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Historique...

Les étapes, de la découverte du gene jusqu’a nos jours

Décisions
Autorités |

sanitaires
C@F
LU

PREVENTION DE

LALLO-IMMUNISATION

RHESUS-D
FCETO-MATERNELLE

RECOMMANDATIONS POUR LA PRATIQUE CLINIQUE

(Texte court)

1993:
clonage géene

1997:
ADN feetal libre D.Lo

H/X_S.

‘;*ijl'ﬁssurance Nomendﬂmres

Maladie

College National des Gynécologues et Obstétriciens Francais

Décembre 2017

13/07/2017

2008: 2013:
Validation accréditation 2017: adaptation a
méthode du test EFS RA I'augmentation d’activité:
EFSRA 2010 automatisation,
demarrage personnel...
en routine
EFS RA

2000: génotypage RHD
foetal sur plasma maternel

DECOUVERTE

GENOTYPAGE RHD FCETAL AU GHE

efs.sante.fr
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Historique: le début...

1993: Sequencage du gene 1997: Découverte ADN feetal libre dans le plasma maternel

MLMMMMMMLM

Presence of fetal DNA in maternal plasma and serum
Rh . ivocml Covbet fs, Pao F Chamberiain. Wik Aa, lan L Sargent. Civistopher i G Reaman,
B w0 2 <:RH<:E ~

1999-2000: génotypage RHD fcetal non invasif sur plasma maternel

Déterminer a partir de 11SA le

~ statut RH1 (« Rhésus » ou D) du
— foetus par simple ponction veineuse

l périphérigue maternelle

Le génotypage RHD fcetal sur
sang maternel est un DPNI

Dés 2008: Génotypage a I'EFS GHE

e e e S _ -

e e, ﬁﬂfj‘ﬂ‘;ﬁ“ﬁfﬁ SRANSELUON Génotypage RHD feetal non invasif sur san —~ N

ELSEVIER _— \_laboratoire IHE de SEFSY B
Article original I'EFS Auvergne—m;e-Alpes site de LYON-G B i

RHD feetal sur plasma maternel : validation de méthode sur 200 patientes 7
9 ans d’expérience et évolutions
Non-invasive fetal RHD genotyping: Validation ofrhe method with 200 patients

cofrac

E.GUINCHARD, C CHABRE, S COLLIARD, S MONNIER, C TROTEL, C
MARTHINET, S GROLLEAU
EFS AURA, site de Lyon-GHE, 28 rue Doyen Lépine, 69677 BRON Cedex

2008: Mise au point | .
2013: accréditation 20 10: Passage du test en routine
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Indications de la prophylaxie...

\
" Selon le Collége national des gynécologues et obstétriciens francais (CNGOF). D e S 2 O O 5 p
Au premier frimestre : fausses couches spontanées ou menace de fausses couches spontanées, interruption de grossesse,

grossesse molaire, grossesses exira-uténine, métroragies, choriocentése, amniocentése, réduction embryonnaire, traumatisme reC O mm an d atl O N S d u

abdominal.

Au 2F et 3° timestre -

risque important - interruption médicale de grossesse, fausse couche spontanée tardive, mort foetal in wtero, version par CNGOF_
manceuvre externe, traumatisme abdominal ou pelvien, intervention chirurgicale abdominale ou pelvienne, prélévement
ovulaire, accouchement |

nsque modéré : métrorragies, cerclage du col uténn, menace d'accouchement prématuré, nécassitant un traitement (& discuter
au cas par cas).

