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Resumen

La aloinmunizacion contra el antigeno de superficie eritrocitario, el RhD, es la causa mas comun de la Enfermedad
Hemolitica del Feto y del Recién Nacido. El conocimiento del RhD fetal en mujeres con anticuerpos anti-D, facilita el
manejo del embarazo y evita procedimientos innecesarios en aquellas mujeres que portan un feto RhD negativo.
Desde que en 1997 se describi6 la presencia de ADN fetal libre y circulando junto al ADN circulante materno en el
suero de la gestante se abri6 el campo para la deteccion del gen RhD fetal en el plasma de embarazadas RhD-negati-
vas. En el presente trabajo evaluamos la factibilidad de tipaje del RhD fetal en el plasma materno, mediante la
extraccion del ADN por métodos automaticos y la reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real, de los exones
5y 7 del gen RhD. Los resultados obtenidos con esta técnica arrojaron un 100% de sensibilidad y 95% de especifi-
cidad, con una precisiéon del 97%. En conclusién este es un método muy adecuado para el diagnéstico de rutina del
RhD fetal.
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Abstract

Alloimmunization against the RhD red cell surface antigen is the most common cause of Fetus and Newborn
Haemolytic Disease. Knowledge of fetal D type in women with anti-D makes management of the pregnancy safe, and
avoids unnecessesary procedures in women carrying a D-negative fetus. Since in 1997 was described that fetal DNA
can be found free (cell not bound) circulating in maternal serum during gestation, the field for the fetal RhD detection
in the maternal plasma was open. We evaluate the feasibility of fetal D typing in maternal plasma, using automatic
robot technique for DNA extraction and real-time quantitative polymerase chain reaction against exons 5 and 7 from
RHD gene. Fetal RhD positive diagnosis was confirmed after birth and we obtained 100% sensitivity and 95% speci-
ficity. The technique accuracy was 97%. We conclude that this is an adequate technique for rutinal diagnosis of fetal
RhD.
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embarazo. Sin embargo, otros eventos relacionados
con el mismo, como el aborto electivo o espontaneo,
pueden resultar en formaciéon de anticuerpos. Aun-
que el embarazo en el cual se produjo la aloinmuni-
zacion no afecte al nino, los ninos futuros poseen un
riesgo considerable de manifestar la enfermedad
(Avent, 2008 a,b, 2009; Mannessier, 2009).

El diagnostico prenatal de diversas patologias ta-

les como aneuploidias, el genotipaje del RhD fetal y
de otras enfermedades ligadas a un so6lo gen esta
siendo utilizado desde mediados de la década de los
90 y se ha constituido en una gran ayuda en el ma -
nejo clinico temprano de esos casos. Inicialmente,
estas pruebas eran realizadas utilizando ADN fetal
extraido por métodos invasivos de las vellosidades
coridnicas y muestras obtenidas por amniocentesis,
sin embargo, estos procedimientos invasivos estan
asociados a cierto riesgo para el feto y/o la madre,
por lo que recientemente, se ha realizado un esfuer-
zo considerable en el desarrollo de procedimientos
de diagnostico prenatal no invasivos (Sekizawa y col.,
2001 a,b, 2002, 2007; Okai, 2007; Daniels y col.,
2004, 2009).

Desde que en 1997 Loy col., describieron la exis-
tencia de ADN fetal libre, circulante, en el suero ma-
terno durante la gestacién, se abrié un nuevo campo
para el diagnostico prenatal, no invasivo, del estatus
genético del feto. El ADN y el ARN fetales pueden ser
detectados desde la 5* semana de gestacion y desa-
parecen rapidamente después del parto (Farina,
2005; Galbiati y col., 2005; Li y col., 2006 a; Liu 'y
col., 2007).

Aunque el ADN fetal libre comprende solo del 3
al 6% del ADN libre, circulante total, cuando la se-
cuencia fetal de interés no tiene una contrapartida
materna, (ej: ADN cromosomal Y, o el gen RhD, cuan-
do la madre es negativa), ha sido posible obtener ex-
celentes resultados en la deteccion y cuantificacion
de estos genes por técnicas tales como la reaccion de
cadena polimerasa a tiempo real (RT-PCR) (Norbury y
Norbury, 2008; Lo y col., 2007; Lo y Chiu, 2008; Da-
niels y col., 2009). Adicionalmente, en los ultimos
anos se ha reportado una aproximacién alternativa,
a través del analisis del ARN fetal circulante en el
suero de la madre, el cual tiene diferencias epigené-
ticas con el ARN materno, independientemente del
sexo del feto (Bauer y col., 2006; Lo y Chiu, 2008).

