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1.

RESUM

L’al.loimmunitzacid contra I'antigen RhD eritrocitari és la causa més
frequent de malaltia hemolitica feto neonatal (MHFN). Per aquest motiu, té
una gran importancia durant la gestacidé ja que la incompatibilitat RhD
afecta aproximadament a un 12% de les parelles del nostre medi.

Actualment, totes les gestants RhD negatiu estan sotmeses a un programa
d'immunoprofilaxis universal basat en 'administracié de la gammaglobulina
anti-D amb I'objectiu de prevenir la MHFN. Aixi doncs, reben una dosi de
gammaglobulina al voltant de les 28sg de la gestacio, davant la presencia
d’events immunitzants i en el postpart (en aquest darrer cas Unicament si
el nounat presenta un fenotip RhD positiu).

No obstant, és molt important recordar que fins al 40% de les gestants
RhD negatiu son portadores de fetus RhD negatiu que fan innecessaria la
immunoprofilaxis, evitant aixi no només el cost de la seva administracio,
sino també [I'exposicid als potencials riscos biologics del producte
(presencia de virus o prions que amb les actuals tecniques de laboratori no
€s possible detectar) ja que és un derivat humanoide.

Al 1997, Lo i els seus col.laboradors %627 van demostrar que al voltant del
3-6% de I'’ADN que circula lliure al plasma de les gestants és d’origen fetal.
La seva concentracid augmenta a mesura que avanca la gestacio i
desapareix a les 2 hores postpart 2,

Després d’aquest descobriment es va obrir un ampli camp d’investigacio
conegut amb el nom de diagnostic prenatal no invasiu (NIPD) i, de fet, la
determinacié del genotip RHD fetal a plasma matern de les gestants RhD

negatiu va ser una de les seves primeres aplicacions a la practica clinica
174

La possibilitat de conéixer el genotip RHD fetal a partir d’'una mostra de
plasma matern és probablement I'aven¢g més important a la historia
d’aquesta malaltia (MHFN), després de la introduccié de la profilaxi amb la
gammaglobulina anti-D.

Malgrat que fins a l'actualitat es disposava d’'una amplia experiéncia en la
determinacié del genotip RHD fetal no invasiu en el cas de les gestants
al.loimmunitzades, no ha estat facil intentar establir un programa de
cribatge RHD fetal per a indicar 'administracié selectiva i dirigida de la
gammaglobulina anti-D.

Les dades de les que disposem sobre programes ja implementats a altres
paisos d’Europa (Dinamarca (2010), Paisos Baixos (2011), Finlandia
(2014),...) 17 de cribatge RHD fetal, aixi com les d’estudis realitzats a gran
escala, demostren l'alta sensibilitat i viabilitat del cribatge prenatal RHD.

No obstant, és important recordar que la majoria dels estudis publicats fins
ara s’han realitzat a partir de mostres sanguinies obtingudes a edats
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gestacionals avancades (segon i tercer trimestre) donat que la quantitat de
cffDNA augmenta a mesura que augmenta I'edat gestacional. Nosaltres,
en canvi, hem realitzat el nostre estudi a partir de mostres de plasma
obtingudes durant el primer trimestre.

Al Gener del 2013 es va posar en marxa una guia de practica clinica per
part del Servei de Ginecologia i Obstetricia de 'Hospital de la Santa Creu i
Sant Pau en col.laboracié amb el Banc de Sang i Teixits de Barcelona amb
'objectiu d’evaluar la sensibilitat i la especificitat del métode de
determinacié del genotipat RHD fetal realitzat en plasma pertanyent a
gestants RhD negatiu durant el primer trimestre de la gestacio i evaluar aixi
la possibilitat de la seva implementacio universal a la practica clinica
habitual.

En el nostre cas, el genotip RHD fetal es va determinar fent servir la
tecnica de PCR a temps real en un analisi TagMan que analitzava dos
sequéncies del gen RHD, una sequéncia a I'exdé 5 i una altra a I'ex6é 10.
Com a marcador addicional per a detectar la presencia de cffDNA es va fer
servir el gen SRY com a marcador del cromosoma Y 219,

El percentatge de resultats no concloents va ser baix (0.94%) i després de
repetir una Unica vegada la determinacio en tots els casos es va poder
determinar el genotip. La sensibilitat obtinguda va ser del 99.66% (IC 95%
(98.82-100) amb una taxa de falsos negatius del 0.34% (inferior al reportat
per altres estudis) i la de falsos positius del 1.19%. La especificitat va ser
98.81% (IC 95% (96.87-100)).

Aixi doncs, tenint en compte els resultats obtinguts, I'aplicacié de la nostra
guia de practica clinica de forma universal malgrat que podria provocar
'administracié innecesaria de gammaglobulina anti-D al 1.19% (taxa de
falsos positius a la nostra série) de les mares portadores de fetus RhD
negatiu evitaria I'administraciéo innecessaria al 36.09% de mares RhD
negatiu no isoimmunitazades, evitant aixi els riscos de I'exposicid a
material biologic alie.

La nostra aproximacio al cost/benefici d’aquesta técnica indica que és
possible la seva implementacio a la practica clinica habitual sense que aixo
incrementi de manera significativa el cost del programa preventiu. Si es
realitzés una implementacio universal del genotipat RHD prenatal durant el
primer trimestre el cost addicional de la técnica practicament quedaria
justificat per una rad de pes i és que permetria una immunoprofilaxi
selectiva de la gammaglobulina anti-D 208-209,

A més a més, en gestants isoimmunitzades disposar de la determinacié del
genotip RHD fetal al primer trimestre de forma rutinaria permetria també
reduir les despeses associades a les visites a Unitats d’Alt risc i Medicina
Fetal i a determinacions serologiques seriades si determinem que la
gestant és portadora d’'un fetus RHD negatiu. Per no mencionar, la
disminucié de I'angoixa dels pares quan determinem un genotip RHD fetal
negatiu.
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En resum, els resultats obtinguts demostren que els fetus de les gestants
RhD negatiu poden ser genotipats a I'inici de la gestacié amb una elevada
fiabilitat, el que ens aboca a afirmar que probablement estem en
condicions d’acceptar la determinacié del genotip RHD fetal prenatal no
invasiu com a un test segur i fiable per a dur a terme la seva
implementacio a la practica clinica habitual i oferir-lo a les gestants durant
el primer trimestre de la gestaci6 de forma universal.
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2.

INTRODUCCIO

2.1.

MALALTIA HEMOLITICA DEL FETUS | EL NOUNAT
(MHEN)

2.1.1. DEFINICIO

La MHFN o eritroblastosis fetal (EBF) s’origina com a
consequéncia de la destrucci6 dels globuls vermells fetals induida
per l'accié d’al.loanticossos IgG de la mare que travessen la
placenta i que reaccionen de forma especifica amb un antigen
d’origen patern, present en les hematies fetals i absent als
eritrocits materns 123,

La MHFN comenca a la vida intrauterina afectant al fetus i, més
tard, al nounat 3. La gravetat de la malaltia pot oscil.lar des
d’alteracions hematologiques detectables unicament mitjangant
proves de laboratori fins a dany cerebral greu (“kernicterus”)
provocat pels alts nivells de bilirubina circulant o inclis la mort
fetal intrauter 42,

2.1.2. HISTORIA

El primer esment de qué disposem d’aquesta malaltia es troba a
les memories d’una llevadora que es deia Louise Bourgeois # que
va descriure en 1609 el part d’'uns bessons. Explicava que el
primer va néixer clarament hidropic i va morir al part i I'altre va
presentar un quadre d’ictericia a les 3 primeres hores de vida i va
morir als 3 dies.

Diamond i cols ° al 1898 van publicar un article on es recollien
setanta casos de nounats que presentaven edema generalitzat
amb ictericia neonatal greu i anemia per0 sense determinar
I'etiologia d’aquest quadre.

No va ser fins I'any 1938 que una patdloga americana anomenada
Ruth Darow 2 va emetre una hipotesi que feia referéncia al fet que
les troballes anatomopatologiques dels fetus i nounats morts per
MHFN podien ser deguts a una reaccio antigen-anticos.

L’any 1940, Landsteiner i Wiener 1° realitzant assajos en conills i
cobais als que inoculaven hematies de mico “Macacus Rhesus”
van detectar que aquests animals desenvolupaven un anticos que
aglutinava no només les hematies del Macacus sino també
aproximadament el 85% de la sang dels individus de raca blanca
a lestat de Nova York. Als individus amb hematies que
aglutinaven amb aquest anticos els van anomenar Rh (de
Rhesus) positiu i Rh negatiu al 15% restant de la poblacio.
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Més endavant, 'any 1945 Coombs, Mourant i Race ' van
descriure el test de I'antiglobulina que permetia detectar els
anticossos circulants en sang materna responsables de la
destruccio dels hematies fetals.

L’any 1947, Diamond ° va presentar una comunicacié a la Royal
Society of Medicine in London on explicava els beneficis de
realitzar una induccié preco¢ en els casos de MHFN greus i va
descriure un rudimentari sistema que feia servir un cateter de
plastic per a canular la vena umbilical. Aquesta va ser la primera
descripcié de I'exanguinotransfusié que ha anat perfeccionant-se
amb el pas dels anys.

Després de tots aquests descobriments va haver un gran aveng
en el diagnostic i tractament de la MHFN: l'estudi de I'heréncia
dels grups sanguinis, el desenvolupament del test de
I'antiglobulina, l'extensi6 de I'is de [I'exanguinotransfusio i,

posteriorment, el desenvolupament de la transfusié intrauterina -
16

Aixi doncs, abans de I'any 1945 al voltant del 50% de fetus amb
MHFN morien a consequéncia del kernicterus i/o de I'hidrops fetal
i després de la introduccié de I'exanguinotransfusio la mortalitat
als paisos desenvolupats va caure fins al 2-3% 1416,

No obstant, el pas més important en la lluita contra la MHFN va
ser la incorporacié, a la década dels anys 70, de I'us profilactic de
la gammaglobulina anti-D, primer en el postpart i després també
una dosi antenatal, que va reduir el risc d’isoimmunitzacié anti-D
del 13% al 0.2-0.4%'"?*, De la mateixa forma, la mortalitat
perinatal també va presentar un descens del 1.3/1000 naixements
a l'any 1960 a 0.2/1000 naixements al 1980 17-1°.

Va ser més recentment, I'any 1997, quan Lo i els seus
col.laboradors 2526 van demostrar que al voltant del 3-6% de
'’ADN que circula en forma lliure en el plasma de les gestants és
d'origen fetal. La seva concentracid augmenta a mesura que
avanca la gestacioé i desapareix a les 2 hores postpart 7. Aquest
descobriment va obrir un ampli camp d’investigacio que ha
permés el desenvolupament de tot un ventall d’aplicacions
diagnostiques en I'ambit del que avui dia coneixem com a
diagnostic prenatal no invasiu (NIPD) 2836, La determinacié del
genotip RHD fetal en plasma matern en gestants RhD negatives
va ser, de fet, una de les primeres aplicacions incorporades a la
practica clinica 7.

Posteriorment, estudis a gran escala han demostrat que es tracta
d’'una determinacié sensible i fiable 3844 i, per aquest motiu,
diversos paisos europeus (Dinamarca, Holanda, Finlandia o
Anglaterra) ho han introduit als seus programas nacionals o
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regionals (Franca i Belgica) com a prova de cribatge per a les
gestants RhD negatives no immunitzades.

Actualment, al nostre pais el genotipatge RHD fetal no s’ha
introduit com una prova de cribatge universal a totes les gestants
RhD negatives. No obstant aix0, el seu Us és una eina primordial
en el maneig de la gestant amb isoimmunitzacié anti-D i també en
'administracio de la profilaxi dirigida a gestants RhD negatiu motiu
pel qual cada vegada s’estan fent més esforgos per a incloure el
genotipatge RHD fetal com una prova rutinaria.

2.1.3. INCIDENCIA

Cinquanta anys enrere morien a Anglaterra i Gal.les uns 1000
nounats/any afectes d’aquesta malaltia, el que suposava una
incidéncia de 150 morts per cada 100.000 naixements 4°. Al
comencament dels anys quaranta, a Maitoba (Canada), un 10%
de les morts perinatals es produien per MHFN i la incidéncia
d’exitus entre els nounats afectats per la malaltia era d’'un 40%.
Les millores introduides en les cures obstétriques i neonatals van
permetre reduir en 10 vegades la incidéncia d’exitus,
fonamentalment amb la introduccié de I'exsanguinotransfusio, el
part preterme, i finalment, la transfusié intrauterina 46-5°,

Als paisos occidentals, entre els anys 1968 i 1994, la prevalenca
de la MHFN va disminuir de 4-5/1000 fins a 0.5/1000 nascuts vius,
gracies a la introduccié de I'administracié de la gammaglobulina
anti-D antenatal 1820 i postpart, com a mesura preventiva de la
isoimmunitzacié anti-D en gestants RhD negatives 6963, Per
exemple, a Paris hi va haver 85.000 nascuts vius I'any 1994 i 75
casos de MHFN, el que ens dona una incidéncia de 0.9/1000
nascuts vius.

Als inicis del segle XXI, al Regne Unit la incidencia
d’al.loinmunitzaci6 materna es va situar al voltant del 1-1.5%
degut, principalment, a errors en [l'administraci6 de Ila
gammaglobulina anti-D, a hemorragia transplacentaria antepartum
0 a hemorragia important durant el treball de part *°.

No obstant, la prevalenca de la MHFN al Regne Unit és de 1 de
cada 21.000 naixements. A Anglaterra i Gal.les, al voltant de 500
fetus desenvolupen MHFN cada any, dels quals 25-30 nens
moren i al menys 20 gestacions a I'any es perden per avortament

espontani abans de les 24 setmanes de gestacio per aquest motiu
19-20

La incidéncia d’al.loimmunitzacié registrada a Irlanda del Nord 4
en el periode comprés entre Gener del 2010 i Setembre del
2015 va ser del 3,1 gestants per mil.
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Per dltim, mencionar que a Islandia® la incidéncia
d’isoimmunitzacié entre els anys 1996 i 2015 es va estimar en 6.1
per cada 1000 naixements en gestants RhD negatives. No
obstant, s’ha de tenir en compte que aquesta incidéncia es va
estimar abans d’introduir el programa dimmunoprofilaxis
avantpart amb gammaglobulina anti-D.

2.1.4. ETIOPATOGENIA

La MHFN va ser reconeguda com a una sindrome clinica a
comencaments del segle XX 96667 (déecada 1920-1930) malgrat
que el primer registre documentat correspon a inicis del segle XVII
22 El seu quadre clinic inclou una anéemia d’origen hemolitic,
eritroblastosi, hidrops fetal (acumul excessiu de liquids a I'espai
extravascular) i ictericia de diversos graus de gravetat 346768,

La etiopatogénia d’aquesta malaltia esta lligada a la preséncia
d’anticossos materns de tipus IgG que travessen la barrera
placentaria i passen a la circulaciéo fetal. Aquests anticossos
s’'uneixen a l'antigen de membrana dels globuls vermells fetals
contra el que van dirigits, produint la seva destruccio,
principalment a la melsa.

En el cas de la MHFN-Rh la majoria dels casos es donen quan
una mare RhD negatiu es troba gestant d’un fetus RhD positiu.
Com ja hem comentat amb antelacid, els anticossos anti-RhD
materns, que generalment pertanyen a la classe IgG, i per tant,
tenen la facultat d’atravessar la barrera hematoplacentaria, arriben
a la circulacio fetal a on s’uneixen amb els eritrocits fetals i
acceleren la seva destruccid, majoritariament a la melsa %72, Al
produir-se una destruccié accelerada dels globuls vermells el fetus
pateix una anémia, amb preséncia d’eritroblasts a la sang
periférica, i degut al catabolisme de quantitats elevades
d’hemoglobina es produeix un increment en els nivells de la
bilirrubina no conjugada, ocasionant ictericia i, en casos greus,
neurotoxicitat que pot conduir a la mort intratter del fetus 2.

Tret que la mare s’hagi sensibilitzat préviament per alguna
transfusio, és molt poc frequient que la MHFN esdevingui durant el
primer embarac (0.4 a 2% de tots els casos) #’. Habitualment, en
el transcurs de la primera gestacidé es produeix la sensibilitzacio
materna 0 resposta primaria (Figura 1), caracteritzada per la
produccié d'una escassa quantitat d’anticossos de tipus IgM,
immunoglobulines que no travessen la placenta. A les
successives gestacions, i després duna nova exposicid a
I'antigen, es produiran anticossos de classe IgG com a resultat
d’'una resposta anamnésica 0 secundaria, i aquests anticossos,
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per la seva naturalesa IgG, travessaran la barrera placentaria i
acabaran produint hemolisi 47:76-86,

ESDEVENIMENT FUTUR
SENSIBILITZANT EMBARAC

EMBARAC

S

1 2

1. Els eritrocits fetals entren en contacte amb la sang materna
2. La mare té anticossos anti-D que poden destruir els globuls vermells fetals

Figura 1. Etiopatogénia MHFN.

La resposta immunitaria dependra basicament de:

. la immunogenicitat de I'antigen

. el volum i nombre d’esdeveniments immunitzants
. la capacitat de resposta del receptor

. I'administracié o no de la profilaxis amb

gammaglobulina anti-D.
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2.2.

