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1. UvOD

1.1. Povijest transfuzijskog lije¢enja

Ve¢ od antickog vremena se vjerovalo da je krv sinonim za Zivot, zdravlje 1 snagu.
Napretkom medicine u 17. stoljeéu Harvey W. je u uglednom ¢asopisu objavio rad u
kojem opisuje krvni optok i sréani rad. Sve do prvih godina 20. stoljeca transfuzijsko je
lije¢enje pokuSavano transfuzijama Zivotinjske i vlastite ili tude ljudske krvi®). Do
1900. godine zbog nepoznavanja krvnih grupa lije¢enje nije bilo djelotvorno, dapace
vise od polovine transfuzija je zavrSavalo smréu. Prekretnica je Landsteinerovo otkrice

sustava ABO krvnih grupa. @

Tijekom Prvog svjetskog rata vojnicima su transfudirane velike koli¢ine krvi. Naravno,
krv se brzo zgrusava, pa ju je prije bilo gotovo nemoguée dopremiti na bojno polje. No
pocetkom 20. stoljeca uspio je eksperiment s natrijskim citratom, jednom vrstom

antikoagulansa, kojeg je izveo dr. Richard Lewisohn.

Tablica 1. Vazni datumi u povijesti transfuzijske medicine®

Godina Autori i pronalazak

1628. Harvey W. Otkrice funkcije krvotoka i rada srca objavljeno u ,,De Motu
Cordis*

1667. Dennis J. Heterologne transfuzije krvi

1818. Blundell J. Autologne transfuzije krvi u lijeCenju postpartalnih krvarenja

1900. Landsteiner K. Otkrice ABO krvnih grupa

1908. Ottenberg R. Transfuzije krvi prema ABO krvnim grupama

1914, Hustin A, Agote L, Lewisohn R. Konzerviranje krvi s natrijevim citratom

1923. Prva transfuzija u Hrvatskoj primijenjena je u klinici za Zenske bolesti i
porode u Zagrebu

1940. Landsteiner K, Wiener AS. Rh krvne grupe

1945. Coombs RRA, Mourant AE, Race RR, Antiglobulinski test (Coombsov
test)

1952. Walter CW, Plasti¢ne vrecice i sistemi za jednokratnu upotrebu

1966. Freireich EJ, Judson G, Levine RH. Stani¢ni separator za odvajanje plazme
i krvnih stanica




1.2 Eritrocitne krvne grupe i ABO sustav

Krvne grupe su nasljedne karakteristike koje se nalaze na krvnim stanicama-
eritrocitima, leukocitima, trombocitima i proteinima u plazmi.® Sustav krvnih grupa
obuhvaca antigene i odgovarajuca protutijela. S obzirom da su eritrociti najznacajniji za
transfuzijsku medicinu u ovom radu ¢emo se fokusirati upravo na eritrocitnim

antigenima i protutijelima.

Eritrocitna membrana je polupropusni lipidni dvosloj, a antigeni su sastavni dijelovi
molekula te membrane ili submembranskih struktura. Na eritrocitnoj membrani se

nalazi vise od 650 razli¢itih antigena koji se klasificiraju u 23 sustava krvnih grupa.
Svi antigeni krvnih grupa nemaju jednako klini¢ko znacenje.
Nama najvazniji sustavi krvnih grupa su ABO i Rh.

ABO sustav je prvi otkriveni sustav krvnih grupa i najvazniji sustav u transfuzijskoj
medicini. Osim na membrani eritrocita ABO antigeni se nalaze i na stanicama drugih
tkiva te otopljeni u plazmi i u tjelesnim tekuéinama.® U oko 80 % slucajeva takoder se
nalaze i u slini. Fenotip ABO sustava je, za razliku od drugih, odreden prisutno$c¢u

antigena na membrani eritrocita i protutijela u serumu.

Geni se nasljeduju prema Mendelovom zakonu. Geni A i B su kodominantni dok je
gen O recesivan. U nasljedivanje i strukturu krvnih grupa ukljuc¢eni su geni ABO i Hh.
Gen H je zasluZzan za nastajanje ugljikohidratnog lanca (antigen H) na eritrocitnoj
membrani. Antigen H se dodavanjem $e¢era mijenja u antigene A,B ili AB. Seéer koji
karakterizira krvnu grupu A je N-acetilgalaktozamin dok je D-galaktoza specificna za
krvnu grupu B. Jedan od ovih Secera se nalaze na krajevima ugljikohidratnih lanaca
krvne grupe AB. 0 gen ne moze proizvoditi enzim koji katalizira vezanje Secera zbog
Cega se ne mijenja antigen H $to posljedi¢no dovodi do velike prisutnosti H antigena

kod krvne grupe 0.

Ucestalost fenotipa ABO sustava ovisi o etnickoj skupini. Ipak, najcesc¢e su krvne grupe
A'i 0. Najc¢esca krvna podgrupa, u 80% osoba, je Al ili A1B. Antigen Al je jac¢i od A2
antigena te lakse i brze izaziva imunizaciju. Takoder lakse reagira s protutijelima zbog

dugih i razgranatih ugljikohidratnih lanaca i velikog broja antigena na eritrocitima.



Antigeni ABO sustava krvnih grupa razvijaju se rano tijekom fetalnog zivota. Ali nakon
rodenja antigeni na eritrocitnoj membrani jo§ nisu potpuno razvijeni, posebice antigen
A. Takoder je i broj antigenskih mjesta manji nego na eritrocitima odrasle osobe. U

potpunosti se razvijaju kroz prve dvije godine Zivota.

Takozvana prirodna protutijela, koja se pojavljuju u serumu nekoliko mjeseci nakon
rodenja, su protutijela anti-A i anti-B. MjeSavina su IgG i IgM protutijela koja
aktiviraju komplement i uzrokuju hemoliticku transfuzijsku reakciju.® Stvaranje
prirodnih protutijela u djece zapocinje u dobi od 3 do 6 mjeseci. Do tada se u serumu
mogu dokazati samo majcina protutijela. Kod osobe krvne grupe 0 nalaze se pretezno
IgG protutijela koja imaju sposobnost prolaska kroz posteljicu i mogu uzrokovati

hemoliti¢ku bolest novorodencadi.