La primera técnica con utilidad clinica real, ya
utilizada en pruebas diagnosticas de rutina en mu-
chos paises de Europa, consiste en la determinacion
del RhD fetal en el plasma/suero materno. Cuando
la madre no expresa el antigeno RhD en sus eritroci-
tos (RhD-), es esencial evitar una posible enferme-
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dad hemolitica en el recién nacido (Harper y col.,
2004; Zhou y col., 2005; Brojer y col., 2005). Hasta
el momento, la prevencion de esta patologia consis-
te en la administracién, via intramuscular, de y-globu-
lina anti-D humana, a estas mujeres, en la semana 28
de gestaciéon. Posparto, si el recién nacido es RhD+,
se le administra una segunda dosis a la madre. Sin
embargo, aproximadamente el 40% de las mujeres
gestantes RhD-, portan un feto RhD- y no necesitarian
ser expuestas a este tratamiento si el estatus del RhD
fetal es diagnosticado antes de la semana 28 de ges-
tacion (Finning y col., 2002, 2008, 2009).

El uso del ADN fetal circulante en el plasma ma-
terno como una herramienta de diagnéstico hace
posible detectar el estatus del RhD fetal a partir de la
octava-décima semana de gestacion, siendo de es-
pecial interés cuando la gestante esta sensibilizada
(con anticuerpos anti RhD circulantes en su sangre)
permitiendo una gestacion normal si el feto es RhD-,
o caso contrario, si el feto es RhD+, estar bajo una
vigilancia adecuada y constante (Geifman-Holtzman
y col., 2006).

El diagnostico del RhD fetal en el suero materno,
constituye un ensayo seguro, con un porcentaje des-
crito que varia entre 94,8% y 100% de exactitud, y
con una especificidad cercana al 100% (Geifman-
Holtzman y col., 2006). Es importante recalcar esta
alta especificidad en la deteccién del RhD fetal ya
que el ADN fetal circulante no puede proceder de un
parto anterior puesto que la vida media del mismo
después del parto es de 16.3 min (Geifman-Holtz-
man y col., 2006; Krog y col., 2007; Sekizawa y col.,
2007).

En la poblacién caucasica, la negatividad al RhD
es generalmente ocasionada por la delecién del gen
RHD. En contraste, en africanos negros y en poblacio-
nes suramericanas y de Brasil, la negatividad del RhD
puede ser generada por la pérdida parcial del gen
RHD debido a intercalaciones de los genes RHCE en
la zona central del gen RHD, generando secuencias
hibridas RHD/RHCE. En estas poblaciones puede
ocurrir igualmente translocaciones de regiones par-
ciales del gen RHD, generando una secuencia no
codificante del gen (Van der Schoot y col., 2003; Ro-
drigues y col., 2002; Hromadnikova y col., 2005;
Grootkerk-Tax y col., 2005). En ambos casos el anti-
geno RhD no esta expresado en la superficie del eri-
trocito, pero algunos exones del gen RHD pueden ser
amplificados en el suero materno generando falsos
RhD+. Este hecho debe ser considerado cuando se
realice el diagnostico tomando en cuenta el incre-
mento de las migraciones y la globalizacion de la po-
blacién mundial. Otro hecho que debe considerarse
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en el diseno experimental es la longitud del ADN cir-
culante fetal, la cual es predominantemente de 100
a 300 pb (Puszyk y col., 2008; Grootkerk-Tax y col.,
2006) y utilizar las secuencias adecuadas para mini-
mizar resultados negativos falsos.

Teniendo en cuenta todos esos antecedentes, el
objetivo del presente trabajo fue evaluar la eficacia
y precision del analisis mediante PCR a tiempo real,
en el diagnostico del gen RHD para la detecciéon tem-
prana de fetos con riesgo de enfermedad hemolitica
y el consiguiente tratamiento profilactico de la ges-
tante, amplificando dos secuencias del gen RhD con
una longitud maxima de 200 pb en los exones 5y 7
(G@rootkerk-Tax y col., 2006). Adicionalmente se
realiz6 como control interno y a fin de confirmar la
presencia de ADN fetal en las muestras, la determi-
nacioén del sexo del feto mediante el gen SRY perte-
neciente al cromosoma Y (sex determining region Y).

