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GENOTYPAGE RHD FCETAL NON INVASIF

v'Examen aujourd’hui largement prescrit dans le cadre du suivi
de la femme enceinte RhD négatif (15 %) soit environ 142 000
patientes (remboursement 2017)

v'Examen soumis a une autorisation de DPN
v'Réalisé par une dizaine de laboratoires en France

v'Examen transmis dans la plupart des cas nécessitant une
interprétation et un conseil de prise en charge



GENOTYPAGE RHD FCETAL NON INVASIF
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GENOTYPAGE RHD FCETAL — INDICATIONS
CONTEXTE 1 - RECOMMANDATIONS

Femme immunisée anti-RH1
risque d’anémie foetale sévere si le foetus est positif

a partir de 11 SA
Résultat génotypage RHD fcetal non invasif

/ \ Intérét clinique

Foetus RHD+ Foetus RHD-

| tibilité C tibilité i i

el fetomaternelle Adaptation de la surveillance des
nE el levéedesurveillance | famymes enceintes allo-immunisées

v

Foetus Indéterminé
Incompatibilité s
foeto-maternelle possible severe
Légitime surveillance

présentant un risque d’anémie foetale

Besoins:
- certitude des positifs
- certitude des négatifs
- diagnostic précoce
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GENOTYPAGE RHD FCETAL — INDICATIONS
CONTEXTE 2 — RECOMMANDATIONS

Femme RH:-1 non immunisée
risque d’allo-immunisation si le feetus est positif

a partir de 11 SA

Résultat génotypage RHD fcetal non invasif

7

Foetus RHD+
Injection IgRH

-a 28 SA

-toutes situations a
risque
d’hémorragie
foeto-maternelle
(HFM)

-apres
accouchement
(selonle

Kleihauer)

Pas de groupe
bébé a la naissance

\

Foetus RHD-
Pas d’injection IgRH

Groupe bébé a la
naissance

v

Foetus Indéterminé

Injection IgRH

-a 28 SA

-toutes situations a risque
d’hémorragie foeto-maternelle
(HFM)

Groupe bébé a la naissance

Recommandations du CNGOF décembre 2017

La femme enceinte RH:-1 (D négatif) n'est pas
immunisée (absence d'anti-RH1 détectables), et le
pere présumé du foetus est en situation
d'hétérozygotie probable pour le gene RHD.

La prise en charge est alors préventive, et consiste
a éviter la réaction immunitaire maternelle contre
les globules rouges foetaux présentant |'antigene
RH1, par I'administration d'immunoglobulines
anti-RH1 (D)

Intérét clinique
Optimisation de la prévention de
I"allo-immunisation anti-D
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GENOTYPAGE RHD FCETAL NON INVASIF

PRINCIPE
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GENOTYPAGE RHD FCETAL NON INVASIF

principe = déterminer les séquences foetales
dans le plasma maternel

Extrait d’ADN de plasma/sérum maternel
(pool d’ADN circulant maternel et foetal)

|

Identification
des séquences RHD
présentes chez le foetus et
absentes chez la mere

/ N

Présence des séquences Absence des séquences
FCETUS POSITIF FGETUS NEGATIF
(diagnostic par défaut)
Risque d’allo-immunisation Absence de risque d’allo-immunisation

Risque d’incompatibilité foeto-maternelle Compatibilité foeto-maternelle
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GENOTYPAGE RHD FCETAL NON INVASIF

Quelles sont les séquences RHD a identifier?

AT

Antlgene RhD : mosaique d’épitopes présent sur toute la molecu

E7 E8 E9 E10

El E2 E3 E4 E5 E6

3 exons cibles codant majoritairement I'antigene RhD : exons 4, 5 et 7
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GENOTYPAGE RHD FCETAL NON INVASIF

Quels sont les alleles du gene RHD a rechercher?

-Le variant RH:-1 (ma'rer'ne ou f&TGI) Caractéristiques moléculaire Phénotype

délétion .
>99% des caucasiens RH:-1 D Absence du gene RHD
17% des afro-antillais RH:-1

Présence de séquence RHD non fonctionnelle RH

Pseudogene DPsi _a}_!‘lllll
66% des afro-antillais RH:-1 | |

-1

D-CE(4-7)-D %‘E} Absence de séquence RHD codant pour I'antigéne RH1
17% des afro-antillais RH:-1

-Le variant RH:1 (f%TClI) Caractéristiques moléculaire Phénotype

Présence de séquence RHD codant

RH:1
pour l'antigene RH1

D-CE(4-5)-D Présence de séquence par'TleII'e RHD codant RH:PL
pour 'antigene RH1
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GENOTYPAGE RHD FCETAL NON INVASIF

