Empfehlung der DGTI-Sektion ,,Immunhdmatologie und Immungenetik” im Konsens mit dem DGTI-
Vorstand:

Validierung von Testverfahren zur Bestimmung des fetalen RHD-Status aus
dem Blut D negativer Frauen in der Schwangerschaft

Tobias Legler,1 Gregor Bein,’ Peter Bugert,3 Dieter Schwartz*

'apl. Prof. Dr. med. Tobias Legler, Abteilung Transfusionsmedizin, Gttingen
’Prof. Dr. med. Gregor Bein, Zentrum fir Transfusionsmedizin und Hamotherapie GieRen/Marburg
*apl. Prof. Dr. rer nat. Peter Bugert, Institut fiir Transfusionsmedizin und Immunologie, Mannheim

*apl. Prof. Dr. med. Dieter Schwartz, Universitatsklinik fir Blutgruppenserologie und
Transfusionsmedizin, Wien



Einleitung

Nach den aktuellen Richtlinien der Bundesdrztekammer zur Gewinnung von Blut und
Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Hdmotherapie) ist eine Anti-D Prophylaxe
bei Rh negativen Frauen in der Schwangerschaft nicht notwendig, wenn der Fetus mit einem
validierten Verfahren Rh negativ bestimmt wurde.’ Medizinische Laboratorien, die ein Testverfahren
zur Bestimmung des fetalen RHD-Status anbieten haben die Aufgabe, die Angaben des Herstellers
von In-vitro-Diagnostika (IVD) zur Leistungsfahigkeit zu bewerten oder eine eigene Leistungsstudie
durchzufiihren sofern IVD aus Eigenherstellung (sog. in-house Verfahren) fir die Analytik zur
Anwendung kommen. Die Autoren dieses Beitrags haben sich mit der Literatur zur
Leistungsbewertung von In-vitro-Diagnostika im Allgemeinen und mit der Literatur zu
Leistungsstudien von Verfahren zur Bestimmung des fetalen RHD-Status auseinander gesetzt. Daraus
entstand eine Empfehlung, die der Leitung von Medizinischen Laboratorien Anhaltspunkte liefert, die
bei der Bewertung solcher neuer Verfahren bericksichtigt werden sollten.

Allgemeine Rechtsvorschriften zur Leistungsbewertung von IVD

IVD zur Bestimmung des fetalen RHD-Status aus mitterlichem Blut sind Medizinprodukte, daher sind
die im Medizinproduktegesetz (MPG)® dargelegten Vorschriften zu erfiillen. Im MPG wurden die
Anforderungen der Richtlinie 98/79/EG des Europaischen Parlaments und des Rates Uber In-vitro-
Diagnostika in nationales Recht umgesetzt. Fiir die Planung, Organisation und Durchfiihrung der
Leistungsbewertungsstudie gelten die in der DIN EN 13612 genannten Anforderungen.* Da die
Stabilitat der Reagenzien fir eine konstante Leistungsfdhigkeit von IVD von besonderer Bedeutung
ist, missen Daten zur Haltbarkeit der verwendeten Reagenzien vorliegen. Bei der Erhebung dieser
Daten gilt die DIN EN I1SO 23640 ,Haltbarkeitsprifung von Reagenzien fiir In-vitro-diagnostische

