Gynaecol Perinatol 2009;18(3):123-131

* Endokrinolo$ki laboratorij, Klini¢ka bolnica »Sestre milosrdnice«,
® Klinika za ginekologiju i porodnistvo, Klini¢ka bolnica »Sestre milosrdnice,
¢ Ginekoloska ordinacija, Poliklinika » Vili«,
4 Ginekoloska ordinacija, Poliklinika »Dr. Harni«,
¢ Zavod za genetiku 1 bolesti metabolizma, Klinika za pedijatriju KBC »Rebrox,
"Endokrinoloski laboratorij, Klinika za Zenske bolesti i porode KBC »Petrova« u Zagrebu,
¢ Ginekoloski odjel, Opc¢a bolnica Nova Gradiska

KOMBINIRANI ULTRAZVUCNO-BIOKEMIJSKI PROBIR
FETALNIH TRISOMIJA U PRVOM I DVOSTRUKI
BIOKEMIJSKI PROBIR U DRUGOM TROMJESECJU
U NEUGROZENIM TRUDNOCAMA

COMBINED ULTRASOUND-BIOCHEMICAL SCREENING
OF FETAL TRISOMIA IN THE FIRST TRIMESTER
AND DOUBLE BIOCHEMICAL SCREENING IN THE SECOND TRIMESTER
AT NONRISK PREGNANCIES

Dubravka Tislarié-Medenjak," Ivana Zec," Vesna KosSec,® Tomislav Ivi¢evié-Bakulié,b
Krunoslav Kuna,” Radoslav Herman, DraZan Butorac,” Ivan Bolanca,” Martina Ujevic,
Erden Radondié,c Sanja Boras-Slivar,® NataSa Semnicki,’ Ivana Tonkovi¢-PuriSevic,*
Sasa Kralik-Oguicy Boris Lovricé

Izvorni rad

Kljucne rijeci: Downov sindrom, prenatalni probir, dvostruki biokemijski probir, kombinirani probir,
alfa-fetoprotein, PAPP-A, slobodni $-hCG, nuhalni nabor

SAZETAK. Cilj rada: Usporediti uspjesnost primjene probirnih testova aneuploidija u prvom i drugom tromjesecju
trudnoce. Ispitanice i metode: Istrazivanu skupinu ¢inilo je 374 trudnica s kombiniranim ultrazvuéno-biokemijskim te-
stom u prvom, odnosno dvostrukim biokemijskim testom u drugom tromjeseéju. Sve su trudnoce bile jednoplodne i
urednog ishoda. U probiru prvog tromjese¢ja koristeni su biokemijski biljezi u serumu trudnica: plazmatski protein
pridruZzen trudnoéi (PAPP-A) i slobodna B-podjedinica humanog korionskog gonadotropina (slobodni 3-hCG), uz ul-
trazvukom izmjerenu debljinu nuhalnog nabora (NT) i duzinu tjeme-trtica (CRL) u ploda. U dvostrukom biokemijskom
probiru drugog tromjeseéja koriSteni su biokemijski biljezi: alfa-fetoprotein (AFP) i slobodni B-hCG, a gestacija je pro-
cijenjena prema ultrazvucnoj biometriji. Rezultati: Povecani ultrazvu¢no-biokemijski rizik trisomije 21 u 1. tromjesecju
trudnoce ustanovili smo u 30 trudnica (8.0%). Od ukupnog broja, 70 ispitanica (18.7%) imalo je povecani rizik obzirom
na biokemijske biljege u prvom, odnosno njih 56 (15.0%) obzirom na biokemijske biljege u drugom tromjesecju
trudnoce. Izvr$eno je ukupno 30 postupaka amniocenteze. Od toga je u 19 trudnica (63.3%) indikacija postavljena na
osnovi kombiniranog probirnog testa. Nadalje, amniocenteza je izvr§ena u 11 trudnica (28.2%) zbog povecanog rizika u
dvostrukom biokemijskom probiru drugog tromjese¢ja. Udjel lazno-pozitivnih razultata u kombiniranom probiru prvog
tromjesecja bio je statisticki znacajno nizi, nego u biokemijskom probiru drugog tromjeseéja (*=12.02, p=0.0005).
Ustanovili smo znacajnu pozitivnu povezanost log,, MoM slobodnog B-hCG izmedu prvog i drugog tromjesedja
(r’=0.403, p<0.0001). Nismo ustanovili zna¢ajnu povezanost izmedu ostalih biokemijskih biljega u prvom, odnosno,
drugom tromjeseéju. Zakljucak: Rezultati naseg istrazivanja su pokazali znac¢ajno vecu specifi¢nost ranog kombinira-
nog probirnog testa aneuploidija u odnosu na biokemijski probirni test u prvom, kao i u drugom tromjeseéju. Moguénosti
izbora pojedinih probirnih testova trebale bi biti uskladene sa stavovima i potrebama samih trudnica, kao i sa smjernica-
ma koje su preporucile nadlezne institucije za fetalnu medicinu.

Original paper
Key words: Down’s syndrome, prenatal screening, double biochemical screening, combined screening,
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SUMMARY. Objective: To evaluate the performance of screening tests for aneuploidy in the first and second trimesters of
pregnancy in Croatian pregnant women. Study Design and Methods: Study population comprised 374 pregnant women
who underwent the combined ultrasound-biochemical in the first and double-test in the second trimester of pregnancy,
respectively. All were singleton pregnancies with normal outcomes. The first-trimester screening was performed com-
bining serum markers, pregnancy associated plasma protein-A (PAPP-A) and free B-subunit of human chorionic gonado-
tropin (free B-hCG) with fetal nuchal translucency thickness (NT) and crown-rump length (CRL), measured by ultra-
sound. For the second-trimester screening, maternal serum alpha-fetoprotein and free B-hCG were used as biochemical
markers in relation to fetal biometry diagnosed by ultrasound. Results: In 30 pregnant women (8.0%) elevated risk for
trisomy 21 was found after combined ultrasound-biochemical screening. Out of total, 70 pregnant women (18.7%) were
classified ’at risk’ on the basis of biochemical markers in the first and 56 (15.0%) in the second trimester. In 30 pregnant
women amniocentesis was performed. In 19 cases (63.3%) the indication was elevated risk in the first-trimester com-
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bined test. In 11 women (28.2%) amniocentesis is recommended because of the elevated second-trimester biochemical
risk. The proportion of false-positive results in combined first-trimester screening test was significantly lower than with
second-trimester biochemical markers (}*>=12.02, p=0.0005). We found the significant positive relationship between
log,, MoM F B-hCG in the first and second trimester (1>=0.403, p<0.0001). There was no significant relationship be-
tween PAPP-A and second-trimester biochemical markers. Conclusion: Results of this preliminary study confirmed
better specificity of the combined first-trimester screening in relation to biochemical screening in the second trimester
of pregnancy. The decision and choice of the most appropriate screening test should consider woman’s personal attitude
and preferences, as well as follow the guidelines recommended by the competent associations for the fetal medicine.

