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RhD profylakseundersogelse,

en ny ®ra

- fra serologisk til molekylergenetisk metode

Islutningen af 1960’erne indfgrtes RhD profylakse (dengang
Rhesusprofylakse) til RhD negative kvinder, der havde fpdt et
RhD positivt barn. Et nyfgdt barns RhD blodtype bestemmes
pa erytrocytterne fra en navlesnorsblodprgve med heemagglu-
tination, en serologisk metode. Den 1. januar 2010 indfgrtes der
en preenatal RHD screening udfert pa cellefrit foster DNA (cff-
DNA) oprenset fra plasma fra RhD negative gravide i deres 25.
graviditets uge. Underspgelsen udfgres med real-time PCR, en
molekyleergenetisk metode. De to analyser har nu veeret ud-
fort sidelpbende i 4 a1, og resultaterne fra den molekyleergene-
tiske metode har veeret si overbevisende, at et udvalg under
Dansk Selskab for Klinisk Immunologi (DSKI), besluttede, at
den molekyleergenetiske metode pr1/1 2014 skulle overtage
rollen som rutineanalyse.

Den serologiske RhD bestemmelse skal i fremtiden kun ud-
fores, hvis der ikke er udfgrt en preenatal molekyleergenomisk
RHD screening.

Denne artikel er baseret pd artiklen af Clausen et al. publice-
ret i Prenatal Diagnosis 2014 (1), suppleret med lidt baggrunds-
viden, der kan hjeelpe med at forstd nogle af de valg, der er
truffet under processen.

RhD immunisering er en af de hyppigste arsager til haemoly-
tisk sygdom hos fostre og nyfgdte (HDFN), pa trods af indfers-
len af postnatal RhD profylakse i slutningen af 1960’erne. I
2001 behandlede man p& danske centre g2 tilfeelde af sveert
Rh-immuniserede gravide. Tilstanden var s alvorlig hos g af
de gravide kvinder, at de tilsammen fik ca. 50 intrauterine
blodtransfusioner (2). I mange europzeiske lande som vi nor-
malt sammenligner os med, anvendes savel preenatal som
postnatal RhD profylakse, hvilket har vist at nedseette immu-
niseringsrisikoen med ca 50%. Den preenatale RhD profylakse
bliver givet til alle RhD negative gravide uanset fosterets RhD
blodtype, hvilket medfgrer ungdvendig behandling med anti-
D af de ca. 40% kvinder, der er gravide med et RhD negativt fo-
ster.
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[1997 viste Lo et al. (3), at der i plasma fra en gravid kvinde
findes DNA fra hendes foster. Dette DNA kommer ikke fra cel-
ler, men fra vesikler afsngret fra fosterdelen af moderkagen.
Né&r der oprenses DNA fra plasma fra en gravid, vil der vaere
DNA fra mater savel som fra foster. Af den totale meengde
DNA vil 1-20 % veere fostrets DNA.11998 viste Lo et al. (4), at
dette DNA kunne anvendes, vha. en PCR reaktion, til at forud-
sige et fosters RhD blodtype.

I starten af det tyvende drhundrede arbejder flere danske la-
boratorier, bl.a. pa klinisk immunologisk afdeling Rigshospita-
let, videre med cffDNA med henblik pa at udvikle en palidelig
metode til at bestemme RHD status pa fostre (5). Et udvalg un-
der DSKI arbejder sammen med Sundhedsstyrelsen pa en for-
bedring af forebyggelsen af RhD immunisering. Som resultat
af dette arbejde indfgres der i Danmark, som det fgrste sted i
verden, malrettet preenatal RhD profylakse 1. januar 2010. Det
vil sige, at der indfgres preenatal genomisk RHD screening i 25.
graviditetsuge pa fostre af RhD negative kvinder. P4 baggrund
af svaret forudsiges fosterets RhD blodtype, og kun RhD nega-
tive kvinder, der er gravide med et RhD positivt foster, tilbydes
RhD profylakse. Den serologiske RhD profylakseunderspgelse
udfgrt pa navlesnorsblod bliver fortsat udfert, og den postna-
tale RhD profylakse bliver givet pa baggrund af dette svar.

