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1.UVOD



1.1. KROMOSOMOPATIJE

Kariotip je set kromosoma koji pripada jednoj stanici (1). Normalan broj kromosoma za
bioloSku vrstu naziva se euploidija. Somatske stanice covjeka u svojim jezgrama u fizioloskim
okolnostima sadrze diploidan broj kromosoma (46 kromosoma). Autosomni kromosomi ¢ine
22 para 1 jednaki su u muskaraca i Zena. Jedan su par spolni kromosomi; XX u zene 1 XY u
muskarca. Spolne stanice (gamete) imaju haploidan broj kromosoma. Muska gameta je spermij,
a zenska jajna stanica (2). Spajanjem gameta u trenutku oplodnje nastaje novi organizam s
diploidnim brojem kromosoma, pri ¢emu po jedan kromosom svakog para dobiva od pojedinog
roditelja. Pravilnu identifikaciju svakog kromosoma omogucuju citogenetske metode, koje su

okosnica u dijagnostici kromosomopatija (3).

Kromosomopatijama nazivamo promjene broja i/ili strukture autosomnih ili spolnih
kromosoma. Velikim udjelom doprinose kongenitalnim abnormalnostima, mentalnoj
retardaciji 1 drugim bolestima, a povezuju se i s nastankom zlo¢udnih tumora tijekom Zivota
(4). Kromosomopatije se mogu naéi u 10% svih spermija i 25% jajnih stanica. Cest su nalaz u
spontanim pobacajima (uzrokuju oko 50% fetalnih smrti do 20. tjedna trudnode) i u
mrtvorodencadi (uzrokuju 6 do 13% fetalnih smrti od 20. tjedna trudnoce). Nalazimo ih u
prosjeku u 1 od 140 zivorodene djece. Ucestalost bi bila 10 puta veca da se veliki dio ne gubi

spontanim pobacajem (5).

1.1.1. Poremecaj broja kromosoma

Poremecaji broja kromosoma uklju¢uju manjak ili visak jednog ili viSe kromosoma, $to
se naziva aneuploidija. Dodatak jednog ili viSe haploidnih kompleta kromosoma predstavlja

polipoidiju (2).

Aneuploidije su najceS¢e kromosomopatije. Nastaju zbog nerazdvajanja homolognog
kromosomskog para u mejozi tijekom gametogeneze, obi¢no jajne stanice. Pri tom jedna
gameta dobiva oba homologna kromosoma (disomija), a druga niti jedan (nulisomija) (2).
Oplodnjom anomalne nulisomne gamete nastaje zigota s monosomijom za taj kromosom. Ako
je rije¢ o autosomu, plod s monosomijom u pravilu nije sposoban za razvoj, pa redovito bude
pobacen spontanim pobacajem. Ukoliko je rije¢ o spolnom kromosomu, oplodnjom nastaje

zigota s kariotipom 45, X0, a fenotip takva djeteta odgovara klinic¢koj slici Turnerova sindroma
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(4). Trisomija je posljedica oplodnje disomne gamete nastale zbog nerazdvajanja homolognih
kromosoma. Kromosomski komplet zigote s trisomijom sadrzi jedan dodatni kromosom. Osim
u mejozi tijekom gametogeneze, nerazdvajanje kromosoma moze se dogoditi i u ranim
mitotiCkim diobama zigote. Takve pogrjeske uzrokuju nastajanje dviju razlicitih stani¢nih
populacija - euploidne i1 aneuploidne (mozaicizam) (2). Downov sindrom je najc¢esca trisomija
s ucestalosti od oko 1:650 zivorodenih. Uzrokovan je viskom 21. kromosoma. Ostale
autosomne trisomije u kojih je mogu¢ razvoj zivog ploda do porodaja su Patauov sindrom
(trisomija 13) 1 Edwardsov sindrom (trisomija 18). Druge autosomne trisomije redovito
rezultiraju ranim spontanim pobacajem. U pobacenih su plodova dosad nadene sve vrste
trisomija. Trisomije spolnih kromosoma (X ili Y) uzrokuju blaze poremecaje, obi¢no probleme
s ponasanjem 1 fertilitetom (6). Stani¢ni i molekularni mehanizmi koji uzrokuju mejotsko
nerazdvajanje kromosoma nisu u potpunosti jasni. Zensko se novorodenée rada s kona¢nim
brojem primarnih oocita ¢ije je sazrijevanje zaustavljeno u profazi prve mejotske diobe (tzv.
mejotski arest). Nastavak diobe stanice slijedi tek u vrijeme ovulacije, do koje dolazi s
vremenskim odmakom od 15 do 50 godina (2). Primarne oocite su neaktivne dugi niz godina,
pa je najcesce tumacenje razloga kromosomskog nerazdvajanja vezano uz njihovo starenje. U
tom su razdoblju izloZene brojnim okoliSnim utjecajima koji mogu poremetiti oogenezu. Ovo
objasnjenje temelji se na dokumentiranoj povezanosti zivotne dobi majke s pove¢anim brojem
potomaka s Downovim sindromom. Zene poslije 35. godine Zivota imaju 15 puta veéu $ansu
roditi dijete s Downovim sindromom u odnosu na prosjek populacije (7). Povec¢ana ucestalost
trisomije 21 povezana je i s drugim rizinim ¢imbenicima, kao $to su autoimune bolesti majke,
izloZenost zracenju, odredeni kromosomski heteromorfizmi majke, virusne infekcije,

prehrambeni ¢imbenici 1 drugi (8).

Kromosomski komplet poliploidnog organizma sadrZi nekoliko kopija haploidnog seta
kromosoma. Ukupan broj kromosoma takve jedinke je 69 u triploidiji ili 92 u tetraploidiji.
Poliplodija je normalna znaCajka nekih ljudskih stanica, primjerice jetre, miokarda i
megakariocita (9). Poliploidna zigota nastaje kao posljedica nepravilne mejoze jajne stanice ili
spermija, a naj¢esce zbog nerazdvajanja polarnog tjelesca jajne stanice ili u slucaju oplodnje
diploidnim spermijem. MoZe nastati i ako dode do oplodnje jajne stanice s dva spermija, tzv.
dispermija (2). U ljudi su Cesto pronadene u uzorcima spontanih pobacaja. Prezivljenja dulja od
polovice trudnoc€e vrlo su rijetka. Do danas je opisano samo nekoliko poliploidnih Zivorodenih

s multiplim malformacijama, koji su umrli nedugo nakon rodenja (6).



1.1.2. Poremecaj strukture kromosoma

Strukturni kromosomski poremecaji odnose se na premjestanja ili lomove jednog ili viSe
dijelova kromosoma. Stopa spontanih kromosomskih lomova moze se znatno povecati nakon
izlaganja ioniziraju¢em zracenju ili kemijskim mutagenima, a povecana je i u nekim rijetkim
nasljednim bolestima (1). Strukturni kromosomski poremecaji mogu biti balansirani ili
nebalansirani. Ako je genski materijal saCuvan, a geni nisu strukturno osteceni, radi se o
mirnom nositelju balansiranog poremecaja koji ¢e biti fenotipski normalan. Ako je doslo do
loma u strukturnom genu, fenotipski u¢inak moze biti vidljiv ovisno o funkciji pogodene regije.
Nositelji balansiranih promjena imaju povecan rizik od stvaranja nebalansiranih gameta s
viSkom ili manjkom genetskog materijala, nakon cije oplodnje nastaje plod s patoloskim

kariotipom (3).

Strukturni kromosomski poremecaji koji ukljuCuju jedan kromosom su: delecije,
duplikacije, inverzije, izokromosomi i prstenasti kromosomi. Kod delecije dolazi do loma i
gubitka kromosomskog materijala. Posljedica delecije je monosomija za izgubljeni dio
kromosoma. Ako dode do delecije velikog dijela kromosoma, vjerojatnost prezivljenja ploda je
iznimno mala. Smatra se da gubitak viSe od 2% ukupnog haploidnog genoma uzrokuje spontani
pobacaj (2, 3). Primjer bolesti uzrokovane delecijom je Cri du chat sindrom. Nastaje zbog
terminalne delecije kratkog kraka 5. kromosoma. Manifestira se brojnim malformacijama 1
teSkom mentalnom retardacijom (4). Duplikacijom nazivamo udvostrucenje dijela nekog
kromosoma, $to rezultira viskom genskog materijala. Inverzija nastaje nakon dvostrukog loma
jednog kromosoma s naknadnim spajanjem odlomljenog dijela obrnutom orijentacijom (3).
Kod izokromosoma nedostaje cijeli kromosomski krak, s potpunom duplikacijom drugog
kraka. Najces¢i izokromosom je X kromosom, odgovoran za 15% slucajeva Turnerova
sindroma (1). Prstenasti kromosom je rezultat delecije na oba kraka kromosoma, nakon ¢ega

nastaju ljepljivi krajevi koji se spajaju zajedno tvoreci prsten (2).

Strukturni kromosomski poremecaji koji uklju¢uju dva ili viSe kromosoma su
premjestanja dijela jednog kromosoma na drugi (translokacije) 1 izmjene dijelova kromosoma
izmedu dva kromosoma (recipro¢ne translokacije) (6). Kod Robertsonove translokacije dolazi
do centromernog spajanja dvaju akrocentricnih kromosoma (13, 14, 15, 21, 22) s gubitkom
njihova kratkog kraka i satelitne regije. Ukupan broj kromosoma u takve jedinke je 45.

Izgubljene kromosomske regije ne sadrze strukturno vazne gene pa njihov gubitak nema



nikakav uc¢inak na fenotip nosioca, ali postoji sklonost stvaranju nebalansiranih gameta.
Ukoliko je majka nositeljica balansirane Robertsonove translokacije 14q21q, 10-15% njezinog
potomstva imat ¢e dvije kopije kromosoma 21 i dodatni translocirani kromosom s vezanim
kromosomom 21 (ukupno tri kopije kromosoma 21), pa ¢e imati fenotipska obiljezja Downovog
sindroma. Ako je otac nositelj iste translokacije, rizik od Downovog sindroma je oko 5%.
Smatra se da abnormalni spermiji imaju manju Sansu oploditi jajnu stanicu zbog smanjene
pokretljivosti. Osim prethodno spomenutih kromosomskih nerazdvajanja i mozaicizma,

translokacija je joS jedan od mogucih nac¢ina nastanka Downovog sindroma (3).

1.2. POSTUPNIK ANTENATALNOG TRAGANJA ZA KROMOSOMOPATIJAMA
PLODA

Metode antenatalnog otkrivanja kromosomopatija dijelimo na metode probira i metode
dokazivanja kromosomopatija. Probirne metode su neinvazivne i provode se u a priori
niskorizi¢nih trudnica. Cilj je utvrdivanje visine rizika od fetalnih kromosomopatija i
opravdanosti primjene metoda dokazivanja. Metode dokazivanja kromosomopatija su redom
invazivni postupci koje prati neizbjezan rizik od moguc¢ih komplikacija. Opravdane su samo u
skupini visokorizi¢nih trudnica. Prednost im je to Sto rezultatom nedvosmisleno postavljaju

dijagnozu (10, 11).

1.2.1. Metode probira u medicini

Pojam probira u medicini podrazumijeva sustavnu primjenu testa u definiranoj
asimptomatskoj populaciji s ciljem otkrivanja osoba s povecanim rizikom za odredeni
poremecaj. Rezultat probira nije dijagnoza, nego samo izraCunati rizik obolijevanja od neke
bolesti (12). Probir je opravdan ako postoji daljnja dijagnosticka obrada (metoda dokazivanja)
na koju se upucuju osobe s pozitivnim rezultatom probira, a koja zbog cijene, mogucih
komplikacija, sloZenosti ili nekog drugog razloga nije primjerena cijeloj populaciji. Nakon
potvrde metodama dokazivanja, mora postojati odgovarajuce lijeenje ili preventivna akcija da
bi probir uopée imao smisla. Bolest za koju se provodi probir treba biti velike ucestalosti u
populaciji, a ukoliko je rijetka znacaj joj mora biti velik. Cilj probira je prevencija ili lijeCenje

bolesti u ranoj fazi, kada je ono jednostavnije i uspjesnije. Zato se probir mora provoditi u
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vremenski to¢no definiranoj fazi razvoja bolesti, pa je potrebno poznavati njezin prirodni tijek
(13). Znacajke ,,idealnog® probira su: jednostavnost, niska cijena, neskodljivost, visoka
osjetljivost 1 specificnost, ponovljivost i pouzdanost. Prilikom odabira vrste probirnog testa
potrebno je procijeniti njegovu valjanost na osnovi udjela detekcije stvarno bolesnih medu svim
ispitanim (osjetljivost) i udjela lazno-pozitivnih rezultata (1 - specificnost). Poznavanje
pozitivne i negativne prediktivne vrijednosti omogucéuje tumacenje znaCenja dobivenog
rezultata za pojedinog pacijenta. Pozitivna prediktivna vrijednost je vjerojatnost da je osoba
stvarno bolesna u sluc¢aju pozitivnog rezultata. Negativna prediktivna vrijednost je vjerojatnost
da je osoba stvarno zdrava ako joj je rezultat testa negativan. Vazan pojam je grani¢na
vrijednost probira (engl. cut - off), koja predstavlja dogovorno odabran rizik u distinkciji
visokorizi¢nih od niskorizi¢nih za odredenu bolest. Odabrana grani¢na vrijednost odreduje
odnos osjetljivosti 1 specificnosti. Grani¢na vrijednost postavljena na viSoj razini rizika

umanjuje osjetljivost i povecava specifi¢nost, a vrijedi i obrnuto (14) .

1.2.1.1. Antenatalni probir na kromosomopatije ploda

Antenatalni probirni testovi na kromosomopatije ploda provode se na velikim
populacijama a priori niskorizi¢nih trudnica. Niskorizicnu populaciju ¢ini velika vecina
trudnica, unutar koje se nalazi oko 75% svih kromosomopatija. Cilj probira je iz spomenute
populacije izdvojiti skupinu s pove¢anim rizikom od kromosomopatija ploda, za koje postoji

opravdanje daljnjeg dijagnostickog postupka (15).

Antenatalni probirni testovi uzimaju u obzir podatke o zivotnoj dobi trudnice,
obiteljskoj anamnezi, anamnezi prethodnih trudnoca, eventualnim komorbiditetima trudnice te
biokemijskim 1 ultrazvu¢nim biljezima kromosomopatija. Ti se podatci, pojedinacno ili u
raznim kombinacijama (ovisno o vrsti probirnog testa), upotrebljavaju za izracun rizika od

fetalnih kromosomopatija pomocu razvijenih matemati¢kih modela (16).

Fizioloske vrijednosti biokemijskih biljega kromosomopatija znacajno se mijenjaju
ovisno o dobi trudnoce, $to se moze standardizirati prikazivanjem izmjerenih koncentracija u
obliku MoM (engl. Multiple Of the Median) vrijednosti (viSekratnik medijana razina u
neugrozenim trudno¢ama). Rije¢ je o matematickoj preinaci koja se izraCunava dijeljenjem
vrijednosti biljega izmjerenog u pojedine trudnice s medijanom vrijednosti biljega euploidnih
kontrolnih trudnoca iste dobi trudnoce. Dva puta veca koncentracija biokemijskih biljega u
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odnosu na ocekivanu vrijednost predstavlja 2.0 MoM-a, a dvostruko manja odgovara
vrijednosti 0.5 MoM-a. MoM vrijednosti se upotrebljavaju za izraun omjera vjerojatnosti, koji
se dobije dijeljenjem udjela plodova s aneuploidijom s udjelom zdravih plodova iste MoM

vrijednosti (17).

U svakoj kalkulaciji rizika, tocan izracun dobi trudnoce od klju¢nog je znacaja. Polaziste
za izracun rizika u svim matematickim programima jest a priori rizik odreden zivotnom dobi 1
dobi trudnoce, koji se u daljnjem postupku mnozi s omjerima vjerojatnosti za svaki biokemijski
i/ili ultrazvucni biljeg, ovisno o vrsti probirnog testa. Rezultat predstavlja konacan rizik za

pojedinu trudnicu. Ra¢unalni programi obi¢no odvojeno racunaju rizike za najc¢es¢e aneuplodije

(18).

