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Raskauden tai synnytyksen aikana sikion punasoluja voi kulkeutua istukan kautta
aidin elimistoon. Jos sikid on perinyt isaltdén aidille vieraita veriryhma-anti-
geeneja, aidin elimistd tunnistaa ne ja saattaa aloittaa niita vastaan vasta-aine-
tuotannon. Vuosittain noin 300--500 odottavalta aidiltda 65 000 aidista todetaan
sellainen veriryhméavasta-aine, joka voi aiheuttaa vastasyntyneen hemolyyttisen
taudin. Yleisin raskaudenaikainen veriryhmaimmunisaatio on RhD-immunisaatio.
RhD-immunisaatiossa RhD-negatiivisen aidin elimistd tuottaa anti-D-vasta-ai-
netta RhD-positiivisen sikidbn punasoluja vastaan. Tama on yleisin vastasynty-
neen hemolyyttisen taudin aiheuttaja. Aidin anti-D-vasta-ainetuotannon esta-
miseksi on kehitetty anti-D-immunoglobuliinisuojaus, joka vahentaa immunisaa-
tion syntymista merkittavasti.

ID-DiaScreen Prophylax -seulontasolupaneeli (BioRad) on suunniteltu tunnista-
maan anti-D-vasta-aine immunisoitumattomilta RhD-negatiivisilta raskaana ole-
vilta naisilta, jotka ovat saaneet anti-D-immunoglobuliinisuojauksen meneillaan
olevan raskauden aikana. Tama opinnaytetyd oli projektiluontoinen tutkimus,
jonka tarkoitus oli validoida ID-DiaScreen Prophylax -solupaneelin kaytt6 anti-D-
vasta-aineen seulonnassa. Solupaneelin kayttdéa ja soveltuvuutta testattiin myos
lisapaneelina muiden veriryhméavasta-aineiden tunnistuksessa.

Bio-Rad:n kehittama ID-DiaScreen Prophylax on uusi 6 punasolun paneeli, jonka
menetelma on samanlainen kuin kaytdossa olevissa serologisissa vasta-aine-
seulonta- ja vasta-ainetunnistusmenetelmissa. Tutkimus suoritettiin Pohjois-Suo-
men laboratoriokeskuksen liikelaitoskuntayhtym& NordLab:n verikeskuksessa
Oulun yliopistollisessa sairaalassa loppuvuodesta 2013. Tutkimukseen valittiin
potilaat, joiden vasta-aineseulonta (3 seulontasolun paneeli, BioRad) oli positiivi-
nen. Kaikille tehtiin seka vasta-ainetunnistus (11 punasolun paneeli, BioRad) etta
anti-D-vasta-aineen seulonta ID-DiaScreen Prophylax -paneelilla. Lisdksi mé&aéri-
tettiin ABO- ja RhD-veriryhmat ja tehtiin suora antiglobuliinikoe. ID-DiaScreen
Prophylax -paneelin tuloksia verrattiin seulonta- ja tunnistuspaneeleiden tulok-
siin.



ID-DiaScreen Prophylax -solupaneeli sopii RhD-negatiivisten aitien anti-D-suo-
jauksen jalkeiseen anti-D-vasta-aineen tunnistukseen. Solupaneeli otettiin kayt-
t6on NordLab:n Oulun verikeskuksessa 21.3.2014 ja NordLab:n Kemin aluelabo-
ratoriossa kevaalla 2014.
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saatio, vasta-aineseulontapaneeli, RhD-immunisaatio
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During pregnancy or delivery fetal red blood cells may cross placenta and enter
the maternal circulation. If the fetus has inherited blood group antigens from the
father that are different from those of the mother, the mother may produce anti-
bodies against the red cells of the fetus. The most common immunization during
pregnancy is RhD immunization. RhD immunization is a condition where antibody
anti-D is produced against RhD-positive fetus's red cells by RhD-negative
mother. RhD immunization is the most common cause for haemolytic disease of
the newborn. Maternal antibody anti-D production can be prevented with anti-D
immunoglobulin prophylaxis which reduces the risk for immunization significantly.

ID-DiaScreen Prophylax screening panel (BioRad) is designed for fast recogni-
tion of antibody anti-D in RhD-negative pregnant women who have received anti-
D immunoglobulin prophylaxis. The purpose of this thesis was to validate and test
ID-DiaScreen Prophylax screening panel in the Blood Center of NordLab Oulu at
Oulu University Hospital. The project was performed in the end of the year 2013.

ID-DiaScreen Prophylax (Bio-Rad) is a new blood group antibody screening
panel with 6 red blood cells. It uses the same method as the previous serological
blood group antibody screening and recognition panels.

The patients were from the Oulu University Hospital. Patients who had positive
antibody screening (3 red cell panel, BioRad) were included in the study. The
antibodies were identified with an 11-cell panel (BioRad). Anti-D antibodies were
screened with the ID-DiaScreen Prophylax panel. ABO and RhD blood groups
were determined and direct antiglobulin test was performed.

The results of the ID-DiaScreen Prophylax panel were compared with those of
the screening panel and identification panel. The results suggested that the ID-
DiaScreen Prophylax panel is reliable in recognition of antibody anti-D in RhD-
negative mothers that have received anti-D immunoglobulin prophylaxis.

The ID-DiaScreen Prophylax panel was taken into use in the NordLab laboratory
in Oulu on the 21st of March 2014 and in the NordLab laboratory in Kemi later in
the spring of 2014.



Keywords: antibody anti-D, anti-D prophylaxis, immunization during pregnancy,
antibody screening panel , RhD immunization
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1 JOHDANTO

RhD-raskausimmunisaatio on tila, jossa punasolujen veriryhmatekijaltdan RhD-
negatiivisen aidin elimist6 tuottaa vasta-aineita RhD-positiivista sikiota kohtaan.
RhD-negatiivisen (RhD-) aidin vereen paasee poikkeuksellisesti sikion RhD-po-
sitiivisia (RhD+) punasoluja esimerkiksi lapsivesipunktiossa, keskenmenossa tai
synnytyksen yhteydessa (Verensiirto-opas 2006, 74). Useimmin tdma sikion pu-
nasolujen maaré aidin elimistésséa on niin pieni, ettei sita havaita, mutta maaran
ollessa yli 0,1 ml aidin elimistd tunnistaa vieraan RhD-veriryhmatekijan ja alkaa
tuottaa vasta-aineita sita kohtaan (Suomen Punainen Risti, Veripalvelu 2015, ha-
kupdiva 15.5.2015). Aidin plasmassa olevat veriryhmavasta-aineet lapaisevat is-
tukan, jolloin sikion verenkiertoon paasee vasta-aineita sen omia punasoluja koh-
taan. Tama johtaa sikion punasolujen hajoamiseen (Vilpo 2005, 91). Sikion tai
vastasyntyneen hemolyyttinen tauti aiheuttaa oireita lievasta tilasta vakavaan:
esimerkiksi anemiaa, sydamen vajaatoimintaa, turvotusta, maksan tai pernan
suurenemista, kohdunsisaisen kuoleman tai syntyman jéalkeen kohonneesta bili-
rubiinin maarasta johtuvaan ihon keltaisuuteen ja hermostollisiin vammoihin tai
kuolemaan pian syntyman jalkeen (Sainio & Kuosmanen 2012, 151, hakupaiva
14.05.2015).

RhD-raskausimmunisaatio on ainoa veriryhmaimmunisaatio, joka on ennalta eh-
kaistavissa. Jos epailladn RhD-positiivisen sikion punasolujen paasya RhD-ne-
gatiivisen &idin verenkiertoon, aidille annetaan anti-D-immunoglobuliinipistos,
joka siséaltda anti-D-vasta-ainetta (Verensiirto-opas 2006, 75). Immunoglobuliini-
suojauksen avulla sikion punasolujen tuhoutuminen tapahtuu ennen kuin aidin
elimisto tunnistaa ne ja aloittaa oman vasta-ainetuotantonsa (Suomen Punainen
Risti, Veripalvelu 2015, hakupdaiva 15.5.2015). Immunoglobuliinisuojaus on ollut
kaytossa kehittyneissd maissa 1960-luvulta lahtien (Clausen ym. 2012, 757).
Suomessa synnytyksen jalkeinen anti-D-immunoglobuliinisuojaus otettiin kayt-
toon ensimmaisten maiden joukossa vuonna 1969 (Sainio & Kuosmanen 2012,
151, hakupaiva 14.05.2015).



ID-DiaScreen Prophylax -solupaneeli on uusi 6-seulontasolupaneeli, joka mene-
telmaltdéan vastaa edeltdvia vasta-ainesoluseulontapaneeleja. ID-DiaScreen
Prophylax -solupaneeli on kehitetty anti-D-vasta-aineen pikatunnistukseen ja her-
kasti reagoimaan anti-D-vasta-aineen lasndoloon naytteessa. Solupaneeli on
kohdennettu tunnistamaan anti-D-vasta-aine immunisoitumattomilta RhD-nega-
tilvisilta anti-D-immunoglobuliinisuojauksen saaneilta raskaana olevilta naisilta,
mutta silla voidaan lisaksi seuloa muita aidille ja sikiolle vaarallisia vasta-aineita.
NordLab:n verikeskuksessa Oulun yliopistollisessa sairaalassa ID-DiaScreen
Prophylax -solupaneelia on testattu myas tietyilla potilailla 11-solupaneelin apuna

tunnistettaessa muita verensiirrolle merkityksellisia veriryhmévasta-aineita.

