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Resumen

La normativa uruguaya exige la determinacion seroldégica de RhD en toda diada materno-neonatal. La genotipifi-
cacion del “gen RHD” fetal en sangre materna, realizada con un kit de desarrollo nacional, permite identificar diadas
materno-fetales de igual grupo, lo que podria evitar la profilaxis con inmunoglobulina anti-D.

Se traté de un estudio multicéntrico prospectivo, descriptivo, de cohorte Unica de pacientes, de 92 gestantes RhD ne-
gativas, no aloinmunizadas, cursando embarazos con feto Unico. Se extrajo una muestra de sangre periférica entre las
semanas 17y 28 de gestacion. Se utilizé el kit de deteccion molecular del gen RHD del Laboratorio ATGen, que consiste
en un PCR en tiempo real en formato multiplex con sondas TagMan, permitiendo amplificacién simultanea y diferencial
de tres regiones del gen RHD (exones 5, 7 y 10). Se compararon los resultados con la determinacion RhD seroldgica en
sangre de cordén neonatal (método de referencia).

De 92 muestras, 5 fueron descartadas por no cumplir con los criterios de inclusion del presente estudio (2 correspon-
dientes a madres RhD positivas y 3 por problemas preanaliticos). Cincuenta y siete muestras fueron positivas para los
tres exones evaluados, con valores de Ct concordantes y cumpliendo los criterios de adecuacion definidos en el inserto
del kit (Cts<37). De estas 57 muestras maternas, el neonato fue positivo mediante serologia del antigeno RhD postnaci-
miento. Las muestras negativas para el gen RHD fetal (n=30) fueron negativas para los tres exones del kit, y se confirmé
que, en sangre de corddn, el antigeno RhD era negativo. El kit molecular de produccion nacional identificé los tres exones
fetales en plasma materno, con sensibilidad y especificidad de 100%, incorporando en Uruguay esta nueva tecnologia.

Palabras clave: Sistema rhesus (RHD). Inmunoprofilaxis anti-D. Genotipo fetal-sangre materna. Gestantes Rh negativo.
PCR-RT-gen RHD.
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Introduccion

La Medicina Transfusional y Hemoterapia es una es-
pecialidad técnico-médica que se encuentra presente
en Uruguay desde hace 70 afios, representada por una
Unidad Académica de la Facultad de Medicina.

En el marco de la investigacion desarrollada desde
esta Unidad, en 2018 se avanzé en el estudio de gru-
pos sanguineos y su importancia en la clinica, asi
como en el desarrollo de protocolos y la introduccién
de nuevas tecnologias para el diagnéstico en Uru-
guay’. El objetivo de este proyecto es disponer de una
nueva propuesta diagnéstica en las gestantes Rh(D)
negativo.

La aloinmunizacion materna vinculada al grupo san-
guineo RhD ha transitado, desde su descubrimiento
en 1939, a cargo de Karl Landsteiner junto con A. S.
Weiner, por vertiginosos cambios desde el punto de
vista de las transfusiones de sangre y, posteriormen-
te, por su asociacion con la mortalidad de los recién
nacidos y fetos?.

Este antigeno se encuentra ausente en el 15% de la po-
blacién, lo que determina el caracter de RhD negativo
y, en el caso de la gestacidn, la exposicion a sangre
RhD positivo de origen paterno puede determinar el
desarrollo de la aloinmunizacién anti-D materno®“.

En la década del 70 del siglo pasado se inici6 la admi-
nistracion de inmunoglobulina anti-D como forma de
proteccion para las gestantes RhD negativas. Este hito
de la Medicina Transfusional perinatal cambié la curva
con una inflexion de la historia natural de la enferme-
dad hemolitica fetoneonatal (EHFN), disminuyendo la
aloinmunizacién materna de 14% al 1,5% y, en conse-
cuencia, la EHFN®8,