Materiales y Métodos

PACIENTES Y MUESTRAS

Se realiz6 el genotipaje fetal en 100 muestras de
plasma de mujeres entre las semanas 10 a 37 de ges-
tacion. Las muestras de sangre de las mujeres emba-
razadas con RhD negativo fueron recolectadas en
tubos con EDTA, durante el proceso de cuidado pre-
natal rutinario para tipaje de ABO y RhD y deteccién
de anticuerpos no esperados. El control positivo para
los genes RhD y SRY fue un hombre heterozigoto
RhD+ y el control negativo fue una mujer no gestante
RhD-. El plasma fue obtenido por centrifugacion
(3.500 rpm). Las muestras fueron transferidas a crio-
tubos nunc CryoTube Vials (Apogent), almacenados
a -20°C, y recentrifugados a 3500 rpm antes de la
extracciéon del ADN. Es importante resaltar el paso
de la recentrifugacion previamente a la extraccion
del ADN. Este ultimo pas6 result6é especialmente util
para evitar la aparicion de falsos negativos debido a
la presencia de fibrina en la muestra.

ExTtrACCION DEL ADN

El ADN fue extraido automaticamente de 400uL
de plasma usando el MagNa Pure Compact Instru-
ment (Roche Diagnostics, Bassel, Switzerland) junto
con el Magna Pure Compact Nucleic Acid Isolation
Kit I de acuerdo al protocolo de extraccion Total DNA
Plasma 100 400 V3 1. El ADN fue eluido en un volu-
men final de 50uL de agua y almacenado a -20°C
hasta su posterior ensayo (para comparacién de mé -
todos ver Legler y col., 2007).

PCR A TIEMPO REAL

Se realiz6 el analisis por PCR a tiempo real utilizan-
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do el protocolo TagMan para el ensayo y se utilizdé un
termociclador Light-Cycler 2.0 (Roche Diagnostics,
Bassel, Switzerland). Las sondas TagqMan para el exén
7 del gen RhD y del gen SRY fueron marcadas en el
extremo 5 con el fluorocromo FAM; el ex6n 5 del RhD
fue marcado en el extremo 5°con el fluorocromo
VIC. Todas las sondas TagMan fueron marcadas en
el extremo 3” con el fluorocromo TAMRA (Tabla I). El
amplicon para el exén 7 tiene 122 pb de longitud, el
exon 5, 82 pby el SRY 137 pb. 5ul del ADN extraido
fueron amplificados en un volumen de reacciéon de
20yl utilizando el LighCycler FastStar DNA Master
Plus HybProbe (Roche Diagnostics, Bassel, Switzer-
land). Todas las sondas fueron utilizadas a una con-
centracion de 100 nmol/L y las concentraciones del
los primers fueron de 200 nmol/L. Las condiciones
de los ciclos de la PCR fueron: 95°C por 10 min. Des-
pués: 48 ciclos a 95°C por 15 s, y 60 °C por 1 min.
Cada muestra fue analizada por duplicado.

Resultados

En el presente trabajo analizamos una cohorte de
102 muestras de plasma de mujeres embarazadas,
RhD- de las cuales 30% eran menores de 30 anos,
63% con edades comprendidas entre los 30 y los 40,
y 7% eran mayores de 40 anos. Dos embarazos ter-
minaron en aborto y 100 resultaron en recién naci-
dos sanos, 25 por cesarea, 24 fuera de plazo con
40-42 semanas de gestacion y dos embarazos fueron
gemelares. 42% de las gestantes estudiadas tuvieron
recién nacidos RhD-. El diagndstico del ADN circulan-
te fetal esta ilustrado en la Tabla Il. La verificacion de
los resultados de los RhD en los bebés recién naci-
dos fue realizada seguin el protocolo de rutina.

En los resultados presentados obtuvimos un
100% de sensibilidad y un 95,1% de especificidad
para el diagndstico de los RhD+. Por otro lado, obtu-

Tabla ]

Cebadores (primers) y marcadores
fluorogénicos utilizados

Primers/Cebadores Secuencias (5°-3°)

Exon 5 Directo CGCCCTCTTCTTGTGGATG

Exon 5 Reverso GAACACGGCATTCTTCCTTTC
Exon 7 Directo GGGTGTTGTAACCGAGTGCTG
Exon 7 Reverso GQGGTATTGTAACCGAGTGCTG
SRY Directo TGGCGATTAAGTCAAATTCGC

