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HISTORIQUE

» 1991, polymorphisme génétique du géne RHD :
genotypage RHD foetal par amniocentese

» 1998, Denis Lo, présence d’ADN libre foetal sur
plasma maternel, nombreuses applications

genotypage RHD foetal non invasif sur sang
maternel
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Cas n°1

Madame Marie B. 35 ans, G3P3 vient consulter a 16 SA. Elle vous apprend
qu’au cours de sa précédente grossesse, elle s’est immunisée contre
I’antigéne érythrocytaire D (RH1). Son mari est B Rhésus positif (RH:1).

Vous lui proposez d’effectuer un génotypage RHD fcetal sur plasma
maternel.

Vous faites la prescription: que devez vous joindre a I’'ordonnance?
Fiche de consentement éclairé: comment I’obtenir? sur

le site http://Ibm.efs-rhonealpes.dondusang.net

Elle vous pose plusieurs questions:

-Quel est cet examen?

-Quel est l’intérét de le réaliser?

-Comment est réalisé le prélevement?

-Est-ce un test fiable?
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-Quel est cet examen?

-BUT: « Mettre en évidence un gene en théorie absent chez la mere «

-particularités du géne RHD:

( Rl )
b ik L D positif
—EHH-tH-H-H-EI{ HHHHHHHHH- D+
> -
D négatif
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Quel est I'intérét de réaliser ce test?

P —
Haute Autorite de Santé / Service evaluation des actes pr'DTESSi'DnnE|5 fManvier 2011 >

~ —

Génotypage RHD foetal: 1ére indication

Ainsi, dans le cas de mére de phénotype RH:-1 (D négative) et de pére de phénotype RH:1
(rhésus D positif), la connaissance du géenotype RHD (rhésus D) du feetus permettrait :

I 1) chez les méres deja immunisees, d'identifier les grossesses devant faire 'objet d'un
suivi spécifique spécialisé lod si le feetus est RH:1 (D positif) en raison du risque
d'anemie feetale. Dans le cas ogntraire : feetus RH:-1 (D negatif), la grossesse suit le
protocole de surveillance habitue

1) chez les meéres déja immunisées, d'identifier les grossesses devant faire l'objet d'un
suivi specifique specialisé 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 ;

www.efs.sante.fr
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Comment est réaliseé le prélevement? R |

-réalisé a partir de 12 SA

-sur simple prélevement veineux périphérique de
la mere

-nécessite 2 tubes EDTA

-a transmettre pour réception dans les 5 jours a
température ambiante au

laboratoire EFS RA site de LYON GHE

-demande d’examen = ordonnance + formulaire de
prescription

www.efs.sante.fr Soirée EPU du 27 novembre 2014



Prescription du Génotypage RHD fcetal:
consentement éclairé, mode d’emploi

G

ETABLISSEMENT FRANCAIS DU SANG — RHONE-ALPES

FORMULAIRE DE PRESCRIPTION POUR
GENOTYPAGE RH1 FCETAL SUR PLASMA MATERNEL

LABORATOIRE DESTINATAIRE
EFS Rhane —llpes. site du GHE, L de biologi leculai

28 rue Do 77 BRON Cedex
Tél : 35 70 11 (Interie; 35 70 11)/Fax : 04 78 53 54 00

plir par le prescripteur ou par apposition du cachet)

N*® téléphone ..
IN® fax
ou service hospitalier ... ... N* didentification :
Date de prescription :

Qui doit le remplir?rl

m de | jeune fille:
Date de naissance ...

DDR :
; non
Ampniocentése ou autre geste invasif prévu Si oui, date :
ATCD greffe

Autres renseignements  grossesse gémellalre
Lieu prévu pour I'accouchement. . e

{a remplir et signer par le prescripteur)
...déclare avoir informé la patiente de lintérét
Iasma manernel par prélévement veineux périphérique.

