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Ciljana zascita RhD-negativnih nosecnic zimunoglobulinom
anti-D v 28. tednu nosecnosti v severovzhodni Sloveniji

Targeted prophylaxis in RhD-negative pregnant women with anti-D immunoglobulin in
the 28th week of pregnancy in northeastern Slovenia
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lzvlecek

Ciljana zascita z imunoglobulinom anti-D je program, ki na podlagi presejalnega testa omogoca neinvazivno dolocitev
plodovega genotipa RHD iz periferne krvi RhD-negativne nosecnice. Pred uvedbo dolocanja predvidenega fenotipa RhD
so vse RhD-negativne nosecnice prejele zascito z imunoglobulinom anti-D v 28.-30. tednu nosecnosti. V Evropi 40 % RhD-
negativnih nosecnic nosi RhD-negativen plod in zascite ne potrebuje, saj med materjo in plodom ni RhD-neskladnosti
in zato ni nevarnosti senzibilizacije na antigen RhD. Z uvedbo tega testa pa nosecnice zascito z imunoglobulinom anti-D
prejmejo ciljano glede na predvideni plodov fenotip RhD. Z uvedbo nacionalnega programa je Slovenija postala ena redkih
drZav v svetovnem merilu, ki izvaja ciljano zascito zimunoglobulinom anti-D.

Abstract

Targeted protection is a program that allows noninvasive determination of the fetal RHD genotype from the peripheral
blood of an RhD-negative pregnant woman based on a screening test. Prior to the introduction of predicted RhD pheno-
typing, all RhD-negative pregnant women received protection with anti-D immunoglobulin at 28 to 30 weeks of pregnancy.
In Europe, 40% of RhD-negative pregnant women carry an RhD negative foetus and do not develop D antigen sensitization.
With the introduction of mentioned test pregnant women receive immunoglobulin anti-D targeted protection according
to the predicted foetal RhD phenotype. With the introduction of the national programme Slovenia has become one of the
few countries worldwide implementing targeted protection with anti-D immunoglobulin.
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1 Uvod

Antigen RhD je med do zdaj poznanimi eritrocitni-
mi antigeni najbolj imunogen. Senzibilizacija na antigen
RhD lahko nastane pri RhD-negativni Zenski zaradi iz-
postavljenosti RhD-pozitivnim eritrocitom med nosec-
nostjo, s transfuzijo krvi ali po presaditvi organov. Na-
stanek aloprotiteles anti-D lahko stimulira Ze 0,1-1 ml
RhD-pozitivnih plodovih eritrocitov v krvnem obtoku
matere.

Med nosec¢nostjo prihaja do spontanih fetomaternal-
nih krvavitev (FMK). Verjetnost za FMK se povecuje
proti koncu nosecnosti (3 % v prvem, 12 % v drugem,
45 % v tretjem trimesecju) in je najvecja ob porodu (1).
Pri 80 % posameznikov, ki na eritrocitih nimajo antige-
na RhD, transfuzija 200 ml RhD-pozitivnih eritrocitov
povzroci imunski odziv s tvorbo protiteles anti-D. Alop-
rotitelesa anti-D so klini¢no pomembna, saj lahko v nas-
lednji nose¢nosti povzrocijo hudo obliko hemoliti¢ne
bolezni ploda in novorojencka (HBPN) (2).

HBPN zaradi RhD-neskladja med materjo in plo-
dom je bolezen, ki nastane zaradi materinih aloprotiteles
anti-D (razreda IgG), ki prehajajo skozi posteljico. Alop-
rotitelesa se v plodovem krvnem obroku vezejo na anti-
gen RhD, ki ga je plod podedoval po ocetu, in povzrocijo
hemolizo eritrocitov v vranici ter zato anemijo. Zaradi
anemije pride do povecane eritropoeze v kostnem moz-
gu, jetrih in vranici; posledica je hepatosplenomegalija.
Zaradi hitrejSega propadanja eritrocitov v krvni obtok
vstopijo nezreli, nukleirani eritrociti (angl. erythro-
blastosis fetalis). Posledici povecane eritropoeze v jetrih
sta zmanj$ana tvorba albumina in portalna hipertenzija.
Generalizirani edem ploda, ki nastane kot posledica hi-
poproteinemije, zmanj$ane tvorbe albumina in srénega
popuscanja, imenujemo hidrops ploda. Nezdravljeni hi-
drops ploda povzroci smrt. Ob razpadu eritrocitov se v
krvni obtok sprosca bilirubin, ki ga materina jetra pre-
snavljajo. Po rojstvu pa se raven bilirubina vedno povi-
$a, saj plodova jetra $e niso dovolj zrela za presnovo. Ce
pa je bila raven bilirubina visoka Ze pred rojstvom, laze
preseze prag, ki lahko vodi v trajne mozganske okvare —
kernikterus (3).

Za preprecevanje senzibilizacije na antigen RhD iz-
vajamo primarne in sekundarne ukrepe. S primarnimi
ukrepi preprecujemo pojav aloprotiteles pred prvo no-
se¢nostjo, in sicer s transfuzijami RhD-negativnih krv-
nih komponent deklicam in Zenskam v rodni dobi, ki
so RhD-negativne. Na sekundarni ravni pa senzibiliza-
cijo preprec¢ujemo z vnosom imunoglobulina anti-D (Ig

anti-D) ob dogodkih, ki predstavljajo visoko tveganje za
senzibilizacijo (transfuzija, nose¢nost, porod, spontana
ali umetna prekinitev nose¢nosti ...) (4).

