inkubacije od
priblizno 20-30 min, te se stoga koriste u proSirenom imunohematoloskom ispitivanju RhD antigena

kada rutinskim testiranjem nije dobiven jasan rezultat o RhD statusu bolesnika ili trudnice.

IigM IgG Anti-IgG

@

Y

oo

Bilo da se radi o direktnoj ili indirektnoj aglutinaciji, imunoloSka reakcija koje se zbiva prilikom

Y
Q-
e

Slika 4. Direktna (a) i indirektna (b) aglutinacija. Preuzeto iz (32).

©

odredivanja RhD antigena odvija se u dvije faze: u prvoj fazi anti-D protutijelo se veze za odredeni
epitop RhD antigena na eritrocitnoj membrani, dok se u drugoj fazi stvara aglutinat koji se sastoji od

eritrocita povezanih anti-D protutijelima, te postaje vidljiv.

Odredivanje RhD antigena moze se izvoditi metodom u epruveti ili u mikrometodi. Metoda u
mikrometodi je posljednjih godina osnova kod odredivanja ABO i RhD statusa. Izvodi se pomoc¢u
monoklonskih reagensa inkorporiranih u komercijalne plasticne kartice, gdje svaka kartica sadrzi
reakcijske jazice s protutijelima na antigene ABO sustava krvnih grupa (anti-A, anti-B, anti-AB) i
dva razli¢ita monoklonska anti-D protutijela. Nakon Sto se u reakcijske jazice stavi suspenzija
ispitanikovih eritrocita, kartica se centrifugira, prilikom ¢ega se nastali aglutinati zaustavljaju u gelom

ispunjenoj koloni ispod reakcijske jazice. Ukoliko do aglutinacije nije doslo, eritrociti prolaze kroz
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gel 1 taloZe se na dnu kolone (Slike 51 6). Jacina se reakcije ocjenjuje na nacin da ,,4+ ili score 12
oznacava najjacu mogucu reakciju kada su svi eritrociti zadrzani na vrhu kolone, ,,3+ (score 10)
oznacava zadrzavanje vecine eritrocita na vrhu kolone dok se manji dio osipa prema dnu, ,,2+* (score
8) oznacava jednaku koli¢inu eritrocita na vrhu i na dnu jazice a ,,1+* (score 5) vecinu eritrocita na

dnu jaZice uz provlacenje eritrocita do vrha (Slika 5).

0l 1« | 26| 35| 4+ | WF

' Range of Reactions l

Slika 5. Ocjena jacine reakcije hemaglutinacije u mikrometodi. Uz zahvalnost: Micro Typing

Systems, Inc., Pompano Beach, SAD, 2008.

Imunohematolosko ispitivanje antigena krvnih grupa u mikrometodi moZe se vrsiti rucno ili u

automatiziranom sustavu (Slika 7).

1.6. Odredivanje RhD antigena kod D varijanti

Varijante RhD antigena se u rutinskom laboratorijskom ispitivanju o€ituju kao slabija reaktivnost
anti-D reagensa s ispitivanim eritrocitima, ili je reaktivnost prisutna s nekim reagensima dok s
drugima u potpunosti izostaje (Slika 8). Razlikovanje slabog D od parcijalnog D antigena seroloskim
metodama je problemati¢no zbog neujednacenih reakcija s razli¢itim anti-D reagensima, od jakih do
nepostojecih. To se dogada zbog velike genetske varijabilnosti D varijanti i zbog toga Sto se reagensi
razlikuju po stani¢noj liniji monoklonskih anti-D protutijela, njihovoj koncentraciji 1 sastavu

adjuvansa (33, 34).
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Slika 6. Odredivanje krvne grupe i RhD antigena u mikrometodi. Uzorak na lijevoj strani
pripada osobi krvne grupe ,,O*“, RhD pozitivnoj, dok je uzorak na desnoj strani takoder krvne

grupe ,,0%, ali RhD negativan. Izvor: Zavod za transfuzijsku medicinu KBC-a Split.

Slika 7. Automatizirani sustav za imunohematolosko ispitivanje u transfuzijskoj medicini.

Izvor: Zavod za transfuzijsku medicinu KBC-a Split.




Prevalencija D varijanti je karakteristicna za odredenu populaciju, a o odabiru reagensa u rutinskoj
praksi ovisi hoce li biti prepoznati (35-38). Nemoguce je razlikovati parcijalni D od RhD pozitivnog
antigena ako se radi o parcijalnoj D kategoriji koja ima normalan broj antigenskih mjesta na
membrani, a koriSteni su monoklonski reagensi koji prepoznaju sve epitope tog parcijalnog D
antigena. Stoga se dogada da ove osobe budu proglasene RhD pozitivnim (13). S obzirom na klinicku
znacajnost parcijalnog D antigena kategorije DVI, u Europi se anti-D reagensi za testiranje trudnica
i bolesnika biraju na nacin da osobe s DVI kategorijom budu prepoznate kao D negativne, kako bi se
osiguralo da ¢e, u slucaju potrebe, primati D negativne stani¢ne krvne pripravke, a trudnice i rodilje
dobiti profilaksu RhIG-om (38). Medutim, istraZivanje na dobrovoljnim davateljima krvi u Splitsko-
dalmatinskoj Zupaniji nije otkrilo nijednog nositelja parcijalnog DVI kategorije (39).

Slika 8. Razlicite reaktivnosti D varijanti s dva monoklonska anti-D reagensa. S lijeve strane
parcijalni D antigen kategorije DVa; s desne strane slabi D antigen tip 1. Izvor: Zavod za

transfuzijsku medicinu KBC-a Split.

Do sada nije ispitana prevalencija parcijalnog D antigena kod bolesnika i trudnica u Splitsko
dalmatinskoj Zupaniji. Jedno istraZivanje je provedeno u Hrvatskom zavodu za transfuzijsku
medicinu (HZTM) gdje su analizirane D varijante sa slabim D antigenom kod pacijenata s podrucja
sredisnje Hrvatske i Splitsko-dalmatinske Zupanije. Utvrdeno je da su u mediteranskom dijelu
Hrvatske naj¢es¢i uzrok nejasnoca u rutinskom seroloskom ispitivanju D antigena slabi D tip 1, slabi
D tip 2 i slabi D tip 3, dok je u sredi$njoj Hrvatskoj naj¢es¢i slabi D tip 3, potom slabi D tip 1 1 slabi
D tip 14 (40).

Iako postoje istrazivanja koja su pokazala da je seroloskim metodama moguce s velikom sigurnoséu

detektirati D varijante koje su u riziku za imunizaciju (41, 42), istrazivanja na drugim populacijama
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su pokazala suprotno (43) te je opCenita preporuka da se kod nejasnih seroloskih rezultata uradi RHD
genotipizacija kod god je to moguce (44, 45). S obzirom da su imunizacije kod D varijanti rijetke,
radena su istrazivanja o financijskoj isplativosti takvih postupaka. Dva istrazivanja na populaciji
trudnica su pokazala da bi RHD genotipizacija svih Zena s nejasnim rezultatima bila dugoro¢no
isplativije rjeSenje nego da ih se tretira kao RhD negativne kod transfuzijskog lijecenja 1 davanja
imunoprofilakse (46, 47). American Association of Blood Banks (AABB) i College of American
Pathologists (CAP) u svojim preporukama navode da bi genotipizaciju trebalo uraditi kod seroloski
nejasnog rezultata zena generativne dobi kako bi se smanjio broj nepotrebno danih injekcija RhIG 1

povecao broj dostupnih D negativnih krvnih pripravaka (29, 30).

U konacnici, ispravnost testiranja RhD antigena u odredenoj populaciji se najbolje moze procijeniti
kombinacijom poznavanja prevalencije pojedinih D varijanti u populaciji te analizom RhD
imunizacija kod osoba koje nisu oznacene kao RhD negativne (12). Analizom D varijanti mozemo
zakljuciti koji su tipovi parcijalnog D prisutni u naSoj populaciji te u skladu s tim odrediti reagense
za odredivanje D antigena. Do sada nije istrazivana prevalencija D varijanti kod trudnica Splitsko-
dalmatinske Zupanije, niti koliko ¢esto se dogadaju RhD imunizacije medu nasim trudnicama koje

nisu bile proglaSene RhD negativnima.
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2. CILJEVII HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

Istrazivanje je podijeljeno u dvije studije.

e Studija 1 istrazuje pojavu RhD imunizacije kod trudnica koje u rutinskom seroloskom
ispitivanju nisu bile RhD negativne, te klinicke posljedice kod njihove RhD pozitivne djece,
odnosno pojavu HBFN.

e Studija 2 istrazuje moguénosti ispitivanja varijanti RhD antigena monoklonskim anti-D

reagensima, te prevalenciju D varijanti medu trudnicama Splitsko-dalmatinske Zupanije.

2.1. Ciljevi
2.1.1. Studija 1:

1. Ispitati pojavnost RhD imunizacija kod trudnica koje nisu oznacene kao RhD
negativne te analizirati serolosku reaktivnost i RHD genotip ovih trudnica.

2. Ispitati je li RhD imunizacija u ovih trudnica uzrokovala HBFN.

2.1.2. Studija 2:

1. Analizirati seroloSku reaktivnost D varijanti s razli¢itim monoklonskim protutijelima

2. Odrediti RHD genotip D varijanti koje su otkrivene seroloskim testiranjem.

3. Glavni cilj istrazivanja je utvrditi je li moguce rutinskim seroloSkim testiranjem
identificirati nositelje D varijanti koji su u riziku za RhD imunizaciju i tako sprijeciti

pojavu HBFN kod tih trudnica.