Je soussigng Dr (.
de déterminer le g

Afin de metire Situation dincompatibilite foeto-matemelle pour la grossesse en
cours chez une patiente allo-immunisée anti-D (RH1)
Pour déterminer s'il y a lieu de recourir & une i prophylaxie Rh anté le, la patiente étant
Bh négatif (RH 1) non immunisée
Date : Signature du prescripteur :

AN
CONSENTEMENT ECLAIRE {a remplir et signer par la patiente)
Je soussignde Mme, Wle
“acceple
- gue l'examen proposé soit i

r ADN du foetus, dans un laborataire autcrisé conformément au .
décret 2006-1661 du 22 décembre 2006 relatif au diagnostic prénatal ; I Patlente I
- gu'une parie du prélévement solt conservée un an en sérothégue au laboratoire uniguement peur

contrdle éventuel de 'examen
“déclare avoir compris :
- que la réalisation de 'examen peut nécessiter un second prélévement de sang.
- que e résulat me sera communique uniquement par le médecin prescripteur identifie ci-dessus
“déclare avoir été informée par mon médacin de lintérét de l'examen
“déclare accepter que le coll unitaire de l'examen s'élevant & 81 euros (BHMN30D) soit & ma charge.
Date : Signature de la patiente :

RAPPEL DES COMNDITIONS DE PRELEVEMENT :

Le prélévement est réalisé sur 2 tubes EDTA de 5 ml, identifiés avec nom patronymique et marital,
prénom et date de naissance, envoyés 3 'EFS pour réception dans les 5 jours & tempéralure
ambiante avec ce formulaire, une demande d'examen et une copie de la carte de groupe sanguin
de la patiente. Résultats rendus habituellement dans les 15 jours.

11

Document obligatoire: en son absence, I’examen ne peut pas étre réalisé!!
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-Est-ce un test fiable?

« LA TECHNIQUE: DOUBLE ENJEU

Simple en apparence mais:

-Mise en évidence sur de petites quantités d’ADN
-Gene parfois présent chez une mere pourtant RH:-1 (D négatif)

www.efs.sante.fr Soirée EPU du 27 novembre 2014
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Centrifugation

ADN extracellulaire :
Maternel ( 95%)
et

Ecetal (5%)

petites quantités d’ADN: test SENSIBLE

détection du géene RHD feetal : test SPECIFIQUE

P . : — 3 reglons analysees
S s

a ; \ i i"\i !‘_ = P

I d 2 < T g2

E
Lo % et Eﬂ]]]ﬂ]]ﬂ I :I]]ﬂ[ﬂ]]l L

Dennis

Lo and Chiu, Nat Rev Genet, 2007

Structure du géene RHD
ADN feetal = 5% de ’ADN total

La méthode utilisée au laboratoire celle mise au point par J.M.Minon

(Liege, Belgique)

www.efs.sante.fr
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Haute Autorité de Santé / Service évaluation des actes professionnels /@{uier 2011

I Etude des méthodes disponibles

Minon 25 al. (66) ont indique que la détermination du génﬂtype etait realisee en routine
depms 7002 chez les femmes déja immunisées et a risque d'allo-immunisation. Les

matériel feetal pouries foetus masculins.

Les résultats étaienf| o< r&sultats etaient établis si lamplification concomitante des 3 exons elait constalee.
Deux cent dix-huit I nayx cent dix-huit femmes ont &té prélevées. La performance du test était de 100 %.

Dricot et al. (68), qui appartiennent 3 la méme équipe que Minon, ont publié les
résultats de leur série de patientes (il est difficile d'exclure la possibilité que ces

* |z Rhésus [ etat considers comme positif si 2 des 4 replicats des exons 4, 5 et 10 étaient positfs et 2 réplicats additionnels
d'un des expns atteignaient des valewrs seuils Ct <42, Le thésus était considérd comme negatif si au maoins 11 des 12 réplicats
n'étaient pas amplifié et sile SRY &tait positif (2 sur 4 réplicats) ou le géne RASSF1A &ait positf (2 sur 3 réplicats).

Haute Autorité de Santé | Service avaluation des actes professionnels / janvier 2011
-AF -
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SENSIBILITE

BB B H B E EF B B EN
Alldle RHD 1

.