Uvod

U naj¢esce primjenjivanim testovima probira fetalnih
aneuploidija koriste se: a/ u prvom tromjesecju bioke-
mijski biljezi u serumu trudnice (PAPP-A, slobodni [3-
hCQG), uz ultrazvu¢no izmjerenu debljinu nuhalnog na-
bora (NT) u ploda, odnosno, b/ u drugom tromjesecju
razne kombinacije feto-placentarnih biokemijskih bi-
ljega (dvostruki test s alfa-fetoproteinom i slobodnim
B-hCG; trostruki test s alfa-fetoproteinom, ukupnim/
slobodnim B-hCG i nekonjugiranim estriolom). U mno-
gim se centrima u svijetu provode opsezna istrazivanja
o moguénostima i uspjesnosti zdruzenog probira prvog
i drugog tromjesec¢ja. lako ni do danas nije usvojen
jednoznacan princip, zajednicki im je strateski cilj iz-
naéi test, ili kombinaciju testova, koja ée zadovoljiti
sljedeée zahtjeve: 1. Postic¢i visoku stopu detekcije ug-
rozenih trudnoca, uz $to manji udio lazno-pozitivnih re-
zultata; 2. Smanjiti broj trudnica koje se upucéuju na in-
vazivni zahvat; 3. Dobiti §to raniju informaciju o zdra-
vlju ploda; 4. Uskladiti novéane troskove uloZene u
program probira u opc¢oj populaciji, i posljednje, iako
ne i najmanje vazno; 5. Prilagoditi moguénosti probira
izboru i pravima svake trudnice pojedina¢no.

Istrazivanja Walda i suradnika postavila su temelje
tzv. integriranog probira (»Integrated screening«).'! Te-
stiranje se provodi u prvom tromjeseéju kombinacijom
biokemijskih biljega (PAPP-A, slobodni B-hCG) uz ul-
trazvuéno izmjerenu debljinu nuhalnog nabora (NT), a
potom se u drugom tromjesecju trudnice upucuju na tro-
struki, odnosno, ¢etverostruki (biljezi trostrukog testa+
inhibin A) biokemijski test. Trudnicama se konacni, je-
dinstveni rezultati probira priop¢e nakon obavljena oba
testa, a u slu¢ajevima s visokim rizikom za aneuploidije
preporuca im se amniocenteza (ACZ).

Istrazivanja drugih znanstvenika posveéena su tzv.
uvjetovanom sekvencijskom probiru (»Contingent se-
quential screening«) u kojem se trudnicama priopce
rezultati nakon probira u prvom tromjese¢ju; onima s
visokim rizikom kombiniranog testa preporuca se inva-
zivni postupak, a trudnice umjerenog rizika upucuju se
na biokemijski test u drugom tromjesecju, nakon Cega
im se predoci zajednicki rezultat oba probirna testa.>™
Prema ovakvom modelu, nije nuzno dalje testirati trud-
nice s niskim rizikom u prvom, kombiniranom testu.
Unato¢ trajnim polemikama u literaturi, veéina istrazi-
vaca slaze se u zaklju¢cima da ovakav model osigurava,
s jedne strane, zadovoljavajuce visoku stopu detekcije
trisomija 21, 18 i 13, uz prihvatljiv postotak lazno-pozi-
tivnih rezultata te, s druge strane, financijski najisplati-
vije ulaganje u program probira.>°

124

U Hrvatskoj nisu postavljene smjernice za provodenje
probira fetalnih trisomija te je odluka o izbornom testu
prepustena pojedinim ginekolozima, odnosno samim
trudnicama. Ranije objavljeni rezultati o primjeni pro-
birnih testova u nasoj zemlji, u prvom i drugom tro-
mjesecju, predstavili su uspjesnost neinvazivnog probi-
ra, u skladu s postignué¢ima i preporukama referentnih
svjetskih centara.”!® Zahvaljujuci postavljenim visokim
kriterijima struke u nas, kao i sve vecoj informiranosti
trudnica, vecina perinatologa slijedi model koji prepo-
ruca prof. Kypros Nicolaides, odnosno Organizacija za
fetalnu medicinu (»The Fetal Medicine Foundation«-
FMF) u Londonu." Nadalje, godine 2007. Americka
udruga za ginekologiju i opstetriciju (»American Colle-
ge of Obstetrics and Gynecology«) objavljuje smjernice
prema kojima se svim trudnicama, u kojih je rizik za
Downov sindrom u kombiniranom testu veéi od 1:50,
preporuca dijagnosti¢ki postupak.'? U trudnica s umje-
renim rizikom (rizik u probiru prvoga tromjesecja iz-
medu 1:50 i 1:1000) potrebno je provjeriti dodatne
ultrazvuéne biljege — mjerenje nosnih kostiju, protok
kroz ductus venosus, prisutnost trikuspidalne regurgita-
cije 1 mjerenje fronto-maksilarnog licnog kuta.'*™'* U
slucaju pozitivnog nalaza, odnosno, procijenjenog ri-
zika veéeg od 1:50, potvrduje se preporuka za invazivni
zahvat. Ukoliko nema ultrazvuc¢nih biljega, postupak se
nastavlja biokemijskim probirom u drugom tromjesecju.
Ovakav sekvencijski probir ostaje kao moguénost i za
trudnice koje se odluc¢uju na neinvazivne postupke zbog
osobnih razloga.

Cilj je ovog istrazivanja predstaviti rezultate tzv. »ot-
vorenog sekvencijskog probira« (Disclosed sequential
screening) u ispitanica s jednoplodnim trudno¢ama koje
su pristupile probiru u prvom i drugom tromjesecju
trudnoce. Ispitat cemo povezanost biljega i rezultata u
oba probirna testa te iznijeti vlastita iskustva o opravda-
nosti primjene probira u oba razdoblja trudnoce.