Da alle 5 regioner i Danmark skulle udfgre analysen, blev det
besluttet at nedsaette et udvalg med repreesentanter fra Kli-
nisk Immunologisk Afdeling, Universitetshospitalerne i Kg-
benhavn, Aalborg, Arhus, Neestved, Odense. Udvalgets arbejde
skulle omfatte samarbejde omkring evaluering, kvalitetsud-
vikling, dokumentation mm. Ud af dette samarbejde er der nu
udkommet to artikler, hvoraf den sidste er en artikel med de
samlede resultater fra de 5 regioner efter de fgrste 2 &r med en
preenatal genomisk RhD profylakse undersggelse (1).

Serologisk RhD bestemmelse

I Danmark arbejdes der efter Transfusionsmedicinske Standar-
der (TMS) ved udfprelsen af blodtypebestemmelser. Inden for
rammerne af disse standarder veelger de enkelte laboratorier
teknik og analyseudstyr. Derfor er der variation mellem de an-
vendte metoder pé tveers af regionerne.

RhD blodtypebestemmelsen pa gravide blev udfprt med di-
rekte heemagglutination i mikrotiterplader eller spjleaggluti-
nationskort. Der opnés typisk hejest sensitivitet med sgjleag-
glutinationskort. Det anvendte anti-D reagens paviser ikke den
partielle DVI type. Der er krav om en hgjere sensitivitet ved en
RhD profylakse undersggelse, og denne justeres med teknik-
ken. Derfor blev der anvendt en indirekte antihumanglobulin
teknik (IAT), sdfremt den initiale direkte heemagglutinations-
underspgelse var RhD negativ og/eller der allerede foreld en
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preenatal RhD forudsigelse, der var RhD negativ. IAT blev ud-
fort i mikrotiterplader eller spjleagglutinationskort, som i kom-
bination med IAT har samme sensitivitet. Ved IAT blev an-
vendt et anti-D, der paviser de fleste D varianter inkl. den
partielle DVI type.

Det blev anbefalet at give RhD profylakse til RhD negative
kvinder med en RhD positiv nyfedt og ikke at give RhD profy-
lakse til dem med en RhD negativ nyfedt.

Molekylargenetisk RHD screening pa cffDNA

Da RHD genet er meget polymorft, skal den del af genet, der
pavises, udveelges ngpje. Og jo flere omrader af genet, der pavi-
ses, jo hojere specificitet opnas der. Vi har valgt at kalde analy-
sen en RHD screening, fordi man kun analyserer dele af genet.
Nar man arbejder med cffDNA, som findes i meget sma
maengder, helt ned til ét kopi af det pnskede gen pr. reaktion i
en blanding med mater DNA, er det npdvendigt at anvende re-
al-time PCR eller en anden lige sd sensitiv teknik. Der er flere
metoder pa markedet til bade oprensning af DNA og til real-ti-
me PCR.

P4 baggrund af udstyr og erfaring har de 5 regioner valgt
deres metode til den preenatale RhD profylakseunderspgelse. I
alle regioner blev der anvendt real-time PCR, og der blev pavist
minimum 2 exons pd RHD genet. Metoderne er beskrevet de-
taljeret af Clausen et al (1).

Jeg vil her tillade mig at lave en meget kort sammenfatning
af den metode, vi anvendte (anvender) i Region H.

Alle analyser var automatiserede med elektronisk dataover-

Real-time PCR

En PCR metode, hvor opformeringen af det gnskede PCR pro-
dukt, defineret ved de specifikke primere, kan folges pr. cyklus.
Der findes flere teknikker. Den, vi anvender i RegionH, er Tag-
Man. Ved hjeelp af en probe maerket med en reporter (fluore-
scerende farvestof) i 5 og en quencher (”lyseslukker”) i 3" af-
laeses maengden af PCR produkt pr. cyklus som fluorescens, nar
polymerasens exonuclease aktivitet adskiller reporteren fra
quencheren.