La Medicina Transfusional ha tenido un crecimiento
y expansioén que refleja su vinculacién con todas las
especialidades implicadas directamente en el diag-
néstico y tratamiento, adquiriendo un rol fundamental
en la Ginecoobstetricia y la Pediatria/Neonatologia
en la prevencion de la aloinmunizacion maternay el
tratamiento de la EHFN. La UdelaR fue pionera en
esta linea de trabajo, ya que desde hace mas de 35
anos se administra la inmunoglobulina anti-D espe-
cifica en el puerperio en Uruguay, de manera obliga-
toria segun la normativa vigente, labor por la que los
autores fueron premiados por la Academia Nacional
de Medicina del afio 1982°. Posteriormente, se imple-
mentaron intervenciones secuenciales orientadas a
mejorar los resultados en esta enfermedad, regula-
das por la autoridad sanitaria. En 2004 se actualizé la
guia de seguimiento de la gestante en la prevencién
de la aloinmunizacién, sugiriendo la inmunoprofilaxis
antenatal a las 28 semanas. Por ultimo, en 2011, se
incorporé la obligatoriedad de la prevencion de la
aloinmunizacion en la etapa antenatal a partir de las
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28 semanas de edad gestacional, con la administra-
cion de inmunoglobulina anti-D especifica™.

Es asi que, mediante las intervenciones implementa-
das en las ultimas tres décadas, se han logrado cifras
de aloinmunizaciéon materna por antigeno D compa-
rables con las cifras internacionales: 0,2% al 0,4% en
Uruguay'?'3,

Desde la dltima intervencion en 2011 a la fecha, han
surgido nuevas herramientas para optimizar la aten-
cioén durante la gestacion, con excelentes resultados
neonatales. Una de ellas es la determinacion del gen
RHD en sangre materna''¢, que permite identificar a
aquellas gestantes que portan un feto RhD positivo y
que requieren la administracion de inmunoglobulina
anti-D durante la gestacion, separando de aquellos fe-
tos RhD negativos, que, al compartir el mismo grupo
que su madre, no requeririan la inmunoglobulina anti-D.
En la actualidad existen otras intervenciones para me-
jorar el manejo de la enfermedad, como el calculo de
la hemorragia feto-materna (HFM), el célculo de dosis
ajustada de la inmunoprofilaxis anti-D y el ensayo en
monocapa de monocitos (monocyte monolayer assay
[MMA]), técnicas que aun se encuentran en desarrollo
en la practica clinica rutinaria de nuestro pais.

Dado que la aloinmunizacion es una condicion que
persiste durante toda la vida del individuo y que, para
el antigeno D, es la Unica para la cual se dispone de un
tratamiento preventivo desde la gestacion, es de vital
importancia adoptar oportunamente las conductas de
intervencion para su prevencion, como la aplicacion de
la inmunoprofilaxis anti-D*"”. En este sentido, es nece-
sario racionalizar el uso de la inmunoglobulina anti-D,
dado que se trata de un hemoderivado proveniente del
plasma humano, con un elevado costo para el Sistema
Integrado de Salud, que garantiza cobertura equitativa
a toda la poblacion.

De acuerdo con los datos recabados en el Hospital
de Clinicas a partir del Sistema Informatico Perinatal
(SIP), entre el 2008 y 2018 se identificd un 27% de
madres Rh(D) negativas que eran portadoras de fetos
Rh(D) negativos. Este hecho implica que este grupo de
embarazadas recibié inmunoprofilaxis anti-D durante
la gestacién de forma innecesaria y se sometié a con-
troles seriados de determinacion de aloinmunizacion
a lo largo del embarazo. Esta situacion es represen-
tativa de lo que sucede a nivel nacional. Esta brecha
entre la normativa que indica la administracion de la
inmunoprofilaxis a toda gestante Rh(D) negativa, aun
con un feto del mismo grupo, pone de manifiesto la
necesidad de avanzar en la deteccion del genotipo fe-
tal durante la gestacion, identificando aquellos fetos
que, al ser RhD negativos, podrian ser pasibles a fu-
turo de evitar la inmunoprofilaxis en una madre cuyo
feto no tiene posibilidad de desarrollar la enfermedad.
Asimismo, evitaria la monitorizacion innecesaria en
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este grupo de pacientes, reduciria los costos, evitaria
efectos no deseados en una poblacién sin beneficio
clinico y disminuiria los riesgos de iatrogenia.

Nos planteamos el objetivo de evaluar el desempefio
del método de deteccién molecular del gen RHD fetal a
través de sangre materna, en términos de sensibilidad
y especificidad, enfrentandolo al método de referencia
posnacimiento, que es el estudio serolégico en sangre
de cordon. Este kit permite el estudio en embarazos
de madres RhD negativas.