Opravdanost provedbe metoda dokazivanja, §to podrazumijeva invazivne postupke,
odredena je dogovorenom vrijednosti grani¢nog rizika koja u ve¢ini slucajeva iznosi 1:250,
¢ime je izjednacena s a priori rizikom trudnice od 36 godina (6). Uspjesnost probirnog testa
odreduje se na temelju stupnja detekcije (osjetljivosti), uz definirani udio lazno pozitivnih
nalaza od 5%. Vazno je napomenuti da, zbog relativno niske pozitivne prediktivne vrijednosti

probirnih testova, vecina visokorizi¢nih trudnica realno ne nosi dijete s kromosomopatijom

(19).

Pojava pozitivnog rezultata probira na kromosomopatije ploda vjerojatnija je u starijih
trudnica zbog veceg a priori rizika po Zivotnoj dobi. Posljedica toga je veca stopa detekcije 1

viSe lazno pozitivnih rezultata s porastom Zivotne dobi (20).

1.2.2. Metode dokazivanja

Metode dokazivanja obuhvacaju razliCite invazivne postupke s ciljem dobivanja
bioloSkog materijala fetalnog podrijetla za daljnju citogeneticku obradu. Uzorkovani materijal
moze biti: plodova voda, korionske resice, tkivo posteljice ili krv iz pupkovine. Upotrebljavane

metode su: amniocenteza, biopsija korionskih resica, placentocenteza i kordocenteza (10).

Rana amniocenteza (RACZ) najstarija je 1 najceS¢e izvodena invazivna metoda
antenatalne dijagnostike kromosomopatija. Aspiracijom se uzorkuje plodova voda iz koje se
kultiviraju fetalne stanice za kromosomsku analizu. Izvodi se najces¢e izmedu 15. 1 19. tjedna

trudnoc¢e. Konacan rezultat moguce je dobiti za 2-3 tjedna. Do brze preliminarne dijagnoze
7



danas se moze do¢i metodom flourescentne in situ hibridizacije (FISH), ¢iji je nalaz gotov za
1-2 dana. Buduéi da ova metoda daje podatke samo o pojedinom ciljanom kromosomu(ima),
za kona¢nu dijagnozu ipak je potrebna kultura stanica. RACZ se izvodi uz ultrazvuéno
navodenje, slobodnom rukom ili vodenom iglom. Najvaznija komplikacija zahvata je spontani
pobacaj s ucestalosti od 0,5 do 1%, a opisano je 1 vaginalno krvarenje, otjecanje plodove vode,
infekcije i ozljede ploda. Kod rane-rane amniocenteza (prije 15. tjedna trudnoce) je zbog veéeg
broja i vijabilnosti stanica rezultat moguce dobiti za 7-10 dana, ali je ve¢i rizik od spontanih

pobacaja nakon zahvata razlog zasto ista nije zamijenila RACZ (6).

Biopsija korionskih resica (engl. chorionic villus sampling; CVS) izvodi se od 10. do
12. tjedna trudnoce transcervikalnim ili transabdominalnim putem uz ultrazvu¢no navodenje.
Iz dobivenog korionskog tkiva metodom izravne kariotipizacije moguce je za 3 dana dobiti
kariogram. U sluCaju patoloskog nalaza postoji mogucnost prekida trudnoce u prvom
tromjese¢ju, Sto je tehnicki i psiholoski manje agresivan postupak u usporedbi s drugim
tromjese¢jem. Kod postojanja teSkog oligohidramnija CVS je jedina izvediva metoda
antenatalne dijagnostike prvog ili ranog drugog tromjesec¢ja. Ucestalost spontanih pobacaja i
ostalih komplikacija ista je kao kod RACZ. Izvodenje zahvata u 8. 1 9. tjednu trudnoée povezano
je s ve¢om uclestalosti malformacija udova ploda. CVS-om se nalazi viSe abnormalnosti u
odnosu na RACZ jer se izvodi ranije, prije nego bi eventualno nastupio spontani pobacaj zbog

moguce kromosomopatije (21).

Biopsija posteljice (placentocenteza, kasni CVS) je zahvat koji se izvodi u drugom i
treCem tromjese¢ju. Nalaz je moguce dobiti ve¢ nakon 3 dana. Ucestalost spontanih pobacaja

nakon zahvata manja je u odnosu na prethodno spomenute metode (0,3 do 0,4%) (6).

Problem korionskog 1 postelji¢nog tkiva je veca ucestalost mozaicizma (do 2%) u
usporedbi s plodovom vodom (do 1,5%). Mozaicizam moze nastati u ranom razvoju embrija,
ali ukoliko mutacija nastane u trofoblastu nakon diferencijacije od embrioblasta, promjena se
nalazi samo u posteljici uz uredan kariogram stanica ploda. U tim je situacijama nuzan poseban
oprez prilikom interpretacije rezultata (3). Preporuka je da se nakon dobivenog kariotipa s
mozaicizmom iz tkiva trofoblasnog podrijetla u¢ini RACZ ili kordocenteza, koje tek u 50%
trudnica potvrde nalaz. Mozaicizam ogranicen samo na posteljicu moZe utjecati na negativan
ishod trudnoce zbog moguce disfunkcije posteljice, intrauterinog zastoja rasta i preeklampsije

(22).



Kordocenteza (perkutana aspiracija krvi pupkovine) primjenjuje se za dobivanje krvi
ploda obi¢no nakon 18. tjedna zbog veée ucestalosti komplikacija ako se napravi ranije. Izvodi
se uz ultrazvu¢no navodenje kroz trbusnu stjenku trudnice. Nalaz se dobije za 2-3 dana.
Ucestalost komplikacija je 0,7 odnosno 2,8%, a u visokorizi€nim trudno¢ama doseze do 25%.
Prednost kordocenteze je izravan pristup fetalnom tkivu i1 brzo dobivanje rezultata. Najteza
komplikacija zahvata je smrt ploda, a nerijetko se pojavljuje fetalna bradikardija te krvarenje iz
mjesta punkcije. Kordocenteza se zbog kariotipizacije izvodi u sluCajevima kada se
citogenetickom analizom plodove vode ili korionskih resica dobije mozaicizam ili kada se nije

mogao dobiti nalaz zbog neuspjelih kultura (6).
Rjede se izvode punkecijski 1 biopsijski zahvati kao Sto je celocenteza (3).

Prema smjernicama Hrvatskog druStva za perinatalnu medicinu iz 2010. godine,
indikacije za invazivnu antenatalnu dijagnostiku kromosomopatija ploda su: maj¢ina dob (=36
godina) u trenutku zanos$enja, poviseni rizik prema probirnom testu prvog ili drugog tromjesecja
(>1:250), postojanje ultrazvucnih biljega kromosomopatija ploda te pozitivna osobna ili
obiteljska anamneza (15). Konaénu odluku o provedbi invazivne dijagnostike donosi trudnica
s partnerom, nakon §to je od strane ginekologa 1/ili klini¢kog geneti¢ara potpuno informirana o
smislu, koristima i mogué¢im komplikacijama predlozenog zahvata. Ukoliko ne bi bila spremna
u slucaju patoloskog kariograma ploda podnijeti zahtjev za prekid trudnoce iz medicinskih
razloga, trudnicu ne treba slati ni na probirne testove. Osnovni je cilj svakog profesionalca u
svakom trenutku poStovati zelju trudnice i1 tome podrediti cijeli dijagnosti¢ki postupak.

Obzirom na kompleksnost problema, uputno je u tim ukljuciti 1 psihologa (10).

1.2.2.1. Tehnika otkrivanja fetalnih stanica u maj¢inoj krvi

Posljednjih desetlje¢a intenzivno je istrazivana moguénost neinvazivne antenatalne
dijagnostike kromosomopatija analizom slobodnih fetalnih stanica iz maj¢ine krvi. Tijekom
trudnoce fetalne stanice prelaze u majc¢in krvotok, ali njihova niska koncentracija (1 stanica/mL
majcine krvi) ograni¢ava upotrebu u dijagnosticke svrhe. Dokazano je da je zbog narusene
placentarne barijere broj fetalnih stanica u majcinoj krvi znacajno veé¢i u trudno¢ama s
kromosomopatijama, pogotovo s trisomijom 21 (23). Iz maj¢ine krvi moguce je izolirati fetalne
leukocite, stanice trofoblasta i eritroblaste. Stanice od najveceg interesa su eritroblasti jer se

stvaraju samo u plodu, a zbog kratkog poluzivota ne postoji moguénost da potjecu iz prethodnih
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trudnoca. Nedostatak upotrebe leukocita jest Cinjenica da imaju sposobnost opstojnosti
godinama, pa mogu potjecati iz prethodnih trudnoéa (24). Moguénost analize stanica trofoblasta
primamljiva je zbog njihove terminalne diferenciranosti, medutim u 1% slucajeva nade se

mozaicizam posteljice uz normalan fetalni kariotip (25).

Najrabljenije metode odvajanja fetalnih stanica iz majcine krvi su magnetsko 1
flourescentno aktivirano razvrstavanje (MACS 1 FACS). Ogranicenja u Sirokoj primjeni su
cijena, slozenost, velika stopa neuspjesne obrade uzoraka i realna moguénost kontaminacije

uzorka stanicama majke (25).

1.3. PROBIR TRUDNICA ZA INVAZIVNU ANTENATALNU DIJAGNOSTIKU
KROMOSOMOPATIJA PLODA

1.3.1. Zivotna dob i dob trudnoée

Rizik od kromosomopatija ploda raste sa zivotnom dobi majke, Sto je dokazano u
brojnim istrazivanjima, na mnogim populacijama i u razli¢itim vremenskim razdobljima.
Uznapredovala Zivotna dob majke povecava rizik od radanja djeteta sa svim autosomnim
aneuploidijama. Rizik nije povecan za aneuploidije spolnih kromosoma i triploidije (19). U
trudnica mladih od 20 godina rizik od radanja djeteta s trisomijom 21 manji je od 1:1667. U 35.
godini zivota rizik iznosi 1:385, u 40. godini 1:106, a u 45. godini 1:20 (6, 26).

Prije uvodenja biokemijskih i ultrazvu¢nih biljega u rutinsko antenatalno traganje za
kromosomopatijama, jedina dostupna metoda probira temeljila se na Zivotnoj dobi i opterecenoj
anamnezi trudnice. Svim je trudnicama starim 36 godina i viSe nudena jedna od invazivnih
metoda antenatalne dijagnostike. Takvom vrstom probira moguce je dijagnosticirati samo 30%
slucajeva Downovog sindroma. Preostalih 70% djece s Downovim sindromom radaju majke

mlade Zivotne dobi (10).

Rizik od radanja djeteta s kromosomopatijom umanjuje se napredovanjem trudnoce
zbog relativno velikog udjela fetalnih smrti; do 30% prije 12. tjedna trudnoce i dodatnih 20%
nakon 16. tjedna (27).
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1.3.2. Obiteljska i osobna anamneza

Kromosomopatije u vecini slucajeva nisu nasljedne bolesti, ve¢ nastaju kao posljedica
novonastale promjene kromosoma u gametama. Pozitivna osobna i obiteljska anamneza
kromosomopatija u vecini slucajeva nemaju znacajan utjecaj na vjerojatnost radanja djeteta s

kromosomopatijom (28).

Literatura opisuje nekoliko mogucih razloga ponavljanja Downovog sindroma u
potomstva istih roditelja: a) gonadalni mozaicizam fenotipski zdravih roditelja, b) rizicni
¢imbenici za mejotiCku gresku u roditelja, c¢) starija zivotna dob trudnice, d) balansirane
translokacije u obitelji, 1 ) ponavljanje kao posljedica slucajnosti. Ako roditelji imaju dijete s
Downovim sindromom, smatra se da je rizik za sljedecu trudnoéu dvostruko veéi od rizika
prema zivotnoj dobi. Rizik nije povecan za ostale ¢lanove obitelji, osim u nositelja iste

balansirane translokacije (28, 29).

VaZnost pozitivne obiteljske 1 osobne anamneze obicno je precijenjena. Stoga se u

takvim slucajevima roditelje mora uputiti na geneti¢ko savjetovanje (30).

1.3.3. Biokemijski testovi probira na kromosomopatije ploda

Posteljica 1 plod nastaju iz iste osnove, §to znaci ujednacen patoloski kariogram ukoliko
postoji kromosomopatija. U slucaju posteljice, promijenjena struktura kromosoma rezultira
izmjenom funkcije oslobadanja hormona i drugih biokemijskih ¢imbenika u krvotok majke.
Stoga su potencijalni biljezi aneuploidija u majcinom krvotoku svi proteini, lipidi 1

ugljikohidrati ploda koji se stvaraju 1/ili metaboliziraju u posteljici (31).

Biokemijski probir kromosomopatija temelji se na otkrivanju odstupanja u koncentraciji
biljega u serumu trudnice u odnosu na oc¢ekivane vrijednosti zdrave populacije. Ogranicena
osjetljivost 1 specifi¢nost biokemijskog probira je rezultat bioloskih i analiti¢kih varijacija
pojedinih biljega aneuploidija ploda u majéinom krvotoku. U bioloske ¢imbenike varijacija
ubrajaju se Zivotna dob, tjelesna teZina, rasna 1 etnicka pripadnost, pusenje i1 kroni¢ne
metabolicke bolesti (npr. dijabetes melitus). Postupci uzorkovanja, pohrane i transporta te

svojstva imunokemijskih metoda sadrZze potencijalnu analiticku varijaciju. U matematickom
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programu za izraCun rizika moguce je korekcijama umanjiti utjecaj nekih bioloskih ¢imbenika

na razinu biokemijskih biljega, ali ne i potpuno eliminirati navedeni bias (32).

U normalnoj blizanackoj trudno¢i razine biokemijskih biljega su otprilike dvostruko
vece u odnosu na jednoplodne trudnoc¢e. Nemoguce je razlikovati u kojoj mjeri pojedini plod
pridonosi izmjerenoj koncentraciji biokemijskih biljega u maj¢inoj krvi te izraCunati zasebne
biokemijske rizike. Rezultat probira je rizik specifi¢an za trudnoc¢u, a ne za pojedini plod. Stopa
detekcije za viSeplodne trudnoce je, uz viSe lazno pozitivnih nalaza, manja u odnosu na

jednoplodne (19).

1.3.3.1. Prvo tromjesecje

Probirni testovi prvog tromjesecja danas predstavljaju zlatni standard antenatalnog
traganja za kromosomopatijama zbog velike osjetljivosti i ranog dobivanja rezultata. Razvijeni
su 1 uvedeni u klinicku praksu kasnije od metoda drugog tromjesecja. Od istrazivanih
biokemijskih biljega, slobodna B podjedinica humanog korionskog gonadotopina (B-hCG) i uz
trudnoCu vezani plazmatski protein A (engl. pregnancy associated protein A; PAPP-A)

pokazali su se najvrjednijima (33, 34).

hCG je glikoprotein normalno prisutan u krvi i1 urinu isklju¢ivo tijekom trudnoce.
Izlucuje ga sinciciotrofoblast. Po kemijskoj gradi sastoji se od a 1 B podjedinice. Osnovna
funkcija hCG-a u ranoj trudno¢i je podrzavanje zutog tijela u proizvodnji progesterona dok tu
funkciju ne preuzme posteljica. Posreduje u brojnim posteljinim, majéinim i fetalnim
funkcijama. U serumu trudnica koncentracija slobodnog B-hCG-a doseze vr$nu vrijednost do
12. tjedna trudnoce. Slijedi naglo snizenje na oko 10% maksimalne koncentracije, kakva ostaje
do porodaja (33). Iako hCG nije kodiran na kromosomu 21, ¢ini se da je s njim povezana
ekspresija gena za o i f podjedinice. Stanice trofoblasta s trisomijom 21 sadrzavaju viSe mRNA
specificnih za a 1 B lance hCG-a u odnosu na euploidne trudnoce, zbog ¢ega je koncentracija
slobodnog B-hCG-a povecana u trudno¢ama s Downovim sindromom. Promijenjen razvoj
posteljice u trudno¢ama s Edwardsovim i1 Patauovim sindromom rezultira nizim vrijednostima
B-hCG-a. Aneuploidije spolnih kromosoma prati nepromijenjena koncentracija B-hCG-a.
Slobodni B-hCG upotrebljava se kao biljeg kromosomopatija u prvom i drugom tromjesecju,

dok je ukupni hCG koristan samo u drugom tromjesecju. Na osnovi slobodnog B-hCG i Zivotne
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dobi trudnice, stopa detekcije Downovog sindroma iznosi 42%, uz 5% lazno pozitivnih nalaza

(32).