SRY Reverso CCCCCTAGTACCCTGACAATGTATT

TCTGGCCAAGTTTCAACTCTGCTCGCT
CCCACAGCTCCATCATGGGCTACAA
AGCAGTAGAGCAGTCAGGGAGGCAGA

Exon5 /marcador-VIC

Exon7 /marcador-FAM

SRY /marcador- FAM
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Tabla Il
Resultados del Diagndstico del RhD
RhD + RhD ~ Total
al al
nacimiento | nacimiento

RhD + en el plasma
de la gestante 58 0 58
RhD - en el plasma
de la gestante 3 39 42
Total 61 39 100
Sensibilidad 95.1%
Especificidad 100%
Valor predictivo positivo 100%
Valor predictivo negativo 92.9%
Porcentaje de falsos positivos 0%
Porcentaje de falsos negativos 4.9%
Precision 97%

vimos un 100% de especificidad en el diagnéstico
de los fetos RhD- y 95,1% de sensibilidad, con una
precision del 97%. Asi, y de acuerdo con el criterio
de evitar un falso diagnostico RhD-, una especifici-
dad del 100% constituye un resultado muy positivo
que asegura que todas las mujeres gestantes RhD-
con un feto RhD+, reciban la inmunoprofilaxis. Los
tres falsos positivos obtenidos se deben presumible-
mente a contaminacion de muestras en la manipula-
cion previa.

En el presente protocolo, cuando se obtuvo un re-
sultado no concluyente, se clasificé la muestra como
RhD+. Segun se muestra en la Figura 1, un resultado
es considerado no concluyente cuando los duplicados
del analisis por PCR no concuerdan.

En cuanto a la determinacion del sexo, reporta-
mos una sensibilidad del 88%, segiin se muestra en
la Tabla III; 7 resultados asignados no resultaron
acertados debidos posiblemente a la baja edad ges-
tacional de 3 de los casos y/o a la probable contami-
nacion de las muestras.

Discusion

La aloinmunizacién contra el antigeno de superfi-
cie eritrocitario RhD, constituy6 la causa mas comun
de morbilidad y mortalidad fetal y neonatal, previo a
la introduccién de la profilaxis con inmunoglobulina
anti-D en la década de los 60. Sin embargo, a pesar
del éxito de esta profilaxis, persisten ciertos riesgos
tanto para la madre como para el feto tales como
contaminaciones virales o por priones, ejemplificada
por la infecciéon de centenares de mujeres con el
Vol. 72 -
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virus de hepatitis C por la administracion de inmuno-
globulina Anti-RhD en Irlanda en los anos 1977-1978
(Kenny-Walsh, 1999; Finning y col., 2009).

Al ser demostrado en 1997 por Lo y col., que alre-
dedor del 3-6% del ADN libre en el plasma de la mujer
embarazada, es de origen fetal, se abrié un nuevo y
prometedor campo para el diagnostico prenatal, no
invasivo, de diversas enfermedades y para la predic-
cion del fenotipo fetal RhD, instaurandose como téc-
nica rutinaria de diagnostico en numerosos paises
(Finning y col., 2009).

Los beneficios y eficiencia de esta herramienta
de diagnoéstico resultan evidentes ya que cerca del
40% de las mujeres gestantes RhD-, no necesitaran
la inmunoprofilaxis con y-globulina si se conoce el ti-
po de RhD fetal con anterioridad a la semana nume-
ro 28 de gestacion.

Las madres inmunizadas entran en la categoria
de «embarazos de alto riesgo» y requieren de estric-
ta vigilancia durante el tiempo de gestacién con el
fin de evitar la ocurrencia de la Enfermedad Hemoli-
tica del Feto y Recién Nacido que puede ocurrir prin-
cipalmente en el tercer trimestre de gestacion.

En el presente trabajo, demostramos que es posi-
ble evitar la profilaxis innecesaria en un 42% de ges-
tantes RhD-, mediante una técnica segura para el feto
y con alta sensibilidad y especificidad. En el diagnos-
tico del RhD- fetal, es importante enfatizar este 100%
de especificidad en los resultados, lo que garantiza
que las madres con riesgo de sensibilizacién, van a
recibir el tratamiento profilactico para evitarlo.

Se ha demostrado que durante el embarazo, la
concentraciéon de ADN fetal libre, no unido a células
va incrementando con el tiempo, pudiendo ser detec-
tado desde la quinta semana de gestacion y alcanzan-
do sus valores mas altos durante el tercer trimestre
del embarazo (Bianchi y Lo, 2001, 2006), por lo tan-
to, la técnica evaluada en el presente trabajo consti-
tuye un método facil y seguro, ya que utiliza suero o
plasma materno obtenido por venopuncion periféri-
ca que desde la décima semana de gestacion nos da
el 100% de especificidad.