2.2. Hipoteze

1. Do RhD imunizacije je doSlo kod nekih trudnica s D varijantom.

2. Analizom D varijanti u populaciji 1 analizom RhD imunizacija kod D varijanti mozZe se
zakljuciti koje su D varijante s parcijalnim D antigenom najucestalije u toj populaciji te u
skladu s tim odabrati monoklonske reagense za testiranje. Ove trudnice ¢e biti obiljeZene kao

RhD negativne, te ¢e se u imunizacijskim dogadajima prevenirati RhD imunizacija.
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3. ISPITANICII POSTUPCI

3.1.Studija 1: Anti-D protutijela kod trudnica koje nisu RhD negativne

Studija je provedena na Zavodu za transfuzijsku medicinu (ZTM) Klini¢kog bolnickog centra Split
Splitsko-dalmatinske Zupanije. Sve trudnice Splitsko-dalmatinske Zupanije upucéuju se tijekom prvog
tromjesecja na ZTM u svrhu odredivanja ABO i RhD statusa, te ispitivanja postojanja iregularnih
antieritrocitnih protutijela. Kod narednih dolazaka (u drugom i/ili tre¢em tromjesecju) radi se samo
ispitivanje na iregularna antieritrocitna protutijela. U slucaju dokazanih klinicki znacajnih
antieritrocitnih protutijela kao §to je anti-D, trudnicama je otvoren ,,Karton za pradenje imunizacije®.
Svi podaci o trudnicama (redni broj trudnoée, ishodi prethodnih trudno¢a, ABO/Rh status trudnice i

oca djeteta) 1 protutijelima (specifi¢nost, titar, klasa) su upisani u Kartone.

3.1.1. Izvori podataka

Retrospektivno smo prikupili podatke o RhD imunizacijama trudnica u razdoblju od O1. sije¢nja

1993. do 31. prosinca 2012. godine.

Broj poroda Zivorodene djece je prikupljen iz Ljetopisa nastavnog zavoda za javno zdravstvo

Splitsko-dalmatinske Zupanije.

Broj uradenih ispitivanja RhD antigena 1 broj seroloSki prepoznatih D varijanti je za period od 1993.
do 2001. godine prikupljen na ZTM iz ru¢no pisanih ,,Protokola za testiranje trudnica®, a za period

od 2002. do 2012. godine iz informati¢ke baze podataka.

»Karton za pracenje imunizacije” je koriSten za pracenje trudnica s iregularnim antieritrocitnim
protutijelima. 1z tih kartona su prikupljeni podaci o ukupnom broju trudnica s RhD imunizacijom, te
o broju trudnica s RhD imunizacijom koje nisu bile RhD negativne. Za trudnice koje nisu bile RhD
negativne, a stvorile su anti-D protutijela, analizirali smo podatke o mogu¢em nacinu imunizacije
(transfuzija ili trudnoc¢a), RhD imunoprofilaksi, transfuzijskom lijeCenju, RHD genotipu majke, titru

anti-D protutijela, novorodencetovom RhD statusu i DAT-u.

Iz povijesti bolesti Klinike za djecje bolesti prikupljeni su podaci o RhD pozitivnoj novorodencadi
trudnica koje nisu bile RhD negativne, a stvorile su anti-D protutijela: postojanje HBN, vrijednosti

hemoglobina i bilirubina, transfuzijskom lijecenju, fototerapiji i neonatalnom ishodu.
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3.1.2. Serolosko ispitivanje RhD antigena

3.1.2.1.Algoritam ispitivanja RhD antigena od 1993. do 2008. godine

U periodu od 01. sijecnja 1993. do 10.travnja 2008. godine, rutinsko serolosko RhD ispitivanje se
izvodilo direktnom aglutinacijom dvama od sljede¢ih monoklonskih reagensa: Anti-D M
MonoGnost® (MS-201, BioGnost, Hrvatska); NovaClone® Anti-D [gM+IgG Monoclonal Blend (CI
175-2, D415, 1E4, Immucor Gamma, Kanada); Anti-D MG MonoGnost® (RUM-1 IgM, MS-26 IgG,
BioGnost, Hrvatska). Ako je RhD antigen u direktnoj aglutinaciji odreden kao negativan, radeno je
odredivanje RhD antigena metodom indirektne aglutinacije (IAT). KoriSten je monoklonski reagens
Anti-D BioClone® human monoclonal-polyclonal blend (Ortho Clinical Diagnostics®, SAD). RHD
genotipizacija je radena iskljucivo kada se pojavila RhD imunizacija kod trudnice koja nije inicijalno

odredena kao RhD negativna.

3.1.2.2.Algoritam ispitivanja RhD antigena od 2008. do 2012. godine

U periodu od 10. travnja 2008. do 31.12.2012. godine, rutinsko seroloSko ispitivanje RhD antigena
izvodilo se u automatiziranom sustavu pomoc¢u mikrokartica ABO-DD Grouping Cassette (Ortho
Clinical Diagnostics®, SAD) koje sadrZze dva monoklonska IgM reagensa za odredivanje RhD
antigena (klonovi D7B8 1 RUM-1). KoriSten je uredaj za imunohematolosko testiranje Ortho
AutoVue® Innova System (Ortho Clinical Diagnostics, Raritan, New Jersey, SAD). Nakon uvodenja
mikrometode, testiranje u indirektnoj aglutinaciji je napusteno. Slu€ajevi s nejasnim seroloskim

rezultatima su bili poslani na RHD genotipizaciju.

3.1.3. RHD genotipizacija

Genotipizacija izabranih uzoraka je bila provedena u Odjelu za molekularnu dijagnostiku Hrvatskog
zavoda za transfuzijsku medicinu (HZTM) u Zagrebu. Ispitanicima je uzet uzorak periferne krvi (6
ml) u epruvetu s antikoagulansom K2EDTA. Nakon toga je slijedila izolacija DNA i odredivanje
genotipova RHD i1 RHCE gena, metodom polimerazne lan¢ane reakcije pomocu ishodnica specificnih
za sekvencu (PCR-SSP). KorisStena je ru¢na metoda pomocu komercijalnog seta QlAamp DNA
Blood Mini kit® (Qiagen, Njemacka) ili Qiacube analyser® (Qiagen, Njemacka). Genotipizacija D
varijanti radena je pomocu setova za PCR-SSP (Ready GeneWeak D® 1 Ready GeneCDE®, Inno-
Train, Njemacka). Detaljnije o RHD genotipizaciji u poglavlju 3.2.3.
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3.1.4. Imunoprofilaksa u razdoblju 1993.-2012. godine

Od 1993. godine do 10. travnja 2008. godine RhD imunoprofilaksa je rutinski indicirana za RhD
negativne trudnice nakon poroda RhD pozitivnog djeteta i tijekom trudnoce nakon potencijalno
imuniziraju¢ih dogadaja (amniocenteza, kordocenteza), te su u slucaju transfuzijskog lijeCenja
primale RhD negativne pripravke. Trudnice s D varijantama, tada oznacavane kao ,,D"“, nisu primale
imunoprofilaksu tijekom trudnoce i nakon poroda, ali su dobivale RhD negativne krvne pripravke u

slucaju transfuzijskog lijecenja (Slika 9).

Od 2008. do 2012. godine je anti-D profilaksa rutinski indicirana RhD negativnim trudnicama i
trudnicama s D varijantom koje nisu bile slabi D tip 1, 2 ili 3 nakon poroda RhD pozitivnog djeteta i
potencijalno imuniziraju¢ih dogadaja (amniocenteza, kordocenteza). Te su trudnice primale RhD
negativne eritrocitne krvne pripravke. Trudnice sa slabim D antigenom tip 1, tip 2 1 tip 3 nisu dobivale

imunoprofilaksu i lije€ene su RhD pozitivnim krvnim pripravcima (Slika 10).

3.2.Studija 2: Odabir monoklonskih reagensa kod prepoznavanja varijanti RhD antigena

Studija je provedena na Zavodu za transfuzijsku medicinu (ZTM) Klini¢kog bolnickog centra Split
Splitsko-dalmatinske zupanije u petogodisSnjem razdoblju od 10. travnja 2008. do 31. prosinca 2016.

godine.

Sve trudnice u Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji su u tom razdoblju upu¢ene u ZTM na odredivanje
statusa ABO 1 RhD antigena te na testiranje na iregularna antieritrocitna protutijela. U studiju su

uklju€ene sve prvorotke.
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RhD ispitivanje u direkinog
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gradus 2+ do 4+ gradus =2+ s jednim hemaglutinacije
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Hemaglutinacija Hemaglutinacija MNema
Imunoprofilaksa =3+ <3+ hemaglutinacije
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Transfuzijsko l l
s l
pripraveima D varijanta RhD-
Imunoprofilaksa Imunoprofilaksa
nije indicirana indicirana
Transfurijsko Transfuzijsko
hijecenje RhD lijetenje RhD
negativoim negativonim
pripravcima pripravcima

Slika 9. Algoritam ispitivanja RhD antigena metodom u epruveti, imunoprofilaksa anti-D IgG-
om i transfuzijsko lijecenje u razdoblju 1993.-2008. godine.

T TAT= indirektni antiglobulinski test.
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Slika 10. Algoritam

ispitivanja RhD antigena u mikrohemaglutinacijskoj metodi,

imunoprofilaksa anti-D IgG-om i transfuzijsko lijeCenje trudnica u razdoblju nakon travnja

2008. godine.
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3.2.1. Rutinsko odredivanje RhD antigena u mikrometodi

Uzorci venske krvi su uzeti u epruvete s EDTA antikoagulansom. Odredivanje RhD antigena radeno
je mikrometodom u automatiziranom sustavu Ortho AutoVue® Innova System (Ortho Clinical
Diagnostics, Raritan, New Jersey, SAD). Koristene su mikrokartice ABO-DD Grouping Cassette®
(Ortho Clinical Diagnostics, Raritan, New Jersey, SAD) koje sadrze dva monoklonalna reagensa IgM
klase (klonovi D7B8 i RUM-1). Svi rezultati su upisani u Protokol za dodatnu imunohematolosku

obradu.