Pojav klini¢cno pomembnih protiteles anti-D po
transfuziji RhD-neskladnih eritrocitov oz. drugih krv-
nih komponent je danes v Sloveniji izjemno redek za-
radi zagotavljanja RhD-skladnih krvnih komponent. V
praksi se srecujemo z aloprotitelesi, ki so posledica no-
se¢nosti, kljub dostopni imunoprofilaksi. Najpogosteje
zaradi spontanih prekinitev nose¢nosti ob neprepoznani
nose¢nosti, zaradi izpuS¢enega odmerka Ig anti-D ob
imunizirajo¢ih dogodkih, nezadostne imunoprofilakse,
krvavitev v nose¢nosti in ne nazadnje tudi zaradi ¢loves-
ke napake. Za velik delez senzibilizacij ne najdemo vzro-
ka, ki bi ga lahko ¢asovno prepoznali (tithe FMK med
nosecnostjo).

Pred uvedbo imunoprofilakse z Ig anti-D sta velika
obolevnost in smrtnost zaradi HBPN predstavljali velik
javnozdravstveni problem povsod po svetu (5). Obrav-
nava RhD-negativnih nose¢nic v ginekoloskih ambu-
lantah je v zadnjih desetletjih dozZivela stevilne dejansko
revolucionarne spremembe.

V prvem delu prispevka bomo predstavili zgodovino
uvajanja imunoprofilkase z Ig anti-D v svetu in v Slo-
veniji, v drugem delu pa bomo predstavili obravnavo
nosecnic in rezultate raziskave o ciljani zas¢iti RhD-ne-
gativnih nosec¢nic z Ig anti-D v 28. tednu nose¢nosti v
severovzhodni Sloveniji.

Raziskava je potekala v Centru za transfuzijsko medi-
cino Univerzitetnega klini¢nega centra Maribor (CTM,
UKC Mb).

2 Zgodovina uvajanja imunoprofilakse z Ig
anti-D

Prvi opisani primer HBPN sega v leto 1609. Opisa-
la ga je francoska babica Louyse Bourgeois ob rojstvu
dvojckov; eden od njiju je umrl zaradi hidropsa, drugi
pa tretji dan po tem, ko se je razvila huda zlatenica in
kernikterus. Takrat Se niso poznali povezave hidropsa,
zlatenice in posledi¢nih mozganskih okvar zaradi po-
visanega bilirubina s HBPN. Do konca 19. stoletja so
v literaturi opisali $e 70 podobnih primerov. Povezavo
hidropsa ploda, anemije, kernikterusa in eritroblastov v
krvnem obtoku s HBPN je opisal Diamond s sodelav-
ci Sele leta 1932 (6). Patologinja Ruth Darrow je pred-
postavljala, da plodovi eritrociti, ki vsebujejo plodov
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hemoglobin, prehajajo v materin krvni obtok. Plodov
hemoglobin naj bi materin imunski sistem prepoznal
kot tujek, proti kateremu je nose¢nica zacela tvoriti pro-
titelesa. Ta protitelesa so prek posteljice prehajala nazaj
v plodov krvni obtok, kjer so unicila plodove eritrocite.
Na ta nacin so ugotovili pravilno patogenezo HBPN, na-
pacno pa so predpostavljali antigen, saj gre za antigen v
membrani eritrocita (danes je to antigen RhD) in ne za
hemoglobin v notranjosti eritrocita (7).

Z odkritjem krvnoskupinskega sistema Rhesus pa so
bili odkriti tudi temelji za razumevanje etiologije HBPN.
Sistem Rhesus sta odkrila Landsteiner in Wiener le-
ta 1940. Leto kasneje je Levine prepoznal antigen RhD
kot vzrok senzibilizacije med nose¢nostjo. Sredi 60. let
prejsnjega stoletja so v New Yorku, Liverpoolu in An-
gliji izvedli prve poskuse za preprecevanje imunizacij.
RhD-negativnim moskim prostovoljcem so vbrizgali
RhD-pozitivne eritrocite in na ta nacin pridobili protite-
lesa, ki so jih uporabili za preprecevanje senzibilizacij. V
Evropi in Severni Ameriki so bili pripravki Ig anti-D na
voljo od leta 1968 (8).

Z uvedbo vbrizganja pripravkov Ig anti-D po porodu
se je incidenca aloimunizacije zmanjsala s 16 % na pri-
blizno 2 %, po uvedbi profilakse z Ig anti-D med nosec-
nostjo pa na 0,1-0,3 % (9).

Postopoma so se oblikovala priporo¢ila za preprece-
vanje senzibilizacije na antigen RhD, ki se med posame-
znimi drzavami nekoliko razlikujejo glede indikacij in
priporocenega odmerka Ig anti-D (10,11). V Sloveniji so
se prva priporocila za preprecevanje senzibilizacije na
antigen RhD izoblikovala leta 1970, ko se je v Sloveniji
zacela rutinska preventivna zascita za vse RhD-negativ-
ne nosecnice, ki so imele prekinitev nosecnosti, znotraj-
materni¢ni poseg ali so rodile RhD-pozitivnega otroka.
Od leta 1994 pa je obvezno tudi predporodno vbrizganje
Ig anti-D v 28. tednu nosec¢nosti.