PAPP-A je glikoprotein kojeg proizvode sinciciotrofoblast i decidua tijekom trudnoce.
Kao proteaza transportnog globulina inzulinu slicnog ¢imbenika rasta (engl. IGF binding
globulin), isti povecava bioraspolozivost IGF-a. Time mijenja invazivnost trofoblasta i
dinamiku fetalnog rasta te modulira transport glukoze i aminokiselina u posteljicu. U normalnoj
trudno¢i koncentracija PAPP-A u serumu raste s dobi trudnoce. Koncentracija PAPP-A snizena
je u svim aneuploidijama zbog promijenjene funkcije posteljice. Mjerenjem ovog proteina, uz
uvazavanje dobi trudnice, moguce je detektirati 52% slucajeva Downovog sindroma, uz 5%

lazno pozitivnih rezultata (34).

Probir na Downov sindrom upotrebom majcine zZivotne dobi, slobodnog B-hCG-a i
PAPP-A tijekom prvog tromjesecja ima stopu detekcije od 65%, s 5% laZzno pozitivnih nalaza.
Biokemijski probir prvog tromjesecja rijetko se klini¢ki primjenjuje u samostalnoj formi, veé¢
je obi¢no sastavni dio kombiniranog testa. Pouzdanost PAPP-A kao biokemijskog biljega
doseze maksimum u 9., 10. i 11. tjednu trudnoce zbog vece razlike u koncentraciji PAPP-A
izmedu trisomicnih i1 euploidnih trudnoc¢a u navedenom razdoblju u odnosu na kasnije. lako se
razlika slobodnog B-hCG izmedu trisomicnih 1 euploidnih trudnoca povecava s dobi trudnoce,
istrazivanja su pokazala da je vaznost te razlike manja od razlike PAPP-A. Izvodenjem testa od

10. do 14. tjedna trudnoce postize se najmanja greska kombiniranja oba biljega (33).

Osim B-hCG-a 1 PAPP-A, pronadeni su 1 drugi biljezi kromosomopatija primjenjivi u
prvom tromjesecju. Najpoznati je disintegrin i metaloproteinaza 12 (ADAM 12), biomarker
sintetiziran u posteljici ¢ija je koncentracija snizena u naj¢es$¢im aneuploidijama. Istrazivani su
jos: placentarni ¢cimbenik rasta (PIGF), alfa fetoprotein (AFP), ukupni hCG, placentarni hormon
rasta (PGH) 1 mnogi drugi. Dosadasnja istraZzivanja pokazala su da ukljucivanje spomenutih

biljega u probir prvog tromjesecja ne povecava stopu detekcije kromosomopatija (35).
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1.3.3.2. Drugo tromjesecje

1.3.3.2.1. Dvostruki, trostruki i ¢etverostruki test probira

Biokemijski biljezi u svrhu probira na kromosomopatije ploda tijekom drugog
tromjese¢ja u Hrvatskoj se odreduju od 1994. godine, najprije kao dio dvostrukog, a od 1996. i
trostrukog testa (36). Probir se temelji na odredivanju koncentracije dvaju, triju ili Cetiriju
biokemijskih biljega. Dobivene vrijednosti potom se upotrebljavaju za izraCunavanje rizika od
kromosomopatija ploda, uzimajuéi u obzir a priori rizik majke po zivotnoj dobi. Dvostruki test
mjeri koncentraciju a-fetoproteina (AFP) i ukupnog hCG-a ili njegove slobodne  podjedinice.
Trostrukom testu dodan je nekonjugirani estriol (uE3), a cetverostrukom i inhibin A.
Koncentracije navedenih hormon prije kona¢nog izrauna preraunavaju se u MoM vrijednosti,

jednako postupku obrade biljega prvog tromjesecja (37).

AFP je glavni protein plazme u fetalnom razdoblju. Ima ulogu osmotic¢ke regulacije,
imuosupresije 1 transportnog proteina. Stvara ga fetalna jetra, a u manjim koli¢inama probavni
sustav 1 zumanjcana vrec€a. [z fetalnih tkiva dospijeva u fetalni krvotok, likvor, Zu¢ 1 amnijsku
teku¢inu. U maj¢in krvotok prelazi transplacentarno i transmembranski. U trudnoéi s
Downovim sindromom, zbog promijenjene funkcije fetalnih bubrega, AFP se manje izluc¢uje u

amnijsku tekuéinu te u krvotok majke dolazi u manjim koncentracijama (32).

uE3 je koli¢inski dominantan estrogen u trudno¢i. Za njegovu sintezu potrebna je
interakcija enzima fetalne nadbubrezne Zlijezde, jetre 1 posteljice. U trudnoé¢i s Downovim

sindromom koncentracija estriola u krvotoku majke je sniZzena (31).

Inhibin A je glikoprotein kojeg u trudnoc¢i najprije stvara Zuto tijelo, a zatim posteljica.
Toc¢na uloga tijekom trudnoce nije poznata. Pretpostavlja se da povecana koncentracija hCG-a
stimulira njegovu proizvodnju. Inhibin A potom povratnom spregom potiskuje daljnje
otpustanje hCG-a, nakon ¢ega se smanjeno otpusta i inhibin A. Moguce je da ovaj mehanizam
djeluje oslabljeno u trudno¢ama s Downovim sindromom, pa postoje poviSene razine inhibina

A u krvotoku majke (31).

Optimalno razdoblje za izvodenje testova je od 15. do 17. tjedna trudnoce, iako se isti
mogu provesti sve do 22. tjedna. Trudnice kojima izracunati rizik premasuje grani¢nu vrijednost

upucuju se na invazivnu dijagnostiku, najc¢es¢e RACZ (38). Uz 5% lazno pozitivnih nalaza,
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stopa detekcije Downovog sindroma iznosi oko 60% za dvostruki, oko 70% za trostruki te oko

80% za Cetverostruki test (37).

1.3.3.2.2. Moguénost detekcije ostalih poremecaja

Biokemijskim testovima probira drugog tromjesec¢ja moguce je, osim kromosomopatija,
detektirati i neke druge poremecaje. Odredivanje AFP-a omogucuje izraCunavanje rizika od
defekata neuralne cijevi i prednje trbusne stjenke. Nepotpuno zatvaranje neuralne cijevi ploda
ima za posljedicu vecu izmjenu AFP-a izmedu likvora i plodove vode. AFP je vrlo osjetljiv
pokazatelj oSte¢enja neuralne cijevi i prednje trbusne stjenke, zbog €ega je pozeljan dio svakog

biokemijskog probira drugog tromjesecja (32).

Geneticki poremecaji vezani uz nepravilnu sintezu uE3, kao Sto su deficijencija
steroidne sulfataze 1 Smith-Lemli-Opitz sindrom, mogu biti prepoznati u okviru biokemijskog

probira drugog tromjesecja (39, 40).

1.3.4. Ultrazvuk u probiru kromosomopatija

1.3.4.1. Prvo tromjesecje

Rutinski ultrazvuéni pregled tijekom prvog tromjesecja izvodi se s ciljem to¢nog
odredivanja dobi trudnoc¢e mjerenjem udaljenost tjeme-trtica, potvrde vitalnosti trudnoce,
utvrdivanja viSeplodove trudnoce te detekcije odredenih anatomskih fetalnih abnormalnosti 1/ili
biljega kromosomopatija (engl. mini anomaly scan) (41). Optimalno vrijeme pregleda je
izmedu 11. 1 14. tjedana trudnoe. Donju granicu odreduje tehnicko ogranicenje prikaza
morfoloskih odlika ploda, a gornju moguénost povlacenja ranije postojane povecane nuhalne
prozirnosti (42). Vec¢ tada je moguce otkriti velike anomalije (lat. malformationes maiores) kao
gastroshizu, omphalocelu, meningo i meningomijelocele, veée anomalije ekstremiteta,
anencefalus 1 sli¢no. Ultrazvucni biljezi kromosomopatija prvog tromjesecja su zadebljana
nuhalna prozirnost, nerazvijena nosna kost, abnormalan protok kroz venozni duktus,
hiperehogeno crijevo, povecan fronto-maksilarni kut 1 mnogi drugi. Nuhalna je prozirnost od
daleko najveceg znacaja, dok se ostali koriste kao pomo¢ni biljezi ili su samo od akademskog

znacaja (43).
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1.3.4.1.1. Nuhalna prozirnost

Nuhalna prozirnost (engl. nuchal translucency; NP) je normalan sloj tekuc¢ine ispod
koze nuhalne regije koji se razli¢itim opsegom S§iri prema glavi i vratu ploda. Mjeri se
ultrazvukom, najces¢e transabdominalnom sondom, u sagitalnom presjeku s plodom u
fleksijski neutralnom polozaju (42). Ranih 1990.-ih godina dokazana je povezanost zadebljane
NP u prvom tromjesec¢ju s povecanim rizikom od radanja djeteta s Downovim sindromom (19).
Zadebljana NP korisna je u detekciji svih autosomnih trisomija, a uz uredan nalaz kariograma
cesce se susrece uz sré¢ane greske i neke genopatije (43, 44). NP najcesce nestaje tijekom drugog
tromjese¢ja. U slucaju zadebljane NP u prvom tromjesec¢ju, nestanak ne umanjuje rizik od
kromosomopatija ploda. Rjede perzistira ili progredira u nuhalni edem odnosno cisti¢ni higrom
s/bez generaliziranog hidropsa. Cimbenici poput rase, pariteta, puenja, dijabetesa, primjene
metoda asistirane reprodukcije, krvarenja tijekom trudnoce ili spola ploda ne utjeCu na
vrijednost NP (19). Iako mehanizam nastanka nije sasvim jasan, predlozeno je nekoliko
moguc¢ih uzroka koji se vjerojatno preklapaju: a) kardiovaskularne abnormalnosti, b)
abnormalnosti vezivnog tkiva, ¢) abnormalnosti limfati¢nog sustava, d) porast intratorakalnog
tlaka, e) fetalna hipoproteinemija, f) fetalna anemija i g) infekcija (43). NP je najmoc¢niji
samostalni biljeg u probiru kromosomopatija, zbog ¢ega je redovito ukljucen u probirne testove
prvog tromjesec¢ja. Uzimaju¢i u obzir samo debljinu NP i dob trudnice, stopa detekcije
Downovog sindroma iznosi 75%, uz 5% lazno pozitivnih nalaza. Normalna vrijednost NP raste
s dobi trudnoce, pa je poznavanje tog Cimbenika od primarnog znacaja (45). Minimalna
udaljenost tjeme trtica ploda trebala bi u trenutku mjerenja biti 45 mm, a maksimalna 84 mm.
Medijan i 95. centila debljine nuhalnog nabora kod udaljenosti tjeme trtica od 45 mm iznose
1,2 12,1 mm, a kod udaljenosti tjeme trtica 84 mm iznose 1,9 i 2,7 mm (46). Vjerojatnost
postojanja kromosomskih 1 drugih abnormalnosti povezana je s debljinom NP, a ne s njezinim
samim postojanjem. Rizik od fetalnih kromosomskih i drugih abnormalnosti iznosi 5% uz NP
do 3,4 mm (95. centila), 30% za NP od 3,5 do 4,4 mm, a viSe od 50%, ukoliko je ve¢i od 4,5
mm (43). Indikacija za RACZ postoji uz NP vecu od 99. centile (oko 3,5 mm), kao i u slucaju
rizika veceg od grani¢ne vrijednosti prema izracunu matemati¢kim programima (47). U 5 do
10% slucajeva dojam laznog zadebljanja NP moze biti posljedica omotane pupcane vrpce oko
vrata ploda (45). Debljina NP neovisna je o serumskim biokemijskim biljezima, zbog ¢ega se

mogu kombinirati u jedinstvene izra¢une s veom osjetljivosti, bez dodatnih biasa. Nuhalna
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prozirnost ima vaznu ulogu u detekciji kromosomopatija u visSeplodnim trudno¢ama zbog

moguénosti mjerenja u svakog pojedinog ploda (19).

1.3.4.1.2. Nosna Kkost

Antropometrijske studije opisuju kratak korijen nosa u 50% pacijenata s Downovim
sindromom. Od 11. do 14. tjedna trudnoce nosna kost nije vidljiva ultrazvukom u 60-70%
plodova s trisomijom 21 te 2% onih urednog kariograma (19). Nosnu kost nije moguce
vizualizirati u 55% plodova s trisomijom 18, 34% plodova s trisomijom 13 1 11% plodova s
Turnerovim sindromom, ali ne i kod triploidije. Primarni prakti¢ni zadatak ultrazvucnog
pregleda nosne kosti u prvom tromjesecju jest odredivanje njezine prisutnosti ili odsutnosti, dok
je mjerenje duljine od sekundarnog znacaja. Prevalencija odsutnosti nosne kosti smanjuje se s
porastom dobi trudnoce, kako u fetusa s kromosomopatijom, tako i u kromosomski urednih
plodova. Mjerenje njezine duljine tijekom drugog tromjesecja nije se pokazalo ucinkovitim
(45). Budu¢i da je prevalencija odsutnosti nosne kosti veéa u crnaca i Azijata nego u bijelaca,
prilikom procjene rizika potrebno je uzeti u obzir rasu trudnice. Prisutnost ili odsutnost nosne

kosti neovisne su o biokemijskim biljezima kromosomopatija (48).

1.3.4.1.3. Venozni duktus

Pupcana vena prenosi oksigeniranu krv iz posteljice u plod. Preko dvije tre¢ine krvi
ulazi u fetalnu jetru, dok ostatak skrec¢e u donju Suplju venu kroz venozni duktus (lat. ductus
venosus Arantii) 1 nastavlja u desnu pretklijetku ploda. Protok kroz ductus venosus moguce je
prikazati obojenim doplerom, kojim vizualiziramo karakteristi¢ne valove visoke brzine protoka
tijekom sistole (S val) i dijastole (D val). Val tijekom kontrakcije pretklijetke, kada protok
prema srcu joS postoji, ali je brzina najmanja, zove se A val i slijedi nakon D vala (19). U 80%
plodova s trisomijom 21, ali 1 5% kromosomski normalnih plodova, pronalaze se abnormalnosti
protoka kroz venozni duktus, naj¢eS¢e A vala. Abnormalan protok kroz venozni duktus povezan
je 1 s trisomijama 13, 18 te s Turnerovim sindromom (43). Tocan razlog ovih promjena nije
poznat. Pretpostavlja se da nastaje zbog srcanih anomalija plodova s kromosomopatijom koje
rezultiraju povecanom rigidno$¢u miokarda. Zbog toga je tlak punjenja desne pretklijetke i
klijetke povecan, §to dovodi do porasta centralnog venskog tlaka i u konacnici do odsutnosti ili

obrnutog protoka kroz venozni duktus (D i A val). Prevalencija biljega raste s dobi trudnoce.
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Abnormalni je protok kroz ductus venosus, osim s kromosomopatijama, povezan i s izoliranim

fetalnim sr¢anim greSkama (45).