PREVENTION DE

NATIONAL DES LALLO-IMMUNISATION
GYNECOLOGUES ET X
OBSTETRICIENS RHESUS-D

...alternative: génotypage FRANGAIS FCETO-MATERNELLE

Colit de la prévention
o o , , RECOMMANDATIONS POUR LA PRATIQUE CLINIQUE

Ladministration systématique a 28 SA d’immunoglobulines aux
femmes RhD négatif représente un_surcout important par rapport h (Texte court)
a 'administration uniquement sur signes d’appel. Ce surcout se jus-
tifie par les allo-immunisations évitées et par la diminution attendue
des formes graves. Il pourrait étre en partie compensé par l'utili-
sation du génotypage RhD feetal sur sang maternel; en effet,
environ un tiers des femmes RhD négatif étant enceintes d’enfants C F
eux-mémes RhD négatif, le nombre d’injections d’immunoglobu-
lines pourrait étre diminué d’autant.

Le coat global d’un tel protocole dépendrait du coat du géno-
typage, qui n'est pas encore fix®7actuellement (voir perspectives)‘
Indépendamment de laspect économique, la généralisation du
génotypage feetal permettrait d’éviter un grand nombre d’adminis-
trations de produits dérivés du sang. 2005

efs.sante.fr JOURNEES TACT 11/10/19 4



2011, HAS: intérét de réaliser le test

Haute Autorité de Santé / Service évaluation des actes professionnels / januié 2011 >

v

Détermination prénatale du génotype RHD feetal a partir du sang maternel — Rapport d'évaluation

1) chez les meres déja immunisées, d'identifier les grossesses devant faire l'objet d'un
suivi spécifique spécialise lourd si le feetus est RH:1 (D positif) en raison du risque
d'anémie fcetale. Dans le cas contraire : feetus RH:-1 (D négatif), la grossesse suit le
protocole de surveillance habituel ;

A Ainsi, dans le cas de mere de phenotype RH:-1 (D négative) et de pere de phenotype RH:1
(rhésus D positif), la connaissance du génotype RHD (rhésus D) du feetus permettrait :

1) chez les méres deja immunisées, d'identifier les grossesses devant faire 'objet d'un
suivi spécifique spécialisé lourd si le feetus est RH:1 (D positif) en raison du risque
d'anemie feetale. Dans le cas contraire : feetus RH:-1 (D négatif), la grossesse suit le
protocole de surveillance habituel ;

2) chez les méres non immunisées, d'identifier les grossesses devant faire l'objet d'une
prophylaxie, si le feetus est RH:1 (D positif) par immunoglobulines anti-RH1 (anti-D),
produits dérivés du sang dont la disponibilité est limitée et dont les risques de
& transmission d'agents infectieux transmissibles par le sang bien que trés rares ne
peuvent étre exclus.

AVIS

favorable 2) chez les méres non immunisées, d'identifier les grossesses devant faire 'objet d'une

prophylaxie, si le feetus est RH:1 (D positif) par immunoglobulines anti-RH1 (anti-D),
produits dérivés du sang dont la disponibilité est limitée et dont les risques de
transmission d'agents infectieux transmissibles par le sang bien que trés rares ne
peuvent étre exclus.

Journées TACT 11/10/19
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Ce qu’il faut retenir ou le génotypage en 6 questions...

1-En quoi consiste le génotypage RHD foetal sur sang

maternel?
2-Quelles sont les indications et les résultats

obtenus?
3-Pourquoi est-ce une technique fiable?

4-A partir de quel terme ?
5-Documents a joindre a la demande?
6-Cout et remboursement?




Génotypage RHD feetal:

Indications a travers 2 situations cliniques

-Cas n°1: madame Marie B. 35 ans, G3P3 vient consulter a 11 SA. Elle
vous apprend qu’a la fin de sa précédente grossesse, elle a développé
une allo-immunisation anti érythrocytaire anti-RH1 (D). Son mari est
Rhésus positif (RH:1). Vous lui proposez d’effectuer un génotypage
RHD foetal sur plasma maternel afin d’évaluer le risque
d’incompatibilité feeto-maternelle chez cette patiente et guider la
surveillance de sa grossesse actuelle

-Cas n°2: madame Colette M. 27 ans de phénotype érythrocytaire D négatif
(RH:-1) non allo-immunisée, G1P1 vient consulter a 24 SA. Vous lui
parlez de la prévention par immunoglobulines anti-D recommandée a
28 SA par le CNGOF. Vous lui proposez d’effectuer un génotypage RHD

foetal sur plasma maternel pour évaluer I'intérét de cette prophylaxie
chez cette patiente

efs.sante.fr
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La prescription...

