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Resumen

Introduccién: El genotipado del antigeno RhD fetal en el ADN fetal libre en san-
gre materna podria ser una herramienta diagndstica de utilidad para el protoco-
lo de inmunoprofilaxis antenatal que se administra actualmente de rutina en mu-
chos paises, identificando aquellas gestantes portadoras de un feto Rh negativo,
y por tanto sin riesgo de isoinmunizacion o enfermedad hemolitica perinatal. El
objetivo de este trabajo es comprobar si esta prueba, realizada en el primer tri-
mestre del embarazo, es suficientemente precisa para permitir su aplicacién ruti-
naria en aras de reemplazar la inmunoprofilaxis habitual, asi como estimar las
dosis y el coste de las gammaglobulinas evitadas.
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Metodologia: Se realizé un estudio prospectivo durante el afio 2011, estudiando
el genotipo RhD en el plasma de 149 mujeres con Rh negativo no inmunizadas,
con embarazo Unico, entre las semanas 8 y 13 de gestacion. El ADN se extrajo
inmediatamente tras la extraccién de sangre y se determiné el genotipo fetal
mediante reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa dirigida a los exones
5y 7 del gen del antigeno RhD. Se realizaron simultdneamente determinaciones
del gen de la betaglobina y SRY del cromosoma Y (determinacion del sexo fetal)
para confirmar la presencia de ADN de origen fetal. Los resultados se compara-
ron con el fenotipo Rh determinado en sangre de corddn tras el nacimiento, y se
calcularon las discrepancias, la sensibilidad y la especificidad de la prueba.

Resultados: La concordancia del genotipo RhD fetal en plasma materno y el fe-
notipo fetal tras el parto fue del 98,2%, con un resultado falso positivo y un resul-
tado falso negativo en las 115 muestras estudiadas. La especificidad del ensayo
fue del 97,5% (intervalo de confianza del 95% [IC 95%] 87,1-99,9), la sensibilidad
del 98,6% (IC 95% 92,7-99,9), y el 6,5% de los resultados fueron no concluyentes.
La aplicacion sistemética de este test ahorraria gammaglobulina anti-D innecesa-
ria en el 34% (40/115) de las gestantes Rh negativas no sensibilizadas.
Conclusién: Este estudio prospectivo revela que la determinacion del Rh fetal en
ADN libre en plasma materno durante el primer trimestre de la gestacion es fac-
tible y muy precisa, y permitiria pensar en reemplazar la inmunoprofilaxis univer-
sal a todas las gestantes Rh negativas, evitando hasta un 34% de las gammaglo-
bulinas administradas.

Palabras clave: Genotipo Rh fetal; ADN fetal libre; reaccién en cadena de la poli-
merasa en tiempo real; Diagnéstico prenatal; Primer trimestre del embarazo.

Non-invasive fetal Rh status determination in early pregnancy

Abstract

Objective: To examine if non-invasive fetal RhD genotyping from maternal blood
cell-free fetal DNA, performed in the first trimester of pregnancy, is accurate
enough to purpose its routine application to replace usual immunoprophylaxis.

Study Design: Prospective study analyzing fetal RhD genotype in 149 nonimmu-
nized RhD-negative single pregnancies, between 8 and 13 weeks of gestation.
Fetal RhD genotype was detected by qPCR targeting exons 5 and 7. The results
were compared with postnatal cord blood phenotype and discrepancy rates were
calculated

Results: The concordance of fetal RhD genotypes in maternal plasma and new-
born D-phenotypes at delivery was 98.2%, including one false-positive and one
false-negative result. The specificity and sensitivity of the assay was 97.5% (95%
Cl 87.1-99.9) and 98.6% (95% Cl 92.7-99.9) respectively, and 6.5% of the results
were inconclusive. The application of this test in early pregnancy would avoid
unnecessary antenatal prophylaxis in about 34% (40/115) of nonsensitized RhD
negative women.

Gest y Eval Cost Sanit
2014;15(2):125-36



Conclusion: Determination of the fetal RhD status from cell-free fetal DNA in
maternal plasma in the first trimester of pregnancy is feasible and highly accurate,
and so it allows to think about replacing general routine inmmunoprophylaxis in

all pregnant women.