Uzorci trudnica koji nisu dali jaku pozitivnu reakciju aglutinacije (4+) nego su oznaceni kao gradus
3+ ili manje su smatrani nejasnima i podvrgnuti su prosirenom seroloskom ispitivanju RhD antigena

u direktnoj i indirektnoj aglutinaciji (Slika 10) te su upucene na genotipizaciju RHD antigena.

3.2.2. ProSireno serolosko ispitivanje RhD antigena

Koristeno je pet monoklonskih reagensa metodom direktne aglutinacije u epruveti:

. Ortho Anti-D® (P3x61 monoclonal IgM, Clinical Diagnostics, Raritan, New Jersey, SAD)

° DiaClon® Anti-D Monoclonal IgG i IgM (MS-26, TH28, DiaMed GmbH, Cressier,
Svicarska);

. Anti-DM MonoGnost® (MS-201, BioGnost, Zagreb, Hrvatska);

° NovaClone® Anti-D IgM+IgG Monoclonal Blend (CI 175-2, D415, 1E4, Immucor Gamma,
Dartmouth, Kanada);

. Anti-D MG MonoGnost® (RUM-1 IgM, MS-26 IgG, BioGnost, Zagreb, Croatia).

Takoder je koriSten komercijalni set za seroloSku identifikaciju parcijalnih D varijanti metodom
indirektne aglutinacije u mikrokartici koji sadrzi 6 monoklonskih reagensa koji omogucavaju
prepoznavanje parcijalnih D kategorija II, IV, V, VI, VII, DFR, DBT and RoHar (ID-Partial RhD
Typing Set®, DiaMed AG, Morat, Svicarska). Klonovi koje set sadrzi su:

J LHM76/55 (1gG)
J LHM77/64 (1gG)
. LHM?70/45 (I1gG)
. LHM59/19 (I1gG)
J LHM169/80 (IgG)
. LDMI (IgM)
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U sklopu prosirenog ispitivanja je odreden i Rh fenotip antigena C, c, E 1 e (Rh/K Cassette®, Ortho
Clinical Diagnostics, Raritan, New Jersey, SAD).

3.2.3. RHD genotipizacija

Genotipizacija je bila provedena u Odjelu za molekularnu dijagnostiku Hrvatskog zavoda za
transfuzijsku medicinu (HZTM) u Zagrebu. Svim ispitanicima, bio je uzet uzorak periferne krvi (6
ml) u epruvetu s antikoagulansom K2EDTA. Nakon toga je slijedila izolacija DNA, i odredivanje
genotipova RHD 1 RHCE gena, metodom polimerazne lanc¢ane reakcije pomocu ishodnica specificnih

za sekvencu (PCR-SSP).

3.2.3.1.1zolacija DNA

DNA visokog stupnja ¢istoce izolirana je iz pune krvi na QIAcube® uredaju. QIAcube® uredaj je
radna stanica za izolaciju nukleinskih kiselina koja koristi ve¢ gotove kitove za izolaciju nukleinskih
kiselina na kolonama (silika-gel membrane). U ovom istrazivanju koristen je QIAamp® DNA Blood

Mini Kit (tvrtka Qiagen, Njemacka).

3.2.3.2.Lanc¢ana reakcija polimerazom (PCR)

Lancana reakcija polimerazom (PCR, engl. polymerase chain reaction) je metoda umnaZanja
molekule DNA in vitro. Metoda omogucava detekciju ekstremno niskih koncentracija ciljne DNA

sekvence uz visoku specificnost.

Puferiranu reakcijsku smjesu za PCR ¢ini kalup DNA, magnezijevi ioni, smjesa deoksiribonukleotida
-dNTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), enzim Taq polimeraza i specifi¢ne ishodnice koje omeduju
regiju koju Zelimo umnoziti. Nakon vezanja pocetne ishodnice, odnosno oligonukleotida na DNA
(po principu komplementarnosti), oni se produljuju (prema postoje¢em kalupu) ugradnjom slobodnih

nukleotida djelovanjem DNA (Taq) polimeraze.

3.2.3.3.PCR-SSP (engl. polymerase chain reaction with sequence-specific primers)

Inacica PCR reakcije, PCR-SSP metoda ili alel specificni PCR omoguc¢ava odredivanje i razlikovanje
pojedinih alela. Metoda se sastoji od lancane reakcije polimeraze pomocu ishodnica koje su
specificne za odredenu sekvencu u kojoj se nalazi promjena u genomu koju Zelimo analizirati,

elektroforeze i vizualne interpretacije rezultata.
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Princip PCR-SSP se temelji na ¢injenici da za uspjeSnu reakciju, obje pocetnice (primeri) posebno
one na 3' kraju, nemaju neslaganje (mismatch), odnosno da je sekvenca oligonukleotidnih pocetnica
1 sekvenca ciljne ispitivane DNA komplementarna. U tom slucaju dolazi do vezanja pocetnica za
DNA i umnozavanja u PCR reakciji. Detekcija PCR produkata nakon umnozavanja vrsi se pomoc¢u
elektroforeze na agaroznom gelu uz dodatak etidijevog bromida koji interkalira u dvolancanu DNA
1 obasjavanjem gela UV svjetlom valne duljine 254 nm fluorescira, pri ¢emu se specificni produkti

umnozavanja vide kao svijetle vrpce.

3.2.3.4.RHD genotipizacija pomocu PCR-SSP metode

U svim uzorcima krvi ispitanika, koji su izabrani za odredivanje RHD i RHCE genotipa napravljena
je RHD genotipizacija pomocu komercijalnih kitova: Ready Gene weak D, Ready Gene CDE (Inno-
Train®, Kronberg, Njemacka) na uredajima AB PCR 2720 i 2700, 9700 thermal cycler (Applied
Biosystems, SAD).

Provjera PCR-SSP produkata na gelu vrsi se pomocu elektroforeze na 1,5% agaroznom gelu u 0,5x
TBE puferu ili gotovim Clearose BG gelovima. Nakon zavrSene elektroforeze, gel je obasjan

svjetloS¢u pod UV transiluminatorom i PCR produkti su fotografirani digitalnom kamerom.

Specifi¢nost svake pojedine amplifikacije provjerava se pomocu tablica za interpretaciju, koje se

nalaze priloZzene u svakom komercijalnom kitu.

3.2.4. Imunoprofilaksa u razdoblju 2008.-2016. godine

U ovom razdoblju je anti-D profilaksa rutinski indicirana RhD negativnim trudnicama i trudnicama
koje nisu bile slabi D tip 1, 2 ili 3, nakon poroda RhD pozitivnog djeteta i potencijalno imunizirajucih
dogadaja (amniocenteza, kordocenteza). Te su trudnice primale RhD negativne eritrocitne krvne
pripravke. Trudnice sa slabim D antigenom tip 1, tip 2 1 tip 3 nisu dobivale imunoprofilaksu 1 lijeCene

su RhD pozitivnim krvnim pripravcima (Slika 10).

3.3.Statistika

U analizi podataka koriStene su deskriptivne 1 inferencijalne statisticke metode. Razdioba
kategorijskih wvarijabli ukljuCujué¢i razdiobu RhD imunizacije prikazana je preko apsolutnih
frekvencija 1 postotaka. Kod kategorijskih varijabli koriStena je intervalna procjena proporcije u
populaciji uz razinu pouzdanosti od 95%. Pri zakljucivanju se koristi razina statisti¢ke znac¢ajnosti od

0,05. Za racunanje minimalne potrebne veli¢ine uzorka pri kojoj je procjena proporcije statisticki
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znacajna i intervalne procjene proporcije koriSten je programski paket StatSoft Statistica 10 i MS

Excel.

3.3.1. Studija 1: veli¢ina uzorka

Od 01. sije¢nja 1993.-31. prosinca 2012. godine je rutinsko ispitivanje krvne grupe, RhD antigena i
iregularnih antieritrocitnih protutijela u Zavodu za transfuzijsku medicinu uradeno kod 102,982
trudnoca. U tom periodu je u Splitsko-dalmatinskoj zupaniji zabiljezeno 104,884 poroda zivorodene
djece, Sto znaci da je istrazivanjem obuhvaceno 98% ciljne populacije. Navedena veli¢ina uzorka je
dostatna za postizanje visoke to¢nosti 1 preciznost procjene prevalencije RhD imunizacije i HBFN
kod trudnica koje su nositelji D varijanti i osigurava zaklju¢ivanje na razini raspona pouzdanosti od
99% uz gresku procjene od 0,055% (nuzno s obzirom na ocekivanu nisku prevalenciju RhD

imunizacije od 0,3% i1 RhD varijanti od 0,2 do 1%)).

3.3.2. Studija 2: veli¢ina uzorka

Uz pretpostavku o prevalenciji D varijanti od 0,2% do 1% u populaciji, da bi procijenjena stopa
prevalencije bila statisticki zna¢ajna na razini pouzdanosti od 95%, odnosno signifikantnosti od 5%,

minimalna potrebna veli¢ina uzorka je 2345 trudnice.
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4. REZULTATI

Pojava RhD imunizacije kod trudnica koje u rutinskom seroloskom ispitivanju nisu bile RhD

negativne, te klinicke posljedice kod njihove RhD pozitivne djece, ispitivane su u Studiji 1.

