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ABSTRACT

Objective: Prenatal non invasive determination of fetal Rh status is an important aid to the management of haemolytic disease of the
fetus and newborn. We performed real-time polymerase chain reaction on fetal DNA derived from maternal plasma to determine fetal
Rh status. Study design: Cell-free plasma DNA from 11 D-negative pregnant women was tested for the presence of exons 4, 5, and 10 of
RHD. The presence of fetal DNA was confirmed by detection of SRY . Results: Two D-positive infants and Four D-negative infants were
determined by serologic studies . All 3RHD exon sequences were detected D-positive infants (N=2) . In 7 of our 11 cases a correct deter-
mination of fetal sex was done by sierologic studies. Conclusion: Fetal RHD genotyping in this study correctly predicted fetal Rh status in
6 of 11 (54 %) cases, and Fetal Sex in this study was correctly predicted in 63% of cases (7/11). Actually in Italy it is not in use a routine
protocol for the non invasive determination of Fetal Rh status. This study represents one of the first Italian experience in this matter.
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RIASSUNTO

Obiettivo: Determinazione prenatale non invasiva di Rh fetale nel primo trimestre di gravidanza come importante ausilio al management
della malattia emolitica del feto e del neonato. Sara’ utilizzata la Real time PCR sul DNA fetale derivato da plasma materno per deter-
minare lo status Rh fetale. Disegno dello studio: Sul DNA plasmatico libero proveniente da 11 donne Rh negative nel primo trimestre
di gravidanza si ricerchera’ la presenza degli esoni 4,5 ¢ 10 del gene RhD. La presenza di DNA fetale verra’ confermata (almeno per i feti
maschi) dalla presenza del gene SRY nel plasma materno. Risultati: In 7 degli 11 casi € stata fatta diagnosi corretta di sesso fetale. In 6 degli
11 casi € stata fatta diagnosi corretta di Rh. Tra questi 6, nei due neonati Rh positivi sono stati correttamente amplificati tutt e tre gli esoni
considerati. In 5 sull dei nostri casi entrambe le diagnosi sono risultate corrette. Conclusioni: La determinazione del Rh fetale in questo
studio € stata correttamente effettuata in 6 degli 11casi considerati (54 %), mentre la diagnosi corretta di sesso fetale € stata effettuata nel
63% dei casi (7/11). In Italia non esiste ancora un protocollo routinario per la diagnosi non invasiva di RhD . Il nostro rappresenta quindi
una delle prime esperienze italiane in questo campo diagnostico.

Parole chiave: 7ipizzazione; RhD

INTRODUZIONE madre. La produzione anomala avviene al momento del
primo contatto con gli antigeni eritrocitari non posse-
La situazione che determina 'anemia emolitica fetalee duti dalla donna,in genere al momento del parto, anche
neonatale (MEN) ¢ la produzione da parte materna di se si conoscono altre cause, quali ad esempio trasfusioni
anticorpi IgG, in grado attraversare la placenta, diretti  di sangue incompatibile. La produzione si riattiva nelle
contro antigeni eritrocitari del feto non posseduti dalla gravidanze successive se il feto esprime tali antigeni.
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Sui globuli rossi sono presenti numerosi antigeni clas-
sificati in oltre 30 gruppi. Non tutti gli antigeni pre-
sentano lo stesso rischio di determinare una malattia
emolitica feto-neonatale. Per alcuni di essi vi ¢ un ri-
schio alto di causare una malattia emolotica (D,c,E del
sistema RH; antigene K del sistema kell) mentre per
altri, seppur in presenza di anticorpi materni non ¢
mai stato segnalato nessun caso. Gli anticorpi materni,
una volta attraversata la placenta, si legano agli eritro-
citi fetali formando un rivestimento sulla superficie e
determinandone una emolisi accelerata da parte dei
macrofagi del sistema reticoloendoteliale fetale. Tale
processo sl verifica soprattutto a livello della milza e
del fegato. Lemolisi determina:

1) un incremento dei prodotti del catabolismo emo-
globinico, come la bilirubina, sia nel circolo fetale
che nel liquido amniotico;

2) una intensa stimolazione dell’eritropoiesi, dapprima
intramidollare (con produzione

di reticolociti) quindi anche extramidollare (con pro-
duzione di eritroblasti), a livello del fegato, della
milza, dei reni e in altre sedi;

3) anemizzazione, che si manifesta quando I'emolisi
supera le capacita di compenso del feto.

