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SAZETAK

UVOD: Hemoliticka bolest novorodenceta je bolest u kojoj je Zivot eritrocita novorodenceta skracen zbog djelovanja
specifiénih protutijela nastalih u organizmu majke, a izravna je posljedica imune destrukcije fetalnih eritrocita. Direktni
coombs test je test kojim se dokazuje prisutnost odnosno odsutnost protutijela ili komplementa koji oblazu stanice, koristi
se za dokazivanje eritrocita in vivo obloZenih protutijelima. Direktni coombs test je prva pretraga nakon poroda koja moze
upozoriti na razvoj teskih hemolitickih bolesti novorodenceta. Novorodence i aloimunizirana majka moraju se ispitati
neposredno nakon poroda kako bi $to ranije odredio rizik za nastanak Hemoliticke bolesti novorodenceta i utvrditi radi li
se 0 ABO ili Rh D, odnosno ostalim rjedim protutijelima.

CILJ: Ukazati na vaznost imunohematoloskih ispitivanja u trudno¢i zbog pravovremenog dokazivanja antieritrocitnih
protutijela i lije¢enja.

METODE I MATERIJALI: Podatci su prikupljeni iz arhive protokola Odsjeka za Imunohematoloska ispitivanja Transfu-
zijskog centra Sveucilisne klinicke bolnice Mostar.

REZULTATI: U pismohrani odsjeka za Imunohematoloska ispitivanja Transfuzijskog centra SKB Mostar u 2015. godini
uradeno je 1026 direktna coombs testa (DCT) za novorodenc¢ad RhD negativnih majki i majki 0 krve grupe, od toga je 34
(4 %) DCT -abilo pozitivno gdje je uradena elucija (postupak gdje se protutijela odvajaju od antigena). Elucijom je prona-
deno da se 24 (70 %) novorodencadi radi o RhD imunizaciji i njih 10 (30 %) je ABO Hemoliti¢cka bolest novorodenceta.
ZAKLJUCAK: Hemoliticka bolest novorodenceta moze se lije¢iti. U teskim HBN uzrokovanim visokim titroom protu-
tijela porodaj se provocira prije vremena jer su u tom slucaju o$tecenja jetre mnogo manje i provodi se lije¢enje novo-
rodenceta eksangvinotransfuzijama. Svaku trudnicu prije poroda je od iznimne vaznosti potrebno testirati na prisustvo

iregularnih protutijela i voditi kontrole tijekom trudnoce testiranja istih.
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UuvobD

novorodenceta (HBN) je bolest u kojoj je zZivot

Dijete je posebno bice koje je slicno ocu i majci jer
je polovica genskog koda naslijedena od oca, a po-
lovica od majke $to znaci da se na fetalnima krvnim
stanicama nalaze i oCevi i majcini antigeni. Tijekom
trudnoce i prilikom porodaja pojedine fetalne krv-
ne stanice prolaze kroz posteljicu i ulaze u majcin
krvotok i obratno majc¢ina protutijela prolaze poste-
ljicu i ulaze u fetalni krvotok. Hemoliticka bolest u
novorodenceta nastaje zbog ubrzane razgradnje fe-
talnih eritrocita maj¢inim protutijelima u tijeku fe-
talnog Zivota i nakon porodaja. Hemoliticka bolest

eritrocita novorodenceta skracen zbog djelovanja
specificnih protutijela nastalih u organizmu majke,
a izravna je posljedica imune destrukcije fetalnih
eritrocita. Fetalni eritrociti ulaze u majc¢in krvotok
i poticu stvaranje protutijela protiv oc¢evih antigena
na fetalnim eritrocitima, majc¢ina protutijela prola-
ze kroz posteljicu i u djetetovom krvotoku vezu se
za njegove eritrocite ubrzavaju¢i njihovu razgrad-
nju u jetri i slezeni. Hemoliticku bolest novoroden-
¢eta mogu uzrokovati sva protutijela koja su klase
IgG. RhD imunizacija je najce$¢a imunizacija, a
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hemoliticka bolest novorodenceta izazvana anti D
protutijelima moze imati vrlo tesku klinicku sliku.
HBN moze biti uzorkovana i anti A i anti B protuti-
jelima i protutijelima druge specifi¢nosti.