_ 2223,/ RHD foetal sur sang maternel
prils?;?p(’][l?on e N ‘A remplir et signer par
| | o LA v
Ordonnance _
+ Prescripteur
Consentement +
sclairé Patiente

1 seul document,
1 seule page

=>1 nouveau support de prescription simplifie

efs.sante.fr
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Aspects techniques: éléments de fiabilité du test...

SPECIFIQUE: detection du gene RHD feetal

3‘r(égions pecifiques
i B B B H @ E6 B B
5 sueeem [ T T HITCAOCONHTIHITME T/ +
" L s
D i d i e e T Géne RHD: 10 parties codantes (Exons: E)
Seuil de sensibilité de la méthode 3 niveaux de spécificité

Méethode utilisée au laboratoire: trousse commerciale CE IVD

Journées TACT 11/10/19
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détecter spécifi

Génotypage RHD feetal,
3 niveaux de SPECIFICITE

quement le gene RHD

DEnnis Lo and Chiu, Nat Rev Genet, 2007

Pour détecter: on part d’'une
faible quantité d’ADN fcetal

que I'on va amplifier
(« photocopier »)

Amorces et sondes

Brin d’ADN matrice —=>

v
SPECIFIQUES du géene RHD
L3 -
A
s
4 ® jl/uorescenceémise
L, ¢ ane
Hydrolyse de la sonde .
: Agit comme
B PACMAN

Courbe d’amplification= mesure de la fluorescence émise si...

Hl vl

— Géne cible

Lemplate DRA

Amplification exponentielle

efs.sante.fr
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Génotypage RHD feetal, T = Ej% Amplification exponentielle
3 niveaux de SPECIFICITE - \'=<= —
Lomnplate DRA, e ={§ e

Mesure

de la
fluorescence
emise

Mise en évidence
d’une courbe
d’amplification si
guantité suffisante de
fluorescence émise

i ewele

. 4 - _C:_ -
4 eoies H copies feopies 32 cople =6 hillson copies
dAndy ¥ ierstapic 1990
= W
- P 7
- W
-
- -
-8 |
- W - W
= W
n .
2copies

Ampliﬁnilu[r\ns

— A3: bk — A4: blk — AS: blk — B3: standard 1 — B4: yfanderd1 — BS: standard 1
— C3: standard 2 — C4: stal d2 — CS: standard 2 D3: standard 4 — standard 4 — DS: standard 4

|— E3: standard 5 — E4: stai d5 — ES5: standard § [— F3: standard 6 — pé: standard 6 — F5: standard 6

[

206954

18.635]

16,695]
& 14695
4 12695,
1269
g
$ 10.695]
§ o6
S 669
-

4,695]

26951 v

0.635] —

On amplifie (photocopie 2"
fois) les régions spécifiques du
gene RHD

R ¢ .
Mise en évidence decT“‘ampliﬁcation = valeur du signal seuil SPECIFIQUEMENT fcetal

efs.sante.fr
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Particularites du gene RHD...

R0
By cvemd gugn |0 h."

o p ot THCE Présence gene RHD

L I |

* =

Absence gene RHD
D négatif

M haberud £k

Gene RHD  Geéne RHCE

(code pour D) (code pour CcEe) En théorie, toute personne
« D négatif » (RH:-1) est
depourvue du gene RHD

efs.sante.fr
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...D’0U REPONSES POSSIBLES

Du géne RHD...