Limmunoprofilassi ,che viene da tempo routinaria-
mente usata nella profilassi antenatale, ha determinato
una riduzione dal 13.2 allo 0.14% dell’incidenza di
allo immunizzazione anti D (1,2). Tuttavia la Malat-
tia emolitica del feto e del neonato (MEN) causata da
anticorpi anti D ¢ ancora una problematica attuale,
specialmente nelle pazienti immigrate e nomadi, so-
prattutto per dosaggio inadeguato in caso di emorragia
fetomaterna importante o ritardo nella somministra-
zione delle immunoglobuline. Ecco perche’, in alcu-
ni paesi europei, come I'Inghilterra, la profilassi anti
D routinaria antenatale ¢ stata introdotta per tutte
le donne Rh negative nel terzo trimestre di gravidan-
za (oltre che dopo il parto). Tuttavia € certo che ,in
tal modo, circa il 40% delle donne Rh negative (che
partoriscono un neonato a sua volta D negativo), rice-
veranno una immunoprofilassi anti D non necessaria
(11). Questo determina un costo aggiuntivo superfluo
sul servizio sanitario nazionale oltre ad esporre la don-
na al rischio associato alla somministrazione di deriva-
ti di sangue umano.Il confronto dei percorsi esistenti
con le esperienze della letteratura e con le linee guida
delle societa scientifiche, ha prodotto un protocollo,
ormai internazionalmente condiviso , che seleziona i
seguenti momenti nel percorso assistenziale:
* screening in gravidanza comprendente la deter-
minazione del gruppo sanguigno completo nella
madre e la ricerca di allo anticorpi da eseguire in
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momenti diversi a seconda della presenza o meno
dell’antigene.

* monitoraggio in donna con allo immunizzazione
attraverso la identificazione del/degli anticorpi e la
loro titolazione. La tipizzazione del padre ¢’ riserva-
ta alla valutazione del rischio di MEN prenatale.

* prevenzione dellimmunizzazione: immunoprofi-
lassi antenatale e al parto e controllo dell’emorragia
feto materna.

Lo studio immunoematologico della donna e del co-
niuge deve prevede la corretta definizione del gruppo
ABO, fenotipi RH e la ricerca degli allo-anticorpi an-
tieritrociti (Test di Coombs indiretto), la definizione
della specificita dell’alloanticorpo rilevato e la sua ti-
tolazione (nella maggior parte dei centri viene consi-
derato significativo un titolo superiore o uguale a 1:16
in caso di alloimmunizzazione da qualsiasi tipo di an-
tigene con la sola eccezione del Kell). Lo studio nel
coniuge del fenotipo di eventuali antigeni coinvolti
nell’alloimmunizzazione della donna. E” ovvio che se il
padre del feto € Rh D negativo ,il feto non € a rischio
di malattia emolitica. Se il padre ¢ RhD positivo, sara’
necessaria una ulteriore indagine degli antigeni C ed
E del sistema Rh , per poter predire la probabilita’ di
omozigosi per RhD (3,4,5,6) .Quando il partner non
¢ conosciuto o irreperibile o non certo, o il fenotipo
Rh paterno puo’ determinare una probabilita’ di ete-
rozigoti per RhD, quindi il feto ¢’a rischio di malat-
tia emolitica. Ogni controllo deve essere caratterizzato
dalla raccolta di dati anamnestici della donna in gravi-
danza che mirano a verificare I'eta gestazionale e prece-
denti eventi immunizzanti.

Attualmente I'ecografia consente la diagnosi di anemia
fetale severa caratterizzata dalla comparsa di ascile, ver-
samento pericardico fino alla idrope che dovrebbe es-
sere considerata lo stadio finale della malattia emolitia
in quanto si manifesta quando i valori di emoglobina
sono 1/3 di quelli attesi per 'epoca. Negli anni, si ¢
cercato di identificare dei parametri ecografici e Dop-
pler velocimetrici in grado di sostituire la misurazione
del delta OD450 sul liquido amniotico, ossia in grado
di essere indicativi di forme anche lievi di anemia feta-
le, che precedano la comparsa dell’idrope.