Tablica 2- ABO antigeni i protutijela®

ABO krvna grupa ABO antigeni ABO protutijela Ucestalost (%)
A A anti-B 41,8

B B anti-A 17,7

0 - anti-A i anti-B 34,0

AB AiB - 6,5

1.3 Rh sustav krvnih grupa

Rh sustav je najve¢i i najkompleksniji sustav krvnih grupa. U Rh sustavu je

.....

Ucestalost anti-K kao uzorka hemoliticke bolesti novorodenceta slijedi odmah iza anti-

D.G

Do sada je poznato vise od 50 antigena iz Rh sustava ali se u rutini najces¢e danas
koristi pet antigena — C, ¢, D, E, e. Antigeni su produkti gena s dva lokusa. Gen D se
nalazi na prvom lokusu dok na se na drugom lokusu nalazi jedan od cetiri alela (ce, Ce,
cE 1 CE). Antigeni koji odreduju Rh geni se nalaze na eritrocitnoj membrani i nasljeduju

se kodominantno kao kompleks dvaju haplotipova (jedan od oca i jedan od majke).




S toga mozemo zakljuditi da se na eritrocitima uvijek nalaze antigeni C i/ili ¢, odnosno

E i/ili e. D- antigen nema svojeg para kojeg smo nazvali d.

Rh(D) negativna osoba nema ni jedan Rh(D) gen. Osoba koja je od roditelja naslijedila
jedan ili dva Rh(D) gena je uvijek Rh(D) pozitivna. Ucestalost Rh negativnih osoba je
16%, a Rh pozitivnih 84%. Antigeni A, B i D su najvazniji u transfuziji.

Antigeni D su proteini u membrani eritrocita koji odreduju je li osoba Rh(D) pozitivna

ili negativna. Ostali antigeni iz Rh sustava nemaju utjecaj na odredivanje.

Slabi D ili D je posljedica nepotpunog izrazaja D antigena. Posljedica je manjeg broja
D antigena na eritrocitima ili nedostatka dijela molekule. Osobe koje imaju slabi D
mogu stvoriti anti-D protutijela.

Imunizacije Rh protutijelima najce$ce su tijekom transfuzija i trudnoce. Protutijela su
IgG klase i uzrokuju hemolitiCku transfuzijsku reakciju i hemoliticku bolest
novorodencadi. Vise od 80 % Rh negativnih osoba ¢e stvoriti protutijela ako prime Rh
pozitivnu krv. Protutijela u ovom sustavu imuna su protutijela koja nastaju kada je
osoba bila transfundirana eritrocitima na kojima su se nalazili antigeni koje ona nema ili

je zena u trudnoci imunizirana djetetovim eritrocitima koji su usli u njezin krvotok.

Imunizacija ostaje za cijeli zivot. NajcesSca pretraga koju koristimo je titar protutijela u
serumu, medutim moramo bit oprezni jer titar S viemenom moze postati toliko nizak da
ga ne mozemo otkriti rutinskim testovima. Sekundarni imunolo$ki odgovor nastaje tek
kada osoba ponovno dode u doticaj s antigenima u tijeku druge transfuzije ili trudnoce.
Tijekom deset dana nakon transfuzije koncentracija protutijela raste $to uzrokuje kasnu

poslijetransfuzijsku hemoliti¢ku reakciju (PTHR). @
Protutijela u Rh sustavu krvnih grupa:

e su gotovo uvijek imuna

e ne aktiviraju komplement

e najcesce su klase IgG

e nastaju u trudno¢i ili nakon transfuzije

e uzrokuju ekstravaskularnu hemolizu i hemoliticku bolest novorodencadi (HBN)
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Slika 1. Nacini nastanka Rh-D imunizacije (preuzeto s:
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/bs/thumb/c/c4/Rh-transfuzija.jpg/300px-Rh-
transfuzija.jpg)

1.4 Odredivanje Rh(D) antigena

Odredivanje Rh(D) antigena se vrSi pomocu tehnika na plo€ici 1 u epruveti s
monoklonskim testnim reagensima ili poliklonskim testnim serumima. Monoklonski
reagensi mogu sadrzavati protutijela klase IgM- najces¢e i IgG. Poliklonski testni
serumi pripremljeni su od seruma imuniziranih davatelja s visokim titrom anti-D

protutijela. Najée$ée su to protutijela IgG klase. @
INDIRETNI ANTIGLOBULINSKI TEST (IAT), INDIREKTNI COOMBSOV TEST

Ispituje se serum pacijenta s eritrocitima krvne grupe O jer se na njima nalaze najcesci
antigeni koji uzrokuju aloimunizaciju. Otkriva in vitro senzibilizaciju tj. prisutnost

iregularnih protutijela u serumu pacijenta.



DIREKTNI ANTIGLOBULINSKI TEST (DAT), DIREKTNI COOMBSOV TEST

Princip ovog testa je isti. Takoder otkriva protutijela ili komplement vezan za eritrocite.
Pozitivan je kada su eritrociti pacijenta senzibilirani in vivo, tj. otkriva prisutnost

protutijela. Izvodi se iz uzorka krvi sa EDTA antikoagulansom.
Koristi se u dijagnozi:

¢ poslijetransfuzijske reakcije (PTR)
e autoimune hemoliticke anemije (AIHA)

¢ hemoliticke bolesti novorodencadi (HBN)

1.5 Trudnoca

Trudnoca ili drugo stanje nastaje implantacijom oplodene jajne stanice u endometrij
maternice. Oplodnja nastaje spajanjem zrele jajne stanice i spermija u drugoj trecini
jajovoda. Razvoj embrija zapocCinje nakon oplodnje i implantacije. Odvija se u Cetiri
faze: brazdanje, formiranje zametnih listi¢a, osnivanje organa i njihova diferencijacija.

Trudnoca je stanje koje traje 9 mjeseci i koje mozemo podijeliti na tri tromjesecja.

Tijekom trudno¢e majka dozivljava niz promjena koje omogucavaju njenom tijelu
prilagodbu. Uobicajeni prvi znak trudnoée jest izostanak mjesecnice. Dijagnoza se
postavlja na osnovu anamnestickih podataka i objektivnog pregleda. U sigurne znakove
trudno¢e ubrajamo pozitivan ultrazvucni nalaz, sluSanje otkucaja srca i prisutnost

hormona trudnoce u urinu i krvi koji se pocinju pojavljivati 7-10 dana nakon oplodnje.

Porodaj je prekid trudnoce nakon 28 tjedna, a prekid trudnoce prije tog perioda

nazivamo pobacajem.