Opinnaytetyoni tarkoitus oli testata ja validoida ID-DiaScreen Prophylax -solupa-
neelin kayttd anti-D-vasta-aineen seulonnassa NordLab:n verikeskuksessa Ou-
lussa. ID-DiaScreen Prophylax -paneeli otettiin kayttoon Oulussa 21.3.2014 ja

NordLab:n Kemin aluelaboratoriossa kevaalla 2014.



2 VERIRYHMAJARJESTELMAT

Ensimmaiset verensiirrot tehtiin siirtamalla elainten verta ihmisiin ja myéhemmin
aloitettiin verensiirrot inmisten valilla (Suomen Punainen Risti, Veripalvelu 2015,
hakupaiva 15.5.2015). Varsinainen verensiirtojen historia alkoi vuonna 1900
Karl Landsteinerin havaitessa eri veriryhmien olemassa olon (Verensiirto-opas
2006, 15). RhD-veriryhmaa ovat tutkineet muun muassa Philip Levine ja Rufus
Stetson vuonna 1939 seka Karl Landsteiner ja Alexander S. Wiener julkaisten
artikkelin 1940 (Levine & Stetson 1939: Landsteiner & Wiener 1940, hakupaiva
1.5.2015). Yhteys veriryhmaimmunisaatioihin 16ydettiin ja myohemmin Rh-veri-
ryhméjarjestelma ja sen noin 50 eri antigeenia tunnistettiin (Verensiirto-opas
2006, 18).

2.1 Veriryhmégjarjestelmien luokittelu

Veriryhmajarjestelmat ovat punasolujen pinnan antigeenirakenteisiin ja plasman
vasta-aineisiin perustuvaa veriryhmien erottelua. Eri veriryhmét on |6ydetty nii-
den vasta-ainemuodostuksen kautta. Samaan veriryhmajarjestelmaan luetaan
ne antigeenit, jotka periytyvét toisiinsa kytkeytyneita (esimerkiksi Rh-ryhman C
ja c) tai joiden maaraavat geenit ovat suhteessa toisiinsa alleelisia eli geenin
vaihtoehtoisia muotoja samassa kromosomipaikassa. Veriryhmat ovat periytyvia

ominaisuuksia (Verensiirto-opas 2006, 11).

Nykyaan tunnetaan 29 eri veriryhmajarjestelmaé, joissa on yhteensa yli 270 eri-
laista veriryhmé&antigeenia (Verensiirto-opas 2006, 11). Osa naista antigee-
neista on hyvin harvinaisia ja Suomen Punaisen Ristin Veripalvelulla on harvi-
naisia punasoluja jaadytettyna. Jos tarvittavaa harvinaisuutta ei 16ydy, sen saa-
tavuutta tiedustellaan ulkomaisista veripankeista (Suomen Punainen Risti, Veri-
palvelu 2015, hakupéaiva 16.5.2015). Suomalaisilla esiintyy varsin paljon muu-

alla maailmassa harvinaisia punasoluantigeeneja (Verensiirto-opas 2006, 12).
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2.2 Antigeenit

Antigeeni on molekyyli, joka aiheuttaa elimistéssd immuunivasteen. Veriryhma-
jarjestelmissa antigeenit ovat punasolun pinnan rakenteita: proteiineja, glykopro-

teiineja ja glykolipideja (Verensiirto-opas 2006, 11).

Elimistd tunnistaa vieraat solut antigeenien avulla. Antigeeni aiheuttaa elimis-
téssa immuunireaktion eli vasteen, joka on joko vasta-aine- tai soluvélitteinen.
Primaarissa vasteessa on kyse luonnollisen immuniteetin toiminnasta ja anti-
geeni on elimistdlle talléin tuntematon. Elimistd tuhoaa antigeenin muodosta-
malla vasta-aineita sitd kohtaan, jolloin immunologisen muistin B-"muistisoluihin”
jaa jalki tasta tietysta antigeenista. Kun antigeeni seuraavan kerran tunnistetaan
elimistdssa, opittu eli adaptiivinen immuniteetti tunnistaa antigeenin ja kaynnistaa
sekundaarisen vasteen. Antigeeni tunnistetaan nain nopeammin ja tuhotaan
vasta-ainereaktiossa (Hedman 2011, 149-152).

2.3 Vasta-aineet

Vasta-aineet eli immunoglobuliinit (Ig) kuuluvat elimistén humoraaliseen immuu-
nijarjestelmaan eli solunulkoisten nesteiden valitykselld toimivaan immuunijarjes-
telmaan. Ne muodostavat 20 % plasman kokonaisproteiinipainosta eli ovat veren
runsaimpia proteiineja (Solunetti 2006, hakupéaiva 15.5.2015). Vasta-aineet ovat
plasmasoluiksi muuttuneiden B-lymfosyyttien erittdamia liukoisia glykoproteiineja
ja ovat spesifisia antigeeneille eli molekyyleille, jotka saavat aikaan elimiston im-
muunivasteen. Vasta-aineet kiinnittyvat B-lymfosyyttien solukalvolle, missa ne
toimivat antigeenireseptoreina B-lymfosyyttien kypsyessa luuytimessa. B-lymfo-
syytit aktivoituvat antigeenin sitouduttua reseptoriin imukudoksissa, jolloin B-lym-
fosyytit erikoistuvat "muistisoluiksi" tai aloittavat vasta-ainetuotannon (Hedman
2011, 149-152). Vasta-aineet jaetaan immunoglobuliiniluokkiin IgG, IgA, IgM, IgD
ja IgE niiden molekyylirakenteen mukaan (Leikola 1987, 1-6).
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2.4 Veriryhmavasta-aineet

Veriryhmavasta-aineet ovat punasolujen veriryhmaominaisuuksia vastaan muo-
dostuneita vasta-aineita. Tyypillisesti kliinisesti merkittdvat vasta-aineet ovat
muodostuneet henkildn immunisoiduttua vieraan veren punasoluantigeeneille
esimerkiksi verensiirrossa tai raskauden aikana. Naita kutsutaan immuunivasta-
aineiksi. Niin sanotut luonnolliset vasta-aineet ovat muodostuneet varhaislapsuu-
den aikana ruuansulatuskanavan kautta altistuksesta bakteerien pintarakentei-
siin, jotka ovat veriryhmaantigeeneja muistuttavia hiilihydraatteja (Verensiirto-
opas 2006, 14).

Veriryhmavasta-aineet kuuluvat immunoglobuliiniluokkiin 1gG ja IgM seka joskus
my0Os luokkaan IgA. ABO-veriryhméjarjestelman vasta-aineet ovat luonnollisia
vasta-aineita ja kuuluvat yleensa IgM-luokkaan. Niita kutsutaan isoagglutinii-
neiksi ja ne ovat aina merkityksellisia verensiirrossa. Muuten suurin osa IgM-luo-
kan vasta-aineista ei aiheuta verensiirtoreaktiota ja ne ovat yleensa merkitykset-
tomia (Verensiirto-opas 2006, 14-15).

Rh-veriryhman vasta-aineet ovat yleensa IgG-luokan immuunivasta-aineita (kuu-
luvat toisinaan myds IgM-luokkaan) (Verensiirto-opas 2006, 18: Leikola, J. 1987).
Yleisin Rh-vasta-aine on anti-D. Se esiintyy usein yhdessa anti-C:n ja anti-E:n
kanssa. Anti-E on usein luonnollinen vasta-aine (poiketen muista Rh-vasta-ai-
neista), mutta koska anti-E voi olla myds immuunivasta-aine, se on aina otettava
huomioon verensiirroissa (Verensiirto-opas 2006, 14, 18-19). Anti-D:n ja anti-E:n
jalkeen seuraavaksi yleisin Rh-vasta-aine on anti-c. Anti-c ja muut Rh-vasta-ai-

neet ovat aina kliinisesti merkityksellisia (Verensiirto-opas 2006, 18).

2.5 Rh-veriryhmé&jarjestelma

Ihmisella on tunnistettu 29 veriryhmajarjestelmaa, joista Rh- eli Rhesus-veriryh-
majarjestelma on ABO-ryhman jalkeen merkittavin (Verensiirto-opas 2006, 11).
RhD-antigeeni on hydrofobinen proteiini punasolun kalvolla (Leikola 1987, 1-6).

Anti-D-vasta-aine voi immuunivasta-aineena syntyna vain D-antigeenin suhteen
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negatiivisille henkildille, jos he ovat saaneet D-positiivisia punasoluja verensiir-
rossa tai raskauden aikana (Suomen Punainen Risti. Veripalvelu 2015. Haku-
paiva 15.5.2015).