In generale, tutti questi parametri si sono rivelati poco
sensibili e scarsamente riproducibili, con I'eccezione
della velocita di picco sistolico a livello della arteria ce-
rebrale media (ACM). Le arterie cerebrali rispondono
rapidamente all’'ipossia, a causa della stretta dipenden-
za del tessuto cerebrale dall’ossigeno. Nei feti anemici,
il calo dell’ematocrito porta ad una riduzione della vi-
scosita del sangue e dell’apporto di ossigeno ai tessuti;
il feto cerca di mantenere una ossigenazione adeguata
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e I'equilibrio metabolico nei vari organi aumentando
output cardiaco e la vasodilatazione: il circolo diventa
iperdinamico. Attraverso 'applicazione di una formu-
la matematica ¢ possibile predire I'emoglobina fetale,
basandosi sulla velocita di picco della ACM ; in tale
formula, sia la velocita di picco che 'emoglobina sono
espresse come multipli della mediana (MoM) in quan-
to si tiene conto che sono parametri che si modificano
in rapporto all’epoca gestazionale.

II riscontro di valori di velocita di picco sistolico nella
ACM paria 1,5 MoM rappresenta una indicazione alla
funicolocentesi e alla eventuale trasfusione intrauteri-
na. Una alternativa, proposta da alcuni autori, all’uti-
lizzo della velocita di picco nella ACM al fine di deci-
dere quando effettuare una procedura invasiva ¢ quella
di attendere la comparsa di ascite fetale. Lobiettivo di
questo approccio ¢ quello di ridurre il numero di pro-
cedure invasive (funicolocentesi e trasfusioni intraute-
rine) che sono associate ad un significativo rischio di
perdita fetale nonché di altre complicanze quali emato-
ma del funicolo, trombosi della vena ombelicale, bra-
dicardia fetale, e sono per definizione una potenziale
causa di immunizzazione. Attualmente il gold stan-
dard per la sorveglianza in gravidanza ¢ rappresentato
dalla valutazione della velocimetria Doppler in ACM,
indicato in questo caso per titoli anticorpali >1:2 e con
frequenza settimanale. Lavvento di una diagnosi pre-
natale non invasiva che utilizza il DNA fetale libero
per determinare RH fetale offre un potenziale signi-
ficativo di cambiamento del management delle don-
ne Rh negative in gravidanza. Nel 1997 Lo et al .(8)
hanno dimostrato che circa il 3-6% di DNA libero nel
sangue delle donne gravide ¢’ di origine fetale usando
una PCR convenzionale per specifiche sequenze del
cromosoma Y. Poiche’ il gene RHD ¢’ completamente
assente nel genoma delle gravide Rh negative, il trovare
specifiche sequenze del gene RhD ¢ concettualmen-
te simile al trovare sequenze di cromosoma Y in un
backgroung genetico femminile (7,8,9). La amplifi-
cazione delle sequenze del gene D si effettua tramite
le real time polymerase chain reaction (RT-PCR) sul
sangue materno, uno strumento in grado di quantifi-
care un segnale fluorescente di una sonda avente una
sequenza di basi nota. Tale macchinario fornisce infor-
mazioni sia sulla presenza che sulla quantita di gene. La
amplificazione delle sequenze RhD non ¢ cosa di poco
conto. Dato che non esistono sequenze specifiche degli
esoni (si ricorda che il sistema D e CE hanno dieci eso-
ni ciascuno) in grado di amplificare correttamente sen-
za falsi positivi, la diagnosi corretta di RhD fetale viene
posta amplificando in contemporanea pilt sequenze di
pilt esoni. Inoltre esistono alcuni pseudo geni in grado
di produrre un segnale falso positivo. I pit frequenti
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sono lo pseudogene RhD-'¥: si tratta di un RhD com-
pleto con una duplicazione di 37-bp nell'esone 4 e una
mutazione non-senso nell'esone 6, e 'RhD-CE-D, un
gene ibrido fra D ed CE (esoni 1, 2, e 3" term dell'eso-
ne 3 del gene RhD. 5' term dell'esone 3 ed esoni 4-7
del gene RhCE . Esoni 9 e 10 dell' RhD). Nella let-
teratura sono presenti varie combinazioni di sequenze
presenti su varie esoni la cui amplificazione prevede di
escludere o di identificare correttamente la presenza di
un segnale RhD proveniente dal feto (8,11,12). Leso-
ne 5 ad esempio non si amplifica in caso di RhD-¥
mentre la combinazione 4,5 e 10 assieme al gene SRY
(usato per verificare se si tratta di feto maschio o fem-
mina) produce una sensibilita’ prossima al 100%. Una
metanalisi su 744 casi a 11- 37 settimane di gravidan-
za ha evidenziato che attualmente la a diagnostica per
'RhD ¢ del 99% (17).