1.6 Hemoliti¢ka bolest novorodencadi

Na djetetovim krvnim stanicama nalaze se majcini i o€evi antigeni. Tijekom trudnoce
posteljica je barijera izmedu krvi majke i fetusa zbog koje ne dolazi do mijeSanja krvi.
Ipak, pojedine fetalne krvne stanice prolaze i ulaze u maj¢inu krv tijekom trudnoce i
poroda. Takoder majc¢ina IgG protutijela prolaze placentarnu barijeru i ulaze u djetetov

krvotok te ga tite tijekom trudnoce i nakon porodaja od infekcija. @

Hemoliticka bolest u novorodencadi nastaje zbog ubrzane razgradnje fetalnih eritrocita
majc¢inim protutijelima. Maj¢ina protutijela se vezu za djetetove eritrocite ubrzavajuci
time njihovu razgradnju u slezeni i jetri dok fetalni eritrociti kod majke poticu stvaranje
protutijela protiv ofevih antigena. HemolitiCku bolest mogu uzrokovati sva protutijela
klase IgG. Preduvjet je vezivanje majcinih protutijela na fetalne antigene. NajceSca

imunizacija je Rh(D) koja moze imati vrlo teSku klini¢ku sliku kod novorodencadi.

Hemoliticka bolest novorodencadi takoder moze biti uzrokovana i drugim protutijelima

npr. anti-A i anti-B.

Fetalni eritrociti mogu se dokazati u majéinom krvotoku vrlo rano u trudnoé¢i.® U
posljednjem tromjesecju trudnoce transplacentarno krvarenje je znatnije izrazeno kao i
tijekom samog porodaja. Hemoliticka bolest novorodencadi nece se razviti ako majka
nije bila prije imunizirana. Naj¢e$¢e imunizacija nastaje u tijeku porodaja zbog ulaska

djetetovih eritrocita u majcin krvotok.

Za hemoliticku bolest novorodencadi najvazniji nalaz je pozitivni direktni

antiglobulinski test koji ukazuje da majcina protutijela oblazu djetetove eritrocite.

Imunizacija se moze sprijeciti ispitivanjem zdravstvene povijesti majke i davanjem

Rh(D) profilakse tj. hiperimunog gamaglobulina unutar 72 sata od porodaja.



2. CILJ RADA

Cilj ovog rada je ukazati na vaznost to¢nog, preciznog i reproducibilnog odredivanja Rh
faktora i direktnog antiglobulinskog testa kod novorodencadi. Pretrage se izvode kako
bi se sprije¢ila hemoliticka bolest novorodencéadi koja nastaje kao uzro¢no posljedi¢na

veza izmedu Rh negativne majke i Rh pozitivnog djeteta.



3. 1ZVORI PODATAKA | METODE

3.1 Postupci i preporuke za odredivanje Rh(D) antigena i DAT

Svi postupci, preporuke, kontrole kvalitete, vodenje dokumentacije 1 zapisa moraju biti
detaljno opisani u vidu radnih uputa i/ili standardnih operativnih postupaka. One moraju

biti dostupne svim djelatnicima koje provode i nadziru izvodenje testa.

Svaka medicinska ustanova koja provodi ova testiranja mora se podvrgnuti

kontinuiranim programima unutarnje i vanjske kontrole kvalitete.

Ako rezultati kontrole nisu uredni pokrece se postupak provjere opreme i procesa koji
su ukljuceni u izvodenje testa. Svi postupci provjere, rezultati, zakljucci i korektivne

mjere moraju biti dokumentirane i pohranjene.
Pogreske moraju biti detaljno obrazloZene i1 opisane zadovoljavajuéi pritom ove uvijete:

1. jasno dokumentiran razlog zbog kojeg je doslo do pogreske
2. detaljno opisan postupak po kojem se pogreska uklonila

3. naznacene moguce posljedice promjena

T
. prosedy
asional

ar Opers

stand

Slika 2. Dokumenti i zapisi opisani u vidu standardnih operacijskih postupaka (preuzeto
s: http://file.mic.ac.id/sop-d5f0a-2084_1680.png)



3.2 Uzorci

Za odredivanje Rh(D) antigena i DAT se koriste epruvete s antikoagulantnom otopinom

etilendiamintetraoctenom kiselinom tj. EDTA.
U pisanim uputama treba biti opisan®:

e nacin ¢uvanja uzoraka prije pocetka testiranja
e obavezni vizualni pregled uzorka kojim se utvrduje prikladnost uzorka za
testiranje

¢ nesukladan uzorak i naCin postupka s istim

Uzorci za odredivanje moraju biti obiljeZeni ,,barkodom* i njegovim odgovaraju¢im
alfanumeri¢kim brojem. Takav nacin obiljezavanja je uveden s namjerom da se broj

pogresaka svede na minimum.
Pravilno obiljezavanje uzoraka je temelj dobre laboratorijske prakse.
Uzorci koje mozemo koristiti za odredivanje Rh faktora i DAT su:

1. krv iz pupkovine
2. krviz epruvete s EDTA

U nesukladne uzorke koje ne idu na daljnju analizu ubrajamo:

e uzorke s ugruscima
e hemoliti¢ne uzorke
e uzorke s nedovoljnom koli¢inom krvi

e uzorke s nezadovoljavaju¢im omjerom koli¢ine eritrocita i plazme

10



3.3 Reagensi

Svi reagensi koji se koriste u ovlaStenim medicinskim ustanovama moraju imati zapise

0 podacima koji potvrduju njihovu prikladnost pri testiranju uzoraka.

Oznaceni su lotom te prije upotrebe moraju se podvrgnuti propisanoj kontroli. Bilo
kakva druga njihova primjena bez pocetne provjere nije dozvoljena. Reagensi se moraju

skladistiti 1 koristiti u skladu s uputama proizvodaca.

Za reagense koji laboratorij proizvede sam moraju postojati pisani postupci Kkoji

ukljucuju®:

e kontrolu ulaznog materijala
e kontrolu opreme

e nacin proizvodnje

e procesne kontrole reagensa
e zavrSne kontrole reagensa

o validiranje

Zapisi moraju sadrzavati evidentirane postupke od pocetka proizvodnje do izdavanja

reagensa za koriStenje.

