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InIeiding

Rhesus D (RhD) bij zwangerschap

Foetomaterneel bloedcontact: Mogelijk transplacentaire overdracht anti-RhD Ig's
RhD allo-immunisatie mogelijk bij volgende zwangerschap
— risico op HDFN indien opnieuw RhD+ foetus
* Mild: anemie, hyperbilirubinemie
e Fataal: intra-uteriene / neonatale sterfte



InIeiding

. Rhgo(D) Immune Globulin (Human)
RhoGAM®
um-ﬁmmms-anmnmnsmw )

-negative woman preforably
. vmﬁnmdm Ho nla man m-rydumnmmrm.nomr INFANT. [ ]
Use Ondy— Do N

m»ummﬂyhmmn h uid discuss the risks and banefit of this product.

-]
-]

@

(-]
-]
=]
-

L+
B 4]
[+]

ﬂn

RhoGAM prevents the Rh-negative
expectant mother from making
antibodies during pregnancy that
could cause HDFN in future
pregnancies

As long as the Rh-negative
mother receives RhoGAM
appropriately during every
pregnancy, her babies are at
very low risk of developing
HDFN

Toedienen van RhoGAM (IM)

28e zwangerschapsweek (= RAADP)

Mogelijk sensitiserende events

< 72 uur postpartum indien serologisch RhD+
op navelstrengbloed aangetoond

MAAR: 40% RhD- zwangere vrouwen zijn
zwanger van RhD- foetus

Onnodige toediening

Optimaler gebruik?
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 Sinds 1997: foetale RhD-genotypering

e

Chromosome 1

Fetat Coll Froo DNA

Locus 1 Locus 2
g RHD o RECEN
¥ 23 & & 6 T -89 30 1 2 .3 45 6 7 & 990
HHHHHHH T T HEHT-
* Uniplex/multiplex PCR
- N * Vanaf 12 weken zwangerschap (NIPT)

Locus 1 - presence of ’.Locus 2 - presence of * Hoogste accuraatheid vanaf 25 weken

RHD codes for the RHCE codes for Ce,
presence of D or no D. | CE, ¢cE, ce.

Differs from RhCE by
34 to 37 amino acids
(Corc)




InIeiding

* Foetale RhD-genotypering al in verschillende Europese landen

geimplementeerd in screeningsprogramma's van zwangere RhD-

vrouwen Rhesus-D-negatieve

alle zwangeren en c-negatieve | Zwangeren
1 |
| 1 zwangerschap |1
'y F
‘12¢’ week 27e week 30e week Post partum
ABO, RhD-antigeen Antistofscreening
Rhc-antigeen Indien RhD-neg: = Als kind —— Postnatale anti-D-
Antistofscreening Foetale RhD- RhD-pos: profylaxe 1000 IE
typering in Antenatale
Infectieziekten: maternar:l plasma || anti-D-
Syfilis : profylaxe
Hepatitis B : 1000 IE
HIV rvsssenssnrnnnnrnnenennennnnen e RND-antigeen kind

in navelstreng-
1e jaar evaluatiestudie | | bloed (Sanquin;
Lokaal: meerlingen)

Figuur: Bevolkingsonderzoek Prenatale Screening Infectieziekten en Erythrocytenimmuh}satie (bSIE) programma vanaf 1 juli
2011 Nederland




InIeiding

* Tot op heden geen uniforme richtlijn in Belgié

* \Vraag vanuit gynaecologie o.b.v. aanbeveling VVOG

Gunaikeia Vol 28 nr 6 ¢ 2023

WOG

VLAAMSE VERENIGING VOOR OBSTETRIE EN

E NAECOLOGIE vaw
partner voor vrouw & vrouwenarts

Clinical guidance paper VVOG

Preventie en behandeling van
allo-immunisatie van erytrocyten

Lennart Van der Veeken, Liesbeth Lewi, Charon Ver Eecke, Eva Simoens,
Sophie Pommé, Magali Verheecke, Roland Devlieger




e Voorstel VVOG

(YEN Inleid

Bepaling van BG,
Rhil-factor, en irreguiiers
RBC-antistoffen

(RA;) bij intake

Mits goede counseling!