Tuttavia, 'amplificazione & settimana-dipendente: ¢
possibile confondere un segnale materno con quello
fetale . Ampi studi presenti il letteratura hanno testato
DNA fetale libero a 28-30 settimane (13,14,15,16,17),
comparando i risultati con RhD testato sierologi-
camente su sangue di cordone (prelevato routinaria-
mente alla nascita). Questi risultati suggeriscono che
una ottima tipizzazione Rh D fetale € possibile nel
secondo-terzo trimestre di gravidanza. Tuttavia poiche’
la prima dose di routine di immunoprofilassi ¢ data a
28 settimane in molti paesi europei, ed ¢’ data per ogni
evento traumatico dopo la dodicesima settimana, un
test effettuato diagnostico non invasivo per RhD a 28
settimane €'gia’ tardivo.

Ancora molti studi sono necessari per determinare la
sensibilita’ nella gravidanza iniziale , quando cioe’ la
concentrazione di DNA fetale libero ¢ piu’ bassa.

MATERIALI E METODI

Questo studio € stato approvato dal Comitato Etico
della Azienda Ospedaliero- Universitaria di Ferrara.
Campioni di sangue in EDTA (7 ml) sono stati prele-
vati da pazienti gravide (N=11), di diverse etnie, con
feto singolo, Rh negative ,presso la Clinica Ostetrica
dell’Azienda Ospedaliera —Universitaria di Ferrara, nel
primo trimestre di gestazione.

Per tutte le pazienti € stato richiesto presso il Centro
Trasfusionale della Azienda Ospedaliero- Universitaria
di Ferrara una valutazione del gruppo ABO , una tipiz-
zazione Rh con eventuale ricerca di anticorpi irregolari
(Test di Coombs Indiretto). Presso il MAXILLO-
FACIAL SURGERY BASIC SCIENCES LAB della
Scuola di Specializzazione in Chirurgia Maxillofacciale
dell'Universita degli Studi di Ferrara il plasma mater-
no € stato separato dalla componente cellulare (Buffy
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Coat) mediante centrifugazione (3000xg, room tem-
perature) ed il sopranatante trasferito in provette di
polipropilene e congelato -20°C . La identificazione
del ABO e del Rh dei neonati € stata effettuata sul
sangue cordonale dopo il parto delle donne arruolate
nel nostro studio presso il Centro Trasfusionale della
Azienda Ospedaliero -Universitaria di Ferrara . E’ sta-
ta effettuata la verifica della concordanza tra lo stato
Rh del neonato determinato dalla sierologia su sangue
cordonale ed I'analisi del genotipo fetale effettuata su
sangue materno . I feti sono stati giudicati Rh D po-
sitivi quando € stato amplificato un segnale relativo
ad RhD esone 4, RhD esone 5, e RhD esone 10 . I feti
sono stati giudicati Rh D negativi quando nessuno di
questi segnali ¢ stato amplificato . Non estata attri-
buita una tipizzazione RhD certa se solo uno o due
degli esoni veniva amplificato. Il gene umano chiamato
SRY (sex-determining region of the ¥ chromosome) ,in
grado di attivare il differenziamento maschile delle go-
nadi, ¢ stato contemporaneamente ricercato ed ampli-
ficato come ulteriore conferma che il DNA estratto €
di origine fetale e non materna. Il metodo di amplifica-
zione delle sequenza di acido nucleico relative agli eso-
ni RHD considerati €’ stata la PCR (Polymerase Chain
Reaction) . Il DNA ¢ stato amplificato mediante real
time PCR quantitativa relativa eseguita su ABI PRISM
7900 HT Sequenze Detection System (Applied Bio-
systems), in presenza di una miscela di reazione con-
tenente Tagman Universal PCR Master Mix, primers
e sonda TagMan MGB specifici per i geni oggetto di
studio. Lanalisi quantitativa dell espressione dei geni
oggetto di studio ¢ stata valutata in rapporto ad un
gene housekeeping.