Rh-antigeeneja on tunnistettu noin 50 erilaista. Niistd merkityksellisimpia ovat
D, C, c, E ja e antigeenit. RhD- ja RhCE-geenit ovat tiiviisti sidoksissa (Veren-
siirto-opas 2006, 18: Hedman 2011, 149-152). RhD-antigeenin immunogeeni-
syys on muihin rynman antigeeneihin verrattuna suuri. Sen antigeenidetermi-
nantteja voi olla punasolun pinnalla kymmenia tuhansia ja D-antigeenin maara

punasolun pinnalla voi vaihdella (Hedman 2011, 149-152).

Jos D-antigeenin méaara on alhainen, kaytetaan nimitysta heikko D-antigeeni
(aikaisemmin DY). Noin 0,5 %:lla suomalaisista on hyvin heikko D-antigeeni,
jonka toteaminen voi olla vaikeaa. Heikko D-antigeeni tulee verenluovuttajien
kohdalla maarittaa luotettavasti. Verenluovuttajan tietoihin ja punasoluyksikkdon
merkitdan RhD-positiivinen, jos D-antigeeni todetaan. Verensaajaa on taas tur-
vallisempi pitdd RhD-negatiivisena, kuin yrittaa todeta erittéin heikkoa D-anti-
geenia. Maaritystulosten ollessa epéselvia siirretddn aina RhD-negatiivisia pu-

nasoluja (Verensiirto-opas 2006, 18).

13



3 RASKAUSIMMUNISAATIO

Raskauden aikana sikion punasoluja voi siirtya istukan lapi aidin verenkiertoon.
Taman transplasentaalisen vuodon maara voi lisaantyd merkittavasti synnytyk-
sen tai istukan irtoamisen yhteydessa, jolloin aidin immuunijarjestelma tunnistaa
sikion vieraat punasoluantigeenit ja aloittaa vasta-ainetuotannon niita vastaan
(EKlund ym. 1995, 265-266). Nama IgG-luokan vasta-aineet ovat tarpeeksi pienia
lapaistaakseen istukan ja kulkeutuvat sikion verenkiertoon tarttuen sikion puna-
solujen pintaan. Tama aiheuttaa sikion punasolujen tuhoutumisen johtaen ane-

miaan ja vastasyntyneen hemolyyttiseen tautiin (Verensiirto-opas 2006, 74).

3.1 RhD-raskausimmunisaatio

RhD-raskausimmunisaatio on yleisin ja merkittavin raskausimmunisaatio. Siina
RhD-negatiivisen (RhD- eli D-antigeeni puuttuu) aidin vereen paasee poikkeuk-
sellisesti sikion RhD-positiivisia (RhD+) punasoluja. Tama voi tapahtua istukan
kautta keskenmenossa tai synnytyksen yhteydessa, oireettomasti raskauden ai-
kana, raskaudenkeskeytyksessa, kohdunulkoisessa raskaudessa, lapsive-
sipunktiossa, kohdun alueen traumassa, istukkanaytteenotossa tai peréatilan ul-

kokdannoksessa.

Anti-D-immunoglobuliinisuojaus synnytyksen jalkeen on tarkein RhD-raskausim-
munisaatiota ja sikion ja vastasyntyneen hemolyyttista tautia ehkaiseva toimen-
pide RhD-negatiivisille aideille. Silti 1,8 %:lla naista aideista todetaan anti-D-
vasta-aine myohemmin raskauden aikana. Tamén arvellaan johtuvan suurim-
malla osalla sikion punasolujen oireettomasta vuodosta (Sainio & Kuosmanen
2012, 151, hakupaiva 14.5.2015). Nain RhD-negatiivisen &idin jokainen raskaus
kasvattaa immunisaation riskia sikion ollessa RhD-positiivinen (Eklund ym. 1995,
268; Strohm 2005, 424). RhD-antigeeni on todettavissa sikion punasoluissa jo 7.
raskausviikolla, joten se kykenee immunisoimaan jo hyvin varhaisessa vaiheessa

raskautta joutuessaan istukan kautta aidin verenkiertoon (Liumbruno ym. 2010,
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8-16, hakupaiva 15.5.2015). Keskenmeno tai raskauden keskeytys voivat nain
aiheuttaa RhD-immunisaation jo alkuraskaudessa.

Suomessa aloitettiin vuonna 2013 rutiininomainen anti-D-immunoglobuliinisuo-
jaus RhD-negatiivisille aideille raskausviikoilla 28-30 synnytyksen jalkeisen suo-
jauksen lisaksi (Aitiysneuvolaopas 2013, 118).

3.1.1 Muut raskausimmunisaatiot

Myds Rh-veriryhméjarjestelman vasta-aineet anti-c ja anti-E, Kell-ryhméan anti-K
seka Duffy- ja Kidd-ryhmien vasta-aineet ovat sikion kannalta merkityksellisia ja
voivat aiheuttaa RhD-antigeenin liséksi sikion tai vastasyntyneen hemolyyttista
tautia (Porkka ym. 2015, 635). Vuonna 2010 yhteensa 895 aidilla todettiin veri-
ryhmavasta-aine (1,3 % kaikista seulotuista). Naista 531 aidilla oli raskauden
kannalta merkityksellisia vasta-aineita. Eniten oli anti-D-, anti-DC-, anti-DE- tai
anti-DCE-vasta-aineita (162 aidilla), anti-E-vasta-aineita (133 aidilla), anti-c- tai
anti-cE-vasta-aineita (86 &idilld) ja muita Rh-vasta-aineita (71 aidilla). Anti-K
(Kell) loytyi 32 aidilta, anti-Jk* (Kidd) 29 aidilta ja anti-Fy2 (Duffy) 15 aidilta.

Veriryhméavasta-aineiden pitoisuudet ovat usein kuitenkin niin pienia, etta hoitoa
annetaan yleensa vasta synnytyksen jalkeen. Keskimaarin 150 lasta tarvitsee
hoitoa sikion ja vastasyntyneen hemolyyttisen taudin takia Suomessa vuosittain;
naista 50% liittyen ABO-immunisaatioihin, 40% RhD-immunisaatioihin ja loput
muihin vasta-aineimmunisaatioihin (Sainio & Kuosmanen 2012, hakupaiva
14.05.2015). Anti-K- ja anti-c-raskausimmunisaatiot voivat vaatia kohdunsisaisia
punasolusiirtoja 0-4 raskaudessa vuodessa ja anti-D-raskausimmunisaatiot noin
9 raskaudessa (Suomen Punainen Risti, Veripalvelu 2015, hakupéiva
15.5.2015).

Anti-c vasta-aine on kliinisesti hyvin merkittéva ja voi aiheuttaa vakavan tautimuo-

don. Anti-c- tai anti-cE-vasta-aineita todettiin 86 aidilla seulotuista 67 854 aidista

Suomessa vuonna 2010 (Sainio & Kuosmanen 2012, hakupdaiva 14.05.2015).
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Kozlowski, Lee, Shwe ja Love tekivat kvantifoinnin anti-c-vasta-aineen aiheutta-
masta sikion tai vastasyntyneen hemolyyttisesta taudista Britanniassa vuonna
1995. Tutkimuksissa oli mukana 120 raskaana olevaa naista, joilla oli anti-c-
vasta-aine. Heidan synnyttamistaan lapsista 100 oli c-positiivisia. Naista 14 lasta
vaati valitonta veren vaihtoa vakavan hemolyyttisen taudin vuoksi. Liséksi 15
vastasyntynytta tarvitsi valohoitoa heti syntyman jalkeen (Kozlowski ym. 1995.
37-38).

3.2 Raskaudenaikaiset veriryhma- ja vasta-ainetutkimukset

Raskaana olevilta naisilta otetaan aitiysneuvolassa verinaytteet ABO - ja RhD-
veriryhmamaaritysta varten seka veriryhmavasta-aineiden seulontaan ja tunnis-
tukseen. Tarkoituksena on seuloa naytteista ne aidit, joiden lapsella on riski sai-
rastua sikion tai vastasyntyneen hemolyyttiseen tautiin (Suomen Punainen Risti,
Veripalvelu 2015: NordLab Oulu tutkimusohjekirja, hakupéiva 15.5.2015.). Jos
naytteista loydetaén vasta-aineita, vasta-aineet tunnistetaan ja aidin punasoluista
tehdaan fenotyypitys. Vasta-aineiden pitoisuutta seurataan saannallisesti 1-2 vii-
kon vélein raskauden puolivélin jalkeen. Jos aidilla on anti-D-vasta-aine, vasta-
aineen pitoisuuden seuranta aloitetaan jo aiemmin, koska punasolusiirtoja voi-
daan tarvita jo 20 raskausviikolta alkaen (Sainio & Kuosmanen 2012, 151-157,
hakupaiva 14.5.2015).