Materiales y métodos

En este trabajo se estudiaron casos provenientes de
la Maternidad Universitaria, que recibe gestantes de
todo el pais para su asistencia, y de otro centro del
subsector privado, ambos con servicios de Medicina
Transfusional con tradicion de colaboracion y traba-
jo con otros centros, lo que permitié generar una red
de colaboracién multidisciplinaria para el analisis de
gestantes y sus recién nacidos.

El desarrollo del estudio se llevo adelante con el
consentimiento de las pacientes y respetando los
requisitos establecidos por el Comité de Etica del
Hospital de Clinicas. El protocolo de investigacion
fue presentado y aprobado con el numero de resolu-
cion N.° 68/20 y registrado ante el Ministerio de Salud
Publica con el N.° 800740.

Se trato de un estudio realizado en dos centros asis-
tenciales del pais, prospectivo, descriptivo, de cohorte
Unica de pacientes. Estos centros fueron el Hospital
de Clinicas Dr. Manuel Quintela de la Facultad de Me-
dicina, UdelaR, y la Médica Uruguaya Corporacion de
Asistencia Médica (MUCAM), Uruguay.

Durante el periodo comprendido entre noviembre de
2020 y marzo de 2023 se incorporaron las gestantes
RhD negativas, totalizando 92 pacientes RhD negati-
vas, con embarazos de feto Unico. A cada paciente se
le extrajo una muestra de sangre periférica entre las
semanas 17y 28 de gestacion para la genotipificacion
RHD fetal, empleando un kit nacional de deteccién mo-
lecular del gen de interés.

Todas ellas presentaron un estudio previo de anticuer-
pos irregulares negativo, es decir, un estatus de no
aloinmunizacion para el antigeno D a la fecha de toma
de la muestra para la extraccion de ADN y posterior
estudio del gen RHD por PCR en tiempo real. El estudio
incluy6 pacientes usuarias de ASSE, del Hospital de
Clinicas y de MUCAM.

Extraccion de la muestra

Las muestras recogidas para el presente estudio fue-
ron de sangre entera con EDTA y separadas a 3.000
rpm durante 15 minutos. El plasma obtenido fue alma-
cenado a -20 °C hasta su procesamiento.

La extraccién de ADN fetal libre en plasma materno se
realizo en el Laboratorio de Patologia Clinica, area de
Biologia Molecular del Hospital de Clinicas, utilizando
el equipo QIAsymphony en conjunto con el kit Midikit
de QIAGEN?®. Para obtener una concentracién 6ptima
de ADN fetal y de acuerdo con las recomendaciones
del fabricante del kit de PCR, se realizé una extrac-
cion de ADN a partir de 1,0 mL de plasma. El mismo
fue eluido en un volumen final de 60 pL, de los cuales
25 pL fueron utilizados como molde para la PCR.

Dada la baja concentracién de ADN fetal circulante en
la sangre de las madres embarazadas, se reforzaron
las medidas de proteccion durante la manipulacion
de la muestra para evitar la ocurrencia de falsos posi-
tivos por contaminacién del operador. Estas medidas
incluyeron el uso de doble guante, sobretunica de un
unico uso por encima de la tunica, tapabocas y do-
ble cofia, asi como el trabajo dentro de una cabina de
PCR. La extraccion automatizada constituyé ademas
una medida de proteccion de la muestra al disminuir
los riesgos de contaminacion.

Como control en cada ensayo, se incluy6 el procesa-
miento de un plasma RhD negativo, proveniente del
Banco de Sangre del Hospital de Clinicas para este
ensayo. Se esperd que este control no presentara am-
plificacién para ninguno de los tres exones en estu-
dio, aunque si se espero la amplificacion del control
interno.

Real-time PCR

Para el presente trabajo se utilizé un kit de desa-
rrollo nacional de ATGen SRL (#6067 Kit RHD Fetal
Real TM) disefiado para la deteccién de RHD fetal.
Este reactivo se basa en la amplificacion de acidos
nucleicos por real-time PCR en formato multiplex
con sondas TagMan®,que permiten amplificar tres
regiones diferentes del gen que codifica para la pro-
teina D. Estas tres regiones se corresponden con
los exones 5, 7y 10. Este kit aun no se encuentra
disponible para su comercializacion.