Tako so predporodno zas¢ito prejele vse RhD-nega-
tivne nosecnice, tudi tiste, ki so nosile RhD-negativen
plod. V Evropi je 40 % plodov RhD-negativnih. Ker med
materjo in plodom ni bilo RhD-neskladnosti, pri njih ni
bilo nevarnosti senzibilizacij, zato zas¢ita ni bila potreb-
na. Zascito so po priporocilih prejele vse RhD-negativ-
ne nosecnice, saj se plodova krvna skupina (KS) RhD
v nose¢nosti ni dolocala, ampak Sele ob rojstvu (12).
Dolo¢itev plodovega antigena RhD v ¢asu nosec¢nosti je
bila mozna z invazivnimi postopki (kordocenteza, amni-
ocenteza, biopsija horionskih resic) pridobivanja plodo-
ve DNA iz plodovih celic, ki so predstavljali tveganje
za nosec¢nico in plod. Najvedje tveganje teh invazivnih
postopkov je povecano tveganje za spontano prekinitev
nosec¢nosti ali prezgodnji porod. Ob invazivnem posegu

PREGLEDNI ZNANSTVENI CLANEK

med nosecnostjo se pri dostopu preko posteljice poveca
moznost senzibilizacije. Deformacije udov pa so posle-
dica pomanjkanja plodovnice ob pred¢asnem razpoku
plodovih ovojev kot posledica posegov v maternici.
Tveganje za zaplete je v takih primerih vecje od dobro-
biti za RhD-negativno nosecnico, zato se ti posegi niso
izvajali in so nosecnice prejele zascito z Ig anti-D (13).
Pomemben zgodovinski mejnik je predstavljalo odkritje
zunajceli¢ne plodove DNA (zcp-DNA) v plazmi nosec-
nice leta 1997 (14). Zcp-DNA v krvnem obtoku matere
je mozno zaznati Ze v 5. tednu nose¢nosti, njena koncen-
tracija pa narasc¢a z gestacijsko starostjo ploda. Spozna-
nje, da se prosta zcp-DNA nahaja v materinem krvnem
obtoku, pa je odprlo moznosti za doloc¢anje plodove KS
RhD med nose¢nostjo in s tem za razvijanje ciljane zas-
gite (13,14).

Genotipizacijo RHD in program ciljane zascite kot
rutinski test na nacionalni ravni izvajajo Danska, Nizo-
zemska, Finska, Belgija, Zdruzeno kraljestvo in od 1. 10.
2018 tudi Slovenija (15-20).

2.1 Uvedba ciljane zascite v Sloveniji

Pred 20 leti so se v Sloveniji zaceli vzpostavljati te-
melji za razvoj in uvedbo ciljane zasc¢ite na Zavodu RS
za transfuzijsko medicino (ZTM). Leta 2004 so bili ob-
javljeni rezultati raziskave, v kateri so dolo¢ili plodovo
KS RhD med nosec¢nostjo. V raziskavo je bilo vkljuce-
nih 96 RhD-negativnih nosecnic, ki so bile v 23. do 33.
tednu nosecnosti — 6 od 96 nosecnic je imelo prisotna
protitelesa specifi¢nosti anti-D. Iz venske krvi nose¢nic
so osamili plodovo DNA s prilagojenim na¢inom po
Finningu s sodelavci ter dolo¢ili plodov genotip RHD in
njegov spol (odsotnost ali prisotnost gena SRY). Na in-
strumentu ABI Prism 7900 Sequence Detection System
so z metodo verizne reakcije s polimerazo v realnem ca-
su (qPCR) detektirali gen RHD. Dolo¢ili so prisotnost
treh delov genskega zapisa RHD: intron 4, ekson 7 in
ekson 10. Dobljeni rezultati so pokazali, da je bila na-
poved predvidenega plodovega fenotipa RhD in spola
100-odstotno natan¢na tako v skupini nesenzibiliziranih
nosecnic kot tudi pri senzibiliziranih nose¢nicah (21).

Leta 2011 je bilo v raziskavo vklju¢enih Se 153
RhD-negativnih nose¢nic, ki so bile v 7. do 38. tednu
nosec¢nosti — 18 jih je imelo prisotna protitelesa anti-D.
Fetalni RHD so dolo¢ili s pomoc¢jo qPCR. Dolocali so
prisotnost: introna 4, eksona 5, 7, 10 in gena SRY. Re-
zultati genotipizacije RHD so se primerjali s KS RhD
otroka po rojstvu, ki je bila dolo¢ena iz popkovni¢ne
krvi. Ugotovili so 100-odstotno natan¢no predvide-
vanje plodovega fenotipa RhD (22). Plodovo DNA v
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materini plazmi je bilo mozno z dodatnim postopkom
pomnozevanja zaznati v prvem trimesecju nosecnosti,
in sicer Ze od 9. tedna nosecnosti dalje (23).

V naslednjih letih se je izvedba doloc¢anja plodovega
genotipa RHD izpopolnila in izboljsala. Avtomatski na-
¢in osamitve plodove DNA je bil boljsi, varnejsi in bolj
kakovosten kot ro¢na metoda. Za dolo¢evanje genskega
zapisa so se dodajali dodatni deli genskega zapisa, saj se
je s tem povecala pravilna napoved predvidenega plodo-
vega fenotipa RhD (24).