Key words: Fetal RhD genotyping; Cell free fetal DNA; Real-time polymerase
chain reaction; Prenatal diagnosis; First trimester.

Introduccién

La inmunizaciéon contra el antigeno
RhD eritrocitario tiene una gran impor-
tancia clinica durante el embarazo, y
es la causa més frecuente de enferme-
dad hemolitica en el feto y el recién
nacido. A pesar del uso sistematico de
inmunoglobulina anti-D (RhIG) profi-
lactica, esta entidad ha disminuido su
incidencia pero no esté erradicada y es
aun una importante causa de morbi-
mortalidad perinatal’.

La profilaxis anti-D postnatal se intro-
dujo en los afos 70, y disminuyé la in-
cidencia de inmunizacién en mujeres
Rh negativas del 14 al 1,5%%¢. Ademas,
en muchos paises la inmunoprofilaxis
anti-D se ofrece también prenatalmen-
te al inicio del tercer trimestre del em-
barazo, lo que ha llevado a una reduc-
cion adicional de las tasas de
inmunizacion materna del 0,2 al 0,4%.

Sin embargo, aproximadamente el
40% de las gestantes Rh negativas lle-
van en su seno un feto también Rh ne-
gativo y no estan en riesgo de inmuni-
zacion, y por tanto no necesitarian
recibir RhIG a las 28 semanas de ges-
tacién. La inmunoglobulina anti-D es
una sustancia extrafia extraida del
plasma de sujetos voluntarios inmuni-
zados, y por tanto deberian realizarse
esfuerzos para evitar la exposicion in-
necesaria a las mismas'. Asi, la posibi-
lidad de conocer el Rh fetal durante el
embarazo permitiria restringirla solo a
gestantes portadoras de fetos Rh po-
sitivo (alrededor del 60%)'".

En gestantes ya inmunizadas, conocer
este dato al inicio del embarazo tam-
bién seria de ayuda en el manejo y
prondstico del mismo?®'? | ya que si el
feto es Rh negativo no hay riesgo de
enfermedad hemolitica fetal y no ne-
cesitan seguimiento especifico. En
caso contrario, el embarazo debe vigi-
larse de forma estrecha en busca de
signos de anemia fetal mediante la
determinacién seriada del titulo de an-
ticuerpos y la medicién Doppler de la
velocidad pico de la arteria cerebral
media, asi como cordocentesis y trans-
fusién intraltero en los casos necesa-
rios'¥14,

El descubrimiento del ADN fetal en el
plasma materno de las mujeres emba-
razadas a finales del siglo XX nos
brindé un método no invasivo, y por
tanto seguro, de determinar el genoti-
po del grupo sanguineo fetal basado
en la deteccién de alelos heredados
del padre no presentes en el genoma
de la madre'®'®. Desde entonces, va-
rios grupos de investigadores han in-
formado de buenos resultados en el
genotipado del Rh fetal en madres Rh
negativas'”?'. Algunos estudios recien-
tes que incluyeron cientos de gestan-
tes no inmunizadas han estudiado
muestras de sangre extraidas sobre
todo en el segundo y tercer trimestres
del embarazo?*?*. Sin embargo, pocos
estudios se han ocupado de la detec-
cién al inicio del embarazo®?.

Conocer el Rh fetal en el primer tri-

mestre presenta la ventaja adicional
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de determinar qué embarazadas de-
ben repetirse el test de Coombs en el
segundo trimestre, y cuéles deben re-
cibir RhIG en caso de someterse a pro-
cedimientos invasivos o presentar
otras situaciones de riesgo de contac-
to de sangre materna y fetal, y por tan-
to de inmunizacién.

Se han desarrollado diversos ensayos
usando ADN libre fetal para la detec-
cion de diferentes exones o combina-
ciones de ellos mediante reaccién en
cadena de la polimerasa cuantitativa
(qPCR) con una precision del 95 al
100% en la mayoria de los estudios, sin
que ninguno de ellos se haya mostra-
do superior a los otros?. Las principa-
les limitaciones de estos estudios son
la presencia de falsos positivos y falsos
negativos debidos a la no deteccidn
de ADN fetal en la muestra.