De acuerdo con las condiciones establecidas por el
kit, se trabajo con un volumen total de reaccion de 50
pL (25 pL de mezcla de reaccion y 25 yL de muestra
ADN). Cada muestra se incluyé por duplicado. Se uti-
liz6 el equipo de PCR real-time Bio-Rad CFX96.

Las condiciones de ciclado fueron las indicadas en el
inserto del kit:

+ Desnaturalizacion: 95 °C 15 minutos.
Luego, 45 ciclos de:

*  95°Cdurante 15 segundos y 60 °C durante 30 se-
gundos*



*Adquisicion en FAM (exén 5), JOE (exdn 7), ROX (exdn
10) y Cy5 (control interno).

Analisis estadistico

De acuerdo con los lineamientos detallados en las ins-
trucciones de uso (IDK) del kit de deteccién molecular
mediante PCR en tiempo real, una muestra puede ser
categorizada como positiva cuando los tres exones
son positivos, es decir, presentan amplificacion tipica
con un Ct<35.

A los efectos de realizar el andlisis estadistico que
permita evaluar la sensibilidad y la especificidad del
método utilizado, los resultados de la genotipifica-
cion fetal de RhD, tras el andlisis de los exones, se
expresaron como variables categéricas (positivo o
negativo). De igual forma, la presencia o no del anti-
geno D en sangre de corddn del recién nacido tam-
bién se expresé como variable categdrica (positivo
0 negativo).

De forma adicional, para conocer el impacto que ejer-
ce la amplificacién de cada uno de los exones en los
parametros evaluados, se construyeron curvas ROC
con los valores de Ct obtenidos para cada una de las
muestras (utilizando el programa GraphPad Prism,
version 6.01).

Resultados

En total, se recolectaron 92 muestras que se proce-
saron segun el siguiente flujograma (Figura 1). Por
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lo tanto, 87 muestras fueron incluidas en el presente
analisis.

Evaluacion de la sensibilidad y especificidad
diagnostica

De las 87 muestras analizadas, 57 fueron RHD positi-
vas tanto por el método de referencia (determinacién
seroldgica del antigeno RhD en sangre de cordon post-
nacimiento) como por el kit de detecciéon molecular
empleado.

A su vez, de la interpretacién de los resultados obteni-
dos con el kit de deteccion molecular se observé que
las 57 muestras presentaron amplificacion tipica para
las tres regiones evaluadas, con valores Cts concor-
dantes entre ellos y cumpliendo con los criterios de
adecuacién definidos en el inserto.

Todas las muestras negativas para el gen RHD fetal
(n=30), fueron negativas para los 3 exones que incluye
el kit y se confirmo el estatus de negativas mediante
determinacion serologica del antigeno RhD en sangre
de corddn postnacimiento.

En todas las corridas de amplificacion obtenidas en
el proceso de validacion, no se registraron desvios
en cuanto a los valores obtenidos en los controles
internos, segun los criterios de aceptacion definidos
en el inserto. Dos ejemplos de dichas corridas se
muestran en la Figura 2, correspondientes a un feto
RHD positivo y un feto RHD negativo. En la Figura 2a
se observan los 3 exones que a partir de 30 ciclos
muestran su amplificacion, lo cual no ocurre en la

92 muestras extraidas

* 2Rh D positivas

* 3resultados no
concluyentes

(problemas preanaliticos)

*  Sangre recién nacido 57 RhD
positivo serologico

87 muestras
analizadas
Origen: Origen
* Sangre materna 57 RHD fetal *  Sangre materna 30 RHD fetal
positivo negativo

*  Sangre recién nacido 30 RhD
negativo serologico

Figura 1. Flujograma de muestras analizadas.
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Amplification Plot

W Exon 10 MExonS MExon? Control Internc

Amplification Plot

Contrel Internt

Figura 2. Comportamiento de una muestra fetal RHD positiva (a) y una muestra RhD negativa (b), analizadas para los tres fragmentos

amplificados y control interno.

Figura 2b, en la cual solamente amplifica el control
interno (amarillo).