Untersuchungen.*

Im Anhang Il der Richtlinie 98/79/EG wird festgehalten, dass Reagenzien und Reagenzprodukte,
einschliellich der entsprechenden Kalibrier- und Kontrollmaterialien, zur Bestimmung der
Blutgruppen des ABO-Systems, des Rhesus-Systems (C, c, D, E, ) und des Kell-Systems besonderen
Anforderungen geniigen miissen.” In 2002 wurden in den ,Gemeinsamen Technischen
Spezifikationen fiir In-vitro Diagnostika“ (GTS, Richtlinie 2002/364/EG) Anforderungen an die
Chargenfreigabetests und fir die Leistungsbewertung von Antikbrpern zur Bestimmung von
Blutgruppenantigenen erlassen.® Viele kommerzielle Tests zur Bestimmung des fetalen RHD-Status
aus mutterlichem Blut (z.B. Free DNA Fetal Kit® RhD, Institut de Biotechnologies Jacques Boy, Reims,
Frankreich) oder zur molekularen Charakterisierung von D-Varianten wurden in der Vergangenheit
weder entsprechend der GTS einer Leistungsstudie unterzogen, noch wurden die in den GTS
dokumentierten Anforderungen an die Chargenfreigabetests angewendet.” Weiterhin ist aus
Publikationen erkennbar, dass in den Niederlanden und Danemark der fetale RHD-Status mit in-
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house Verfahren ermittelt wird, die nicht im Vorfeld entsprechend der GTS validiert wurden.
DGTI schliet sich der Auffassung des Herstellers Jacques Boy und der Kollegen im européischen
Ausland an, dass Reagenzien mit der Zweckbestimmung (intended use) ,Bestimmung des fetalen
RHD-Status aus mitterlichem Blut zur Durchfiihrung einer gezielten prapartalen Anti-D-Prophylaxe”
nicht mit Antikorpern zur Bestimmung des Blutgruppen-Antigens D (RH1) vor einer RhD-kompatiblen
Erythrozytentransfusion gleichgesetzt werden kénnen. Daraus folgt, dass ein Hersteller dieser

Reagenzien die GTS zur Planung der Leistungsbewertung berticksichtigen kann, dass jedoch aufgrund
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des Probenmaterials (Blutplasma statt Vollblut), der Zielstrukturen (Nukleinsduren statt
Erythrozyten), entscheidenden Reagenzien (Oligonukleotide statt Antikérper) der unterschiedlichen
Methodik  (Nukleinsdureamplifikationstests statt Hamagglutinationstests) und des nicht
vergleichbaren Risikoprofils andere Anforderungen an die Leistungsbewertung gestellt werden
mdussen.

Auf europaischer Ebene wurde im Mai 2017 eine neue ,Verordnung (2017/746) des Europdischen
Parlaments und des Rates Uber In-vitro-Diagnostika“ verdffentlicht,'* mit der nach Ubergangsfristen
die Richtlinie 98/79/EG nach und nach ihre Gultigkeit verlieren wird. Entsprechend dieser
Verordnung werden In-vitro-Diagnostika in die 4 Klassen A-D eingeteilt. Produkte, die zur
Blutgruppenbestimmung verwendet werden, um die Immunkompatibilitdt von fir die Transfusion,
Transplantation oder Zellgabe bestimmtem Blut, Blutbestandteilen, Zellen, Geweben oder Organen
festzustellen und zur Bestimmung von Merkmalen des Rhesus-Systems eingesetzt werden, missen
die hochsten Anforderungen der Klasse D erfiillen. Da eine pranatale Anti-D-Prophylaxe unabhéangig
vom fetalen RhD-Status als blugruppenvertraglich betrachtet wird, ware es falsch, die Reagenzien
zur Bestimmung des fetalen RhD-Status der Klasse D zuzuordnen. In-vitro-Diagnostika werden der
Klasse C zugeordnet wenn sie z.B. der Durchfiihrung von Gentests dienen was auf die Bestimmung
des fetalen RhD Status zutrifft.