De tots els fetus afectats per MHFN:

e Aproximadament un 20-25% dels casos manifestaran la
seva forma més greu (hidrops fetal i mort) i de tots aquests
casos aproximadament el 50% debutaran abans de les 34
setmanes de gestacio .

e En un 25% dels casos els fetus patiran una hemolisi menys
intensa pero podran desenvolupar kernicterus si no son
tractats correctament al néixer.

e El 50% restant dels casos els fetus naixeran amb una
afectacio lleugera i es recuperaran sense tractament.

PROCES D’AL.LOIMMUNITZACIO MATERNA

En aquest apartat comentaré breument els aspectes més
rellevants relacionats amb el procés d’al.loinmunitzacié materna.

2.2.1. FACTORS QUE INCIDEIXEN EN L’AL.LOIMMUNITZACIO
MATERNA

2.2.1.1. L’especificitat de I’anticos

L’exposicié materna a un antigen que no esta present
en els seus hematies pot desencadenar una resposta
immune i la formacié de I'al.loanticds corresponent.

L’estructura de l'antigen, la seva distribucio tissular i la
seva densitat antigenica en la membrana dels hematies
tenen un paper determinant que condiciona la produccio
o no final de 'hemolisi 86:87,

No obstant, qualsevol anticos matern de classe IgG
dirigit contra un antigen ben desenvolupat als hematies
fetals pot acabar ocasionant una MHFN.

Els anticossos IgG més frequents sén els del sistema
ABO (anti-A i anti-B) i, tanmateix, la seva capacitat per
produir hemolisi fetal és, tret d’algunes excepcions,
limitada. Si bé els infants afectats poden desenvolupar
kernicterus si no son tractats, I'hidrops fetal és molt
infreqiient, de manera que no es recomana fer
valoracions antenatals de la possible afectacié fetal, en
els casos d’'incompatibilitat ABO maternofetal.
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Malgrat que [l'administraci6 profilactica de Ia
gammaglobulina anti-D ha reduit drasticament la
incidencia d’al.loimmunitzacié a l'antigen Rh(D), els
al.loanticossos més comuns en la MHFN greu continten
essent els d’especificitat anti-Rh(D). Tot i que,
potencialment, qualsevol anticos pot produir aquesta
complicaci6 888° a la practica clinica n’hi ha molt pocs
gue produeixin una MHFN greu i, entre aquests,
destaquen els d’especificitat anti-c i anti-K 2° .

Segons els anticossos implicats i el seu origen, hi ha
diferents formes de la malaltia:

e« MHFN per incompatibilitat ABO

Com ja s’ha comentat és el quadre més frequent i sol
tenir una escassa repercussio clinica malgrat que s’ha
descrit algun quadre greu.

No es requereix una al.loinmunitzacié materna ja que
els anticossos implicats son naturals. Pot donar-se al
primer embaras.

En la majoria dels casos es tracta de dones de grup O
que tenen titols elevats d’aglutinines immunes anti-A o
anti-B malgrat que també s’ha descrit en dones de
grups A, A2 0 B °L.

Donat que a la majoria de casos l'afectacié fetal és
minima el diagnostic d’aquesta forma de malaltia es
realitza habitualment en el moment del naixement.

e MHFN per anticossos irrequlars

Es necessita una al.loinmunitzacié de la mare en front a
antigens que es troben presents als hematies del fetus i
que ella no expressa. Aquesta al.loinmunitzacié pot tenir
el seu origen fonamentalment a un antecedent
transfusional o a un antecedent d’hemorragia
transplacentaria (gestacions prévies, avortaments,..).

En el primer cas, la malaltia pot esdevenir a la primera
gestacid i en el segon cas a partir de la segona
gestacio.

Afortunadament, a la majoria dels casos, la sospita

diagnostica es produeix durant la gestacio, de manera
gue es pot realitzar un seguiment analitic i obstétric de
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la mare i si és necessaria una valoracio de I'estat fetal i
del tractament intratter.

No obstant, en alguns casos, en que no s’ha realitzat el

control de la gestant, la malaltia es detecta en el
moment del part o en el postpart.

MHEN per anticossos enfront de I’antigen

o
D

Es I'especificitat més freqlientment implicada en els
casos greus, perd afortunadament a l'actualitat s’ha
reduit la seva incidencia degut a la utilitzacié de la
gammaglobulina anti-D com a mesura profilactica de la
isoimmunitzacié anti-D 9293,

o MHEN per anticossos enfront d’altres
sistemes antigeénics

La gravetat depén de l'anticos implicat. Actualment,
dintre de I'estudi immunohematoldgic habitual de control
gestacional es realitza una determinacié d’anticossos
irregulars a totes les gestants independentment del seu
RhD i aquesta circunstancia ha contribuit a la deteccio
d’altres anticossos amb capacitat d’'induir una MHFN.

A aquest grup pertanyen els anticossos d’especificitat
anti-K i anti-c ( Taula 1), els més frequents després dels
d’especificitat anti-Rh(D), i és habitual detectar-los en
gestants amb antecedents transfusionals amb hematies
no fenotipades per a aquest antigens °4°7. L’antigen “K”
s’expressa en etapes molt inicials de la diferenciacié
eritroide fetal i la preséncia d’'un anticos anti-K provoca
una eritroblastopenia fetal que pot arribar a provocar

una anémia meés important que la causada per 'hemolisi
97

Els fluxos migratoris de les dultimes décades han
provocat l'aparicié a alguns paisos, com és el cas
d’Espanya, d’especificitats molt infrequients fins ara, aixi
com un increment en el nombre de casos de MHFN
causats per anticossos anti-Rh(D) ( escas compliment
del protocol preventiu de [I'administracio de
gammaglobulina anti-D en gestants RhD negatives) i/o
per altres especificitats menys comuns .
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Taula 1. Anticossos que poden produir MHFN.

2.2.1.2. Existencia de fenomens que poden causar
la immunitzacio

Existeixen diferents fenomens que poden desencadenar
immunitzacio:

e S’ha comprovat que en gairebé tots els embarassos es
produeixen petites hemorragies fetomaternes, la
freqiéncia i el volum de les quals va augmentant a
mesura que avanca la gestacio, fins que arriben al seu
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nivel maxim en el moment del part. Determinades
circumstancies i maniobres obstetriques afavoreixen la
intensitat d’aquestes hemorragies:

o Toxémia de 'embaras
o Versio6 cefalica externa
o Extraccio manual de placenta

o Avortaments espontanis [ terapeutics
(raspaments)

o Embaras ectopic
o Mola hidatiforme
o Traumatisme abdominal

o Gestacié multiple

o Cesaria
o Tecniques invasives (biopsia corial,
amniocentesi, cordocentesi, cirurgia

intrauterina,..)

o Mort fetal

La transfusié d’hematies Rh(D) positives a una dona
Rh(D) negatiu, en altres paisos, en edat fertil pot
provocar una isoimmunitzacié capag¢ d’implicar, en el
futur, una MHFN, habitualment de caracteristiques
cliniques més greus. Les hematies presents en altres
components sanguinis (plasma, plaguetes) també
poden ser immunitzants, per la qual cosa es recomana
I'administracio d’'una dosi profilactica de
gammaglobulina anti-D (20-25 ugr/ml d’hematies).
També és recomanable que les dones en edat fertil que
puguin necessitar una transfusid rebin hematies c-
negatius i/o K-negatius si no tenen els antigens
corresponents. De la mateixa manera, no s’han
d'utilitzar mai les hematies de l'altre membre de la
parella en el supodsit que hi hagi previsié d’'un futur
embaras.

Altres possibles estimuls immunitzants poden tenir el
seu origen al transplantament d’organs i_teixits |,
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2.2.2.

més rarament, de [Iintercanvi de xerinques
contaminades amb sangq.

2.2.1.3. Resposta immune materna

Dependra de diferents factors: de la immunogenicitat de
I'antigen, del volum i el nombre d’episodis hemorragics, de
la capacitat de resposta de cada gestant i del fet que s’hagi
aplicat la profilaxi o no.

Cal recordar, que la incompatibilitat ABO maternofetal
redueix de manera parcial les possibilitats
d’al.loimmunitzacié a altres antigens.

TRANSFERENCIA PLACENTARIA DELS ANTICOSSOS
MATERNS

El pas danticossos materns al fetus és un fenomen
fisiologic essencial. Donat que el sistema immunologic del
nounat no es troba del tot desenvolupat, els anticossos
transferits de la mare serveixen per a protegir I'infant de les
infeccions durant els primers mesos de vida.

Les 4 subclasses d’lgG (IgG1, 1gG2, 1gG3 i IgG4) travessen
la placenta i penetren en la circulacio fetal, pero aquest no
és el cas de les molécules de classe IgM i IgA.

La transferéncia d'lgG és un procés actiu que es produeix
en un unic sentit, de la mare cap al fetus. Malgrat que el
mecanisme exacte no €s ben conegut, se sap que un cop
que la IgG s’uneix al receptor especific per a anticossos
(FCcR) placentari, entra a la céllula per pinocitosi, la
travessa i és alliberada a la circulacio fetal.

La concentracié d’lgG augmenta progressivament durant la
primera meitat de la gestacio, perd a partir de la setmana
22-24, la concentracio fetal d’lgG s’incrementa d'una
manera exponencial fins que, al terme, els nivells en el
fetus poden superar els materns. L’eficacia amb que té lloc
aquesta transferéncia pot influir considerablement en el
grau d’hemolisi i en la gravetat de la MHFN, de manera que
un transport disminuit d’lgG pot donar pas a una MHFN
inesperadament lleu.

L’administraciéo de grans dosis d’'immunoglobulines a una
gestant contribueix a augmentar la concentracio d’lgG

26



2.2.3.

serica fetal i, probablement, a reduir la transferencia d’lgG
materna, un mecanisme que s’aprofita per disminuir
I’lhemalisi fetal en dones altament sensibilitzades que reben
aquest tractament.

DESTRUCCIO DE LES HEMATIES FETALS

Quan un al.loanticos que no fixa al complement, per
exemple [lanti-Rh(D), s’uneix a [l'antigen situat a la
membrana eritrocitaria, es produeix un fenomen de
quimiotaxi mitjangant el qual les hematies sensibilitzades
atrauen els macrofags. Aquesta interaccié és especialment
intensa a la melsa, afavorida per la circulacié lenta i un
hematocrit elevat. Les hematies que superen aquesta
barrera queden lesionades, adquireixen una forma
esferocitica i es fan menys deformables, cosa que
n‘augmenta la fragilitat osmaotica i la probabilitat de lisi. Les
hematies que no la superen son finalment destruides per
mitja d’un fenomen de fagocitosi i/o citotoxicitat exercit per
monocits, macrofags i cél.lules “natural Killers” (NK).

Els macrofags fetals s6n competents per destruir les
hematies sensibilitzades per IgG cap a les 22-24 setmanes
de gestacid, al moment just en queé es transfereixen a
través de la placenta els nivells més alts d’'IgG.

En aquestes cél.lules hi ha tres classes de FcR de les IgG:
FcYRI, FcYRIla i FcYRIlla, i aquest darrer, que mostra una
afinitat mitjana per les IgG, és compartit amb les céel.lules
NK. S’han descrit diversos polimorfismes en el gen que
codifica per a aquest receptor perd no es coneix de manera
evident la relacid previsible existent entre els diferents
polimorfismes i la seva capacitat hemolitica o, el que és el
mateix, entre aquests i el grau de gravetat de la malaltia.

S’ha comprovat que algunes gestants sensibilitzades amb
un potent anti-Rh(D) i que indueixen una MHFN
inesperadament lleu, solen ser portadores d’anticossos
antimonocit que, units al FcR dels macrofags fetals,
aconsegueixen inhibir la destrucci6 de les hematies
causada per I'anti-Rh (D) matern.

A la MHFN induida per anti-K se sol observar discordanca
entre el grau d’aneémia detectat i I'nemdlisi fetal. De la
mateixa manera, el titol d’anti-K pot ser paradoxalment
baix. L'explicacié rau en el fet que I'anti-K és capag¢ d’inhibir
I'eritropoiesi fetal donat que l'antigen “K” s’expressa en
etapes inicials de la diferenciacio eritroide i la preséncia
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2.3.

2.4.

d'un anticdos anti-K provoca una eritroblastopénia que
condueix a una anémia molt més important del que la
mateixa hemolisi és capag de provocar.

ESTUDI IMMUNOHEMATOLC)GIC | DIAGNOSTIC DE
LA AL-LOIMMUNITZACIO EN GESTANTS

El control immunohematologic de les gestants, independentment
de que siguin RhD positives 0 negatives, €s obligatori i respon als
seguents objectius:

o Detectar de manera precog la preséncia d’al.loinmunitzacio
e Identificar les dones amb risc d’induir una MHFN

e Seleccionar les dones RhD negatiu no sensibilitzades que
es poden beneficiar de I'administracio profilactica de la
gammaglobulina anti-D (IgG anti-D).

Aixi doncs, en el transcurs de la primera visita obstétrica (8-
13+6sg) cal dur a terme les segients proves analitiques a totes
les gestants (Annex 1) %,

o Determinacio del grup ABO i Rh(D).

o Escrutini d’anticossos eritrocitaris irregulars (EAI), conegut
amb el nom de Coombs indirecte, tant en dones Rh(D)-negatiu
com Rh(D)-positiu.

« Genotipatge RHD fetal en cas de determinacié RhD negatiu
matern.

S’aconsella confrontar el sérum/plasma de la dona amb les
hematies que continguin els antigens que més habitualment es
troben implicats en la MHFN, utilitzant la técnica indirecta de
I'antiglobulina (coombs indirecte): mitja sali, incubacio a 37°C i
anti-lgG.

e Identificacid6 d’anticossos irregulars quan I'EAl hagi estat
positiu.

MANEIG DE LA ISOIMMUNITZACIO MATERNA.
PROTOCOL DE L’'HOSPITAL DE LA SANTA CREU I
SANT PAU.
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D’acord amb els resultats obtinguts es fara un seguiment especific
segons el grup sanguini Rh(D) sigui positiu o negatiu i la gestant
estigui sensibilitzada o no. Aixi doncs, ens podem trobar amb les
seguents situacions:

2.4.1.

2.4.2.

GESTANT Rh(D)-NEGATIU O POSITIU NO
SENSIBILITZADA

2.4.1.1. Gestants Rh (D) negatiu no sensibilitzada

Quan el EAI al primer trimestre ha donat un resultat negatiu
el repetirem abans de les 28sg. L’objectiu de la prova és
detectar si la gestant ha desenvolupat anticossos
antieritrocitaris d’especificitat anti-RhD i si no és aixi (
situacio més frequent) administrar la dosis profilactica de
gammaglobulina anti-D a partir de les 28sg a aquelles
gestants a les que el genotipat RHD fetal ha estat positiu
(Annex 1).

En aquells casos de gestants RhD negatives en les que no
disposem de I'estudi del genotipatge RHD fetal a les 28sg (
control a un centre a on no es realitza genotipatge, escas
control gestacional,...) s’administra la dosis profilactica de
gammaglobulina anti-D.

2.4.1.2. Gestants Rh (D) positiu no sensibilitzada

Les gestants Rh (D) positiu poden produir altres anticossos
diferents de I'anti-RhD. Per aquest motiu se’ls hi ha de
repetir el EAI al tercer trimestre de gestacié ( 30-34sg),
doncs existeix la possibilitat que hagin produit una
isoimmunitzaci6 en el transcurs de la gestacio,
especialment si han esdevingut circunstancies afavoridores
d’'una hemorragia feto-materna: maniobres obstetriques,
traumatisme abdominal o transfusi6 de components
sanguinis. Aquest segon control es troba especialment
recomanat a les dones multipares. Alguns anticossos es
detecten de forma tardana i, per aquest motiu, poden no
detectar-se al primer trimestre. Malgrat que el risc per al
fetus és inferior, no es pot excloure totalment la possibilitat
de que I'anticos pugui produir una afectacio fetal.

GESTANT Rh(D)-NEGATIU O POSITIU SENSIBILITZADA

2.4.2.1. Gestants Rh(D) negatiu amb anticossos
d’especificitat anti-RhD.

Les gestants Rh (D) negatiu amb preséncia d’anticossos
anti-RhD ja coneguts o desenvolupats en el decurs de la
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gestacidé es troben excloses del programa profilactic amb
gammaglobulina anti-D.

La determinacio del genotip RHD fetal a plasma matern
tindra com a objectiu verificar quins casos son tributaris
d’'un control i seguiment especial ( genotip RHD fetal
positiu) i quins casos podran seguir un control habitual de la
gestacid ( genotip RHD fetal negatiu). La identificacio
d’anticossos antieritrocitaris (IAl) s’ha d’acompanyar de la
titulacié de l'anticos. La titulacié de I'anticos és una técnica
senzilla que ens permet valorar I'evolucio de I'anticos
matern i, indirectament, la progressio de la isoimmunitzacio
materna i la potencial afectacio fetal.

2.4.2.1.1. Seguiment de la gestant Rh (D) negatiu
de baix risc

La classificacié de la gestant Rh (D) negativa en baix
o alt risc la realitzarem en funcié de la titulacié de
'anticos.

= Titulacié i/o quantificaci6 de I'anticos
matern.