Suomen Punaisen Ristin Veripalvelu on tehnyt koko Suomen raskaudenaikaiset
veriryhmavasta-ainetutkimukset vuodesta 1990 alkaen. Vuosittain seulotaan
noin 65 000 &idin naytteet. Vasta-aineiden seurannassa on 250-500 aitia vuosit-
tain. Anti-D-vasta-aine on vakavin raskausimmunisaation aiheuttaja. Anti-D |0ytyi
162 aidiltda vuonna 2010 (Sainio & Kuosmanen 2012, hakupaiva 14.5.2015). Noin
kymmenessa raskaudessa kehittyy vakava immunisaatio, jolloin sikidlle taytyy
siirtdd punasoluja jo kohdussa (Suomen Punainen Risti, Veripalvelu 2015: Sainio
& Kuosmanen 2012, 153, hakupéaiva 15.5.2015).

Kaikilta &itiysneuvolan raskaana olevilta naisilta otetaan raskausviikolla 8-12 en-

simmainen verinayte, josta tutkitaan ABO- ja RhD-veriryhmaét ja veriryhmavasta-
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aineet (TAULUKKO 1. Raskaudenaikaiset veriryhma- ja veriryhmavasta-ainetut-

kimukset).

RhD-negatiiviset aidit pidetaan tarkemmassa seurannassa, koska heilla on taval-
lista suurempi riski muodostaa veriryhmavasta-aineita. Heilté otetaan lisaksi ve-

rindytteet raskausviikoilla 24-26 seka raskausviikolla 36.

RhD-positiiviselta aidilta otetaan lisanayte raskausviikolla 36, jos hdn on saanut
verensiirtoja tai hAnen aiempaa lastaan on hoidettu vastasyntyneena keltaisuu-
den vuoksi. Isan nayte voidaan myo6s tutkia, jos aidilta I0ydetaan merkityksellisia

vasta-aineita.

Sikion RhD-veriryhma voidaan maarittéd PCR-tekniikalla aidin plasmasta ras-
kausviikoilla 24-26, jotta anti-D-suojaus (viikoilla 28-30) voidaan kohdentaa niihin
raskauksiin, joissa sikid on RhD-positiivinen. Lisaksi vaikeissa veriryhnmaimmuni-
saatioissa hoidon suunnittelu aloitetaan raskausviikolta 16 lahtien, jolloin sikion
Kell- ja Rh-ryhmé&t voidaan maarittaéa lapsivedesta ja sikion RhD-ryhma aidin
plasmasta (Suomen Punainen Risti, Veripalvelu 2015, hakupaiva 15.5.2015.).

TAULUKKO 1. Raskaudenaikaiset veriryhmé- ja veriryhmavasta-ainetutkimuk-
set. Suomen seulontaohjelma. (Suomen Punainen Risti, Veripalvelu 2015. Haku-
paiva 15.5.2015). Taulukko jatkuu seuraavalla sivulla.

RhD-negatiivinen aiti RhD-positiivinen aiti

8.-12. raskausviikko 8.-12. raskausviikko

Verinaytteesta tutkitaan ABO- ja Verinaytteesta tutkitaan ABO- ja
RhD-veriryhmat sek& verirynmavasta- | RhD-veriryhmét seka veriryhmavasta-
aineet. aineet.
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RhD-negatiivinen aiti

RhD-positiivinen aiti

24.-26. raskausviikko

Verinaytteesta tutkitaan veriryhma-
vasta-aineet, silla RhD-negatiivisilla
aideilla on tavallista suurempi riski
muodostaa niité.

Sikion RhD-veriryhma voidaan tutkia
aidin verinaytteesta anti-D-suojauk-
sen kohdentamiseksi.

28.-30. raskausviikko

Rutiininomainen raskaudenaikainen
anti-D-immunoglobuliinisuojaus anne-
taan kaikille immunisoitumattomille
RhD-negatiivisille aideille, mikali si-
kion RhD-veriryhmé&a ei ole tutkittu.

Jos sikion RhD-veriryhma on tutkittu
aidin verinaytteesta, anti-D-immuno-
globuliinisuojaus annetaan vain niille
immunisoitumattomille RhD-negatiivi-
sille aideille, joiden sikid on RhD-posi-
tilvinen. Mikali siki6 on RhD-negatiivi-
nen, suojausta ei anneta (koska ei ole
riskid immunisoitua).

Jos aiti on immunisoitunut eli hanella
on anti-D-vasta-aine, anti-D-immuno-
globuliinisuojausta ei anneta.
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RhD-negatiivinen aiti RhD-positiivinen aiti

36. raskausviikko 36. raskausviikko
Verinaytteesta tutkitaan veriryhma- Lisanayte, joka otetaan, jos RhD-po-
vasta-aineet. sitiivinen aiti on saanut verensiirtoja

tai hanen aiempaa lastaan on hoi-
dettu vastasyntyneena keltaisuuden
vUoksi.

Verinaytteesta tutkitaan veriry-
hmavasta-aineet.

Synnytyksen jalkeen

Maaritetdan vastasyntyneen RhD-ve-
riryhma.

Jos vastasyntynyt on RhD-positiivi-
nen, RhD-negatiiviselle aidille anne-
taan anti-D-immunoglobuliinisuojaus
72 tunnin kuluessa synnytyksesta.

Mikali vastasyntynyt on RhD-negatii-
vinen, suojausta ei anneta.

3.3 Anti-D-immunoglobuliinisuojaus

Postnataalinen eli synnytyksen jalkeinen anti-D-immunoglobuliinisuojaus kehitet-
tiin 1960-luvun lopulla (Clausen ym. 2012, 572). Suomessa se otettiin kayttoon
vuonna 1969 ensimmaisten maiden joukossa (Suomen Punainen Risti, Veripal-
velu 2015, hakupaiva 15.5.2015.). Postnataalinen immunoglobuliinisuojaus on
laskenut RhD-raskausimmunisaation kehittymisen riskia 16 %:sta 2 %:iin (Clau-
sen ym. 2012, 572).

1970-luvun lopulla huomattiin, ettd postnataalisen ja antenataalisen eli raskau-
denaikaisen immunoglobuliinisuojauksen kombinaation kaytté on viela paljon te-
hokkaampi kuin pelkan postnataalisen suojauksen kayttd yksindadn. Taman jal-
keen myos antenataalinen immunoglobuliinisuojaus raskausviikoilla 28-30 otet-

tiin useissa maissa kayttoon. Ensin se otettiin kayttoon kaikille raskaana oleville

19



RhD-negatiivisille immunisoitumattomille aideille, mutta myéhemmin spesifisti
vain niille RhD-negatiivisille aideille, joiden siki6 on RhD-positiivinen. Nain ras-
kaana oleville valtetaan turhaa altistusta vasta-aineille (Clausen ym. 2012, 572-
573: Suomen Punainen Risti, Veripalvelu 2015, hakupaiva 15.5.2015).

RhD-raskausimmunisaatio on ainoa veriryhmaimmunisaatio, joka on ennaltaeh-
kaistavissa. Immunisaation jarjestelmalliseksi ehkaisemiseksi Suomessa aloitet-
tiin vuonna 2013 raskaudenaikainen anti-D-immunoglobuliinisuojaus raskausvii-
koilla 28-30 kaikille RhD-negatiivisille aideille. Jos mahdollista, sikién veriryhma
maadritetddn raskausviikoilla 24-26 ja suojaus annetaan raskausviikoilla 28-30
vain niille &ideille, joiden sikid on RhD-positiivinen. Suomessa RhD-negatiivisten
raskaana olevien naisten sikidista 60 % on RhD-positiivisia (Aitiysneuvolaopas
2013, 117-118).

RhD-negatiiviselle aidille annetaan anti-D-immunoglobuliinisuojaus raskaudenai-
kaisen suojauksen lisaksi 72 tunnin sisalla synnytyksesta silloin, kun vastasynty-
nyt on RhD-positiivinen. Pistos sisaltda 250-300 pg anti-D-immunoglobuliinia
(Laékeinfo 2015, hakupaiva 15.5.2015).

Anti-D-suojaus annetaan raskauden aikana RhD-negatiiviselle aidille myés, jos
verenvuodon vaara sikiosta aitiin on olemassa esimerkiksi lapsivesipunktion tai
ulkokdénnoksen aikana (Suomen Punainen Risti, Veripalvelu 2015, hakupaiva
15.5.2015).

Anti-D-suojauksessa kaytettava anti-D-immunoglobuliini eli anti-D-vasta-aine tu-
hoaa sikiosta peraisin olevat punasolut, ennen kuin aidin elimist6é tunnistaa ne
vieraiksi ja aloittaa vasta-ainetuotannon niita kohtaan (Suomen Punainen Risti,
Veripalvelu 2015, hakupaiva 15.5.2015.). Suojaus useimmiten estédéa immunisoi-
tumisen, mutta vasta-aineiden jo synnyttyd se on hyodyton (Eklund ym. 1995,
274). Anti-D-immunoglobuliinisuojausta ei ndin ollen anneta aikaisemmin D-anti-
geenia vastaan immunisoituneelle RhD-negatiivisille aidille, jolla on todettavissa

immuuni-anti-D-vasta-aine.
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Veriryhmavasta-aineseulonnassa anti-D-immunoglobuliinisuojauksesta johtuvan
anti-D-vasta-aineen voi ndhda jopa puolen vuoden ajan suojauksen jalkeen (Ve-

rensiirto-opas 2006, 75).