Neinvazivna dolocitev plodovega genotipa RHD iz
periferne krvi matere je presejalni test, ki se izvaja v 25.—
26. tednu nosecnosti za ciljano zascito z Ig anti-D v 28.
tednu nosecnosti. Potrdila sta ga Raz$irjeni strokovni
kolegij (RSK) za transfuzisjko medicino in RSK za gine-
kologijo in porodnistvo. Validiranje celotnega protokola
za napoved plodovega genotipa RHD je bilo opravljeno
na vecjem Stevilu vzorcev za to gestacijsko starost.

Oktobra 2016 je Zdravstveni svet Ministrstva za
zdravje RS potrdil predlog ZTM za uvedbo novega pro-
grama, poimenovanega »Neinvazivna dolocitev plodo-
vega genotipa RHD iz periferne krvi RhD-negativnih
nosecnic — presejalni test« (25).

11. maja 2018 je bil v Uradnem listu RS objavljen Pra-
vilnik o spremembah Pravilnika o transfuzijskih preiska-
vah in o postopkih ob transfuziji, ki opredeljuje novosti
pri imunohematoloskih preiskavah med nose¢nostjo in
po porodu. Ta spremenjeni pravilnik je tako vkljuceval
uvedbo presejalnega testa: neinvazivna dolocitev plo-
dovega genotipa RHD iz periferne krvi RhD-negativnih
nosecnic (26).

Izvajanje testa se je zacelo 1. 10. 2018 na ZTM. Sle-
dilo je enoletno prehodno obdobje uvajanja novega
programa. V tem obdobju smo za potrebe doloc¢anja na-
tan¢nosti dolo¢itve plodove krvne skupine RhD iz ma-
terine periferne krvi pri vseh novorojencih dolocali KS
ABO, RhD, K in DCT, pri ¢emer je bila potrjena 100-od-
stotna zanesljivost metode genotipizacije plodovega
RHD iz periferne krvi RhD-negativnih nose¢nic. Prav
tako je bilo ugotovljeno, da kar 40,8 % RhD-negativnih
nosec¢nic nosi RhD-negativen plod, kar pomeni, da niso
potrebovale zascite z Ig anti-D (27). Po enoletnem pre-
hodnem obdobju se KS ABO, RhD, K in DCT doloc¢ajo
samo tistim novorojencem, pri katerih je bil z genotipi-
zacijo RHD predvideni plodov fenotip RhD-pozitiven,
pri otro¢nicah pa rutinsko dolo¢imo ICT in koli¢ino
FMK (28).

Genotipizacija RHD ploda nam omogoca dolocitev
predvidenega plodovega fenotipa RhD iz periferne krvi
nosec¢nice v 25.-26. tednu nose¢nosti, na podlagi kate-
rega se odlo¢amo o preventivnem vbrizganju Ig anti-D

v 28. tednu nosecnosti in o potrebi po posiljanju vzor-
cev novorojencev in otro¢nic ter o poporodni zas¢iti z
Ig anti-D.

3 Obravnava nosecnic v Sloveniji
3.1 Obravnava nosecnic

Med osnovne imunohematoloske preiskave, ki jih
pri vseh nosec¢nicah opravimo do 12. tedna nosecnosti,
spadajo: dolocitev KS ABO, RhD, Kell (K) in indirektni
Coombsov test (ICT) za ugotavljanje nepri¢akovanih
aloprotiteles v plazmi nosecnice (29). Aloimunizacijo
RhD-negativnih nose¢nic preprecujemo s transfuzijo
RhD-skladnih krvnih komponent in z imunoprofila-
kso z Ig anti-D v nose¢nosti in po porodu. Zato je pri
nose¢nicah pomembna natan¢na dolo¢itev KS RhD, na
podlagi katere se odlo¢amo o potrebi po perinatalnem
vbrizganju Ig anti-D.

Kadar pri seroloskem testiranju KS RhD v epruve-
ti in na gelu dobimo moc¢no pozitiven rezultat (4+ od
4+), nosecnici opredelimo KS RhD-pozitivno oz. pri
negativnem rezultatu KS RhD-negativno. O variantah
antigena RhD (RhD-var) govorimo takrat, ko dobimo
pri seroloskem testiranju z reagentom anti-D §ibko po-
zitivne rezultate (manj od 4+), na podlagi tega testiranja
pa ne moremo natancno opredeliti RhD-var. RhD-var
natan¢no opredelimo z dodatnim testiranjem z moleku-
larno biolosko metodo, ki se izvaja na ZTM. Med RhD-
-var spadajo $ibki RhD, parcialni RhD in D (30).

Tako lahko nosecnice, ki jim dolo¢imo $ibki RhD ti-
pov 1, 2 in 3 (predstavljajo vecino $ibkih RhD), obravna-
vamo enako kot RhD-pozitivne nosecnice. Zascite z Ig
anti-D v nosec¢nosti in po porodu ne potrebujejo. Nosec-
nice, ki jim dolo¢imo katero koli drugo obliko D-var, pa
lahko ob stiku z antigenom RhD tvorijo protitelesa anti-
-D, zato potrebujejo, tako kot RhD-negativne nose¢nice,
za$cito z Ig anti-D. Pri njih dolocitev plodovega genotipa
RHD iz periferne krvi ni mogoca (kajti iz periferne krvi
matere bi osamili dele materinega gena RHD), zato te
nosecnice obravnavamo po priporo¢ilih za RhD-nega-
tivne nosecnice, ki so veljala pred uvedbo ciljane zascite
(opisano v podpoglavju 3.1.2) (31,32).