La titulaci6 de l'anticds (Ac) continua sent la
tecnica més senzilla i a I'abast de qualsevol
laboratori per valorar I'evolucié de I'Ac matern.
Per tal que el titol tingui valor, cal que es dugui a
terme en les mateixes condicions técniques i per
part del mateix personal, sempre que aixo sigui
factible, examinant en paral.lel la mostra actual
amb la precedent. S’entén per titol critic, el titol
gue, un cop assolit, es pot associar a afectacio
fetal i, per tant, pot justificar exploracions de
caracter invasiu (cordocentesi) que ens permetin
valorar d’'una manera meés objectiva el grau
d’anémia fetal. El titol critic ha canviat amb el
pas del temps i, actualment, es considera que és
de 32. No obstant, que molt rarament hi haura
afectacio fetal si el titol es manté per sota de 128
(titol critic de gravetat).

Cal tenir una consideracio especial en el cas
d'augments sobtats de titol entre 2
determinacions successives, ja que un increment
de titol en dues dilucions pot ser una alarma que
indiqui progressié de la immunitzacio materna i
previsible afectacio fetal.
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La titulacié dels anticossos d’especificitat anti-
Rh(D) s’ha de fer, preferentment, amb cél.lules
R2R2. En canvi, la resta d’especificitats s’han de
titular amb hematies heterozigots.

La tecnica d’ELAT (Enzyme-Like Antiglobulin
Technique) és una opcio alternativa a la titulacio,
que permet quantificar la concentracié d’anticos
matern. Un titol de 128 és equivalent a 15 U/ml.

Aixi doncs, quan la gestant presenta una titulacio
<32 es considera una gestant isoimmunitzada de
baix risc. En aquests casos es pot realitzar un
seguiment exclusivament serologic de la gestant
repetint el EAI i la titulaci6 mensualment fins a la
setmana 28 i, posteriorment, de forma quinzenal.

Quan el titol és = 32 es considerara a la gestant d’alt
risc i el seguiment 'haura de realitzar un obstetra
especialitzat. La frequencia dels controls obstetrics i
serologics ( EAI i titol d’anticos) I'establira I'obstetra
de referéncia d’acord amb la gravetat potencial
estimada per cada cas.

2.4.2.1.2. Seguiment de la gestant Rh(D) negatiu
d’alt risc

Es consideraran gestants d’alt risc:

o Les gestants amb un titol anti-RhD = 32

e Les gestants que, independentment del
titol de l'anticds, han tingut antecedents
de:

-Mort fetal intralter relacionada amb
'anticos RhD

-Hidrops fetals en gestacions prévies

-Anemia fetal/neonatal greu que va
precissar  transfusio  intradter o0
exsanguinotransfusio.

Aquestes gestants d’alt risc s’han de controlar a un
servei d’obstetricia especialitzat en [l'atencié
obstétrica i fetal per a aquest tipus de gestacio. El
principal objectiu del seguiment de la gestant d’alt

31



risc és identificar de forma precoc¢ l'aparicid d’una
anemia fetal moderada o greu.

El control obstetric que es realitza a aquestes
gestants inclou les seguents tecniques d’exploracio:

e Ecografia

La presencia de:

e polihidramnis ( ILA >25cm), i/o

e unincrement del perimetre abdominal fetal
>2 DS (desviacions standard), i/o

e un augment del gruix placentari ( superior
a 49mm al tercer trimestre)

poden ser signes indirectes d’anémia.

Quan el fetus té una anéemia greu ( la definicio
d’anémia fetal és la preséncia d’hemoglobina en
xifres inferiors a les — 4DS respecte a la xifra que i
correspondria per les setmanes de gestacio) és
gairebé constant la preséncia d’algun d’aquests
signes indirectes. La preséncia d’hidrops es relaciona
amb una anémia fetal greu ( hemoglobina inferior a
5gr/dl).

o Estudi Doppler

Es realitzara amb una periodicitat de 1-2 setmanes (
a partir de les 16-18 setmanes de gestacio)
determinant el pic de velocitat sistdlica de I'artéria
cerebral mitja ( PVS-ACM). Valors > 1,5 MoM
s’associen de forma frequent a anémia greu i valors
inferiors a 1,5 MoM la descarten. Estudis inicials de
Mari i cols 1% van estimar una sensibilitat per a una
Gnica determinacio del 100% (95% IC 86-100) amb
una taxa de falsos positius del 12% per a la
determinaci6 d’anémia moderada-greu. Més tard
Pretlove i cols 1°t van publicar un ampli metaanalisi
amb una sensibilitat del 75,5% i una especificitat del
90,8% per a la detecci6 d'anémia severa. La
valoracio de la tendencia del PVS-ACM en lloc d’'una
mesura unica, pot reduir la taxa de falsos positius
almenys en un 5%. A partir de les 35 setmanes de
gestacio perd especificitat. Es per aquest motiu que
€s necessaria la seva valoracié en conjunt amb
d’altres parametres ecografics i analitics 192112
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e Cordocentesi

Es I'iinica técnica fiable i exacte per a mesurar el
grau d’anémia fetal. Té un risc de pérdua fetal
d’entre el 1-2% i fins en un 40% dels casos hi haura
pas d’hematies fetals a la circulaci6 materna que
poden agreujar el grau d’isoimmunitzacié materna i
d’afectacio fetal, motiu pel qual la seva indicaci6 s’ha
d’individualitzar 113-122, [ ’experiéncia ha demostrat la
bona tolerancia dels fetus enfront situacions
d’anémia, inclus severes, motiu pel qual només
s’indicara la realitzacié quan I'edat gestacional sigui
inferior a les 35 setmanes 122 i s’evidencii:

o PSV-ACM > 15MoM amb preséncia
d’'altres signes indirectes ecografics
d’anémia o

o PSV-ACM >15 MoM amb tendéncia
creixent

En els casos en que es realitzi la cordocentesis s’ha
de realitzar disposant d’hematies compatibles
preparades per a una eventual transfusio.

2.4.2.2. Gestants al-loimmunitzades amb
anticossos d’especificitat no anti-RhD.

En general, per als anticossos que no son anti-RhD hi ha
acord respecte a que els titols inferiors a 32 no solen estar
relacionats amb afectacié fetal, excepte en el cas de I'anti-
K, en aquest cas titols molt baixos poden produir una
afectacio fetal greu 124126, Aquesta diferéncia radica en la
capacitat d’inhibicié de I'eritropoiesi fetal demostrada pels
anticossos d’aquesta especificitat. Per aquesta rad, les
gestants portadores d’anti-K s’han de considerar d’alt risc
desde el moment en que s’identifica I'anticos i, més encara,
quan el titol és = a 8.

Després de l'anti-D i I'anti-K, els anticossos d’especificitat
anti-Rh(c) i, molt per darrera, els d’especificitat anti-Rh (E),
també poden produir afectacié fetal greu quan el seu titol
es troba per sobre de 32.

En el cas daltres anticossos, malgrat el risc d’afectacié

fetal és menor i, habitualment, de caracter lleu-moderat, és
important reconéixer el significat clinic de cada anticos per
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2.5.

a planificar el programa de control i seguiment de la gestant
meés adequat en cada cas.

PROFILAXI DE LA ISOIMMUNITZACIO Rh(D)

La profilaxi de la isoimmunitzacio es realitza amb Ia
immunoglobulina Anti-D (Rho) que és un medicament en soluci6
injectable, intramuscular, estéril i no pirogenica que conté
anticossos especifics contra I'antigen D (anti-D Rho) del tipus
immunoglobulina G (IgG) d’origen huma (300 ugrs) 7.

Per a la seva elaboracié es fa servir una barreja de plasma de
donants RhD negatiu sensibilitzats amb I'antigen D. La IgG és
purificada de la barreja de plasma per fraccionament alcoholic
mitjangant els métodes 6 i 9 de Cohn i Oncley. Al procés s’inclou
un metode especific d’inactivacié/remocié viral: nanofiltracio amb
una membrana de 35nm d’efectivitat provada contra virus
capsulats i no capsulats.

La seguretat, poténcia i puresa es realitzen i controlen segons les
recomanacions de I'Organitzacié6 Mundial de la Salut. Malgrat
aixd, no es pot excloure totalment la transmissié d’agents
infecciosos. Sobretot virus 0 agents infecciosos emergents o de
natura desconeguda en I'actualitat.

A més a més, I'administracié de la gammaglobulina anti-D pot
donar lloc a reaccions d’hipersensibilitat 122 malgrat ser poc
frequents. Per aquesta rao, les gestants han d’estar informades
sobre els signes inicials de les reaccions d’hipersensibilitat que
inclouen erupcié cutania, urticaria generalitzada, opressio
toracica, dificultat respiratoria, hipotensio i anafilaxia.

El metge sempre ha de valorar el benefici del tractament amb
gammaglobulina anti-D en front els riscos potencials de reaccions
d’hipersensibilitat.

Es altament recomanable que cada vegada que administrem
gammaglobulina anti-D a una pacient deixem constancia del nom i
nombre de lot administrat amb la finalitat de poder mantenir una
relacio entre la pacient i el lot.

Aixi doncs, hem de recordar que la gammaglobulina anti-D és

un derivat humanoide no exent de riscos i que només
s’hauria d’administrar en casos totalment justificats.

34



2.6.

Esta indicada

'administraci6 de gammaglobulina anti-D en

gestants RhD negatiu, no sensibilitzades:

300 pgrs, durant les 72 hores posteriors al part
d’un fetus RhD positiu.

300 pugrs, en la setmana 28 de gestacio.

300 ugrs, durant la primera meitat de I'embaras
en totes les dones que pateixen un avortament
espontani o induit, un embaras ectopic o
hemorragia vaginal de probable origen uteri.

300 pgrs en totes les exploracions que
comporten un risc d’hemorragia transplacentaria
(HTP): biopsia de corion, amniocentesi,
funiculocentesi, versio cefalica externa,
traumatisme abdominal, etc...

Es recomana aplicar un test de Kleihauer o una
técnica equivalent sempre que hi hagi sospita
d’'una HTP durant la gestacié o el postpart (per
exemple: placenta previa o desprendiment
prematur de la placenta) per ajustar la dosi d’'IgG
anti-D i augmentar-la si es detecten més de 30ml
de sang fetal.

GRUP RHESUS D (RhD) FETAL
2.6.1. GENETICA DEL SISTEMA RH

El grup sanguini conegut com el sistema Rhesus (Rh) inclou els 5
antigens rhesus més importants (C, ¢, D, E, e) que es troben
situats a la superficie de la membrana dels eritrocits. EI RhD és el
més comu i sol indicar-se com a sufix positiu 0 negatiu del tipus
de sang ABO degut a la seva elevada immunogeneicitat.

2.6.1.1. Labase molecular dels al.lels RH

L’expressio de I'antigen Rh implica dos gens, RHD i
RHCE (Figura 2 ), ubicats al cromosoma 1p34-36, amb una
localitzacié propera entre ambdés, i la coexpressio
essencial d’una glicoproteina associada a Rh (RhAG),
el gen codificador de la qual es troba ubicat al cromosoma
6p11-21.1 129,

El primer gen Rhesus, el gen RHCE, va ser descobert I'any
1990 i dos anys després va tenir lloc el descobriment del
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P N

-

“upstream”

gen RHD. Va ser arrel d’'aquesta darrera troballa que es va
concloure que la del.leccio total d’aquest gen era la causa
del fenotip D negatiu a la poblacié europea %,

L’any 2002, les comparacions realitzades entre el Projecte
del Genoma Huma i el Projecte del Genoma de Mamifers
van augmentar la comprensié de la formacio dels gens RH
al cromosoma 1131,

La majoria dels mamifers només tenen un gen RH, la
posicio del qual correspon al gen huma RHCE. El gen RHD
va sorgir de la duplicacié d’'un gen ancestral de RH durant
I'evolucié dels mamifers 132140 [ ’eliminacié de RHD en el
transcurs de 'evolucié del hominids va ser el motiu pel qual
molts humans de l'actualitat no tenen rastre del gen RHD
141-148 - Aquest haplotip és la causa principal del fenotip D
negatiu a tot el mén (Figura 2).

SMP1

l I ‘ Ancestralment a ratolins
Duplicacié L X j
del gen \\l\_a

RHD SMP1 RHCE
posltlu
“downstream”
Er U
Rhesus “box RHD-pérdua de gen Huma
RHD-deleccia
N hibrid  smp1 RHCE RHD

4 | amm -

Figura 2. Duplicacio del gen RH i eliminacio del gen RHD._La condicié ancestral
es mostra com el locus del gen RH al ratoli. L’4nic gen RH es troba adjacent als

tres gens: SMP1,

proteina associada a P29 (P) i NPD014 (N). La duplicacié va

crear un segon gen RH invertit en humans que es troba entre N i SMP1. Els punts
d’insercié d’abans i després del gen RHD sén uns segments d’ADN de al voltant de
9000 nucledtids o parells de bases de llarg. Els dos segments d’ADN que limiten
amb el gen RHD i que es troben davant i darrera d’ell es denominen quadre
Rhesus (“Rhesus box”). A I'haplotip positiu RHD, el gen RHD podria perdre’s
novament a través de la recombinacio (figura 4).
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Ambdos gens tenen 10 exons i comparteixen el 94%
d’identitat de sequéncia. EI gen RHD codifica la proteina
RhD i el gen RHCE codifica la proteina RhCE. La proteina
RhD porta I'antigen D (RH1) i la proteina RhCE porta els
antigens C o ci E 0 e (RH2-RH5) 149,

Fins ara, s’han descrit 251 al.lels RHD i 123 al.lels RHCE i
s’han identificat més de 50 antigens al sistema del grup
sanguini Rh.

Els al.lels RH es poden agrupar segons la seva estructura
molecular. La gran majoria mostren mutuacions puntuals
(SNP, polimorfismes d’un sol nucleotid) que causen:

e “missense” és la substitucio d’aminoacids en una
proteina causada per un punt de mutacio. Pot alterar
la funcié o antigenicitat d’'una proteina.

e “nonsense”. és un cod6 d’aturada causat per una
mutacié puntual que deté prematurament la sintesi
de la cadena d’aminoacids, portant a la pérdua de la
funci6 proteica de la seva expressio.

e “frame shift” és la pérdua o inserci6 d’'un o dos
nucleotids que canvia el marc de lectura i atura
prematurament la sintesi de la proteina (o 'augmenta
en alguns pocs casos), el que resulta en pérdua de la
funcié o de I'expressioé proteica.

e ‘“splice site mutations”: és una mutacié puntual en un
lloc d’entroncament (la unié exo-intrd), causant un
entroncament defectués d’ARN missatger (ARNm) i
saltant un exd, canviant aixi la sequencia
d’aminoacid. Condueix a la pérdua de la funcié o
expressio de la proteina.

Els al.lels hibrids RHD-CE-D sovint estan formats per la
conversio de gens.

Els exemples de canvis moleculars i els seus efectes sobre

'antigen D (Taula 2) mostren com el fenotip de I'antigen D
es correlaciona amb la seva base molecular.
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Classificacio

Fenotip d'antigen

Base malecular

Exemple representatiu

Nou antigen

del canvide | D Alteracio de Mecanisme Descripcid Nom comti | rhesus
I'antigen la proteina del'al.lel RHD
D parcial Alterat - Substitucid Mutacié “missense” | RHD{G3555) DNB Desconegut
qualitativament d'aminoacid
superficie
externa Gen de conversid
- Proteina hibrida RHD-CE(3-6)-D DVI-tipus 3 BARC
D feble Quantitativament Substitucio Mutacié “missense” | RHD{V270G) D feble tipus | | Desconegut
atenuat d'aminoacid a la
membrana o al
medi
extracel.lular
DEL Quantitativament Traduccid molt Mutacié “missense” | RHD {M2951) in C | Sense assignar | Desconegut
atenuat de forma reduida RHD(K409K) of De
molt notable splicing
D negatiu D negatiu Abséncia Deleccié del gen RHD deleccio D negatiu Impossible
d'expressio Mutacié RHD (Y330X) Sense assignar
proteica “nonsense” Sense assignar
Mutacié amb RHD {488 del 4)
desplacament de la
pauta de lectura Rh
Gen maodificat
Defecte al gen
RHAG Cde
Conversié de gen
Proteina hibrida: RHD-CE(4-7)-D
canvi al segment
proteic de la
superficie
externa
Antigende | Presénciade Mutacié Mutacic Al.lel RHCE: codi | Sense E versus e
proteina l'antigenEo e “missense” “missense” a “ala 226" pera | assignar
RHCE produidaaun | I'aminoacid amb | I'antigen “e”,
antitétic aminoacid amb | posicién 226 a codi “Pro 226"

localitzacié 226
per a 'antigen
E

RHCE

per a l'antigen
“gn

Taula 2. Efectes dels canvis mol.leculars sobre I'antigen “D”.

2.6.1.2.