3.4 Vastasyntyneen hemolyyttinen tauti

RhD-negatiiviselta aidiltéa puuttuu RhD-antigeeni, joten sikion isaltd perima RhD-
antigeeni tunnistetaan aidin elimistéssa vieraaksi (KUVIO 1. RhD-veriryhman pe-
riytyminen silloin, kun aiti on RhD-negatiivinen (dd) ja isd RhD-positiivinen). Nain
aidin elimist6 alkaa tuottaa vasta-aineita sikion RhD-positiivisia punasoluja koh-
taan. Immunisaation seurauksena aidin tuottamat vasta-aineet ovat IgG —luokan
immunoglobuliineja, jotka kykenevét pienen molekyylikokonsa vuoksi lapaise-
maan istukan (Eklund ym. 1995, 265-266).

Isa B
DD D | d
, Dd | Dd . dd
Aiti d Aiti d | bd
d | Dd| Dd d | Dd | dd
Kaikki lapset ovat 50 % lapsista on
RhD-positiivisia RhD-positiivisia

KUVIO 1. RhD-veriryhman periytyminen silloin, kun &iti on RhD-negatiivinen (dd)
ja isé& RhD-positiivinen. Jos isd on homotsygootti (DD), kaikki lapset ovat RhD-
positiivisia (Dd). Jos isa on heterotsygootti (Dd), puolet lapsista on RhD-negatii-

visia (dd) ja puolet RhD-positiivisia (Dd).
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Aidin elimiston tuottamat anti-D-vasta-aineet sitoutuvat sikion punasolujen pin-
nalla oleviin D-antigeeneihin. Sikion pernassa ja maksassa fagosyytit tunnistavat
vasta-aineilla paallystetyt punasolut ja tuhoavat ne verenkierrosta, mika johtaa

sikion anemisoitumiseen (Eklund ym. 1995, 265-266).

Sikion ja vastasyntyneen hemolyyttisen taudin (Haemolytic Disease of the Fetus
and Newborn, HDN, erythroblastosis fetalis) kliininen kuva riippuu hemolyysin
voimakkuudesta suhteessa sikibn kompensatoriseen punasolutuotantoon. Tau-
din kuva voi vaihdella lievasta anemiasta kohdunsiséiseen kuolemaan. Lievassa
anemiassa hemoglobiinin taso ei vahaisesta punasolujen hajoamisesta muutu,
mutta hajoamisen ollessa voimakasta siki6 tai lapsi anemisoituu. Hematopoieesi

ei kilhtyneenakaan riita korvaamaan punasolujen lyhentynytta elinikaa.

Vaikeimmissa taudinkuvissa sikio yrittdd kompensoida anemisoitumista kasvat-
tamalla nestetilavuuttaan, jolloin oireina voi olla muun muassa turvotuksia, aski-
testa seka pernan ja maksan suurenemista. Tata kutsutaan hydrops fetalis-ti-
laksi, joka on hengenvaarallinen (Porkka ym. 2015, 635-636). Jos sikibn hemo-
globiinitaso on alle 40 g/l, tAmé& johtaa sikibn menehtymiseen ilman hoitoa (Ek-
lund ym. 1995, 265-266).

Immunisoitumisen seurauksena ja punasolujen hajotessa sikiolle ja vastasynty-
neelle aiheutuvia ongelmia on anemia, hyperbilirubinemia ja keltaisuus (vasta-
syntyneelld). Hyperbilirubinemia aiheuttaa keltaisuuden liséksi bilirubiinin kerty-
mista aivoihin. Bilirubiini on neurotoksinen ja voi aiheuttaa aivovaurion (kernikte-
rus). lgG-tyyppisten vasta-aineiden sailyessa verenkierrossa viikkoja, sikion ja
lapsen hemolyysi jatkuu syntyman jalkeen. Lievakin hemolyysi voi johtaa pernan
ja maksan suurentumiseen. Hemolyysin ollessa voimakasta sikid anemisoituu ja
hanelle kehittyy syddmen vajaatoiminta. T&ma voi johtaa hydrops fetalis-tilaan
(Porkka ym. 2015, 635-636).

Hemoglobiilin hajoamistuote bilirubiini ja sen kohonnut mééra veressa aiheutta-

vat ihon keltaisuutta, eiké& vastasyntyneen viela kehittymaton maksa pysty pois-

tamaan bilirubiinia tarpeeksi tehokkaasti. Tata hoidetaan yleensa sinivalohoidolla
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1-3 paivaa, kunnes bilirubiinin maara on laskenut riittavasti, mutta voimakas kel-
taisuus vaati nopeampaa hoitoa. Tallgin vauvalle on tehtava verenvaihto bilirubii-
nin poistamiseksi. Verenvaihdon tarve on kuitenkin hyvin harvinainen (HUS
Vasta-syntyneen keltaisuus, hakupaiva 10.05.2015). Aiemmin immunisaation
vuoksi verenvaihto tehtiin keskimaarin 25 lapselle vuodessa, nykyaan se tehdaan
noin kymmenelle lapselle vuodessa (Sainio & Kuosmanen 2012, 153, hakupaiva
14.5.2015).

Vastasyntyneen hemolyyttisen taudin vakavin pitkaaikaisseuraus on kernikterus
eli vastasyntyneen keltataudin aiheuttama aivorungon vaurio. Tassa bilirubiinin
maaran ollessa veressa hyvin suuri veri-aivoeste ylittyy kerryttaen bilirubiinia kes-
kushermostoon. Riskia tahan lisdavat keskosuus, asidoosi ja infektiot. Vastasyn-
tyneella kernikterus voi aiheuttaa spastisuutta eli jaykkahalvausta, opistotonusta
eli selkalihaskouristusta ja kimeaa itkua. Aivoverenvuodot ja hengitystoiminnan
hairiintyminen voivat johtaa kuolemaan (Porkka ym. 2015. 635-636: Eklund ym.
1995, 265-266).

Raskauden aikana vaikeaa immunisaatiota voidaan hoitaa kohdunsisaisilla pu-
nasolusiirroilla ja nain korjata anemiaa. Vastasyntynyttd hoidetaan immunoglo-
buliinilla, valohoidolla tai veren vaihdolla, jolloin vasta-aineet ja bilirubiini poistu-
vat veresta. Lievemmissa immunisaatioissa synnytys voidaan kaynnistad muuta-
maa viikkoa ennen laskettua aikaa (Suomen Punainen Risti, Veripalvelu 2015,
hakupaiva 15.5.2015).

Sikidn ja vastasyntyneen hemolyyttinen tauti on aiheuttanut vuosina 2000-2009
viisi kuolleena syntynytté lasta ja viisi ensimmaisen elinviikon aikana kuollutta.
Viimeisen vuosikymmenen aikana kuolleisuus on ollut 0-2 lasta vuodessa, 1,6 /
100 000 vastasyntynytté (Sainio & Kuosmanen 2012, hakupéiva 14.05.2015).

23



4 TUTKIMUKSEN TOTEUTUS

Opinnaytetydssa tutkittiin ja validoitiin ID-DiaScreen Prophylax -seulontasolupa-
neelin kayttd anti-D-suojauksen jalkeisen anti-D-vasta-aineen tunnistuksessa
RhD-negatiivisilla immunisoitumattomilla aideilla, jotka olivat saaneet anti-D-im-
munoglobuliinisuojauksen meneillaan olevan raskauden aikana. Solupaneelin
soveltuvuutta testattiin myos lisdpaneelina muiden verirynmévasta-aineiden tun-
nistuksessa. Tutkimus toteutettiin vertaamalla ID-DiaScreen Prophylax -solupa-
neelin (6 solun paneeli) tuloksia veriryhmavasta-aineiden seulonnan (3 solun pa-

neeli) ja veriryhmavasta-aineiden tunnistuksen (11 solun paneeli) tuloksiin.

4.1 Tutkimuksen suunnittelu ja tavoitteet

Opinnaytetyd toteutettiin Pohjois-Suomen laboratoriokeskuksen liikelaitoskun-
tayhtyman NordLab:n laboratorion verikeskuksessa Oulun yliopistollisessa sai-
raalassa. NordLab:iin kuuluvat seuraavat aluelaboratoriot: Oulu, Kajaani, Kok-
kola, Kemi ja Rovaniemi. NordLab:n Oulun aluelaboratorioon tuli loppuvuodesta
2013 uusi ID-DiaScreen Prophylax -solupaneeli, jonka toiminta testattiin ja vali-
doitiin kayttdon ennen sen virallista kdyttoonottoa 21.3.2014 NordLab:ssa Ou-

lussa.