3.1.1 Obravnava RhD-negativnih nosecnic s
protitelesi anti-D

Pri nose¢nicah, ki so senzibilizirane na antigen
RhD, opravimo serolosko dolocitev antigena RhD pri
biologkem ocetu. Ce je oce s seroloskimi testi RhD-ne-
gativen, je tudi plod RhD-negativen. V primeru, da je
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oce s seroloskimi testi RhD-pozitiven in je homozigot
(D/D), je KS RhD ploda 100-odstotno pozitivna. V pri-
meru, da je oce heterozigot (D/d), pa je verjetnost, da
je plod RhD-pozitiven, 50-odstotna. Zigotnosti antigena
RhD pri ocetu ne moremo dolo¢iti s seroloskimi testi,
saj antigen RhD nima antiteti¢nega antigena, kot ga ima
na primer antigen K (K/k). Zigotnost antigena RhD se
doloc¢a na ZTM. Priporoca se, da se pri senzibiliziranih
nose¢nicah vedno naredi genotipizacijo RHD ploda iz
periferne krvi nosecnice od 16. tedna dalje. Na podlagi
rezultata lahko predvidevamo moznost razvoja HBPN
in na¢rtujemo vodenje nose¢nosti (33,34).

3.1.2 Obravnava RhD-negativnih nosecnic brez
protiteles anti-D

Pred uvedbo programa ciljane zasc¢ite smo RhD-ne-
gativne nosecnice obravnavali po ustaljenih smernicah.
RhD-negativnim nose¢nicam smo v 28. tednu nose¢nos-
ti naredili ICT. Ce protitelesa anti-D niso bila prisotna ali
so bila posledica predhodnega preventivnega vbrizganja
Ig anti-D, smo priporocali zas¢ito z Ig anti-D. V Sloveniji
imamo na voljo dve zdravili: Rhesonativ in Rhophylac.
Po porodu smo novorojencem dolo¢ili KS ABO, RhD, K
in DCT. Otro¢nice so poporodno zascito prejele, ¢e so
rodile RhD-pozitivnega otroka. Po porodu smo otro¢ni-
cam dolo¢ili ICT in ocenili koli¢ino FMK (na ZTM) ter
priporocali $e dodatni odmerek (glede na obseg FMK).

Z uvedbo ciljane zascite z Ig anti-D pa se pri nosec-
nicah od 25. tedna nosec¢nosti o vbrizganju Ig anti-D
odlo¢amo na podlagi predvidenega fenotipa RhD ploda
(opisano v podpoglavju 4.2).

RhD-negativne nosecnice, pri katerih je na mestu
preventivno vbrizganje Ig anti-D do 25. tedna nosec-
nosti (npr. spontana ali umetna prekinitev nose¢nosti,
Vaginalna krvavitev, zunajmaterni¢na nosec¢nost, amni-
ocenteza, poskodba trebuha ...), obravnavamo po ze us-
taljenih smernicah, ki smo jih upostevali pred uvedbo
novega presejalnega testa. Genotipizacije RHD ploda ne
izvajamo rutinsko (28,29,35).

3.2 Dolocitev plodovega genotipa RHD iz
periferne krvi nosecnice

Plodov genotip RHD dolo¢amo z verizno reakcijo s
polimerazo v realnem ¢asu (QPCR) na ZTM iz vzorca
zunajceli¢cne DNA (zc-DNA), izolirane iz plazme RhD-
-negativne nose¢nice v 25.-26. tednu nosecnosti. To je
presejalni test za ciljano zascito z Ig anti-D. Iz venske
krvi nose¢nice moramo najprej osamiti zcp-DNA, kar
opravimo na avtomatiziran nacin z aparatom BioRobot
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EZ1. Za ¢im vi$jo pravilno napovedno vrednost pred-
videnega genotipa RHD ploda se doloc¢a prisotnost ve¢
delov gena RHD (eksoni 5, 7, 10). Za izkljucitev lazno
negativnih rezultatov preiskave je klju¢na potrditev pri-
sotnosti zcp-DNA v vzorcu. Dolo¢amo prisotnost genov
SRY in albumin (ALB). Gen SRY se nahaja na kromoso-
mu Y. Njegova prisotnost napove moski spol, odsotnost
pa Zenski spol. Reakcija qPCR se izvaja z aparatom Ge-
neAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) s stan-
dardnim programom (24).

4 Obravnava nosecnic v Centru za
transfuzijsko medicino Univerzitetnega
klinicnega centra Maribor in raziskava o
ciljani zasciti RhD-negativnih nosecnic
z Ig anti-D v 28. tednu nosecnosti v
severovzhodni Sloveniji

4.1. Obravnava nosecnic v Centru za transfuzijsko
medicino Univerzitetnega klinicnega centra
Maribor

V CTM, UKC Mb naredimo pri vseh nose¢nicah
do 12. tedna nose¢nosti osnovne imunohematoloske
preiskave: dolocitev KS ABO, RhD, K in ICT. KS RhD
serolosko dolo¢imo v epruveti (reagent anti-D IgM, Di-
agast) in na gelu ( DiaClon ABO/D+Reverse Grouping,
Bio-Rad, s katero ne zaznamo RhD kategorije VI). Kadar
pri seroloskem testiranju pri dolo¢itvi KS RhD dobimo
$ibko pozitiven rezultat (< 4+), od leta 2015 dodatno
opravimo raz$irjeno serolosko testiranje na parcialni
RhD s komercialnim setom ID-Partial RhD typing Set
(Bio-Rad, Nemcija) ter tudi genotipizacijo gena RHD na
ZTM (36). Sicer obravnavamo nosec¢nice v skladu z opi-
sanimi smernicami (poglavji 3.1 in 4.2).