Objetivos

El objetivo de este estudio es evaluar
si el genotipado del Rh fetal realizado
en sangre materna durante el primer
trimestre de la gestacién es suficiente-
mente exacto y fiable para proponer
su aplicacidn clinica rutinaria con obje-
to de reemplazar la inmunoprofilaxis
antenatal universal de todas las ges-
tantes Rh negativo.

Metodologia

Entre enero y diciembre de 2011
aceptaron participar en este estudio
prospectivo de cohortes un total de
143 embarazadas Rh negativo no in-
munizadas con un embarazo Unico en
su primera visita de embarazo en el
hospital. Todas las participantes fue-
ron controladas en el "Hospital X" y
tenian planeado dar a luz en el centro.
La edad de gestacién se determind
mediante una fecha de dltima regla
fiable y/o la ecografia del primer tri-
mestre. El estudio fue aprobado por
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el Comité de Etica de Investigacién
del Hospital.

Tras firmar el correspondiente consen-
timiento informado, se le extrajo a
cada mujer una muestra de 5 ml de
sangre venosa periférica en un tubo
con anticoagulante (citrato) en la con-
sulta de embarazo tras la primera vista
prenatal. Las muestras de sangre se
transportaron a un laboratorio, donde
fueron inmediatamente centrifugadas
a 2000 G durante diez minutos. El so-
brenadante fue transferido cuidadosa-
mente a tubos de 2 ml de polipropile-
no mediante pipetas con filtro y
congelado a -80 °C hasta la extraccion
del ADN. Dicha extraccién se realizd
mediante minikits de ADN QlAmp
Blood (Qiagen, West Sussex, Reino
Unido) en una plataforma QlAcube si-
guiendo las recomendaciones del fa-
bricante y su protocolo para el manejo
de sangre y fluidos bioldgicos. Para
cada muestra se utilizaron 800 pl de
plasma descongelado, diluyendo el
ADN purificado con 40 pl de buffer AE
(Qiagen, West Sussex, Reino Unido).

Se disefid un ensayo de PCR en tiem-
po real para la deteccion mdltiple de
dos diferentes secuencias del gen
RhD, una secuencia de 125 pb en el
exén 7 y otra de 82 pb en el exén 5,
usando la secuencia del gen de la be-
taglobina en el feto y en la madre
como control interno para la amplifica-
cién de cada muestra extraida. Como
marcador de control adicional, para
confirmar la presencia de ADN fetal,
se realizé en paralelo anélisis del gen
SRY especifico del cromosoma Y
(DSY14), aunque este solo es aplicable
en fetos masculinos.

La prueba del exén 7 amplifica ade-
mas del RhD el pseudogen RhD ,
mientras que el exén 5 solo amplifica
en gen RhD. Asi, la ausencia de ampli-
ficacién del exén 5 en casos de exdn 7
positivo puede indicar la presencia de



pseudogen RhD?%. Los exones 5y 7
fueron analizados por duplicado, y los
controles positivos y negativos se ana-
lizaron en cada placa segln los méto-
dos publicados en la literatura'®?.

El andlisis de PCR se realizd inmediata-
mente tras la extraccién del ADN
usando un sistema ABI 7000 Real-Time
PCR (Applied Biosystems) con incuba-
cién a 95 °C durante diez minutos y 40
ciclos de 15 segundos a 95 °C y de un
minuto a 60 °C. El volumen total de
PCR de 25 pl se compuso de 21 pl de
mezcla PCRy 4 ul de muestra extraida.

Se considerd un resultado positivo
cuando al menos una de las dos repli-
caciones de cada exén alcanzé el valor
Cq de 38 o menos. Se considerd un
resultado negativo cuando las dos re-
plicaciones de cada exdn eran inde-
tectables, o una de la replicaciones
tenia un valor Cq de 38 o méas. Cuando
existio discrepancia entre la amplifica-
cién de los exones 5y 7, se extrajo
nuevamente el ADN y este fue ream-
plificado. Si el resultado fue negativo
para el exén 5y positivo para el exdn
7, el resultado global fue considerado
no concluyente, al no poder excluir la
presencia del pseudogen .