Slika 3: Reagensi za odredivanje Rh D faktora (slikano u bolnickoj transfuzijskoj
jedinici KBC-a Split, odsjek za imunohematologiju)

11



3.4 Oprema

Svaki uredaj mora biti provjeren odnosno validiran, sukladno pisanim normama, kako
bi se mogao koristiti u rutinskoj upotrebi. Svaki aparat mora imati validacijski plan u
kojem su detaljno opisani postupci koji se moraju provesti kako bi se utvrdili pouzdano

dobiveni rezultati.

U pisanim uputama moraju biti opisani nacini koriStenja, ¢iS¢enja i kalibriranja aparata

koji su u skladu s preporukama proizvodaca. Ukoliko tijekom koriStenja aparata se

......

Uredaji takoder moraju posjedovati dnevnik opreme u kojem obavezno moraju bit

zabiljezeni podaci®:

e naziv servisne ustanove i/ili ime i prezime servisera i njegov telefonski broj
e datum prekida u radu

e datum i vrsta kvara

e datum ciSéenja

e datum kalibracije i/ili popravka

Ako dode do pogresnih rezultata u odredivanju antigena, pomocu sa¢uvanih zapisa ¢e se

mo¢i utvrditi zbog Cega je 1 kada doslo do pogreske.

Slika 4: Centrifuga (slikano u bolnic¢koj transfuzijskoj jedinici KBC-a Split, odsjek za
imunohematologiju)
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3.5 DEFINICIJA I IZVORI PODATAKA

3.5.1 RH(D) ANTIGEN

Rh(D) antigen je transcelularni proteinski antigen koji prolazi kroz membranu i ima
najmanje 30 epitopa. Broj antigenskim mjesta na eritrocitu varira od 20 do 200 000.
Upravo zbog te varijabilnosti u odredivanju Rh(D) antigena Kkoriste se reagensi koji

sadrze razli¢ite klonove anti-Rh(D) protutijela (najmanje 2).

Rh(D) antigen je u potpunosti razvijen u vrijeme poroda. Kod 1-2 % osoba, uklju¢ujuci
novorodencadi, je slabije izrazen (kvantitativno 1 kvalitativno). Kod takvih osoba se
nakon inkubacije eritrocita s anti-Rh(D) reagensom na sobnoj temperaturi kroz 10

minuta ne dobiva pozitivni rezultat direktne aglutinacije.

Neki Rh(D) pozitivni eritrociti zahtijevaju produzenu inkubaciju s anti-Rh(D), a neki se
prikazuju pozitivni nakon dodavanja AHG-a (odredivanje Rh(D) antigena u IAT-u) pri
¢emu se obavezno koristi neki od anti-Rh(D) reagensa koji mogu detektirati VI

kategoriju parcijalnog Rh(D) antigena.

Anti-Rh(D) protutijela IgG razreda oblazu eritrocita pacijenta, a kod slabije izrazenog
Rh(D) antigena ne uzrokuju izravnu aglutinaciju. Anti-humani globulinski reagens
omogucuje vezanje 1 aglutinaciju oblozenih eritrocita. Ovom metodom se mogu otkriti 1
vrlo male koli¢ine Rh(D) antigena na eritrocitima S§to je izrazito vazno pri procjeni

davanja imunoprofilakse u trudnica koje su Rh(D) negativne.
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3.5.2. DIRETNI ANTIGLOBULINSKI TEST

Direktni antiglobulinski test (DAT) se izvodi kod novorodencadi i dojencadi do 4.
mjeseca zivota, zbog moguceg transplacentarnog prijelaza majcinih IgG protutijela i

moguceg razvoja hemoliticke bolesti novorodencadi 1 hemolize djetetovih eritrocita.

3.5.3 OSTALI ERITROCITNI ANTIGENI

Odredivanje drugih eritrocitnih antigena kod novorodencadi i dojencadi do 4. mjeseca
zivota nije potrebno jer je imunoloski sustav djeteta nezreo i ne moze stvarati iregularna
antieritrocitna protutijela. Iznimka su novorodencad i dojencad imuniziranih majki s
identificiranim antieritrocitnim protutijelima u trudno¢i ili nakon poroda. Njima je
potrebno odrediti komplementarne eritrocitne antigene. U dojencadi nakon 4. mjeseca
zivota potrebno je odrediti Rh fenotip i Kell antigen pridrzavajuéi se transfuzioloskog
pravila u slucaju eventualnog ranijeg transfuzijskog lijeenja eritrocitnim krvnim
pripravcima. Ukoliko je dojence unutar 3 mjeseca primilo eritrocitni krvni pripravak

kontraindicirano je odredivanje Rh fenotipa.
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3.6 METODE

3.6.1 Metode odredivanja Rh(D) antigena
Uzorci krvi: 1. uzorak krvi majke u epruveti s EDTA antikoagulansom,
2. krv pupkovine djeteta u epruveti s EDTA antikoagulanskom.
Uz uzorke obavezno moramo imati i zahtjevnice za imunohematolosko testiranje.
Odredivanje Rh-D antigena:

Kad odredujemo Rh-D antigen obavezno radimo isti test s istim reagensima, ali

razli¢itim klonovima: Novaklon i Monognost.

Reagensi su namijenjeni brzom odredivanju krvne grupe D metodom hemaglutinacije u
epruveti ili na plo¢ici. Monognost stavljamo u epruvetu, a Novaklon na predmetno

stakalce.
Metoda za brzo odredivanje u epruveti:

1.U epruvetu stavimo jednu kap 2-5%-tne suspenzije (10 ul koncentrata eritrocita + 240

ul fizioloske otopine).
2. U epruvetu se kapnu 1-2 kapi Monognost reagensa.

3. Epruveta koja sadrzi mjeSavinu reagensa 1 eritrocita se protrese i1 centrifugira 1

minutu na 1000 okretaja.

4. Epruveta se lagano protrese i rezultat ocita.

Metoda za brzo odredivanje na plocici:

1. Na predmetno stakalce stavimo jednu kap Novaklon reagensa

2. Dodaju se dvije kapi 40-60%-tne suspenzije eritrocita u vlastitom serumu ili plazmi

3. Uz daljnje mijeSanje, pomicanjem ploc€ice, rezultat se oCita unutar 2 minute
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Interpretacija rezultata:

1.

Aglutinacija eritrocita s reagensom pozitivan je rezultat i znac¢i da eritrociti
imaju D antigen.