Estrazione del DNA

Il DNA ¢ stato estratto dal plasma usando QIA-
amp Blood Kit (Qiagen, Valencia, CA) in accordo
con il protocollo relativo al sangue e liquidi biologici
dell’azienda produttrice. Ottocento microlitri di pla-
sma sono stati utilizzati per colonna per I'estrazione
del DNA. 1l DNA ¢ stato diluto in 50 pl di acqua e
congelato a —20°C.

Real-time PCR

Lanalisi Real Time PCR usando il Tagman assay for-
mat € stata effettuata su ABI PRISM 7900 instru-
ment (Applied Biosystems, Foster City, CA). Le sonde
molecolari TagMan (Applied Biosystems) per I'esone
4 RHD exon 4 ed il gene SRY sono state marcate al
50-terminale con la Carbossifluoresceina (reporter
dye 6-FAM). Le sonde molecolari per gli esoni 5 e 10
sono state marcate al 50-terminale con Fluorocromo
dye VIC. Tutte le sonde Tagman sono state marcate
al 30-terminale con 6 Carbossi-tetrametilrodamina
(TAMRA). I primers usati per questo studio avevano
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come bersaglio gli esoni 4,5 e 10 del gene RHD ed il
gene SRY gene (14,15).

I primers per il gene GAPD sono stati usati con con-
trollo interno per 'amplificazione del DNA. Tutti i pri-
mers sono stati acquistati dall’ Integrated DNA Tech-
nologies (Coralville, Iowa). Cinque microlitri di DNA
estratto sono stati amplificati in un volume di reazione
di 25 ml usando il TagMan Universal PCR Mastermix
(Applied Biosystems). Tutte le sonde molecolari sono
state usate a 100 nmol/L e le concentrazioni dei pri-
mers sono di 200 nmol/L (RHD esone 4, RHD esone
10, e SRY) o0 300 nmol/L (RHD esone 5). Le ampli-
ficazioni degli esoni 4 - 10 ed esone 5-SRY sono state
effettuate in duplex PCR . Per ogni esperimento , 100
pg di DNA isolato da una paziente D-positiva ed una
D-negativa sono stati utilizzati rispettivamente come
controllo positivo e controllo negativo. I risultati sono
stati analizzati con l'uso della Sequence Detection
Software version 2.1 (Applied Biosystems) secondo le
linee guida della ditta produttrice.

Gli oligonucleotidi e le probes impiegate nel nostro
studio in Real-Time PCR sono stati (14,15,27:

1) RHD exon 4 EX4F CTGCCAAAGCCTCTACAGG
EX4R ATGGCAGACAAACTGGGTGTC*
EX4P TTGCTGTCTGATCTTTATCCTCCGTTCCCT

2) RHD exon 5 EX5F CGCCCTCTTCTTGTGGATG*
EX5R GAACACGGCATTCTTCCTTTC
EX5P TCTGGCCAAGTT*TCAACTC*TGCTCGCT

3) RHD exon 10 EX10F CCTCTCACTGTTGCCTGCATT
EX10R AGTGCCTGCGCGAACATT
EX10P (FAM) TACGTGAGAAACGCTCATGACAGCAAAGTCT

Le basi sottolineate sono mismatch, usati per aumenta-
re la specificita dei primers. Le basi in grassetto distin-
guono RhD da RHCE. Le basi con asterisco distin-
guono RhD da RhD Y.