Tutkimuksen suoritusohje oli verikeskuksessa valmiina, joten opinnaytetyo kes-
kittyi juuri uuden solupaneelin toimivuuden testaukseen. ID-DiaScreen Prophylax
-seulontasolupaneeli tulee toimimaan anti-D-immunoglobuliinisuojauksesta joh-
tuvan anti-D-vasta-aineen tunnistuksessa anti-D-immunoglobuliinisuojauksen

saaneilla RhD-negatiivisilla aideilla NordLab:ssa Oulussa.

ID-DiaScreen Prophylax soveltuu hyvin sairaaloiden kaytt6on, jossa naytteita tu-
lee vuorokaudessa paljon; 6-solupaneeli on anti-D:n tunnistuksessa nopeampi
verrattuna veriryhmavasta-aineiden tunnistukseen 11-solupaneelilla. Se ei vaadi

kayttajaltaan samanlaista asiantuntijuutta kuin 11-solupaneelin kaytto.
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Opinnaytetydssa kartoitettiin liséksi ID-DiaScreen Prophylax -solupaneelin mah-
dollinen kayttotarve selvittamalla NordLab:n aluelaboratorioiden RhD-negatiivis-
ten synnyttdjien lukumaaréa (TAULUKKO 1. Arvio ID-DiaScreen Prophylax -solu-
paneelin mahdollisesta kayttotarpeesta.), jotta nahtiin, onko tutkimus tarpeen ot-
taa kaytt6on jokaisessa aluelaboratoriossa. Potilaita NordLab:n alueella oli kui-
tenkin pienemmissa aluelaboratorioissa varsin vahan, joten nama naytteet paa-
dytaan todennakoisesti lahettdméaan tutkittavaksi NordLab:in Oulun aluelabora-

torioon Oulun yliopistolliseen sairaalaan.

TAULUKKO 2. Arvio ID-DiaScreen Prophylax -solupaneelin mahdollisesta kayt-
totarpeesta. RhD-negatiivisten synnyttdjien lukumaara NordLab:n aluelaboratori-
oiden alueella (Hannuksela, Savolainen, Rapo, lIkonen-Toivanen & Ahlskog).

NordLab:n aluelaboratorio RhD-negatiiviset synnyttajat / viikko
Oulu 1-7 (max 11)

Oulaskangas 4-6

Kemi Noin 1

Kokkola 1-4

Rovaniemi Ei tilastoja

Kajaani Ei tilastoja

4.2 ID-DiaScreen Prophylax -solupaneeli

ID-DiaScreen Prophylax -solupaneelia kaytetddn RhD-negatiivisilla immunisoitu-
mattomilla aideilld, jotka ovat saaneet anti-D-immunoglobuliinisuojauksen me-
neillaan olevan raskauden aikana. ID-DiaScreen Prophylax -solupaneelin avulla
selvitetadn, onko plasmassa anti-D-suojauksesta perdisin olevaa anti-D-vasta-

ainetta. Mikali ID-DiaScreen Prophylax -paneelin tulos viittaa siihen, etta aidin
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plasmassa voisi olla merkittavid vasta-aineita (muita kuin anti-D-suojauksesta
johtuva anti-D), tehdaan 11-solun vasta-ainetunnistus. ID-DiaScreen Prophylax -
paneelissa verrataan potilaan plasman ja solupaneelin kuuden seulontapunaso-

lun valista reaktiota Liss/Coombs -geelikortilla.

Bio-Rad:n ja Diamed:n kehittamé& ID-DiaScreen Prophylax -solupaneeli on tarkoi-
tettu RhD-negatiivisten aitien anti-D-immunoglobuliinisuojauksen jalkeiseksi anti-
D-vasta-aineiden tunnistajaksi. Sen menetelma on samanlainen kuin aiemmissa
veriryhmavasta-ainetunnistussolupaneeleissa (Bio-Rad Laboratories 2015, ha-
kupéiva 15.05.2015).

ID-DiaScreen Prophylax -solupaneelissa on kuusi pulloa humaaniperaisia seu-
lontapunasoluja, joiden antigeenit on kartoitettu. Seulontapunasoluissa on yksi
RhD-positiivinen solu ja viisi RhD-negatiivista solua. Solut ovat homotsygootteja
Fya-, FyP-, Jka-, Jk°-, M-, S- ja s-antigeenien suhteen. Lisaksi paneelin soluista
ainakin yksi on positiivinen K-, Le?-, Le"-, P1- ja N-antigeenien suhteen (Bio-Rad
Laboratories, hakupdaiva 15.05.2015).

ID-DiaScreen Prophylax -solupaneeli on tarkoitettu kaytettavaksi, kun laboratori-
ossa saadaan positiivinen tulos vasta-aineseulonnassa ja nayte on RhD-negatii-
viselta naiselta esimerkiksi neuvolasta tai synnytysosastolta (raskaana olevalta).
Talloin selvitetd&n, onko potilas saanut anti-D-immunoglobuliinisuojauksen ja mil-
loin. Liséksi tarkistetaan, onko verikeskuksen tiedoissa tai neuvolanaytetiedoissa
aikaisempia vasta-aineita. Jos on, tehdaan suoraan 11 solun vasta-ainetunnis-

tus.

Mikali kyseessé on RhD-negatiivinen aiti, jolla ei ole aikaisempia veriryhmévasta-
aineita ja han on saanut anti-D-suojauksen meneillaan olevan raskauden aikana
ja 3 solun vasta-aineseulonnan tulos sopii anti-D-vasta-aineeseen, tehdaan ID-
DiaScreen Prophylax -paneeli. Jos seké vasta-aineseulonnan ettd ID-DiaScreen
Prophylax -paneelin tulos sopivat anti-D-vasta-aineeseen, potilaalla on todenné-
koisesti anti-D-immunoglobuliinisuojauksesta johtuva anti-D-vasta-aine. Solupa-
neelin reaktion perusteella ei voida erottaa suojauksesta johtuvaa ja immuuni-

anti-D-vasta-ainetta. Esitiedot ovat siis ratkaisevia.
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4.3 Tutkimusaineisto

Tutkimusaineistona toimivat plasmanaytteet olivat Oulun yliopistollisen sairaalan
verensiirtoa tarvitsevien potilaiden naytteitda. Tutkimukseen valittiin potilaat, joi-
den vasta-aineseulonta oli positiivinen. ID-DiaScreen Prophylax -solupaneelin
testauksessa ja validoinnissa kaytetyt naytteet olivat sattumanvaraisesti kerattyja

kaikenikaisiltd miehilta, ei-raskaana olevilta ja raskaana olevilta naisilta ja lapsilta.

Jatkossa ID-DiaScreen Prophylax -paneelia kaytetaan anti-D-immunoglobuliini-
suojauksesta johtuvan anti-D-vasta-aineen seulonnassa RhD-negatiivisilla ras-
kaana olevilla naisilla, jotka ovat saaneet anti-D-suojauksen. Kaikille tutkimuspo-
tilaille tehtiin vasta-aineseulonta (3 solun paneelilla), vasta-ainetunnistus (11 so-
lun paneelilla) ja vasta-aineiden seulonta uudella ID-DiaScreen Prophylax -pa-
neelilla (6 solun paneeli). Liséaksi maaritettin ABO- ja RhD-veriryhma ja tehtiin

suora antiglobuliinikoe.

4.4 Tutkimuksen suoritus

Ty6 suoritettiin pipetoimalla Liss/Coombs -geelikortin 1-6 kyvetteihin 25 pl tutkit-
tavan potilaan plasmaa seka 50 pl kutakin ID-DiaScreen Prophylax -solupaneelin
seulontasolua I-VI. Seulontasolut ja plasma pipetoitiin ripeasti ja valtettiin turhaa
naytteiden seisottamista. Liitteessd 1 on ID-DiaScreen Prophylax -solupaneelin

taydellinen suoritusohje.

Naytteiden pipetoinnin jalkeen korttia inkuboitiin +37 °C 15 minuuttia. Inkuboinnin
tavoitteena on luoda naytteille kehon normaalilampdtila, jolloin n&ytteiden mah-
dolliset vasta-aineet reagoivat seulontasolujen antigeenien kanssa. Taman jal-
keen geelikortteja sentrifugoidaan 10 minuuttia. Sentrifugoinnin aikana aggluti-

noitumattomat seulontasolut kulkeutuvat geelin 1&pi kyvetin pohjalle.

Jos potilaan plasmanaytteessa on vasta-aineita, ne sitoutuvat seulontasolujen

pinnoilla oleviin antigeeneihin. Liss/Coombs -kortin kyvettien geeli sisaltaa immu-

27



noglobuliini IgG:n vasta-ainetta anti-IgG:t&, joka sitoutuu punasoluihin kiinnitty-
neisiin IgG-vasta-aineisiin aiheuttaen agglutinaation (KUVIO 2. IgG - punasoluag-
glutinaatio Liss/Coombs -geelikortissa). Agglutinaatiossa seulontapunasolut ovat
sitoutuneet yhteen, eivatka paase vaeltamaan sentrifuugauksen aikana geelin

lapi. Agglutinoituneet punasolut ovat nahtéavissa geelissa sakkana.