Direktni coombs test (DCT) jeste test kojim se
dokazuje prisutnost odnosno odsutnost protutije-
la ili komplementa koji oblazu stanice, koristi se za
dokazivanje eritrocita in vivo oblozenih protutijeli-
ma. DCT je prva pretraga nakon poroda koja moze
upozoriti na razvoj teskih hemolitickih bolesti no-
vorodenceta. Novorodence i aloimunizirana majka
moraju se ispitati neposredno nakon poroda kako bi
$to ranije odredio rizik za nastanak HBN i utvrditi
dalise radi o ABOili Rh D, odnosno ostalim rjedim
protutijela.

Na eritrocitima je prisutan veliki broj antigena.
Vecina njih su integralni dijelovi membrane, a ma-
nji dio je apsorbiran iz okolne plazme na eritrocitnu
povrsinu. Dosad je otkriveno vise od 640 specifi¢cnih
eritrocitnih antigena, a oko 300 ih je svrstano u 27
sustava krvnih grupa. Geni koji reguliraju sintezu
eritrocitnih antigena nasljeduju se prema Mendelo-
vim zakonima. Ve¢inom su koodominantni, odno-
sno na eritrocitima se iskazuju antigeni naslijedeni
od obaju roditelja. Recesivni se geni fenotipski ne
iskazuju u prisutnosti dominantnih gena (1).

Svi antigeni krvnih grupa nemaju jednako kli-
nicko znacenje. U Rh sustavu je najimunogeni¢niji
RhD antigen, zatim slijede antigeni sustava Kell (K),
Kidd (Jk ) i Dufty (Fy) (2). Anti-Rh D protutijela
najcesca su klini¢ki znacajna imuna aloprotutijela.
Posljedica su Rh D pozitivnih transfuzija i trudno-
¢a, IgG su klase i uzrokuju hemoliticke transfuzijske
reakcije (HTR) i teske oblike hemoliticke bolesti no-
vorodenceta (HBN) (3). Anti-D protutijela su ¢inila
oko 3/4 otkrivenih protutijela do uvodenja profilak-
se RhD imunizacije u trudnoé¢i 1970. godine (4).
Otada je zamjetna tendencija porasta ucestalosti
protutijela drugih specifi¢nosti. Sad na anti-D otpa-
da 1/3 Kklinicki znacajnih protutijela (5,6).

Kell sustav antigena je posebice znacajan zbog
imunogenicnosti najvaznijeg antigena po kojem je
cijeli sustav dobio ime. Kell antigen je otkriven 1946.
godine kad je dokazana HBN uzrokovana anti-Kell
protutijelom. U Kell sustav je svrstano 24 antigena i
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svi su ograniceni na eritrocitnu membranu, osim Kx
koji se nalazi i na membrani granulocita (3). Najvaz-
niji su antigeni Kell (K) i Chellano (k). Ucestalost K
antigena u bijelaca je oko 9 %, a u crnaca 2 %. Kell
negativne osobe se mogu imunizirati transfuzijom
Kell pozitivne krvi, a u Zena do imunizacije moze
dod¢i i tijekom trudnoce s Kell pozitivnim fetusom.
Kell imunizacija moze uzrokovati HBN i u prvoj
trudnodi (8). Ucestalost anti-K kao uzroka HBN-a
slijedi odmah iza anti-RhD (3).

Kell antigeni su glikoproteini i javljaju se ve¢ u 10.
tjednu gestacije. Izrazeni su na progenitorskim sta-
nicama eritropoeze. Tijekom 80-ih godina proslog
stoljeca uocen je razli¢it mehanizam djelovanja an-
ti-D i anti-K aloprotutijela. HBN uzrokovan anti-K
protutijelima posljedica je supresije eritropoeze, a
manje hemolize fetalnih eritrocita (10). Osobitost
je ovih protutijela inhibicija eritropoeze, zbog cega
u perifernoj krvi fetusa nije izrazena retikulocitoza
i eritroblastoza (11). Eritrocitni prekursori budu ra-
zoreni u vrlo ranoj fazi sazrijevanja, kad je koli¢ina
hemoglobina u njima mala, i zbog toga destrukcija
eritrocita ne dovodi do porasta bilirubina u amnij-
skoj tekucini. Naime, koncentracija bilirubina u
amnijskoj teku¢ini i broj retikulocita fetusa nisu
proporcionalni ja¢ini anemije (1,2). I titar protutije-
la je u slaboj korelaciji s ja¢inom anemije, pa se teski
oblici mogu javiti i pri titru 1:8, pa ¢ak 1:2 (1,3).

Cilj rada je ukazati na vaznost imunohematolos-
kih ispitivanja u trudno¢i zbog pravovremenog do-
kazivanja antieritrocitnih protutijela i lijecenja.

