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 Streszczenie    
Cel pracy: Celem badań była walidacja oraz wstępna ocena przydatności testu do prenatalnego określania genu 
RHD pochodzenia płodowego w osoczu ciężarnej w rutynowej praktyce laboratoryjnej i klinicznej. Wprowadzenie 
do diagnostyki nieinwazyjnych badań prenatalnych ma na celu bardziej racjonalne i bezpieczne stosowanie immu-
noprofilaktyki.

Materiał i metody: Badanie genu RHD w osoczu ciężarnych wykonano techniką real-time PCR z zastosowaniem 
starterów i sond specyficznych do sekwencji eksonów 7 i 10 genu RHD. Wyniki ujemne badania na obecność 
genu RHD weryfikowano dodatkowymi testami, które miały na celu potwierdzenie udanej izolacji i obecności DNA 
płodowego w próbce. W pierwszej kolejności wykonywano oznaczenie markera płci męskiej (genu SRY), które po-
twierdzało obecność płodowego DNA w przypadku płodów płci męskiej. Badanie wykonywano testem Quantifiler® 

Duo. Próbki z ujemnym wynikiem poddawano dalszej analizie poprzez oznaczanie polimorfizmów typu STR (ang. 
short tandem repeat) metodą mini SGM, różnicując DNA pochodzenia matczynego i płodowego. 

Wyniki: Dokładność diagnostyczna testu do oznaczania genu RHD w osoczu wynosiła 96,82%. Wartość diagno-
styczna oznaczania genu SRY była niższa i wynosiła 87,50%. Testem mini SGM udało się znaleźć marker różnicu-
jący w 77% przypadków.

Wnioski: Opracowany algorytm badania DNA płodowego metodami biologii molekularnej ma wysoką wartość 
diagnostyczną przy wykrywaniu genu RHD w osoczu i potwierdzaniu obecności DNA płodowego oraz umożliwia 
weryfikację wyników ujemnych, pod warunkiem zastosowania właściwych badań kontrolnych.
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 Abstract
Objectives: The aim of the study was analytical validation of prenatal noninvasive fetal RHD detection in maternal 
plasma and the preliminary assessment of its clinical utility. Introduction of this noninvasive test into routine diagnos-
tic use is important for more rational and safe immunoprophylaxis. 

Material and methods: RHD gene was detected using real-time PCR. Primers and probes complementary to 
sequence on exons 7 and 10 were chosen. Samples with RHD-negative results were examined with additional tests 
to confirm the proper isolation of cell-free fetal DNA (cffDNA). For male fetuses, the presence of fetal DNA was con-
firmed by detection of the male genetic marker (SRY gene) using Quantifiler Duo® kit. In the case of SRY-negative 
result we used mini SGM test, which is based on the detection of short-tandem repeat polymorphism differences 
between maternal and fetal DNA. 

Results: Diagnostic accuracy of RHD test was 96.82%, while diagnostic value of SRY determination was lower 
(87.50%). Mini SGM test was able to confirm the presence of fetal DNA in 77% of the cases. 

Conclusions: Effectiveness of the proposed procedure of prenatal noninvasive RHD determination and cffDNA 
confirmation is high, on condition proper control samples and suitable verifying tests are used.
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Tabela  I .  Zastosowane w badaniach startery (ang. primer) i sondy typu TaqMan®.

5’Primer3’ F (forward) 5’Primer3’ R (reverse) 5’Sonda TaqMan® 3’

RHD ekson 7 
[19, 20] CTCCATCATGGGCTACAA CCGGCTCCGACGGTATC FAM-AGCAGCACAATGTAGATGATCTCTCCA 

-TAMRA

RHD ekson 10 
[19, 21] CCTCTCACTGTTGCCTGCATT AGTGCCTGCGCGAACATT FAM-TACGTGAGAAACGCTCATGACAGCAAAGCTT 

-TAMRA

�������	
���
 GLO  
[19, 22, 23] GTGCACCTGACTCCTGAGGAG CCTTGATACCAACCTGCCCAG FAM-AAGGTGAACGTGGATGAAGTTGGTGG 

-VIC

Figure  1 .  Opracowany algorytm oznaczania genu RHD w osoczu ciężarnej wraz z badaniami potwierdzającymi i propozycjami postępowania w przypadkach wątpliwych.
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Tabela  I I .  Weryfikacja wyników uzyskanych dla genu RHD (a)  
i SRY (b) po urodzeniu dziecka. 

a.

RhD po porodzie ��������	
	��
��	����	���RHD)

�
����� 33
������������
����� 31

�����
���������
 2

�����
� 30
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�����
�����
����� 0

b.

�����
dziecka Liczba �
��������® Duo 

– SRY dodatni
�
��������® Duo 
– SRY ujemny

����� 17 13 4

!�"��� 15 0 15

#������ 32 13 19

Tabela  I I I .  Parametry opisujące wartość diagnostyczną testu w kierunku 
obecności genu RHD i SRY w osoczu ciężarnych.

RHD SRY

Parametr ����	������

$���
%&������
��
'��� 93,94 76,47

(�
���
%&������
��
'��� 100 100

#���
%&�)���
�'
�����
������
�������
 100 100

#���
%&�)���
�'
�����
������������
 93,75 78,95

�
�����
%&������
��
'��������� 96,82 87,50
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