Izostanak aglutinacije eritrocita s reagensom negativan je rezultat i znaci da
eritrociti nemaju D antigen, ukljucujuci veéinu slabih varijanti D antigena ali ne

i D v kategoriju.

Rh D antigen je kod nekih osoba (1-2%) slabije izrazen, te nakon inkubacije eritrocita s

anti-D reagensom ne pokazuje direktnu aglutinaciju. Neki Rh D pozitivni eritrociti

zahtijevaju produzenu inkubaciju s anti-D, a neki se prikazuju pozitivnima nakon

dodavanja AHG-a. Odredivanje slabog Rh D antigena rutinski se izvodi u ispitanika ¢iji

eritrociti mogu imunizirat druge osobe, poput davatelja krvi i novorodencadi, a koji su u

direktnoj aglutinaciji negativni.

Negative Positive Test
Control Sample

Slika 5: Prikaz negativnog i pozitivnog rezultata (preuzeto s:

http://2.imimg.com/data2/Y A/DD/MY -2478375/medox-bio-ra-test-teaching-kit-

250x250.jpg)
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3.6.2 Metode odredivanja direktnog Coombsovog testa

Pomocu direktnog antiglobulinskog testa detektiramo antigene na povrSini eritrocita in
vivo. Specifiéno IgG antitijela koja se vezu na povrSine membrana eritrocita, te

povezani sustav komplementa.®

1. Odredivanje direktnog antiglobulinskog testa klasi¢no u epruveti
Uzorak: krv iz epruvete s EDTA antikoagulansom

Pribor: epruvete, pipete, stalci, plasti¢ni nastavci za pipete

Reagensi: fizioloska otopina i polispecifiéni antihumani globulin AHG (prethodno

ugrijan na sobnoj temperaturi)
Oprema: centrifuga za epruvete, aglutinoskop
Izvodenje testa:

1. Pripremiti 3-5%-tnu suspenziju opranih eritrocita (4-6 puta) u fizioloskoj
otopini.

U obiljezenu epruvetu ukapati jednu kap suspenzije eritrocita.

Dodati 2 kapi AHG (sobne temperature).

Centrifugirati na 1000 okretaja po minuti.

Test odmah ocitati nakon centrifugiranja.

IS

Negativan rezultat provjeriti dodavanjem eritrocita obloZenih anti-IgG (Coombs

kontrola) 1 ponavljanjem postupaka centrifugiranja i o€itavanja.
Tumacenje rezultata:

Rezultat je negativan ako aglutinacija eritrocita nije vidljiva ni pod aglutinoskopom, a

Coombs kontrola je pozitivna.

Rezultat je pozitivan ako je prisutna aglutinacija razliCitog stupnja izraZenosti.

Oznacavamo ga kao:
+4 — eritrociti formiraju jedan veliki aglutinat
+3 — aglutinirani eritrociti formiraju 2-3 veca aglutinata

+2 — aglutinirani eritrociti formiraju viSe manjih aglutinata uz po koji ve¢i aglutinat
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+1 — aglutinirani eritrociti formiraju viSe njeznijih aglutinata bez slobodnih eritrocita

+/- - uz njezne aglutinate vidljive bez i/ili sa aglutinoskopom vidljivi i slobodni eritrociti

Negativan rezultat se ne smije tumaciti ako je Coombs kontrola negativna.

2. Odredivanje DAT u mikrometodi sa polispecificnim antihumanim globulinom

Uzorak: krv u epruveti s EDTA antikoagulansom

Pribor: epruvete, mikropipete, plasti¢ni nastavci za pipete i mikrokartice

Reagensi: fizioloSka otopina, AHG

Oprema: centrifuga

Izvodenje testa:

1.

IS

Pripremiti 3-5%-tnu suspenziju eritrocita u fizioloskoj otopini (240ul fizioloske
otopine + 10ul gustih eritrocita).

Eritrocite pupkovine potrebno je prije izvodenja testa oprati.

Mikrokarticu treba pregledati prije upotrebe.

Oznaciti odgovaraju¢e mjesto na mikrokartici.

Dodati 10pul suspenzije eritrocita.

Centrifugirati 5 min.

Rezultat je negativan ako su svi eritrociti na dnu stupca i ¢ine ravan rub prema gelu

ili mikrokuglicama.

Rezultat je pozitivan ako eritrociti nisu na dnu stupca.

Oznacavamo ga sa:

+4 — aglutinirani eritrociti se kao ravna crta na vrhu stupca

+3 — aglutinirani eritrociti su zadrZani u gornjoj polovici stupca

+2 — aglutinirani eritrociti su vidljivi duz cijelog stupca, a manji broj eritrocita moze

bit vidljiv i na dnu
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+1 — vecina aglutiniranih eritrocita se nalazi u donjoj polovici stupca

+/- - ili slabo pozitivan vecina eritrocita je na dnu stupca, ali ne formiraju ravan rub

Pozitivan DAT ukazuje na vezanje antitijela ili proteina sustava komplementa na

povrsini djetetovih eritrocita.

3.7 Hemoliticka bolest novorodencadi

lako je simptome hemoliti¢ke bolesti opisao jos Hipokrat, tek je 1940 g. otkricem Rh
faktora spoznata prava etiologija ove bolesti. Rh pozitivni fetus senzibilizira Rh
negativnu majku koja kao posljedicu toga pocinje stvarati protutijela. Protutijela prolaze
posteljicu i vezu se na fetalne eritrocite te ih unistavaju aglutinacijom i hemolizom

pritom uzrokujuci anemiju i hidrops fetusa.

U proteklih 25 godina poduzete su mjere kako bi se rijesili problemi vezani uz Rh
imunizaciju: otkrivanje senzibiliziranih majki Coombsovim testom, amniocenteza i
analiza plodne vode mjerenjem razine bilirubina i daljnji postupak prema Lileyevom
dijagramu, lijjeCenje u trudno¢i kortikosteroidima 1 invazivno intraperitonealnom

transfuzijom te profilaksa protiv najéeséeg D antigena. @

Spomenute se metode vecinom 1 danas koriste. Neki odredeni nedostatci su ubrzano

korigirani, a metode su se usavrsile.