La base molecular

Rhesus

dels fenotips

Les dues proteines Rhesus, RhD i RhCE, s6n molt similars
ja que difereixen unicament en 36 dels 417 aminoacids que
les formen. Cadascuna té dotze segments dintre de la
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membrana eritrocitaria i sis bucles extracel.lulars (Figura 3).
Tant el terminal amino (NH3) com el carboxil (COOH) es
troben ubicats a I'interior de la cél.lula 1%,

&% superficie eritrocitari
o 0 =18 uperficie eritrocitaria
5 000 - ©s
S 9 o ® 00,
Q SIS, o 0O @ 8]
a o O O 0O e ®
. 320 530 990 1070 1580 167 () 20 00 291 282 ass@
oo a0
b7 Al el|2] | 78
ALATAAL S 2
g 7| # 7 ‘//
A A1 z )
oo _\]/ 7 71 d d
i oo O (@ 201 263 :} 321 () (324 [Jas
: 11 72 %:j- 75 131 %' 135 ﬁ 186 : :')r‘“u 266 2& 8
S5 8 ‘o o)
° 38 g
S NS SR — 38 S
2 O nm3 Intracel.lular /3 aminoacids r‘m_?] ® coon

Figura 3. La proteina Rhesus a la membrana dels eritrocits. Ambdues proteines
Rhesus mostren 417 aminoacids que s’il.lustren a la figura com a cercles. Les
proteines madures a la membrana no tenen el primer aminoacid. Les substitucions

d’aminoacids que diferencien la proteina

RhD de la RhCE es troben codificades de

groc, amb els 4 aminoacids que codifiquen I'antigen C en verd i el que codifica per
I'antigen E en negre. Les substitucions d’'un sol aminoacid que codifica per al D parcial
es troben marcades en blau, aquelles que codifiquen per al D debil en vermell. Les
mutacions, identificades pel grup de Ulm, es poden visualitzar en color blau clar i

taronja.

2.6.1

2.1, Fenotip D negatiu

La diferencia clinicament essencial entre Rhesus
positiu i Rhesus negatiu depen de la preséncia o
abséncia de la proteina RhD a la membrana dels

eritrocits.

Com ja he

m comentat amb anterioritat, durant la

duplicacié del gen ancestral RH, es van formar dos
segments d’ADN, coneguts com a capsa Rhesus
(“Rhesus box”) (Figura 2). La deleccio del gen RHD

va derivar
crossover”)

en una desigualtat creuada (“‘unequal
(Figura 4) que es produeix quan dos
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segments d’ADN son altament homolegs, com els de
la capsa Rhesus. A l'actualitat, I'haplotip negatiu
RHD més comu entre els europeus es caracteritza
per una capsa Rhesus hibrida. De fet, les diferencies
moleculars subtils entre les diverses formes de la
capsa Rhesus es fan servir per a realitzar certs tests
genétics.

“upstream Rhesus box" “downstream Rhesus box

| RHD l RHCE
-y e

>< *recombinacié desigual”
P- 3 D-4l— -

- — D4
I RHD NEGATIU
“Rhesus box" hibrida

Figura 4. Deleccié del gen RHD. La delecci6 del gen RHD va sorgir de la
recombinacio entre el “upstream” (direccié 5’) i el “downstream” de la capsa Rhesus en
2 cromosomes diferents. Aixd s’anomena recombinacio desigual (“‘unequal crossover”).
Quan les dues porcions recombinades es separen ( des d° A sobre el lloc de
recombinacio B) 'ADN al lloc del gen RH manca per complert del gen RHD (C). Aquest
haplotip (C) es produeix aproximadament en el 41% de la poblacié. Un individu
homozigot per a aquest haplotip (al voltant del 17% ho sén) és D-negatiu.

A la natura és inusual que les proteines eritrocitaries
o altres proteines cellulars estiguin totalment
absents en molts éssers humans. Aquesta
particularitat genética contribueix a la fort
antigeneicitat de la proteina RhD.
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La frequencia del fenotip D negatiu és del 15-17% a
les poblacions amb descendencia europea, del 5% a
I'’Africa i del 3% a Asia.

Aixi com a la poblaci6 europea la causa més
frequent de presentar un fenotip RhD negatiu és la
delecci6 completa del gen RHD, a la poblacio
africana un fenotip D negatiu sol associar-se a la
preséncia d’'un gen hibrid o d’'un pseudogen RHD

(RHDy) que no codifica una proteina funcional
(Figura 5).

Rh RHD Rh
Box Bax

—~BEEREREBEE = o o

D-RH
DELETION

— DEBOBOEOEEE « o [ 00A0EBIE0 o

DH EHM_ H SMP1 —IEH ___. Ecls —I . _ DRI;]EIE;’_EB.

- SMP1 —||

Figura 5. Diagrama d’haplotips RH. (A) RHD positiu que dona lloc al fenotip RhD
positiu. (B) Abséncia del gen RHD dona lloc al fenotip D negatiu. (C) Preséncia de
mutacions al pseudogen RHDwy (fletxes negres) donen lloc al fenotip D negatiu. (D)
Gen hibrid RHD-CE-D que dona lloc a fenotip D negatiu.

El pseudogen RHDy conté 37 parells de bases
inserides a I'exd 4 que poden produir un stop al codo
a la posici6 210. EI material introduit €s una
duplicacié de seqliiéncia a través del limit de l'intr6é 3 i
de I'ex6 4. A més a més, el pseudogen RHDy conté
un altre codo de stop a I'exo 6.

Entre els individus africans D-negatius,
aproximadament el 66% sén portadors del
pseudogen RHDWY i el 15% de I'al.lel hibrid RHD-CE-
Ds.
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2.6.1.3. La base molecular de les variants de
I’antigen D

A banda de la manca de la proteina RhD, el fenotip D
negatiu €s causat principalment per tota una série de
canvis a la protelna RhD, que al seu torn canvia el fenotip
de l'antigen D 151161,

Depenent del fenotip i la seva estructura molecular aquests
al.lels RHD es classifiguen com a D parcial, D feble o DEL.

2.6.1.3.1. D parcial

La proteina RhD travessa la membrana eritrocitaria
diverses vegades deixant només una part de la
proteina exposada a la superficie (Figura 3). Si un
aminoacid és substituit en una porcio de la proteina
RhD que es troba a la superficie exterior de la
membrana eritrocitaria, epitops unics de I'antigen D
es poden perdre o poden formar nous antigens. DNB
és el D parcial europeu més comu (Taula 2).

Les categories D son un subgrup del D parcial.
L’estructura de la localitzacié del gen RH afavoreix
les conversions dels gens (Figura 6). Al gen RHD
s’insertaran alguns exons homolegs del gen RHCE,
formant un al.lel Rhesus hibrid que expressara la
seva proteina hibrida corresponent. Aixi és com les
categories D tipus IlI-VI van sorgir. Els canvis
habitualment afecten a wuna llarga cadena
d’aminoacids que sempre es troba a la superficie
dels eritrocits.
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Figura 6. Categoria DVI com a resultat de la conversié de gens. Els dos gens RH
es troben apuntant a direccions oposades (p.ex: cluster,...). Quan el cromosoma es
plega, els dos gens RH queden adjancents, apuntant en la mateixa direccié. Aquesta
configuracié permet la conversié de gens en “cis”, motiu pel qual un segment de 'ADN
es tranfereix d’'un gen a l'altre. La meitat de la seccié del gen RHD (groc) es substitueix
per la corresponent secci6 homologa del gen RHCE (verd) (A). Aquest tipus de
conversié génica és responsable de l'al.lel RHD-CE (3-6)-D, que codifica per a la
categoria VI D del tipus molecular 3 (DVI tipus 3) (B). Els exons de 1 a 10 es troben en
ambdos gens RH(C). Degut a les direccions contraries, els exons terminals dels dos
gens RH (RHD i RHCE ex6 10) es troben més propers un de l'altre. Al gen RHD, els
exons del 3 al 6 son substituits pels exons homolegs del gen RHCE.

2.6.1.3.2. Dfeble

Si la substitucié d’'un aminoacid es troba dintre de la
membrana eritrocitaria o del citoplasma aixo donara
lloc a un fenotip D feble (Figura 3) #1. La integracié de
la proteina RhD a la membrana es veura
obstaculitzada, el que portara a un debilitament
quantitatiu de l'antigen D. Normalment, no hi ha
canvis qualitatius i, per lo tant, no hi ha immunitzacié
anti-D. Els tipus D feble tenen una frequéncia d’entre
el 0.2 al 1% a les poblacions d’ascendéncia europea.
El tipus D feble 1 és el més comu a Europa (Taula 2).
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2.6.1.3.3. DEL

Un antigen D expressat particularment de forma
feble rep el nom de DEL (previament Del) perque
Gnicament podria demostrar-se fent servir elucio. A
I'elucio, els anticossos es separen dels eritrocits. Els
canvis moleculars s6n més severs que els observats
amb el D feble, dificultant considerablement perd no
per complert la seva integraci6 a la membrana
cel.lular. Tots els al.lels DEL s6n molt poc frequents
a Europa pero fins al 30% de tots els individus
aparentment D negatius a I'est d’Asia sén portadors
de l'al.lel DEL RHD (K409K) 443, La frequiéncia DEL
a la poblaci6 europea és de 1: 350-1: 2000.

2.6.1.4. Els antigens C/ci E/e

Els antigens Rhesus clinicament importants C, c, E i e s6n
el resultat dels canvis produits a la proteina RhCE
Gnicament a la zona de cinc aminoacids (Figura 3). Els
antigens reben el nom d’antitétics si una proteina es pot
presentar unicament en un d’ells. El seu origen es troba als
polimorfismes proteics. Sovint hi ha dos variants d’'una
proteina que difereix només en [lubicacid6 dun sol
aminoacid com els antigens Rhesus E i e. Els al.lels RHCE
que mostren I'aminoacid prolina a la posicié 226 expressen
lantigen E, mentre que els al.lels RHCE que mostren
I'aminoacid alanina en aquesta posicié expressen 'antigen
e (Taula 1).

Diferencies similars entre els dos al.lels RHCE donen lloc
als antigens c i antitetic C. El parell d’'antigens C/c i E/e no
son antitetics, basicament perqué son el resultat de
substitucions a diferents localitzacions. Les quatre
possibles combinacions es donen amb frequéncies
diferents (entre els europeus: Ce> ce >cE > CE) i s’hereden
com haplotips.
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2.7. DETERMINACIO NO INVASIVA DEL GENOTIP RHD
FETAL

2.7.1.

2.7.2.

PRESENCIA DE cfDNA EN SANG MATERNA

L’ADN lliure de cél.lules (cfDNA) present a la sang prove de
les cél.lules apoptotiques. En el cas de les gestants podem
trobar dos tipus d’ADN lliure (cfDNA):

e ADN lliure de cél.lules matern: provinent de I'apoptosi
dels leucocits.

e ADN lliure de cél.lules fetal (cffDNA): provinent de
I'apoptosi de les cél.lules placentaries
(sincitiotrofoblast).

L’any 1997 Lo i els seus col.laboradors van descobrir que
aproximadament entre un 3-6% de I’ADN lliure de cél.lules
circulant al plasma matern de les gestants era d’origen fetal
(cffDNA) 26,

El cffDNA pot aillar-se a sang materna a partir de la
cinguena setmana de gestacid i la seva concentracio
augmenta amb l'edat gestacional 2728 essent aquest
augment moderat fins a la setmana 21 (0.1% per setmana)
per augmentar de forma més rapida a posteriori (1% per
setmana) fins al terme 31.162-163,

El cffDNA habitualment representa el 10-15% total del
cfDNA a la circulaci6 materna cap al final del primer i
comencament del segon trimestre, fins arribar a un 50% del
total del cfDNA circulant a sang materna al final de la
gestacid 164166, Després del moment del part el cffDNA
desapareix de la circulacié materna en 1 o 2 dies.

METODE DE DETERMINACIO NO INVASIVA DEL
GENOTIP RHD FETAL A SANG MATERNA

L’any 1998 van ser novament Lo i els seus col.laboradors
21.28 e|s que a partir de la deteccié del cffDNA en sang
materna van descriure la metode per a la deteccid no
invasiva del gen RhD fetal basat en la técnica de PCR a
temps real al plasma de les gestants RhD negatives.

De fet, la determinacié del genotip RHD fetal a plasma

matern de les gestants RhD negatives va ser una de les
primeres aplicacions a la practica clinica del diagnostic
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prenatal no invasiu (NIPD) tant renombrat a dia d’avui per
la deteccid precog d’aneuploidies fetals 167171,

Aquesta forma de diagnostic no invasiu va suposar l'inici
d’'una nova era en el camp del diagnostic prenatal ja que
deixava de banda la necessitat de realitzar proves
invasives (amniocentesi, biopsia corial, cordocentesis,..)
amb l'objectiu de conéixer el RhD fetal. Aixd va ser
important perque a més a més d’estalviar-se el risc de
perdua fetal que implicaven també s’evitava el risc
d’hemorragia transplacentaria que tenia lloc al 17% de tots
els casos de técniques invasives, tal i com ja hem explicat
amb anterioritat.

La possibilitat de coneixer el genotip RHD fetal a partir
d’'una mostra de plasma matern és probablement I'avencg
més important a la historia de la MHFN després de la
introducci6 de la profilaxis amb la gammaglobulina anti-D.

Com ja he comentat, I'any 1998 es va descriure la primera
técnica per a determinar el genotip RHD fetal 12 a partir de
plasma matern. Des d’aleshores s’han eleborat i validat
diferents protocols amb aquesta aplicacio, tots ells amb uns
resultats que evidenciaven un elevat grau de fiabilitat 173178,

Actualment, la majoria dels laboratoris fan servir la
tecnologia de reaccié en cadena de la polimerasa (PCR)
quantitativa a temps real amb sondes especifiques per a
una o varies regions del gen RHD 17°,

El patré d’amplificacié detectat mitjangant aquesta técnica
quantitativa permet distinguir facilment I'amplificacié de
'ADN d’origen fetal respecte a una possible amplificacié
d’'un gen RHD silent matern, una circunstancia que es dona
a la poblacié caucasica amb una frequéncia relativament
baixa (2-3%) perd que augmenta significativament si
s’analitza poblacié multiétnica 1€,

Aquest fet també condiciona I'estrategia que es fa servir, ja
gue hi ha aproximacions a les que el disseny de les regions
del gen RHD que s’analitzen a 'ADN del plasma permet
distinguir els al.lels RHD silent majoritaris a la poblacié de
raga negra.

Aixi doncs, per a determinar l'estatus RhD fetal és
important poder diferenciar entre les sequéncies RHD
funcionals i les no funcionals. Com ja hem comentat amb
anterioritat, la del.lecci6 del gen RHD és la causa més
comu de fenotip RhD negatiu a les poblacions
caucasiques.No obstant, la majoria de les persones de raca
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negra RhD negatives son portadores d'un al.lel RHDW
(frequéncia d’al.lel 0.0714) o (C)cde (frequéncia d’al.lel
0.036) 181183,

En ambdés al.lels, les seqiencies especifiques de RHD
estan presents perd degut a la preséncia d’un codd de
terminacié de traducci6 (RHDW) o a la substitucid de
sequéencies codificants especifigues de RHD per a
sequencies de codificacio especifigues de RHCE ((C)cde),
no es detecten epitops D presents a la superficie dels
globuls vermells fetals. Finning i els seus col.laboradors van
desenvolupar una estratégia de tipatge RHD fetal que
unicament detecta RHD (i no RHDW ni (C)cde) a 'ADN
fetal present al plasma matern 173,

Amb aquesta estratégia, els exons RHD 4, 5 o 6 sbn
amplificats a temps real i es comparen amb I'amplicé de
control de I'ex6 10 de RHD. Quan esta present lal.lel
RHDuy o (C)cde els exons 4, 5 0 6 no s'amplificaran ( en el
cas d’un al.lel RHDy degut a la insercié de 37pb al limit de
lintré 3 ex6 4 i a la substitucid de nucledtids de RHD a
RHCE als exons 5 i 6; en el cas d’'un al.lel (C)cde degut a
'abséncia dels exons RHD 4,5 i 6) mentre que I'exd 10
s’amplificara.

Per altra banda, el tamany del producte de PCR és de gran
importancia quan l'estratégia de PCR es troba dissenyada
per a detectar ADN cel.lular lliure fetal al plasma matern ja
gue el seu tamany oscil.la entre els 145 i les 201 pb.

El métode que fan servir al International Blood Group
Reference Laboratory (IBGRL) del National Blood
d’Anglaterra és una modificaci6 del de Finning et al.
Incorpora encebadors i sondes Tagman per a detectar,
mitjancant PCR en temps real, exons 4,5 i 10 de RHD, pero
no RHCE. La reaccio de I'exd 10 també detecta RHDW i
RHCE-D-CES, pero les reaccions a I'ex6 4 i 5, com ja he
comentat amb anterioritat, no detecta aquests dos gens
africans “D-negatius”.