RHD
Rh exond exon 10 Rhy
By bax

o RHCE

D+

e e e A

—I]‘—H_I'H'[HHJ'U'U'DU'U— D— RHD deletion

hybrid Rh box

—{HHHH{HHHHH HHHHEEHEER D+ RHDVI
(i D- RHDY¥

37 bp insert stop

—{HHHHHHARC . HHHHEEHE - D= RHD-CE-D¥

....A ’expression antigénique du « D » (RH1)

0‘?.)‘0

COCOM 08 )

J UL

z
-

® erythrocyte surface
:

by 507
5:&% sl 938
%S ®re% :%_.

intracellular

gene RHD présent: amplification homogene
résultat POSITIF

gene RHD absent: pas d’amplification
résultat NEGATIF

gene RHD présent mais muté
(VARIANT) amplification non
homogéne

Résultat ININTERPRETABLE

-0Nn ne peut pas toujours rendre un
résultat: existence de variants du
gene

-certains sont dit « silencieux »:

« Phénotype attendu chez le
nouveau-né»
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Exemple de résultat...

P E FS ~  ETABLISSEMENT FRANCAIS DU SANG - RHENE-ALPES

EFS Rhéna-Alpas - Site du Groupement Hospitalier Est

Laborateire d'immunc-Hématologle n*88-140 Tél 04 T23R0N
26 Avenue Coyen Lépine 63677 BRON Cedex Fax : 04 T8 5354 00
Biakogistes : Pascalne BRICCA - Emmanuele GUNCHARD Tél inteena HGL 38 7011

endu

B . [EEESEEEERECOC AU minimum sur
rmrimeesmme 2o S@NQ de cordon peut

DON: (1) Hopital Cardiologique

LT L L p—— e toujours étre effectué a la naissance

elre référence ;130161 Lyon, la 28/01/13
Dossier envegisird le 2301143 0245 terming le 25001113
Frétivement desang du requ le 1001138 1125

Geénotypage RHD foetal sur plasma maternel

Techriqua | Amplisstien par O arep chal e e 2, oL 10 e gbrn B

7 e o~
Résultat] = -
ETABLISSEMENT FRANCAIS DU SANG

Eﬂb:iNJSMREE: st des 3 o napdes do g INFORMATION OBLIGATOIRE POUR LEFS
mp ! lysées du géne RHD. (Tel. : 04.72.35.70.11)

I n te r‘ p rétat i O n Phénotype fostal attendu . @HT ©USITIF (RH:1).

+ Pour un sulvi optimal du dassier, merci de nous renvayer i la naissance la fiche de suivi de grossesse (ci-jointe)
pour nous communiquer fa statut RH1 du nouveau-n. )

IDENTIFICATION DE LA PATIENTE (ou étiquette ) ) 1

MNam
P—— Nom de jeune fills
PN U ST RENTL |

Prénom

Prestation de CO nseil Dale de naissance ... ) . ]

I IDENTIFICATION DU NOUVEAU-NE [ou atiquette]
Nom ... S aERES:

Prénom .

Dale de naissance :

| sexe: 'm IF

|« Rhésus D » du nouveau-né (ou « Rh », « RH1»): Pos Neg

Renvoyer par Fax: 04.78.53.54.00

Suite au génoTypage RHD feetal réalisé en anténatal
MERCT D'AVANCE !

\ Dr Emmanuelle GUINCHARD /
Or Emmanells GUNCHARD i

%

hes o s o 0 s i

Law iformaiee mestz

Tauks IOALCN el O 08 dDaumant as! imack 1"

Fiche de suivi
de grossesse

_ Résultat adressé au prescripteur+ copie LBM
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...Résultats des tests

-Cas n°1 (patiente allo-immunisée): Le résultat de Madame Marie B. vous revient
POSITIF

Conclusion et attitude: incompatibilité foeto-maternelle, risque de
développement maladie hémolytique du feetus et du nouveau-né

-Cas n°2 (patiente D négatif non allo-immunisée): Le résultat de Madame
Colette M. vous revient NEGATIF (confirmé sur un second prélévement)

Conclusion et attitude: pas de risque d’allo-immunisation anti-RH1 (D), pas de
prophylaxie

efs.sante.fr
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Historique, suite
13 juillet 2017: mise a la nomenclature NABM