KUVIO 2. IgG — punasoluagglutinaatio Liss/Coombs -geelikortissa. Jos potilaan
plasmanaytteessa on vasta-aineita, ne sitoutuvat seulontasolujen pinnoilla oleviin
antigeeneihin. Liss/Coombs -kortin kyvettien geeli sisaltdd immunoglobuliini
IgG:n vasta-ainetta anti-lgG:ta, joka sitoutuu punasoluihin kiinnittyneisiin 1gG-

vasta-aineisiin aiheuttaen agglutinaation.

Agglutinaatio nakyy positiivisena laskevana reaktiona kyvetin yldosassa. Mikali
potilaan plasmassa ei ole veriryhmavasta-aineita, agglutinaatiota ei tapahdu. Ag-
glutinoitumattomat seulontapunasolut nakyvat tasaisena solunappina kyvetin
pohjalla (negatiivinen reaktio). Agglutinaatiot jaetaan silmamaaraisesti niiden re-
aktiovoimakkuuden perusteella (+), +, ++, +++, ++++, missé heikko positiivinen
(+) on vaikeasti havaittava nouseva agglutinaatio kyvetin pohjalla ja ++++ tasai-
nen solukerros kyvetissa geelin paalla (KUVIO 3. Reaktiovoimakkuuden tulkinta

Liss/Coombs -geelikortista).
Joskus naytteessa esiintyy kaksoispopulaatio, jossa seka kyvetin paalla etta poh-

jalla nakyy soluja. Jos reaktio on heikko ja agglutinaatiokerros geelin paalla, pi-
petin karjella se on kokeiltaessa hatara ja helposti poistettavissa. Tama johtuu
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plasmaan jadneista proteiineista, eikéa se ole todellista veriryhméavasta-aineesta
johtuvaa agglutinaatiota. Jos reaktio on vahvempi, mika nakyy solujen selvana
agglutinaationa toisten ollessa taysin reagoimatta, tama vastataan KP:na eli kak-

soispopulaationa. Kaksoispopulaatio voi johtua esimerkiksi verensiirrosta.

ERR Tl ++ £ (+) = kaksoispopulaatio

KUVIO 3. Reaktiovoimakkuuden tulkinta Liss/Coombs -geelikortista.
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5 OPINNAYTETYON TULOKSET

ID-DiaScreen Prophylax -solupaneelin todettiin sopivan RhD-negatiivisten aitien
anti-D-suojauksen jalkeiseen vasta-aineseulontaan. ID-DiaScreen Prophylax -
paneelia voitaisiin kayttdd myos tietyissa tilanteissa lisapaneelina muiden veri-

ryhmavasta-aineiden tunnistuksessa.

ID-DiaScreen Prophylax -solupaneelilla analysoitiin 59 plasmanaytetta, joista 17
oli RhD-positiivisia ja 42 RhD-negatiivisia. Naytteistd tehtiin taulukko (TAU-
LUKKO 3), jossa analysoidut naytteet on lueteltu niissa esiintyvien vasta-ainei-
den mukaan. Taulukosta kay ilmi vasta-aineiden maard ja prosentuaalinen
osuus. Liitteessa 2 on esimerkki ID-DiaScreen Prophylax:lla seulotuista nayt-
teista: potilaalla nro 24 on anti-D-vasta-aine ja potilaalla nro 55 on Kidd-ryhmaan

kuuluva anti-Jk®-vasta-aine.

TAULUKKO 3. ID-DiaScreen Prophylax -solupaneelin testauksen veriryhma-
vasta-aineet. Taulukko jatkuu seuraavalla sivulla.

o Vasta-aineiden
Vasta-aineiden

Veriryhma- . prosentuaalinen
o Vasta-aine lukumaara
jarjestelma osuus
kpl
%
Rh Anti-D 11 19
Anti-D + anti-C 4 7
Anti-D + anti-E 1 2
Anti-D + anti-S 1 2
Anti-C + tuntema-
2 3
ton
Anti-E 3 5
Anti-E + tuntema-
1 2

ton
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Vasta-aineiden

Vasta-aineiden

Veriryhma- . prosentuaalinen
o Vasta-aine lukumé&ara
jarjestelma osuus
kpl
%
Anti-E + anti-c 2 3
Anti-E + anti-c +
1 2
tuntematon
Anti-E + anti-c +
_ 1 2
anti-C%
Anti-C + anti-e 1 2
Anti-C + anti-e +
_ 1 2
anti-C%
Anti-CW 2 3
Anti-C% +
2 3
tuntematon
Anti-C" + anti-K 1 2
Anti-E + anti-C%V +
anti-LW°P +(1 2
tuntematon
Anti-G 1 2
Kell Anti-K 2 3
Duffy Anti-Fy?2 2 3
Anti-Fy?2 +
2 3
tuntematon
Anti-Fy2 + anti-C +
anti-K +(1 2
tuntematon
Kidd Anti-Jk? 3 5
Anti-Jk3 2 3
MNS Anti-M 3 5
Lutheran Anti-Lu? 2 3
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o Vasta-aineiden
Vasta-aineiden

Veriryhma- . o prosentuaalinen
L ) Vasta-aine lukumaéara
jarjestelma osuus

kpl

%

Tunnistamatto-

6 10
mat
Yhteensa 59 100

Oulussa NordLab:n verikeskuksessa otettiin ID-DiaScreen Prophylax -solupa-
neeli kayttoon anti-D-vasta-aineen seulonnassa RhD-negatiivisilla immunisoitu-
mattomilla odottavilla aideilld, jotka ovat saaneet anti-D-immunoglobuliinisuo-
jauksen. Liséksi paneelia voitaisiin tarvittaessa kayttaa tietyissa tilanteissa lisa-
paneelina muiden veriryhmévasta-aineiden tunnistuksessa. ID-DiaScreen
Prophylax -paneeli on suunniteltu nimenomaan anti-D-vasta-aineen seulomi-
seen. Se ei sovellu useamman eri veriryhmavasta-aineen erottamiseen toisistaan
(esimerkkina Nayte 34, Liite 2). Tall6in on tehtava veriryhmavasta-ainetunnistus
11 solun paneelilla.

Oulun NordLab:n verikeskuksen erikoislaakari Minna Hannuksela kavi lapi solu-
paneelin testauksesta saadut tulokset 7.2.2014. Solupaneeli on naiden tulosten
perusteella otettu kayttdon NordLab:ssa Oulussa 21.3.2014 ja NordLab:ssa Ke-

misséa kevaalla 2014.

5.1 Tutkittavan solupaneelin toistettavuus

Solupaneelista saadut tulokset ovat luotettavia, kun ne oli suoritettu vakioidusti
tydohjeen mukaisesti. Pipetointi, inkubointi ja sentrifuugaus tehtiin aina samalla
tavalla ja kayttden samoja aikamaaria kuhunkin tyévaiheeseen. Pipetointi suori-
tettiin epasuoralla menetelmalla pienien naytemaarien takia (50 ul ja 25 ul). Nain

mahdolliset kaytannon tydsta johtuvat virhelahteet olivat suljettavissa pois.
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ID-DiaScreen Prophylax -solupaneelin toistettavuus tarkoittaa saatujen tulosten
yhtapitavyytta, vertailukelpoisuutta ja Liss/Coombs - geelikorttien reaktioiden sa-
maa voimakkuutta. Toistettavuus testattiin potilaan plasmanaytteelld, jossa ol
Kell-ryhman vasta-aine anti-K (Nayte 27, Liite 3) seka sellaisen potilaan plasma-
naytteella, jossa ei ollut verirynméavasta-aineita (tasté ei ole valokuvaa liitteessa
3). Naytteista tehtiin vasta-aineseulonta ID-DiaScreen Prophylax -solupaneelilla
viitena perakkaisena paivana ja tulokset valokuvattiin. Solupaneeli antoi aina sa-
mat tulokset. Soluista erotetut plasmanaytteet sailyvat +4 °C lampdtilassa viisi
vuorokautta (NordLab Oulu, tutkimusohjekirja. Hakupaiva 15.05.2015). Solupa-
neelin toistettavuus todettiin luotettavaksi. Reaktiotuloksissa ja voimakkuudessa

ei ollut merkittavia eroja.
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6 POHDINTA

Opinnaytetyon péatavoitteena oli testata ja validoida ID-DiaScreen Prophylax -
solupaneelin kayttd anti-D-vasta-aineen seulonnassa RhD-negatiivisilla immuni-
soitumattomilla raskaana olevilla naisilla, jotka ovat saaneet anti-D-immunoglo-
buliinisuojauksen. Lisadksi tutkittin sen toimivuutta mahdollisena lisapaneelina
apuna muiden veriryhméavasta-aineiden tunnistuksessa. Oppimistavoitteenani oli
perehtya verensiirtotoimintaan, sen erilaisiin tutkimusmenetelmiin, immunisaa-
tiotiloihin sekd suunnitella ja toteuttaa tutkimusluonteinen projekti solupaneelin

validoinnista.