4.2 Ciljana zascita z Ig anti-D ter navodila
za posiljanje vzorcev in narocilnic v Centru
za transfuzijsko medicino Univerzitetnega
klinicnega centra Maribor

Za izvajanje programa ciljane zasc¢ite RhD-negativnih
nosecnic z Ig anti-D za testiranje potrebujemo dva vzorca
periferne venske krvi nosecnice: 2-krat po 6 ml z antiko-
agulantom EDTA. Vzorca periferne krvi je treba odvzeti
v 25.-26. tednu nosec¢nosti in ju poslati skupaj z narocil-
nicama v CTM, UKC Mb.

Prvi vzorec uporabimo za eritrocitne seroloske preiska-
ve, ki jih opravimo v CTM, UKC Mb, drugi vzorec pa za
dolocitev plodovega genotipa RHD, ki se izvaja le na ZTM.
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Tabela 1: Porazdelitev narocilnic glede na dolocitev predvidenega fenotipa RhD in brez dolocitve.

Stevilo narodilnic za ciljano zas¢ito

zlg anti-D

2018 47
(1.10.-31.12.)

2019 531
2020 446
2021 412

(1. 10. - 30.09.)

Skupaj 1.436 (90,2 %)

Za eritrocitne imunohematoloske preiskave je po-
trebna narocilnica za doloc¢itev antigena RhD, ICT in
preventivno vbrizganje Ig anti-D. Iz vzorca krvi doloci-
mo oz. potrdimo KS RhD pri nose¢nici. V primeru, da
je predviden fenotip RhD ploda pozitiven, naredimo $e
ICT (iz vzorca krvi, starega 3 dni, izjemoma do 5 dni) in
izdamo izvid s priporoc¢ilom o preventivnem odmerku
Ig anti-D v 28. tednu nosec¢nosti. Nose¢nicam, ki nosijo
RhD-negativen plod, ICT ne naredimo in izdamo izvid,
da zasc¢ite z Ig anti-D ne potrebujejo.

Na drugi narocilnici za imunohematoloske preiskave
mora biti oznaceno polje za preiskavo: Dolocitev plodo-
vega genotipa RHD iz venske krvi nose¢nice - ciljana
za$cita z Ig anti-D. Narocilnico skupaj z vzorcem poslje-
mo na ZTM. Vzorci, prispeli na ZTM do 7. ure zjutraj,
se $e isti dan testirajo. Narocilnici morata biti pravilno
izpolnjeni in morata obvezno vsebovati mati¢ne podatke
o nosecnici, kontaktne podatke naro¢nika, preiskavo in
trajanje nose¢nosti v tednih ter podatek o datumu zad-
njega prejema Ig anti-D. Genotipizacija RHD se lahko
opravi v vzorcu krvi, starem 5 dni ali manj (37). Na ta
¢asovni interval moramo biti $e posebej pozorni pri po-
$iljanju vzorcev iz perifernih ginekoloskih ambulant, ko
vzorce krvi pripeljejo prek Enote za transfuzijsko dejav-
nost (ETD) Murska Sobota ali Ptuj v CTM, UKC Mb. V
praksi to pomeni, da prevoz traja ze 2 dni, preden vzorec
pride v CTM, UKC Mb, od koder ga posljemo na ZTM.

4.3 Raziskava o ciljani zasciti RhD-negativnih
nosecnic z Ig anti-D v 28. tednu nosecnosti v
severovzhodni Sloveniji

V raziskavo smo vkljucili vse RhD-negativne nosec-
nice, ki smo jih od 1. 10. 2018 do 30. 9. 2021 obravnavali
v CTM, UKC Mb in priporocali zascito z Ig anti-D v 28.
tednu nosec¢nosti. V Laboratoriju za imunohematologijo
smo iz transfuzijskega informacijskega sistema DATEC

Stevilo narocilnic za apliciranje Ig anti-D
dolocitve predvidenega plodovega fenotipa RhD

54 101
85 566
52 498
15 427

156 (9,8 %) 1.592 (100 %)

pripravili ustrezne izpise, retrospektivno pa pregleda-
li medicinsko dokumentacijo ter poiskali podatek, na
podlagi katerega smo priporocili zascito (ciljano, gle-
de na predvideni fenotip RhD ali brez njega). Podatke
smo vnesli v program Excel in jih analizirali. Raziskavo
je odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko
etiko (Stevilka: 0120-555/2021/3, datum odobritve 22.
12.2021).