%
LT

L
“Xlassrance  Nomenclatures
Maladie

Fiche

Code acte : 4085

- - . Désignation : DPN: DETERMINATION PRENATALE DU GENOTYPE RHD F; TAL A PARTIR DU SANG
Table Nationale de codage de Biologie 9 MATERNEL ‘

Deétermination prénatale du génotype RHD fztal & partir du sang maternel Par PCR en temps réel utilisant au moins
. deux exons. L'acte 4085 sera réalisé & pariir de la onziéme semaine d'aménorhée. Les renseignements cliniques
Recherche parc hapltre nécessaires sont les suivants : - date des demiéres régles ou date de Ia grossesse ; - groupe sanguin ABO RH1(D) de la
femme enceinte ; - origine géographigue de la patiente si pessible ; - notion d'allo-immunisation ami-F{HI(D] CONMUE ou
non. Lorsque |e résultat de 'acte 4085 est négatif ou indéterming, il est nécessaire de réaliser 15 jours aprés (ou avant

Attention : les chapitres peuvent contenir des codes supprimés datant de moins de {ois ans. ce délai de 15 jours en cas de grossesse de terme avancé), une seconde détermination, soit I'acte 4036, Il ne peut &tre
coté qu'un acte 4085 par patiente et par g L'indication des 4085 et 4056 est la suivante : prise en
% charge des grossesses de femmes de phénotype RH:-1 (D négatif). Les comptes- rendus des examens 4085 et 4086
ARBORESCENCE NABM devront préciser les différents exons amplifiés pour réaliser les examens.

2hans U

% DIAGMOSTIC PRENATAL

% ACTE DE GENETIQUE MOLECULAIRE REALISEE SUR L ADN FOETAL CIRCULANT DAMS LE SANG MATERNEL

D 4085 - DPN - DETERMINATION PRENATALE DU GENOTYPE RHD FYTAL A PARTIR DU SANG MATERMEL
n b 4084 - DETERMIMNATION PREMATALE DU SEXE FOETAL SANG MATERMEL . . -
B 4086 - DPN:SECONDE DETERMIMATION PREMAT. DU GENOTYPE RHD FATAL A PARTIR DU SANG MATE| rab” Hﬂf{oﬂa’e de :Oduya da Bloroy'e
e Bl E : . A
B . 4087 - DPNI-TRIZ1 :DEPISTAGE TRI21 FITALE PAR ANALYSE DE L'ADN LIBRE CIRCULANT DANS LE
1® .
nt . 4085 - DPNI-TRIZ1 -:SECOND DEPISTAGE TRIZ1 FITALE PAR ANALYSE DE L'ADN LIBRE CIRCULANT B Fiche
. 8000 - HEMOCHROMATOSE - RECHERCHE DE LA MUTATION C 282% DU GENE HFE1
o Code acte : 4036
g :
Y itre Désignation + DPN:SECOMDE DETERMINATION PREMAT. DU GENOTYPE RHD F;:TAL A PARTIR DU SANG
es MATERM
ent

Seconde détermination prénatale du génotype RHD f;ital & parfir du sang matemel Il ne peut &tre coté qu'un acte 4086
par patiente et par gressesse. Lindication des examens 4085 et 4086 est la suivante - prize en charge da; grogsesses
de femmes de phénotype RH:-1 (D négatif). Les comptes-rendus des examens 4035 et 4088 devront préciser les
différents exons amplifiés pour réaliser les examens.

)

efs.sante.fr
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Historique, suite et fin y
Décembre 2017: L&~
mise a jour des recommandations CNGOF Collége National des Gynécologues et Obstétriciens Francais

Prévention de I’allo-immunisation Rhésus D chez les patientes de groupe
Rhésus D négatif
Mise a jour de décembre 2017 des RPC du CNGOF de 2005

1. Mesures générales au cours de la grossesse

- Une double détermination de groupe sanguin RhD et une recherche
d’agglutinines irréguli¢res (RAI) doivent étre obtenues dés le premier trimestre de la
grossesse chez toutes les femmes.