Ispitanice i metode

Tijekom istrazivanja, od veljace 2006. do kraja kolo-
voza 2008. godine, ukupno su 3633 trudnice pristupile
kombiniranom ultrazvu¢no-biokemijskom probiru iz-
medu 107 i 13" tjedana trudnoce. O uvjetima i nacinu
provodenja ovog testa izvijestili smo u nasem ranijem
radu.'” Od tog broja, njih 378 bilo je podvrgnuto i dvo-
strukom biokemijskom testu izmedu 15. 1 18. tjedna
trudnoce. Kriteriji za uklju¢ivanje trudnica u ovo istra-
zivanje bili su: jednoplodne trudnoce, uredan fetalni ka-
riotip u trudnica s uéinjenom amniocentezom (ACZ), te
ro¢ni porod zdravog djeteta potvrden pregledom neona-
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tologa. Zbog toga su iskljucene dvije trudnice u kojih je
kariotipizacijom fetalnih stanica ustanovljena jedna tri-
somija 21 i jedna trisomija 13, kao i dvije trudnice u
kojih je nastupio spontani pobacaj prije 24. tjedna, bez
prethodnog invazivnog zahvata. Ostale su 374 trudnice,
¢ije su trudnoce do kraja veljace 2009. godine zavrsile
ro¢nim porodom. U trudnica podvrgnutih prenatalnoj
dijagnostici ustanovljen je uredan fetalni kariotip, a
neonatoloskim pregledom novorodenceta nisu nadene
fenotipske abnormalnosti. Podatke o tijeku trudnoce
dobili smo od nadleznih lije¢nika, a o ishodu i na¢inu
dovrSenja trudnoce iz bolnicke dokumentacije u rodi-
listima. Podatke o citogenetskoj analizi fetalnih stanica
prikupili smo u ordinacijama gdje su trudnice kontroli-
rane, odnosno, u Laboratoriju Zavoda za genetiku i bo-
lesti metabolizma Klinike za pedijatriju KBC »Rebro«
Zagreb.

U svrhu probira u prvom tromjesec¢ju, u svih je ispita-
nica ucinjen ultrazvuéni pregled te uzet uzorak seruma
za analizu biokemijskih biljega, od 73 — 97 dana trud-
noce (10" do 13* tjedana). Trajanje trudnoce je izra-
¢unato prema izmjerenoj vrijednosti CRL-a (od 38 mm
do 84 mm). Nacin mjerenja debljine nuhalnog nabora
strogo je definiran postoje¢im preporukama FMF-a.!”

Koncentracije slobodnog B-hCG i PAPP-A odredivali
smo imunometrijski, metodom encimski kontrolirane
kemiluminiscencije IMMULITE, Siemens Medical So-
lutions Diagnostics). Koncentracije su preracunate u
MoM vrijednosti (»Multiple of the Median«) prema ra-
nije izraCunatim regresijskim medijanama za vlastitu
populaciju trudnica. Individualni rizik trisomija izra-
¢unavali smo licenciranim programom Prisca 4.0 (Typo-
log Software Ltd & Co., Germany). Programom su
predvidene korekcije MoM biljega za tjelesnu tezinu i
pusenje cigareta u trudnoéi. Kao graniéni rizik trisomije
21, u vrijeme testiranja, uzimali smo omjer >1:300, od-
nosno, >1:100 za trisomije 181 13.

Za biokemijski probir u drugom tromjesecju, tjedan i
dan trudnoée su procijenjeni na osnovi ultrazvuéno
izmjerenog biparijetalnog promjera, duljine femura i ab-
dominalnog opsega ploda. Koncentracije biokemijskih
biljega u krvi trudnice, alfa-fetoproteina (MS-AFP) i

slobodnog B-hCG odredivali smo imunoflorometrij-
skom metodom (»Dual-assay«, Perkin Elmer Live and
Analytical Sciences, Wallac Oy, Finland). Na osnovi
biokemijskih biljega izracunavali smo rizik trisomija i
otvorenih o$te¢enja neuralne cijevi, pomocu ra¢unalnog
programa CISline PRENAT’ SCREEN™, PRENATEL-
SA 2,1 (University of Leeds, UK). Kao grani¢ni rizik
trisomije 21 uzeli smo preporuceni omjer > 1:250, a za
oste¢enja neuralne cijevi MS-AFP MoM > 2.5.

Za statisticku obradu podataka koristili smo metode
deskriptivne statistiCke analize (Microsoft Excell 7,0).
Normalnu razdiobu podataka dokazali smo Kolgomo-
rov-Smirnovljevim testom na log,, MoM vrijednostima
biokemijskih biljega. Statisticka analiza podataka pro-
vedena je pomocu programskog sustava MedCalc®
(MedCalc 9,3.9,0, Frank Schoonjans, Mariakerke, Bel-
gium). Razlike u proporcijama lazno-pozitivnih rezul-
tata u pojedinim testovima ispitali smo McNemarovim
testom. Stupanj povezanosti biokemijskih biljega u
prvom i drugom tromjesecja prikazali smo Pearsono-
vim koeficijentom korelacije, uz granice pouzdanosti
od 95%. Linearnom regresijskom analizom logaritmira-
nih MoM vrijednosti slobodnog B-hCG ustanovili smo
obiljezja meduodnosa varijable u prvom i drugom tro-
mjese¢ju. Vrijednost p<0,05 smatrali smo statisticki
znacajnim.

Rezultati

Prosjecna Zivotna dob trudnica koje su sudjelovale u
sekvencijskom probiru bila je 30,4+5,3 godina (srednja
vrijednost+SD). Prosjecna dob trudnoée u kombinira-
nom ultrazvu¢no-biokemijskom testu bila je 85+6 dana,
odnosno 11245 dana u vrijeme dvostrukog biokemij-
skog testa. Od ukupnog broja, 182 trudnice (48,7%) bile
su mlade od 30 godina, njih 112 (29,9%) bilo je u dobi
od 30 do 34,5 godina, a 80 ispitanica (21,4%) imalo je u
vrijeme pristupanja probiru 34,6 ili vise godina. Trudni-
ce iz posljednje skupine imale su poveéani tzv. a priori
rizik, s obzirom da incidencija fetalne trisomije 21 raste
s dobi trudnice. U fablici 1 prikazali smo razdiobu trud-
nica s obzirom na dobne granice te udjele lazno-pozi-
tivnih nalaza prema probirnim testovima.