1.3.4.1.4. Ostale anomalije ploda uz aneuplodije

U dijela plodova s trisomijom 21 moze se pronaci kratka gornja ¢eljust, povecan fronto-
maksilarni kut, malene uske, kratka bedrena i1 nadlakti¢na kost te trikuspidalna regurgitacija.
Trisomiju 18 Cesto prati povecan fronto-maksilarni kut, intrauterini zastoj rasta, bradikardija,
trikuspidalna regurgitacija, egzoftalmus te jedna pupcana arterija. Trisomija 13 povezana je s
povecanim fronto-maksilarnim kutom, fetalnom tahikardijom, trikuspidalnom regurgitacijom,
intrauterinim  zastojem rasta, megacistom, holoprozencefalijom, egzoftalmusom i
trikuspidalnom regurgitacijom (49). Turnerov sindrom cesto prati fetalna tahikardija,

intrauterini zastoj rasta te trikuspidalna regurgitacija (50).

1.3.4.2. Drugo tromjesecje

Ultrazvu¢ni pregled morfologije ploda tijekom drugog tromjesecja (engl. anomaly scan)
rutinski se izvodi u svih trudnica s ciljem detaljnog uvida u fetalnu anatomiju. Pregled je
najbolje uciniti u razdoblju izmedu 18. 1 21. tjedna trudnoce. Evaluaciju odredenih anatomskih
struktura prije 18. tjedna nije moguce jednako kvalitetno izvesti. Pregled bi trebalo provesti
prije navrSenog 22. tjedna, nakon ¢ega u Republici Hrvatskoj postoji zakonska zabrana prekida
trudno¢e neovisno o mogu¢im anomalijama (51). Svrha pregleda je potvrditi ili iskljuciti
postojanje velikih strukturnih abnormalnosti ploda i biljega kromosomopatija manjeg znacaja,
poznatijih kao ,,meki* biljezi (engl. soft marker) (52). Vece strukturne anomalije povezane s
kromosomopatijama su sréane greske, atrezija dvanaesnika, cistini higrom, omphalocela te
anomalije srediSnjeg Ziv€anog sustava. Pronalaze se u otprilike 20% plodova s Downovim
sindromom te u vecine onih s Edwardsovim i Patauovim sindromom. ,Meki“ biljezi su:
proSirenje bubrezne nakapnice, hiperehogeno crijevo, cista korioidnog pleksusa, hiperehogeni
fokusi u fetalnom srcu, kratka nadlakti¢na i bedrena kost. Ce$ée se susreéu u plodova s
kromosomopatijama, ali mogu biti prisutni i u zdravih plodova. Imaju manju osjetljivost i
specificnost za fetalne kromosomopatije u usporedbi s velikim anomalijama. Prisutnost vise
biljega u istog ploda povecava vjerojatnost postojanja kromosomopatije (53). O invazivnoj
dijagnostici opravdano je razmisljati u slucaju postojanja velikih anomalija ili viSe ,,mekih*
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biljega (15). Ultrazvucni pregled tijekom drugog tromjesecja je od svih nabrojenih najmanje
efikasna probirna metoda otkrivanja kromosomopatija (engl. genetic sonogram). Stopu
detekcije Downovog sindroma od 50-70% moguce je posti¢i uz ultrazvuc¢ni uredaj visoke klase,

dobro educiranog ultrasonicara i bez ogranic¢enja vremena za pojedini pregled (53).

1.3.5. Kombinacija ultrazvucnih i biokemijskih biljega kromosomopatija ploda u

testovima probira

1.3.5.1. Kombinirani test probira

Probirni testovi prvog tromjesecja zadnjih su petnaestak godina postali zlatni standard
antenatalnog traganja za kromosomopatijama. Kombinirani test najraSirenija je metoda
antenatalnog probira na kromosomopatije. Provodi se u okviru naseg zdravstvenog sustava,
jednako kao i u vecini zemalja Europske unije. Testiranje se vrs$i izmedu 10. 1 14. tjedna
trudnoce kombiniranjem dvaju biokemijskih 1 jednog ultrazvucnog biljega te Zivotne dobi
majke. Biokemijski biljezi su PAPP-A i B-hCG prikazani u obliku MoM vrijednosti, dok je
izabrani ultrazvucni biljeg NP. Nosna kost i ostali ultrazvu¢ni biljezi prvog tromjesecja
upotrebljavaju se samo kao opcionalni ¢imbenici. Prema rezultatima medicine utemeljene na
dokazima, potrebna su daljnja istrazivanja i evaluacije isplativosti dodatnih ultrazvuénih biljega

prije rutinskog uvrStavanja u kombinirani probir (35, 45, 54).

Kombiniranjem navedenih biljega, moguénost detekcije Downovog sindroma penje se
do zavidnih 90%, uz 5% lazno pozitivnih nalaza (35). IstraZzivanja su pokazala da bi se
ukljucivanjem nosne kosti osjetljivost mogla povecati na 95%. Kombiniranim testom moguce
je prepoznati 94% trisomija 18 1 13 kromosoma, triploidija i Turnerovog sindroma, kao i 60%
ostalih kromosomopatija (delecije, parcijalne trisomije, nebalasirane translokacije 1
aneuploidije spolnih kromosoma) (55). Stopa detekcije Downovog sindroma u viSeplodnim

trudnoca znatno je niza i iznosi do 80%, uz vise lazno pozitivnih nalaza (56).

Uobicajeno se na invazivne dijagnosticke testove nakon kombiniranog probira upucuju
trudnice s izracunatim rizikom ve¢im od 1:250. Neki autori predlazu drugaciji, sekvencijski
model postupanja po kojem se trudnice prema izracunatom riziku dijele na 3 skupine: visokog,
srednjeg 1 niskog rizika. Ukoliko je rizik od kromosomopatije ploda u kombiniranom testu visok

(veciod 1:100), savjetuje se invazivni dijagnosticki invazivni postupak. U trudnica s umjerenim
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rizikom (1:100 do 1:1000) predlaze se napraviti dodatne ultrazvucne pretrage (mjerenje nosne
kosti, fronto maksilarnog licnog kuta, protok kroz venozni duktus, prisutnost trikuspidane

regrugitacije) te postupiti ovisno o nalazu (57).

Brojne su prednosti provodenja kombiniranog probira u prvom tromjese¢ju u odnosu na
biokemijske probirne testove drugog tromjesecja. Probirom u prvom tromjesecju dijagnoza se
postavlja ranije, Sto otvara mogucénost za sigurniji i manje traumatican prekid trudnoce. Stopa
detekcije kombiniranog probira veca je od testova drugog tromjesecja. Moguce je prepoznati
rizik za veéinu najces¢ih kromosomopatija. Nedostatak je §to se kombiniranim probirom
otkriva i dio trudnoca s kromosomopatijama koje bi zavrsile spontanim pobacajem do vremena

izvodenja probira drugog tromjesecja (33).

Budu¢i da kombinirani test ne ukljucuje ispitivanje AFP, preporuka je trudnice s
normalnim rezultatima kombiniranog testa u prvom tromjese¢ju uputiti na probir defekata

neuralne cijevi u drugom tromjesecju UZV pregledom i/ili odredivanjem vrijednosti AFP (58).

Rezultate kombiniranog probira je obi¢no moguée dobiti za dva do tri dana, §to u nekih
trudnica poti¢e anksioznost zbog Cekanja. Od 1999. godine, na inicijativu Fetal Medicine
Foundation, pokrenut je program OSCAR (engl. One Step Clinic for Assesment of Risk) s ciljem
informiranja trudnica, provodenja kombiniranog testa i dobivanja rezultata u istom danu. Ovaj
dobro organizirani nacin probira u mnogim je zemljama Europe prihvacen kao standardizirani
model. Realizacija probirnog testa od ultrazvucnog pregleda, dobivanja rezultata biokemijske
analize, do zaklju¢nog savjetovanja trudnice u istom danu, moguca je samo u centrima s
vrhunski organiziranom, multidisciplinarnom antenatalnom skrbi. Takav pristup donosi
najvecu dobrobit za trudnice te postoji visoka prihvacenost moguénosti ranog probira od 98%

u zemljama s viSegodi$njim iskustvom u programu OSCAR (54).

1.3.5.2. Integrirani i sekvencijski test probira

Neovisna upotreba viSe vrsta probirnih testova u iste trudnice (npr. kombiniranog i
Cetverostrukog testa) bez sjedinjivanja njihovih rezultata nije preporucljiva zbog
neprihvatljivog povecanja stope lazno pozitivnih nalaza. Potonje se moZe izbjeci

objedinjivanjem rezultata u sklopu integriranog ili sekvencijskog probira (58).
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Integrirani test udruzuje potencijale biljega fetalnih kromosomopatija prvog i drugog
tromjesec¢ja. Provodi se u dva koraka. U prvom tromjesecju trudnice se upucuju na kombinirani,
a u drugom tromjese¢ju na Cetverostruki test (20). Rezultati pocCetnog dijela testa u prvom
tromjese¢ju ne otkrivaju se sve do njihovog kombiniranja s biljezima drugog tromjesecja, kada
se racuna jedinstveni rizik koji proizlazi iz oba testa. Ovisno o tome izvodi li se u prvom
tromjesecju kombinirani test ili se odreduju samo biokemijski biljezi bez mjerenja nuhalnog
nabora, integrirani test dijeli se na potpuni integrirani test i serumski integrirani test. Uz 5%
lazno pozitivnih nalaza, stopa detekcije Downovog sindroma za potpuni integrirani test iznosi
oko 95%. Ako zeljenu stopu detekcije postavimo na 90%, integriranim testom postiZe se znatno
manja stopa lazno pozitivnih nalaza, Sto rezultira manjim brojem nepotrebnih invazivnih
dijagnostickih postupaka u urednim trudnocama. Serumski integrirani test ima neSto manju
stopu detekcije, ali je koristan na podrucjima gdje ne postoji dovoljno educirano osoblje za
provodenje mjerenja nuhalnog nabora (59). Nedostatak integriranog testa je otkrivanje rezultata
tek u drugom tromjesecju, pa nije moguce izvesti ranu CVS dijagnostiku. Rezultate probira
dugo se ¢eka, Sto izaziva anksioznost u velikog broja trudnica. Budud¢i se testiranje provodi u
dva navrata s razmakom od mjesec dana, izvodenje zahtijeva viSe napora i komunikacije s

trudnicom u cilju postizanja vece suradljivosti (60).

Sekvencijski probir takoder kombinira testove prvog i drugog tromjesecja. Razlika je u
dobivanju preliminarne informacije o riziku od kromosomopatija ploda ve¢ u prvom
tromjesecju, Sto moze imati povoljan psihicki utjecaj. Postoje dvije vrste sekvencijskog probira:
postupni sekvencijski probir (engl. stepwise sequential screening) 1 uvjetovani sekvencijski
probir (engl. contingent sequential screening). Kod postupnog sekvencijskog probira,
trudnicama se u prvom tromjesecju prezentiraju rezultati kombiniranog testa. Visokorizi¢nim
trudnicama savjetuje se obavljanje invazivne dijagnostike. Niskorizicne se upucuju na
cetverostruki test u drugom tromjesecju, nakon ¢ega slijedi izraCunavanje kona¢nog rizika (20).
Stopa detekcije i laZzno pozitivnih nalaza usporedive su s integriranim probirom, uz eliminaciju
njegovih glavnih nedostataka koji se odnose na dugo ¢ekanje rezultata (60). Kod uvjetovanog
sekvencijskog probira, trudnice se ovisno o rezultatima kombiniranog testa u prvom
tromjesecju dijele na skupinu visokog, srednjeg ili niskog rizika. Visokorizi€nima se savjetuje
invazivna dijagnostika, a u niskorizi¢nih se prekida probirni postupak. Jedino se skupina
srednjeg rizika upucuje na Cetverostruki test u drugom tromjesec¢ju, nakon ¢ega im se predoci

jedinstveni rezultat oba probirna testa. Na taj se nacin, uz jednaku stopu detekcije 1 broj lazno
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pozitivnih nalaza, u manjeg broja trudnica izvodi dodatno testiranje u drugom tromjesecju (59).
Posljednjih se godina u nekim sredinama trudnicama s visokim rizikom prema sekvencijskom
probiru savjetuje da prije invazivne dijagnostike naprave jedan od NIPT testova (engl. non

invasive prenatal test) analizom slobodne fetalne frakcije DNA iz periferne krvi majke (58).

Integrirani 1 sekvencijski testovi imaju vecu stopu detekcije, uz manji broj lazno
pozitivnih nalaza u odnosu na prethodno spominjane metode probira. Prema preporuci The
American College of Obstetricians and Gynaecologists (ACOG), u idealnim bi se okolnostima
u svih trudnica trebao izvesti integrirani ili sekvencijski probir. Odabir vrste testa ovisio bi o
dostupnosti CVS-a za ranu dijagnostiku kromosomopatija u prvom tromjesec¢ju. Ukoliko CVS
nije dostupan, smisleno je trudnice uputiti na integrirani probir. U sredinama s dostupnim CVS-
om najbolje bi bilo trudnicama ponuditi uvjetovani sekvencijski probirni test (58). Unato¢
prethodno navedenim prednostima, zbog vaznih nedostataka integriranog i sekvencijskog
probira (dvostruko vadenje krvi, potencijalna nesuradnja trudnica zbog slozenosti probira,
dobivanje konacnih rezultata tek u drugom tromjese¢ju) kombinirani test ostaje najcesce

primjenjivana probirna metoda na fetalne kromosomopatije (43).

1.3.6 Probir analizom slobodne fetalne DNA iz periferne krvi trudnice

Posljednjih nekoliko desetljeca istraZzivanja su usmjerena razvoju neinvazivnih testova
visoke osjetljivosti 1 specificnosti, koji bi znacajno umanjili upotrebu invazivnih metoda
dokazivanja kromosomopatija. Usprkos obecavaju¢im preliminarnim rezultatima nakon otkri¢a
fetalnih stanica u krvotoku majke, fetalne se stanice nisu pokazale pouzdanim izvorom
genetskog materijala. Lo 1 suradnici su 1997. godine prvi opisali prisutnost fetalne slobodne
DNA otkricem genskih sljedova specifiénih za Y kromosom u plazmi trudnica s muskim
plodovima (61). Fetalna komponenta slobodne DNA potjece primarno od stanica trofoblasta
koje propadaju apoptozom i ¢ini ukupno 3-13% slobodne DNA u majc¢inoj krvi (62). Koli¢ina
slobodnih fetalnih fragmenata DNA povecava se napredovanjem trudnoce, a potpuno nestaje
iz maj¢ine cirkulacije nekoliko sati nakon porodaja (63). Osim za detekciju aneuploidija,
slobodna fetalna DNA moZe se upotrebljavati za identificiranje Rh pozitivnih plodova,
odredivanje spola ploda te otkrivanje nekih genetskih poremecaja koji potjecu od oca (64).
Analiza je izvediva od 10. tjedna trudno¢e do termina porodaja. lako je metodologija skupa,
dugotrajna i kompleksna, napredak tehnologije doveo je do razvoja neinvazivnih antenatalnih

probirnih testova na kromosomopatije ploda analizom slobodne DNA iz majc¢ine krvi (NIPT).
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Prvi takav test predstavljen je 2011. godine, od kada se iznimno brzo prosirio po cijelom svijetu.
Tri su varijante NIPT-ova dostupne na trziStu: a) masivno paralelno sekvenciranje (MPS)
¢itavog genoma koje ima potencijal za utvrdivanje aneuploidija svih kromosoma, b) ciljano
sekvenciranje kromosoma kojim se radi manji broj ocitanja (jeftinije je, brze se dode do
rezultata, ali se dobije manja koli¢ina informacija o genomu) i ¢) sekvenciranje SNP lokusa na
kromosomima od interesa koje uzima u obzir relativni kvantitativni doprinos maj¢inog i o¢evog
genoma u plazmi te ima potencijal za utvrdivanje triploidija. Rezultati testova dostupni su kroz
desetak dana (11). Stopa detekcije Downovog sindroma veca je nego u svim drugim probirnim
testovima 1iznosi 99 %, uz manje od 0,5 % lazno pozitivnih rezultata. Rezultati prepoznavanja
Edwardsovog 1 Patauovog sindroma tek su nesto slabiji (65). Ova je metoda najefikasnija u
detekciji aneuploidija u visokozi¢nih trudnica. Vazna prednost NIPT-ova pred dosadasnjim
probirnim testovima je niska stopa lazno pozitivnih rezultata, pa je posljedicno manji broj
nepotrebnih RACZ i potencijalnih gubitaka trudnoce. Broj laZzno pozitivnih rezultata nesto je
veéi u zena mlade zivotne dobi. Budu¢i da test ima poteskoée pri razlikovanju fetalne od
majcine DNA, lazno pozitivni rezultati mogu biti posljedica placentarnog mozaicizma, gubitka
jednog od blizanaca, mozaicizma majke i malignog oboljenja trudnice. Znacajno je naglasiti da
je analiza slobodne fetalne DNA kategorijski probirna metoda, pa stoga u slucaju patoloskih
nalaza uvijek mora biti popracena invazivnom dijagnostikom. Manja ogranic¢enja NIPT-ova su
relativno velik udio neuspjelih analiza (2,6-5,4%), usmjerenost na tri najceSc¢e trisomije 1 visoka
cijena. Razlog za laZzno negativne rezultate uglavnom je ogranic¢eni placentarni mozaicizam.
Ultrazvuéna dijagnostika i dalje ostaje nuZna komplementarna metoda u svrhu isklju¢ivanja
strukturnih fetalnih anomalija (58). ACOG je kroz smjernice iz 2012. godine predvidio
ukljucenje NIPT-ova u postojece protokole, uz preporuku primjene iskljucivo u visokorizi¢nih
trudnica prije invazivnog zahvata. Kao i1 kod svih ostalih metoda prenatalne dijagnostike
kromosomopatija, provodenje NIPT postupaka mora slijediti kvalitetno informiranje trudnice

uz poStovanje njezinih Zelja 1 odluka (66).