Kits commerciaux disponibles

Nom du dispositif

Pays d’origine

Société

Technologie

Cible(s) RHD

Devyser RHD Suede Devyser Diagnostics PCR en temps réel exon 4
RBC-FluoGene RHD Zygosity Q Allemagne Inno-Train Diagnostik GMBH |PCR en temps réel exons 5 et 7
NiMoTest® Fetal RHD qPCR Danemark BeDiaGenomics PCR en temps réel exons 5 et 7
Fetal RHD genotyping Russie DNA Technology PCR en temps réel exons 7 et 10

113 Di Rh D Fetal B . .
Cell3 |rgct esus D Fetal Blood Group Royaume-Uni Nonacus PCR en temps réel exons 5, 7 et 10
Genotyping
FetoGnost Kit RHD Autriche Ingenetix GmbH PCR en temps réel exons 5, 7 et 10
AlO-RHD Fetal DNA Kit France Genotropy HRM exons 5, 7 et 10
Free DNA Fetal Kit RHD France LEITISE RS0 PCR en temps réel exons 5, 7 et 10

Jacques Boy




GENOTYPAGE RHD FCETAL NON INVASIF

INTERPRETATION (expérience du CNRHP)
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GENOTYPAGE RHD FCETAL NON INVASIF

Principe d’interprétation au CNRHP
(Free DNA Fetal Kit RHD de IBJB)

Principe : 1- Identification de séquence RHD par PCR exons RHD 5, 7 et 10
2- Utilisation de Ct (nhombre de cycles PCR pour lequel le signal du produit PCR se
distingue du bruit de fond) pour différencier le signal foetal du signal maternel

Signal | 'Silig'ha' 7/

maternel ~ foet )

v’ Signal tardif aprés 35 cycles =

Pas de signal = pas de séquence RHD : signal foetal positif et mere possédant un géne RHd délété
1- mere possede un allele RHd délété v" Signal précoce avant 30 cycles = signal maternel
2- foetus négatif (diagnostic par défaut) (identification d’un variant qui interfere)

v" Signal entre 30 et 35 cycles = signal maternel ou feetal




GENOTYPAGE RHD FCETAL NON INVASIF

Répartition des signaux PCR sur 31 722 grossesses (11 ans)

1,00 92,43%
0,90
0,80
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20 0
0,10 7,57% 2 400 grossesses
.
0,00
Signal PCR cycle - ou 2 35 Signal PCR cycle < 35
Mere possédant un allele RHd délété Interférence de 'ADN maternel OU
génotypage RHD foetal rendu présence d’une grande quantité d’ADN foetal

(age gestationnel avance, grossesse gémellaire...)

\

Analyse moléculaire RHD chez la mere

Da Silva N et al : Génotypage RHD fcetal non invasif chez des patientes annoncées D- (RH:-1) possédant des séquences génomiques RHD : étude rétrospective sur 11 ans.

Transfusion clinique et biologique, $28-2, Novembre 2023
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GENOTYPAGE RHD FCETAL NON INVASIF

Répartition des alleles maternels

1,00 -
0,90 -
0,80 -
0,70 -
0,60 - 50,58%
0,50 -
0,40 -
030 26,31%
13,82%

0,10 -
vl B @
Rhd délete \ D-CE(4-7)-D Dpsi RHD

|

Beaucoup d’ADN feetal Mere RH:-1 génotypage RHD foetal conclu Foetus indéterminé
grace a 'amplification complémentaire des exons 4 et 6  Interférence de ’ADN maternel

\ J
1

Si pas de seuil défini pour identifier les variants maternels risque de résultats
faussement positifs

Da Silva N et al : Génotypage RHD fcetal non invasif chez des patientes annoncées D- (RH :-1) possédant des séquences génomiques RHD : étude rétrospective sur 11 ans.

Transfusion clinique et biologique, S28-2, Novembre 2023
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CONSEQUENCE D’UNE ERREUR D’INTERPRETATION
DE GENOTYPAGE CHEZ UNE PATIENTE IMMUNISEE

Patiente présentant une allo- immunisation anti-D sévere

G5P3

12 SA : anti-D avec dosage pondéral a 1,5 pg/ml titre 32

12 SA : Génotypage RHD feoetal positif

Allo-immunisation sévere avec indication a surveiller

PSV hebdomadaire a partir de 16 SA

27 SA : suivi hebdomadaire dans maternité de référence Examens chez le nouveau-né
mis en place v' Cordon Hb : 15 g/dL

31 SA : possible anémie foetale débutante : discussion v" Bilirubinémie : 30 umol/L
TIU / cure de corticoides puis nouveau controle PSV v' Groupe : A RH:-1 (RhD négatif)
TIU récusée v' TDA : négatif