Tablica 1. Razdioba trudnica prema dobi i udjeli lazno-pozitivnih nalaza u probiru trisomije 21 (grani¢ni rizik 1:300 u prvom, odnosno 1:250 u drugom
tromjesecju)
Table 1. Distribution of pregnant women in relation to age and false-positive results in screening for trisomy 21 (first-trimester cut-off risk 1:300 and
second-trimester1:250, respectively)

Dob trudnica u vrijeme testa Broi .
roj trudnica

Lazno-pozitivni
u kombiniranom testu

Lazno-pozitivni
u biokemijskom testu

Lazno-pozitivni
u biokemijskom testu

g?%’?)ﬂ'irelﬁ?s ase at samplin Number of pregnant 1. tromjesecja * 1. tromjesecja ** 2. tromjesecja ***
(years) & ping women False-positives in first- False-positives in first- False-positives in second-
Y -trimester combined test * -trimester biochemistry ** -trimester biochemistry ***
<30 182 8 (4.4%) 17 (9.3%) 13 (7.1%)
30-34.5 112 9 (8.0%) 28 (25.0%) 15 (13.4%)

>34.5 80 14 (17.5%) 25 (31.2%) 27 (33.8%)
Ukupno — Total 374 31(8,3%) 70 (18,7%) 55 (14,7%)

* Probir uz biljege PAPP-A + slobodni 3-hCG + NT/CRL / Screening with PAPP-A + free f-hCG + NT/CRL
** Probir uz biokemijske biljege PAPP-A + slobodni B-hCG / Screening with biochemical markers PAPP-A + free B-hCG
*** Probir uz biljege AFP + slobodni B-hCG / Screening with biochemical markers AFP + slobodni -hCG
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Tablica 2. Udjeli lazno-pozitivnih rezultata u ispitanica (N=374) s obzirom na grani¢ne vrijednosti prvog i drugog
tromjesecja i razli¢ite kombinacije biljega (rezultati se odnose na izracunati rizik trisomije 21).
Table 2. Proportions of false-positive results in studied population (N=374) in relation to cut-off values in the first and
second trimester, with different combination of markers (results are refered to the calculated risk for trisomy 21).

1. tromjesecje *
1% trimester *
(107 do 13*°)

2. tromjesecje *
2" trimester *
(15" do 18)

Dobni rizik >1:300

Age-risk >1:300

Nuhalni nabor (NT) iznad 95. percentila
Nuchal translucency (NT) above 95th percentile

Kombinirani ultrazvu¢no-biokemijski rizik >1:300

80 (21.4%)
28 (7.5%)

30 (8.0%)

Combined ultrasound-biochemical risk >1:300
Biokemijski rizik >1:300
Biochemical risk >1:300

70 (18.7%)

Biokemijski rizik >1:250

Biochemical risk >1:250 36 (15.0%)

* Tjedan trudnoce / Week of gestation

1. tromjeseéje inkemi'sk.ihﬂ'ezﬁNTfC.Iud/ N=37\‘

10¢58 sv\ /(69 2%)

Bez invazivnog zahvata

11 (36.7%)

Rizik >1:300 Ririk <I:300

30 (8.0%) 344 (92.0%)
2. romjeseéje (Bioke mijski test 2. momjesecje (Hioke mijski test
Rigik =1:250 Rigite <1:25¢ Rizike =1:256 Rigife<1:256¢
17 (56 79%) 13 (43.3%) 39 (11 3%) 305 (88.7%)

11 ¢28 29\ /3(2 6%)

Bez invazivnog zahvata

Slika 1. Razdioba trudnica u sekven-
cijskom testiranju, s obzirom na
rezultate probira u oba razdoblja
trudnoce, te broj izvrSenih invazivnih
zahvata u pojedinim skupinama
(ACZ — amniocenteza)

Figure 1. Distribution of pregnant
women in sequentional screening

in relation to the results in both periods
of pregnancy and number of invasive
procedures in sub-groups

(ACZ — amniocentesis)

325 (94.5%)

U tablici 2 prikazane su stope lazno-pozitivnih rezul-
tata s obzirom na kombinacije biljega, pri izabranim
grani¢nim vrijednostima u prvom odnosno drugom tro-
mjesecju.

Slika I prikazuje razdiobu trudnica u sekvencijskom
testiranju, s obzirom na rezultate probira u oba razdo-
blja trudnoce, kao i broj izvrSenih invazivnih zahvata u
pojedinim razdobljima testiranja. Prikazani rezultati od-
nose se na procjenu rizika trisomije 21. Od 30 ispitani-
ca, koje su u prvom tromjesecju imale kombinirani ul-
trazvuéno-biokemijski nalaz s povecanim rizikom, u
njih 25 na rizik trisomije 21 utjecali su biokemijski bi-
ljezi. U 17 trudnica je i nakon biokemijskog testa u dru-
gom tromjesecju ustanovljen povecani rizik. Ukupno je
izvrSeno 19 postupaka amniocenteze, iz ¢ega proizlazi
da je ucesce invazivnog zahvata zbog povecéanog rizika
probirnih testova 63,3%. U preostalih 344 trudnica, koje
su imale nisko-rizi¢an nalaz nakon kombiniranog testa
za trisomiju 21, njih 39 (11,3%) je imalo poveéani rizik
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nakon provedenog dvostrukog biokemijskog testa u dru-
gom tromjesecju. Zbog nalaza biokemijskog probira
tijekom drugog tromjesecja, amniocenteza je u¢injena u
11 trudnica (28,2%). 1z nasih rezultata je vidljivo da je
u 374 trudnice, obuhvacenih ovim istrazivanjem, uci-
njeno ukupno 38 invazivnih zahvata (10,1%). Od toga
je u njih 30 (8,0%) indikacija postavljena na osnovi
rezultata probirnih testova u prvom, odnosno, drugom
tromjesecju trudnoce.