Los resultados del genotipado del
ADN fetal libre en sangre materna se
compararon con el fenotipo RhD fetal
realizado en muestra de sangre de
corddn tras el nacimiento, extraida en
tubos anticoagulados con EDTA. Estos
resultados se consideran el gold stan-
dard para evaluar la eficacia del geno-
tipado RhD fetal prenatal. Los resulta-
dos de la PCR se compararon con este
fenotipo y se calcularon las tasas de
concordancia para los resultados posi-
tivo y negativo tanto en sangre mater-
na como en sangre de corddn, asi
como la sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo y negativo, y
sus correspondientes intervalos de
confianza del 95% (IC 95%).

Los resultados de este estudio se re-
presentan en porcentajes para las va-
riables cualitativas y en medianas y
rangos para las variables continuas.

Resultados

Durante el periodo de estudio (2011)
participaron en la investigacién 143
mujeres con Rh negativo. Se excluye-
ron las muestras de 11 gestantes debi-
do a problemas técnicos (en tres la
cantidad de sangre extraida no fue
suficiente y en ocho la muestra estaba
hemolizada). Se realizé el genotipado
de 132 muestras de plasma. Todas las
muestras fueron extraidas en el primer
trimestre (media 12,0 semanas, rango
8-13+6). La edad materna oscild entre
18 y 44 afos (media 30,5 afios).

No pudimos obtener muestras neona-
tales en nueve gestantes con Rh nega-
tivo incluidas inicialmente debido a
aborto o interrupcién del embarazo,
por lo que resultaron 123 recién naci-
dos en los que se pudo analizar la con-
cordancia con el resultado de la san-
gre de cordén.

El genotipado con PCR en estas 123
muestras de plasma materno fue reali-
zado por duplicado, como se ha expli-
cado previamente, para las dos se-
cuencias estudiadas. Cuando se
obtuvo un resultado ambiguo, se con-
sideré dudoso y se repitid nuevamen-
te la extraccién de ADN vy el anélisis
con PCR. Este reanélisis de la segunda
muestra alicuota fue necesario en 11
casos (8,9%) con resultado no conclu-
yente en el primer anélisis, y tras el
mismo se obtuvo un resultado positivo
o negativo en 115/123 (93,4%) de las
muestras, persitiendo ocho (6,5%) no
concluyentes definitivamente. Se ilus-
tra un diagrama de flujo en la figura 1.

La concordancia del Rh neonatal de-
terminado serolégicamente y el geno-
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Criterios
de inclusién
(n=143)

Problemas
técnicos de la
muestra (n = 11)

Genotipado de ADN
fetal en plasma

materno (n = 132)

Aborto o
IVE(n=9) BT
Inclusion final
(n=123)
No concluyentes
(n=11)
Resultados
validos iniciales Reanalizados Permanecen
(n=112) y clasificados no concluyentes
(n=3 (n=8)
RhD positivo RhD negativo
(n=74) (n=41)
Recién nacido
RhD positivo
(n = 4) Recién nacido RhD
negativo (n = 37)
- ) Recién nacido
Recién nacido RhD positivo Reerdlisle
RhD negativo (h=73)

(n=37)

Reandlisis RhD positivo
(h=1)
FALSO POSITIVO

RhD negativo
(n=1) (=3

FALSO NEGATIVO

RhD positivo

Figura 1. Resumen de los resultados del test de RhD fetal y su concordancia con los resultados
serolégicos de los recién nacidos

tipado en plasma materno se obtuvo
inicialmente en 110 de las muestras.
En los cinco casos discordantes se re-
pitieron la serologia fetal y el genoti-
pado y dos casos quedaron finalmente
como no concordantes (un falso posi-
tivo y un falso negativo) y tres queda-
ron correctamente clasificados.