Prevalencija D varijanti medu trudnicama Splitsko-dalmatinske Zupanije te mogucnosti ispitivanja

varijanti RhD antigena monoklonskim anti-D reagensima su istrazivane u Studiji 2.

4.1.Studija 1: RhD imunizacije kod trudnica koje nisu RhD negativne

U razdoblju od 01. sije¢nja 1993. do 31. prosinca 2012. su u Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji
registrirana 104,884 poroda Zivorodene djece. U Zavodu za transfuzijsku medicinu KBC Split je
ispitivanje RhD antigena 1 iregularnih antieritrocitnih protutijela izvr§eno kod 102,982 trudnoc¢a. Od
toga, u 484 slucaja, odnosno 0,47% trudnoca (CI 0,43;0,51) su trudnice bile seroloskim metodama
odredene kao D varijante. U 19% (N=19,566) slucajeva su trudnice bile RhD negativne, a u 80,5%
(N=82,932) su bile RhD pozitivne (Slika 11).

4.1.1. Varijante RhD antigena koje su razvile anti-D protutijela

Od 184 trudnice s RhD imunizacijom, 181 je bila seroloski odredena kao RhD negativna. Preostale
tri RhD imunizacije (1,63% RhD imunizacija; CI 0,34;4,69) su se dogodile kod trudnica koje su
inicijalno odredene kao RhD pozitivne, a bile su nositelji RhD varijanti. Genotipizacija RHD gena je
pokazala da su dvije trudnice bile nositelji parcijalnog D antigena tip DVa (ISBT naziv alela
RHD*05.05) , a jedna nositelj parcijalnog D tip DNB (ISBT naziv alela RHD*DNB) (Slika 11).
Razlog zasto su na inicijalnom odredivanju RhD antigena bile proglaSene RhD pozitivnima je taj Sto
su anti-D reagensi koriSteni u tom razdoblju (klonovi MS-201, 175-2, D415, 1E4) prepoznavali sve
epitope tih tipova parcijalnih D antigena, te su davali jaku reakciju aglutinacije u rutinskom
odredivanju RhD antigena. Nijedna od ovih trudnica zbog toga nije primila anti-D imunoprofilaksu,
a dvije su zahtijevale transfuzijsko lijeenje tijekom kojeg su primijenjeni RhD pozitivni eritrocitni
krvni pripravci. Jedna od trudnica (parcijalni D tip DVa) je imunizirana iskljucivo trudno¢om, dok je
za ostale dvije trudnice bilo nemoguce odrediti je i razlog imunizacije bila trudnoc¢a ili transfuzija

(Tablica 1).

29



102,982

trudnoca
19% 5 80,5%
seroloski RhD o ° seroloski RhD
negativnih trudnoca seroloski odredenih D pozitivnih trudnoc¢a
(N=19,566) varijanti kod majke (N=82,932)
181 RhD imunizirana 3 RhD imunizirane trudnice
trudnica
-
RHD genotipizacija:

RHD*DNB (N=1)
RHD*05.05 (N=2)

Slika 11. Rezultati RhD tipiranja i RhD imunizacijski dogadaji kod trudnica u razdoblju od
1993. do 2012. godine

Za vrijeme ispitivanog razdoblja, kod 0,47% trudnoca je seroloskim metodama majka bila odredena
kao D varijanta (tada koriSten naziv ,,D"). One nisu dobivale imunoprofilaksu, ali su primale RhD
negativne krvne pripravke u slucaju potrebe za transfuzijskim lije¢enjem. Medu njima nije bilo

slu¢ajeva RhD imunizacije (Slika 11).
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Tablica 1. Uzroci RhD imunizacija kod trudnica s parcijalnim D antigenom

Trudnice (N=3)

1 2 3
Genotip RHD*DNB RHD*05.05 RHD*05.05
Trudnoce koje su 1. pobacaj 1.pobacaj 1. uredna
prethodile 2. uredna (RhD?) 2. dijete RhD-, DAT-
imunizaciji
Transfuzije Da, Ne Da,
nakon druge Nakon prve trudnoce’
trudnoce’
Trudnoéa u kojoj treca druga treca
je imunizacija
otkrivena
Uzrok imunizacije Nejasan Trudnoca Nejasan
(trudnoca ili (trudnoca ili transfuzija)
transfuzija)

T transfuzije RhD pozitivnih eritrocitnih krvnih pripravaka

4.1.2. HBFN zbog RhD imunizacije kod majki s D varijantom

Tablica 2 pokazuje podatke o anti-D titru imuniziranih majki na kraju trudnoce, te seroloske,

biokemijske 1 hematoloSke pokazatelje HBFN njihove novorodencadi.

31



Tablica 2.Ishodi RhD pozitivne novorodencadi kod RhD imuniziranih majki s D varijantama

Majka Novorodence
Redni Titar DAT' Hemoglobin Bilirubin Foto- Transfuzija
broj anti- (gL)* (umol/L)" terapija

trudno¢e D*

DNB 3 <1 1+ 180 (dan 1) 179 (dan5) da ne
1 4 1:2 4+ 177 (dan 8) 234 (dan7) ne da®
Va 2 <1 neg 196 98 ne ne
2 4 <1 neg  162(dan2) 258 (danl) da ne
Va 3 1:16 1+ 186 100 ne ne
3 6 L1 1+ 192 105 ne ne

*Titar na kraju trudnoc¢e raden metodom u epruveti (6).

TDAT novordencadi raden mikrometodom u karticama s polispecificnim AHG-om (Ortho
Clinical Diagnostics, Raritan, New Jersey, SAD).

+Najniza razina hemoglobina tijekom boravka u bolnici, mjerena iz venske krvi. Referentni
raspon: 145-225 g/L.

t Najvisi ukupni bilirubin tijekom boravka u bolnici. Referentni raspon za novorodencad: 0-1
dan <103 pmol/L; 1-2 dan< 137 umol/L; 2-5 dan<205 pumol/L; starija novorodencad 3.4-17.1
umol/L.

§Transfuzija je bila potrebna zbog kirurSkog zahvata.

Trudnici s DNB varijantom je imunizacija otkrivena tijekom istraZivanja razloga pozitivhog DAT-a
novorodenceta. Kako je trudnica bila drZzavljanka Bosne 1 Hercegovine koje je u Hrvatsku stigla
nedugo prije poroda, nije bilo dostupnih podataka o njenom imunohematoloSkom testiranju.
Medutim, doznali smo da je to bila njena treca trudnoca te da je nakon prethodnog poroda primila
dozu RhD pozitivnih koncentrata eritrocita. Sadasnje novorodence je zbog patoloske zutice lijeCeno

fototerapijom (Tablica 1). Njena sljedeca trudnoca je zavrsila porodom djeteta ¢iji je DAT bio jako
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pozitivan 1 koje je primilo transfuziju koncentrata eritrocita u osmom danu Zivota, s tim da je

transfuzijsko lijecenje bilo pripisano kirurSkom zahvatu zbog uklijestene hernije (Tablica 2).

Drugoj trudnici (varijanta parcijalni DVa) RhD imunizacija je otkrivena na rutinskom kontrolnom
testiranju na iregularna antieritrocitna protutijela u 34. tjednu druge trudnoce. Nije nikada primala
transfuziju (Tablica 1). Iako je plod bio RhD pozitivan, njen anti-D titar je ostao nizak kroz cijelu
trudnocu. Djetetov DAT je bio negativan, a bilirubin i hemoglobin unutar referentnog raspona. Njeno

sljedec¢e RhD pozitivno dijete imalo je patoloSku zuticu i lijeCeno je fototerapijom (Tablica 2).

Trecoj trudnici (parcijalni D tip Va) imunizacija je otkrivena na rutinskom testiranju ABO i RhD
antigena 1 iregularnih antieritrocitnih protutijela u prvom tromjesecju trec¢e trudnoce. Ona je nakon
prvog poroda primila dvije doze RhD pozitivnih koncentrata eritrocita. Druga trudnoca je zavrsila
porodom RhD negativnog djeteta (Tablica 1). Djeca iz trece 1 Seste trudnoce su bila RhD pozitivna.
Njihov DAT je bio pozitivan, a njen titar anti-D najvisi od svih triju trudnica, ali djeca nisu imala

nikakvih drugih laboratorijskih ni klinickih znakova HBFN (Tablica 2).

Ukupno, trudnice s D varijantama i RhD imunizacijom su imale Sest trudno¢a s RhD pozitivnom
djecom (ostala djeca su bila RhD negativna ili D varijante). Od tih Sest, dvoje djece je bilo lijeceno
fototerapijom, a jedno je primilo transfuziju koncentrata eritrocita, ali nije bilo slu¢ajeva teske HBFN

ni potrebe za eksangvinotransfuzijom.

4.2.Studija 2: Reaktivnost monoklonskih reagensa kod prepoznavanja varijanti RhD

antigena

Od 08. travnja 2008. do 31. prosinca 2016. godine je u Zavodu za transfuzijsku medicinu u Splitu
prvom rutinskom prenatalnom ispitivanju krvne grupe, RhD antigena i iregularnih antieritrocitnih

protutijela pristupila 20,851 prvorotka. Takvim se uzorkom obuhvaca 98% trudnicke populacije.