— Si la femme est RhD négatif :

eune information doit étre délivrée sur I’immunisation anti-RhD : dépistage, suivi,
prévention. A cette occasion, le groupe RhD du conjoint est a documenter ;

esi le conjoint est de groupe Rhésus D positif ou inconnu, un génotypage RhD feetal sur
sang maternel est réalis¢ a partir de 11 SA, que la grossesse soit monofcetale ou
multiple.

efs.sante.fr
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Conduite a tenir en cours de grossesse en fonction des résultats du génotypage

Si le feetus a un génotype RhD positif, |a grossesse est incompatible dans le systeme
RhD et donc la femme a risque d’allo-immunisation. Limmunoprophylaxie Rhésus
devra étre réalisée par injection d’IgRh (prophylaxie ciblée en cas d’événement a risque
et systématique a 28 SA).

Si le foetus a un génotype RhD négatif sur un premier prélevement, un contréle devra
étre effectué sur un second prélevement réalisé apres 15 SA et avec au moins 15 jours
de délai par rapport au premier prélevement. Si le foetus est confirmé RhD négatif sur
le second prélevement, la prévention de lallo-immunisation Rhésus en cours de
grossesse n’est pas utile.

Si le génotype fcetal RhD ne peut étre déterminé sur deux prélevements, le foetus
devra étre considéré comme RhD positif, et la grossesse en situation d’incompatibilité
donc a risque d’immunisation. Limmunoprophylaxie Rhésus devra étre réalisée par
injection d’IgRh ciblée en cas d’événement a risque et systématique a 28 SA.

efs.sante.fr
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Génotypage RHD feetal au GHE: en pratique

% Remboursé par la sécurité sociale depuis le 13 juillet 2017

\/
0‘0

Cout du test B260 (70 euros environ)

% Réalisable a partir de 11SA

\/
0‘0

Tout résultat négatif est contrélé 15 jours aprés minimum et apres 17 SA

% Toute demande doit comporter :

\/
000

\/
0’0

/
000

-1 seule fiche de prescription =consentement éclairé + ordonnance
complétée et signée!

- une copie de la carte de groupe sanguin de la patiente
-2 tubes EDTA de 5 ml + 1 tube sec de 5 ml avec gel séparateur (le tube

sec doit étre centrifugé par le laboratoire préleveur 30 minutes aprés
prélévement, aprés coagulation compléte, 10 minutes a 3000g9),

tous identifiés avec noms de naissance et d'usage, prénom, date de
naissance ! A adresser par votre EFS de proximité, pour réception dans
les 5 jours a température non dirigée,

Délai de rendu des résultats: 7a 10 jours en moyenne, contrdle a la
naissance préconisé dans tous les cas

% Le laboratoire: contraintes reglementaires (2018), adaptation a la

demande, maintien d’accréditation

efs.sante.fr
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En conclusion...

Trousse commerciale CE IVD

HAS

Détermination prénatale du génotype

\ Centrifugation

ADN extracellulaire :

Maternel ( 95%)

et

Ecetal (5%)

GN.me:ms:.:;az
ERGABRAAGERSE
=

",

Méthode SENSIBLE
et SPECIFIQUE

CONCLUSION
La détermination prénatale du génotype foetal RHD a partir du sang maternel présente
un intérét en pratique clinique dans les deux indications suivantes :

- la prise en charge des grossesses de femmes RH:-1 (D négatif), dans le
cadre de limmunoprophylaxie, pour cibler les populations devant bénéficier
d'immunogiobulines anti-RH1 ;

- en cas dimmunisation, la sélection des femmes RH:-1 (D négatif) devant
bénéficier d'un suivi spécialisé et lourd.

efs.sante.fr
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Mercl de votre attention

des questions?
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