Finalmente, se obtuvo un resultado po-
sitivo (ambos exones 5y 7 positivos) en
74 muestras, y negativo (ambos exones

Gest y Eval Cost Sanit
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5y 7 negativos) en 41. Setenta y tres
(98,6%) y 40 (97,5%) casos, respectiva-
mente, estaban correctamente clasifica-
dos (tabla 1). Los valores de sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y
negativo se representan en la tabla 2.

Discusion

En este estudio hemos evaluado el
rendimiento de un test prenatal no in-



Tabla 1. Correlacién entre el genotipado del
RhD fetal y el fenotipo de los recién nacidos

Fenotipo Genotipo fetal Total
neonatal Exones 5y 7
Negativo | Positivo
Rh-negativo 40 1 41
Rh-positivo 1 73 74
Total 41 74 115

vasivo para determinar el Rh fetal al
inicio de la gestacién en un grupo de
gestantes andaluzas. Al contrario que
otros estudios con gran numero de
gestantes realizados en el segundo y
tercer trimestres'”?'?°, nos hemos cen-
trado en la determinacién del Rh fetal
en el primer trimestre. Hasta la fecha,
no hay muchos estudios que se hayan
realizado en el primer trimestre. El he-
cho de saber este dato al inicio del em-
barazo permite tomar decisiones sobre
el control del mismo, tales como si a
una mujer Rh negativo no sensibilizada
deberia repetirse el test de Coombs
durante la gestacién, o si una mujer
sensibilizada puede ser controlada
como una embarazada normal si el
feto es Rh negativo. Méas aun, ni en los
casos de aborto ni en las interrupcio-
nes de embarazo (6,8% en nuestro es-
tudio), en las que no se puede saber el
Rh del producto del embarazo, ni en
casos de potenciales acontecimientos
sensibilizantes, como traumas abdomi-
nales, procedimientos invasivos o san-
grados vaginales, seria necesario ad-
ministrar gammaglobulina en caso que
el test indicara un Rh fetal negativo?.

En estudios publicados previamente,
se han usado para este fin diferentes
exones o combinaciones de ellos
como diana en el andlisis por PCR. El
programa “Special Non-Invasive Ad-
vances in Fetal and Neonatal Evalua-
tion Network of excellence” defiende
la combinacién de exones 5y 7 para
discriminar la presencia del pseudo-
gen RHD v, muy frecuente en indivi-
duos de origen africano®3'. Estudios
recientes®3 han descrito ensayos
multiples con diferentes combinacio-
nes de exones 4, 5, 7 y 10. Sin embar-
go, la utilizacién de varios exones a la
vez, aunque permite un aumento en
la sensibilidad, ha demostrado tam-
bién aumentar los resultados no con-
cluyentes, al complicar la interpreta-
cién de los resultados, incrementando
la necesidad de reanélisis”. Nuestro
estudio obtuvo una buena sensibili-
dady especificidad usando un ensayo
basado en la deteccién de los exones
Sy7.

En nuestro estudio, la concordancia
entre el genotipo fetal en el primer tri-
mestre y el fenotipo en sangre de cor-
dén tras el parto fue del 98,2% de los
casos, con solo un resultado falso ne-
gativo y un resultado falso positivo. La
sensibilidad obtenida (98,6%, IC 95%
92,70-99,97) es similar a la que presen-
ta la serologia en sangre de corddén
(99,5%)". En nuestro estudio, solo un
caso fue falso negativo. Este tipo de
error en la prueba proporciona a la
gestante un incremento del 0,7% en el
riesgo de aloinmunizacién al no recibir

Tabla 2. Validez del genotipado del RhD fetal

Pardmetro Valor (%) 1C 95%(%)
Sensibilidad 98,65 92,70-99,97
Especificidad 97,56 87,14-99,94

Valor predictivo positivo 98,65 92,70-99,97
Valor predictivo negativo 97,56 87,14-99,94

IC 95%: intervalo de confianza del 95%.
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profilaxis?, siempre que tenga una
nueva gestacion y el feto sea Rh posi-
tivo. La deteccidn del gen RhD puede
fallar porque haya escasa cantidad de
ADN en la muestra, lo que remarca la
importancia de la utilizacién en el en-
sayo de un marcador fetal universal
que avale la presencia de ADN fetal.
En nuestro caso, el feto era masculino
y la determinacion del gen del cromo-
soma Y se realizé con éxito.