Status RhD antigena je bio jasan (RhD pozitivan ili RhD negativan) za 20,755 (99,53%) trudnica,
dok je 96 trudnica (0,46%) dalo slabe reakcije aglutinacije u rutinskom seroloskom ispitivanju

(Tablica 3).
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Tablica 3. Prevalencija RhD varijanti kod prvorotki

Broj uzoraka N=20,851 N Prevalencija (95% CI)

Sukladni seroloski rezultati 20,755 99,53% (99,43; 99,62)
RhD+ 17,020 81,62% (81,09; 82,15)
RhD- 3735 17,91% (17,39; 18,44)

Nejasni seroloski rezultati 96 0,46% (0,37; 0,56)

razrijeSeni RHD genotipizacijom

RHD* slabi D tip 1 44 0,21% (0,15; 0,28)
RHD* slabi D tip 3 27 0,12% (0,08; 0,18)
RHD*05.05 14 0,06% (0,03; 0,11)
D+ 7 0,03% (0.01; 0,06)
Ostali+ 4 0,01% (0,00; 0,03)

¥ Ovim uzorcima bi trebalo uraditi sekvenciranje kako bi se odredila moguéa D

varijanta i nisu uzeti u izracun prevalencije.

+ Jedan uzorak je razrijeSen kao RHD* slabi D tip 1/3 heterozigotni status, a jedan
kao slabi D tip 29. Za dva uzorka nije bilo moguce odrediti o kojem tipu D varijante

se radi.

4.2.1. Rezultati RHD genotipizacije

Na genotipizaciju RHD antigena je poslano 96 trudnica s nejasnim RhD statusom. Genotipizacija je
pokazala je da je 89 trudnica bilo nositelj D varijanti (Tablica 3). Od toga, 73 trudnice, odnosno
0,35% (95% C1 0,27;0,44) su bile slabi D, 1 to slabi D tip 1 (10,21%, CI 0,15; 0,28) i slabi D tip 3
(0,12%, CI 0,08; 0,18), a 14 trudnica, odnosno 0,06% (95% CI 0,03; 0,11) su bile parcijalni D
kategorije DVa (ISBT klasifikacija RHD*05.05) (Tablica 3).

Prevalencija D varijanti otkrivenih seroloskim metodama u nasoj populaciji prvorotki je 0,42% (95%

C10,34;0;52). Udio pojedinih D varijanti je pokazan na Slici 12.
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kategorije
16%
Slabi D tip 1
49%

Slabi D tip 3

30%

Slika 12. Udio pojedinih D varijanti medu trudnicama koje su RHD genotipizacijom

potvrdene kao nositeljice D varijanti.

4.2.2. Rezultati proSirenog seroloskog ispitivanja slabih D varijanti

Na inicijalnom rutinskom odredivanju RhD antigena, sve trudnice koje su kasnije definirane kao
nositelji slabog D antigena su dale priblizno jednako slabe reakcije aglutinacije (gradus 3+ ili manje)

u mikrokartici s oba monoklonska reagensa (Slika 13).

Svih sedam uzoraka koji su pokazali slabiju reaktivnost u rutinskom RhD ispitivanju, ali su na
genotipizaciji odredeni kao uredan RHD, pokazali su slabiju aglutinaciju sa svih pet monoklonskih
reagensa u epruveti, s ja¢inom aglutinacije od vrlo slabo pozitivnih do 3+. Postoji vjerojatnost da se
radilo o D varijantama cija detekcija nije bila obuhvaéena raspolozivim poc¢etnicama u koristenim
setovima za RHD genotipizaciju. Od dva uzorka ¢iji RHD status ni pomocu genotipizacije nije mogao
biti odreden, jedan je u rutinskom tipiranju D antigena dao identi¢ne reakcije (2/3+) s oba
monoklonska reagensa, a u prosirenom imunohematoloskom ispitivanju je dao pozitivne reakcije sa
svim monoklonskim reagensima u epruveti i mikrometodi. Drugi uzorak je u rutinskom ispitivanju
pokazao vrlo slabu reaktivnost s klonom D7BS, u epruveti je pokazao jaku reaktivnost (3/4+) s
klonom 175-2, a s ostala cetiri klona je dao negativan rezultat. U mikrometodi je negativan rezultat

dao jedino s klonom LDM1, a s ostalih pet je pokazao reaktivnost 3+.
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Slika 13. Reaktivnost slabog D antigena tip 1 u mikrometodi.

4.2.2.1.Rezultati serolos§kog ispitivanja slabih D antigena s monoklonskim reagensima IgM

klase metodom direktne aglutinacije u epruveti

Koristenje pet monoklonskih reagensa metodom direktne aglutinacije u epruveti pokazalo je da su
tip 1, odnosno 100% 1 92,5% s uzorcima slabog D tip 3. U prosjeku su klonovi 175-2 i RUM-1 sa
slabim D varijantama dali pozitivnu reakciju u 98,6%, odnosno 97,2% slucajeva. Reaktivnosti slabih
D antigena su s ostalim klonovima bile varijabilne i kretale su se od 59% za klon P3x61 do 84% za

klon MS-20. (Tablica 3).
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Tablica 3. Rezultati seroloSkog ispitivanja slabih D antigena s monoklonskim reagensima IgM

klase metodom direktne aglutinacije u epruveti

Monoklonski reagensit

D varijante Trudnice a b c d e
N=24 1 1 1 1 1
RHD *slabi
N=9 0 1 1 1 1
Dtipl
“p N=2 0 0 1 1 1
N=6 0 0 0 1 1
N=2 1 0 1 1 1
N=1 0 0 0 0 1
Ukupno
N(%) 44 (100) 26 (59) 33 (75) 37 (84) 43 (97,7) 44 (100)
(1]
N=19 1 1 1 1 1
RHD*slabi
Stabt 1 1 0 1 1
Dtip 3
N=1 0 1 1 1 1
N=2 0 0 1 1 1
Ukupno N=2 0 0 0 1 1
N (%) N=2 0 0 0 1 0
N=27(100) 20 (74) 21(77,7) 22 (81,4) 27 (100) 25 (92,5)
Ostalit N=2 0 0 1 1 1

Ukupno N=73(100) 46(63) 54(74) 61(83,5) 72(98,6) 71(97,2)
slabih D

1 aglutinacija prisutna; 0 nema aglutinacije

20rtho IgM P3x61; ® DiaMed IgM+IgG MS-26, TH28; ¢ BioGnost MS-20; ¢ NovaClone
IgM+IgG CI 175-2, D415, 1E4;° MonoGnost [gM+1gG RUM-1 MS-26

edan uzorak RHD* slabi D tip 1/3 heterozigot i jedan uzorak RHD*slabi D tip 29
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4.2.2.2.Rezultati seroloskog ispitivanja slabih D antigena s monoklonskim reagensima IgG

klase metodom indirektne aglutinacije u mikrometodi

Rezultati indirektne aglutinacije sa Sest monoklonskih reagensa u mikrometodi su pokazani u Tablici
4. Nazalost, zbog tehnickih razloga ova metoda nije bila dostupna tijekom dvije godine u ispitivanom
razdoblju (godine 2013 1 2014), te za 19 ispitanica (19,7% trudnica upucenih na genotipizaciju) ovo
testiranje nije uradeno. U Tablici 4 se prikazuju rezultati ispitanica (80,3% trudnica upucenih na

genotipizaciju) kojima je testiranje uradeno.

Svi su monoklonski reagensi IgG klase dali pozitivne reakcije s gotovo svim uzorcima slabih D
antigena, u postotku od 96,8% do 100%. Jedan slabi D tip 1 je dao negativan rezultat s klonovima

LHM76/55 1 LHM59/19.

NajviSe negativnih rezultata s LDM1 monoklonskim reagensom (jedini IgM reagens u setu) su dali
uzorci slabog D tip 1 (78,1% reaktivnosti), dok su uzorci slabog D tip 3 reagirali s njim u 90,4%

slucajeva (Tablica 4).

4.2.3. Rezultati proSirenog seroloskog ispitivanja parcijalnih D varijanti

Sve trudnice koje su genotipizacijom definirane kao parcijalni D kategorije DVa (ISBT klasifikacija
RHD*05.05) (N=14) su na rutinskom ispitivanju s dva monoklonska reagensa u mikrometodi bile
ispravno prepoznate kao vjerojatni parcijalni D antigen zahvaljuju¢i jako pozitivnim reakcijama

aglutinacije s klonom D7B8, a slabim reaktivnostima (2+ ili manje) s klonom RUM-1 (Slika 14).

4.2.3.1.Rezultati seroloskog ispitivanja parcijalnih D antigena s monoklonskim reagensima

IgM klase metodom direktne aglutinacije u epruveti

Direktna aglutinacija s pet monoklonskih reagensa u epruveti je kod svih DVa uzoraka izostala s
klonom RUM-1. S klonom P3x61 je aglutinaciju pokazalo 50% uzoraka. Jedini uzorak Rh fenotipa
CCee, za razliku od svih ostalih, nije pokazao aglutinaciju s klonom MS-20. Klonovi MS-261 175-2

su reagirali sa svim uzorcima DVa varijante (Tablica 5).
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Tablica 4. Rezultati seroloskog ispitivanja slabih D antigena s monoklonskim reagensima IgG

klase metodom indirektne aglutinacije u mikrometodi

Reagensi'
D varijante Trudnice A B C D E F
N=24 1 1 1 1 1 1
RHD* ]
slabt 7 1 1 1 1 1 0
Dtip1
N=1 0 | 1 0 1 1

Ukupno N=32(100) 31(96,8) 32(100) 32(100) 31(96,8) 32(100) 25(78,1)
N(%)

N=19 1 1 1 1 1 1

RHD*slabi

. N=2 1 1 1 1 1 0
Dtip 3
UKkupno
N(%) N=21(100) 21(100) 21(100) 21(100) 21(100) 21(100)  19(90.4)
RHD*slabi N=1 1 1 1 1 1 1
D 4p 173
heterozigot

Ukupno  N=54(100) 53(98,1)  54(100) 54(100) 53(98,1) 54(100)  45(83,3)
slabih D
N(%)

¥ A LHM76/55 (12G); ® LHM77/64 (12G); © LHM70/45 (IgG); © LHM59/19 (IgG); & LHM169/80
(IgG); F LDM1 (IgM)

4.2.3.2.Rezultati seroloskog ispitivanja parcijalnih D antigena s monoklonskim reagensima IgG

klase metodom indirektne aglutinacije u mikrometodi

Indirektna aglutinacija u mikrometodi sa Sest monoklonskih reagensa zbog spomenutih tehnickih
ogranic¢enja nije uradena jednoj ispitanici. Reaktivnost je bila negativna s klonovima LHM70/45 1

LHM196/80, a pozitivna s klonovima LHM76/55, LHM77/64 I LHM 59/19 (Tablica 6).
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Slika 14. Reaktivnost parcijalnog D antigena kategorija DVa u mikrometodi.