Danas se Koriste:
e modificirana Lileyeva krivulja od 16. do 28. tjedna trudnoce
e analiza fetalne krvi dobivene kordocentezom

e intravaskularna transfuzija pod kontrolom ultrazvuka, omogucena

kordocentezom
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3.7.1. Rh(D) faktor

Kao $to smo ve¢ spomenuli D antigen je najces¢i i klinicki najznacajniji Rh antigen.
Ako ga ima dovoljno u kontaktu s primaocem zapocinje stvaranje Rh aglutinata Koji
dosezu svoj maksimalni titar dva do Cetiri mjeseca od primarne senzibilizacije. Ako

dode do ponovnog kontakta to razdoblje je skraéeno na 10 do 14 dana. @

Postoje kompletna Rh antitijela koja spadaju u skupinu imunoglobulina M i koja zbog

svoje mase vec¢im dijelom ne uzrokuju hemoliticku bolest.

Za nju su odgovorna inkompletna Rh protutijela. To su imunoglobulini G koji imaju
manju molekularnu masu, termostabilni su i prolaze posteljicu pri tom se vezujuéi za

Rh pozitivne eritrocite fetusa.

Njihovo vezanje dovodi do aglutinacije. Aglutinirani eritrociti se uniStavaju pomodéu

retikuloendotelnog sustava i komplemenata $to kona¢no dovodi do hemolize eritrocita.

Rh(D) imunizacije je mogucéa ve¢ od 6 tjedna trudnoce jer fetus vrlo rano razvija Rh

antigene. Moguc¢nost senzibilizacije se znacajno povecava tijekom trudnoce.

Iako fetalni eritrociti prelaze u majcinu cirkulaciju ve¢ u prvoj trudnoéi, njihova
koli¢ina je premala da bi potaknula reakciju. U prilog tome ide i Cinjenica da se
ponajprije stvaraju IgM protutijela, koja ne prolaze posteljicu, a tek poslije IgG

protutijela. ?

Najcesce najveca kolicina fetalne krvi prijede tek u treCem tromjese¢ju tako da trudnice
obi¢no nemaju problema u prvoj trudnoéi. Razlog tome je nemoguénost majke da

razvije protutijela na fetalne eritrocite.

Ako 1 dode do stvaranja protutijela, stvaraju se male koli¢ine koje uzrokuju blagi oblik

bolesti. Takvo stanje nema ozbiljne posljedice za dijete.

Nastanak teSke Rh(D) imunizacije u prvoj trudno¢i moze biti posljedica ranije

transfuzije Rh(D) pozitivne krvi zbog koje ve¢ postoje D antitijela u trudnice.
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3.7.2. Postupak kod Rh negativne nesenzibilizirane trudnice

Trudnici se na prvom pregledu odreduje krvna grupa i Rh faktor. U slucaju da je
trudnica Rh negativna po moguénosti se odreduje krvna grupa i Rh faktor i ocu. Razlog
tome lezi u Cinjenici da se Rh imunizacija neée dogoditi ako su oba roditelja Rh

negativna.

Ako je otac Rh pozitivan, oko 18-20. tjedna trudnoce te 28-30. i 34-36 tjedna trudnoce

se radi indirektni Coombsov test kako bi se utvrdilo odsustvo antitijela.

Zadnja provjera je odredivanje krvne grupe i Rh faktora iz krvi djetetove pupkovine.
Ako se antitijela jo$ nisu stvorila, a dijete je Rh pozitivno, majka dobiva preventivno

anti D. @

3.7.3 Postupak kod Rh negativne senzibilizirane trudnice

Rh imunizaciji dokazujemo pozitivnim testovima senzibilizacije bez obzira na titar tj.
koli¢inu protutijela. Ako je dijete Rh negativno stvorena protutijela mu nece nastetiti jer
nema antigena na koje bi se vezali. Zbog toga Rh negativno dijete nece razviti

hemoliti¢ku bolest novorodenceta.

Ako trudnica nosi Rh pozitivno dijete najvazniji postupak je utvrditi stanje djeteta,
odnosno intenzitet promjena i potrebu za terapijom. Ove trudnice su podvrgnute

posebnim nadzorom u trudno¢i. @
Metode otkrivanja stanja fetusa:

1. anamneza
2. titar antitijela

3. amniocenteza (razina bilirubina u plodnoj vodi, odredivanje D antigena)

4. kordocenteza (razina hemoglobina i hematokrita te ostalih laboratorijskih

pretraga dobivenih iz fetalne krvi)

o

ultrazvuéno prac¢enje morfologije fetusa i posteljice

6. kardiotokografija i biofizicki profil
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Slika 6: Prikaz nastanka hemoliti¢ke bolesti novorodenc¢adi (preuzeto s:

http://dremeilkamel.com.au/wp-content/uploads/2016/03/anti-d-injection.png)

3.7.4. Klini¢ka slika

Klini¢ka slika moze biti izuzetno razli¢ita. Od blagih oblika koji se zamjecuju tek
poslije poroda i kod kojih nema potrebe za ikakvom terapijom do intrauterine smrti
hidropsi¢nog djeteta ve¢ u 17. tjednu trudnoce. U dijagnostici bolesti prvo se pogorsanje
stanja djeteta u okviru hemoliticke bolesti novorodenceta vidi po povecanju kolicine

plodne vode. ")

Ako majka ne prima terapiju 45-50% djece razvit ¢e ili vrlo blagu anemiju ili ¢ak
normalnu krvnu sliku, 25-30% umjerenu anemiju i zuticu poslije poroda te umjerenu
hepatosplenomegaliju. Preostalih 20-25% djece razvit ¢e teSku anemiju i kod njih

polovice razvit ¢e se hidrops. @
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3.7.5 Terapija

Pokusaji u lijecenju hemoliticke bolesti novorodencadi su zapoceli ve¢ prije 50 godina.
Cilj svake terapije je sprijeciti teSku anemiju i hidrops fetusa kao i odrzati razvoj fetusa

do zrelosti za porod. ®
Metode koje pokusavaju sprijeciti hemolizu i smanjiti koli¢ina antitijela su:

e terapija imunosupresivnim kortikosteroidima

e plazmafereza

e davanje posebno pripremljenih Rh pozitivnih eritrocita
e intravenozna primjena imunoglobulina

e intrauterina transfuzija

Najvaznija metoda je intrauterina transfuzija u kojoj se djetetu izravno daju eritrociti

kako bi se nadoknadili.
Indikacije za intrauterinu transfuziju:

e fetalni hemoglobin nizi od 100-110g/I
e hematokrit ispod 0,30

e znakovi hidropsa

Ova metoda omogucuje radanje velikog broja djece blizu ili u samom terminu. Takav

ishod znatno smanjuje perinatalni morbiditet i mortalitet.