1.4. POSTUPAK U TRUDNICA S POVISENIM RIZIKOM OD KROMOSOMOPATIJA
PLODA PREMA TESTOVIMA PROBIRA I UREDNIM KARIOGRAMOM

Mnoge komplikacije u trudno¢i znacajno mijenjaju funkciju fetoplacentarne jedinice, a

time 1 koncentraciju biokemijskih biljega te izraCunati rizik u biokemijskim testovima.
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Poremecene koncentracije biokemijskih biljega u odsustvu kromosomopatija 1 defekata
neuralne cijevi povezane su s losijim ishodom trudnoce. Vjerojatnost za 10§ ishod raste s ve¢im

odstupanjem vrijednosti biljega od normale (67).

1.4.1. Kombinirani test

Zbog uloge hCG-a u odrzavanju trudnoce, snizeni slobodni B-hCG povezan je s rizikom
od spontanog pobacaja. Neka istrazivanja opisuju vecu ucestalost niske porodajne mase

plodova u trudnica s niskim - hCG-om u prvom tromjesecju (68).

Snizena koncentracija PAPP-A u krvi majke rezultira smanjenjem razine slobodnog
IGF-a, vaznog medijatora rasta i razvoja posteljice i ploda. Snizeni PAPP-A povezuje se s
porodnickim komplikacijama koje su posljedica abnormalne invazije i/ili obnavljanja
trofoblasta (hipertenzija, preeklampsija, zastoj rasta ploda, abrupcija posteljice, HELLP
sindrom 1 sli¢no). Opisana je i povezanost s pojavnosti pobacaja, preranog porodaja i

mrtvorodenja (69).

Iako navedeni utjecaji umanjuju pouzdanost probiranja trisomija u trudno¢i, rizi¢ni
rezultat probira s potvrdenim urednim kariogramom treba skrenuti pozornost na trudnoc¢u kojoj
prijeti nepozZeljan ishod 1 biti poticaj za pojacan i individualno osmisljen daljnji antenatalni
nadzor. Osjetljivost 1 specifi¢nost spomenutih biljega za 10§ ishod trudnoce relativno su niske
da bi se upotrebljavale kao probirni testovi za kasnije komplikacije u rutinskoj klini¢koj praksi.
Vecina trudnica s poremecenim biokemijskim biljezima i urednim kariogramom nece imati
nikakvih komplikacija (67). Neki autori isti¢u kako mjerenje protoka uterinih arterija doplerom
u ovih trudnica povecava toCnost predvidanja loSih ishoda trudno¢e povezanih s

uteroplacentarnom insuficijencijom (70).

U slucaju urednog kariograma, povecana NP moze pobuditi sumnju na postojanje
malformacija srca 1 velikih krvnih zila te raznih genetskih poremecaja (44). Ukoliko je NP
deblja od 99. centile uz uredan kariogram, preporuka je ehokardiografskim pregledom srca
ploda i detaljnim ultrazvu¢nim pregledom u drugom tromjesecju iskljuciti druge abnormalnosti

(47).
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1.4.2. Biokemijski probirni testovi drugog tromjesecja

U odsustvu defekata neuralne cijevi i trbusne stjenke, povisene razine AFP povezane su
s losim ishodom trudnoée zbog vece pojavnosti placente previje, urasle ili prorasle posteljice,
hipertenzije u trudnoci, preeklampsije, kasnih pobacaja, preranog porodaja, intrauterinog
zastoja rasta i abrupcije placente. Trudnice s niskom koncentracijom AFP-a imaju povecan rizik

od spontanog pobacaja, preranog porodaja, mrtvorodenja i fetalne makrosomije (67).

Nekoliko istrazivanja ukazalo je na mogucu povezanost niskih koncentracija uE3 s
intrauterinim zastojem rasta te gubitkom trudnoc¢e. Komplikacije u trudnoci poput
preeklampsije, intrauterinog zastoja rasta, preranog porodaja ili pobacaja, ¢eS¢e su u trudnica s

poviSenim inhibinom A (71).

Postupak u trudnica s poviSenim rizikom od kromosomopatija ploda prema
biokemijskim probirnim testovima drugog tromjesecja i urednim kariogramom istovjetan je

onom kod kombiniranog testa (67).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA 1 HIPOTEZE
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2.1. Ciljevi istrazivanja

1. Prikazati rezultate kombiniranog testa probira na kromosomopatije ploda u KBC Split.
2. Usporediti broj visokorizi¢nih trudnica za kromosomopatije ploda po dobnim skupinama.
3. Usporediti vrijednost rizika od kromosomopatija ploda po dobnim skupinama.

4. Usporediti broj a priori visokorizi¢nih trudnica za kromosomopatije ploda po zivotnoj dobi

trudnice s brojem visokorizi¢nih trudnica po rezultatima kombiniranog testa probira.

5. Usporediti vrijednosti a priori rizika od kromosomopatija ploda po zivotnoj dobi trudnice s

vrijednostima rizika izraCunatim kombiniranim testom probira.
6. Prikazati udio visokorizi¢nih trudnica po tjednima trudnoce kada je izveden kombinirani test.

7. Prikazati dobivene vrijednosti svake sastavnice kombiniranog testa pojedinacno
(laboratorijski ¢imbenici iz periferne krvi trudnice: -hCG 1 PAPPA; ultrazvuéni ¢imbenik:

nuhalna prozirnost).
8. Prikazati udio kombiniranog testa kao indikacije u ukupnom broju RACZ.

9. Istraziti razloge provedbe RACZ u Zena u kojih je, zbog dokazane kromosomopatije ploda i
nakon osobnog zahtjeva, odobren 1 proveden prekid trudnoce iz eugenickih razloga u KBC Split

u istom razdoblju.

10. Istraziti je 11 medu novorodencadi s kromosomopatijama u KBC Split u istom razdoblju
tijekom trudnoce bio proveden neki od testova prenatalnog probira s naglaskom na kombinirani

test.

2.2 Hipoteze

1. Porastom Zivotne dobi poveéava se broj visokorizi¢nih trudnica za kromosomopatije ploda.

2. Broj trudnica a priori rizi€nih za kromosomopatije ploda po Zivotnoj dobi ve¢i je od broja

trudnica rizi¢nih po rezultatima kombiniranog testa probira.

3. Porastom Zivotnom dobi povecava se prosjecna vrijednost rizika od krosomopatija ploda.
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4. Prosjecna vrijednost a priori rizika od kromosomopatija ploda po zivotnoj dobi veca je od

rizika izraCunatog kombiniranim testom probira.

5. Kombiniranim testom probira je moguce otkriti dodatne trudnice koje su visokorizi¢ne za
kromosomopatije ploda u skupini a priori niskorizi¢nih trudnica po zivotnoj dobi (mlade od 36

godina).

6. Kombiniranim testom probira je moguce iz skupine trudnica a priori visokorizi¢nih za

kromosomopatije ploda (dobi od 36 godina i viSe) dio trudnica svrstati u niskorizi¢nu skupinu.

7. Udio trudnica u kojih je proveden kombinirani test probira veci je u skupini Zena kojima je
odobren 1 proveden pobacaj iz eugenickih razloga nego u majki novorodencadi s

kromosomopatijama.
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3. MATERIJALI Il METODE
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3.1. Ustroj istrazivanja

Presjecno retrospektivno istrazivanje.

3.2. Ispitanice

Sve trudnice u kojih je proveden kombinirani test probira u KBC Split od 1. sije¢nja 2011. do
31. prosinca 2017. godine.

3.3. Metode prikupljanja podataka

Podatci su prikupljeni iz digitalne arhive Zavoda za medicinsko laboratorijsku dijagnostiku 1
arhive Klinike za Zenske bolesti i porode KBC Split (Protokol ranih amniocenteza, Protokol
novorodencadi hospitalizirane u Zavodu za neonatologiju Klinike za Zenske bolesti i porode

KBC Split, Protokol odobrenih zahtjeva za prekid trudnoce iz medicinskih/eugenickih razloga).

3.4. Mjerenja i druga opaZanja

Promatrani podatci su: a) godina izvodenja kombiniranog testa, b) Zivotna dob ispitanica, c)
navrseni tjedan trudnoce, d) vrijednosti B-hCG iz periferne krvi majke, e) vrijednost PAPP-A
iz periferne krvi majke, f) vrijednost ultrazvucnog biljega nuhalne prozirnosti, g) vrijednosti a
priori rizika od kromosomopatija ploda po Zivotnoj dobi trudnice, h) vrijednosti rizika od
kromosomopatija ploda izracunatog kombiniranim testom, 1) indikacija za izvodenje RACZ, j)
prethodna provedenost kombiniranog testa u Zena kojima je odobren prekid trudnoce iz
eugenickih ili medicinskih razloga, k) prethodna provedenost kombiniranog testa u zena koje
su rodile dijete s kromosomopatijom. IzraCunata vjerojatnost za radanje djeteta s trisomijom
autosoma 13, 18, ili 21 vec¢a od 1:250 se smatra visokim, a manja od te vrijednosti niskim

rizikom.

3.5. Statisticka analiza

Testiranje normalnosti razdiobe podataka provedeno je Kolmogorov-Smirnovljevim testom.
Kvantitativni podatci prikazani su u obliku aritmeti¢ke sredine i standardne devijacije (M +/-
SD). Analiza kategorickih podataka izvrSena je y2 testom, a kvantitativnih ANOVA testom. Za

usporedbu proporcija upotrebljen je z-test. Za ispitivanje povezanosti varijabli izraunat je
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Pearsonov koeficijent korelacije. Osjetljivost, specificnost, kao 1 dijagnosticka tocnost
odredene su ROC analizom (engl. Receiver operating characteristics), uz navedenu vrijednost
podrucja ispod krivulje — AUC (engl. Area under the curve), pripadajuce 95% intervale
pouzdanosti i razinu statistiCke znacajnosti modela (P). Vrijednost P< 0,05 uzeta je kao razina
statistiCke znaCajnosti. Statisticka je analiza provedena softverskim paketom SPSS for
Windows ® (verzija 25.0, IBM Corp., Armonk, NY, USA) i Microsoft Excel za Windows
Version 11.0 (Microsoft Corporation).

31



4. REZULTATI
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U Klinici za zenske bolesti i porode KBC Split je u promatranom razdoblju od 1. sije¢nja
2011. do 31. prosinca 2017. izvedeno 6898 kombiniranih testova probira na kromosomopatije

ploda. Broj izvedenih kombiniranih testova u pojedinoj godini prikazan je na Slici 1.
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Slika 1. Raspodjela kombiniranih testova probira prema godini izvodenja. Prikazan je broj i
udio (%) od ukupnog broja kombiniranih testova izvedenih u KBC Split u razdoblju od 2011.
do 2017. godine.

Na Slici 2. prikazana je raspodjela trudnica po dobnim skupinama u trenutku izvodenja
kombiniranog testa. Najve¢i broj trudnica (2758; 39,99%) u trenutku izvodenja probira
pripadao je dobnoj skupini od 30 do 35 godina, dok je samo 136 (1,97%) trudnica imalo 40 ili

vise godina.

33



3000

2500

2000

Broj trudnica
=
U
o
o

1000

500

70
1,01%

<20

2758

39,99%
1891
27,41%
1391
20,17%
652
9,45%
20-25 25-30 30-35 35-40

Dob trudnice (godine)

136
1,96%

>40

Slika 2. Raspodjela trudnica u kojih je proveden kombinirani test probira prema dobnim

skupinama (KBC Split; 2011.-2017. godine).

Najvecéi broj trudnica (3375; 48,93%) pristupio je probiru u navrSenom 12. tjednu

trudnoce. U 13. tjednu trudnoée probir je izveden u 2611 (37,85%) trudnica (Slika 3.).
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Slika 3. Raspodjela trudnica u kojih je proveden kombinirani test probira prema navrSenom

tjednu trudnoce u vrijeme izvodenja probira (KBC Split; 2011.-2017. godine).
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Trudnice stare 36 godina i vise pripadaju a priori visokorizi¢noj skupini za trisomiju 21
jer im je zbog same zivotne dobi vjerojatnost radanja djeteta s tom bolesti ve¢a od 1:250. 1z
Tablice 1. vidljivo je da sve trudnice koje su a priori visokorizi¢ne za trisomiju 21 po zivotnoj
dobi pripadaju dobnoj skupini od 35 do 40 godina ili viSe, dok u mladim dobnim skupinama
nema rizicnih po Zivotnoj dobi. Povecanjem zivotne dobi, znacajno se povecava udio trudnica
a priori visokorizi¢nih za trisomiju 21 po Zivotnoj dobi (x> = 6498,992, P<0.001), kao i udio
visokorizi¢nih trudnica po kombiniranom testom probira (y° = 289,112, P<0.001). U skupini
trudnica dobi od 40 godina 1 viSe, 26,47% imalo je rizi€an rezultat za trisomiju 21 po
kombiniranom testu, dok je u dobnoj skupini od 35 do 40 godina prema testu bilo 5,9% rizi¢nih.
U mladim dobnim skupinama rezultat poviSenog rizika dobiven je u manje od 3% trudnica.
Vidljivo je da je kombiniranim testom probira medu a priori niskorizi¢nim trudnicama po
zivotnoj dobi detektirano dodatnih 121 visokorizi¢nih trudnica po rezultatima kombiniranog
testa. Isto tako, sve trudnice u dobnoj skupini starijoj od 35 godine koje su a priori visokorizi¢ne
po dobi nisu riziéne i po rezultatima kombiniranog testa. Razlika u broju trudnica a priori
rizi¢nih po zivotnoj dobi i rizi€nih po kombiniranom testu probira statisticki je znacajna za sve

dobne skupine (y° test, P<0,05), osim za skupinu mladu od 20 godina (P=0,3156).
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Tablica 1. Raspodjela trudnica u kojih je proveden kombinirani test probira s obzirom na a
priori rizik od trisomije 21 prema zivotnoj dobi i rizik izraCunat kombiniranim testom probira
po dobnim skupinama (KBC Split; 2011.-2017. godine). Vrijednost od 1:250 uzeta je kao

grani¢na vrijednost rizika.