Tablica S. Rezultati seroloSkog ispitivanja parcijalnih D antigena s monoklonskim reagensima

IgM klase metodom direktne aglutinacije u epruveti

Monoklonski reagensit

D varijante Trudnice a b c d e
N=7 1 1 1 1 0
DVa
N=6 0 1 1 1 0
N=1 0 1 0 1 0
Ukupno
PDa“‘Ja‘“‘h N=14(100)  7(50) 14(100)  13(92,8) 14(100) 0
N (%)

1 aglutinacija prisutna; 0 nema aglutinacije

30rtho IgM P3x61; ® DiaMed IgM+IgG MS-26, TH28; ¢ BioGnost MS-20; ¢ NovaClone
IgM+IgG CI 175-2, D415, 1E4;° MonoGnost I[gM+IgG RUM-1 MS-26

Yjedan uzorak RHD* slabi D tip 1/3 heterozigot i jedan uzorak RHD *slabi D tip 29

Reaktivnost s klonom LDMI je bila varijabilna. Jedini uzorak Rh fenotipa CCee neocekivano nije

dao pozitivnu reakciju s klonom LHM77/64 (Tablica 6).
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Tablica 6. Rezultati seroloSkog ispitivanja parcijalnih D antigena s monoklonskim reagensima

IgG klase metodom indirektne aglutinacije u mikrometodi

Reagensi'
D varijante Trudnice A B C D E F
N=7 1 1 0 1 0 1
D Va
N=1 1 0 0 1 0 0
N=5 1 1 0 1 0 0
Ukupnopar
cijalnih D N=13(100) 13(100) 12(92,3) 0 13(100) 0 7(53,8)
N(%)

+ A LHM76/55 (IgG); B LHM77/64 (IgG); © LHM70/45 (IgG): ® LHM59/19 (IgG); © LHM169/30
(IgG); F LDM1 (IgM)

4.2.4. Rh fenotip D varijanti

Medu nositeljima slabih D varijanti, 67 (91,7% svih slabih D) je imalo Rh fenotip Ccee, a 5 (6,8%)
fenotip CCee (Slika 15). Jedini CcEe fenotip je pripadao nositelju varijante slabi D tip 3.

1,1%

6,8% !

Ccee m(CCee M CcEe

Slika 15. Distribucija Rh fenotipova kod slabih D antigena. Izvor: Zavod za transfuzijsku

medicinu KBC-a Split.
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Medu nositeljima parcijalne DVa varijante, 13 (92,8%) ih je imalo Rh fenotip Ccee, a jedna je osoba

bila CCee fenotipa (Slika 16).

Ccee mCCee

Slika 16. Distribucija Rh fenotipova kod parcijalnih D antigena. Izvor: Zavod za

transfuzijsku medicinu KBC-a Split.
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5. RASPRAVA

U ovom istrazivanju retrospektivno su analizirane ucestalost RhD imunizacije kod trudnica koje nisu
bile RhD negativne, te klinicke posljedice kod njihove RhD pozitivne djece. Nadeno je da se
imunizacija dogodila kod tri trudnice, $to ¢ini 1,63% svih RhD imunizacija. Genotip dviju trudnica
je bio DVa (RHD*05.05), a jedne DNB (RHD*DNB). Od Sestero RhD pozitivne novorodencadi,

cetvero je imalo pozitivan DAT, a nijedno nije imalo tezi oblik HBFN.

U drugom dijelu ovog istraZivanja, presje¢na populacijska studija je pokazala da je najceSca varijanta

parcijalnog D antigena u nasoj populaciji DVa (RHD*05.05), s prevalencijom od 0,06%.

5.1.RhD imunizacije kod trudnica koje nisu RhD negativne

Nasa je studija pokazala da su RhD imunizacije trudnica s parcijalnim D antigenom kod djece
uzrokovale seroloske i biokemijske parametre HBFN ali bez ozbiljnih klini¢kih posljedica, $to je
sukladno s nalazima vecine ranijih studija (20, 21), iako su zabiljeZeni i fatalni ishodi (22). Prasad i
sur. su zabiljezili slu€ajeve pet trudnica koje su bile nositelji D varijanti i imale su RhD pozitivnu
djecu. Kod djece je pronaden pozitivan DAT, ali bez znakova HBFN, te nisu bili lijjeceni zbog
novorodenacke Zutice (20). Gardener je opisao slu¢aj majke s DEL varijantom, ¢ije je RhD pozitivho
dijete razvilo blagi oblik HBFN te je lijeeno fototerapijom (21). Cannon i sur. su opisali slu¢aj RhD
imunizacije kod nositeljice parcijalne DVI varijante s anti-D titrom jaine 1:64, ¢ije je dijete umrlo
Sesti dan nakon poroda zbog teSke HBFN (22). Zanimljivo je da su u naSoj studiji djeca trudnice s
najvisim titrom anti-D protutijela (1:16) imala DAT jacine svega 1+, dok su djeca trudnice s titrom
1:2 bila serologki zna¢ajno upadljivija, s DAT-om jagine 4+. Cimbenici koji odreduju tezinu HBFN

1 dalje nisu u potpunosti istrazeni (48, 49).

NasSa ranija istrazivanja u populaciji trudnica Splitsko-dalmatinske zupanije su pokazala da je
incidencija RhD imunizacije 1,3% (9, 50). Takav postotak je rezultat ¢injenice da u Hrvatskoj nije
uvedena antenatalna imunoprofilaksa, ¢ijim bi se uvodenjem taj postotak smanjio. U zemljama koje
provode antenatalnu imunoprofilaksu broj imuniziranith RhD negativnih trudnica krece se od 0,17-

0,28% (8).

Ova studija je pokazala da se od svih RhD imunizacija 1,63% dogodilo kod trudnica koje su bile

nositelji D varijanti. U usporedbi s tim, Prasad i sur. su u desetgodiSnjem razdoblju pronasli pet
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trudnica s D varijantom koje su razvile RhD imunizaciju, $to je ¢inilo 0,47% svih RhD imunizacija

(20), dok su Hyland 1 sur. pronasli 5.5% D varijanti medu imuniziranim trudnicama (24).

Do 2008. godine, odredivanje RhD antigena u nasoj ustanovi se oslanjalo isklju¢ivo na seroloSke
metode. Trudnice koje su odredene kao RhD negativne metodom direktne aglutinaciju u epruveti, ali
pozitivne u indirektnoj aglutinaciji, bile su definirane kao ,.D varijante“ i nisu primale
imunoprofilaksu; medutim, u slucaju potrebe za transfuzijskim lijeCenjem primale su RhD negativne
krvne pripravke. Takvim pristupom su prevenirane RhD imunizacije transfuzijama RhD pozitivne
krvi, ali ne 1 imunizacije nastale uslijed trudno¢e s RhD pozitivnim djetetom. Sve tri nositeljice D
varijanti koje su stvorile anti-D protutijela su inicijalno bile proglasene RhD pozitivnima uslijed
tadasnjeg odabira monoklonskih reagensa, te nijedna nije primila imunoprofilaksu, a dvije su primile
RhD pozitivne koncentrate eritrocita. Sve tri su pripadale kategorijama parcijalnih, a ne slabih D
antigena, §to je bilo ocekivano, s obzirom da su u mediteranskom dijelu Hrvatske naj¢esce otkrivene
slabe D varijante tip 1, 3 1 2, tim redom ucestalosti (40). Za te je varijante dobro utvrdeno da ne
stvaraju anti-D protutijela (1, 4), za razliku od distribucije slabih D antigena u nekim populacijama
ne-europskog podrijetla, u kojima su najucestalije slabe D varijante koje se mogu imunizirati, kao §to

je slabi D tip 4.2 koji je visoko zastupljen u Egiptu (43).

Nase istrazivanje je prikazalo promjene u rutinskom odredivanju RhD antigena na nacin da se od
2008. godine obavezno koristi klon RUM-1 i D7BS8. Klon RUM-1 daje slabo pozitivne reakcije s
kategorijom DVa, a svi slucajevi s nejasnim rezultatom seroloSkog odredivanja RhD antigena
upucuju se na RHD genotipizaciju, te se imunoprofilaksa daje svim trudnicama koje su u riziku za
imunizaciju. Navedeni razlozi mogu objasniti zaSto se niti jedna trudnica s parcijalnim DVa

kategorije nije imunizirala nakon 2008. godine.

Duze vremensko razdoblje pra¢enja RhD imunizacija kod D varijanti je neophodno, obzirom da su
RhD imunizacije vrlo rijetke kod ove skupine trudnica. To je istovremeno 1 ogranic¢enja Studije 1 jer
u razdoblju od 20 godina je doslo do promjene u metodama, reagensima i algoritmu testiranja RhD

antigena koji su se koristili kroz ispitivani period.

