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Foetale RHD typering Iin week 27

» Achtergronden van de test

« Aanvraag in week 27
S~

* Foetale RHD typering achtergrond

* Participatie aan programma
» Performance van de test

* Fout negatief

* Fout positief
 Uitdagingen
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Cel-vrij foetaal DNA in plasma van de moeder

Hoeveelheid foetaal DNA in plasma van de moeder zeer laag
Hoeveelheid foetaal DNA neemt toe in zwangerschap

. Foetaal DNA in week 27 gemiddeld 3-10% van totale hoeveelheid DNA

Foetaal DNA: korte fragmenten
Lo, 2007
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Gericht toedienen anti-D profylaxe

* 40 % van de RhD negatieve vrouwen krijgt een RhD negatief kind!
« Antenatale anti-D profylaxe is dan niet nodig

« Anti-D is een bloedprodukt

* sinds 2005 foetale RHD typering mogelijk

17 april 20121 5
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In Europa is in verschillende grootschalige studies de

diagnostische accuratesse van de foetale RHD

typering vastgesteld.

Land Aantal cases PCR: RHD+ PCR: RHD —
Navel: RhD- Navel: RhD+
Frankrijk(2004) 842 3 4
Nederland
(2006) 1245 5 3
Engeland
(2008) 1805 36 3
Duitsland
(2008) 1010 10 2
Belgie
Denemarken
(2011) 2312 6 2
7676 55 14 (0,2%)

17 april 2012 | 6
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\> Sanquin Report of the first nationally implemented clinical routine

Bloedvoorziening screening for fetal RHD in D- pregnant women to ascertain the

] requirement for antenatal RhD prophylaxis
TRANSFUSION 2012;52:752-758.

Frederik Banch Clausen, Mefte Christiansen, Rudi Steffensen, Steffen Jergensen, Christian Nielsen,
Marianne Antonius Jakobsen, Rikke Dyhrberg Madsen, Karina Jensen, Grethe Risum Krog,
Klaus Rieneck, Ulrik Sprogee, Keld Mikkelsen Homburg, Niels Grunnet,
and Morten Hanefeld Dziegiel

Foetale RHD typering in wk 25 tbv antenatale profylaxe wk 29
Postnatale anti-D toediening obv navelstrengbloedtypering

«2312 cases

*Fout-negatief (per alle bepalingen): 2 (0,09 %)
*Onnodig anti-D toediening: 39 (1,7 %)
*Fout-positief: 6 (0,25 %)
sInconclusief: 74 (3,2 %)
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PSIE: Foetale RHD typering in week 27
En antistofonderzoek!

 DNA-laboratorium:

DNA isolatie uit 1-mL plasma ten behoeve van
foetale RHD typering met PCR test

/@

 Serologie laboratorium
Erytrocytenantistofscreening met plasma

* ABO, D typering met erytrocyten w\
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Blocdsordening Doel serologisch onderzoek:

late vorming anti-D zo goed

Week 27 vraag | mogelilk opsporen
DUS: niet eerder dan wk 27

Week 27 l

Bloedafname voor bepaling IEA en foetale RhD-typering. Verstuur Bloedafname mag niet voor week 27.
bloed en aanvraagformulier *Screening 27° week’ naar Sanguin
Diagnostiek.

Maak afspraak voor uitslag en eventuele vervolgacties in week 30.

# Bestellen RhD-immunisatie set (buis, afnamenaald, naaldhouder en aanvraagformulier *Screening 27e week':
www.sanguin.nl via ‘diagnostiek’” onder ‘beroepsmatig’ > ‘aanvraagformulieren’.

Draaiboek Prenatale Screening Infectieziekten en Erytrocytenimmunisatie | 37
Versie 3.0, 1 juli 2011

Hoe strikt hanteren, wat vindt u?