V CTM, UKC Mb smo v 3-letnem obdobju, tj. od 1.
10. 2018 do 30. 9. 2021, obravnavali 1.592 RhD-negativ-
nih nosec¢nic, ki so zascito z Ig anti-D prejele v 28.-30.
tednu nosecnosti. V tem obdobju smo zascito z Ig an-
ti-D priporocali glede na predvideni fenotip RhD plo-
da pri 1.436 (90,2 %) nosecnicah, pri 156 (9,8 %) pa po
priporo¢ilih, ki so veljala pred uvedbo programa ciljane
zaCite, saj nismo prejeli dodatnega vzorca in naroc¢ilni-
ce za dolocitev plodovega genotipa RHD. V Tabeli 1 je
prikazana porazdelitev narocilnic za zas¢ito z Ig anti-D
v 28. tednu nosec¢nosti glede na predvideni fenotip RhD
ploda ali brez dolocitve.

Glede na genotipizacijo RHD je bilo 830 (57,8 %)
plodov RhD-pozitivnih, zato smo svetovali zascito z
Ig anti-D v 28. tednu nose¢nosti, 592 (41,2 %) plodov
pa je bilo RhD-negativnih, zato nosecnice zas¢ite niso
potrebovale. V 14 primerih (1 %) je bil predviden feno-
tip RhD ploda nejasen, zato smo zas¢ito z Ig anti-D po
priporo¢ilih vseeno svetovali. V navedenih primerih je
11 otro¢nic rodilo RhD-pozitivnega otroka in 3 otroc-
nice RhD-negativnega otroka. V Tabeli 2 so prikazani
rezultati genotipizacije RHD za doloc¢itev predvidenega
fenotipa RhD ploda iz periferne krvi matere.

V Tabeli 3 je prikazana KS RhD novorojenca, ki je
bila serolosko doloc¢ena ob rojstvu iz popkovni¢ne krvi
(nosecnice so v 28. tednu nosec¢nosti zascito prejele po
ustaljenih priporocilih). Po Ze ustaljenih priporo¢ilih
pa smo obravnavali $e 156 (9,8 %) nose¢nic. Ker nismo
dobili dodatne narocilnice in vzorca za molekularno
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Tabela 2: Predvideni plodov fenotip RhD.

22 25 0 47

2018
(1.10.-31.12.)

2019 304 224 3 531
2020 253 186 7 446
2021 251 157 4 412

(1. 10. - 30.09.)

skupaj 830 (57,8 %) 592 (41,2 %) 14 (1%) 1.436 (100 %)

Tabela 3: Vbrizganje Ig anti-D v 28. tednu nosecnosti po ustaljenih smernicah brez genotipizacije plodovega RHD in KS RhD

novorojenca, ki se dolocita ob rojstvu.

KS RhD, dolocena ob rojstvu otroka

2018

(1.10.-31.12.) 3
2019 20
2020 33
2021 7

(1. 10.-30.09.)

Skupaj 93 (59,6 %)

preiskavo od lececih ginekologov, smo izdali priporoc¢ilo
za za$cito z Ig anti-D v 28. tednu nose¢nosti. Od 156 no-
sec¢nic jih je 63 (40,4 %) rodilo RhD- negativnega otroka,
kar pomeni, da zascite v nosecnosti niso potrebovale. Od
156 nosecnic jih je 6 zascito prejelo po 30. tednu (med
32.1in 36. tednom nose¢nosti). V 5 primerih je $lo za t. i.
nevodeno nose¢nost in v 1 primeru je nosec¢nica prisla iz
tujine, kjer pa ni dobila ustrezne zas¢ite. Pri 93 (59,6 %)
novorojencih smo dolo¢ili, da je KS RhD-pozitivna, zato
je bila v teh primerih zas¢ita upravicena.

Narocilo za vbrizganje Ig anti-D v 28. tednu nosec-
nosti (brez narocila za genotipizacijo RHD) pa so pogos-
to poslali, ¢e so RhD-negativno nose¢nico v ginekoloski
ambulanti obravnavali po 26. tednu nose¢nosti.

Zaradi epidemije covida-19 se je leta 2020 povecalo
$tevilo narodilnic za vbrizganje Ig anti-D brez narocila
za dolocitev predvidenega fenotipa RhD, ¢eprav se je na
ZTM preiskava izvajala ves ¢as. Naro¢nike smo o tem
sproti obvescali, nasa obvestila pa so le delno upostevali.

1z rezultatov naSe raziskave v CTM, UKC Mb smo
ugotovili, da je 658 (41 %) RhD-negativnih nose¢nic ro-
dilo RhD-negativnega otroka. Podobni rezultati so bili
ugotovljeni tako na ZTM v enoletnem obdobju uvajanja

21 54
15 35
19 52
8 15

63 (40,4 %) 156 (100 %)

preiskave kot tudi v drugih evropskih drzavah (npr. Bel-
gija 39 %, Danska 37,3 %, Zdruzeno kraljestvo 36 %)
(9,27,38).

Ker se je metoda genotipizacije RHD izkazala za
100-odstotno zanesljivo, smo po enem letu prehodnega
obdobja zaceli dolocati KS ABO, RhD, K in DCT samo
tistim novorojencem, pri katerih je bil predvideni fenotip
RhD pozitiven - pri otro¢nici pa dolo¢imo ICT in FMK.
Drzave, ki izvajajo program ciljane zas¢ite, imajo razli¢-
ne pristope glede poporodnega vbrizganja Ig anti-D. V
Sloveniji se o poporodni zas¢iti odlo¢amo na podlagi ge-
notipizacije RHD ploda s kontrolo pozitivnih rezultatov
(predviden fenotip RhD-pozitiven). V Franciji pa se o
poporodni zas¢iti odlo¢ajo na podlagi predvidenega fe-
notipa RhD ploda s kontrolo negativnih rezultatov (28).