Aixi doncs, tenint en compte la peculiaritat del gen RHD all
realitzar la determinacié del genotip RHD fetal en plasma
matern hem d’evaluar com a minim dos regions per a
confirmar la preséncia de RHD. El treball original de Bennet
et al 184 i Wolter et al *¥ suggereixen que la tipificaci6 RHD
ha d’incloure els exons del 4 al 5 i el 10. Una proba per a
descartar la preséncia de RHDy ha d’acompanyar a la
proba per a la deteccié de RHD fetal 18618 A |a Taula 3 es
troben reflexats els principals exons analitzats pels
diferents grups 19,
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Edat No Falsos Falsos Sensibilitat Especificitat
gestacional concloents positius negatius (%) (%)
(mitjana)

Assaigs clinics a gran escala de genotipat RHD fetal

van der 1268 30 7 15 5 3 99.62 98.92

Schoot et

al (58)

Finning et 1869 8-28 (28) 5,7 64 14 3 99.73 97.95

al (35)

Miiller et 1022 6-32 (28) 5,7 0 3 2 99.70 99.17

al (36)

Akelokar 586 11-13 5,7 84 0 6 98,22 100

et al (40)

Wikman 3291 8-40 (10) 4 13 14 23 98.89 98.4

etal (34)

Chitty et 865 <11 5,7 111 1 16 96.15 99.70

al (42) 956 11-13 75 4 1 99.81 98.84
542 14-17 43 1 1 99.63 99.56
888 18-23 69 5 1 99.80 98.47
1662 >24 95 7 0 100 99

Moise et 467 11-13 45,7 26 2 1 99.68 98.46

al (59) 458 16-19 26 2 0 100 98.47
425 28-29 26 1 0 100 99.18

Soothill et 509 15-17 5,7 61 1 0 100 99.42

al (60)

Vivanti et 416 10-14 10 9 7 0 100 95.48

al (61)

Programes nacionals de deteccié de RHD fetal amb immunoprofilaxi dirigida

Clausen et 12688 25 5,7;,7,10 274 41 11 99.86 99.14

al (62) 05,10

De Haas 25789 27-29 5,7 0 225 9 99.94 97.74

et al (63)

Haimilaet 10814 24-26 5,7 86 7 1 99.99 99.81

al (64)

Resultats recopilats de tots els estudis

Total 11- 5716 11-13 207 27 31 99.12 98.65

13sg

Taula 3. Resultats del genotipat RHD fetal

La inclusié d’'un marcador al cromosoma Y (sequéencia del
gen SRY unit al cromosoma Y) permet evaluar I'eficiéncia
del procediment d’extraccié d’ADN i confirmar la preséncia
d’ADN fetal de sexe masculi present al plasma matern.

Aixi doncs, la majoria de técniques de PCR per a la

determinacié del genotip RHD fetal realitzades a plasma
matern consisteixen en una PCR doble (duplex/multiplex)
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per a RHD (incloent sempre l'estudi de 2 exons) i SRY
(Figura 7).

Figura 7. Detecci6 del gen RHD fetal mitjancant PCR a temps real a partir de 'ADN de
plasma corresponent a una gestant RhD negatiu portadora d’'un fetus masculi RhD
positiu.
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3. JUSTIFICACIO DE L’ESTUDI

La malaltia hemolitica del fetus i el nounat (MHFN) continua sent una
complicacio present al nostre medi amb una morbimortalitat perinatal associada
no menyspreable si no duem a terme un maneig adient durant la gestacio. La
causa més freqient de MHFN és la isoimmunitzacié contra I'antigen RhD
eritrocitari. La incompatibilitat RhD afecta a aproximadament un 12% de les
parelles del nostre medi i per aquest motiu té una gran importancia en el decurs
de la gestacio 146180,

Actualment, la isoimmunitzacié anti-D es continua detectant amb una
freqiéncia més elevada del que caldria esperar sent un fenomen susceptible
de poder-se evitar amb la correcta administracié de gammaglobulina anti-D a
les dosis establertes i respectant el calendari programat durant el control
gestacional.

En els darrers anys, s’han produit avengos tecnoldgics importants en I'ambit del
laboratori i de la clinica obstétrica que han fet millorar notablement el
diagnostic, el tractament i la prevencio de la MHFN. La possibilitat de conéixer
el genotip RHD fetal a partir d'una mostra de sang materna és probablement
'aveng més important en la historia d’aquesta malaltia, després de I'introduccio
de la profilaxi amb la gammaglobulina anti-D.

La incorporacié d’aquesta prova diagnostica ha representat un pas endavant
important en el maneig de les gestants immunitzades donat que en aquells
casos en els que el genotip fetal RHD és negatiu els controls gestacionals
seran els habituals donat que el fetus no tindra risc de MHFN i aixo té
implicacions molt importants no només desde el punt de vist de despesa
economica ( lI'exhaustiu control en dones amb fetus amb risc de MHFN
impliguen moltes visites i proves complementaries) sino que el fet de
transmetre a la parella que el seu fill no tindra risc de MHFN i disminuir
d’aquesta manera la seva angoixa és un fet de vital importancia a dia d’avui.

A més a més, la determinaci6 del genotip RhD fetal ens obre la possibilitat, fins
ara inexistent, de realitzar una immunoprofilaxis dirigida i administrar la
gammaglobulina anti-D Unicament a aquelles gestants RhD negatives que
siguin portadores d’'un fetus RhD positiu. Aquest fet evita 'administracié d’'un
derivat humanoide com és la gammaglobulina anti-D a tot un grup ( al voltant
del 40% de les gestants RhD negatives) evitant aixi no Unicament el seu cost
economic sino els possibles riscos biologics (virus o prions que amb les actuals
tecnigues de laboratori no es poden detectar).

Aixi doncs, el nostre objectiu amb el seglient estudi és demostrar que la
determinacié del genotip RHD fetal prenatal a les gestants RhD negatives,
segons el protocol utilitzat en aquest centre, és eficient i efica¢ a la practica
clinica diaria i avaluar si el cost-benefici associat a la incorporacié d’aquesta
prova faria viable la seva implementacié universal.
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4. HIPOTESI

La determinacié no invasiva del genotip RHD fetal a partir del plasma matern
és, avui dia, una prova robusta, sensible i fiable, que ha estat validada en
multiples estudis a gran escala en diferents poblacions europees. A Catalunya,
I'experiéncia acumulada en els darrers 15 anys en la genotipificacio RHD fetal
no invasiva avala la implementacié rutinaria d’aquesta prova a totes les
gestants RhD negatiu. La tecnologia disponible avui dia és altament sensible i
permet detectar sequéncies de cffDNA amb una baixa representacio de la
fraccio fetal en plasma matern. En base a aquestes premises, aquest treball de
tesi es planteja la seguent hipotesi:

La determinacié del genotip RHD fetal en plasma matern en gestants RhD

negatiu realitzada durant el primer trimestre, es pot aplicar de forma
universal a la nostra poblaci6?
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5. MATERIAL | METODES
5.1. DISSENY DE L’ESTUDI

Aquest és un estudi observacional retrospectiu realitzat sobre una
cohort de gestants RhD negatives controlades al nostre centre
hospitalari (Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona
(HSPSC)) a les que es va determinar el genotip RHD fetal durant
el primer trimestre de la gestacio.

Préviament a I'inici de I'estudi, es va obtenir 'aprovacio del Comité
Etic d’Investigacié Clinica (CEIC) del centre per a la seva
realitzacio (codi de registe al CEIC: 1IBSP-RHD-2016-18) aixi com
la conformitat de la direccid del centre (Annex 5i 6). A més a
més, l'estudi es va registrar a una extensa base de dades
denominada ClinicalTrials.gov (numero de registre:
NCT02788383). Aquesta base de dades del Servei Nacional de
Salut dels Estats Units recull la majoria dels estudis clinics
realitzats en éssers humans a tot el mon.

5.1.1. Pacients

Al Gener del 2013 el nostre centre (Servei de Ginecologia i
Obstetricia de I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau) en
col.laboraci6 amb el Banc de Sang i Teixits va posar en
marxa una guia de practica clinica que implicava realitzar la
determinacié no invasiva del genotip RHD fetal a totes les
gestants RhD negatives, en el marc del conjunt de proves
gue engloba la analitica rutinaria de primer trimestre
(Annex 3).

La implementacié d’aquesta guia de practica clinica tenia
per objectiu identificar el genotip RHD fetal en sang
materna a les gestants RhD negatives per tal d'evitar
'administracio innecessaria de la gammaglobulina anti-D
en els casos en qué es determinés que el fetus era RhD
negatiu.

Aixi doncs, en aquest estudi observacional retrospectiu, es
van incloure totes les gestants RhD negatives controlades
al nostre servei a les que es va realitzar I'analitica
estandard de primer trimestre entre el dia 1 de Gener del
2013 i el dia 31 de Desembre del 2017.

Posteriorment, es va dur a teme una revisid del resultat de

la determinacié prenatal del genotip RHD fetal de les
gestants i del fenotip RhD dels seus nadons respectius, a
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través de la historia clinica. També es va realitzar una
revisio al seu historial sobre si havien patit 0 no algun
esdeveniment immunitzant en el decurs de la gestacié que
hagués precisat 'administraciéo de la gammaglobulina anti-
D.

5.2. PROTOCOL D’ESTUDI

5.2.1. Variables registrades
Les variables registrades son les seguents:

e Genotip RHD fetal prenatal. Els resultats poden ser
positiu, negatiu 0 no concloent.

e Fenotip RhD del nounat. Els resultats poden ser
positiu 0 negatiu.

e Existencia d’esdeveniments tributaris
d’administracié de la profilaxis amb gammaglobulina
anti-D durant la gestacié (amniocentesi, biopsia corial,
metrorragia, versié externa, traumatisme abdominal, ...)
i el seu nombre (en cas d’haver-hi més d’un).

e Gestacions multiples
e Preséncia d’al.loanticossos eritrocitaris
e Preséncia d’al.lels RHD silents en genotip matern

e Compliment de la pauta de  profilaxis
d’administracio de gammaglobulina anti-D.

5.2.2. Mostres

Mostra de sang periferica

Coincidint amb I'extraccio rutinaria de primer trimestre que
es realitza a ’THSCSP entre les 8 i les 13+6sg s’obtenia una
mostra de sang en un tub amb EDTA com a anticoagulant,
per a la determinacié del grup sanguini (ABO i RhD) i
I'escrutini d’anticossos irregulars, com es fa habitualment
per al control immunohematologic de les gestants.
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Més del 80% de les mostres obtingudes corresponien a
gestants amb una edat gestacional que es trobava entre les
9iles 11sg.

Les mostres es van processar d’acord amb el protocols de
I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau i del Banc de Sang i
Teixits (BST).

Extracci6 sanguinia ler trimestre

l |

Crnep il ey Genotip RHD negatiu Resultat no concloent
[
Sexe femenf Sexe masculi Nova extraccio
(lero 20nT)

Extracci6 2on trimestre
per a nova determinaci6

Figura 8. Circuit de mostres sanguinies per a la determinacié del genotip RHD fetal.

Les mostres sanguinies de totes aquelles gestants amb un
resultat de fenotip RhD negatiu, s'envien al Laboratori
d'mmunohematologia del Banc de Sang i Teixits on es
processen les mostres seguint el procediment normalitzat
de treball (PNT) per a I'estudi del genotip RHD fetal a partir
del plasma matern (Figura 8). Aquest procediment s'inicia
amb l'extracci6 del DNA lliure circulant en el plasma
(cfDNA) a partir d'un volum de 1 ml de plasma de les
gestants, utilitzant I'extractor automatic QIAsymphony SP*.

*En el cas que el resultat del genotip RHD fetal fos
negatiu en un fetus femeni, es sol.licitava I'enviament
d’una nova mostra coincidint amb l'extraccio rutinaria del
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segon trimestre, per a confirmar el resultat del RhD fetal
abans de la setmana 28.

Mostra del nounat

Després del naixement es cursa, segons protocol
hospitalari, una mostra sanguinia en un tub EDTA del cordo
umbilical del nounat, que es recull amb [lobjectiu de
determinar el seu grup sanguini (ABO) i el fenotip RhD
(positiu 0 negatiu).

5.2.3. Méetode de determinaci6 del genotip RHD fetal a
partir del plasma matern

Per a determinar la presencia del gen RHD fetal en el DNA
lliure extret del plasma matern, es realitza una reacci6 de
PCR a temps real amb sondes TagMan fluorogeniques
especifiques per als exons 5i 10 del gen RHD. La selecci6
d'aquestes dues regions no adjacents es deu a la
necessitat de dissenyar una estrategia d'amplificaci6 RHD-
especifica, evitant regions de sequencia homologa amb el
gen RHCE. L'ex6 10 codifica per una regié transcrita no
traduida del gen RHD, en la que la sequéncia difereix molt
del gen RHCE, i per aix0 s'utilitza sovint en estratégies de
genotipificacio RHD. Aixi mateix, I'analisi de I'exd 10 permet
detectar la presencia de gens hibrids, del tipus RHD-CE-D,
associats a al-lels silents o a variants de l'antigen D amb
una expressid molt alterada. El disseny utilitzat per a
I'amplificacié de I'ex6 5 correspon al publicat per Finning et
al °1 i permet discriminar entre el gen RHD normal i el
pseudogen RHD (associat a un fenotip RhD negatiu).

La prevalenca del pseudogen RHD, en dones RhD
negatives d'ascendéncia africana, fa que avui dia sigui
necessaria una estratéegia de genotipificaci6 RHD fetal
capac de discriminar entre aquests dos al-lels.

La determinacié inclou també I'amplificacié d'un fragment
del gen SRY, un marcador del cromosoma Y 76, que
permet confirmar la preséncia de DNA fetal en aquells
casos de fetus masculins RhD negatiu. En cas de resultats
no concloents (per manca de reproducibilitat entre repliques
de la mateixa reaccio), o bé en aquells casos de fetus
femeni RhD negatiu, es sol-licita una segona mostra.
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Veure Annex 4 per a consultar el Procediment Normalitzat
de Treball en relacié a la determinacié del genotip RHD

fetal en plasma matern.

Delta Rn

250

- Analysis Setlings:

BB Gen RHD — ex6n 5
BB Gen SRY

B Gen RHD — exon 10

1 2 3 4 5 6 7 8 910111213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45

Dater [Delta Rinvs Cycle =
Detector: [41 -]
LLine Color: | Detector Color v|

 AuoCt
& Manual Ct

Theeshold: [0.0613355
" Auto Bazeline
& Manual Baseine:

St [cycle} i:n
End (oyolel: [15

Bzt
Help

Clycle Number

Fetus masculi RhD positiu

56



Dk Fn

Culs B

4:0

.20

183 |

B Gen RHD —exon 10
BEE Gen RHD —extn 5

mm Gen SRY

/A

pa

1 % 3 4 5 & 7 8 B A0 1 1293 4d 15 16 47 18 15 30 21 3% IZ 3= 22 206 37 2B 30 30 3 33 3 34 D O3B 3T 3B 0 2D 41 43 43 W 45

Gl Homber

Fetus masculi RhD negatiu

Dowe [Tk e Sockn =
[ L FT E
[ISEL ) [ ——

Az el
LT EL s ]
& W Lt

Thesshals |DLZ538220
1™ it B

¥ Hzrsd Bawline
e
Lnet bkt 5
EndRe
I

\Q\

ol

B Gen RHD — exon 10
B Gen RHD — exon5s
mm Gen SRY

~

e

|

7!\2 _

e B er

LA b I P E I B | e e L Ot ] 1t e P e L REIE e et R TIPS E RS

Dote [OcaBueCake x|
Ddeha, |2 -
Lres [ | Dd_ s Zuba = |

rubin " iy
™ B
¥ Wa-oalll

Theesickd: | 1LEEE A

< Euknbssins
sl B

ety |3
it [
ey

Hip

Gestant portadora del Pseudogen RHD amb un fetus masculi RhD positiu

57



Delta Rn

4.000

3.600

3.000

2.500

2.000

1.500

1.000

0.500

0.000

-0.200

R |

B Gen RHD — exon 10 /
B Gen RHD — ex6n 5
mm Gen SRY

12345678 010111213141516171819202122232425262728293031323334 353637 3839404142434445

Cycle Number

Fetus femeni RhD positiu

5.3. ANALISI ESTADISTIC

Els resultats del genotipat RHD fetal en plasma matern es van
comparar amb els del fenotip RhD del nounat determinat en una
mostra de sang de corddé umbilical i es van calcular les taxes de
concordanca per als resultats positiu i negatiu tant a sang materna
com a sang de cordd. Aixi mateix, es va detectar la sensbilitat, la
especificitat i el valor predictiu positiu i negatiu de la técnica.

Per a I'analisi estadistic s'ha utilitzat el sofware Epidat versio 3.1.
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6. OBJECTIUS

6.1. OBJECTIU PRINCIPAL

Demostrar que la determinacié del genotip RHD fetal no invasiu
realitzada en el marc del control analitic rutinari en el primer trimestre
a les gestants RhD negatives és fiable, eficient i eficac a la practica
clinica diaria.

6.2. OBJECTIUS SECUNDARIS

« Valorar si la implementacio de la técnica a la practica clinica diaria
és eficient en termes cost-benefici.

e Evaluar si és factible I'implementacié de la determinacié del
genotip RHD fetal en sang materna a I'ambit clinic diari durant el
primer trimestre de la gestacio coincidint amb I'analitica de rutina que
realitzem a tota la nostra poblacio de gestants.
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/. RESULTATS

7.1. MOSTRES RECLUTADES

Es van reclutar, de forma consecutiva, totes les gestants
classificades com RhD negatiu a I'estudi immunohematologic realitzat
de rutina a la analitica standard de primer trimestre. En total van ser
532 gestants.

Del total de les 532 gestants RhD negatives 55 van ser assistides al
part en altres centres i no es va poder disposar dels resultats del
fenotip RhD del recent nascut, 3 van patir un avortament de primer
trimestre, 6 van patir un avortament de segon trimestre, 2 van patir
obits fetals al tercer trimestre i 4 van sol.licitar una interrupcio de la
gestacio per afectacio fetal genética o cromosomica.