METODE | MATERIJALI

Podatci su prikupljeni iz arhive protokola Odsjeka
za Imunohematoloska ispitivanja Transfuzijskog
centra Sveucili$ne klinicke bolnice Mostar (SKB) za
2015. godinu.

Podatci su obradeni u programu Microsoft Office
Excel (inacica 11.0., Microsoft Corporation, Red-
mond, WA, SAD). Svi statisticki podatci su izrazeni
u postotcima koji su prikazani putem grafova i tabli-
ca, a izracunati su u programu Excel 2007. Retros-
pektivno su analizirani podaci o rezultatima testira-
nja neonatusa na ABO krvnu grupu, RhD antigen i
DCT (polispecifi¢ni i monospecifi¢ni), dobiveni iz
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protokola. Uzorci krvi iz pupéanika ili vene novoro-
denceta testirani su gel metodom u kartici DiaClon
ABO/Rh for Newborns DVI+ (monoclonal anti-
bodies, BioRad) konfiguracije A, B, AB, DVI+, ctl,
DCT. Na ovaj nacin utvrdena je ABO krvnogrupna
pripadnost (O, A, B,AB) Skracenice DCT - direktni
antiglobulinski test, IAT - indirektni antiglobulinski
test IgG - imunoglobulin G, IgM - imunoglobulin
M, HBN - hemoliti¢cka bolest novorodenceta.

REZULTATI

U pismohrani odsjeka za Imunihematoloska ispitiva-
nja Transfuzijskog centra SKB Mostar u 2015 godi-
ni uradeno je 1026 direktna coombs testa (DCT) za
novoroden¢ad RhD neg majki i majki 0 krve grupe,
od toga je 34 (4 %) DCT -a bilo pozitivno gdje je ura-
dena elucija (postupak gdje se protutijela odvajaju od
antigena). Elucijom je pronadeno da se 24 ( 70 %)
novorodencadi radi o RhD imunizaciji i njih 10 (30
%) je ABO Hemoliticka bolest novorodenceta.
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Grafikon 1. Pregled pozitivnih i negativnih DCT testova tijekom
2015 g.

U 2015 godini je uradeno 1026 DCT testa gdje je
njih 34 (4 %) bilo pozitivno.
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Grafikon 2. Pozitivni DCT Testovi prema vrsti imunizacije

Od ukupno 34 pozitivna direktna coombs testa
njih 10 (30 %) se radi o ABO imunizaciji, a njih 24
(70 %) o Rh D imunizaciji.

RASPRAVA

Fetalni eritrociti mogu se dokazati u maj¢inom kr-
votoku vrlo rano u trudnodi. Zbog starenja poste-
ljice transplacentarno krvarenje znatnije izrazeno
u posljednjem tromjesecju trudnoce, a osobito tije-
kom porodaja. Prema podatcima iz literature sli¢na
istrazivanja su provedena u Zavodu a transfuziju
krvi Vojvodine 2011. godine gdje je tijekom godine
testirano 3313 novorodencadi od cega su dobiveni
sljedeci rezultati: negativan DAT kod 3 148 (95 %)
neonatusa; pozitivan DCT kod 165 (5 %). Uspore-
dujuci ove rezultate s testiranjima u Transfuzijskom
centru SKB Mostar vidimo da je tek za 1% manje
pozitivnih DCT testova (14).

Transplancentarna krvarenja moze da izazove
amniocenteza, intrauterino uzimanje fetalne krvi,
spontani i umjetno izazvani pobacaj. Majc¢ina imu-
nizacija najc¢esce nastaje u tijeku porodaja zbog ula-
ska djetetovih eritrocita u majcin krvotok. Fetalne
eritrocite oblozene maj¢inim protutijelima razgra-
duju makrofagi slezene. Zbog razgradnje eritrocita
nastaje anemija i pojacano stvaranje eritrocita u jetri
(fetalna eritroblastoza). jako pojacana eritropoeza u
jetri uzrokuje ostecenje jetrenih stanica, poremecaj
jetrene funkcije i smanjenje sinteze albumina, dolazi
do generaliziranih edema. Pojacana razgradnja eri-
trocita dovodi do porasta bilirubina. Za hemoliticku
bolest novorodenceta najkarakteristi¢niji je nalaz
pozitivnog direktnog antiglobulinskog testa (DCT)
s novorodencetovim eritrocitima. Prema preporu-
kama Vijeca europe u nasem Transfuzijskom centru
SKB Mostar DCT se radi svakom novorodencetu
rodenom od RhD negativnih majki i majki 0 krvne
grupe u roku 72 sata od poroda zbog pravovreme-
nog djelovanja i identificiranja moguceg pozitivnog
DCT - ai otkrivanja vrste protutijela.