=

\>\Sanquin

Bloedvoorziening

Foetale RHD typering Iin week 27

» Achtergronden van de test
« Aanvraag in week 27
* Foetale RHD typering achtergrond
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Opzet foetale RHD typering
PCR amplificatie van twee verschillende exonen

RHCE

exon 10 exon 10 exon 1

EEN EEEREEREEN

RHD
|l
L]
RHD-PCR
Multiplex

exon 5 and
exon 7

RHD exon 7: aanwezig in meeste RHD variant allelen
RHD exon 5: wordt niet geamplificeerd bij RHD¢

Recommended by: @”etwo"’k 17 aprl 2012 11


http://safenoe.org/cocoon/safeorg/info/public/index.xhtml
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Bloedvoorziening

Gangbare situatie

In het bloed

g5 5 P

RHD RHCE
exol

Al het RHD DNA van foetus
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Gangbare situatie

RHD RHCE
exol Ol

N A EEEEEERREE Al het RHD DNA van foetus

Bij ~0,9 procent van aanvragen

En wel een RHD allel

O . Bijvoorbeeld RHDW
Moeder geen RhD eiwit HD e

Of !
Bijvoorbeeld DVI

] = . L] exonl RHD exon10 exon10 RHCE exont
O een variatie van RhD ewit  gygpppgmaui—Sunsunnuni

RHD-exon-7 PCR laat DNA van moeder zien
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\S\Sanquin Voorbeeld van foetale RHD PCR uitslagen
eeme\Weergave van 32 samples

—

Experiment:111216un2B Experiment Results Report Applied Biosystems

Amplification Plot (ARn vs. Cycle)
RhD ex7 plasma

]
Signaal beschouwd als
A: moederlijk DNA

B: foetaal DNA

C: laag foetaal DNA/

aspecifiek

ARN

,,,,,,,,,
aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
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Foetale RHD typering, drie uitslagcategorieen

* Foetus RhD negatief

* Foetus RhD positief (met advies profylactische anti-D
toediening)

* Bij uitzondering: ‘foetus beschouwen als RhD positief’
met advies profylactische anti-D toediening
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Alleen in geval van de volgende discrepantie
tussen de uitslagen:

Foetale RhDtypering:RhD negatief,
navelstrengbloed typering: RhD positief,

ats

delijke invoering foetale RhD typering

Navelstrengbloed inzendformulier

Datum in bewerking genemen

Naam echtgenost

Bloedgroep / RhD antigeen

wordt telefonisch contact opgenomen met de

Ultslag Foetale D typerin

Bij meerlingen bepaalt het lokale

verloskundig hulpverlener zodat alsnog anti-
RhD-Ig kan worden toegediend.

navelstrengblosd.

navelstrengbloed naar Sanquin

D typering verricht in week 27 wordt

- i-RhDHg profylaxe toegediend. Cedurends
een overgangspericde van een jaar bepaalt Sanquin Diagnostiek bij
alle kinderen van RhD-negatieve wrouwen de RhD-bloedgroep in

Stuur het navelstrengbloed en dit volledig ingevulde Rodeband
formulier{en) met de eerstvolgende postlichting naar Sanquin
Diagrostiek. Sanquin Diagnostiek stuurt geen uitslag.

laboratorium altijd de RhD-bloedgroep

sip(aties

Birmeerlingen bepaalt het lokale laboratorium altijd de RhD-blosedgroep
in het Welstrengbloed van de kinderen, ook als de uitslag van de foetale
typeripd RhD-negatief was. Dit om te bepalen of er meer dan &én ampul
antifhD-lg moet worden toegediend. De vitdagen mosten vervolgens met
de uitslagstrook naar Sanquin Diagnostiek gestuurd worden.

Indien er geen uitslag van de foetale RhD-typering beschikbaar is, moet het
lokale laboratorium de RhD-bloedgroep in het navelstrengbloed vaststellen.
Op geldide van deze uitslag wordt anti-RhD-lg profylaxe toegediend.

Er hoeft dan geen vitslag naar Sanquin Diagrostiek gestuurd te worden.

sdleen in gyl van de volgende discrepantie tussen de uitslagen van de
{oetale RhDytypering: “RhD-negatief” en de navelstrengbloed typering:
*RRELpositief” wordt telefonisch contact opgenomen met de verloskundig

hulpverlener zodat abrog anti-Rh0-lg kan worden toegediend.