De totes les mostres analitzades 18 pertanyien a gestants de
bessons. En tots els casos es va poder determinar el genotip RHD
fetal prenatal i més endavant comentarem aquests casos en detall.

Finalment, vem poder analitzar la concordanca en els resultats
obtinguts en 462 casos.

7.2. RESULTATS GENOTIPATGE RHD FETAL

Del total de les 532 gestants RhD negatives reclutades al periode de
2013 a 2017, 340 (63.90%) van presentar una determinaciéo de
genotip RHD fetal positiu i 192 (36.09%) negatiu.

Cinc mostres (0.94%) van resultar inicialment no concloents, pero el
genotip RHD fetal es va poder determinar satisfactoriament a la
segona mostra en tots els casos ( en 2 casos la mostra pertanyia
encara a un primer trimestre i en 3 casos era una mostra de segon
trimestre) (Figura 9).
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Figura 9. Resultats obtinguts en la genotipificaci6 RHD durant el periode 2013-2017.

En total, es van repetir 27 mostres que havien tingut un resultat inicial
de genotipat RHD negatiu i sexe femeni. No es van repetir tot el
nombre de mostres que a priori s’haurien d’haver repetit ( genotipat
RHD negatiu sexe femeni) perque en ocasions el clinic desconeixia
que s’havia de tornar a sol.licitar en el segon trimestre o bé perque la
gestant continuava controls a altres centres.

Finalment, totes les mostres repetides en el segon trimestre van
presentar un resultat concordant amb la primera determinacio.

Tanmateix, 6 de les gestants RhD negatives van ser identificades
com a portadores d’'un al.lel RHD silent. La nostra estratégia de
genotipificaci6 RHD fetal aplicada va permetre determinar el genotip
RHD fetal amb éxit als 6 casos.

7.3. GRAU DE CONCORDANCA ENTRE EL GENOTIP
RHD FETAL | EL FENOTIP RhD DEL NOUNAT

Com ja hem comentat, del total de les 532 gestants RhD negatives
reclutades 340 (63.90%) van tenir una determinacioé de genotip RHD
fetal positiu i 192 (36.09%) negatiu (Figura 9). Aquests resultats
concorden amb la prevalenca poblacional al nostre medi de persones
RhD negatives.
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v' Grup amb resultat del genotip RHD fetal positiu

Del total de les 340 gestants amb determinaci6 RHD positiu
(Figura 10):

o 38 pacients van ser assistides al part a altres centres
hospitalaris i no hem pogut disposar d’informacié fiable
sobre el fenotip RhD del recent nascut.

e 3 pacients van patir un avortament de segon
trimestre

e 1 pacient va patir un obit fetal a les 36sg ( mort fetal
d'un dels dos fetus duna gestaci6 monocorial-
biamniotica)

e« 3 pacients van sol.licitar una interrupci6 de la

gestacio per afectacions genetiques/cromosomiques del
fetus.

Genotip RHD positiu

M Part HSP
Mo part HSP

B Avortament 29T
Obit fetal

m ILE

Figura 10. Gestants amb determinacié genotip RHD fetal positiu.

Aixi doncs, diposem de la informacio postnatal de 295 casos.
Del total d’aquests casos es van evidenciar dos discordancies

(0,677%) entre la determinacio del genotip RHD fetal i el fenotip
RhD del nounat:
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o En un dels casos el fenotip RhD del nadé s’havia informat
com a negatiu. Al detectar aquesta discordancia es va
revisar novament la mostra inicial del genotipatge RHD
fetal i es va confirmar que I'estudi era clarament positiu.
Posteriorment, es va dur a terme un estudi per a
determinar el RhD a ambdos progenitors. La mare es va
confirmar novament que tenia un fenotip RhD negatiu i el
pare el tenia positiu. A més a més, es va dur a terme un
estudi genétic d’'ambdos pares que no evidenciava la
presencia de pseudogens ni de gens hibrids.

Aixi doncs, arribats aquest punt es va realitzar un estudi
addicional al nadd (estudi d’ADN obtingut a partir d’'una
mostra de saliva) que va evidenciar que el seu genotip era
RHD positiu.

Amb tota aquesta informacio es va procedir a revisar el cas
i es va concloure que I'explicacié més plausible és la d’'un
posible error huma a I'hora de tramitar la mostra en el
moment del postpart inmediat. Es a dir, es va excloure un
error de la técnica de genotipatge.

o En el segon cas el fenotip del nadé també s’havia informat
com a RhD negatiu. Revisant el genotipatge RHD fetal vem
evidenciar que s’havia informat que la mare era portadora
d’'un gen RHD silent. Aixi doncs, era un cas de fenotip RhD
negatiu degut a que malgrat ser un recent nascut portador
del gen RHD aquest no transcriu perque és silent. Aquest
cas entra dintre dels casos descrits a la literatura com a
posibles “falsos positius” de la técnica del genotipatge fetal.
En qualsevol cas donat que la mare va rebre la
immunoprofilaxis com si el seu fetus fora RhD positiu no va
presentar cap risc d’isoimmunitzacié de cara a futures
gestacions.

Durant el control gestacional en 20 d’aquestes pacients es va
precisar de la realitzacié d’'una técnica invasiva amb indicacio de
completar I'estudi prenatal (15 biopsies i 5 amniocentesi) i en tots
els casos es va administrar una dosis de gammaglobulina anti-D
després de la intervencio obstetrica.

En aquest grup 11 de les mostres analitzades pertanyien a
gestacions de bessons. En 9 casos les gestacions eren bicorials
biamniotiques i en 2 casos monocorials biamniotiques. En tots els
casos es va detectar un genotip RhD fetal positiu que va ser
concordant amb la determinaci6 del fenotip postnatal.
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Es van detectar 4 pacients amb isoimmunitzacié anti-D previa a la
gestacié actual. En aquests casos la determinacié del genotip
RHD fetal en el primer trimestre ens va permetre planificar un
control gestacional adequat i preco¢ amb I'objectiu d’evaluar el
grau d’afectacio fetal.

Grup amb resultat del genotip RHD fetal negatiu

Del total de les 192 gestants amb determinacié prenatal de
genotip RHD fetal negatiu (Figura 11):

e 17 pacients van ser assistides al part a altres centres
hospitalaris i no hem pogut disposar d’informacio fiable
sobre el fenotip RhD del recent nascut.

e 3 pacients van patir avortaments de primer trimestre
¢ 3 pacients van patir avortaments de segon trimestre
¢ 1 pacient va patir un obit fetal a les 39sg

¢ 1 pacient va sol.licitar una interrupcié de la gestacio
per una afectacié genética fetal (sd. Alagille).

Genotip RHD negatiu

M Part HSP
No part HSP

N Avortament 19T
Avortament 22T
Obit fetal

B ILE

Figura 11. Gestants amb determinacio genotip RHD negatiu.
Aixi doncs, disposem de la informacio postnatal de 167 casos.

Del total d’aquests casos es va detectar una unica discordancia
(0.59%) entre la determinacio del genotip RHD fetal i el fenotip
RhD del nadé. En aquest cas la determinacio prenatal RHD va ser
negativa i el fenotip RhD postnatal va ser positiu. Davant aquesta
discordancia es va fer una revisi6 exhaustiva de la mostra
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prenatal i es va repetir la determinacié amb una segona aliquota
de la mostra conservada a -20°C. En aquesta ocasio el resultat
del genotip RHD va ser positiu, concordant amb el fenotip del
nado, dada que posava de manifest un error durant el
procesament de la primera mostra. Tenint en compte el
procediment habitual I'opcié més plausible és un incident en el
procés d’etiquetatge de la mostra.

TOTAL CASOS
n =532 RESULTATS NO
CONCLOENTS
n =5 (0,94%)
|
SEGONA MOSTRA
<= = = === === CONCLOENT
n=>5

GENOTIP RHD NEGATIU
n=192 (36,09%)

GENOTIP RHD POSITIU
n =340 (63,9%)

_| Sense mostra postnatal

n=143 (12,64%)

Fenotip RhD Fenotip RhD Fenotip RhD Fenotip RhD
positiu del negatiu del positiu del negatiu del
recent nascut recent nascut recent nascut recent nascut
n =293 (99,3%) n=2 (0,67%) n=1(0,59%) n =166 (99,4 %)

Sense mostra postnatal
n=25( 13,02%)

Figura 12. Resum dels resultats del genotipatge RHD fetal prenatal.

Dintre d’aquest grup, 7 pacients van precisar la realitzacié d’'una
tecnica invasiva prenatal (5 biopsies i 2 amniocentesi) i totes elles
es van beneficiar de la determinacioé prenatal del genotip fetal ja
que no van precisar 'administracio de la gammaglobulina anti-D.

En aquest grup, 7 de les mostres analitzades pertanyien a
gestacions de bessons. En 6 casos les gestacions eren bicorials
biamniotiques i en 1 cas monocorial biamniotica. En tots els casos
es va detectar un genotip RhD fetal negatiu que va ser concordant
amb la determinacio del fenotip postnatal.
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Correlacié entre el genotip del RhD fetal i fenotip dels recent nascuts

Fenotip recent Genotip fetal Total
nascut Exons 5i 10
Positiu Negatiu
RhD positiu 293 1 294
RhD negatiu 2 166 168
TOTAL 295 167 462

Taula 4. Correlacié entre genotip RHD i fenotip RhD

Es van detectar 4 pacients amb isoimmunitzaci6é anti-D préevia a la
gestacié actual. En aquests casos la determinacié del genotip
RHD fetal en el primer trimestre ens va permetre planificar un
control gestacional adequat i tranquilitzar als pares donat que el
seu fetus era RhD negatiu.

7.4. RESULTAT DE L’ANALISI ESTADISTIC
A continuaci6 es presenta un analisi dels resultats obtinguts.
La sensibilitat de la determinacié prenatal no invasiva del genotip
RHD fetal durant el primer trimestre a la practica clinica habitual

en el nostre cas és del 99,66 % (IC 95% 98,82-100) i la
especificitat és del 98,81% (IC 95% 96,87-100) (Taula 5).
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DETERMINACIO PRENATAL RHD | VALOR (%) | IC 95% (%)
(PRACTICA CLINICA)

Sensibilitat 99.66 98.82-100
Especificitat 98.81 96.87-100
Valor predictiu positiu 99.32 98.22-100
Valor predictiu negatiu 99.40 97.93-100

IC % (95%]: interval de confianga del 35%,

Taula 5. Sensibilitat i especificitat del genotipatge fetal RHD a la practica clinica.

La taxa de falsos positius en el nostre cas ha estat de 1.19% i la
taxa de falsos negatius del 0.34%. En el cas de la determinacio
prenatal del genotip RHD fetal és molt important tenir en compte
la taxa de falsos negatius perque implica no administrar
gammaglobulina anti-D a una gestant RhD negativa portadora de
un fetus RhD positiu i aixd pot provocar que desenvolupi una
MHFN en segients gestacions si el fetus és RhD positiu com a
resultat d’'una isoimmunitzacié produida en el transcurs d’aquesta
gestacio.

7.5. ADMINISTRACIO DIRIGIDA DE LA

GAMMAGLOBULINA ANTI-D

Com ja hem comentat, la determinacié del genotip RHD fetal ens
va permetre realitzar una administracié de la gammaglobulina
dirigida i selectiva a la nostra poblacié de gestants (Figura 13).

De manera que només se’ls hi va administrar a aquelles gestants
amb una determinacié de genotip RHD fetal positiva. La seva
pauta d’administracio va ser I'habitual: a les 28sg, després del part
i davant de l'aparici6 de qualsevol esdeveniment immunitzant
(realitzaci6 de técniques invasives, metrorragies, versions
externes, traumatismes abdominals,...).
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Figura 13. Diagrama de criteris d’administracié de la gammaglobulina anti-D.

Evidentment, a les gestants amb determinacio RHD fetal negativa
no se’ls hi va administrar.

Aixi doncs, a la nostra série vem aconseguir evitar I'administracio
innecessaria de 206 dosi de gammaglobulina anti-D (192 gestants
a les que no es va administrar a les 28sg, 7 dosis més que
pertanyen a les que no es van administrar després de realitzar
técniques invasives i 7 més que no es van administrar després de
pérdues gestacionals).

Aquest fet no unicament és important per la implicacié d’estalvi
economic sino que el fet de no administrar un derivat biologic a
una dona que realment no el necessita és un habit de bona praxi
médica. Cal recordar també que l'obtencid6 de gammaglobulina
anti-D es realitza a partir de productes biologics obtinguts
d’humans i, per lo tant, és un material escas i la seva indicacio
s’hauria de gestionar seguint un principi de racionalitat.

A més a més, a dia d’avui al nostre centre continuem realitzant la
determinacioé del fenotip RhD en sang de cordé a tots els recent
nascuts i en funcié del resultat es valora la indicacié d’administrar
la gammablobulina anti-D o no en el postpart. Aquest punt té
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rellevancia degut a que ens permet detectar el cas hipotetic del
fals negatiu i administrar la gammaglobulina en el postpart.
Aquesta intervencid disminuiria el risc d'isoimmunitzacio a la
gestant i les complicacions obstétriques que podrien derivar-se en
futures gestacions.

7.6. ANALISI COST-BENEFICI DE LA

IMMUNOPROFILAXI DIRIGIDA PER LA
DETERMINACIO PRENATAL DEL GENOTIP RHD
FETAL VERSUS EL MODEL ACTUAL

A continuacio es presenta un analisi del cost de la determinacio
del genotip RHD fetal prenatal i la comparativa amb el cost del
protocol d’actuacié habitual davant les gestants RhD negatives no
isoimmunitzades.

Per aix0, és necessari conéixer el preu de mercat de la
gammaglobulina anti-D que en aquests moments és de 61.19€
aixi com el cost de realitzar el test de determinacié del genotip
RHD prenatal que, en el nostre cas, el cost estimat (aportat pel
BST) és de 49€ per mostra.

e Administracié dirigida de la gammaglobulina anti-D
segons resultat de genotipatge RHD fetal

En primer lloc calcularem la despesa del genotipatge RHD
fetal. En total es van fer 537 determinacions (532 mostres
inicials i 5 més que no van tenir un resultat concloent i es van
haver de repetir). Donat que el seu preu és de 49 euros la
despesa total és de 26.313 euros (537 mostres x 49 euros).

A més a més, hem de tenir en compte que a totes les gestants
amb una determinacié del genotipatge RHD fetal positiu se’ls
hi va administrar la gammaglobulina anti-D a les 28sg i
després de realitzar una técnica invasiva o davant fenomens
immunitzants. En total van ser 340 gestants amb determinacio
RHD fetal positiva. En aquest grup es van realitzar técniques
invasives a 20 pacients. Aixi doncs, el cost de totes aquestes
dosis és de 22.028,4 euros (360 x 61.19 euros).

El cost total d’aquesta estratégia seria de 48.341,4 euros i de
90,86 euros per pacient.

o 26.313 euros (cost genotipatge)

o 22.028,4 euros (cost gammaglobulines anti-D)
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Administracié universal de gammaglobulina anti-D

En aquest cas hauriem de comptabilitzar el cost del total de
dosi de gammablogulina anti-D que s’administrarien en
aquesta poblacio.

En total sén 532 gestants, aixi doncs, hauriem d’incloure 532
gammaglobulines (la majoria s’administrarien a les 28sg
excepte les que s’administrarien després d’'un avortament) i a
aquestes afegir les que s’administrarien després de tecniques
invasives que son 27 (total 27 tecniques invasives).

El cost total d’aquesta estratégia seria de 34.205,21euros
(559 dosi x 61.19 euros) i de 64,29 euros per pacient.

Aixi doncs, el cost economic de l'estratégia d’administracio
universal de gammaglobulina anti-D és inferior al cost de
I'estrateégia d’administracio dirigida ja que implicaria un
increment de 26.57 euros per pacient.

No obstant, si tenim en compte el principi de beneficiencia del
pacient i que s’esta estalviant I'administracié d’'un producte
bioldgic d’origen huma a una pacient jove que no ho necessita
fora adequat pensar que el cost addicional que té
'implementacié universal del genotipat RHD fetal estaria
totalment justificat.
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8. DISCUSSIO

8.1. PRINCIPALS TROBALLES D’INTERES

En el nostre grup de gestants RhD negatives hem trobat una
incidéncia de dones portadores de fetus RhD negatius de gairebé
el 40% (36.09%) tal i com es descriu a la literatura.

Les principals troballes del present estudi van ser les seglents:

1. La concordanca entre la determinacié del genotip
RHD fetal realitzada al primer trimestre i el fenotip a sang
de cordo del nounat va ser del 99.32%.

2. El nostre estudi reflexa els resultats obtinguts en una
serie amb una “n” considerable en poblacié espanyola amb
determinacié RHD fetal realitzada exclusivament durant el
primer trimestre de gestacio.

3. La sensibilitat obtinguda va ser del 99.66% (IC 95%
(98.82-100)) i la especificitat del 98.81% (IC 95% (96.87-
100).

4. La nostra taxa de falsos negatius (0.34%) es troba al
limit baix de la taxa de falsos negatius publicada a la resta
d'estudis que presenten la seva experiéncia en la
determinacié del genotip RHD fetal en el primer trimestre.