Dobna Broj Visokorizi¢ne po dobi, N Visokorizi¢ne po P
skupina  testiranih (% testiranih) kombiniranom testu,
(godine) N (% testiranih)
<20 70 0 (0%) 1 (1,43%) 0,3156*
20-25 652 0 (0%) 10 (1,53%) 0,0015*
25-30 1891 0 (0%) 28 (1,48%) <0,001*
30-35 2758 0 (0%) 82 (2,97%) <0,001*
35-40 1391 1321 (94,97%) 82 (5,9%) <0,001"
>40 136 136 (100%) 36 (26,47%) <0,001"
* 92 test

Porastom zivotne dobi povecava se prosjecna vrijednost a priori rizika od trisomije 21
po zZivotnoj dobi, kao i rizika izracunatog kombiniranim testom. Prosjecna vrijednost rizika od
trisomije 21 izraCunatog kombiniranim testom za trudnice mlade od 35 godina manja je od
1:11223, dok ista za trudnice Zivotne dobi od 35 do 40 godina iznosi 1:4859. U ispitanica starijih
od 40 godina, prosjecan rizik po kombiniranom testu iznosi 1:1372. Prosje¢na vrijednost a
prioririzika od trisomije 21 po Zivotnoj dobi manja je od 1:415 za trudnice mlade od 35 godina,
dok za trudnice Zivotne dobi od 35 do 40 godina ista iznosi 1:179. Za trudnice starije od 40
godina, prosje€an rizik po Zivotnoj dobi iznosi 1:51. Razlika u prosjecnoj vrijednosti a priori
rizika po Zivotnoj dobi, kao 1 po rezultatima kombiniranog testa probira medu dobnih
skupinama statisticki je znaajna (ANOVA, P<0,001). 4 priori rizik po Zivotnoj dobi je u svim

dobnim skupinama ve¢i od rizika izra¢unatog kombiniranim testom (Slika 4.).
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Slika 4. Prikaz prosjecnih vrijednosti a priori rizika od trisomije 21 po Zivotnoj dobi i rizika

izracunatog kombiniranim testom po dobnim skupinama (KBC Split; 2011.-2017. godine).

Na Slici 5. je prikazana raspodjela trudnica obzirom na a priori rizik od trisomije 21
prema zivotnoj dobi po tjednima trudnoce u vrijeme izvodenja probira, a na Slici 6. obzirom na
rizik od trisomije 21 po rezultatima kombiniranog testa. Udio a priori visokorizi¢nih trudnica
po zZivotnoj dobi iznosi oko 20% za sve tjedne trudnoce kada je testiranje provedeno, osim za
10. tjedan zbog malog broja ispitanica. Manje od 9% trudnica imalo je visokorizican rezultat

kombiniranog testa za svaki tjedan trudnoce provodenja testiranja.
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Slika 5. Raspodjela trudnica u kojih je proveden kombinirani test probira obzirom na a priori
rizik od trisomije 21 prema Zivotnoj dobi po tjednima trudnoce u vrijeme izvodenja probira

(KBC Split; 2011.-2017. godine). Vrijednost od 1:250 uzeta je kao grani¢na vrijednost rizika.
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Slika 6. Raspodjela trudnica u kojih je proveden kombinirani test probira obzirom na rizik od
trisomije 21 prema kombiniranom testu probira po tjednima trudnoce u vrijeme izvodenja
probira (KBC Split; 2011.-2017. godine). Vrijednost od 1:250 uzeta je kao grani¢na vrijednost

rizika.
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Analiza cijele ispitivane skupine pokazuje da postoji pozitivna korelacija izmedu
vrijednosti a priori rizika od trisomije 21 po zivotnoj dobi i rizika izracunatog kombiniranim
testom probira (r=0,377, P<0,001). Povecanjem a priori rizika po zivotnoj dobi, raste vrijednost

rizika po kombiniranom testu i obrnuto (Slika 7.).
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Slika 7. Korelacija izmedu a priori rizika od trisomije 21 po Zivotnoj dobi trudnice 1 rizika
izracunatog kombiniranim testom (KBC Split; 2011.-2017. godine). r- Pearsonov koeficijent

korelacije, P — razina statisticke zna€ajnosti <0,05.

U Tablici 2. prikazana je frekvencija trudnica unutar pet skupina prema a priori riziku
po Zivotnoj dobi 1 rezultatima kombiniranog testa za trisomiju 21. Razlika frekvencija trudnica
izmedu a priori rizi€nih po Zivotnoj dobi i po rezultatima kombiniranog testa statisticki je
znacajna za sve kategorije rizika (z test, P<0,001), osim za skupinu rizika >1:100 (P=0,3628).
Tablica prikazuje 1 frekvencije trudnica rizi€nih za trisomiju 18 1 13 po rezultatima

kombiniranog testa unutar istih skupina rizika.
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Tablica 2. Prikaz frekvencija prema kategorijama rizika od trisomija 21, 13,1 18 u trudnica u

kojih je proveden kombinirani test probira (KBC Split; 2011.-2017. godine).

Granicna T21* rizik po T21* rizik po T13" i 18*rizik po P (rizik T21
vrijednost dobi N (%) kombiniranom testu ~ kombiniranom testu po dobi i
rizika N (%) N (%) testu)
>1:100 229 (3,32) 109 (1,58) 33 (0,48) 0,3628°
1:100-1:250 1228 (17,8) 130 (1,89) 11 (0,16) <0,001°%
1:250-1:500 2187 (31,7) 184 (2,66) 19 (0,28) <0,001%
1:500-1:1000 3254 (47,17) 351 (5,09) 24 (0,34) <0,001%

<1:1000 0(0) 6124 (88,78) 6811 (98,74) <0,001%
ukupno 6898 (100) 6898 (100) 6898 (100)

* Trisomija 21; T Trisomija 13; I Trisomija 18; § z —test

Tablica 3. prikazuje usporedbu broja trudnica a priori rizicnih za trisomiju 21 po

zivotnoj dobi s brojem trudnica rizi€nih po rezultatima kombiniranog testa, uz grani¢nu

vrijednost rizika postavljenu na 1:250. Pronadeno je 1457 trudnica (21,1%) a priori rizi€nih po

dobi, dok ih je 239 (3,5%) bilo rizi¢no po rezultatima kombiniranog testa. Razlika izmedu broja

trudnica rizicnih po zZivotnoj dobi 1 kombiniranom testu statisti¢ki je znacajna (¥2=997,3242,

P<0,001).
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Tablica 3. Usporedba broja trudnica a priori rizi¢nih za trisomiju 21 po Zivotnoj dobi i rizi¢nih
po rezultatima kombiniranog testa, uz grani¢nu vrijednost rizika od 1:250 (KBC Split; 2011.-

2017. godine).

Rizi¢na skupina rizik > 1:250 rizik < 1:250 P

T21* rizik po Zivotnoj dobi N (%) 1457 21,1%) 5441 (78,9%)
<0,001%

T21* rizik po kombiniranom testu N (%) 239 (3,5%) 6659 (96,5%)

* Trisomija 21; T y2-test

Odnos broja a priori rizi¢nih trudnica za trisomiju 21 po zivotnoj dobi i onih rizi¢nih po
rezultatima kombiniranog testa obzirom na grani¢nu vrijednost rizika od 1:250 prikazan je u
Tablici 4. Od 1457 trudnica rizi¢nih po Zivotnoj dobi, 118 (8,1%) ih je rizi¢no 1 po rezultatima
kombiniranog testa, dok 1339 (91,9%) trudnica po testu nije rizicno. Od 5441 trudnica koje
nisu rizi¢ne po zivotnoj dobi, 121 (2,22%) ih je rizicno po kombiniranom testu, dok ostalih

5320 (97,78%) nije rizi€no ni po testu.

Tablica 4. Odnos broja trudnica a priori rizi€nih za trisomiju 21 po Zivotnoj dobi i rizi¢nih po
rezultatima kombiniranog testa, uz grani¢nu vrijednost rizika od 1:250 (KBC Split; 2011.-

2017.).

Visokorizi¢ne po Niskokorizi¢ne po Ukupno (%)

kombiniranom testu (N)  kombiniranom testu (N)

Visokorizi¢ne po

118 1339 1457 (21,12)

zivotnoj dobi (N)

Niskorizi¢ne po
121 5320 5441 (78,88)

zivotnoj dobi (N)
Ukupno N (%) 239 (3,46) 6659 (96,54) 6898 (100)
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U Tablici 5. prikazane su artimeticke sredine 1 standardne devijacije koncentracija i

MoM vrijednosti B-hCG, PAPP-A 1 nuhalne prozirnosti po dobnim skupinama.

Tablica 5. Prikazane su vrijednosti beta podjedinice humanog korionskog gonadotropina (-
hCGQG), proteina A udruzenog s trudno¢om (engl. pregnancy associated protein A; PAPPA) i
nuhalne prozirnosti (NP) po dobnim skupinama. (KBC Split; 2011.-2017. godine).

Dobna skupina B-hCG MoM - PAPP-A MoM
NP mm  MoM NT
(godine) mlIU/mL hCG mlIU/mL PAPP-A
<20 40,21 1,24 3870,85 1,31 1,35 0,87
(32,1) (0,94) (2527,16) (0,65) (0,87) (0,67)
20-25 43,04 1,35 4032,63 1,45 1,25 0,8
(31,05) (0,9) (2520,87) (0,82) (0,45) (0,28)
25-30 40,16 1,29 4164,21 1,48 1,27 0,81

(29,67)  (0,94) (2718,93) 0,81)  (0,53) (0,34

30-35 40,3 1,31 4157,56 1,46 1,31 0,82
(30,05)  (0,94) (2625,53) (0,75) (0,5) (0,32)

35-40 38,38 1,26 4083,54 1,47 1,33 0,83
(26,79)  (0,83) (2568,08) (0,78) (0,5) (0,31)

> 40 41,36 1,38 3907,34 1,47 1,52 0,98
(40,1) (1,2) (2613,76) (0,74) (1,18) (0,87)

ukupno 40,15 1,3 4124.8 1,47 1,3 0,82

(29,68)  (0,92) (2628,98) (0,78) (0,53) (0,34)

Podatci su prikazani u obliku aritmeti¢ke sredine. U zagradama je navedena standardna devijacija.
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U Klinici je tijekom promatranog razdoblja (2011.-2017. godine) izvrSeno 789 RACZ.
U istom je razdoblju bilo ukupno 30877 porodaja. Tablica 6. prikazuje ukupan broj
biokemijskih probirnih testova (dvostruki i trostruki test), kombiniranih testova te RACZ

izvedenih u navedenom razdoblju, kao i njihov udio u ukupnom broju porodaja.

Tablica 6. Prikaz ukupnog broja izvedenih biokemijskih probirnih testova, kombiniranih

testova, ranih amniocenteza te njihovog udjela (%) u ukupnom broju porodaja po godini

izvodenja (KBC Split; 2011.-2017. godine).

2011. 2012. 2013. 2014. 2015. 2016. 2017. ukupno

Biokemijski probirni 407 303 253 209 154 104 96 1526
testovi (N)

Kombinirani test (N) 511 1009 1116 1194 1040 1043 986 6898

Probirni testovi — 918 1312 1369 1403 1194 1147 1082 8424
ukupno (N)

Udio probirnih testova
u ukupnom broju
‘ 19,67 27,8 31,14 31,97 28,15 26,89 25,78 27,28
porodaja (%)
Udio kombiniranog 55,66 7691 81,52 85,1 87,1 90,93 91,13 81,89

testa u ukupnom

probiru (%)

RACZ* (N) 193 174 168 102 71 45 36 789

RACZ —udiou

ukupnom broju
4,13 3,69 3,82 232 1,67 1,05 0,86 2,55
porodaja (%)

*RACZ- rana amniocenteza
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Od ukupno 789 izvedenih RACZ, 94 (12%) indicirano je zbog poviSenog rizika od
kromosomopatija ploda po rezultatu kombiniranog probirnog testa, dok ih je 28 (3%)
napravljeno prema nalazima biokemijskih probirnih testova (dvostruki ili trostruki test). Slika

8. prikazuje indikacije za izvodenje RACZ u KBC Split.

Dvostruki ili
Osobna/obiteljs trostruki test,
ka anamneza; 28, 3%
46; 6%
UZV anomalije;
45; 6%
Kombinirani

test, 94, 12%

Zivotna dob,
573,73%

Slika 8. Distribucija indikacija za ranu amniocentezu (KBC Split; 2011.-2017. godine).

U KBC Split u promatranom je razdoblju bilo 88 trudnoca s kromosomopatijom (0,29%,
1:345 trudnoca), od ¢ega je rodeno 48 novorodencadi (0,16%, 1:645 Zivorodenih), a 40 plodova

je pobaceno.

U Klinici je tijekom promatranog razdoblja (2011.-2017. godine) rodeno 48 djece s
kromosomopatijom, medu kojima je najucestalija bila trisomija 21 (39 djece; 81,25%). Ostale
kromosomopatije ukljucivale su: trisomiju 18 (petero djece; 10,42%), deleciju 5. kromosoma
(dvoje djece; 4,12%), trisomiju 13 (jedno dijete; 2,08%) te Turnerov sindromom (jedno dijete;
2,08%). Kombiniranom testu probira je tijekom trudnoce pristupilo 11 (22,92%) majki djece
rodene s kromosomopatijom, od kojih je u Cetiri izraunati rizik bio manji, a u sedam ve¢i od

1:250 (Tablica 7. i Slika 11.). Od sedam trudnica s visokorizi¢nim rezultatom kombiniranog
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testa, u samo jedne provedena je RACZ. Dobiven je patoloski kariogram, ali se trudnica nije
odlucila podnijeti zahtjev za prekid trudnoce iz eugenickih razloga. Ostale se nisu odlucile za
invazivnu prenatalnu dijagnostiku kromosomopatija. U niti jedne od navedenih trudnica nije
proveden biokemijski probir (dvostruki i trostruki test). RACZ je izvrSena u jos tri trudnice koje
su rodile dijete s kromosomopatijom zbog drugih indikacija (zivotna dob od 36 godina i vise te

UZV nalaz malformacija).

U promatranom je razdoblju u Klinici izvrSeno 40 prekida trudnoce na zahtjev trudnica
zbog kromosomopatije ploda. Najces¢a je indikacija bila trisomija 21 (29; 72,5%). Ostale
indikacije odnosile su se na: trisomiju 18 (7; 17,5%), trisomiju 13 (2; 5%) 1 triploidiju (2; 5%).
RACZ jeu 12 (30%) od navedenih pacijentica izvr§ena zbog visokorizi¢nog rezultata probirnog
testa; u 10 pacijentica nakon kombiniranog, a u dvije nakon biokemijskog testa (dvostruki i

trostruki test) (Tablica 7.).

Tablica 7. Prikaz udjela (%) probirnih testova u ukupnom broju porodaja te u izvrSenim
prekidima trudnoda iz eugenickih razloga. Prikazan je i udio (%) probirnih testova u porodajima

djece s kromosomopatijom (KBC Split; 2011.-2017. godine).

Udio probirnih testova u ukupnom broju porodaja 27,28%
- kombinirani test 22.,34%
- biokemijski probirni testovi 4,94%
Udio probirnih testova u izvrSenim eugeni¢kim pobacajima 30%
- kombinirani test 25%
- biokemijski probirni testovi 5%
Udio probirnih testova u majki novorodencadi s kromosomopatijom 22,92%
- kombinirani test 22.92%
- biokemijski probirni testovi 0%
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Slika 9. prikazuje dobnu strukturu majki djece rodene s kromosomopatijom koje su
uspjesno detektirane kombiniranim testom i zena u kojih je proveden prekid trudnocée na zahtjev
zbog kromosomopatije ploda, a indikacija za RACZ je bio visokorizi¢ni kombinirani test
probira. Vise od 50% zena u kojih je uspjeS$no detektirana kromosomopatija kombiniranim

testom imalo je 36 ili viSe godina.