Voor meer informatie zie wwwrivm.l/pns

Bestellen extra Redeband f en ! blosd: quirdiagnostiek.nl, T: (0203 512 3321
............... e
Uitslag onderzock van bloed In het bij meerdl gerschappen

Referentierummer

L 2 R
T P
Aartal tinderen 02038405 Geboortetatm
Maam kind 1 RhD antigesn D positief "

Maam kind 2 ___R.hD antigeen D ______a_l\gi_

Maam kind 3 RhD antigesn O pesiif [ negatief

Nambindd RHD antigeen Dposid  Dnegater
Maam kind 5 RhD antigesn O pesiif [ negatief

Geboortedatum vrouw

Stuur deze uitslagstrook in een gesloten envelop naar:

Sanquin Diagnestick

Ta.v. Laboraterium Prenatale
Antwoordnummer 1814
1000 SE Amsterdam

2011
34055
A0

Serclogie

17 april 2012 | 16
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Tweelingen,
anti-D beleid draaiboek

Meerlingzwangerschap

Uit de foetale RhD-typering is niet op te maken hoeveel kinderen RhD-positief zijn. Bij de geboorte van
een meerling bepaalt het lokale laboratorium direct de RhD-bloedgroep van de kinderen in
navelstrengbloed, ook indien de uitslag van de foetale RhD-typering RhD-negatief was. Na afloop van de
evaluatieperiode (oktober 2012) wordt besloten of de navelstrengbloedbepaling kan vervallen bij de
geboorte van een meerling met een uitslag foetale RhD-typering: RhD-negatief.

Twee kinderen RhD-positief: moeder krijgt 2 ampullen 1000 IE toegediend. Drie of meer RhD-positieve

kinderen: beleid hangt af van de uitslag op de Kleihauer test. Voor indicaties en doseringen zie ook de
“Richtlijn Erytrocytenimmunisatie en zwangerschap” (zie www.nvog.nl).

Draaiboek Prenatale Screening Infectieziekten en Erytrocytenimmunisatie | 39

Wie hanteert dit beleid NIET op deze wijze?
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Foetale RHD typering Iin week 27

» Achtergronden van de test
« Aanvraag in week 27
* Foetale RHD typering achtergrond

* Participatie aan programma




'Eisen aan performance van de test: landelijke evaluatie

Monitoring discrepante uitslagen
foetale RHD typeringen - navelstrengbloedtypering

Programmacommissie PSIE

 RIVM-CvB en RCP
* Ref labs
*TNO

 Vertegenwoordigers beroepsgroepen KNOV, NVOG, NVK, NVKC, NVVM

A 4

Werkgroep:

Frithjofna Abbink (programmaleider PSIE, RIVM-CvB)
+Kitty van der Ploeg (TNO; uitvoering evaluatie)
*Masja de Haas (Sanquin; aanleveren data)

*Hoang Hirschberg (RIVM-RCP; aanleveren data)
+Joke Koelewijn (AMC, KNOV)

*Chris Hackeng (namens NVKC)

v

Z0 nodig aanpassing beleid

*Antenaal geen wijziging, postnataal anti-D Ig
obv lokaal navelstrengbloedtypering

of

*Afschaffen foetale RHD typering

v

4-wekelijkse monitoring; gestart 1 oktober 2011
Percentage fout-negatief van foetale RHD typering moet in
zelfde grootte orde zijn als die van navelstrengbloedtypering

Grens: percentage fout-negatief <0,25%

Bij FN>0,25%

17 april 20121 19
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Twee deelonderzoeken

* TNO

» Evaluatie van in Praeventis geregistreerde gegevens (ook lokale typeringen)
» Cohort: alle D negatieve vrouwen met partusdatum 3 weken eerder
* Indien foetale RHD typering miste:

» Wel getypeerd maar niet geregistreerd?
* Niet getypeerd: telefonisch contact verloskundig zorgverlener

« Sanquin
« Evaluatie testperformance: oa sensitiviteit/specificiteit
» Detailanalyse afgerond voor periode juli tot oktober (3 maanden)
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TNO/RCP: Evaluatie geregistreerde gegevens Praeventis

» 118 cases zonder geregistreerde foetale RHD testuitslag (max 3.1%)

* 61 cases met reden
» Verhuizing naar buitenland (n=30)

Vrouw niet zwanger ttv screening (n=7)
Vrouw D positief (n=4)
Vrouw abortus/bevalling <week 27) (n=7)
In zorg >week 27 (n=1)
Anti-D aanwezig (n=5)
Weigering:

» Vader RhD-negatief (n=5)

* Geloof (n=1) / Andere reden (n=1)
« 2 caseste Weinig bloed ingestuurd (geen tweede bepaling gedaan)
* 19 cases onderzoek niet aangevraagd

» 39 cases nog geen follow-up bekend

Participatie van D-negatieve zwangere vrouwen is >98%
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Ervaringen met uitval uit programma?