La especificidad obtenida (97,5%, IC
95% 87,14-99,94) es también similar a
la encontrada por otros autores, y lige-
ramente inferior a la que presenta la
serologia en sangre de corddn
(99,7%)", ya que en el 0,2-1% de los
casos la serologia puede no identificar
un neonato Rh positivo correctamente
clasificado con el genotipado. Esto es
debido a variantes del gen RhD con
expresion fenotipica débil**. El hecho
de asignar falsamente un Rh positivo a
un feto Rh negativo tiene una impor-
tancia clinica menor, ya que el manejo
de la gestaciéon se haria de la misma
forma que si no se realizara el test, es
decir, con administracion innecesaria
de RhIG. Sin embargo, las variantes
RhD con débil expresiéon han demos-
trado ser potenciales causantes de
aloinmunizacién anti-D*, y asi el geno-
tipado en sangre materna podria evi-
tar estos casos®.

Finning et al.? obtuvieron resultados
similares mediante la deteccién de
exones 5y 7, con un 0,2% de falsos ne-
gativos, un 0,8% de falsos positivos y
un 3,4% de resultados no concluyentes
en 1869 muestras tomadas como me-
dia en la semana 28. En otro estudio
amplio con 1022 embarazos, Miiller et
al.Z también describen un 0,2% de fal-
sos negativos usando un sistema de
extraccion manual de ADN y un 0,1%
de falsos negativos con un sistema au-
tomatizado, a una edad gestacional
media de 25 semanas. Los falsos posi-
tivos fueron del 0,3% y el 0,7%, respec-
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tivamente, para los dos métodos de
extraccién. lgualmente, Van der Schoot
etal.®*, en 1257 embarazos de 30 sema-
nas, obtuvieron un 0,2% de falsos ne-
gativos y un 0,4% de falsos positivos.
En Espafia, Macher et al.¥, estudiaron
1012 gestantes de 10 a 28 semanas y
encontraron una tasa de falsos negati-
vos de 0y 1,1% de falsos positivos.

En nuestro estudio se realizaron reana-
lisis en el 8,9% de los casos, debido a
resultados dudosos, resultando final-
mente como no concluyentes el 6,5%.
Wikman et al.¥, en un estudio amplio
con una poblacién de 4118 embaraza-
das estudiando solamente el exon 4
informan de un 5,1 y un 4% de reanéli-
sis y resultados no concluyentes, res-
pectivamente, y sefialan que estas ci-
fras pueden deberse en su caso a un
tiempo excesivo en el transporte y al-
macenamiento de las muestras hasta
su procesamiento. En nuestro caso, las
muestras fueron transportadas al labo-
ratorio inmediatamente y procesadas
en las primeras cuatro horas tras su ex-
traccién. Sin embargo, este es un pun-
to importante a tener en cuenta en
caso de implantacién en la practica
clinica general y su oferta a toda la po-
blacion de gestantes Rh negativo. El
almacenamiento de sangre completa
a temperatura ambiente puede oca-
sionar la destrucciéon de ADN fetal en
la muestra, asunto especialmente im-
portante en las primeras semanas del
embarazo, cuando la cantidad de
ADN fetal puede ser baja®, lo que po-
dria provocar falsos negativos?%,

Nuestro resultados demuestran que
los fetos hijos de madre con Rh negati-
vo pueden ser genotipados al inicio de
la gestacion con un alto nivel de exac-
titud, lo que nos conduce a afirmar que
probablemente estamos en condicio-
nes de aceptar este test como seguro
y fiable para aplicarlo en la préctica
clinica habitual y ofrecerlo a las gestan-
tes durante el primer trimestre del em-



barazo. La aplicacién de este protoco-
lo, aunque aun podria provocar la
administracion innecesaria de RhIG al
2% de las madres de fetos con Rh ne-
gativo, podria evitar tratar innecesaria-
mente al 34% (40/115) de las mujeres
RhD negativas no sensibilizadas, evi-
tando asi los riesgos de la exposicion a
material bioldgico extrafio.