Dicho control interno se agrega durante la extraccion
y permite asegurar que la extraccién de ADN trans-
currio sin problemay a su vez que la PCR funcioné
sin inconvenientes. Se trata de un fragmento de ADN
de secuencia conocida, disefiado por los desarrolla-
dores. En condiciones de muestras negativas, de
acuerdo a lo que esta definido en el inserto, el control
interno debe amplificar con un Ct<35. En condiciones
de muestras positivas, el control interno puede pre-
sentar una amplificacion posterior al punto de corte
debido a la competencia por los reactivos a favor de
los objetivos del gen RHD. Este comportamiento no
invalida el ensayo.

En la Tabla 1 se muestra la referencia entre los fluoro-
forosy los exones utilizados. En la Tabla 2 se resumen

Tabla 1. Criterios de adecuacion del kit: detalle referente a la con-
figuracion de cada fluoréforo y el fragmento que representa.

FAM Exon 5
JOE Exon 7
ROX Exon 10
cyS Control interno

los resultados de las corridas de PCR de ADN fetal y
los resultados del grupo RhD obtenidos por serologia
al nacimiento.

Luego de la evaluacién del desempefio del kit de de-
teccion molecular en comparaciéon con la metodolo-
gia de referencia, se observé concordancia perfecta
entre los resultados obtenidos con ambas metodolo-
gias, sin la ocurrencia de falsos positivos ni de falsos
negativos.

En total, para el presente analisis se consideraron
87 muestras procesadas, de las cuales 57 fueron po-
sitivas para el gen RhD y 30 fueron negativas.

Se observo una sensibilidad del 100% (IC95%: 93,7-100)
y una especificidad del 100% (IC95%: 88,4-100) lue-
go de la aplicacion del modelo de Clopper-Pearson.
(Tabla 3)

Se observé una excelente correlacion en la evaluacién
de la capacidad discriminante de cada exon a través
de sus valores de Ct y los resultados obtenidos con
el método de referencia. La construccion de curvas
ROC para cada uno de los exones mostré un AUC de
1,0. (Figura 3)

Discusion y conclusiones

El presente trabajo se llevé adelante durante el perio-
do comprendido entre noviembre de 2020 y marzo de
2023. Si bien, con fines estadisticos y para alcanzar

Tabla 2. Resumen de los resultados de la comparacion de las muestras segun su estatus con el método de referencia.

Kit para deteccion de RhD real TM PCR

Grupo RhD posnacimiento por serologia

Exén 10
57

Exén 7
57

Exén 5
57

RhD Negativo
30

RhD positivo
57




Tabla 3. Andlisis de sensibilidad y especificidad clinica*.
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Exon 5

Para un IC de 95%

Exoén 7

Sensibilidad clinica

Especificidad clinica

100% (93,73%-100%)
100% (88,43%-100%)

100% (93,73%-100%)
100% (88,43%-100%)

*Para el andlisis se consideré un intervalo de confianza de 95%.

Exén 5

1004 + 100y

Sensitivity%
Sensitivity%

a0 40

204 20

Exén 7

Exon 10

= 1004

80

Sensitivity%
a
3

40

20

o 20 40 60 80
100% - Specificity%

w0 © 20 a0

Datos para la curva ROC

100% - Specificity%

100 0 20 40 80 100

100%

60 80

60
- Specificity%

Exon 5 Exon 7
Fragmentos diana

Controls

Exon 10

Figura 3. Andlisis de sensibilidad y especificidad.

una precision del + 5%, hubiera sido conveniente la
inclusién de un mayor numero de muestras, la canti-
dad de muestras utilizadas fue la disponible durante
el periodo de estudio y permitio estimar la sensibili-
dad y la especificidad (100% en ambos casos). Dado
que el tamafio muestral fue sensiblemente inferior al
esperado, consideramos que la construccion de las
curvas ROC para evaluar la capacidad categorizante
de cada exon aporta evidencia de relevancia sobre el
desempefio del kit, reforzando la excelente capacidad
diagndstica observada.