4)SRY SRY F TGGCGATTAAGTCAAATTCGC
SRY R CCCCCTAGTACCCTGACAATGTAT
SRY P AGCAGTAGAGCAGTCAGGGAGGCAGA

RISULTATI

Un totale di 11 campioni di plasma sono stati prelevati
da donne gravide Rh D negative: 1 donna di colore
e 10 donne caucasiche. Cinque di queste donne era-
no a meno di 14 settimane di gestazione al momento
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del prelievo, quattro erano tra le 16 e 18 settimane ed
una sola alla 22 settimana di gestazione. Al momen-
to della nascita € stato effettuato. La identificazione
del ABO e del Rh dei neonati € stata effettuata sul
sangue cordonale dopo il parto delle donne arruolate
nel nostro studio presso il Centro Trasfusionale della
Azienda Ospedaliero-Universitaria di Ferrara (Tabella
I e Tabella Ia). Non sono state prese in considerazione
gravidanze gemellari nel nostro studio.
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analisi . Fin dall’inizio dell’applicazione della PCR real
time a questo scopo diagnostico il problema ¢’ sem-
pre stata I'individuazione di metodi volti a ridurre il
numero di falsi positivi e falsi negativi. Un problema
con i set di prima generazione che utilizzavano I'esone
4,7 0 10, € che erano disegnati da ricercatori che non
avevano molta familiarita’ con la struttura del gene RH
e realizzati sulla base dell’ assunzione che il gene RH
¢ completamente assente negli individui RH negati-

In 7 degli 11 casi (63%) ¢’ stata fatta diagnosi corretta
di sesso fetale. In 6 degli 11 casi (54%) ¢ stata fatta
diagnosi corretta di Rh fetale su plasma materno. In
5 sull dei nostri casi entrambe le diagnosi di sesso ed
Rh sono risultate corrette (Tabella Ia). In tre casi su
11(27%) non e’stato possibile attribuire una tipizzazio-
ne RhD o per mancata amplificazione di tutti gli esoni
di RhD e di SRYo per amplificazione di uno solo o due
degli esoni RhD senza amplificazione di SRY. In questo
numero di casi dichiarati inconclusivi anche i primers
per il gene GAPD, utilizzati come controllo interno
per 'amplificazione del DNA, non sono stati suscetti-
bili di amplificazione. Questa condizione € suggestiva
di un risultato falso negativo legato ad una insufficien-
te quantita’ di DNA presente nella specifica colonna di

TABELLA I vi. Sfortunatam?nFe il §isFema RH .e" complesso. ed un
D-positivi Maschi ) certo numero di sierotipi D negativi contiene intatto
. il gene per RH. Questo ¢’ il caso dei soggetti africani
— Femml.ne 3 portatori dello pseudogene . Un’altra variante del gene
D-negativi Mascf}l 4 Rh che porta a risultati falsamente positivi e che €’ re-
Femmine 2 lativamente comune nelle donne africane D negative
Totale 11 (22% di D negativi afro ame-
ricani) ¢ il gene RHD-CE-D,
TABELLA Ia un ibrid(()1 dell- gene.thzD ;hel
Emogruppo | Emogruppo | Emogruppo Sesso fetale | Rh e Sesso ;(())Ig/:p tr:fmienfl; zi(l)lr’lf:sor,le ; dfl:l
materno paterno fetale fetale su gene RHD, assieme ad il 50%
plasma terminale degli esoni 3,4,7 del
materno gene RHCE, ed inoltre gli eso-
0- 0+ 0+ Femminile F/Rh + ni 9 e 19 del gene RHD. Ecco
0- 0- 0- Femminile F /Rh- perche’ il SAFE Network (Spe-
0- 0- 0- Maschile F? cial Non-Invasive Advances
0- 0+ 0+ Maschile E? in Fetal and Neonatal Evalua-
B- A+ Ab+ Femminile | F/Rh- tion) Europeo h,a amplamente
. raccomandato 'uso di sonde

0- A+ A- Femminile F /Rh- . \ )
— specifiche dell’esone 5 disegna-
A- B+ Ab+ Fermm'mle F/Rh+ te in modo da non dare alcun
0- 0- 0- Maschile M/Rh- prodotto di amplificazione in
A- A- A- Maschile M/Rh+ presenza di un RHD pseudo-
B- A+ A+ Maschile F? gene. Tuttavia non puo’ ancora
A- B- A- Maschile F/Rh- essere esclusa la possibilita’ di
risultati falsi positivi in presen-
za di alleli RHD rari in soggetti

D negativi.