Samo je njih 17 (4.5%), od ukupnog broja ispitivanih
trudnica, svrstano u podruéje povecanog rizika triso-
mije 21 1 u prvom i u drugom probirnom testu. Kombi-
nirani ultrazvu¢no-biokemijski rizik veci od 1:50 usta-
novili smo u 5 trudnica, od kojih su 4 bile starije od 35
godina. McNemarovim testom pokazali smo da razlika
izmedu 18,7% trudnica s lazno-pozitivnim nalazom u
biokemijskom testu za prvo tromjesecje (PAPP-A+
slobodni B-hCG) i 15,0% uz biokemijske biljege dru-
gog tromjesecja (AFP+slobodni B-hCG) nije statisticki
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Slika 2. Pravac linearne regresije log, MoM slobodnog B-hCG u prvom i

drugom tromjese¢ju (crtkano su oznacene granice pouzdanosti od 95%)

Figure 2. Linear regression analysis of log,) MoM free $-hCG in the first

and second trimester (95% confidence intervals are shown as dashed
lines)

Tablica 3. Cijene postupaka i pretraga koje se preporucaju u dijagnostici
fetalnih aneuploidija
Table 3. Costs of the procedures and tests recommended in diagnosis of
fetal aneuploidies

Postupak/Pretraga Cijena (Kn)

Test/Diagnostic procedure Price (Kn)

Ultrazvuéni pregled izmedu 10.—14. tjedna trudnoce 180.00

First-trimester ultrasound exam ’

Kombinirani ultrazvuéno-biokemijski probir

izmedu 10.—14. tjedna trudnocée 319.70

First-trimester combined ultrasound-biochemical ’

screening

»Mini-anomaly scan« prije 14. tjedna trudnoce 300.00

»Mini-anomaly scan« before 14th week of pregnancy >

Dvostruki biokemijski probir fetalnih aneuploidija

izmedu 15.—18. tjedna trudnoce 298.94

Biochemical screening with double-test in the second ’

trimester

Trostruki biokemijski probir fetalnih aneuploidija

izmedu 15.—18. tjedna trudnoce 385.34

Biochemical screening with triple-test in the second ’

trimester

Geneticko savjetovanje / Genetic counselling 135,95

Biopsija korionskih resica i citogenetska analiza 9291.54

Chorionic villus sampling and cytogenetic analysis I
pling ytog y

Uzimanje plodove vode i citogenetska analiza 921997

Amniotic fluid sampling and cytogenetic analysis

znaéajna (%*>=2.817,p=0,0933). S druge strane, udjel od

8,3% lazno-pozitivnih nalaza u kombiniranom probir-
nom testu prvog tromJeseCJa (biokemijski biljezi+NT/
CRL) bio je znacajno manji u usporedbi s udjelom
lazno-pozitivnih nalaza u biokemijskom probirnom te-
stu drugog tromjesecja (}*>=12,02, p=0,0005). O¢ito je
da ultrazvuéni biljezi tj. nuhalni nabor znatno pridonosi
statistickoj znakovitosti kombiniranoga testa u odnosu
na biokemijski probirni test drugoga tromjesecja; nuhal-
ni nabor sam po sebi je bio lazno pozitivan u samo 7,5%
istrazivanih trudnica (tablica 2).

Potvrdili smo statisticki znacajnu, pozitivhu poveza-
nost log,, MoM slobodnog B-hCG izmedu prvog i dru-

gog tromjesecja. Pravac linearne regresije na slici 2
prikazuje promjene vrijednosti log,; MoM slobodnog
B-hCG u drugom tromjese¢ju u odnosu na njihove vri-
jednosti u prvom tromjeseéju (r>=0,403, p<0,0001). Ni-
smo ustanovili znac¢ajnu povezanost izmedu vrijednosti
log,, MoM slobodnog B-hCG u prvom i AFP u drugom
tromjeseéju (r>=0,0025, p=0,31), izmedu PAPP-A u
prvom i slobodnog B-hCG u drugom (1*=0,0144, p=
0,025), odnosno izmedu PAPP-A u prvom i AFP u dru-
gom tromjesecju (r’=0,0036, p=0,25).

Tablica 3 prikazuje cijene za osnovne probirne testo-
ve, invazivne postupke i pretrage koje se primjenjuju u
nadzoru trudnoce tijekom prvog, odnosno drugog tro-
mjesecja trudnoce. Navedeni iznosi su trenutno vazeéi
prema cjeniku Hrvatskog zavoda za zdravstveno osigu-
ranje, s iznimkom kombiniranog testa, ¢iji troSak snose
same pacijentice.

Rasprava

Moderne laboratorijske metode nude perinatalnoj
medicini veliki izbor kombinacija biokemijskih biljega
u otkrivanju visokorizi¢nih trudnica za fetalne trisomije.
Veliki broj istrazivanja razli¢itih modela probirnih te-
stova nastoji pronaci najprikladniji postupnik koji bi, s
jedne strane, bio prilagoden individualnim potrebama i
Zeljama trudnica, a s druge bi se strane pokazao najdje-
opc¢oj populaciji trudnica. Wald i suradnici su 1999. go-
dine predstavili integrirani test koji objedinjuje rezulta-
te probira u prvom i drugom tromjeseju trudnoce.!
Prema njihovim preporukama, ovakav model ukljuéuje
kombinaciju ranih biokemijskih biljega (PAPP-A+ slo-
bodni B-hCG) i ultrazvu¢no izmjerenog NT u prvom
tromjesecju te trostrukog (AFP+ukupni hCG+nekonju-
girani estriol), odnosno, ¢etverostrukog (trostruki test+
inhibin A) biokemijskog testa u drugom tromjesecju.
Rezultati se trudnicama priopée po zavrSetku oba testa.
Prednost koju autori isticu je visoka stopa detekcije tri-
somije 21 (80%) uz 0.9% lazno pozitivnih nalaza, §to
kod trudnica osigurava manji broj nepotrebnih invaziv-
nih zahvata.