I en PCR med optimal effektivitet vil der ske en fordobling af
PCR produktet pr. cyklus.

En afgerende fordel ved Real-time PCR i forbindelse med op-
formering af meget fa kopier DNA er den nedsatte kontamine-
rings risiko, fordi visualiseringen af PCR produktet sker i samme
lukkede regr som opformeringen.

Nedfor ses et real-time PCR resultat visualiseret med ABi 7500
Systemets SDS software version 2.0.5 med anvendelse af en fast
threshold pa 0,2. Et resultat aflaeses som den cyklus, hvor fluo-
rescens signalet passerer threshold, som er greenseveerdien mel-
lem baggrund og et positivt signal (Ct-vaerdi).

forsel, dog ikke den endelige svarafgivelse. Fra RhD negative
gravide i deres 25. graviditetsuge modtog vi, oftest med posten
fra praktiserende lzege, en blodprgve taget i 6 mL EDTA. Dato
for blodprgvetagning blev registreret ved ankomsten. Prgven
blev centrifugeret v 1700G i 10 min, og plasma blev tjekket for
hzaemolyse. Proven blev anbragt p4 QIAsymphony SP (Qiagen
Inc,, Basel, Switzerland), og DNA blev oprenset fra 1 mL plasma
med QIAsymphony DSP/Pathogen Midi kittet med carrier-
RNA.DNA blev elueret i 60 pL. PCR reaktionen blev herefter af-
pipetteret pd samme udstyr. DNA blev analyseret pé real-time
udstyret ABi 7500 (Applied BioSystems, Foster City, USA) med
Tagman kemi. Reaktionsvolumenet var 25ul, og der blev an-
vendt Universal Master Mix med uracil-N-glycosylase (UNG)
(Applied BioSystems).

Primer og prober malrettet RHD exon 7 og 10 blev anvendt i
en duplexreaktion med begge prober meerket med FAM. Dette
medferer, at der ikke kan skelnes mellem en reaktion med
exon 7 og exon 10, €] heller mellem en reaktion med et eller
begge exons. Til gengeeld fordobles sensitiviteten, nar begge
exons er til stede, hvad de naesten altid vil veere. Total DNA
blev pavist med primer og probe malrettet genet for glyceral-
dehyde 3-phophate dehydrogenase (GAPDH). Slutkoncentrati-
onen af primerne var goonM og af proberne 10onM.

DNA blev analyseret for RHD i triplikater med 10pL template
pr reaktion og GAPDH i en enkelt reaktion med suL template.
Der var altid kontroller pa hver PCR plade med RHD positivt og
RHD negativt DNA samt adskillige kontroller uden template.

Temperaturprofilen var 2 min ved 50°C og 10 min ved 95°C,

Fig. 1 Amplifikations plot af
DNA oprenset fra mater plasma
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Total DNA = en kombination af mater DNA og foster DNA =
GAPDH, som har en Ct-veerdi pa 30,1. Foster DNA = RHD har
en Ct-veerdi (median) pa 36,3. Da der er tilsat dobbelt sa me-
get template til reaktionen med RHD end til reaktionen med
GAPDH, vil reaktionen med RHD passere treshold en Ct for
GAPDH, derfor er forskellen i Ct-veerdierne 36,3+1-30,1 = 7,2.
Det vil sige, at koncentrationen af foster DNA er ca %2 72

(ca 1 %) af den totale maengde DNA.
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efterfulgt af 45 cykler med 95°Ci15 sec og 60°C i 1 min. Der
blev anvendt fast threshold pé 0,2 ved resultatbehandlingen.

En PCR reaktion blev konkluderet positiv, hvis cycle of thres-
hold (Ct) veerdien var stgrre end 42. En prove blev forudsagt til
RhD positiv, hvis alle triplikater var positive, RhD negativ, hvis
ingen eller en af triplikaterne var positiv og inkonklusiv, hvis
to af reaktionerne var positive, eller hvis RHD Ct-veerdien var
mindre end eller lig med Ct-veerdien af GAPDH. Hvis signalet
fra RHD reaktionen og GAPDH reaktionen giver neesten sam-
me Ct-veerdi, indikerer dette, at mater er RHD positiv, hvilket
medfgrer, at fosterets RhD type ikke kan forudsiges.