5. La revisio dels nostres resultats evidencia que dos
de les tres discordances que vem detectar entre la
determinacié prenatal i postnatal al dur a terme la
implementacio de la técnica a la practica clinica diaria
assistencial sén en gran part degut a la manipulacié de les
mostres i no pas a la fiabilitat de la técnica de determinacio
prenatal del genotipat RHD fetal. Aixi doncs, si valoressim
la sensibilitat i la especificitat de la tecnica de forma aillada
obtindriem uns resultats inmillorables ja que la sensibilitat
seria del 100% i I'especificitat del 99.40% (Taula 6).
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Taula 6. Sensibilitat i especificitat tedrica del genotipatge fetal RHD.

A més a més, l'altre resultat discordant forma part d’'una
possibilitat ja contemplada amb la técnica i que esta
derivada de l'existéncia de gens silents a la poblacid
general.

6. L’aplicacié de la nostra guia de practica clinica de forma
universal permet realitzar una estratégia d'immunoprofilaxis
selectiva basada en el genotipatge RHD prenatal que
podria provocar I'administracio innecesaria en alguns casos
de la gammaglobulina anti-D (1,19% taxa de falsos positius
a la nostra série) pero evitaria 'administracié innecessaria
al 36,09% de mares RhD negatives no isoimmunitzades
evitant aixi els riscos de I'exposicid a un material bioldgic
alie.
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7. El fet de conéixer el genotip RHD fetal a [linici de la
gestacié permet realitzar una immunoprofilaxis selectiva i
dirigida de la gammaglobulina anti-D en els casos
d’avortaments tardans de primer trimestre i davant la
realitzacio de técniques invasives (amniocentesi, biopsies
corials, ...) que es duen a terme durant el primer trimestre.

8. La nostra aproximacid al cost/benefici d’aquesta técnica
indica que és possible la seva implementaciéo sense que
aixo incrementi de manera considerable el cost del
programa preventiu. De fet, aquesta estrategia
d'immunoprofilaxis selectiva és un 29,25% meés cara (
26,57 euros per pacient) que [lactual estrategia
d’immunoprofilaxi.

8.2. RELACIO DELS NOSTRES RESULTATS AMB ELS
OBTINGUTS A ESTUDIS PREVIS

Existeixen diverses tecniques de laboratori per a dur a terme la
determinacié del genotip RHD fetal no invasiu que es diferencien
basicament en els exons que es fan servir per analitzar el gen
RHD.

En els estudis publicats, fins ara, s’han fet servir diferents exons o
combinacions d’ells com a diana en l'analisi per PCR per a la
determinacié prenatal del genotip RHD fetal. EI programa “Special
Non-Invasive Advances in Fetal and Neonatal Evaluation Network
of excellence” va defensar la combinaci6 dels exons 5 i 7 per a
discriminar la preséncia del pseudogen RHD y, molt freqient a
individus d’origen africa 180.190.192-195 Fn e| nostre cas, el laboratori
del Banc de Sang va optar per la combinacio dels exons 5i 10 per
a realitzar una bona discriminaci6 del pseudogen RHD.

Alguns estudis %6197 han descrit assajos multiples amb diferents
combinacions d'exons 4, 5, 7 i 10. Malgrat que la utilitzacié
simultania de diversos exons permet un augment en la sensibilitat
de la tecnica també ha demostrat augmentar el nombre de
resultats no concloents, al complicar la interpretacio dels resultats,
augmentant la necessitat de reanalisi 1.

Finning et al 2 mitjancant la deteccié dels exons 5 i 7 van obtenir
un 0.2% de falsos negatius, un 0.8% de falsos positius i un 3.4%
de resultats no concloents en 1869 mostres obtingudes amb una
mitjana d’edat gestacional de 28 setmanes.

A un altre estudi realitzat amb 1022 gestants, Miller et al 4° també

descriuen un 0.2% de falsos negatius fent servir un sistema
d’extraccié manual d’ADN i un 0.1% de falsos negatius amb un
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sistema automatitzat, a una edat gestacional mitjana de 25
setmanes. Els falsos positius van ser del 0.3% i del 0.7%,
respectivament, per als dos métodes d’extraccié. Tanmateix , Van
der Schoot et at 176, en 1257 mostres obtingudes al voltant de les
30 setmanes, van obtenir un 0.2% de falsos negatius i un 0.4% de
falsos positius. A Espanya, Macher et al 1%°, van estudiar 1012
gestants de entre 10 i 28 setmanes mitjangant I'us dels exons 5i 7
i SRY i van trobar una taxa de falsos negatius i falsos positius de
01 1.1% respectivament.

Wikman et al 2°°, en un estudi ampli amb una poblacié de 4118
gestants analitzant unicament I'exon 4 informen d’un 5.1% i un 4%
de reanalisi i resultats no concloents, respectivament i assenyalen
que aquestes xifres poden ser degudes en el seu cas a un temps
excessiu en el transport i emmagatzemament de les mostres fins
al seu procesament. En el nostre cas, les mostres es van
transportar immediatament i van ser processades en les primeres
hores després de l'extracci6. No obstant, aquest és un punt
important a tenir en compte en el cas de la implantacié universal a
la practica clinica habitual ja que les mostres poden tenir el seu
origen a diferents punts de localitzaci6 amb una distancia molt
variable respecte al laboratori al que es duu a terme el seu analisi
i s’hauria d’establir rigurosament el circuit de transport.

Per una altra banda, 'emmagatzematge de les mostres de sang a
temperatura ambient pot ocasionar la destrucciéo d’ADN fetal a la
mostra, questido especialment important a les primeres setmanes
de 'embarag 2°1, quan la quantitat de cffDNA pot ser baixa, el que
podria provocar un augment del nombre de falsos negatius 202203
tal i com ja hem comentat amb anterioritat.

Aquest darrer punt ens porta a recordar que un aspecte forca
rellevant del nostre estudi radica en que la determinacié del
genotip RHD fetal s’ha dut a terme exclusivament durant el primer
trimestre de la gestacio.

En diverses ocasions, s’ha argumentat en contra de la
determinaci6é del genotip a edats gestacionals tempranes perque
la concentracio del cffDNA al plasma matern és menor que a les
etapes més avancades de la gestacio i aquest fet provoca un
increment en la taxa de falsos negatius 2% aixi com un augment
del nombre de resultats no concloents. Es per aguest motiu que
és de vital importancia la utilitzacié a I'assaig d’'un marcador fetal
universal que avali la preséncia d’ADN fetal (en el nostre cas va
ser SRY). A destacar que a la nostra serie la taxa de falsos
negatius va ser baixa ( 0,34%) malgrat la mostra s’obtenia entre
les 8 i les 13+6sg (més del 90% de les mostres es van obtenir
entre les 9 i les 11sg donat que I'extraccidé coincidia amb la
realitzada per al cribatge d’aneuploidies), . De fet, inicialment a
aguelles gestants a les que es determinava un genotipatge de

74



fetus RHD negatiu de sexe femeni se’ls hi tornava a realitzar una
determinacid per al genotipatge en el segon trimestre ( donat que
la concentracié del cffDNA era més elevada). No obstant, es va
realitzar durant un periode molt curt del temps donat I'elevada
concordanca entre les dues mostres.

En una revisié publicada al 2017 per van der Schoot °* a la que
es fa un recull de diversos estudis de genotipatge RHD fetal
realitzats en primer i segon trimestre de gestacio a gran escala
han informat d’'una sensibilitat que va desde el 96.15% fins al
99.81% per a mostres recollides durant el primer trimestre.
L’especifitat observada ha oscil.lat entre 95.49% i 99,70% en
aquests casos. Aixi doncs, els nostres resultats es troben en la
linia dels resultats publicats (sensibilitat 99,66% i especificitat
98,81%) 2%5 . De fet la sensibilitat que vem obtenir a la nostra
séries és molt similar a la que té la determinacio del fenotip a sang
de cord6 (99.5%) 1%,

La especificitat obtinguda (98.81%, IC 95% (96.87-100)) també és
similar a la publicada per altres autors i molt semblant a la que
presenta la determinacié RhD a sang de cordd (99,7%) 19, ja que
en el 0.2-1% dels casos la serologia pot no identificar un nounat
RhD positiu correctament classificat amb el genotipat. Aixd és
degut a la preséncia de variants del gen RHD amb expressio
fenotipica feble 1%°. El fet d’assignar falsament un fenotip RhD
positiu a un fetus RhD negatiu té una importancia clinica menor, ja
que el maneig de la gestaci6 es fara de la mateixa forma que si no
es realitzés el test, és a dir, amb I'administracié innecessaria de
gammaglobulina anti-D. No obstant, les variants RHD amb
expressio feble han demostrat ésser potencials causants
d’isoimmunitzacio anti-D 1°° i el genotipat a sang materna podria
evitar aguests casos 2%,

La taxa de falsos negatius evidenciada als darrers estudis
realitzats amb mostres de plasma durant primer trimestre es troba
entre el 1% i el 3.5% 195200206 De fet Akolekar et al 1% en un
estudi realitzat a 591 gestants que es trobaven en el primer
trimestre de gestacié van trobar un 3.5% de falsos negatius i un
14.3% de resultats no concloents. A destacar que a la nostra serie
la taxa de falsos negatius va ser del 0,34% ( bastant inferior a la
del estudis mencionats) i Unicament vem tenir un 0,94% ( també
molt inferior al reportat en aquests estudis) de resultats inicialment
no concloents (n=5) que en tots els casos es van poder genotipar
correctament amb una segona mostra sanguinia.

En resum, podem concloure que els nostres resultats demostren

una alta fiabilitat de la técnica de genotipat prenatal quan es duu a
terme al primer trimestre de la gestacio.
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Si revisem detingudament la nostra taxa de falsos negatius
(0.34%) podrem comprovar que nomeés vem tenir un cas. No
obstant, cal recordar que aquest tipus d’error a la determinacio fa
que la gestant presenti un increment del 0.7% en el risc
d’isoimmunitzacié °°' donat que no se li ha administrat la
gammaglobulina anti-D. No obstant, en el nostre cas aquest
percentatge es redueix donat que al naixement es fa sempre la
determinacié del grup i RhD en sang de cordé umbilical i
'administracié postnatal de la gammaglobulina anti-D es fa en
funcié d’aquest resultat. De fet, en aquest cas es va determinar
que el recent nascut era RhD positiu i va ser posible
'administracio postpart de la gammaglobulina. A més a més, vem
fer un seguiment d’aquesta gestant i en la seva segona gestacio
va presentar un escrutini d’anticossos irregulars negatiu a tots els
trimestres. Aixi doncs, podem estar segurs que no va patir una
isoimmunitzacio.

Hem de fer especial émfasi en que al genotipatge RHD fetal allo
que realment volem evitar son els casos de falsos negatius donat
que impliquen un increment en el risc d’isoimmunitzacié de la
gestant. Tanmateix, en el cas dels falsos positius Unicament
administrarem de forma innecessaria la gammablobulina pero en
cap cas augmentarem a la gestant el risc d’isoimmunitzacié ni de
MHFN en futures gestacions.

Un valor afegit derivat de la determinacié durant el primer
trimestre és que el fet de conéixer el genotip RHD a l'inici de la
gestacio permet realitzar una immunoprofilaxis selectiva de la
gammaglobulina anti-D en els casos d’avortaments, davant la
realitzacio de técniques invasives (amniocentesis, bidpsies corials,
cordocentesi,...), en casos de pérdues gestacionals tardanes i
davant de l'aparicié de qualsevol esdeveniment al.loimmunitzant
(traumatismes, metrorragies, versions externes,...). Quan el
genotipat es realitza al segon/tercer trimestre i es determina que
el fetus és RHD negatiu la gestant ja no pot beneficiar-se de la
immunoprofilaxis selectiva davant d’aquests esdeveniments 2%
que, per una altra banda, no sén infrequents.

Un altre benefici de la determinacio del genotip prenatal realitzat
durant el primer trimestre és que permet programar preco¢cment el
tipus de control que haurem de realitzar si la gestant té un
diagnostic d’'isoimmunitzacié. En aquest punt també m’agradaria
comentar que el fet de tenir informacié de forma precog sobre si el
fetus de la parella tindra risc d’anémia fetal o no permet disminuir
molt I'angoixa dels pares en el cas que el genotipatge sigui
negatiu i anticipar-nos a programar els controls obstétrics més
exhaustius en el cas de genotipatge fetal positiu.

També ens agradaria esmentar que la revisi0 dels nostres
resultats evidencia que dos de les discordancies que vem detectar
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entre la determinacié prenatal i postnatal al dur a terme la
implementacio de la técnica a la practica clinica diaria assistencial
sén degudes a un error huma i no a la fiabilitat de la tecnica de
determinacié prenatal del genotipat RHD fetal. En aquest punt
voldriem fer especial émfasi a la importancia de I'automatitzacio
dels processos al laboratori donat que poden disminuir la taxa de
falsos positius i negatius aixi com recordar la importancia en la
recollida de les mostres i la seva correcta identificacié que també
pot disminuir aquesta taxa. Aixi doncs, si valoressim la sensibilitat
i la especificitat de la técnica de laboratori de forma aillada
obtindriem uns resultats encara millor que serien d’'un 100% per a
la sensibilitat i d’'un 99.40% per a I'especificitat.

Tanmateix, els resultats discordants poden tenir altres causes. Els
casos dels recent nascuts amb fenotip RhD negatiu i determinacio
prenatal positiva (falsos positius) poden tenir el seu origen a:

e la preséncia al recent nascut d’algun al.lel silent
heredat del pare o de la mare que faci que aquest gen
no s’expressi i, per lo tant, presenti un fenotip negatiu
(aquest és un dels nostres casos de fals positiu).

e la preséncia d’'un fenotip RhD débil al recent nascut i,
per lo tant, ser un resultat fals negatiu del fenotipat.

Ambdues circunstancies estan descrites i s’han detectat amb
anterioritat en estudis amb un elevat nombre de mostres 196-198,

Recentment, també s’ha descrit com a causa de falsos positius de

la técnica del genotipat RHD fetal la preséncia de quimerismes
confinats a la placenta 202-203,
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Figura 14. Quimerismes confinats a la placenta. A.Bess6 evanescent. B. Mosaicisme
confinat a la placenta.

L’origen seria la preséncia d’'un bessd evanescent (gestacié de
bessons inicial) o la presencia de mosaicismes confinats a la
placenta (Figura 14).

8.3. ANALISI COST-BENEFICI DE L'IMPLEMENTACIO
DEL PROGRAMA DE GENOTIPATGE RHD FETAL

Com ja hem comentat, la nostra aproximacio al cost/benefici
d’aquesta técnica indica que és possible la seva implementacio a
la practica clinica habitual sense que aixo incrementi de manera
excessiva el cost del programa preventiu. De fet, si es realitzés
una implementacio universal del genotipat RHD prenatal durant el
primer trimestre el cost addicional total de la tecnica seria de
14.136,19 euros ( 29,25%) que implicaria un increment per
pacient de 26,57 euros respecte al cost actual.

No obstant, estem convencuts que aquest cost addicional
guedaria absolutament justificat pel fet que ens permetria realizar
una immunoprofilaxis dirigida administrant la gammaglobulina
anti-D Unicament a les gestants RhD negatives que ho tenen
indicat 199207210 ( en el nostre cas es va evitar 'administracié d'un
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bioderivat a 206 dones amb el que aixo implica desde el punt de
vista de la pacient ( no haver-se de sotmetre’s a posibles efectes
adversos ja sigui immunoldgics o infecciosos derivats d’un
producte humanoide)).

Un altre punt a tenir en compte és que si es comenca a
implementar de forma universal el genotipatge RHD fetal i les
taxes de falsos negatius obtingudes sén baixes arribaria un punt
en el que podriem plantejar-nos deixar de realitzar el fenotipatge
en sang de cordé umbilical. Aquest esdeveniment faria reduir
costos derivats del propi analisi i de I'obtencid i tramitacié de les
mostres. De totes formes, aquest és un escenari que actualment
queda llunya degut al reduit nombre de centres al que s’ha
implantat el genotipat al nostre territori.

La guia NICE 2°t I'any 2016 va concloure que les despeses totals
per fer servir el NIPT (“non invasive prenatal test”) per determinar
el genotip RHD fetal amb [l'objectiu de realitzar una
immunoprofilaxis prenatal anti-D guiada no son substancialment
diferents de les despeses totals de la practica actual 219, oferint
profilaxis prenatal anti-D a totes les gestants RhD negatives,
sempre i quan no hi hagi canvis al protocol actual de determinacio
del fenotip RhD del recent nascut. Es a dir, que es continui
realitzant la determinacié del fenotip en sang de corddé umbilical
del recent nascut tal i com es venia fent fins ara.

També va recomanar la determinacié del genotip prenatal donat
que permet reduir I'is innecesari de gammaglobulina anti-D 209211
i aquesta reducci6 podria afectar a un gran nombre de gestants.

A més a més, en gestants isoimmunitzades disposar de la
determinacié del genotip RHD fetal al primer trimestre de forma
rutinaria permetria també reduir les despeses associades a les
visites a Unitats d’Alt risc i Medicina Fetal i a determinacions
serologiques seriades si determinem que la gestant és portadora
d’un fetus RHD negatiu.