10
9; 52,94%
9
8; 47,06%
8
7
© 6
c
9]
>N 5
9
o 4
3
2
1
0
0
<25 25-36 >36

Dobne skupine (godine)

Slika 9. Prikazana je dobna struktra zena u kojih je kombiniranim testom uspjesno detektirana

kromosomopatija ploda (KBC Split; 2011.-2017. godine).

Zbog zivotne dobi od 36 godina i viSe izvrSeno je 573 RACZ, od cega je
kromosomopatija potvrdena u 17 slucajeva (2,97%). Od 94 RACZ izvrSenih zbog

visokorizi¢nog kombiniranog probirnog testa, 11 (11,7%) je potvrdilo kromosomopatiju.

Od ukupno 1457 a priori visokorizi¢nih trudnica po Zivotnoj dobi koje su pristupile
kombiniranom testu, kromosomopatija je potvrdena u 10 (0,69%) slucajeva. Od 239
visokorizi¢nih rezultata kombiniranog testa, kromosomopatija je potvrdena u 17 (7,11%)

slucajeva.

Podrucje ispod krivulje (engl. Area under the curve; AUC) tj. dijagnosticka to¢nost za
kombinirani test na ispitivanoj populaciji je: AUC= 0,929, 95% interval pouzdanosti 0,859 —
1,000, P<0,001 (Slika 10.). Uz fiksnu specificnost od 95%, osjetljivost kombiniranog testa je
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81% na ispitivanoj populaciji. Uz fiksnu granicnu vrijednost od 1:250, osjetljivost

kombiniranog testa iznosi 81% uz specifi¢nost od 96,8%.

Osjetljivost

0,0 0,2 04 06 08 10

1 - Specificnost

Slika 10. Prikaz ROC (engl. Receiver operating characteristic) krivulje za kombinirani test na

ispitivanoj populaciji (KBC Split; 2011.-2017. godine).

SaZete rezultate kombiniranog testa probira s krajnjim ishodima testiranja prikazuje
Slika 11. Probiru je pristupilo 6898 trudnica. Niskorizian rezultat za kromosomopatije ploda
dobilo je 6659 (96,5%) trudnica, od ¢ega su 4 rezultata (0,06%) bila lazno negativna. Od 239
visokorizi¢nih rezultata, kromosomopatija je potvrdena u 17 (7,1%) sluc¢ajeva. Kombiniranim

testom uspjesno je detektirano 17 (80,1%) od ukupno 21 trudnoca s kromosomopatijom.
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rizik < 1:250
N = 6659;
96,5%

RACZ zbog
rizicnog
kombiniranog testa
N=94; 39,33%

patoloski uredan
kariogram

N=11; 11,7%

prekid trudnoce
iz eugenickih
razloga

N=10; 90,9%

dijete rodeno s
kromosomopatijom
N=1; 9,1%

kariogram
N=283; 88,3%

kombinirani test
N = 6898

rizik > 1:250
N =239;
3,5%

bez daljnje
obrade u KBC
Split

N=145; 60,67%

dijete rodeno s
kromosomopatijom
N=4; 0,06%

dijete rodeno s
kromosomopatijom
N=6; 4,14%

Slika 11. Prikazan je dijagram toka kombiniranog testa probira s ishodima testiranja (KBC

Split; 2011.-2017. godine).
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5. RASPRAVA
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Probirni testovi prvog tromjesecja danas predstavljaju zlatni standard antenatalnog
traganja za kromosomopatijama ploda. Mnoga istrazivanja provedena 1990.-ih godina ukazala
su na prednost kombiniranja biokemijskih biljega PAPP-A i B-hCG te ultrazvucnog biljega
nuhalne prozirnost u detekciji kromosomopatija ploda tijekom prvog tromjesecja naspram
dotad prevladavaju¢im probirnim testovima drugog tromjesec¢ja. Od tada se kombinirani test u
svijetu sve viSe primjenjuje i postaje jednom od najéesée primjenjivanih metoda probira na
kromosomopatije ploda. Kombiniranim testom postize se veci stupanj detekcije, uz dodatnu
prednost dobivanja rezultata ve¢ u prvom tromjesecju, Sto u slucaju pozitivnog rezultata
potvrdenog invazivnom metodom otvara mogucnost za raniji sigurniji prekid trudnoce (21, 72,
73). U Hrvatskoj je 2006. godine u Klinickoj bolnici Sestre Milosrdnice u Zagrebu zapocela
sustavna primjena kombiniranog testa (54). U Klinici za zenske bolesti i porode KBC Split
kombinirani test probira provodi se od 2011. godine. U promatranom je sedmogodiSnjem
razdoblju (2011.- 2017. godine) kombiniranom testu pristupilo 6898 trudnica. Najmanje
kombiniranih testova provedeno je u prvoj godini izvodenja (2011. godine - 7,4% od ukupnog
broja kombiniranih testova), jer su u tom prijelaznom razdoblju veliki udio prenatalnog probira
na kromosomopatije ploda jo§ uvijek €inili biokemijski testovi probira (dvostruki i trostruki
test). U prvoj godini izvodenja (2011.) udio kombiniranog testa probira u ukupnom broju
prenatalnih probirnih testova na kromosomopatije iznosio je 55,66%, dok se na biokemijske
testove probira odnosilo preostalih 44,44%. Sljede¢ih godina udio kombiniranih testova u

ukupnom broju probirnih testova neprestano je rastao te danas iznosi vise od 90%.

Prihvac¢anje prenatalnih probirnih testova na kromosomopatije ploda od strane trudnica
u razvijenim zemljama varira od 20% do vise 90% (74). Na prihvacanje pozitivno utjecu
informiranost trudnice o vaznosti testiranja, viSi obrazovni status, izvodenje testiranja za
vrijeme rutinskog pregleda u trudno¢i, a ulogu u prihvac¢anju imaju i religijska stajaliSta Zene te
drugi ¢imbenici (74-76). Pokrivenost trudnica probirnim testovima manja je u zemljama u
kojima prenatalna skrb nije dio primarne zdravstvene zastite (75). U zemljama u kojima je
program OSCAR prihvacen kao standardizirani model s ciljem informiranja trudnica,
provodenja kombiniranog testa i dobivanja rezultata u istom danu, prihvacenost kombiniranog
testa probira doseze do 98% (73, 77). U KBC Split udio probirnih testova u ukupnom broju
porodaja iznosi 27,28%. Stvarna pokrivenost trudnica prenatalnim probirom na
kromosomopatije u Splitu vjerojatno je veca s obzirom da se dio trudnoca prati u privatnim

ustanovama za koje nismo skupljali podatke.
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U trenutku izvodenja kombiniranog testa, 77,86% trudnica bilo je mlade od 35 godina.
Najvise je zena imalo izmedu 30 i 35 godina (39,99%), a najmanje manje od 20 godina (1,01%)
te vise od 40 godina (1,97%). Takvi su rezultati u skladu s posljednjim izvijes¢em Hrvatskog
zavoda za javno zdravstvo o zZivotnoj dobi rodilja u Hrvatskoj (78). Drugi autori takoder opisuju
slicnu dobnu distribuciju trudnica koje pristupaju kombiniranom testu. U istrazivanju
provedenom 2015. godine u Kaliforniji 73,6% trudnica koje su pristupile kombiniranom testu
bilo je mlade od 35 godina (79). Korejski su autori za svoju populaciju prikazali sli¢cnu dobnu
distribuciju trudnica koje pristupaju kombiniranom testu: 78,4% trudnica bilo je mlade od 35

godina, od ¢ega je 49% imalo izmedu 30 i 35 godina (80).

Kombinirani test probira u KBC Split izvodi se izmedu 10. i 14. tjedna trudnoce, u
skladu s preporukama medicine utemeljene na dokazima (35, 58). Najvecu osjetljivost
kombiniranog testa moguce je postic¢i prilikom testiranja u 11. tjednu trudnoce (81). Osjetljivost
PAPP-A kao biokemijskog biljega doseze maksimum u 9., 10. i 11. tjednu trudnoce, zbog vece
razlike u koncentraciji PAPP-A izmedu trisomi¢nih i euploidnih trudno¢a u navedenom
razdoblju u odnosu na kasnije. lako se razlika slobodnog B-hCG izmedu trisomnih i euploidnih
trudnoca povecava s dobi trudnoce, vaznost te razlike manja je od razlike PAPP-A (33). U KBC
Split manji je dio trudnica (8,5%) trudnica testiran u 11. tjednu. NajviSe trudnica pristupilo je
probirnom testu u 12. tjednu trudnoce (48,93%), a u 13. tjednu jo§ 37,85%. Proporcija
visokorizi¢nih trudnica za kromosomopatije po tjednima trudnoce u vrijeme izvodenja
kombiniranog testa je priblizno jednaka, osim za 10. tjedan zbog malog broja ispitanica koje su

tada pristupile testiranju.

Brojna istraZivanja potvrduju da se, zbog starenja primarnih oocita, porastom Zivotne
dobi povecava rizik od radanja djeteta s kromosomopatijom (7, 19). Stoga starije trudnice imaju
vecu prosjecnu vrijednost a priori rizika od trisomije 21 po Zivotnoj dobi i po rezultatima
kombiniranog testa, Sto su pokazali 1 nasi rezultati. Isto kao 1 prosjecna vrijednost izratunatog
rizika, porastom zivotne dobi povecava se i1 broj trudnica a priori visokorizi¢nih po Zivotnoj
dobi, kao i po rezultatima kombiniranog testa. Najve¢i broj visokorizi¢nih trudnica po
kombiniranom testu pripadao je skupini starijoj od 35 godina. Dokazali smo postojanje
pozitivne korelacije izmedu a priori rizika od trisomije 21 po Zivotnoj dobi 1 kombiniranom
testu probira. Povezanost je ocekivana s obzirom da je polaziSte za izraun rizika u

kombiniranom testu a priori rizik odreden Zivotnom dobi.
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U ukupnom uzroku od 6898 Zena dokazali smo da je znac¢ajno veci broj trudnica (21,1%)
a priori visokorizican za trisomiju 21 po zivotnoj dobi nego po rezultatima kombiniranog testa
probira (3,5%). Literatura navodi da se probirom po Zzivotnoj dobi postize maksimalna
osjetljivost u detekciji Downovog sindroma od 30%, a kombiniranim testom ¢ak do 90% (10).
Iz navedenih rezultata moze se zakljuciti da se upu¢ivanjem trudnica na kombinirani probir
moze znatno smanjiti ukupan broj RACZ u svrhu potvrde kromosomopatije ploda, a uz to
posti¢i 1 veca osjetljivost u odnosu na probir po zivotnoj dobi. Invazivne metode potvrde

neizbjezno nose rizik od spontanog pobacaja, s ucestalosti za RACZ od 0,5 do 1% (6).

Svih 1457 spomenutih a priori visokorizi¢nih trudnica za trisomiju 21 po zZivotnoj dobi
pripadalo je dobnoj skupini od 35 godina i viSe. Da je u svih 1457 trudnica navedene dobi bila
provedena RACZ, bili bismo otkrili 10 od 21 trudnoca (47,62%) s kromosomopatijom uz
medicinsku cijenu od 7 do 15 spontanih pobacaja kao komplikacija RACZ, s obzirom da se
oc¢ekuje jedan spontani pobacaj na 100 do 200 invazivnih zahvata (6). Drugim rijecima, od 1457
a priori visokorizi¢nih trudnica po zivotnoj dobi, kromosomopatija bi bila potvrdena u 10
(0,69%) slucajeva. Kombiniranim testom je u ukupnom uzorku izdvojen znacajno manji broj
(239) visokorizi¢nih trudnica, uz vecu uspjesnost otkrivanja kromosomopatija (17 trudnoca,
7,11%). Medu Zenama starijim od 35 godina visoki rizik potvrden je u samo 118 (8,09%) od
izvornith 1457 a priori visokorizi¢nih po Zivotnoj dobi. Takvim pristupom hipotetski broj
spontanih pobac¢aja medu starijim trudnicama smanjen je na najvise jedan, a u ukupnom uzorku
na maksimalno tri. Upu¢ivanjem starijih trudnica na kombinirani probir prije RACZ moze se
umanjiti ucestalost invazivnih zahvata i posljedi¢nih spontanih pobacaja bez posljedica na

stupanj detekcije Downovog sindroma.

Probirom po zivotnoj dobi moguce je dijagnosticirati samo 30% slucajeva Downovog
sindroma. Preostalih 70% djece s Downovim sindromom radaju majke mlade od 36 godina koje
su a priori niskorizine za kromosomopatije ploda (10). Stoga je posebno vazna uloga
kombiniranog testa da medu a priori niskoriziénim trudnicama izdvoji skupinu s povecanim
rizikom od kromosomopatija ploda. Kombiniranim testom probira smo u skupini a priori
niskorizi¢nih trudnica za trisomiju 21 po Zivotnoj dobi (mlade od 36 godina) izdvojili i
preporucili RACZ u 121 visokorizi¢ne trudnice koje probirom po zivotnoj dobi ne bi bile
detektirane. Time je zadovoljen osnovni cilj bilo kojeg probirnog testa na kromosomopatije

ploda koji predstavlja otkrivanje visokorizi¢nih trudnica medu niskorizi¢nom vecinom (15).
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Budu¢i da je vjerojatnost za pozitivni rezultat kombiniranog testa u funkciji dobnog
rizika trudnice, veca osjetljivost u otkrivanju kromosomopatija postize se u trudnica starije
zivotne dobi (82, 83). Istrazivanje provedeno u Kaliforniji na uzorku od 452 000 zena pokazalo
je da u trudnica starijih od 35 godina osjetljivost kombiniranog testa doseze vise od 95% (79).
U studiji provedenoj u Be€u na populaciji od 4939 Zena, 64% trudnica u kojih je kombinirani
test uspjesno detektirao kromosomopatiju bilo je starije od 35 godina (84). U nasem je
istrazivanju od ukupno 17 uspjesno detektiranih trudnoca s kromosomopatijom 9 (52,94%)
zena imalo 36 ili viSe godina, dok je udio trudnica te Zivotne dobi u ukupnom uzorku iznosio

samo oko 20%.

U razvijenim zemljama se od 50 do 80% trudnica nakon pozitivnog rezultata
kombiniranog testira odlucuje za RACZ ili neku drugu potvrdnu metodu (77-80). Tislari¢-
Medenjak 1 suradnici za KB Sestre milosrdnice opisuju stopu prihvacanja invazivnih metoda u
trudnica s visokorizi¢nim rezultatom kombiniranog probira od 77,6% (54). Prihva¢anje RACZ
u KBC Split manje je od navedenog. Kombiniranim testom pronadeno je 239 trudnica s rizikom
od Downovog sindroma veéim od 1:250. U istom je razdoblju zbog kombiniranog testa
indicirano 94 RACZ, iz ¢ega proizlazi da je okvirna prihvacenost 40%. IstraZivanja pokazuju
da viSe trudnica pristaje na invazivne potvrdne metode ako su pravilo informirane o vaznosti

prenatalnog probira na kromosomopatije ploda, kao 1 o samom postupku (85).