5.2.Prevalencija varijanti RhD antigena i odabir monoklonskih reagensa kod njihovog

prepoznavanja

U presjecnom populacijskom istrazivanju ispitivali smo prevalencije pojedinih D varijanti medu

-----

Kriterij za dodatno ispitivanje RhD antigena je bila reakcija aglutinacije jacine 3+ ili manje (score
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<10) u mikrometodi s jednim ili oba monoklonska anti-D reagensa u inicijalnom rutinskom testiranju.
Od 96 trudnica koje su ispunile taj kriterij, 89 su genotipizacijom potvrdene kao slaba ili parcijalna
D varijanta. lako su druge studije preporucile da granica za dodjeljivanje RhD negativnog statusa za
imunoprofilaksu i transfuzijsko lijecenje bude aglutinacija jacine <2+ (score 8) u mikrometodi (44),
rezultati nase studije pokazuju da je kriterij aglutinacije jacine < 3+ prihvatljiv kao grani¢na

vrijednost.

Rezultati naSeg istrazivanja su pokazali da je najceS¢a varijanta parcijalnog D antigena u nasoj
populaciji DVa (RHD*05.05), s prevalencijom od 0,06%. Uobicajene preporuke o odabiru
monoklonskih reagensa su usmjerene na isklju¢ivanje mogucnosti da se pozitivnom proglasi varijanta
DVI koja je smatrana klini¢ki najznacajnijom u populacijama europskog porijekla (38) za koja se
navodi ucestalost DVI kategorije 0,02-0,05% (16, 18). Medutim, nalaz naSeg sadaSnjeg istraZivanja
je sukladan s rezultatima nedavne studije na dobrovoljnim davateljima krvi u Splitsko-dalmatinskoj
Zupaniji koja je pokazala da ni koriStenjem reagensa koji s DVI kategorijom daju pozitivan rezultat
nije pronadena nijedan nositelj te varijante (39). Prilagodavanje izbora reagensa bi bilo u skladu s
preporukama drugih istrazivanja koja savjetuju da odabir monoklonskih reagensa za ispitivanje RhD
statusa treba biti prilagoden individualno, uzimajuci u obzir specificnosti populacije koju se ispituje

(23, 33).

Za devet uzoraka koji nisu genotipizacijom prepoznati kao do sada poznata D varijanta, ve¢ ih je
sedam proglaSeno RhD pozitivnima, a dva D varijantom ¢iji se tip ne moze odrediti, moguce je da se
radilo o varijantama za koje ne raspolazemo odgovaraju¢im specificnim pocetnicama. Sekvenciranje

bi mozda pruzilo odgovor o njihovom tipu D varijante.

Prevalencija D varijanti i distribucija Rh fenotipova u naSoj studiji su bile u skladu s rezultatima
ranijih istrazivanja (10, 12, 14, 18). Zanimljivo je da su Rh fenotip CCee, s potencijalom stvaranja
klini¢ki zna€ajnog anti-c protutijela koje takoder uzrokuje HBFN, imale tri nositeljice slabog D tip 3
1 jedna nositeljica parcijalnog DVa. Nositelji slabog D tip 1, 2, i 3 se oznaCavaju RhD pozitivnima te
nije problem pronaci odgovaraju¢u RhD pozitivnu krv fenotipa CCee, ¢ime se izbjegava stvaranje
anti-c protutijela. To je problem kod osoba koje su D varijanta kojoj se pristupa kao RhD negativnoj,
kao §to je to parcijalni DVa, jer je RhD negativna krv tog fenotipa iznimno rijetka. Zbog toga bi
nositeljice parcijalne DVa kategorije trebale primiti RhD pozitivnu krv fenotipa CCee uz profilaksu
RhIG-om. Na taj nacin bi se sprijecilo stvaranje anti-c protutijela, te znacajno smanjila vjerojatnost

stvaranja anti-D.
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RHD genotipizacija se navodi kao nezaobilazna metoda u ispravnom odredivanju D varijanti koje
zahtijevaju zasStitu imunoprofilaksom (8, 29, 30). Preporuke iz 2015. godine koje su dali AABB i
CAP (29) kao i1 Britanski komitet za standarde u hematologiji (1, 51) navode da bi RHD
genotipizaciju trebalo uraditi kod nejasnih seroloskih rezultata kod Zena generativne dobi, djevojcica
1 potencijalnih kroni¢nih primatelja transfuzije krvi jer ve¢inu RhD varijanti zastupaju slabi D tip 1,2
1 3, koji se neCe imunizirati te se stoga tretiraju kao RhD pozitivni. Korist bi bila u manjem broju

nepotrebno danih RhIG i poveéane dostupnosti RhD negativnih krvnih pripravaka.

U naSem istrazivanju (Studija 2), uzorci DVa kategorije su se ve¢ u rutinskom seroloskom ispitivanju
mogli jasno razlikovati od uzoraka slabih D antigena, budu¢i da je DVa kategorija davala vrlo slabe
ili negativne reakcije s klonom RUM-1, a pozitivne s klonom D7B8. Metodom u epruveti su svi
uzorci DVa kategorije dali negativne rezultate s klonom RUM-I1. Izvode¢i dodatno serolosko
ispitivanje metodom indirektne aglutinacije pomocu seta ID-partial (Diamed®) sa Sest monoklonskih
reagensa, uocCili smo da reakcije DVa kategorije nisu bile u potpunosti u skladu s uputama
proizvodaca. Reaktivnost je ocekivano izostala s klonom LHM70/45, ali i s klonom LHM169/80,
koji prema uputama proizvodaca treba biti pozitivan s DVa kategorijom. To upucuje kako ti klonovi
ne bi smjeli biti koriSteni za odredivanje RhD antigena dobrovoljnih davatelja krvi i novorodencadi
RhD negativnih majki, jer bi mogli biti proglaseni RhD negativnima. Na taj nacin bi doze krvi takvih
davatelja bile oznacene kao RhD negativne, a majke takve novorodencadi ne bi primile
imunoprofilaksu, te bi u oba slu¢aja moglo do¢i do imunizacija kod bolesnika, odnosno rodilja. Drugi
autori (Denomme 1 sur, Kulkarni i sur.) su prijavili pozitivan rezultat DVa varijante s klonom

LHM169/80 (33, 44).

Slabi D tip 1 i tip 3 nije bilo moguc¢e medusobno razluciti koristenjem seroloskih metoda. Medutim,
uzorci slabog D tip 3 su u ve¢em postotku dali pozitivne reakcije u direktnoj 1 indirektnoj aglutinaciji.
Takav rezultat je bio ocekivan, s obzirom kako se slabi D tip 3 smatra jednim od D varijanti s
najvecom gusto¢om D antigena na eritrocitu, sa srednjom vrijednosti od 1900 antigena po stanici,
dok je za slabi D tip 11 2 ta vrijednost 700 odnosno 600 antigena po stanici (12). Drugi autori navode

da je gusto¢a D antigena za slabi D tip 1 1000, a za slabi D tip 3 2000 antigena po stanici (52)

Iako su se parcijalni DVa antigeni mogli razluciti od slabih ve¢ u rutinskom ispitivanju, moramo
naglasiti da slabi D tipovi kao §to su slabi D tip 4.0 (RHD*09.03.01), tip 4.2.1 (RHD*09.01.01) 1 tip
15 (RHD*15) nisu nadeni u ispitivanoj populaciji trudnica. Istrazivanje na drugacijoj populaciji, u
kojoj se takve varijante nalaze sa zna¢ajnom ucestalos¢u, pokazale su da nije moguce osloniti se samo

na serologiju u prevenciji imunizacije kod nositelja slabih D varijanti, jer se nisu mogli razluciti od
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slabih D tipova 1, 2 i 3 koji nisu podlozni RhD imunizaciji (43). Za nasu populaciju je, medutim, ovo
istrazivanje potvrdilo tvrdnje koje navode kako pazljivi odabir monoklonskih anti-D reagensa,
prilagoden populaciji za koju se koristi, moze pruziti visoki stupanj sigurnosti u otkrivanju parcijalnih

D varijanti, odnosno prevenciji imunizacije (41).

Nedostatak Studije 2 je taj $to genotipizacija nije radena svim RhD negativnim i RhD pozitivhim
trudnicama. Schmidt i sur. su otkrili da su neki slu¢ajevi razlic¢itih varijanti D antigena (slabi D tip 1,
213, RHD*DAR, RHD*DIlla) dali pozitivnu reakciju aglutinacije samo s jednim od nekoliko
monoklonskih reagensa ¢ak 1 u indirektnoj hemaglutinacijskoj metodi (53), tako da moramo uzeti u
obzir da su neke RhD varijante mozda mogle biti propustene koristenjem nasih seroloskih metoda. S
druge strane, vecina parcijalnih D antigena se rutinskim testiranjem proglasi RhD pozitivnima, jer
broj RhD antigena na eritrocitu moze biti manji, ve¢i ili jednak broju kao i kod D pozitivnih osoba

(36). Stoga, ovim nac¢inom testiranja ne moZemo znati ucestalost svih D varijanti u populaciji.