Aanbisden
RhD-bepaling bij de foetus
(35€ t1v. ply

Zo foetus RhD-negatief:
Géén verdere testen
Geen Rhogam® op 28w
Geen bloedafname bij geboorte

Lo foetus RhD-positief of onbekend:
A en Rhogam® op 28w
IRA en FL bij bevaling
Directe Coomibs bij geboorte
BG bepalen indien onbekend
Rihvgam 2o Rh pos

BE: bioedgroep; Ah O- resus D; RBC: rode bloedcel; IRA: irrequliere antistoffen; FC: foetale cedlen
Figuur 1: Flowchart VVOG RhD bij zwangere vrouwen



Onderzoeksvragen

1) Wat is de waarde van foetale RhD-genotypering in de praktijk?

2) Is het haalbaar om foetale RhD-genotypering op materneel plasma
in het laboratorium van het AZ Sint-Lucas te implementeren?



Wat is de waarde van foetale RhD-
genotypering in de praktijk?

* Kosteneffectiviteit?
» Aangetoond in verschillende internationale studies
<> soms ook tegenstrijdigheden?

1 Kent J., Farrell A.-M., Soothill P. Routine administration of Anti-D: The ethical case for offering pregnant women fetal RHD genotyping and a review of policy and practice. BMC Pregnancy Childbirth.

2014;14.4-7.
2 Teitelbaum L. et al. Costs and benefits of non-invasive fetal RhD determination. Ultrasound Obstet Gynecol. 2015;45(1):84-8.
3 Bianchi DW, Maron JL, Johnson KL. Insights into fetal and neonatal development through analysis of cell-free RNA in body fluids. Early Hum Dev. 2010;86(11):747-52.
4 Van Haver A. Validatie van een eerste trimester niet- invasieve foetale RhD-genotypering voor een gerichte prenatale anti-d profylaxe (masterthesis UZ Gent). 2018.
5 Szczepura A, Osipenko L, Freeman K. A new fetal RHD genotyping test: Costs and benefits of mass testing to target antenatal anti-D prophylaxis in England and Wales. BMC Pregnancy Childbirth.

2011:11(1):5.



Wat is de waarde van foetale RhD-
genotypering in de praktijk?

* Kosteneffectiviteit?
Kostprijs RhoGAM® = ten laste van het RIZIV

Huidige terugbetaling in Belgié foetale RhD-genotypering?
o Zwangere vrouw is geimmuniseerd met anti-RhD antistoffen
o Indien RhD- zwangere vrouw een invasieve ingreep dient te ondergaan

!

Indien geen wijzigingen in huidige terugbetaling bij implementatie?
o Kostenbesparend voor RIZIV
o Kost test ten laste van patiént

1 RIZIV. Nomenclatuur artikel 33 Genetische onderzoeken. In 2023. p. 1-9.
2 Van Haver A. Validatie van een eerste trimester niet- invasieve foetale RhD-genotypering voor een gerichte prenatale anti-d profylaxe (masterthesis UZ Gent). 2018.



Wat is de waarde van foetale RhD-
genotypering in de praktijk?

 Ethische kwestiel
o Bloedafgeleid product
o Toedienen van het juiste product aan de juiste patiént

* Frequent beschikbaarheidsproblemen?

* Conclusie
o Kostenbesparend voor het RIZIV indien routinematig geimplementeerd,
MAAR (voorlopig) kosten nog ten laste van de patiént (toekomst terugbetaling?)
o Optimaler gebruik van RhoGAM®

1 Kent J., Farrell A.-M., Soothill P. Routine administration of Anti-D: The ethical case for offering pregnant women fetal RHD genotyping and a review of policy and practice. BMC Pregnancy Childbirth.
2014;14:4-7.
2 Veeken L Van Der, Lewi L, Eecke C Ver, Simoens E. Clinical guidance paper VVOG Preventie en behandeling van allo-immunisatie van erytrocyten. 2023;28(6):29-36.