Na predlozeni model Walda i suradnika nadovezuju
se opsezna istrazivanja drugih autora koji ne poricu
uspjesnost ovakvog cjelovitog protokola, ali ne zaobila-
ze ni emocionalno stanje trudnica zbog cekanja na
kona¢ne rezultate testa do 18. tjedna trudnoce. U rado-
vima izraelskih znanstvenika, Hermana i Maymona us-
poredeni su rezultati u tzv. otvorenim (»disclosed«) i
zatvorenim (»non-disclosed«) protokolima integriranog
probira*!®, IstraZivanja su dokazala da oba programa
osiguravaju sli¢nu stopu detekcije trisomije 21, premda
je udio lazno-pozitivnih nalaza manji ukoliko se ishod
probira izrazava kao jedinstveni zajednicki rezultat u
zatvorenom integriranom testu. Svjesni etickih dilema
zbog neuvazavanja osobnih stavova pacijentica, kao i
pritiska na osoblje uklju¢eno u nadzor trudnoce, oni
predlazu tzv. »semi-sekvencijski« probir u kojem bi se
konac¢ni rizik fetalnih aneuplodija izraZavao na osnovi
mjerenja debljine nuhalnog nabora izmedu 10. i 14.
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tjedna i biokemijskog probirnog testa u drugom tro-
mjesecju trudnoce. Dodatna pogodnost ovog nacina je i
manje ulaganje u sustavnu primjenu prenatalnog probi-
ra, kao i u ¢injenici da je amniocenteza, kada je nuzna,
manje rizi¢an zahvat od biopsije korionskih resica. Mje-
renje NT/CRL obavezni je dio ultrazvuénog pregleda u
prvom tromjesecju za trudnice u veéini zemalja koje sli-
jede aktualne smjernice za prenatalnu skrb pa bi spo-
menuti program obuhvatio i trudnice kod kojih iz raznih
razloga nije proveden biokemijski dio probira.

U slijedu saznanja, pozornost privlace i istrazivanja
tzv. uvjetovanog sekvencijskog probira (»Contingent
sequential screening«). Prema tom protokolu se trudni-
cama s vrlo visokim rizikom za trisomije nakon kombi-
niranog ultrazvu¢no-biokemijskog probira u prvom tro-
mjesecju preporuca genetsko savjetovanje, odnosno
neposredni invazivni zahvat radi postavljanja $to ranije
dijagnoze. Istrazivanja se razlikuju u odabiru grani¢ne
vrijednosti kombiniranog rizika kao indikacije za inva-
zivni zahvat; preporucene grani¢ne vrijednosti variraju
od 1:30 do 1:100. Na biokemijski probir u drugom
tromjese¢ju upucuju se samo trudnice u kojih je kombi-
nirani probir izmedu grani¢ne vrijednosti za visoki rizik
i omjera 1:1000, odnosno, 1:1500. Christiansen i surad-
nici® iz Danske su 2002. godine predstavili model za
primjenu ovog testa u opcoj trudnickoj populaciji, prema
kojem bi se nakon analize biokemijskih biljega prvog
tromjese¢ja preporucilo mjerenje dodatnih ultrazvuc-
nih biljega u trudnica s rizikom izmedu 1:65 1 1:1000.

Brojni su drugi znanstvenici objavili usporedne rezul-
tate integriranog i sekvencijskog programa probira u
velikim, neinterventnim populacijskim studijama.*61°2!
Argumenti kojima opravdavaju izbor uvjetovanog sek-
vencijskog probira su prihvatljiv odnos osjetljivosti
(stopa detekcije) i specifi¢nosti (stopa lazno-pozitivnih)
samog testa, te financijski najisplativiji model koji se
moze primijeniti na razini populacije. U ovakovom kon-
ceptu probira, rezultati kombiniranog testa odmah se
priopce trudnicama; na izravni dijagnosticki postupak
se upucuju trudnice visokog rizika, a onima s umjere-
nim rizikom se preporuca testiranje u drugom tromje-
se¢ju. Ako se uz to ima na umu da u oko 48% trudnoca
s fetalnom trisomijom dolazi do spontanog pobacaja
nakon 10. tjedna, ¢ini se da ovaj koncept probira racio-
nalizira broj daljnjih testova u trudno¢ama koje su
predodredene za negativan ishod.?> Prema nac¢elnim sta-
vovima u literaturi, za trudnice s niskim kombiniranim
rizikom u prvom tromjesecju nisu predvideni daljnji
probirni testovi. Ipak, odluka o tome bi trebala biti suk-
ladna osobnom stavu trudnice i dogovoru s njezinim
lije¢nikom.

U Hrvatskoj se s uspjehom primjenjuju razliciti testo-
vi probira trisomija u prvom, kao i u drugom tromjesecju
trudnoce. Nakon vise od desetljeca sustavne primjene ni
u nas ne postoje jednoznacne smjernice i preporuke za
medicinsko osoblje, odnosno za trudnice. U ovom smo
istrazivanju predstavili vlastita iskustva na grupi ispita-
nica, retrospektivno izdvojenih iz neselektirane popula-
cije trudnica, koje su sudjelovale u kombiniranom pro-
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biru u prvom i dvostrukom biokemijskom testu u dru-
gom tromjesecju. Srednja starosna dob i dobna razdioba
trudnica bile su sli¢ne prosjeénim demografskim obi-
ljezjima trudnica u Hrvatskoj. Ipak, udjel od 8,0%
lazno-pozitivnih rezultata u kombiniranom testu u ovom
radu bio je veci od 5,1% koji smo objavili u ranijoj,
neinterventnoj studiji. KoriSteni ra¢unalni program za
procjenu rizika trisomija u prvom tromjesecju odvaja
dobni rizik u vrijeme testa i rizik prema biokemijskim
biljezima od kombiniranog ultrazvu¢no-biokemijskog
rizika. U ra¢unalnom programu za drugo tromjesecje,
rizik se izrazava s obzirom na dob trudnice u terminu
poroda i onaj prema biokemijskim biljezima. U ovom
radu udjeli lazno-pozitivnih rezultata biokemijskog pro-
bira nisu se znacajno razlikovali u prvom, odnosno dru-
gom tromjesecju. Nasuprot tomu, znacajno je niza stopa
lazno-pozitivnih rezultata u kombiniranom testu, u po-
redbi s biokemijskim testom i u prvom i u drugom
tromjese¢ju. Na povecanje specifi¢nosti kona¢nog re-
zultata testa utje¢e ukljuéenje ultrazvuénih biljega.>»%