Det blev anbefalet at give RhD profylakse til RhD negative
gravide ved forudsigelsen af et RhD positivt foster og til dem
med et inkonklusivt svar. Det blev anbefalet ikke at give RhD
profylakse til RhD negative gravide ved forudsigelsen af et
RhD negativt foster.

Udredning af uoverensstemmende resultater

Den preenatale RHD screening blev evalueret ved at sammen-
ligne den forudsagte RhD blodtype med den serologisk be-
stemte RhD blodtype, der blev udfgrt pa navlesnorsblod fra
den nyfgdte, idet denne betragtedes som den gyldne standard.

I tilfeelde af uoverensstemmende resultater blev disse ud-
redt s& vidt muligt. Der blev suppleret med udvidede serologi-
ske og molekylaergenetiske analyser. Se Clausen et al (1) for
yderlige information.

Resultater

Der blev i Danmark pa de to fgrste 4r med preenatal RHD
screening udfgrt analyser pa 12.668 gravide, hvor RhD blodty-
pebestemmelsen pa den nyfgdte efterfplgende blev udfprt. Af
dem var 7.830 (61,8%) af de nyfpdte RhD positive og 4.838
(38,2%) RhD negative. Sensitiviteten af RHD screeningen var
99,9%, og der var 0,087% falsk negative resultater. Se Tabel 1
for alle de samlede resultater. Detaljerede resultater for de en-
kelte regioner kan leeses i artiklen af Clausen et al (1).

Der var 11 cases med et falsk negativt resultat (10 fra 23.-28.
graviditetsuge og 1 allerede fra 8. graviditetsuge). Der var ikke
registret heemolyse i nogen prgver, og prgverne var mindre
end 7 dage gamle (en enkelt var 8 dage). DNA oprensningen
virkede til at have veeret tilfredsstillende, dog var der pa en af
proverne en Ct-veerdi for total DNA pé 36,2, hvilket indikerer et
meget lavt DNA udbytte.

Der var 41 cases med et falsk positivt resultat. Der blev iden-
tificeret forskellige &rsager til falske positive resultater. Der var
14 prover, hvor der sandsynligvis var sket en kontaminering el-
ler forbytning af prgver.I g cases blev der pavist forskellige
pseudo RHD gener af fptal oprindelse (pseudo genet giver ikke
anledning til produktionen af et RhD protein).I 4 tilfaelde var
arsagen en maternel D variant. Der var observeret menneske-
lige handteringsfejl i 4 tilfzelde og menneskelige fejl ved be-
svarelsen af 3 analyser.I7 tilfeelde fandt man ikke nogen for-
klaring.

1274 (2,2%) cases blev resultatet inkonklusivt pa baggrund
af fplgende arsager. 1107 tilfeelde var drsagen en maternel D
variant, 92 gravide havde en svag D type, mens 14 havde en
partiel DVI type. 138 tilfeelde blev der pévist et maternelt
pseudo RHD gen. Af dem havde 8 RHDY genet, og 9 havde
RHD-CE(3-7)-D d(C)ces genet, de hyppigste pseudo gener
blandt folk med afrikansk afstamning, resten skyldes en blan-
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Tabel 1 Resultater fra den praenatale RHD screening

Total antal RHD screening 14.547
RHD screening med

serologisk postnatal RhD resultat 12.668
Sandt positive resultater 7.636
Sandt negative resultater 4.706
Falsk negative resultater 11
Falsk positive resultater a1
Inkonklusive resultater 274
Sensitivitet 99,86 %
Specificitet 99,14%
Falsk negative resultater i % 0,087
Falsk positive resultater i % 0,324
Ungdvendige rekommandationer af

preenatal RhD profylakse (%) 132 (1,04)