Se ha argumentado en contra de la
determinacién al inicio de la gestacion
diciendo que la concentracién de
ADN fetal libre en el torrente sangui-
neo materno es menor que en etapas
mas avanzadas de la gestacién, con
una tasa algo superior de falsos nega-
tivos¥. Akolekar et al.®°, en un estudio
reciente con 591 gestantes en el pri-
mer trimestre encontraron un 3,5% de
falsos negativos y un 14,3% de resulta-
dos no concluyentes. Sin embargo,
nuestros resultados demuestran una
alta exactitud en el test cuando se rea-
liza en el primer trimestre.

Por ultimo, es preciso realizar alguna
consideracion sobre los aspectos eco-
némicos de prescribir innecesariamen-
te RhIG. Considerando un 40% de ges-
tantes con Rh negativo, esta nueva
estrategia de control prenatal ahorraria
aproximadamente 4800 €/1000 partos
atendidos en un hospital en profilaxis
innecesarias, habiéndose estimado los
costes del genotipado usando una téc-
nica automatizada en menos de la ter-
cera parte*'*. Ademas, si confiamos
definitivamente en este test, podria
sustituir también a la determinacién
serolégica postnatal en sangre de cor-
dén?. En gestantes sensibilizadas, dis-
poner de esta prueba de forma rutina-
ria permitiria también reducir los costes
asociados a las visitas en Unidades de
alto riesgo y Medicina Fetal y a deter-
minaciones seroldgicas seriadas.

Szczepura et al.®, en un reciente anali-
sis de costes de una hipotética implan-
tacion masiva de esta prueba a toda la

poblacion gestante de Inglaterra y Ga-
les, no recomiendan su aplicacion ruti-
naria dado que, segun sus datos, el
ahorro anual seria relativamente pe-
quefio y compensado con un posible
incremento en la tasa de sensibilizacién
materna derivado de los falsos negati-
vos. Sin embargo, estos autores admi-
ten que, si la prueba se realizara en el
primer trimestre, la relacidn coste-be-
neficio serfa superior. En otro reciente
anélisis, Benachi et al.* Concluyen que
los costes de la profilaxis con RhIG se-
rian compensados por el genotipado
fetal solo si la prueba pudiera ofrecerse
a un precio maximo de 71,21 €.

Sin embargo, ademas de los costes, es
preciso también tener en cuenta los
aspectos médicos del problema, con-
siderando que existe un beneficio cli-
nico claro si se ofrece el test a todas
las gestantes con Rh negativo, al evitar
analiticas innecesarias y sobre todo
administracién de gammaglobulinas.

Conclusiones

En resumen, nuestro estudio demues-
tra que la determinacién del Rh fetal
en sangre materna en el primer trimes-
tre del embarazo es altamente sensi-
ble, exacto y preciso, y sugiere que
estamos en el momento adecuado
para su aplicacién clinica rutinaria.
Ademis, es probable que suponga un
ahorro de costes, evitando la adminis-
tracién de gammaglobulina de forma
innecesaria, un producto que no es
precisamente barato®.

Probablemente, la fiabilidad de la
prueba permita reemplazar la profi-
laxis antenatal rutinaria por el genoti-
pado del ADN fetal en sangre materna
en el primer trimestre, que se conver-
tiria asi en el gold standard para la de-
terminacién del Rh fetal, seguida de la
profilaxis prenatal dirigida solamente
a aquellas gestantes portadoras de un
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feto Rh positivo®. Sin embargo, los
procedimientos manuales de labora-
torio aln deben desarrollarse y con-
vertirse en automatizados, o bien de-
sarrollarse kits comerciales més
répidos y susceptibles de ser monitori-
zados mediante programas externos
de control de calidad. Los falsos nega-
tivos aln siguen siendo un reto a su-
perar para su uso clinico generalizado.
Probablemente sean necesarios estu-
dios poblacionales a gran escala reali-
zados en el primer trimestre.
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