Is het haalbaar om foetale RhD-genotypering op
materneel plasma in routine te implementeren?

* Doel: ZONDER voorafgaande extractie NONACUS

=) Cell3™ Direct Rhesus D Fetal Blood Group Genotyping

= Exonenb5,7enl0
= Exon5=FAM gelabeled (6 replicaten)
= Exon7en 10 = HEX gelabeled (5 replicaten)

= CCR5 als huishoudgen (interne controle; HEX gelabeled)
= Elke run: NTC, positieve & negatieve controle
= Validatie-experimenten 24-26 w zwangerschap



Is het haalbaar om foetale RhD-genotypering op
materneel plasma in routine te implementeren?

 Validatieopzet:
o 39 EDTA-plasmastalen van RhD- zwangere vrouwen afgenomen tijdens GCT/OGTT

o Analyse volgens protocol firma
o PCR cycler: Bio-Rad CFX96

o Reproduceerbaarheidsexperiment
o Resultaten vergelijken met serologische bloedgroepbepaling navelstrengbloed



Is het haalbaar om foetale RhD-genotypering op
materneel plasma in routine te implementeren?

e Resultaten
e 10 runs (“run 0 t.e.m. 9”)
* Runs 0 t.e.m. 4 = methode-optimalisatie
* Runs 5 t.e.m. 9 = opstellen protocol voor interpretatie




Q Is het haalbaar om foetale RhD-genotypering op
materneel plasma in routine te implementeren?

e Resultaten
10 runs (“run 0 t.e.m. 9”)
* Runs 0 t.e.m. 4 = methode-optimalisatie (“wet-lab”)

=) \ooral probleem van contaminatie!
e Gebruik van RhD-positieve stalen als controle
 RhD-positieve operator?
‘ strikte hygiénemaatregelen + RhD-negatieve operator vanaf run 5

Goede resultaten V




Is het haalbaar om foetale RhD-genotypering op
materneel plasma in routine te implementeren?

e Resultaten
e 10 runs (“run 0 t.e.m. 9”)
* Runs 5 t.e.m. 9 = opstellen protocol voor interpretatie
* |n totaal 54 analyses, waarvan 36 unieke stalen en 12 herhalingen
mm) Ct-waarden gecorreleerd met de kliniek

opstellen flowchart



* Flowchart

Is het haalbaar
materneel plasi

Autocalculated threshold is
binnen volgend interval:

FAM = 140-250
HEX = 350-780

CtCCR5PCenNCis

binnen velgend interval:

2B-31 EN NTC is niet
positief

Threshold voor beide
kanalen op 500 en
analyseren volgens

autocalculated protocol

14

I [ MEE

Ct CCRS stalen is binnen

volgend interval:

Run verwerpen

Interpretatie resultaten

L. .

Positief: minstens 3/11
reacties”

-~

MNegatief: 0/11 reacties

LY

Inconclusief: 1/11 of
2/11 reacties

Figuur: Flowchart voor interpretatie foetale RhD-genotypering in het AZ Sint-Lucas Gent (PC = positieve controle;

NC = negatieve controle)
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e Is het haalbaar om foetale RhD-genotypering op
materneel plasma in routine te implementeren?

binnen wolgend interval:
FamM = 140-250
HEX = 350-780

) =)

CtCCRE PCen NCis Threshold voor beide
binnen volgend interval: kanalen op 500 en
28-31 EN NTC is niet analyseren valgens
positief autocalculated protocol

) =)

Ct CCRS stalen is binnen
volgend interval:

i F I OWC h a rt [.ﬁ.utﬂcaltulated threshold is]

Rum verwerpen ]

Figuur: Flowchart voor interpretatie foetale RhD-genotypering in het AZ Sint-Lucas Gent (PC = positieve controle;
NC = negatieve controle)



Is het haalbaar om foetale RhD-genotypering op
materneel plasma in routine te implementeren?

volgend interval:

 Flowchart [

Ct CCRS stalen is binnen]

Run verwerpen ]