La mayoria de los tratamientos médicos estan dise-
flados para el “paciente promedio”, como un enfoque
unico que puede ser exitoso para algunos pacientes,
pero no para otros. La medicina de precision o “me-
dicina personalizada” es un enfoque innovador para

adaptar la prevencion, el diagndstico y el tratamiento
de enfermedades, teniendo en cuenta las diferencias
en los genes, el entorno y los estilos de vida de las
personas. El objetivo de la medicina de precision es
dirigir los tratamientos apropiados a los pacientes
adecuados en el momento oportuno. Los avances
en este campo ya han dado lugar a diagndsticos y
tratamientos que se adaptan a caracteristicas espe-
cificas de los individuos, como su genética, lo que
mejora las posibilidades de supervivencia y reduce la
exposicion a efectos adversos?. En este sentido, el
estudio aqui presentado constituye un claro ejemplo
de avance hacia una medicina mas personalizada. El
interés en la capacidad diagndstica del test radica en
la individualizacién de las caracteristicas especificas
de cada paciente para la aplicacién de terapias de
mayor precision.
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La evidencia que presentamos demuestra que, para
la poblacién analizada, existe una concordancia del
100% en las muestras analizadas entre el genotipo
RHD fetal mediante el kit de deteccién molecular uti-
lizado y la determinacion del antigeno D en sangre de
cordon mediante las técnicas seroldgicas estandar
(método de referencia).

En varios paises del mundo, hace mas de una déca-
da™?, se utiliza esta herramienta de genotipificacion
fetal en sangre materna, incluso en el primer trimestre
de gestacion, para decidir la inmunoprofilaxis anti-D.
Esta estrategia garantiza un mejor uso racional de
la aloinmunizacién anti-D en beneficio de la madre y
los futuros recién nacidos, disminuyendo el riesgo de
enfermedad hemolitica fetoneonatal por el antigeno
D. En nuestro trabajo se determiné una sensibilidad y
especificidad del kit diagndstico de deteccién mole-
cular del 100% cuando fue comparado con el método
de referencia.

Cabe destacar que el test de deteccién molecular utili-
zado en el presente trabajo es un desarrollo nacional,
a cargo de los autores de este trabajo. El mismo se
desarrollé como una PCR in-house para uso interno en
el laboratorio y se encuentra en proceso de desarrollo
productivo, en base a los resultados obtenidos.

El proyecto se llevo adelante en embarazos unicos;
sin embargo, consideramos que esta técnica diag-
nostica es extrapolable a embarazos gemelares,
como se aplica en los paises ya citados, donde se
utiliza esta estrategia. Del total de pacientes evalua-
das, encontramos que un 65,5% (n=57) eran portado-
ras de un feto Rh D positivo y un 34,5% (n=30) eran
portadoras de un feto Rh D negativo. Este resultado
nos muestra que hay un 34,5 % de las pacientes en
las que se realiza un uso inapropiado del recurso.
Comparado con los registros de SIP en el Hospital
de Clinicas de 2008 y 2018, en los que se evaluaron
estas mismas variables, continuamos teniendo el
mismo comportamiento poblacional de aproximada-
mente un 30 % de fetos RhD negativos. De este modo,
se han generado erogaciones innecesarias desde la
implementacion obligatoria de la administracion de
IgG anti-D antenatal en 2011.

Consideramos que, con la evidencia actual y luego
del registro ante los organismos pertinentes del
Ministerio de Salud Publica, podria incorporarse a
las recomendaciones y normativas vigentes desde
2011 para control de las gestantes RhD negativas
la realizacion del genotipado fetal RHD a partir de la
semana 17, evitando asi la inmunoprofilaxis anti-D
innecesaria en un grupo considerable de pacientes,
siendo este un estudio actualmente costo-efectivo en
relacién a la utilizacién y disponibilidad en el mundo
de hemoderivados?%22,

La implementacion de la determinacion del estatus
para el gen RHD fetal en sangre materna, que reduci-
ria la administracion de inmunoprofilaxis anti-D, tam-
bién pone en evidencia controles innecesarios, como
la repeticién de estudios inmunohematolégicos (por
ejemplo, la investigacion de anticuerpos irregulares a
lo largo del embarazo).

Otro aspecto relevante es el diagndstico preciso del
grupo sanguineo fetal derivado del estudio de su ge-
notipo, en un tiempo de la gestacién que permite la
toma de decisiones mas apropiada para la gestante y
sus futuros embarazos.