Dansk overszttelse af Tabel 1 Clausen et al (1)

ding af andre pseudo gener bl.a. RHD-CE(2-9)-D, dCe, det hyp-
pigste blandt europaeere. 113 cases var grunden et svagt PCR
signal, og i andre 19 cases skyldtes det tekniske problemer.I29
cases var der en meget hgj baggrund af mater DNA. 1 3 tilfeelde
fejltolkede man resultatet som en maternel RHD variant pga.
en lav Ct-veerdi for RHD reaktionen, men ved udredning af re-
sultaterne pavistes et hpjt niveau af cffDNA.I 65 cases fandt
man ikke nogen forklaring.

Totalt undgik 4.706 kvinder at fa ungdvendig RhD profylak-
se, hvilket svarer til 97,3% af de RhD negative kvinder, der var
gravide med et RhD negativt foster.

Med denne 2 ars evaluering af preenatal foster RHD screening
som klinisk implementeret rutineanalyse, har vii Danmark
vist, at det er en meget sikker metode at anvende som RhD
profylakseunderspgelse. Vi har opnaet en sensitivitet pa
99,9%, og man ville nok heller ikke forvente en hgjere sensiti-
vitet af den serologiske underspgelse. Der var 0,087% falsk ne-
gative resultater, hvilket er lidt mindre end de resultater, der er
opnéet i andre studier. Man har dog i Holland for nylig beskre-
vet andelen af falsk negative resultater til 0,03% i et rutine
seetting som det danske, udfert p& prover fra uge 27. Arsagen
til de falsk negative resultater blev ikke fundet, men menne-
skelige fejl kan ikke udelukkes. Hovedparten af sddanne fejl
kan mdske undgés i fremtiden, ndr alt er automatiseret fra
provehandtering til svarafgivelse. Enkelte procedurer blev sen-
dret allerede efter et halvt ar, efterhdnden som vi fik erfaring
og opdagede uhensigtsmaessigheder. Vi arbejder i Region H
med at udvikle et fuldt automatiseret system, inkl. automati-
seret konklusion og svarafgivelse.

Der var et forventeligt antal RhD varianter, der medfgrte, at
kvinder blev tilbudt ungdvendig RhD profylakse. Dette kan



ikke helt undgés, dels pga. uoverensstemmelse mellem den
genomiske RHD bestemmelse og den serologiske RhD bestem-
melse (falsk positive), dels fordi vi undersgger en prove, der be-
star af DNA fra to individer, bAde mater og foster (inkonklusive
resultater). Uoverensstemmende resultater kan skyldes det,
der hedder pseudo gener, der er et ikke-funktionelt RHD gen,
der gor, at personen har blodtypen RhD negativ. I Region H har
vi exon 10 med i vores analyse, og det er egentlig ikke s&
smart, fordi netop dette exon medfgrer en positiv reaktion
med det hyppigste pseudo gen blandt europzeere (ca. 1/2000).
Til gengeeld synes vi, at vores metode giver en forhgjet sensiti-
vitet, og vi mener det klinisk vigtigste er at undga falsk negati-
ve resultater. Mange af de inkonklusive resultater kan heller
ikke undgés, bl.a. fordi vi i Danmark anbefaler, at kvinder med
den partielle DVI type skal have RhD profylakse, og deres blod-
type er derfor bestemt som RhD negativ, selvom om de har et
partielt RHD gen. Undervejs er der foretaget forskellige een-
dringer i besvarelsen, der har nedsat meengden af inkonklusi-
ve resultater fx havde man i starten ikke nok viden om betyd-
ningen af en hgj baggrund af mater DNA og valgte derfor en
forsigtig strategi og besvarede analyser med hgj baggrund
som inkonklusive. Et studie af feenomenet viste, at selvom
baggrunden af mater DNA steg under opbevaringen af pre-
verne, influerede det ikke p4 analysens evne til at pavise foster
DNA.