Poursuivie des PSV hebdomadaires

Naissance programmeée a 37 SA

Césarienne a 37SA+1]j

DN N

<\

<\

DN NN N

CONCLUSION : NOUVEAU-NE RhD COMPATIBLE
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CONSEQUENCE D’UNE ERREUR D’INTERPRETATION
DE GENOTYPAGE CHEZ UNE PATIENTE IMMUNISEE

Enfant trouvé RhD négatif a la naissance

Examens complémentaires envoyés au LBMR :

v' Génotype RHD des cellules de I'enfant pour rechercher un variant silencieux chez I'enfant.
v’ Résultat : absence de séquence du géne RHD , pas de variant silencieux chez I'enfant.

v' Génotype RHD des cellules de la mére pour rechercher un variant silencieux chez la mére
v’ Résultat : patiente RhD négatif présentant un variant RHD silencieux de type DPsi

Hypotheése la plus probable expliquant ce faux positif :

v Laboratoire ayant réalisé le génotypage a amplifié des séquences maternelles du géne RHD.

v" Profil normalement bien identifiable car 'amplification des exons d’origine maternelle est
beaucoup plus précoce que ceux d’origine foetale, ce type de profil nécessite des
explorations complémentaires (rapport HAS de 2011 pour la pratique du génotypage RHD
foetal).

IMPORTANCE DE DETECTION DES VARIANTS MATERNELS CHEZ LES PATIENTES IMMUNISEES
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CONSEQUENCE D’UNE ERREUR D’INTERPRETATION
DE GENOTYPAGE CHEZ UNE PATIENTE NON
IMMUNISEE

Patiente RhD négatif, RAl négative,

v' Une 1¢ demande de génotypage RHD foetal non invasif a 18 SA est adressé a un
premier laboratoire dans le cadre d’une prophylaxie Rhésus
v’ Résultat : patiente porteuse d’un alléle silencieux Dpsi enceinte d’un foetus
génotypé RHD négatif, a controler sur un nouveau prélevement a réaliser dans 2
semaines

v'Une deuxiéme détermination du génotypage RHD foetal est réalisée a 24 SA dans un
autre laboratoire.

v'Résultat : foetus RHD positif sans mention concernant l'identification de séquences
maternelles

v'Réclamation du prescripteur au pres du premier laboratoire ayant réalisé I'examen.
Conseil de réaliser un 3*™¢ prélevement.
v'Résultat : foetus confirmé négatif chez une mére possédant un alléle silencieux Dpsi

17

Pas de prophylaxie IgRH et bélyé:confirmé négatif a la naissance



Prélevement — Transmission LBM centralisateur

LBM 1¢re
intention

Génotypage RHD non invasif chez femme RH:-1 — au moins 2 exons - >11 SA (NABM 4085)
Avec possible détection des interférences de I’ADN maternel (CT mesurable)

Foetus rendu négatif 7 % des cas Foetus rendu positif

| =
2
ey

| =

(]
]
=
(]
£
QD
N
(2]
—

2¢me détermination Prophylaxie ciblée
apres 15 jours ou surveillance
(NABM 4086) Retransmission LBM référence légitimée

Si techniques discriminantes non disponibles

: ’ \
o Phénotypage mere
)
dc.) AT Foetus rendu positif
= Génotypage RHD indéterminé Feetus rendu positif P
" cellule maternelle
£
@ 2¢me détermination .. ..
90) Gé Prophylaxie ciblée ou Prophylaxie ciblée ou
enotypage RHD 35 15 i phy phy s s .
> y,p & . ?:T;;Is:g:;; surveillance légitimée surveillance légitimée *Seuil a déterminer par
e complémentaire le laboratoire

(3¢me exon voir plus)



CONCLUSIONS/PERSPECTIVES

v Examen largement prescrit depuis son remboursement

v’ Outil essentiel pour le suivi de la patiente RH-1

v’ Existence de recommandations de suivi en fonction du résultat du génotypage

v’ Existence de recommandations HAS pour la technique a utiliser (au moins 2 exons)

v/ Importance de détecter les interférences avec les séquences RHD maternelles (mesure systématique
des Cts) pour éviter des FAUX POSITIFS pouvant avoir des conséquences

\/ghez les patientes Allo-Immunisées : Risque d’un suivi lourd avec naissance programmée possible
es 37SA

v’ Chez les patientes non Allo-Immunisées :

e Risque d’une Erophylame rhésus tout au long de la grossesse et apres la naissance car le
groupe du bébé n’est pas réalisé

e Risque d’une prophylaxie non adaptée si D faible 1, 2,3 et 4.0

v’ Perspectives : amélioration de la prise en charge des femmes allo-immunisées RHD partiel ( type DVI)
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