A modo de analizar el posible impacto en caso de
implementar la genotipificacién en las embarazadas
en Uruguay, pais que en el afio 2021 registr6é 46.000
gestaciones, de las cuales el 15% de las gestantes
fueron RhD negativas, se administraron 6.900 dosis de
inmunoprofilaxis prenatal a las 28 semanas de gesta-
cioén, sin conocer el estatus del genotipo fetal. Si a esto
agregamos otras indicaciones, como genitorragias de
la gestacidn, placentas previas 0 maniobras invasivas
diagnésticas, el uso de profilaxis se incrementa en 1,5
veces (dato tomado del sistema informatico del Banco
de Sangre del Hospital de Clinicas). Por lo tanto, el
numero de dosis administradas no requeridas ascen-
deria a 10.350. De estas, el 34 % corresponden a fetos
RhD negativos, lo que da como resultado unas 3.500
dosis administradas de forma innecesaria.

Si analizamos el impacto econdmico, puede conside-
rarse que, con un valor promedio actual en nuestro
mercado de licitacion publico/privado de USS 5.707,5
por dosis, un ahorro de 3.500 dosis representa apro-
ximadamente USS 529.804 Teniendo en cuenta que el
test diagnostico de genotipificacion, una vez comer-
cializado, tendria un costo aproximado de USS$ 70/de-
terminacion, para los 6.900 casos de gestantes RhD
negativo, se invertirdn USS 483.000, permitiendo un
diagnostico de mayor exactitud. A esto debe agregar-
se la implementacién de una medicina dirigida, adap-
tada a las necesidades del paciente, y la optimizacion
de un recurso finito como lo es un hemoderivado obte-
nido del plasma humano, actualmente escaso a nivel
mundial.

Aunque se ha cuestionado la costoefectividad de
la genotipificacién fetal del gen RHD antes del naci-
miento?'??, existe evidencia creciente que muestra
sus beneficios tanto en términos de salud como a ni-
vel econdmico?*?4, Asimismo, se ha reportado que el
ahorro mas eficiente podria estar en el seguimiento
de aloinmunizadas anti-D?', aspecto que, si bien no
fue analizado en el presente trabajo, representa un
componente a revisar en el futuro, y que podria evi-
denciar un ahorro adicional en gastos sanitarios, que
se sumaria al aqui analizado.



A través de este ejemplo se evidencia que la herra-
mienta utilizada para la genotipificacion del RHD
fetal, es costo-efectiva, permitiendo incluso una lige-
ra disminucion de los costos econémicos, tomando
en cuenta solamente la inmunoprofilaxis, sin analizar
otros costos en salud como son la investigacion de
anticuerpos irregulares, el traslado de la paciente, el
incumplimiento o el requerimiento eventual de otros
estudios adicionales y de seguimiento, como pueden
ser los imagenoldgicos (seguimiento ecografico de
anemia fetal mediante pico flujo de la arteria cerebral
media).

Adicionalmente, el trabajo llevado adelante se basé en
el desarrollo de un estudio colaborativo entre centros,
contribuyendo a la mejora del conocimiento con una
aplicacion directa en el area clinica, y dando relevancia
al enfoque académico desarrollado, mediante un traba-
jo interinstitucional e interdisciplinario que fortalecié a
los equipos asistenciales involucrados, a los recursos
humanos en formacién y permitié obtener resultados
mas precisos en beneficio de nuestros pacientes.

Dado que, segun la normativa actual, se administra
una dosis de IgG anti-D de 120 microgramos por via
intravenosa en el periodo prenatal entre las 28 y 32
semanas de gestacion y otra dosis postnatal en el
caso de los recién nacidos RhD positivos, la adopcién
de esta estrategia permitiria un ahorro del 34% de la
inmunoprofilaxis anti-D.

En este sentido, existen diversas experiencias, espe-
cialmente en paises desarrollados como el Reino Uni-
do y Espana, donde se ha implementado esta técnica,
incluyéndola desde el primer trimestre de la gestacion,
con buenos resultados, evitando asi la administracion
innecesaria de inmunoglobulina anti-D=.