'1 r !
Ct-waarde CCR5 = 0.b.v. 99% ClI [ Cr<37 Ct=37-30 ] Ct>39
" Yy "
F ! 5 ™
Interpretatie resultaten Interpretatie Interpretatia
resultaten resultaten
L% l " L &
| | | Positieve waarclien als correct
p
p
Positief: minstens 3/11 - ) Inconclusief: 1/11 of Positief: mi 3/11 irief mi
[ reacties® ] Megatief: 0/11 rEElEtIEs] [ 2/11 reacties ] _l' ositie r:‘uﬂlé‘lt?;ins /| ] || Pnsmef.rgﬂsi;:ns 31
Alle inconclusieve resultaten = ( CtFAM > 38 enfof Ct | Negatief (0/11) of ( _
: | HEX »39: negatief inconclusief (1/11 of ) NEEET'E! [Efﬂill:lfff
stalen met negatief resultaat resultaat 2/11): analyse staalte | L| inconclusief(1/110
\ r herhalen (verder onder 2/11): :na;'.rsle staalte
‘ Ct-waarden o.b.v. 99% Cl validatie) . erhalen
i !
Ct FAM < 38 en/fof Ct
— HEX < 358: analyse staal
te herhalen
Figuur: Flowchart voor interpretatie foetale RhD-genotypering in het AZ Sint-Lucas Gent (PC = positieve controle; \ /

NC = negatieve controle)



e Is het haalbaar om foetale RhD-genotypering op
materneel plasma in routine te implementeren?

e Zwangerschapsleeftijd geanalyseerde stalen

Zwangerschapsleeftijd RhD-negatieve
geincludeerde stalen

12

Aantal geanalyseerde stalen

10
8

6

4

ol

0III IIIIII

19 21 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 36
Zwangerschapsleeftijd bij staalafname (in weken)

Figuur: Zwangerschapsleeftijd bij afname van de geincludeerde RhD-negatieve zwangere vrouwen



Q Is het haalbaar om foetale RhD-genotypering op
materneel plasma in routine te implementeren?

e Reproduceerbaarheid

Tabel 1: Resultaten reproduceerbaarheidsexperiment foetale RhD-genotypering

- 2401- 2401- 2401- 2402- 2402- 2402-
25429/1 25429/2 25429/3 04202/1 04202/2 04202/3

38,20 37,26
36,78 38,39
37,84 36,27 37,46
35,86 38,47 36,23
35,30 37,53
36,44 35,06 38,20 37,18
37,90 37,23 39,72
37,11 38,47 38,51
37,59 38,13 39,39
37,25 38,38 37,82
38,07 37,47 39,52

CCR5 35,67 37,00 36,06 35,59 35,45 36,01
Aantal
positieve 9/11 11/11 10/11 0/11 1/11 0/11

reacties




Is het haalbaar om foetale RhD-genotypering op
materneel plasma in routine te implementeren?

e Resultaten klinische stalen
» 15/36 stalen RhD-negatief (navelstrengbloed) = 42%




g Is het haalbaar om foetale RhD-genotypering op
materneel plasma in routine te implementeren?

e Resultaten klinische stalen
» 15/36 stalen RhD-negatief (navelstrengbloed) = 42%

Analyse volgens protocol Analyse volgens eigen
firma flowchart
Correct resultaat 32 (89%) 36 (100%)
Inconclu5|ef resultaat 4 (11%) 0 (0%)

Geen inconclusieve resultaten meer




Is het haalbaar om foetale RhD-genotypering op
materneel plasma in routine te implementeren?

 Conclusie

Foetale RhD-genotypering lijkt haalbaar ZONDER voorafgaande
extractie, mits verdere oppuntstelling analyse- en interpretatieprotocol

* I Enkel door RhD-negatieve operator? Aankoop “dead air box”?



To do / actions

* Verdere optimalisatie van de methode ]ili[

* Overleg met dienst gynaecologie: }—A{

o Informeren van patiénten (kostprijs?)
o Moment van staalafname?
o Interpretatie van resultaten



Bedankt voor jullie aandacht!
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