ID-DiaScreen Prophylax -solupaneelin toimintaa testattiin sellaisilla Oulun yliopis-
tollisen sairaalan potilaiden plasmanéaytteilld, joiden vasta-aineseulonta oli posi-
tiivinen ja joista oli jo tehty veriryhmévasta-aineiden tunnistus. ID-DiaScreen

Prophylax -paneelin tuloksia verrattiin 11 solun tunnistuspaneelin tuloksiin.

Tarkasteltaessa naytteiden tuloksia huomattiin, etta ID-DiaScreen Prophylax -so-
lupaneeli sopii spesifisti juuri anti-D-vasta-aineen seulontaan, mutta mikali poti-
laalla on useampia veriryhmavasta-aineita, niité ei pysty tunnistamaan pelkas-
taan ID-DiaScreen Prophylax -paneelilla. Talléin tarvitaan 11 solun tunnistuspa-
neelia. Liitteessa 2 nayte 34 on esimerkki naytteesta, jossa on kahta eri vasta-
ainetta. ID-DiaScreen Prophylax -paneelilla tehdyssé vasta-aineseulonnassa Rh-
ryhmé&n anti-c-vasta-aine nékyy, mutta anti-E-vasta-ainetta ei voida todeta talla
solupaneelilla. Anti-c vasta-aineen reaktiot solupaneelissa peittavat anti-E-vasta-

aineen reaktiot.

Opinnaytetydta suunniteltaessa selvitettiin solupaneelin luotettavuuteen liittyvat
kysymykset; mihin kiinnitetaan erityishuomiota ja milla eri tavoin voidaan solupa-
neelin luotettavuutta testata. Opinnaytetydssa testattiin toistettavuutta tekemalla
vasta-aineseulonta ID-DiaScreen Prophylax -paneelilla viitenad paivana perakkain

plasmanaytteelld, jossa oli anti-K (Kell) sek& plasmanaytteella, jossa ei ollut
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vasta-aineita. Tulokset olivat toistettavia. Liséksi tarkasteltiin solupaneelin reak-
tiovoimakkuutta. Myds reaktiovoimakkuus pysyi samana toistettaessa solu-

seulontaa.

ID-DiaScreen Prophylax -solupaneelin tulokset kaytiin lapi kiinnittden huomio
mahdollisiin virheisiin tuloksissa. Jos virheitd ilmeni, pohdittiin niiden johtumista
naytteesta, solupaneelista, reagensseista tai tyoskentelysta. Solupaneelin kay-
tosta todettiin, ettéa se toimii hyvin anti-D-suojauksesta johtuvan anti-D-vasta-ai-
neen seulonnassa, mutta ei pysty tunnistamaan useampaa vasta-ainetta saman-
aikaisesti eika se loyda kaikkia merkityksellisia vasta-aineita. Tallaisissa tilan-

teissa on kaytettava 11 solun veriryhmavasta-ainetunnistuspaneelia.

Tama opinnaytety6 toimii hyvana pohjana arvioitaessa ID-DiaScreen Prophylax
-solupaneelin kayttéa anti-D-immunoglobuliinisuojauksesta johtuvan anti-D-
vasta-aineen seulonnassa RhD-negatiivisilla odottavilla aideilla. Solupaneelin toi-
mintaa tutkittiin marras-joulukuussa 2013 NordLab:n verikeskuksessa Oulussa ja

solupaneeli otettiin siella kayttoon 21.3.2014.

Koen saavuttaneeni seka omat henkildkohtaiset ettd opinnaytetydn tavoitteet ja
oppineeni prosessin aikana paljon. Ammatillisesti opin paljon verensiirtotoimin-
nasta, sen tutkimuksista ja naiden eri kayttdmahdollisuuksista. Henkilékohtai-
sena tavoitteenani opin tutkimusluonteisen projektin toteuttamisen. Opinnayte-
tydprojektin suunnittelu ja sen toteutus oli haastavaa ja mielenkiintoista ja se on
merkittavasti edistanyt osaamistani ja ammatillista kasvuani. Olen todella tyyty-
vainen opinnaytetyoni lopputuloksiin ja tydn toteutumistapaan. Opinnaytetyd on
taysin hyddynnettavissa solupaneelin ollessa nyt kdytéssa NordLab:n aluelabo-

ratorioissa.
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LIITE 1. ID-DiaScreen Prophylax -solupaneelin suoritusohje

Seulontapunasolut:

Kuusi pulloa (I-V1), joista jokaisessa on 5 ml humaaniperaisia seulontaso-

luja. Seulontasolujen sailyvyys on seitseman viikkoa.

Yksi seulontasolu on RhD-positiivinen ja viisi seulontasolua RhD-negatii-
visia. Solut ovat homotsygootteja Fy2-, Fy®-, Jka-, JkP-, M-, S- ja s-antigee-
nien suhteen. Ainakin yksi soluista on positiivinen K- Le?-, Leb-, P1- ja N-

antigeenien suhteen.

Tyo6ohje:

1. Pipetoidaan 25 pl tutkittavan potilaan plasmaa jokaiseen Liss/Coombs -

geelikortin kyvettiin 1-6

2. Pipetoidaan 50 pl jokaista ID-DiaScreen Prophylax -seulontasolua I-VI

kukin omiin kyvetteihinsa

3. Inkuboidaan 15 minuuttia 37 °C:ssa

4. Sentrifugoidaan 10 minuuttia

5. Luetaan kortin reaktiot ja merkitddn ne paneelin lomakkeelle

(Bio-Rad Laboratories. Hakupaiva 15.05.2015)
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LIITE 2. ID-DiaScreen Prophylax -solupaneeli eri vasta-aineiden tunnistuk-

Sessa.

Naytteessd 24 on Rh-ryhman vasta-aine anti-D. Kyvetissad 1 reaktio on ++ ja
muissa kyveteissa reaktio on negatiivinen. Solu | on RhD-positiivinen ja solut II-

VI ovat RhD-negatiivisia.

g s Brage y oI f

- L S - S

Naytteen 24 vasta-aineseulonta ID-DiaScreen Prophylax -solupaneelilla (Nor-
dLab Oulu, verikeskus, 25.11.2013. ID-DiaScreen Prophylax BioRad).
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Naytteessa 55 on Kidd-ryhman anti-Jk3-vasta-aine. Solut I, 11, IV, V ja VI ovat Jk@-

positiivisia ja solu 1l on Jk3-negatiivinen.

Kyvetti 1. ++, kyvetti 2. ++, kyvetti 3. -, kyvetti 4. +, kyvetti 5. ++, kyvetti 6. ++
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Naytteen 55 vasta-aineseulonta ID-DiaScreen Prophylax -solupaneelilla (Nor-
dLab Oulu, verikeskus, 11.12.2013. ID-DiaScreen Prophylax BioRad).
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Naytteessd 34 on Rh-ryhman anti-E- ja anti-c-vasta-aineet. ID-DiaScreen
Prophylax -solupaneelilla voidaan todeta vain anti-c (Rh) ja anti-E (Rh) peittyy
anti-c:n alle. Kaikki solut I-VI ovat c-positiivisia.

Kyvetti 1. ++, kyvetti 2. (+), kyvetti 3. ++, kyvetti 4. +, kyvetti 5. +, kyvetti 6. ++

Naytteen 34 vasta-aineseulonta ID-DiaScreen Prophylax -solupaneelilla (Nor-
dLab Oulu, verikeskus, 28.11.2013. ID-DiaScreen Prophylax BioRad).
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LIITE 3. ID-DiaScreen Prophylax -solupaneelin toistettavuus.

Solupaneelin toistettavuus testattiin 25.11.2013 alkaen tekemalla naytteesta 27
vasta-aineseulonta 5 paivan ajan ID-DiaScreen Prophylax -solupaneelilla. Kai-
kista saatiin sama tulos (anti-K (Kell)) sek& néhtiin sama reaktiovoimakkuus (++).

Naytteen 27 ensimmainen maaritys 25.11.2013.

Naytteen 27 toinen maaritys.



Naytteen 27 kolmas maaritys.

Naytteen 27 neljas maaritys.
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Naytteen 27 viides maaritys.

Naytteen 27 vasta-ainetunnistus ID-DiaPanel 11 tunnistussolun paneelilla (Nor-
dLab Oulu, verikeskus. Bio-Rad, ID-DiaPanel).
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Naytteen 27 vasta-aineseulonta ID-DiaCell I-lI-1ll kolmen seulontasolun panee-
lilla (NordLab Oulu, verikeskus. ID-DiaCell I-1I-11l Bio-Rad).
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Naytteen 27 vasta-aineseulonta ID-DiaScreen Prophylax -solupaneelilla (Nor-

dLab Oulu, verikeskus. ID-DiaScreen Prophylax BioRad).
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Erikoislaakari Minna Hannukselan lausunto naytteesta 27 (NordLab Verikeskus
Oulu.)
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