U literaturi su temeljito opisani ¢imbenici, neovisni o
kromosomopatijama ploda, koji imaju potencijalni utje-
caj na koncentracije biokemijskih biljega u serumu trud-
nica.?® Osim standardizirane korekcije za MoM vrijed-
nosti u pusacica i trudnica s dijabetesom ovisnim o inzu-
linu, dokazan je utjecaj hormonske stimulacije ovulacije
i protokola koji prethodi potpomognutoj oplodnji na ka-
snije mjerene koncentracije placentarnih biljega u seru-
mu trudnica®’?® Rezultati istrazivanja Spencera i surad-
nika ukazuju da su MoM vrijednosti slobodnog B-hCG
prosjecno za oko 15% viSe u normalnim trudno¢ama sa
zenskim plodom.” Ipak, nesigurnost u ultrazvuénom
prepoznavanju spola u ranim tjednima trudnoce ne
dopusta pouzdanu klini¢ku interpretaciju ni korekciju
laboratorijskih rezultata prema fetalnom spolu te se ne
moze uvaziti u prakti¢noj primjeni probira. Takoder je
poznato da su koncentracije ukupnog humanog korion-
skog gonadotropina i njegove slobodne B-podjedinice
znacajno vise u serumu trudnica tijekom prve trudnoce.*
Mi u ovom radu nismo iskljucili trudnoc¢e zapocete uz
postupke potpomognute oplodnje, niti smo ispitanice
razdijelili prema broju prethodnih trudno¢a. S jedne
strane, broj od 374 trudnice nije bio dovoljno velik za
kvalitetnu statisti¢ku obradu po podskupinama, a s dru-
ge to nije bio ni cilj naSeg istrazivanja. Dokazali smo
da u istih trudnica postoji statisticki znacajna korelacija
i pozitivna povezanost MoM vrijednosti slobodnog
B-hCG izmedu prvog i drugog tromjesedja. Drugim rije-
¢ima, ako smo u neke pacijentice ustanovili odstupanje
koncentracije slobodnog B-hCG u odnosu na medijanu
u ranom tjednu trudnoce, sliéna opazanja mozemo oce-
kivati i u testu drugog tromjesecja. Za razliku od toga,
nismo nasli statisti¢ki znacajnu korelaciju PAPP-A ni s
jednim od biokemijskih biljega u drugom tromjese¢ju
trudnoce.

U objavljenoj literaturi nema mnogo podataka koji
govore o samoj korelaciji biokemijskih biljega u prvom
1 drugom tromjesecju u istih trudnica, jer je zanimanje
vedéine istraziva¢a usmjereno na poboljsanje detekcije
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trisomija i smanjenje stope lazno-pozitivnih. Znacajnu
povezanost MoM vrijednosti slobodnog -hCG izmedu
oba tromjesedja, te izostanak povezanosti PAPP-A s
biokemijskim biljezima u drugom tromjesecju opisali
su Wald i suradnici.?'*? Tako je u testovima probira pri-
marna uloga slobodnog B-hCG u otkrivanju fetalnih
aneuploidija, poznato je da povecane koncentracije
ukupnog hCG i slobodnog B-hCG imaju prediktivinu
vrijednost za trudnicku hipertenziju, proteinuriju, a po-
vezuju se i s preeklampsijom.3*3*

Nadalje, neki su autori opisali povezanost abnormal-
nih koncentracija slobodnog -hCG i PAPP-A s tijekom
1 trajanjem trudnocée, kao i1 pokazateljima fetalnog
razvoja.>> ¥ Mi u ovom radu nismo mogli istraziti pove-
zanost biokemijskih biljega s detaljnim tijekom trud-
noce, odnosno s procjenom fetalnog rasta. S obzirom na
veliku disperziju trudnica u brojnim centrima za nadzor
1 dovrSenje trudnoce, prikupljanje takvih podataka
zahtijeva dobro osmisljenu, timski organiziranu i multi-
disciplinarnu studiju na veéem broju ispitanica, nego
Sto je obuhvacdeno ovim istrazivanjem. Stoga nije bilo
moguce ispitati utjecaj svih poznatih ¢imbenika na
udjele lazno-pozitivnih rezultata u biokemijskom probi-
ru u prvom, odnosno drugom tromjesec¢ju. Nedvojbeno
je da sami biokemijski biljezi nisu dovoljno specifi¢ni
parametri u otkrivanju ugrozenih trudnoca. Rezultat
koji se u probirnom testu pojavljuje kao povecani rizik
trisomije treba kriticki i promisljeno uvaziti kao poticaj
za pojacani antenatalni nadzor takvih trudnica. Znacaj-
no smanjenje stope lazno-pozitivnih rezultata ukljuci-
vanjem ultrazvuc¢nih biljega u konacni izracun rizika i u
ovom je radu dokazalo prednost kombiniranog probira
u uporedbi s biokemijskim testom i u prvom i u drugom
tromjese¢ju. Sam ultrazvuéni probir (nuhalni nabor >95
centila za tjedan trudnoc¢e) znacajno je pridonio osjetlji-
vosti kombiniranoga testa odnosno smanjenju lazno po-
zitivnih nalaza. Nuhalni nabor kao pokazatelj fetalne
trisomije je bio lazno pozitivan u 7,5% trudnica prvoga
tromjesecja (28 od 374), sli¢no broju lazno pozitivnih
nalaza u kombiniranom testu prvoga tromjesecja (30
od 374 — 8,0%), dok je sam biokemijski test prvoga
tromjese¢ja imao znacajno vise lazno pozitivnih nalaza
(70 od 374 — 18,7%), a 15,0% u drugom tromjesecju.

Skloni smo podrzati preporuku da se trudnicama ¢iji
je kombinirani rizik ve¢i od 1:100 preporuci genetsko
savjetovanje kako bi $to ranije mogle odluciti o vla-
stitom izboru daljnjih postupaka. Uznemirujuéa je
¢injenica da takve trudnice moraju ¢ekati nekoliko tje-
dana do postavljanja kona¢ne dijagnoze, jer se zahvat
biopsije korionskih resica izvodi samo u dva specija-
listicka centra u Hrvatskoj. Amniocenteza u drugom
tromjese¢ju (1618 tjedana) trudnoce i ¢ekanje na re-
zultate daljnja 3—4 tjedna uzrokuju veliki emocionalni
pritisak i strah u samih trudnica, a medicinskim djelat-
nicima ogranicavaju mogucnost djelovanja. Vrlo kori-
sno istrazivanje Nicolaidesa i suradnika, na reprezenta-
tivnom uzorku od 30.564 trudnice, pokazuje da je stopa
prihvacanja invazivnih zahvata ovisna o stupnju rizika
koji je ustanovljen prethodnim probirom.** Prema njiho-

