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Introduction
'stratlon d’lg humaines aux seules pati i De plus, | ion ou I'affirmation d’un génotype foetal RHD positif offre la

de la détermi RHD feetal permet de réserver I’adi
posslblllte d’adapter les modall!es de survelllance | et chez des patit antéri llo-i isées. Bien qu’il exlste une hétérogénéité des tests sur le marché, le génotypage foetal RHD non invasif a démontré
sa bonne performance di indé d: du terme de la grossesse.!2 Cependant, peu d’études ont rapporté des résultats concernant le premier trimestre de la grossesse.>*>

1. Schéma expérimental : étude ré obser lle, non inter
2. Période d’étude : 1er janvier 2007 au 31 décembre 2012.
3. i i ayant un phé RHD négatif et ayant benef‘cle d’une prescription d’un génotypage foetal RHD par prise de sang maternelle entre la 10éme et la 14éme SA. Les indi de préle p ient concerner :
- Un dépi: atitre émati ou un antécédent d’all
- Un dépistage avant réalisation d’un geste invasif
- Une autre situation a haut risque d’allo-i isation (métrorragies, i autre)
Le génotypage était réalisé par le laboratoire Cerba® aprés envoi des préléevements par un transporteur agréé.
dalité hni de réalisation du gé foetal RHD : 21 mL de sang total périphérique était prélevé chez les patientes dans des tubes secs avec gel séparateur. Les sérums étaient apreés centri ion a4°C dant 10

minutes a 3000g, puis étaient aliquotés et conservés a -20°C.

a. Extraction de 'ADN : Un traceur de I'extraction et de "amplification de 'ADN a été utilisé pour chaque manipulation : adjonction de 250pg d’ADN de souris (Sigma-Aldrich®) au sérum de chaque patient. UADN total a ensuite été extrait a
Iaide d’un kit dédié (PCR Template Preparation Kit - Roche®) en accord avec les recommandations du fournisseur.

b. Amplification de I’ADN : la co-amplification des génes RHD et de la superoxyde dysmutase (SOD - géne témoin de I'extraction) a été obtenue par PCR duplexe en temps réel sur un appareil LightCycler 2.0 (Roche®). Les produits
d’amplification ont ensuite bénéficié d’'un marquage par des sondes speclflques couplées a des ﬂuorochromes (LCRed640 pour le géne RHD ; LCRed705 pour le géne SOD). La procédure comportait un premier temps d’incubation d’une minute
a 50°C en présence d’uracyle DNA gl 1 ( ) per la d Le 2éme temps (dénaturation) comportait une durée de huit minutes a 95°C. Enfin, le temps
d’amplification comportait 3 étapes (50 cycles au total)

-Dé ion:95°C-10 des — vitesse de chauffage : 20°C/s

- Hybndatlon 56°C - 10 secondes — vitesse de chauffage : 20°C/s

- ion:72°C-15 des — vitesse de chauffage : 2°C/s

Tous les échantillons ont été analysés en duplicat. Chaque run de PCR a été effectué en présence d’un témoin positif (ADN issu d’'un sérum connu RHD positif) et d’un témoin négatif (ADN issu d’un sérum connu RHD négatif).

5. Critéres d’évaluation

des pi i des cycles

- re d’évaluation principal : Corrélation entre le génotype RHD foetal et le phénotype RHD réalisé sur sang de cordon en post-partum immédiat (sensl é, spécificité, valeur prédictive positive, valeur prédicti égative)
- Criteres d’ ewluatlon secondaires : répartition des indications de prélé taux d’allo-il isation en cours de g taux d’injection d’i lobulii
6. ) :lesd ées obstétricales et néonatales ont été chargées sur un fichier Excel (Microsoft® Office 2008). Le test exact de Fisher (variables itatives) et le test non p: étrique de M. hitney (variables continues)

ont été utlllses afin de comparer les différences statistiques entre les groupes. Le seuil de p < 0,05 a été retenu comme étant statistiquement significatif