P& trods af falsk positive og inkonklusive resultater betpd
anvendelse af en preenatal RHD screening, at vi kunne forhin-
dre ungdig anbefaling af anti-D til 97,3% af de RhD negative
kvinder, der var gravide med et RhD negativt foster, og som
dermed ikke behgvede profylakse.

Der har veeret udfert et compliance studie i Region N, som
klart viste plads til forbedring. Ud af 690 RhD negative kvin-
der, hvoraf 330 blev anbefalet at f3 RhD profylakse, fik kun 78%
bade pree- og postnatal profylakse, 21% fik kun postnatal profy-
lakse og 1% fik ingen profylakse. Risikoen for ikke at f4 profy-
lakse var 16 gange hpjere uden en preenatal RhD profylakseun-
dersggelse. Se Clausen et al (1) for yderligere informationer. &
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RhD profylakseundersoggelsen

I daglig tale kalder vi bestemmelsen af fosterets og/el-
ler den nyfedtes RhD blodtype for RhD profylakseun-
dersggelsen, fordi det er denne, der udlgser RhD pro-
fylaksesvaret. En RhD profylakseundersggelse bestar
egentlig af flere analyser. | starten af graviditeten ud-
fores der pa den gravide en blodtypebestemmelse og
en blodtypeantistofscreentest. Safremt der ikke bliver
pavist blodtypeantistoffer, bliver der igen i 25. gravidi-
tetsuge (for 2010 i 36. uge) udfert en blodtypeanti-
stofscreentest pa RhD negative gravide, for at sikre at
den gravide stadig ikke har udviklet anti-D, da det i sa
fald vil veere uden virkning at give RhD profylakse.
Herefter bestemmes fosterets RhD blodtype.

RhD profylakse

En intramuskulaer indsprejtning med et humant anti-
D blodtypeantistof, der gives til RhD negative gravi-
de/moadre med RhD positive fostre/nyfedte, for at for-
hindre at kvinden immuniseres til dannelse af anti-D.
Dosis er saedvanligvis pa 250-300 pg og daekker en
bledning pa 12 mL pakkede erytrocytter fra foster til
mater (fetomaternel blgdning).

RhD blodtypen

Nomenklatur:

Gen: RHD (kun store bogstaver i kursiv)
Protein: RhD (lille h)

Antigen: D (uden Rh foran)

Antistof: anti-D

RHD genet giver anledning til produktion af et RhD
protein, der beerer D antigenerne, der kan immunise-
re til dannelse af et anti-D. Individer uden et RHD gen
far blodtypen RhD negativ.

RhD blodtypen er den klinisk set naest vigtigste
blodtype efter ABO blodtypen. Dette skyldes D anti-
genets hgje immunogenicitet, dvs. evne til at stimule-
re til antistofdannelse ved transfusion af ganske sma
maengder RhD positive erytrocytter til en RhD negativ
person. RhD blodtypen er styret af RHD genet, der er
det ene af Rh systemets to teetkoblede gener. RHD
genet bestar af 10 exons og er meget polymorft, dvs.
findes i mange forskellige udgaver, der har mere eller
mindre klinisk betydende mutationer. Det betyder, at
RHD genet kan eendre sig kvalitativt, og derved kan D
antigenet variere bade kvalitativt (partiel D type,
hvoraf DVI typen er hyppigst blandt europeeere) og
kvantitativt (svag D type), samlet kaldet D varianter.
Man skal altsa designe sine metoder med stor omhu,
sa man paviser ngjagtigt det, man ensker at pavise.
Hos bloddonorer (som ogsa inkluderer fostre/nyfedte
i forbindelse med RhD immunisering) skal enhver
form for D antigener pavises og medfere et RhD posi-
tivt svar, mens man hos patienter og gravide bevidst
undgar at pavise visse D antigener, da personer med
disse RhD blodtyper kan immuniseres til dannelse af
partielt anti-D.

For mere info om Rh systemet laes: R. Hansen.
Rh blodtypesystemet.
Danske Bioanalytikere, 12, 02/2007

DANSKE BIOANALYTIKERE 9//14 19