vim iskustvima, vise od 70% trudnica izabire invazivni
zahvat, ako je rizik u probiru bio veci od 1:300. Nagim
smo rezultatima pokazali da je od 30 trudnica njih 19
(63,3%) donijelo takvu odluku. S druge strane, razbori-
to je postaviti pitanje da li ponuditi oba testa trudnicama
s izrazito niskim rizikom trisomija u kombiniranom
ultrazvuéno-biokemijskom probiru (manji od 1:1000).
Mjerenje koncentracije alfa-fetoproteina u serumu na-
kon 15. tjedna daje mogucnost procjene rizika za
ostecenja neuralne cijevi otvorenog tipa te anomalija
prednje trbusne stijenke. No, te se morfoloske abnor-
malnosti fetusa mogu otkriti tijekom ultrazvuénog pre-
gleda u drugom tromjesecju. Vecina se autora slaze da
se oko 80% trudnica nepotrebno $alje na daljnje bioke-
mijsko testiranje. 182040

Nesumnjivo, najvece dvojbe prisutne u praksi i opisa-
ne u literaturi proizlaze iz neujednacenosti stavova pre-
ma trudnicama koje su u tzv. umjereno-rizicnom po-
druc¢ju. Brojne su studije nastojale dokazati ispravnost,
osnovanost, ali i finacijsku isplativost programa probira
i dijagnostike koji bi se preporuc¢io kao model za opéu
trudnic¢ku populaciju.*' Nazalost, ne moZemo diskutirati
o tako osjetljivim pitanjima koja se, s jedne strane, ticu
ucinkovitosti svih oblika i kombinacija probirnih testo-
va, a s druge, racionalizacije nov¢anih troskova za su-
stavno provodenje probira u naSoj zemlji. Za takve za-
klju¢ke nuzne su daljnje opsezne, multidisciplinarne,
klini¢ke studije koje ¢e rasvijetliti dileme o brojnim me-
dicinskim i eti¢kim problemima pa i o ulaganjima u
program na nacionalnoj razini. Stoga smo u ranijem po-
glavlju, kao nezaobilazno vaznu informaciju, naveli i
troskove koje iziskuju osnovne pretrage primjenjivane u
prenatalnoj skrbi. Nadamo se da nase stru¢ne timove i
ovi pocetni rezultati stavljaju pred konstruktivno raz-
misljanje o tome koji bi model i preporuke bili najpri-

Na kraju zelimo jo$ jednom naglasiti vlastiti, ali i

op¢i stav, da je primarno ono nacelo koje je najbolje za
samog pacijenta. NaSe stavove podupiremo i preporuka-
ma Europske organizacije za fetalnu medicinu'! kao i
Americke udruge za ginekologiju i opstetriciju iz si-
je¢nja 2007. godine.'? Objavljene smjernice mogle bi se
ukratko sazeti u sljedece:

1. Kombinirani probir u prvom tromjesecju, pomocu
biokemijskih biljega (slobodni B-hCG+PAPP-A) i
ultrazvukom izmjerenog NT/CRL, omoguéava vecu
stopu detekcije fetalnih trisomija od dvostrukog
(slobodni B-hCG+AFP) i/ili trostrukog bioke-
mijskog probira (ukupni B-hCG+AFP+uE3) u dru-
gom tromjesecju.

2. Mjerenje samog nuhalnog nabora u prvom tromje-
se¢ju ima slabiju stopu detekcije trisomija, nego u
kombinaciji s ranim biokemijskim biljezima.

3. Trudnicama, u kojih je ustanovljen visoki rizik
kombiniranim testom, treba preporuciti genetsko
savjetovanje i omoguciti postavljanje konacne di-
jagnoze (biopsija korionskih resica, rana amnio-
centeza).
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4. Mjerenje nuhalnog nabora mora biti provedeno is-
klju¢ivo u centrima i od lije¢nika-ultrasonicara
koji su zavrsili subspecijalisti¢ki te¢aj za rani ul-
trazvuk te mjerenja izvode na vrhunskoj opremi i u
skladu sa zahtjevima FMF-a (The Fetal Medicine
Foundation).

5. Trudnicama koje se odlu¢e za kombinirani probir
u prvom tromjesecju treba ponuditi probir za oSte-
¢enja neuralne cijevi u drugom tromjesecju trud-
nocde.

Zahvala

Zahvaljujemo svim lije¢nicima i medicinskom oso-
blju na pomo¢i u prikupljanju podataka o tijeku i ishodu
trudnoca. Profesorici Dubravki Muzini¢ i osoblju Ci-
togenetskog laboratorija, Zavoda za genetiku i bolesti
metabolizma, KBC »Rebro«, zahvaljujemo na konti-
nuiranom nadopunjavanju podataka o provedenim dija-
gnostickim postupcima.
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organizira
XVIIl. SAVJETOVANJE O PERINATALNOM MORTALITETU
REPUBLIKE HRVATSKE
Hrvatski lijeéniéki dom, Subiéeva 9
Zagreb, 7. XI. 2009.

1. Ante Drazanci¢, Urelija Rodin, Hrvoje Kniewald: Perinatalni mortalitet u Republici Hrvatskoj u 2008. godini.
2. Urelija Rodin i sur.: Uzroci perinatalnih smrti u Hrvatskoj u 2008. godini.

3. Boris Filipovié-Gr¢i¢ i sur.: Mortalitet novorodenéadi u Republici Hrvatskoj u 2008. godini.

Rasprava

4. Urelija Rodin: Projekat »Strengthening Health System to Improve Maternal and Neonatal Health in South-Eastern

Europe«

5. Snjezana Skrablin: Smjernice RCOG-a za »Prijevremeno prerano prsnuée vodenjaka — PRVP«

Rasprava

6. Emilja Jureti¢: Europske smjernice za lije¢enje neonatalnog sindroma respiratornog distresa

Rasprava

Sastanak ¢e se odrzati u Hrvatskom lijeénickom domu, Subiceva 9, u subotu 7. studenoga 2009. s po¢etkom u 10,00

sati.
Kotizacija za sastanak iznosi 100,00 Kn.

Sastanak ¢e biti bodovan po pravilniku Hrvatske lije¢ni¢ke komore.
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