En la actualidad, y como mostramos en el presen-
te trabajo, es posible realizar el genotipaje del RHD
fetal en el primer trimestre y permitir que las madres
con fetos RhD-, tengan un embarazo normal sin los
riesgos para el feto que conlleva la amniocentesis u
otras técnicas invasivas que puedan alterar los titulos
de anticuerpos en la sangre materna. Adicionalmen-
te, es importante considerar el estado de ansiedad
de las madres sensibilizadas en el sentido de asegu-
rarles una gestaciéon saludable.
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Gestante
plasma/suero
(10 semanas o mas)

l

Extraccion
del ADN circulante

|

l l

RT-PCR DEL GEN SRY Y EXONES 5 & 7 DEL GEN RhD

l

Y

NEGATIVO PARA RhD POSITIVO SOLO NEGATIVO PARATODOS
Y POSITIVO PARA SRY: PARA RHD: LOS GENES:
FETO VARON RhD - FETO HEMBRA RhD+ POSIBLE HEMBRA RhD —

Y

TODOS LOS GENES
POSITIVO:
FETO VARON RhD+

UN SOLO EXON
POSITIVO:
NO CONCLUYENTE

l ,

-

EN ESOS DOS CASOS, EL PROCEDIMIENTO DE DIAGNOSTICO DEBE SER REPETIDO
EN EL SEGUNDO TRIMESTRE DE GESTACION

Figura 1. Interpretacién de resultados (genes SRY y exones 5y 7 del gen RHD)

La determinacion de acidos nucleicos fetales en
el suero materno ha mostrado ser una poderosa he-
rramienta diagnostica, por ejemplo, se ha determi-
nado que altas concentraciones de ADN fetal en el
suero materno estan asociadas a riesgo de partos
prematuros (Leung y col., 1988), preeclamsia (Lo y
col., 1999a; Leung y col., 2001), trisomia 21 (Lo y
col., 1999b; Zhong y col., 2000), placenta invasiva
(Sekizawa y col., 2002) e hiperémesis gravidica (Se -
Kizaway col., 2001).

Asimismo, se han obtenido excelentes resultados
cuando los determinantes en estudio o mutaciones
patologicas heredadas del padre y presentes en el
feto, no estan presentes en la madre (Bustamante-
Aragones y col., 2006; Page-Christiaens y col., 2006).
Con este criterio, se ha obtenido la deteccion prena-
tal, no invasiva, de diversas condiciones incluyendo
el estatus del rhesus D fetal, distrofias mioténicas
(Amicucci y col., 2000), ciertas translocaciones cro-
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mosoémicas (Chen y col., 2000; 2001), y el diagnés-
tico de riesgos de cancer hereditario (Ellinger y col.,
2009).

Sin embargo, cuando el gen responsable se en-
cuentra entre los marcadores epigenéticos de la ma-
dre, se hace necesario discriminar los genes maternos
de los fetales con mayor precisiéon (Poon y col.,
2002; Tsui y col., 2006). Las moléculas de ADN libre
fetal, poseen un tamano menor que las de origen ma-
terno, y este hecho puede ser explotado para el en-
riquecimiento selectivo, por métodos diversos, de
secuencias de ADN fetal permitiendo la deteccién
de loci genéticos fetales para marcadores microsate-
litales y mutaciones puntuales tales como acondro-
plasia y beta-talasemia (Li y col., 2006a, 2007, 2008a
y b; Galbiati y col., 2006). Se han reportado en la li-
teratura, resultados prometedores en el diagnéstico
de aneuploidias fetales usando el suero materno ex-
plorando las diferencias polimérficas en secuencias
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Tabla III
Resultados del Diagnoéstico del gen SRY

Pruebas con Resultado Dicotémico

Caracteristica Evaluada
Presente Ausente
Nacidos varén Nacidos hembra
Prueba Diagnostica+ 22 4 26
Prueba Diagnostica- 3 32 35
25 36 61
IC 95%
Sensibilidad 88,0% 54,8% a93,0%
Especificidad 88,9% 68,5% a 94,3%
Valor predictivo positivo 84,6% 50,5% a 89,8%
Valor predictivo negativo 91,4% 71,9% a96,1%
Proporcioén de falsos positivos 11,1% 5,7% a31,5%
Proporcién de falsos negativos 12,0% 7,.0% a45,2%
Exactitud 88,5% 70,0% a91,9%
indice J de Youden 0.8
CPP o LR(+) 7,92 2,18 al4,36 Taylor
Miettinen
CPN o LR(-) 0.14 0,08 a0,65 Taylor
Miettinen
Probabilidad pre-prueba
(Prevalencia) 41,0%

particulares entre los alelos maternos y paternos utili-
zando el ARNm fetal y determinando la relacion entre
los alelos (Puszyky col., 2008; Loy col., 2006; Tong y
col., 2006).