23



3.7.6. Prevencija

U danasnje vrijeme provodi se uspjesna prevencija u razvoju Rh imunizacije. Vrlo

vaznu ulogu u nastanku imunizacije ima profilaksa.

Kao $to smo ve¢ dosad spomenuli do imunizacije dolazi kada Rh negativha majka nosi
Rh pozitivno dijete. Do kontakta s djetetovim eritrocitima moze do¢i prilikom pobacaja,
krvarenja u trudno¢i zbog hematoma, abrupcije posteljice, zahvata u trudnoéi poput

aminocenteze, kordocenteze. ..

Kordocentoza u trudno¢i daje to¢ne podatke o tezini bolesti te omoguéuje izvodenje

intravaskularne transfuzije kod fetusa. ®

U trudnoé¢i koja je prosla bez ikakvih intervencija i komplikacija takoder dolazi do

prijelaza fetalnih eritrocita u majéin krvotok §to dovodi do senzibilizacije majke.®

U svim prijasnjim navedenim situacijama majci se daje anti D uz prethodno dobiveni
negativni Coombsov test koji dokazuje odsustvo antitijela. U slufaju pozitivnom

Coombsovog testa, majci se ne daje anti D jer je majka ve¢ senzibilizirana.

Uobicajeni razmak u kojem se daje anti D nakon poroda je 72 sata. Ako slucajno
trudnice ne dobiju prevenciju u ovom roku prakticira se davanje prevencije i do 14 dana

nakon poroda.

Standardna doza sadrzi od 250-300 ugi.m. ili 125- 250 pg i.v. JaCina preparata se

odreduje prema koli¢ini protutijela u mikrogramima na 1 ml.?)

Potrebno je naglasiti da ¢e nakon profilakse indirektni Coombsov test biti jedno vrijeme

pozitivan. Takav rezultat ne ukazuje na senzibilizaciju majke.
Zene kojima je odreden slabi D ne smiju primiti anti-D.®)

Prije uvodenja profilakse ucestalost imunizacije je iznosila 1%. U 1980. godini se

smanjila na 0,2%.
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4. RASPRAVA

Dana 5.11.2015 godine na Bolnickoj transfuzijskoj jedinici KBC-a Split, odsjek za

imunohematologiju, zaprimljena je trudnica koja je dosla na redovna testiranja.

Pacijentica je rodena 18.02.1993. godine i ovo joj je prva trudnoéa. Na odjel je dosla sa
zahtjevnicom za imunohematolosko testiranje. Uzet joj je uzorak krvi iz vene u
epruvetu s EDTA antikoagulansom te joj je odredena krvna grupa, Rh D faktor i

indirektni antiglobulinski test.

Rezultati testiranja su pokazali da se radi o trudnici krvne grupe B koja je Rh D
negativna i ¢iji je indirektni antiglobulinski test takoder negativan §to zna¢i da u plazmi
nisu pronadena antieritrocitna protutijela. Na temelju nalaza naruena je za sljede¢u

kontrolu u 28. tjednu trudnoce.

Na sljedecoj kontroli 11.04.2016. godine trudnici je napravljena pretraga za indirektni
antiglobulinski test. S obzirom da je rezultat bio negativan tj. u plazmi nisu pronadena

antieritrocitna protutijela sljedeca kontrola je zakazana u 34. tjednu trudnoce.
Trudnica je rodila 27.05.2016. godine.

Sljede¢i dan je uzeta krv iz djetetove pupkovine u epruvetu s EDTA antikoagulansom.
Nalazi su pokazali da je dijete Rh D pozitivno te je napravljen i direktni antiglobulinski

test koji je bio negativan.
Isti dan majci smo ponovno odredili indirektni globulinski test koji je bio negativan.

S obzirom da u maj¢inoj plazmi nisu pronadena antieritrocitna protutijela a
novorodence je Rh D pozitivno obavezna je postpartalna imunoprofilaksa majke

hiperimunim anti D gama globulinom.

Djelatnici koji su izvodili testove su odgovorni za to¢no i dosljedno izvodenje aktivnosti
dok su lije¢nici koji ovjeravaju nalaze odgovorni za interpretaciju rezultata tih testova.
Svi rezultati testova uz preporuku za imunoprofilaksu trebaju biti napisani u protokol na
dezurnom myjestu ili imunohematoloskom laboratoriju na Firulama, te ovjereni od

odgovornog lije¢nika.
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Interpretacija mogucih rezultata:
Ako je dijete Rh D pozitivno, a:

1. IAT majke je negativan — majka treba primiti profilaksu
2. IAT majke je pozitivan — identifikacijom nisu potvrdena antitijela specifi¢nosti
anti-D. Majka treba primiti imunoprofilaksu.

3. IAT majke je pozitivan — identifikacijom su potvrdena antitijela specificnosti

anti-D. Majka ne treba primiti imunoprofilaksu.

Ako je dijete je Rh D negativno — majka ne treba primiti imunoprofilaksu.
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5. ZAKLJUCAK

Odredivanje Rh faktora i direktnog antiglobulinskog testa je od iznimne vaznosti za
novorodencad. Testiranje se stoga mora izvoditi pravilno i s oprezom jer pogresno

tumacenje i dobiveni lazni rezultati mogu imati fatalne posljedice.

lako se danas ove pretrage u Republici Hrvatskoj izvode rutinski ne smijemo zaboraviti
njihovu vaznost. Stoga je naSa zadaca dobiti to€ne, precizne i reproducibilne rezultate
kako bi sa sigurno$¢u mogli izdavati vjerodostojne nalaze. U tom procesu kljuénu ulogu
ima kontinuirano provodenje unutarnje i vanjske kontrole. Drugi aspekt koji pridonosi
takvim rezultatima je napredak u razvoju analitickih metoda, uredaja, organizacije u
laboratoriju, informatickog sustava, a posljedi¢no time i uvodenje automatizacije koja je

skratila vrijeme za izvodenje pretraga i smanjila moguénost gresaka.

S obzirom na vrijeme u kojem Zivimo kao 1 Cinjenice da je testiranje obavezno,
bezopasno i na troSak Hrvatskog zavoda za zdravstveno osiguranje nedopustivi su

smrtni slu€ajevi kod novorodencadi.