Résultats

Durant la période d’étude, 2025 génotypages RHD feetaux par prise de sang maternelle au ler trimestre de g ont été ad au
laboratoire Cerba®. Les prélévements provenaient de 284 centres d’analyses et/ou maternités différents. Cing centres hospltallers Figure - Corrélation génotypes RHD feetaux / phénotypes RHD post-nataux
regroupaient prés de 70% des prescriptions (Amencan Hospital of Paris, Institut i is, Centre I italo-L i
Necker - Enfants Malades, Centre | italo-L itaire Antoine Béclére et Institut F italier F ique). Les génotypag
RHD étaient principalement réalisés a titre systématique (n = 1552 - 76,6%) et pour des grossesses singletons (n = 1995 — 98,5%). Un peu
moins d’un cinquiéme des prescriptions (n = 342 - 16,9%) concernait un dépistage avant réalisation d’un geste invasif : amniocentése, Issues obtenues
biopsie de trophoblaste ou ponction de sang feetal. La lation d’étude était ituée de pati aux antécéd dallo- 416(20,5%)
immunisation RHD dans moins de 5% des cas (n = 97 — 4,8%). La grande majorité des génotypages RHD a été prescrite entre la 12éme et la
14&me semaine d’aménorrhée (n = 1796 - 88,7%). Génotypes
Indéterminés
On note la réalisation de 1982 tests contributifs, repré és par 1325 gé RHD positif (66,9%) et 657 génotypages RHD négatif 9(22%)
(33,1%). Quarante-trois tests se sont révélés indéterminés (2,1%). Les taux d’obtention de tests indéterminés en fonction de I'age
gestationnel sont (tests indéterminés / tests prescrits) : 2 (222%)
-10SA :2 /77 (2,6%) o I
-11SA:3/152(2,0%) | M;‘E;i?.s%]nm
-12SA:11/637(1,7%) “ :m « “ "m ot
. notypes posit notypes n
-135A:15/658 (2,3%) 259(61,1%) 148 (38.9%)
-145A:12 /501 (2,4%)
hé hén
L'age gestationnel ne semble pas avoir d’impact sur le risque d’obtenir un résultat indéterminé : — ! "3‘32"’5? e I ! ::ggmu
Comparaison des groupes [10 SA ; 11SA] vs ]11 SA ; 14 SA] : p = 0,95 VP =252(97.3%) VN = 148 (100%)
Comparaison des groupes [10 SA ; 12SA] vs ]12 SA ; 14 SA] : p = 0,46 Phénotypes KD —
I ‘négatif I ‘posiif
Quatre-vingt dix-sept pati aux antécéd dallo-i isation RHD se sont vues prescrlre ungé RHD : 65 gé RHD FP =7 (2,7%) FN =0 (0%)
positif, 28 génotypes RHD négatif et 4 génotypes indéterminés : 28,9% des ées ont pu bénéficier d’'un niveau de
surveillance obstétrical allégé suite a la réalisation du test.
Un total de 416 issues de grossesse (20,5%) a été recueilli (Figure). La totalité des foetus génotypes RHD négatif (n = 148 ; 38,9%) ont un Sensibilité = 100%. Spécificité = 95,5%. VP : vrais positifs ; FP : faux positifs ; VN : vrais négatifs ;
phénotype négatif a la nai soit une sensibilité de 100%. Sur les 259 foetus ayant un génotype RHD positif, 252 (97,3%) ont un FN : faux négatifs
phénotype positif a la nai: et 7(2,7%) ont un phé négatif a la nai: soit une spécificité de 95,5%. La valeur p
positive du test est de 97,3%. La valeur prédictive négative du test est de 100%.
Les 7 faux positifs du genotypage concernalent 4 pati i 1 pati d’Afrique subsaharienne, 1 pati antlllalse et 1 patiente d’origine non connue. Il s’agissait de pati aux gi ingl dépistées a titre
i sans antécé d” i isation. Quatre d’entre elles ont bénéficié d’au moins une i ion d’i bulines anti-D é i a 28SA et deux d’entre elles d’'une je injection ciblée (1 injection pour
métrorragies, 1 injection en post-partum).
Les résultats des RAI ont pu étre ok pour 265 pati Aucune lle allo-i isation n’a été notée pendant la durée de I'étude.

Conclus

Nous rapportons une sensibilité de 100% et une spécificité de 95,5% sur un contingent de plus de 416 foetus. Il s’agit d’un test ayant une des meilleures performances diagnostiques (meilleure sensibilité). En outre, cette étude posséde le 2éme
plus grand effectif aprés I'étude d’Akolekar.> Les résultats de notre étude démontrent la bonne performance diagnostique du génotypage RHD fcetal par prise de sang maternelle, effectué a I'aide de I'amplification de I'exon 10, entre la 10éme
et la 14éme semaine d’aménorrhée. L'ak de résultat f: négatif permet de rassurer avec une quasi certitude la patiente et le clinicien. Ce dernier pourra ainsi diminuer le niveau de surveillance, écartant une potentielle situation
d’incompatibilité foeto-maternelle érythrocytaire. En cas de gé négatif, la d’un second test n apparalt pas non plus né ire. On notera jant I'exi: d’un taux de résul indéterminés non nul
(2,1%) : 18 de ces 43 résultats indéterminés concernaient au moins l’'un des deux parents d’origine africaine, impli Iexi d’un | RHDY. Ce taux de résultats indéterminés fait parti des plus bas de ceux
rapportés dans la littérature.
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