Ancora risultati falsi positivi possono essere dovuti alle
varianti RHD o alla possibile pesistenza di DNA tro-
foblastico da una iniziale gravidanza gemellare (‘va-
nishing twin’). Tuttavia mentre in caso di un risultato
falso positivo la conseguenza peggiore potrebbe essere
quella di trattare la madre con una immunoprofilas-
si non necessaria, il piu’ importante impatto clinico
¢ rappresentato dalla discordanza in termini di falsi
negativi ossia alla mancata somministrazione di immu-
noprofilassi necessaria.

Questo problema potrebbe presentarsi in seguito al fal-
limento dell’'amplificazione del DNA fetale libero. Per
confermare la presenza di DNA fetale libero si ricorre
alla simultanea amplificazione delle sequenze specifi-
che per SRY. Ma ,in caso di negativita’ per entrambe le
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sequenze geniche, ¢ necessario utilizzare un ulteriore
set di markers per confermare la presenza di DNA feta-
le libero. Lutilizzo contemporaneo di primers specifici
per RHD e SRY in associazione all’analisi di polimor-
fismi da inserzione/delezione biallelica (IDP) €’ stato
riconosciuto essere il miglior metodo per confermare la
presenza di DNA fetale libero in una colonna di analisi
(13). Il sistema biallelico IDP utilizza la determinazio-
ne di alleli di origine paterna nel plasma materno (14).
Lassenza di un allele IDP nel bufty coat materno , ge-
nerato dalla separazione dal plasma su cui ¢’ stata ef-
fettuata 'analisi con PCR , e la presenza del medesimo
allele IDP nel plasma materno conferma la presenza di
DNA fetale e, quindi il risultato della tipizzazione Rh
puo’ essere riportato con maggior certezza (19,20,21).
Nel nostro caso non essendo disponibile il sangue pa-
terno, non e’stata possibile eseguire I'analisi del sistema
biallelico IDP. Piu’ recentemente Chan et al. hanno de-
scritto che la presenza di una sequenza di DNA detta
RASSF1 puo’ essere usata come markers fetale univer-
sale (26). Per quest'ultima indagine non eravamo in
possesso della tecnologia necessaria.

E’ possibile quindi elaborare un algoritmo per la de-
terminazione del RhD fetale da plasma materno che
, introducendo in sequenza metodi di indagine piu’
raffinata, aumenta la sensibilita’ del metodo e riduce il
numero dei falsi negativi (27)(Figura 1):

Figura 1
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CONCLUSIONI

Lintroduzione della diagnosi prenatale non invasi-
va usando il DNA fetale libero ha determinato una
rivoluzione nel management di molti aspetti della
medicina prenatale Nel caso della dlagn051 prenata-
le non invasiva del RhD fetale , ad esempio, questa
tecnologia impattera’ il management del 15% del-
le donne gravide della popolazione occidentale che
sono D negative. La tipizzazione del RhD fetale ren-
dera’ piu’ semplice il management delle gravidan-
ze ad alto rischio di Malattia Emolitica Neonatale
(MEN), ovviando alla necessita’ di test diagnostici
invasivi ed individuando il preciso target delle gra-
vidanze che necessitano di uno stretto monitorag-
gio. La tipizzazione precoce del RhD fetale portera’
ad una riduzione della somministrazione di antiD,
minore esposizione a derivari del sangue umano e
diminuzione dei costi economici delle amministra-
zioni sanitarie pubbliche e private. Infatti,anche se
molti degli studi iniziali hanno utilizzato procedure
di estrazione manuale del DNA fetale libero e per le
successive PCR , l'intero processo e suscettibile di
automazione rendendo la procedura meno costosa
e quindi accessibile come screening delle gravidanza
ad alto rischio di MEN . piuttosto che continuare la
pratica della immunoprofilassi di routine. In Fran-
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