Svaka trudnica bi trebala biti odgovorna i odlaziti redovito na kontrole kako bi osigurala
sebi 1 svom djetetu odgovaraju¢u zdravstvenu zaStitu 1 smanjila moguénost

komplikacija koje ukljucuju i najgori mogucéi ishod - smrt djeteta.
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7. SAZETAK

Uvod

Kroz povijest, napretkom medicine, se razvila iznimna svijest 0 vaznosti odredivanja
eritrocitnih antigena i njihovih protutijela. Dva najvaznija sustava krvnih grupa su ABO
i Rh. Rh sustav je najveéi i najkompleksniji sustav krvnih grupa. Danas iz tog sustava u
rutini najcesce odredujemo pet antigena- C, ¢, D, E, e. Antigen D je protein Kkoji se
nalazi u membrani eritrocita i ¢ije prisustvo odreduje je li osoba Rh-D pozitivna ili
negativna. Ako je majka Rh-D negativna, a dijete Rh-D pozitivno moze do¢i do razvoja
hemoliticke bolesti novorodencadi. Ona nastaje zbog ubrzane razgradnje fetalnih
eritrocita maj¢inim protutijelima i kod njenog odredivanja najvazniju ulogu ima

odredivanje Rh-D antigena i direktnog antiglobulinskog testa.
Cilj
Cilj rada je ukazati na vaznost tocnog, pravilnog i reproducibilnog odredivanja Rh

faktora 1 direktnog antiglobulinskog testa kod novorodencadi.
Izvori podataka i metode

Pravilno vodenje dokumentacije je temelj dobre laboratorijske prakse. Laboratoriji
kontinuirano provode unutarnje i vanjske kontrole kako bi odrZzali kvalitetu svog rada na
najboljoj mogucoj razini. Uzorci 1z kojih se izvode pretrage za odredivanje Rh-D
antigena i DAT  mogu biti: krv iz pupkovine i krv iz epruvete s EDTA
antikoagulansom. Metode koje koristimo se temelju na dokazivanju antigena na
membranama eritrocita. Kod odredivanja Rh-D antigena anti-D testni serum aglutinira
eritrocite ako se na njima nalaze antigeni. Pozitivna reakcija se ocitava prisustvom
aglutinata i za tog pacijenta kazemo da je Rh-D pozitivan. Kod direktnog Coombsovog
testa pozitivna reakcija ukazuje na vezanje antitijela ili proteina sustava komplemenata
na povrsini djetetovih eritrocita. Izvodenje ovih testova je od iznimne vaZnosti za
sprjecavanje nastanka hemoliticke bolesti novoroden¢adi koja moze nastati kao uzro¢no
posljedi¢na veza izmedu Rh-D negativne majke i Rh-D pozitivnog djeteta. U tom
slu¢aju prethodno imunizirana trudnica stvara protutijela na djetetove eritrocitne

antigene koje prolaze posteljicu i razaraju fetalne eritrocite. Oslobada se velika koli¢ina
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hemoglobina koja se ne moze izluciti pri tom izazivajuéi anemiju i hidrops fetusa.
Klini¢ka slika moze biti razli¢ita i od iznimne je vaZnosti prevencija tj. dobivanje

profilakse u roku od 72 sata nakon poroda.
Rasprava

U raspravi je prikazan slucaj trudnice koja je zaprimljena na odjelu za transfuzijsku

medicinu.
Zakljucak

Tocno, precizno i reproducibilno odredivanje Rh-D faktora i direktnog antiglobulinskog
testa je od iznimne vaznosti kod novorodencadi. Testiranja su obavezna, bezbolna i
besplatna stoga je zadaca svake trudnice odlaziti redovito na kontrole i testiranja kako bi

osigurala sebi i svom djetetu najbolju mogucu zdravstvenu skrb.
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8. SUMMARY

Introduction

Throughout history, with the advance of medicine, extraordinary amount of awareness
was developed about the importance of assessing erythrocyte antigens and their
antibodies. Two most important systems of blood groups are ABO and Rh. The Rh
system is the biggest and most complex system of blood groups. Today, from that
system, five antigens- C, ¢, D, E, e, are by routine most frequently determined. Antigen
D is a protein which is located within the membrane of the erythrocyte, and the presence
of which determines whether a person is Rh-D positive or negative. If the mother is Rh-
D negative, and the child Rh-D positive, hemolytic disease of the newborn may
develop. It occurs because of accelerated decomposition of fetal erythrocytes caused by
the mother's antibodies. For determination of hemolytic disease, the most important
tests are: the test for Rh-D antigen and the direct antiglobulin test.

Objective

The objective of this paper is to point out the importance of precise, correct and

reproducible determination of Rh factors and direct antiglobulin test for the newborn.
Data sources and methods

Correct record keeping is the foundation of good laboratory practice. Laboratories
continuously conduct internal and external controls to keep the quality of their work on
the best possible level. Samples from which the tests are derived for determining Rh-D
antigens and DAT can be: the blood from the umbilical cord and the blood from test
tubes with EDTA anticoagulant. Methods used are based on determining antigens on the
membranes of erythrocytes. With assessing Rh-D antigen, anti-D test serum
agglutinates erythrocytes if there are antigens on them. Positive reaction is established
with the presence of the agglutinate, which means that the patient is Rh-D positive.
With the direct Coombs test, positive reaction points to binding of antibodies or proteins
of the complement system on the surface of the child’s erythrocytes. Conducting of
these tests is of exceptional importance for the prevention of occurrence of hemolytic

disease of the newborn, which can develop as a causal-consequential link between the
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Rh-D negative mother and the Rh-D positive child. In that case, the previously
immunized expectant mother creates antibodies as a reaction to the child’s erythrocyte
antigens which pass through the placenta and destroy fetal erythrocytes. A great amount
of hemoglobin is released, which cannot be excreted, inducing anemia and hydrops of
the fetus. The clinical picture can differ and prevention is of great importance by means

of getting prophylaxis within 72 hours after birth.
Discussion

In the discussion, the case of an expectant mother who is received at the department of

transfusion medicine is presented.
Conclusion

Precise, correct and reproducible assessments of Rh factor and direct antiglobulin tests
are of extreme importance to newborns. Tests are mandatory, painless and free of
charge so the obligation of every expectant mother is to go regularly for controls and

tests, to assure herself and her child of the best possible healthcare.
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