SPECIFICITE:

3 niveaux de spécificité

www.efs.sante.fr

AMPLIFIER I’ADN: PCR quantitative en temps réel

>

1) 3 régions

n— analysées

Intensité
de
fluorescence

—— Géne cible — e

=<:hh L-_w|c<— | Amplification exponentielle

2) Sondes,
Amorces:
SPECIFICITE

2%copies

o (365-510)

AEARRRRRR
Hﬂ.é :;

'3) Valeur séuﬂ;sﬁEéIEICITE

Nombre de cycles d’amplification
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EF5 Rhéna-Alpas - Site du Grouperment Haspitalier Est
Laboratnire d'immunc-Hématologle n°89-190 Tél o4 T2IETON
26 Avenue Doyen Lépine 82677 ERON Cedex Fax 104 73535400
Biokgistes : Pascaline BRICCA - Emmanusle GUINCHARD Télinterme HCL © 35 7011

Compte rendu ¢'2nalyses biclogiques de
NURTAATRORERION s 7ocerasrzz EFS Rhine Apes
CQE13PILYONGHE Genotypage Rhd Feotal CT LYON CARDIQ/GHE
Etabissement Frangals du Sang
DDN: () Hépital Cardiologique
68500 BRON
([T T ——
Ve référence : 1301101 Lyon, ls 25i01/13

Dossier enveqiatrd s 230143 02:45 termingé le 25001113
Prifivement de sang du regu le 100113 & 1925

& RHD fe r

Tunniaue

Résultat : positif

COMMENTAIRE :
Présence d'une ampiification del
Fhénotype fostal attendu : RHT PORIE4#.

Interprétation

Pour un sulvi aptimal du dassier, merci da nous renvayer d la naissance la fiche de suivi de grossesse (ci-joints)
pour neus communiguer la statut RHT du nouveau-nd.
PO SO TE RENDU

Dr Emmanuelle GUINCHARD

%

e ot zouni i H

Tautn epmcucion et da ce docureni es ek 1

||~ Résultat adressé uniquement au prescripteur

"EFS

ETAELISSEMENT FRANCAIS DU SANG

INFORMATION OBLIGATOIRE POUR L’EFS
(Tel : 04.72,35,70.11)

Mom

Prénom ...

Nom de jaune fille

Dale de naissance ...

| Prenom

Sexe - (1M

IDENTIFICATION DU NOUVEAU-NE (ou étiguette)
JHOM

Dale de naissance © ..
oF

« Rhésus D » du nouveau-né (ou « Rh », « RH1»):
Renvoyer par Fax: 04.78.53.54.00

Suite au génotypage RHD foetal réalisé en anténatal
MERCI D'AVANCE |

Dr Emmanuelle GUINCHARD

\ |

Fiche de suivi
de grossesse
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Cas n°2

Madame Colette M. 27 ans de groupe O négatif (D-, RH:-1), G1P1 vient
consulter a 22 SA.

Vous lui parlez de la dose d’immunoglobulines anti-D recommandée a 28 SA
par le CNGOF.

Vous lui proposez une alternative: effectuer un génotypage RHD fcetal sur
plasma maternel.

Sa question est :

-Quel est I’'intérét de réaliser ce test?

www.efs.sante.fr Soirée EPU du 27 novembre 2014
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Génotypage RHD feetal: 2eéme indication

www.efs.sante.fr

2) chez les meres non immunisees, d'identifier les grossesses devant faire I'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 infeclieux transmissibles par le sang bien que trés rares ne

peuvent étre exclus.
U w L | L ) R | Ly mrg ) pu

protocole de surveillance habufel ;

7

2) chez les méres non immunisees, d'identifier les grossesses devant faire I'objet d'une
prophylaxie, si le feetus est RH:1 (D positif) par immunoglobulines anti-RH1 (anti-D),
produits dérives 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.