V skupini nosecnic, ki so zascito z Ig anti-D prejele
v 28. tednu nosecnosti (predviden fenotip RhD ploda ni
bil doloc¢en), nismo opazali ve¢ zapletov v primerjavi s
skupino, ki je prejela zascito z Ig anti-D glede na pred-
videni fenotip RhD ploda. Namen presejalnega testa je
ciljana za$¢ita z Ig anti-D pri tistih RhD-negativnih no-
se¢nicah, ki nosijo RhD-pozitiven plod, in zas¢ito res-
ni¢no potrebujejo.
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5 Dobrobiti programa Ciljana zascita:
racionalna raba Ig anti-D

Ig anti-D je zdravilo iz krvi humanega izvora. V le-
tih 1960-1970 so bile darovalke plazme Zenske, ki so se
senzibilizirale med nosec¢nostjo. Z uvedbo poporodne in
predporodne imunoprofilakse pa je bil ta vir izkoreni-
njen. Kasneje so bili imunizirani darovalci moski prosto-
voljci, kar je eti¢no sporno.

Ceprav je zdravilo varno (presejalno testiranje po-
sameznih enot plazme na specificne kazalce okuzb),
pa obstaja nevarnost prenosa Se neznanih patogenov. Z
morebitnim razvojem monoklonskega ali rekombinan-
tnega anti-D lahko zmanj$amo tveganja, ki so povezana
s ¢loveskimi krvnimi pripravki (39). Zdravilo je drago
in marsikje v svetu ni dostopno vsem RhD-negativ-
nim zenskam. Zato je racionalna raba zdravila nadvse
pomembna. Racionalna raba zdravila se je povecala z
uvedbo neinvazivnega prenatalnega diagnosticiranja po
odkritju zcp-DNA v materinem krvnem obtoku. Pri no-
se¢nicah, ki nimajo prisotnih aloprotiteles anti-D, nam
omogoca ciljano zasc¢ito pri 60 % nosecnic, ki zascito
zares potrebujejo, ker nosijo RhD-pozitiven plod (37).

Nosecnice, ki nosijo RhD-negativen plod, nimajo tve-
ganja za aloimunizacijo. Z racionalno rabo Ig anti-D pri
teh nose¢nicah prepre¢imo nepotrebno vbrizganje in se
izognemo pojavu redkih nezelenih u¢inkov zdravila. Po-
javlja se tudi vprasanje eti¢ne spornosti, ¢e Ig anti-D ru-
tinsko uporabljamo kljub moznosti genotipizacije (40).

6 Zakljucek

Dolo¢itev predvidenega fenotipa RhD je varna pre-
iskava tako za plod kot za nosec¢nico. Nase izkus$nje in
porocila drugih evropskih drzav so po rezultatih pri-
merljiva. V 3-letnem obdobju izvajanja preiskave imamo

100-odstotno zanesljive rezultate predvidenega fenotipa
RhD ploda, kar nam omogoca ciljano vbrizganje Ig an-
ti-D pri 60 % nosecnic, ki zascito resni¢no potrebujejo.

V 3-letnem obdobja programa ciljane zascite smo v
CTM, UKC Mb pri 156 RhD-negativnih nose¢nicah pri-
porocali zascito z Ig anti-D v 28. tednu nosecnosti po
ustaljenih smernicah, ker nismo prejeli narocila za dolo-
Citev predvidenega fenotipa RhD. Da bi zmanj$ali nepo-
trebno vbrizganje Ig anti-D pri RhD-negativnih nose¢-
nicah, bi lahko v sklopu bolni$ni¢nega transfuzijskega
odbora izvedli dodatno izobrazevanje, na katerem bi
opozorili na dosledno izvajanje programa ciljane zas(ite,
racionalno rabo Ig anti-D, in na izvajanje genotipizaci-
je RHD po 26. tednu nosec¢nosti, ¢e je RhD-negativna
nosec¢nica v ginekoloski ambulanti obravnavana po 26.
tednu nosec¢nosti. Lecece ginekologe, ki bodo RhD-ne-
gativno nosec¢nico napotili v CTM, UKC Mb (oz. ETD
Murska Sobota in ETD Ptuj) na odvzem krvi, oz. ¢e bo-
do k nam poslali vzorec krvi z narocilnico za vbrizganje
Ig anti-D v 28. tednu nose¢nosti, bomo obvestili in se
dogovorili za dodaten vzorec z narocilnico za genotipi-
zacijo RHD.

S sodelovanjem z ginekologi in nose¢nicami ter do-
datnim izobrazevanjem lahko delez nose¢nic, ki smo jih
obravnavali brez dolocitve plodovega genotipa RHD iz
periferne krvi nose¢nice, dodatno znizamo in tako za-
gotovimo Se vecjo varnost nosecnic in bolj kakovostno
obravnavo.

V svetovnem merilu je Slovenija ena redkih drzav, ki
izvaja ciljano za$¢ito. Izvajanje programa pomeni velik
napredek na preventivhem podrocju obravnave RhD-
-negativnih nosecnic.

Izjava o navzkrizju interesov
Avtorji nimamo navzkrizja interesov.
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