Posljednjih godina primjecuje se stalno opadanje broja izvedenih RACZ (86, 87).
Ukupan broj RACZ izvedenih u KBC Split je 2011. godine iznosio 193, dok je 2017. godine
izvedeno samo 36 RACZ. Takav trend vjerojatno je posljedica sve vece primjene metode
analize slobodne DNA ploda iz krvi majke u svrhu otkrivanja kromosomopatija (NIPT), kojom
se ve¢ od 10. tjedna trudno¢e moze posti¢i veca osjetljivost nego u svim drugim probirnim
testovima od 99%, s manje od 0,5 % laZno pozitivnih rezultata (65, 86, 87). Smjernice ACOG
iz 2012. godine predvidaju uklju¢enje NIPT-ova u postojece protokole, uz preporuku primjene
u visokorizi¢nih trudnica prije invazivnog zahvata (58). Moguce je da se dio trudnica nakon
visokorizi¢nog rezultata kombiniranog testa odlu¢i za NIPT kao dodatnu provjeru probinim
testom boljih karakteristika te tek u slucaju potvrde visokorizi¢nosti pristaje na RACZ (86, 87).
U Republici Hrvatskoj ne postoji sluzbena evidencija provedbe bilo kojeg od velikog broja
NIPT testova koji se nude na trziStu. Hrvatski zavod za zdravstveno osiguranje ni u kojim
okolnostima za sada ne pokriva troSkove izvodenja probira temeljem analize slobodne DNA

ploda iz krvi majke.
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Downov sindrom se pojavljuje u oko 0,2% svih trudno¢a. Budu¢i da se odredeni dio
plodova s trisomijom 21 gubi spontanim pobacajem i prekidom trudnoce na zahtjev trudnice,
incidencija je medu zivorodenima nesto manja (0,12%) (88-90). U KBC Split je u promatranom
razdoblju bilo 88 trudnoca s kromosomopatijom (0,29%, 1:345 trudnoca), od ¢ega je rodeno 48
novorodencadi (0,16%, 1:645 Zivorodenih), a 40 plodova je pobaceno. U 21 (26,14%) od
navedenih Zena tijekom trudnoce izveden je kombinirani test probira, $to je razmjerno udjelu

kombiniranog testa u ukupnom broju porodaja (22,34%) u KBC Split.

Kombiniranim probirom je medu 6898 testiranih trudnica izdvojeno 3,5% (239 od 6898)
s izraCunatim rizikom od kromosomopatija ploda vec¢im od 1:250. Medu njima uspjesno je
detektirano 81% (17 od 21) zahvacéenih trudnoca, uz 4 lazno negativna nalaza. Neprepoznatih
19% (4 od 21) zahvaéenih trudno¢a kombiniranim je testom pogresno svrstano u skupinu s
rizikom manjim od 1:250, koju je Cinilo 96,5% svih testiranih Zena. U literaturi se opisuje
osjetljivost kombiniranog testa u rasponu od 80 do maksimalnih 90%, uz 5% lazno pozitivnih
nalaza (35, 58, 81). ROC analiza za ispitivanu je populaciju pokazala osjetljivost kombiniranog
testa u otkrivanju kromosomopatija od 81% i specificnost od 96,8%, uz grani¢nu vrijednost
postavljenu na 1:250. Nasi rezultati uklapaju se u oc¢ekivani raspon osjetljivosti, uz manji broj

lazno pozitivnih nalaza, odnosno nesto vecu specificnost.

Pogreske u mjerenju nuhalne prozirnosti najviSe utjeCu na osjetljivost kombiniranog
testa te je mogu znatno smanjiti. Za postizanje visoke osjetljivosti neophodno je iznimno
precizno mjerenje nuhalne prozirnosti, Sto je moguce posti¢i samo uz ultrazvucni uredaj
vrhunske klase, dobro educiranog ultrasonicara i neograni¢eno vrijeme za pojedini pregled (58,

91).

Valja naglasiti da je izracun osjetljivosti 1 specifi¢nosti za nasu populaciju samo okvirna
vrijednost i da ne oslikava u potpunosti realno stanje, Sto je jedno od ogranienja ovog
istrazivanja. Naime, nismo bili u mogucnosti pojedinacno ispratiti ishode trudnoca za svih 6898
testiranih trudnica, ve¢ samo za one koje su zatrazile pobacaj iz eugeniCkih razloga, koje su
prosle RACZ ili su rodile dijete s kromosomopatijom u KBC Split. Za ostale smo pretpostavili
da su rodile dijete s urednim kariotipom. Takoder je moguce da izraun nije u potpunosti
precizan zbog relativno malog uzorka kada se u obzir uzme niska ucestalost Downovog

sindroma u populaciji (0,29% trudnoca).
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U naSoj zemlji probir na kromosomopatije ploda nije organiziran na razini nacionalnog
programa. Hrvatsko druStvo za perinatalnu medicinu u preporuci iz 2010. godine predlaze da
se svakoj trudnici staroj 36 godina i viSe u trenutku zaceca preporu¢i RACZ, a mladima
biokemijski probirni testovi drugog tromjesecja ili kombinirani test (15). Zbog dokazanih
prednosti kombiniranog testa nad testovima drugog tromjesecja, poput vece osjetljivosti i ranije
dijagnoze, svjetske smjernice ga preporucuju kao zlatni standard za sve trudnice koje se jave
na pregled u prvom tromjesecju (35, 58, 81). Nase istrazivanje potvrdilo je vaznost i
ucinkovitost provodenja kombiniranog testa u otkrivanju kromosomopatija ploda.
Kombiniranim testom uspjesno su detektirane visokorizi¢ne trudnice u skupini a priori
niskorizi¢nih, ¢ime je zadovoljena osnovna uloga probira ove vrste. Procijenjena validnost testa

u nasoj ustanovi usporediva je sa svjetskim standardima.
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6. ZAKLJUCCI

56



1. Probirne testove na kromosomopatije ploda u KBC Split prihvaca oko 27% trudnica, a medu

njima najveci udio pripada kombiniranom testu.

2. Porastom Zivotne dobi trudnice povecéava se prosjecna vrijednost a priori rizika od trisomije

21 po zivotnoj dobi trudnice, kao i po rezultatima kombiniranog testa.

3. Porastom zivotne dobi trudnice povecava se broj a priori visokorizi¢nih trudnica za trisomiju

21 po zivotnoj dobi, kao 1 po rezultatima kombiniranog testa.

4. Broj a priori visokorizi¢nih trudnica za trisomiju 21 po Zivotnoj dobi znacajno je veéi od

broja visokorizi¢nih po rezultatima kombiniranog testa.

5. Prosjecna vrijednost a priori rizika od trisomije 21 po Zivotnoj dobi veca je od rizika

izracunatog kombiniranim testom, uz postojanje pozitivne korelacije.

6. Kombiniranim testom moguce je veliki udio a priori visokorizi¢nih trudnica za trisomiju 21
(36 godina i starije) svrstati u niskorizicne i tako smanjiti broj ranih RACZ 1 njihovih

komplikacija.

7. Kombiniranim testom moguce je iz skupine a priori niskorizi¢nih trudica za trisomiju 21
(mlade od 36 godina) uspjesno detektirati visokorizi¢ne koje probirom po zivotnoj dobi ne bi

bile otkrivene.

8. Proporcija visokorizi¢nih trudnica za trisomiju 21 po tjednima trudnoce u vrijeme izvodenja

kombiniranog testa priblizno je jednaka.

9. Uz grani¢nu vrijednost postavljenu na 1:250, priblizna osjetljivost kombiniranog testa u
otkrivanju kromosomopatija za ispitivanu populaciju iznosi 81%, a specificnost 96,8%, $to se

uklapa u o¢ekivane standarde.
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Cilj istrazivanja: Cilj ovog istrazivanja je prikazati rezultate 1 istraziti uspjeSnost

kombiniranog testa probira na kromosomopatije ploda u KBC Split.

Materijali i metode: Provedeno je presjecno retrospektivno istrazivanje. Ukljuene su sve
trudnice u kojih je proveden kombinirani test probira u Klinici za zenske bolesti i porode KBC
Splitod 1. sije¢nja 2011. do 31. prosinca 2017. godine. Podatci su prikupljeni iz digitalne arhive
Zavoda za medicinsko laboratorijsku dijagnostiku i arhive Klinike za zenske bolesti i porode.
Promatrani su sljede¢i podatci: a) godina izvodenja kombiniranog testa, b) Zivotna dob
ispitanica, ¢) navrSeni tjedan trudnoce, d) vrijednosti beta podjedinice humanog korionskog
gonadotropina (B-hCQG) iz periferne krvi majke, e) vrijednost proteina A udruzenog s trudno¢om
(engl. pregnancy associated protein A; PAPP-A) iz periferne krvi majke, f) vrijednost
ultrazvucnog biljega nuhalne prozirnosti, g) vrijednosti a priori rizika od kromosomopatija
ploda po Zivotnoj dobi trudnice, h) vrijednosti rizika od kromosomopatija ploda izratunatog
kombiniranim testom, 1) indikacija za izvodenje amniocenteze (RACZ), j) prethodna
provedenost kombiniranog testa u Zena kojima je odobren prekid trudnoce iz eugenickih ili
medicinskih razloga, k) prethodna provedenost kombiniranog testa u zZena koje su rodile dijete

s kromosomopatijom.

Rezultati: Udio probirnih testova na kromosomopatije ploda u ukupnom broju porodaja iznosio
je 27,28%, a medu njima je ve¢inu ¢inio kombinirani test (81,89%). Kombiniranom testu u
istrazivanom razdoblju pristupilo je 6898 trudnica. Najveci broj trudnica pripadao je dobnoj
skupini od 30 do 35 godina (39,99%). Kombinirani test provodio se izmedu 10. 1 14. tjedna
trudnoce, najvise u 12. tjednu (48,93%). Porastom Zivotne dobi trudnice statisticki se znacajno
povecava broj a priori visokorizi¢nih trudnica za trisomiju 21 po Zivotnoj dobi, kao 1 po
rezultatima kombiniranog testa (P<0,001). Broj a priori visokorizi¢nih trudnica za trisomiju 21
po Zivotnoj dobi (1457 trudnica) znafajno je ve¢i od broja visokorizi¢nih trudnica po
rezultatima kombiniranog testa (239 trudnica) (P<0,001). Od 1457 a priori visokorizi¢nih
trudnica za trisomiju 21 po Zivotnoj dobi, visoki je rizik potvrden kombiniranim testom u njih
118. Kombiniranim je testom iz skupine a priori niskorizi¢nih trudnica za trisomiju 21 po
zivotnoj dobi (mlade od 36 godina) pronadena 121 visokorizi¢na trudnica koja probirom po
zivotnoj dobi ne bi bila detektirana. Porastom Zivotne dobi trudnice statisticki se znacajno
povecava prosjecna vrijednost a priori rizika od trisomije 21 po zZivotnoj dobi trudnice, kao 1
po rezultatima kombiniranog testa (P<0,001). Prosjecna vrijednost a priori rizika od trisomije

21 po zivotnoj dobi veca je od rizika izracunatog kombiniranim testom. Postoji pozitivna
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korelacija izmedu vrijednosti a priori rizika od trisomije 21 po zivotnoj dobi i rizika izraCunatog
kombiniranim testom probira (r=0,377, P<0,001). U 11 od 48 (22,92%) majki djece rodene s
kromosomopatijim tijekom trudnoce izveden je kombinirani test. U 10 od 40 (25%) Zena kojima
je odobren pobacaj iz eugenickih razloga zbog kromosomopatije ploda rizican kombinirani test
bio je indikacija za RACZ. Kombiniranim testom uspjesno je detektirano 17 od navedene 21
trudno¢a s kromosomopatijom. Uz fiksnu grani¢nu vrijednost od 1:250, procijenjena
osjetljivost kombiniranog testa za ispitivanu populaciju iznosi 81% uz specificnost od 96,8%

(AUC=0,929, 95% CI 0,859-1,000, P<0,001).

Zakljuéak: Kombiniranim testom u KBC Split uspjesno se postize osnovni cilj probirnih
metoda na kromosomopatije ploda — pronalazenje visokorizi¢nih trudnica medu Zenama
mladima od 36 godina. Moguce je i dio a priori visokorizi¢nih trudnica za trisomiju 21 (36
godina 1 starije) svrstati u niskorizi¢ne i tako smanjiti broj RACZ i spontanih pobacaja kao

neizbjeznih komplikacija invazivnih zahvata prenatalne dijagnostike.
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Diploma Thesis Title: Combined first trimester screening for fetal chromosomal abnormalities
in University Hospital Centre of Split

Objective: The aim of this study is to present the results, as well as to investigate the success
rate of the combined first trimester screening for fetal chromosomal abnormalities in the
University Hospital Centre of Split.

Materials and methods: A retrospective cross-sectional study was carried out. The study
involved all pregnant women who underwent combined first trimester screening for fetal
chromosomal abnormalities in the University Hospital Centre of Split from January 15 2011 to
December 31 2017. Relevant data was collected from the Department of
Medical Laboratory Diagnostics digital archive, as well as from the Department of Gynecology
and Obstetrics archive. The following data was taken into account: a) year in which the test was
performed, b) age of the participants, c) gestational age, d) values of the beta subunit of human
chorionic gonadotrophin (B-hCG) from the peripheral blood of the mother, e) values of the
pregnancy associated protein A (PAPP-A) from the peripheral blood of the mother, f) values of
the ultrasound marker nuchal translucency, g) values of a priori risk of fetal chromosomal
abnormalities based on the age of the mother, h) values of risk of fetal chromosomal
abnormalities calculated with the combined first trimester screening, i) indication for
performing amniocentesis, j) previous implementation of the combined first trimester screening
in women to whom abortion was approved for eugenic or medical reasons, k) previous
implementation of the combined first trimester screening in women who bore a child with
chromosomal abnormalities.

Results: The amount of screenings for fetal chromosomal abnormalities in the total number of
births was equivalent to 27.28%, and most of those screenings were in fact combined first
trimester screenings (81.89%). A total of 6898 pregnant women underwent the combined first
trimester screening in the research period. Most women were between 30 and 35 years of age
(39.99%). The combined screening was performed between the 10" and the 14™ week of
pregnancy, mostly in the 12" week (48.93%). With the increase of a patient’s age, a statistically
significant increase in the number of pregnant women who were a priori at high risk for trisomy
21 based on age, as well as on the combined test results was detected (P<0.001). The number
of pregnant women who were a priori at high risk for trisomy 21 based on age (1457 pregnant
women) was significantly higher than the number of those at high risk for it based on the
combined screening results (239 pregnant women) (P<0.001). Out of 1457 pregnant women

who were a priori at high risk for trisomy 21 based on age, the combined test led to
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determination of a high-risk pregnancy in 118 cases. When it comes to pregnant women who
were a priori at low risk for trisomy 21 based on age (under 36 years of age), the combined test
led to determination of 121 cases of high-risk pregnancies, which would not have been detected
with screening based on age. With the increase of a patient’s age, a statistically significant
increase in the mean value of a priori risk for trisomy 21 based on age, as well as on the
combined test results was detected (P<0.001). The mean value of a priori risk for trisomy 21
based on age was higher than the one calculated with the combined first trimester screening.
There was a positive correlation between the value of a priori risk for trisomy 21 based on age
and the one calculated with the combined first trimester screening (r=0.377, P<0.001). A total
of 11 out of 48 (22.92%) mothers of children born with chromosomal abnormalities underwent
combined screening during their pregnancy. In 10 out of 40 (25%) women to whom abortion
was approved for eugenic reasons related to fetal chromosomal abnormalities the high-risk
combined screening was an indication for amniocentesis. The combined screening led to a
successful determination of 17 of the aforementioned 21 pregnancies with chromosomal
abnormalities. With the cut-off value set at 1:250, the estimated sensitivity of the combined
screening for the research population was equivalent to 81%, with the specificity of 96.8%
(AUC=0.929, 95% CI 0.859-1.000, P<0.001).

Conclusion: The combined first trimester screening in the University Hospital Centre of Split
leads to a successful attainment of the basic objective of screening methods for fetal
chromosomal abnormalities — i.e. to the detection of high-risk pregnant women for fetal
chromosomal abnormalities within patients under the age of 36. It is also possible to rank a part
of pregnant women who are a priori at high risk for trisomy 21 (aged 36 and above) as low-
risk, thus reducing the number of early amniocentesis and miscarriages, which are inevitable

complications of prenatal diagnostics invasive interventions.
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