Soirée EPU du 27 novembre 2014



Injection
Patiente RhD négatif non immunisée d’IgG anti
-D ciblée

| En cas
d’événements
cliniques
sensibilisants

Génotypage
RhD feetal

Injection

d’IgG anti

D ciblée Feetus Feetus
4 En cas RhD positif RID négatif
l d’événements ou indéterminé

cliniques

sensibilisants

Pas de
prophylaxie
Ni ciblée
i systématique

RAI 26-28 SA
Injection systématique
IgG anti-D : 300 pg IM

Bilan Immuno-Hématologique Mere et Enfant
I ]

d’apres A. Lévy-Mozziconacci

www.efs.sante.fr Soirée EPU du 27 novembre 2014
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Cas n°2

Le résultat de Madame Colette M. vous revient NEGATIF
(confirmé sur un second prélevement)

Quelle est votre attitude?

www.efs.sante.fr Soirée EPU du 27 novembre 2014



II-RETOUR D’EXPERIENCE
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RETOUR D’EXPERIENCE (1)

« LA TECHNIQUE: DOUBLE ENJEU

Simple en apparence mais:

-Mise en évidence sur de petites quantités d’ADN
-Geéne parfois présent chez une mere pourtant RH:-1 (D négatif)

www.efs.sante.fr Soirée EPU du 27 novembre 2014
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Du gene RHD...

RHD
b m“i o 'i b FHE gene RHD présent:
D+ Phénotype attendu: D POSITIF, RH:1
e e e I e —
L THTHRRIARE D- RHD deletion | o0\ RHD absent (dit délété):
hybrid Rh bax

Phénotype attendu: D NEGATIF, RH:-1

—{HHHHHHHC . HHHHERHE- D+ RHDYVE

D— RHDY¥ géne RHD présent mais anormal
37bp insert stop (dit variant):

Rendu « Ininterprétable »

....A I'expression de I'antigéne « D » (RH1) T
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Etudes de variants a I’EFS RA

CARACTERISTICS
EXON4 EXON5 EXON10 DENOMINATION
- - + P RH1 partial DVI type2
- - + P D variant type VI type?
- - + P African origin pseudo gene y or r's?
- + - P DHAR (*)
- - + P immunogenicity+++ DVI type 3
- - + P? D partial 11l typed+ deletion exons 4 to 7
+ + + P DNB(*)
+ + + F D weak type10
+ + + F D weak
+ + + F D weak
+ + + F Initially known as D- then D weak type 1
+ + + F D weak type 5 without allo-immunisation
+ + + F RH1 weak type11
+ + + F D weak type?
+ + + F D weak type?

« Known RHD gene variant forms tested by the method in 2010-2011 in EFS RA », OMIC's 2014, Baltimore

www.efs.sante.fr Soirée EPU du 27 novembre 2014
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RETOUR D’EXPERIENCE (2)

ACTIVITE

Examen en routine au laboratoire depuis octobre 2010
Apres obtention des autorisations+agréments

S’inscrit dans une prise en charge globale de la femme
enceinte a I’EFS RA

Indication: femmes allo-immunisées majoritairement
Fréquence des formes variantes: 10%
1 résultat non rendu pour non conformité en 2013: rare
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RETOUR D’EXPERIENCE (3)

EXAMENS DE GENOTYPAGE RHD FOETAL

-Revue de contrat: respect du délai d’envoi, fiche de
consentement remplie, renseignements cliniques, peu de
non-conformités

-Réalisation et interprétation du test: criteres
d’interprétation, cas des échantillons précoces
-Prestation de conseil: selon I'indication, cas des résultats
ininterprétables

-Retour d’information (suivi de grossesse): DIFFICILE++++

www.efs.sante.fr Soirée EPU du 27 novembre 2014
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RETOUR D’EXPERIENCE (4)
- ACCREDITATION COFRAC DEPUIS 2013 cofrac

5

-Maitrise de la qualité du laboratoire

e EEQ, Comparaisons interlaboratoires-France,
Belgique

e Coopération étroite avec les cliniciens: Revues
de dossiers (CPDPN)

-Publication: validation de méthode sur 200 échantillons
Transfusion Clinique et Biologique 21 (2014) 1-14

-Maintien de 'EXPERTISE biologique et technique
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MERCI DE VOTRE ATTENTION

DES QUESTIONS?

Dr Emmanuelle GUINCHARD
EFS Rhone Alpes, Lyon, site du Groupement Hospitalier Est

28 rue Doyen Lépine

69689 Bron Cedex

04 27 86 92 83
Emmanuelle.guinchard @efs.sante.fr
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