Diversos métodos de enriquecimiento del ADN fe-
tal, asi como técnicas como MALDI-TOF MS (Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization time-of-flight
mass spectometry) emergen como una hueva plata-
forma para el analisis del ADN, libre, circulante, per-
mitiendo la detecciéon en el ADN fetal proveniente del
plasma materno, de variaciones de un solo nucleo-
tido heredadas del padre (Ding y col., 2004; Chan y
col., 2006; Chim y col., 2008).

Sin embargo, el analisis del ADN mediante el uso
de RT-PCR ha resultado ser un método sencillo, fiable
y de gran utilidad. Estudios comparativos realizados
por Vermeersch y col. (2006) entre técnicas como
MALDI-TOF MS y la RT-PCR para la determinacion del
dgen SRY, arrojan tasas de deteccién muy similares
con una sensibilidad del 95% y 93% respectivamen-
te, y una especificidad idéntica para ambas técnicas.
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Los resultados obtenidos por estos y otros autores,
en la deteccién de los genes SRY mediante RT-PCR,
concuerdan plenamente con los reportados en el
presente trabajo (Randen y col., 2003; Vermeersch y
col., 2006, Hyland y col., 2009). Asimismo, nuestros
resultados concuerdan con los obtenidos por Gonza-
lez-Gonzalez y col. (2005) para la ciudad de Madrid.

Adicionalmente, los resultados del presente traba-
jo sobre el estatus del gen RhD, muestran concordan-
cia con los reportados en la literatura y comprueban
la utilidad del andlisis de dos exones del mismo, en
comparacion a un solo exoén, de este modo Atama-
niuk y col. (2009), demuestran un 87% de precisién
en la determinacion del RhD, mediante PCR en tiem-
po real usando sondas TagMan para el exén 7. Por
otra parte, Hromadnikova y col. (2005), reportan una
especificidad cercana al 100% utilizando los exones
7 y 10 del gen RhD y Hyland y col. (2009) reportan un
96.45% de precision mediante la amplificacion de
tres exones del gen RhD. Resultados similares han
sido reportados en la poblacién de Portugal (Pereira
y col., 2007).
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La revolucionaria deteccién del ADN fetal, libre,
circulante, en el plasma materno y los avances en
técnicas de investigacion moleculares, han propicia-
do que el diagnostico prenatal por técnicas no inva-
sivas se traduzca en una realidad clinica. Mediante
estas técnicas se hace posible la deteccion en el fe-
to, de alelos heredados del padre, patologias ligadas
al sexo, enfermedades de un solo gen, y es un indi-
cador viable de predisposicion a determinadas com-
plicaciones obstétricas tales como la pre-eclampsia
(Norbury y Norbury, 2008).

Debido al interés en esta area, se ha creado el
proyecto SAFE (Special Non-Invasive Advances in Fe-
tal and Neonatal Evaluation), con la finalidad de im-
plementar de modo rutinario, la prevencién prenatal
y neonatal dentro y fuera de la Unién Europea y ha
Jjugado un papel muy importante en la estandariza-
cion del genotipaje no invasivo del RHD (Maddocks y
col., 2009).

En conclusion, el genotipaje para el RhD realiza-
do en el ADN fetal libre y circulante en el plasma ma-
terno constituye un método de alto rendimiento de
procesamiento, factibilidad y de gran confianza de
prediccion, con muy baja tasa de resultados falsos ne-
gativos, considerando que ninguna prueba diagnosti-
ca posee un 100% de sensibilidad y especificidad. La
implementaciéon de estos métodos de diagnostico
clinico prenatal, previenen el innecesario tratamien-
to con inmunoglobulina anti-RhD en mujeres RhD-
portando fetos RhD negativos, evitando riesgo mater-
no-fetal y la consiguiente disminucién de costo para
los entes publicos.
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