Mozemo zakljuciti da je najées¢a prepoznata varijanta parcijalnog D antigena u nasoj populaciji DVa
(RHD*05.05), s prevalencijom od 0,06%. Stoga savjetujemo da se za odredivanje RhD antigena kod
trudnica 1 bolesnika u nasoj populaciji koriste monoklonski anti-D reagensi nereaktivni s DVIi DVa
kategorijama. Na taj nacin ¢e se posti¢i da takve trudnice budu sa velikom sigurno$¢u odredene kao

RhD negativne, te ¢e primiti imunoprofilaksu 1 biti lije€ene RhD negativnim krvnim pripravcima.
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6. ZAKLJUCAK

Nije doslo do klini¢ki zna¢ajne HBFN kod djece ¢ije su majke imunizirane nositeljice parcijalnih D
varijanti. Znakovi HBN su ukljucivali pozitivan DAT i hiperbilirubinemiju, a lijecenje je ukljucivalo

fototerapiju. Jedno je dijete primilo transfuziju koncentrata eritrocita, ali vezano za kirurski zahvat.

Klini¢ki najznacajnija varijanta RhD antigena u nasoj populaciji je parcijalni DVa, koji je ujedno i
najces¢i parcijalni D antigen u ispitivanoj populaciji. Monoklonski anti-D reagensi za ispitivanje
trudnica i primatelja transfuzije bi trebali biti odabrani tako da s DVa varijantom daju negativne ili
slabe reakcije kao §to je stani¢na linija RUM-1, kako bi tim osobama bio dodijeljen RhD negativan

status.

Odabir reagensa za seroloSko ispitivanje je klju€an, jer potreba za RHD genotipizacijom nece biti
uocena ukoliko D varijante nisu ve¢ na rutinskom ispitivanju prepoznate kao diskrepantan rezultat,
ve¢ im je dodijeljen RhD pozitivan status. To ¢e se dogoditi ukoliko su monoklonski reagensi za
rutinsko ispitivanje odabrani tako da prepoznaju sve epitope tih D varijanti u populaciji. Pokazali
smo kako je promjena algoritma ispitivanja RhD antigena s obzirom na odabir monoklonskih
reagensa utjecala na prevenciju imunizacijskih dogadaja u dugogodiSnjem razdoblju. Pracenje
imunizacija populacije trudnica kroz dulji vremenski period pruza uvid u adekvatnost strategije

odredivanja RhD antigena i primjene imunoprofilakse kod trudnica s D varijantama.
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7. SAZETAK

Uvod: Nasljedne razlike u ekspresiji RhD antigena na eritrocitnoj membrani nazivamo D
varijantama. Neke D varijante mogu razviti RhD imunizaciju, koja je vode¢i uzrok hemoliticke
bolesti fetusa 1 novorodenceta (HBFN). Razli¢ite D varijante na razli¢it nalin reagiraju s
monoklonskim anti-D reagensima, $to moze dovesti do toga da D varijanta koja se moze imunizirati

bude proglasena RhD pozitivnom.

Ciljevi: Ispitati pojavu RhD imunizacije kod trudnica s D varijantom te klinicke posljedice kod
njihove RhD pozitivne djece, odnosno pojavu HBFN. Analizirati D varijante koje su otkrivene u
rutinskom radu s koristenim monoklonskim anti-D reagensima, §to podrazumijeva detaljnu serolosku

analizu, RHD genotip te prevalenciju D varijanti medu trudnicama Splitsko-dalmatinske Zupanije.

Glavni cilj istraZivanja je utvrditi je li moguce rutinskim seroloSkim testiranjem prepoznati nositelje

D varijanti koji su u riziku za RhD imunizaciju i tako sprijeciti pojavu HBFN kod tih trudnica.

Metode: Provedena su dva neovisna istrazivanja. Za Studiju 1 su retrospektivno prikupljeni podaci
o ukupnom broju trudnoca testiranih na RhD antigen, algoritmu ispitivanja RhD antigena, RhD

imunizacijama trudnica i njihovim klinickim ishodima u dvadesetogodi$njem razdoblju.

U Studiji 2 su u devetogodi$njem razdoblju prac¢eni uzorci prvorotki koji nisu dali jaku pozitivhu
reakciju aglutinacije (4+) nego su oznaceni kao gradus 3+ ili manje, te su smatrani nejasnima i
podvrgnuti su proSirenom seroloSkom ispitivanju RhD antigena u direktnoj 1 indirektnoj aglutinaciji,

a potom upuceni na genotipizaciju RHD antigena.

Rezultati: Studijom 1 su obuhvacene 102,982 trudnoce. RhD imunizaciju razvile su 184 trudnice.
Od toga, tri trudnice su bile nositeljice parcijalnih D varijanti (jedna DNB, dvije DVa), §to ¢ini 1,63%
svih RhD imunizacija (CI 0,34;4,69), a sve tri su inicijalno bile odredene kao RhD pozitivne. Ni u
jednom slucaju nije doslo do teske HBFN.

Studijom 2 je obuhvacena 20,851 prvorotka. Devedeset Sest trudnica (0,46%) je dalo slabe reakcije
aglutinacije u rutinskom seroloSkom ispitivanju. Od toga su RHD genotipizacijom 73 trudnice,
odnosno 0,35% (CI 0,27;0,44) odredene kao slabi D, i to slabi D tip 1, slabi D tip 3 i jedan slucaj
slabog D tipa 29. Cetrnaest trudnica, odnosno 0,06% (CI 0,03; 0,11) je odredeno kao parcijalni D
kategorije DVa. Za dvije trudnice nije bilo moguce odrediti genotip varijante. Ostalih sedam trudnica
je proglaseno RHD pozitivnima. Prevalencija D varijanti otkrivenih seroloskim metodama u nasoj

populaciji prvorotki je 0,42% (95% CI 0,34;0;52), a najces¢i parcijalni D antigen pripada kategoriji
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DVa. Sve nositeljice kategorije DVa su inicijalnim ispitivanjem bile ispravno prepoznate kao
vjerojatni parcijalni D antigen zahvaljujuci jako pozitivnim reakcijama aglutinacije s klonom D7BS,

a slabim reaktivnostima (2+ ili manje) s klonom RUM-1.

Zakljucéak: RhD imunizacija se dogodila kod tri nositeljice parcijalnih D varijanti DVa i DNB. Niu
jednom slucaju nije doslo do teSke HBFN. Najznacajnija varijanta parcijalnog D antigena u nasoj
populaciji je parcijalni D kategorije DVa. Monoklonski anti-D reagensi za ispitivanje trudnica i
primatelja transfuzije bi trebali biti odabrani tako da s DVa varijantom daju negativne ili slabe

reakcije kao Sto je stani¢na linija RUM-1, tako da tim osobama bude dodijeljen RhD negativan status.

Kljucne rijeci: D varijanta, trudno¢a, HBFN, anti-D, RhD imunizacija, monoklonski reagensi
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8. SUMMARY

Introduction: Hereditary differences in RhD antigen expression on red cell membrane are designated
as D variants. The carriers of some D variants are prone to RhD immunization. Anti-D is the leading
cause of hemolytic disease of fetus and newborn (HDFN). Different D variants give different
reactivities with monoclonal anti-D reagents. This can lead to immunization events, as they could be

mistakenly recognized as RhD positive.

Aims: To evaluate the occurrence of RhD immunization in pregnant carriers of D variants, as well
as the occurrence of HDFN in their RhD positive infants. To analyze D variants detected in routine
D typing using monoclonal anti-D reagents by performing extensive serologic analysis and RHD
genotyping. To determine the prevalence of D variants among pregnant women of Split-dalmatian

County.

The overall aim of the research is to determine if it is possible to successfully use routine serologic
methods for recognizing those D variant carriers that are in the risk of immunization, and by this to

prevent HDFN.

Methods: Two independent researches have been conducted. For Study 1, the data were
retrospectively collected on the number of pregnancies in which RhD antigen was determined, the
algorithm of RhD antigen typing, the RhD immunization events, HDFN occurrences and their

outcomes in pregnant women over a period of twenty years.

For Study 2, over a period of nine years we analyzed the samples of primiparous women which failed
to show strong reactions (4+) with anti-D reagents, but were graded 3+ or less instead. Their RhD
status was considered undetermined, and they underwent extensive serologic evaluation of RhD

antigen in direct and indirect agglutination, as well as RHD genotyping.

Results: Study 1 included 10.982 pregnancies. RhD immunization was detected in 184 pregnant
women, out of which three were partial D variant carriers (one DNB, two DVa variants), which
accounts for 1.63% of all RhD immunizations (CI 0.34;4.69). All three women were initially

designated RhD positive status. There were no cases of severe HDFN.

Study 2 included 20,851 primiparous women. Ninety-six of them (0.46%) gave weak agglutination
reactions in routine serologic typing. RHD genotyping showed 73 of them (0,35%; CI 0.27;0.44) to
be weak D types 1 or weak D type 3, with one case being weak D type 29. Fourteen women (0.06%;

CI10.03;0.11) were genotyped as partial D variant DVa. Genotyping was unable to specify a D variant
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for two women. The remaining seven women were resolved as RHD positive. The prevalence of D
variants detected by serologic methods among primiparous women in our population is 0.42% (95%
C10.34;0.52). The most prevalent partial D variant is category DVa. All DVa carriers were correctly
recognized as probable partial D variants on their initial RhD typing, due to the strong positive
agglutination reactions with cell line D7B8 and weak reactions (score 2+ or less) with cell line RUM-

1.

Conclusion. RhD immunization occurred in three pregnant carriers of partial D antigen. There were
no cases of severe HDFN in their children. The most significant partial D variant in our population
is category DVa. Monoclonal anti-D reagents for testing pregnant women and transfusion recipients
should be chosen in a way that will ensure that they give negative or weak positive reactions with
DVa variant, such as cell line RUM-1. This will ensure that these individuals are assigned RhD

negative status.

Key words: D variant, pregnancy, HDFN, anti-D, RhD immunization, monoclonal reagents
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