HBN se moze lijeciti stoga je vazno pravovreme-
no odredivanje specifi¢nosti protutijela. Kod teskih
oblika HBN uzorkovanih visokim titrom protuti-
jela porodaj se provocira prije vremena jer su u to
vrijeme oStecenja jetre mnogo manja i zapocinje se
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lijecenje anemije eksangvinotransfuzijama O RhD
negativnom krvi. Danas se to moze raditi 0 RhD ne-
gativnim eritrocitima u AB RhD negativnoj plazmi.
To je jeden od vodecih razloga zbog kojeg se kod
svake trudnice tijekom trudnoce ispituje prisutnost
iregularnih protutijela i pravovremeno djelovanje u
cilju prepoznavanja nastanka hemoliticke bolesti
novorodenceta.

Aloimunizacija u trudnodi uzrokuje hemolitic-
ku bolest djeteta koja u najtezim sluc¢ajevima moze
uzrokovati hidrops fetusa. Dijete se najcesc¢e rada
s teSkom anemijom, dok je hiperbilirubinemija
umjerena ili nije izrazena (1,4). Kad se u trudnice
dijagnosticira imunizacija i ako postoji moguc¢nost
nastanka HBN-a, potrebna je intenzivna multidisci-
plinarna skrb, koja ukljucuje opstetri¢ara, neonato-
loga i transfuziologa. Potrebno je saznati podatke o
prethodnim trudno¢ama, porodajima, transfuzija-
ma krvi te odrediti titar protutijela u serumu majke
i krvnu grupu djetetova oca (1,5,6).

ZAKLJUCAK

HBN se moze lijeciti stoga je vazno pravovremeno
odredivanje specifi¢nosti protutijela Teska fetal-
na anemija se lije¢i intrauternim transfuzijama, a
u slucajevima imunizacija s rizikom ranog razvoja
hidropsa ucinkovite su i recidiviraju¢i plazmafere-
ze majke (2,3). Istrazivanje je pokazalo da pravo-
vremeno testiranje novorodencadi i njihovih majki
tijekom trudnoce doprinose pravovremenom otkri-
vanju postojanja senzibilizacije pojedenim specific-
nim protutijelom i poduzimanja mjera lijecenja i
pracenja s ciljem sprecavanja negativnih posljedica
na novorodence.
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HEMOLYTIC DISEASE OF THE NEWBORN:
DIRECT COOMBS TEST

Ornela Stoj¢i¢!, Marijana Marijanovi¢', Jadranka Knezevi¢!

"Transfusion Center, University Clinical Hospital Mostar

ABSTRACT

INTRODUCTION: Hemolytic disease of the newborn is a disease in which the red blood cells of a newborn are shortened
due to the effect of specific antibodies generated in the mother’s body, a direct consequence of immune destruction of fetal
red blood cells. Direct Coombs test is a test which detects the presence or absence of antibodies or complements that line
the cells; it is used for detection of red blood cells in vivo lined with antibodies. Direct Coombs test is the first test after
giving birth that can draw attention to the development of severe hemolytic disease of the newborn. The newborn and alu-
minum immunized mother must be tested immediately in order to determine the risk of hemolytic disease of the newborn
as early as possible and determine whether they are ABO and RhD, or other rare antibodies.

OBJECTIVE: Empbhasize the importance of immunohaematological testing during pregnancy in order to diagnose the
existence of antierythrocytic antibodies and its treatment.

METHODS AND MATERIALS: The data was collected from the Department for Inmunohaematological testing of the
Transfusion Center at the University Clinical Hospital in Mostar.

RESULTS: From the archives of the Department for Immunohaematological testing of the Transfusion Center at the
University Clinical Hospital in Mostar, from 2015, we have found that 1026 direct Coombs test (DCT) for newborn RhD
negative mothers and mothers with blood type 0 were collected, of which 34 (4%) were positive DCTs preformed with
elution (a procedure where the antibodies are separated from the antigen). With the elution procedure we found that 24
(70%) infants have Rh immunization and 10 of the infants (30%) have the hemolytic disease of the newborn (ABO).
CONCLUSION: The Hemolytic disease of the newborn can be treated. In severe HDN cases caused by high antibodies,
delivery is induced because in this case we have less liver damage and the treatment of the newborn is done with exchange
transfusions. It is of great importance to test each pregnant woman for presence of irregular antibodies and make control

tests during pregnancy.
Key words: hemolytic disease of the newborn, Direct Coombs test
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