* Hoe omgaan met weigering van foetale RHD
typering/screening in week 27 bij D neg vrouwen?

« Stelt u voorwaarden aan RhD typeringuitslag van de
partner?
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Foetale RHD typering Iin week 27

» Achtergronden van de test
« Aanvraag in week 27
* Foetale RHD typering achtergrond

 Participatie aan programma
» Performance van de test

* Fout negatief
* Fout positief
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Fout-negatieve uitslagen

Zowel foetale RHD typering als navelstrengbloeduitslag:
n = 9838

4 cases gevonden bij Sanquin
1 case gevonden via Praeventis (navelstrengbloed lokaal bepaald)

Monsterverwisseling uitgesloten mbv genetische vingerafdruk
3 : bij herhaling een zwak positief foetaal signaal

* 1 : ook bij herhaling negatief

» 1 : procesfout, geen DNA geisoleerd

» Conclusie: fout-negatieven<0,25% (fout-negatief/alle bepalingen)
« Exact vaststellen met volledige gegevens na evaluatieperiode van 1 jaar
» Aantal fout-negatieven vergelijkbaar met Deense studie
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Geobserveerde RHD varianten bij de moeder
59 RHD varianten, n=6941 (eerste 3 maanden)

Serologisch Genetisch Kans op RhD | RHD van moeder | Frequentie

(op de cel) (groep) immunisatie (%)
Exon5 | Exon7

Negatief RHDW JA / ] + m

Negatief DVI JA - + 0,20

(variant) o

Negatief verschillend | JA T — 13,1{4

(variant)

Zwak positief | ‘Zwakke D" | Nee + + 0,13

Zeer zwak Del Nee + + 0,072

positief
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Bloeavoorziening - OUT-poOsitieve uitslagen
Periode 04-07-2011 tot en met 27-02-2012, totaal aantal tests 8476

Exon 5enexon?7

Normaal foetaal 24 8 16
Zwak foetaal 28 - 28
Zwak foetaal 16 - 16
Alleen exon 5

Foetaal, variant 12 - 12
Alleen exon 7

Maternaal 7 -

Alleen exon 7

Maternaal 6 3
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Fout-positieve uitslagen

« Overwegingen bijstellen van uitslaglalgoritme?
 Aantal fout-positieve uitslagen kan verminderen met ongeveer 0,1%
« Kans toch foetale RhD-positieve variant? (verwacht heel klein)
» Vaststellen na 1 jaars evaluatie

« Keuze op dit moment:

* Veilig uitslagbeleid (conform internationaal beleid (Denen, Engelsen,
Fransen): acceptatie van deel van fout-positieve uitslagen

 Uitslag eenduidig: “negatief” / “positief” of “beschouwen als positief” met
advies toediening anti-D Ig

* (NB: categorie “inclusief” wordt in buitenlandse studies gebruikt, in
NL wordt in vergelijkbare gevallen “positief” gebruikt)



=

N
\> Sanquin

Bloedvoorziening

Uitdagingen

* Gerichte anti-D toediening zowel antenataal als
postnataal op basis van foetale RHD typering

* Immunisatie risico’s
» Onterecht niet-toedienen antenatale profylaxe: 0,36%
* Onterecht niet-toedienen ante-en postnatale profylaxe: 7%

e Ziet iemand valkuilen?

* Verfijnen uitslagalgoritme bij relatief veel voorkomende
RHD variatie
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Bijdrage aan deze presentatie:

RIVM/RCP Sanquin Diagnostiek/Research
» Hoang Hirschberg * Heleen Woortmeijer

RIVM/CvB « Goedele Cheroutre

* Frithjofna Abbink « Peter Scheffer

* Barbera Veldhuizen
* Florentine Thurik
* Ellen van der Schoot

TNO
« Kitty van der Ploeg
» Ashley Verlinden

KNOV
« Joke Koelewijn

NVKC
» Chris Hackeng
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