En resum, els resultats presentats demostren que els fetus de les
gestants RhD negatives poden ser genotipats a l'inici de la
gestaci6 amb una elevada fiabilitat, el que ens aboca a afirmar
que probablement estem en condicions d’acceptar la determinacio
del genotip RHD fetal prenatal no invasiu com a un test segur i
fiable per a dur a terme la seva implementacié a la practica clinica
habitual i oferir-lo a les gestants durant el primer trimestre de la
gestacié de forma universal.
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8.4. LIMITACIONS DE L’ESTUDI

Malgrat que la nostra série presenta un nombre elevat de gestants
(n=462) a les que s’ha realitzat la determinaci6 del genotip RHD
fetal durant el primer trimestre al nostre pais és necessari
continuar ampliant I'estudi per a evaluar els resultats a més llarg

plag.

Els resultats que hem obtingut sén aplicables a una poblacié amb
les caracteristiques étniques similars a les nostres. S’ha de tenir
present que aguests mateixos resultats no es podrien extrapolar a
poblacions amb diferents percentatges de determinades étnies
com seria major frequéncia d’étnia africana (major presencia de
pseudogen RHDW i al.lel hibrid RHD-CE-Ds) o asiatica ( menor
incidéncia poblacional de fenotip D negatiu).
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9. CONCLUSIONS

e El treball realitzat demostra la bondat de la hipotesi formulada i prova
que la determinacié del genotip RHD fetal a plasma matern realitzada
durant el primer trimestre de la gestacié es pot aplicar de manera
universal a la nostra poblacio.

e El treball realitzat demostra que la determinacié del genotip RHD fetal a
plasma matern realitzada durant el primer trimestre de la gestacié és
altament sensible, exacta i precisa.

e La nostra experiencia d’incorporacio del genotip RHD fetal a la practica
clinica habitual en el maneig de les gestants RhD negatives a Catalunya
ens ha servit per a demostrar que és fiable, sostenible y aplicable i que,
per lo tant, estaria justificada la seva aplicacio a la nostra poblacié com a
programa de cribatge RHD fetal prenatal. De fet, els resultats obtinguts
recolzarien I'implementacié del programa a altres centres del sistema
public catala.

e Probablement, en un futur no molt llunya la determinacié del genotip
RHD fetal prenatal pugui substituir a I'actual immunoprofilaxis i permeti
realitzar una administracio selectiva i dirigida de la gammaglobulina anti-
D Unicament a aquelles gestants portadores de fetus RHD positius
estalviant aixi a la resta (aproximadament el 40% de les gestants RhD
negatives) no només el cost economic de la seva administracié sino
també el risc biologic de la mateixa.

e Si es realitza la implementaciéo del genotipatge RHD fetal de forma
universal s’ha de realitzar un gran esfor¢ per a reduir al maxim la taxa de
falsos negatius ( especial rellevancia en recollida i identificacié de la
mostra per part del personal, maxima automatitzacio al laboratori,...).

e La nostra aproximacio al cost/benefici d’aquesta técnica indica que seria
factible la seva implementacié a la practica clinica amb un increment
total del cost d'un 29,25%, respecte a lactual, en gestants no
isoimmunitzades. No obstant, creiem que aquest increment del cost
seria asumible en el marc estrategic actual de principi de beneficiéncia
envers la pacient i tenint en compte que I'obtencioé de la gammaglobulina
anti-D té uns costos biologics i és un producte d’obtencié limitada.

e La determinacio del genotip RHD fetal en el primer trimestre, en el cas
de gestants isoimmunitzades, estalviara costos economics i emocionals
en el cas que la determinaci6 fetal sigui negativa ja que evitara controls
innecessaris a unitats d’alt risc obstetric.

e Per dltim, un altre punt a mencionar és que actualment es contempla la
realitzacio del test prenatal no invasiu per a la deteccio de trisomia 13,18
i 21 en el marc del cribatge poblacional d’aneuploidies en gestants. El
cribatge d’aneuploidies aplicat a Catalunya actualment contempla oferir
un estudi d’ADN fetal en sang materna per al despistatge de trisomia
13,18 i 21 a aquelles gestants amb un resultat en el cribatge d’alt risc (
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entre 1:10 i 1:250) o risc intermig ( entre 1:250-1:1100). Tenint en
compte que amb la determinacié del genotip RHD fetal disposem d’una
mostra a la que aillem ADN fetal per a I'estudi del gen RHD potser en un
futur ens podriem plantejar la possibilitat de fer servir aquesta mostra per
a les gestants que tenen indicacio de realitzar I'estudi prenatal no invasiu
de despistatge d’aneuploidies.
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11. ANNEXOS

11.1. ANNEX 1. ESTUDI IMMUNOHEMATOLOGIC DE

LES

GESTANTS.

PROTOCOL

PER AL

DIAGNOSTIC | LA PREVENCIO DE LA MALALTIA
HEMOLITICA DEL FETUS | DEL RECENT NASCUT

(MHFN). HSP. 20109.

Primer trimestre de la gestacié

Determinar grup ABO i Rh(D)
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34sg — plasma matern matern
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Coombs - Combs -

T

98

\



11.2. ANNEX 2. PROTOCOL DE MANEIG DE LA
GESTANT ISOIMMUNITZADA. PROTOCOL PER AL
DIAGNOSTIC | LA PREVENCIO DE LA MALALTIA
HEMOLITICA DEL FETUS | DEL RECENT NASCUT
(MHFN). HSP. 20109.
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11.3. ANNEX 3. GUIA CLINICA DE DETERMINACIO DEL
GENOTIP RHD FETAL EN PLASMA MATERN.

HOSPITAL DE LA
SANTA CREUV 1
SERVEI D'OBSTETRICIA I GINECOLOGIA - HOSPITAL DE LA SANTA CREU I SANT PAU @\ ANT PAL
GUIA CLINICA' DETERMINACIO GENOTIP Rh FETAL EN PLASMA MATERN — Ay
Actualitzacyd abnl 2014

DETERMINACIO GENOTIP Rh FETAL EN PLASMA MATERN.

Autors: Dra. A. Bosch (Banc de Sang). Dr. J. Armengol. Dr. J. Parra (Servei
d'Obstetricia | Ginecologia)

Data de revisio: abril 2014

1. Objectiu del protocol

Identificar el genotip Rh fetal en sang materna a les gestants Rh negatives per
tal d'evitar I'administracié innecessaria de la gammaglobulina anti-D en els
casos en qué s'estableix que el fetus és també Rh negatiu.

2. Métode

Identificacié d'’ADN fetal en plasma matern, a partir del qual es determina el
genotip Rh.

3. Consideracions prévies

= El processament de la mostra s'’ha de fer en les primeres 24 hores
després de la seva obtencié. Per aixd, des d'un punt de vista practic,
I'extraccié per aquesta analitica no es fara en divendres ni vigilies de
festiu.

= En les fases inicials de la gestacié pot no ser possible la deteccid
d'ADN fetal en el plasma matem, per aixd6 pot passar que en
'analitica del primer trimestre (8-13 setmanes) no es pugui fer la
determinacio.

= En una primera fase farem la determinacié en dos temps (primer i
segon trimestre). L'analitica en el primer trimestre (8-12 setmanes)
ens permetra estudiar la possibilitat de validar la técnica en les
etapes precoces de la gestacio; I'analitica del segon trimestre (24
setmanes) ens donara el resultat abans de les 28 setmanes, per tal
de poder establir la indicacio de I'administracioé de la gammaglobulina
anti-D.

4. Sol'licitud de la prova
4.1. Primer trimestre (8-12 setmanes)

A TOTES les gestants, en la peticio de |'analitica del primer trimestre, s'hi
incloura la peticid de “Determinacié de genotip Rh fetal en plasma matern”.
Aquesta peticié ja esta inclosa en el “perfil analitic™ del Servei “Gestacié - 1r
Trimestre”, també es pot seleccionar al peticionari a través dels prismatics entre
els items del Banc de Sang.
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SERVEI D'OBSTETRICIA | GINECOLOGIA - HOSPITAL DE LA SANTA CREU [ SANT PAU
GUIA CLINICA: DETERMINACIO GENOTIP Rh FETAL EN PLASMA MATERN
Actualitzacsd abeil 2014

Al laboratori es fara primer la determinacio del grup sanguini | Rh matem, | en
cas que la gestant sigui Rh negativa es trametra la mostra per a la determinacié
del genotip Rh fetal.

4.2. Segon trimestre (24 setmanes)

En aquest moment es fara la sol-licitud de la prova NOMES A LES GESTANTS
Rh NEGATIVES de les que no tinguem constancia del genotip Rh fetal en el

Pel fet de no ser rutinaria, no s’ha incldés la sol-licitud en el perfil analitic
“Gestacidé - 2n Trimestre”, de manera que s’ha de seleccionar a través del

cataleg de peticions.
5. Resultats

Els resultats de la prova es podran consultar a 'ETC a la pestanya ‘Documents
Clinics”, seleccionant dintre de “Laboratoris™ 'opcié “Banc de Sang™ També
seran consultables a través de la pagina web:

e Accés a la pagina web del Banc de Sang
hitp.//www.bancsang.net

o Cal anar a l'apartat de “professionals” | accedir a “Consulta
resultats del laboratorni”.

o Llavors demana |'Usuari | password. S'ha donat un usuari i
password a nom dels caps del servei. En el nostre cas l'usuari
autoritzat és el cap del nostre servei Dr. Joaquim Calaf.
Representa que entrem amb el seu usuari i pasword

USUARI: EWEB00204
Password: obstetricia

6. Proves invasives

En el cas que sigui necessaria la realitzacié de proves invasives (bidpsia de
corion/amniocentesi) la sol-licitud de I'estudi | 'extraccié de sang matema es
realitzaran a la consulta d'Ecografia/Diagnostic Prenatal el mateix dia de la
intervencié. El resultat estara disponible pels canals indicats en ['apartat
anterior en el moment de fer I'ecografia de control postpuncié, de manera que
en aquell moment es disposara de la informacié necessaria per tal d'indicar o
no 'administracié de la gammaglobulina anti-D.

L)
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11.4. ANNEX 5. DICTAMEN FAVORABLE DEL COMITE
ETIC D’INVESTIGACIO CLINICA.

HOSPITAL DE LA Sant Antan: Ma Claret, 167 - 0BOIS Barcslons

SANTA CREU | Tel 53 297 30 00 - Fax 83 797 84 77

. m & sl warRtpou 8 wnipe opt

SANT PAU Wemsmdpuant
UNHIVEREITAT AT & 150 RARCELON A

DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA
Do#ia Milagros Alonse Martines, Scorctaria del Comité Ftico de Investigacion Clinica de la
Fundacid de Gestiy Sanitirin del Hospital de la Santn Creu i Sant Pau de Barcelona,
CERTIFICA
O este Comité ha evaluado la propuesta del promotor, para gue s realice ol estudio observacional:

[TITULD: Aplicacion en la prictica clinia de In determinachin prenatal no invasiva del genotipo RhD fetal
durante ¢l primer trimestre de la pestackon on gestantes R negativas - (IIBSP-RHD-2016-18) - OBDULIA
 ALEJOS ABAD - -
PROMUTOR INSTITUT DERECERCAMSCSF
CODIGO N* EudraCT VERSION Rel. HSCSP
1IBSP-RID-2016-18 NO PROCEDE v.1 de fecha 18022016 16070, (0BS)
Y considera que:

= 5S¢ cumplen los requisiios necesarios de idoncidad del profocolo en relaciin con loa objetivos del
cstudio ¥ estin justificados los ricsgos ¥ molestiag previsibles para el sujoto, teniendo cn cucnta
los beneficios esperndos.
La capacidad de los investigadores y lns instalacions y los medios disponibles son apropisdos
para llevar a cabo el estudio
Son sdecusdos tanto ¢l procedimiento para oblenor ¢l consentimiento informado como ¢l plan de
rechtamicnto de los sujetos.
El sleance de las compensaciones ecomdmicas previstas no inlerfiere con el respelo a los
postulados éticos,

FPor tanto este CEIC acepta que dicho estudio observacional sea realizado en ¢l Hospital de la Santa
Cren | Sant Pau (Barcelona) por la investigadora principal O, Alejos.

I.nwe!'mm Barcelona, a 13 de abril de 2016
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URIVENATTAT AVTORUMA I BARCRLONA

[ TITULO: Aplicacion on la practica clinica de 1 determinacion prenstal no invasiva del penofipo RAD fetal
duracae of primer whmestre de 1 gestacion en gestantes RAD negativas - (IIBSP-RHD-2016-18) - OBDULIA

VERSION Ref HSCSP

| WIBSPRHD-2016.18 | NOPROCEDE | vl de focha 1NO22016 | 16970 (OBS)

Die. MILAGROS ALONSO MARTINEZ, SECRETARIA DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION
CLINICA DE LA FUNDACIO DE GESTIO SANITARIA DEL HOSPITAL DE LA SANTA CREU | SANT
PAU DE BARCELONA,

HACE CONSTAR QUE:

" En ls rounidn colobrada of dia 12 de abril de 2016, se deckdit emitir of informe cormespondiente al
cuudio de referencia

> En dicha reunion se cumplieron los establecidon en la legishacion vigente — Real Decreto
22372004 - para que ko docision del citado CEIC sea valida.

3 El CEIC del Hospital de la Santa Crou | Sant Paw, tanto en composicion como en sus PNTs, cumple con
Ias normas de BPC.
La componicidn del CEIC del Hospltal de la Santa Crew | Sant Pau o3 ol sigulente:

Presidente:
Dr. Antonio Lopez Posss. Médico. Especialista en Oncologia Medica

Vicepresidente:
Dr. Gerard Urritia Cuchl, Médico. Espocialista en Epsdomiologie.

Secretaria:
Dra. Milagros Alomo Martinez. Médico. Especialista en Farmacologia Chinica. Mister en Biodtica y Derecho.
Comité de Frica Asitenclal.

Vocales:
Sra. Ester Amado Guirado. Farmacéutica de Atencidn Primaria.
Sea. M* Teresa Ricant on Enformeria.

Dr. Josep Corbells Duch. Doctor en Derecho. Comisé de Etica Asistencial.

Dr. Francese Jané Carrench. Médico, Espociatista en Farmacologia Clinica.

Dr. Xavier Lodw Vintrd. Médico. Especialista en Osorrinolaringologia.

Dr. Jordi Mancebo Conés. Medico. Expocialista on Medicing Inmensiva.

Sea. Estela Moreno Martinez. Farmacéutica. Eapecialists en Farmacia Hospitalaria.

Dr. Javier Pagosabarrags Mora. Médico, Fapecialivta en

Sra. M* Virtndes Pacheco. Asistente soclal. Unidad de Atencidn al Usuario.

Sra. Margarida Messeguer Rofes. Persona ajena & les profesiones sanitarias y 2 la Institocidn.

Barceloma, a 13 de abwil de 2016
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11.5. ANNEX 6. CONFORMITAT DE LA DIRECCIO DEL

CENTRE.
HOSPITAL DE LA Sant Anton Ma Claret, 167 - 00025 Barcsions
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- A ~ed
SANT PAU =00 oecpur

UNIVARS TAT AUTONOMA D SARCILONA

CONFORMIDAD DE LA DIRECCION DEL CENTRO

Don Alessandro Sionis, en su calidad de Director Médico de la Fundacid de Gostid Sanitiria de
I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau y vista la autorizacion del Comité Ftico de Investigacion
Chinica,

CERTIFICA:

Que conoce  la propucsta del promotor INSTITUT DE RECERCA HSCSP, para
realizado en este Centro ¢l estudio observacional titulado: “Aplicacién cn la prictica
de Ia determinacion prematal no lnvasiva del genotipo RhD fetal durante o
trimestre de la gestacién en gestantes RAD negativas™,

CODIGO: HIBSP-RHD-2016-18

N*EUDRACT: NO PROCEDE

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Obdulia Alcjos / 8. Ginecologia y Obstetricia.

ik

Que acepta la realizacion de dicho estudio observacional en este Centro.
Lo que fiema en Barcelona, a 05 de Mayo de 2016,
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12.PRODUCCIO CIENTIFICA
12.1. PRESENTACIO A CONGRESSOS

O Alejos Abad; N Nogues Galvez; E Muhiz-Diaz; A Bosch Llobet; J Armengol
Santacreu; J Parra Roca.

“Incompatibilidad RhD: profilaxis selectiva tras determinacién sistematica
del genotipo RhD fetal en sangre materna en primer trimestre de
gestacion. Resultados de la primera experiencia piloto en Cataluna”

“33 Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia”
celebrat a Bilbao, del 16 al 20 de Juny de 2015.

Nogués N., Alejos O., Ibafiez M., Farssac E., Domeque M., Canals C., Bosch
M.A., Parra J., Muiiz-Diaz E.

“Cribaje antenatal no invasivo de gestantes RHD negativo mediante
determinacion del genotipo RHD fetal en el primer trimestre: primer
estudio piloto en Cataluina”.

“26 Congreso SETS” celebrado en Sevilla del 11 al 13 de Junio, ha recibido el
premio al mejor Trabajo en el area de “Premio Duran i Jorda en el area de
transfusion e inmunohematologia” 2015 celebrada a Sevilla al Juny del
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Premio a la mejor iniciativa en promocion de la donacion.
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Cataluna”
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determination during first trimestre of gestation”

“18th World Congress in Fetal Medicine” celebrat a Alacant del 25 al 29 de Juny
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