Con base en la evidencia surgida en los ultimos afios,
en las recomendaciones internacionales y en los re-
sultados a partir del desarrollo de este trabajo, este
equipo de investigacion se encuentra en condiciones
de recomendar que la genotipificacién fetal RHD sea
incorporada a la normativa de seguimiento de la em-
barazada, a los efectos de que las gestantes accedan
a la herramienta disponible actualmente en nuestro
pais, con el costo-beneficio analizado. Avanzar en
este camino, propendiendo practicas que beneficien
a los pacientes y sean costoefectivas, permitira am-
pliar los beneficios en salud aqui analizados a otros
paises de la region latinoamericana.
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Non-invasive fetal RHD genotyping in maternal plasma: Towards improved maternal
and child care in Uruguay

Abstract

The Uruguayan regulation requires serological RhD determination for all maternal-neonatal dyads. Fetal RHD genotyping
in maternal blood, performed with a nationally developed kit, allows for the identification of same-group maternal-fetal
dyads, which could potentially prevent anti-D immunoglobulin prophylaxis.

This was a prospective, descriptive, single-cohort, multicenter study of 92 RhD-negative, non-alloimmunized pregnant
women with a single-fetus pregnancy. A peripheral blood sample was collected between weeks 17 and 28 of gestation.
An ATGen Laboratory kit was used via real-time multiplex PCR with TagMan probes, allowing for simultaneous and diffe-
rential amplification of three regions of the RHD gene (exons 5, 7 and 10). The results were compared with serological
RhD determination in neonatal cord blood.

Out of 92 samples, 5 were discarded (2 from RhD-positive mothers and 3 with pre-analytical issues). Fifty-seven samples
were positive for the three evaluated exons, with concordant Ct values and meeting the adequacy criteria defined in the
insert (Cts<37). For these 57 maternal samples, their neonate was positive via post-birth serological RhD antigen testing.
The samples negative for the fetal RHD gene (n=30) were negative for the 3 exons of the kit, and it was confirmed that
the RhD antigen in the cord blood was negative. The nationally produced molecular kit identified the three fetal exons in
maternal plasma with 100% sensitivity and specificity, incorporating this new technology in Uruguay.

Keywords: Rhesus system (RHD). Anti-D immunoprophylaxis. Fetal genotype—maternal blood. RhD-negative pregnant
women. Real-time PCR-RHD gene.

Genotipagem fetal RHD nao invasiva em plasma materno: rumo a uma melhor atengao
materno-infantil no Uruguai

Resumo

A normativa uruguaia exige a determinagdo sorolégica do RhD em toda a diade materno-neonatal. A genotipagem
do gene RHD fetal em sangue materno, realizada com um kit de desenvolvimento nacional, permite identificar diades
materno-fetais com o mesmo grupo RhD, o que poderia evitar a profilaxia com imunoglobulina anti-D.

Tratou-se de um estudo multicéntrico, prospetivo, descritivo, de coorte Unica, incluindo 92 gestantes RhD negativas, ndo
aloimunizadas, com gestagoes de feto Unico. Foi coletada uma amostra de sangue periférico entre as semanas 17 e
28 de gestacao. Utilizou-se o kit de detecao molecular do gene RHD do Laboratério ATGen, que consiste em uma PCR
em tempo real em formato multiplex com sondas TagMan, permitindo a amplificagdo simultanea e diferencial de trés
regides do gene RHD (éxons 5, 7 e 10). Os resultados foram comparados com a determinagdo sorolégica do RhD em
sangue de corddo umbilical neonatal (método de referéncia).

Das 92 amostras, 5 foram excluidas por ndo atenderem aos critérios de inclusdo do presente estudo (2 correspondentes
a maes RhD positivas e 3 devido a problemas pré-analiticos). Cinquenta e sete amostras foram positivas para os trés
éxons avaliados, com valores de Ct concordantes e atendendo aos critérios de adequacgao definidos no inserto do kit
(Ct = 37). Nessas 57 amostras maternas, o neonato apresentou sorologia positiva para o antigeno RhD no pe-
riodo pds-natal. As amostras negativas para o gene RHD fetal (n = 30) foram negativas para os trés éxons do kit, e
confirmou-se que, no sangue de cordao umbilical, o antigeno RhD era negativo. O kit molecular de produgdo nacional
identificou os trés éxons fetais no plasma materno, com sensibilidade e especificidade de 100%, incorporando essa nova
tecnologia no Uruguai.

Palavras-chave: Sistema Rhesus—RHD. Imunoprofilaxia anti-D. Genoétipo fetal-sangue materno. Gestantes RhD
negativas. PCR em tempo real—-gene RHD.
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