Anhaltspunkte fiir den Umfang der Validierung liefert eine Empfehlung fir qualitative
molekularbiologische Tests, die fir virologische Diagnoseverfahren veréffentlicht wurden.” Die
Amplifikationsbedingungen wurden fiir 25.789 Félle publiziert.® Die Nukleinsdureextraktion sollte zur
Minimierung von manuellen Fehlern mit einem automatisierten Extraktionsverfahren durchgefiihrt
werden, das bei der Untersuchung von 1000 Proben an anderer Stelle validiert und publiziert wurde,
oder im direkten Vergleich mit einem solchen Verfahren mit mindestens 100 Proben validiert
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Diagnostische Sensitivitat und Spezifitat

Fir Deutschland ist zu erwarten, dass bei ca. 65% der D-negativen Schwangeren ein positiver fetaler
RHD-Status festgestellt wird und bei ca. 35% ein negativer fetaler RHD-Status.”® Aufgrund dieser
Verteilung ist es vertretbar, dass die diagnostische Sensitivitat und Spezifitdt an einem Kollektiv von
D-negativen Schwangeren mit hinreichender Genauigkeit bestimmt werden, ohne eine Festlegung
fir die Anzahl der Fdlle mit RHD-positiven und die Falle mit RHD-negativen Feten zu treffen.
Sensitivitdat und Spezifitdit werden maligeblich von der untersuchten Zielregion beeinflusst. Die
Verwendung von Tests zum Nachweis von RHD Exon 7 und einem weiteren RHD Exon erlaubt den
Nachweis der meisten RhD Varianten.'® Fiir ein IVD wird nicht gefordert, dass der fetale RHD-Status
bestimmt werden kann, wenn die Mutter Tragerin von ein oder zwei aberranten RHD Allelen ist, die
mit dem D-negativen Phanotyp oder einer sehr schwachen D-Variante (z.B. DEL) assoziiert ist. In
diesen seltenen Fallen besteht weiterhin die Moglichkeit, eine generelle prapartale Anti-D-
Prophylaxe zu empfehlen. Die Berlicksichtigung dieser Varianten ware nur mit einem erheblichen
zusatzliche Validierungs- und damit Kostenaufwand moglich, der fiir die deutsche Population beim
jetzigen Stand der Technik unverhaltnismaRig erscheint.



Die Gesamtprobenzahl zur Bestimmung der diagnostischen Sensitivitdt und Spezifitat ist eine
wesentliche GroRe jeder Leistungsbewertung. Flr Anti-RH1 (Anti-D) nennen die GTS fir Validierung
eines neuen Produkts 3.000 Proben, fiir eine neue Formulierung oder bei Verwendung klar
charakterisierter Reagenzien 1.000 Proben und bei Anderung des Anwendungsbereichs oder der
Verwendungsart 500 Proben. Bei der Ausarbeitung der GTS ging es im Wesentlichen darum, fir die
Bewertung der Sicherheit von Blut- oder Organspenden hohe Anforderungen an die Richtigkeit der
Analysenergebnisse von IVD zu stellen. Aus diesem Grund beschranken sich die GTS ausschlieRlich
auf die Infektionstests fiir das Blutspender-Screening und die Tests zur Blutgruppenbestimmung. Bei
der Leistungsbewertung von Anti-D geht es auch darum, schwache D-Varianten zu erfassen, welche
nur bei einer hohen Gesamtprobenzahl zu erwarten sind. Diese hohen Anforderungen sind
begriindet, da eine falsch D-negative Bestimmung bei Blutspendern oder eine falsch D-positive
Bestimmung bei Empfangern von Erythrozytenkonzentraten mit einer Wahrscheinlichkeit von bis zu
85% zu einer Anti-D Immunisierung fihren kann."”

Ergibt die Bestimmung des fetalen RHD-Status aus mdtterlichem Blut ein falsch RHD-negatives
Testergebnis, hat dies die Unterlassung einer prapartalen Anti-D-Prophylaxe zur Folge. Durch die
serologische Bestimmung des Rh Merkmals D beim Neugeborenen wird diese Fehlbestimmung
aufgedeckt und die betreffende Mutter erhalt eine postpartale Anti-D-Prophylaxe. Dieses Vorgehen
flihrt zu einer Steigerung des Immunisierungsrisikos von ca. 0,2 — 0,4% auf ca. 1%, was deutlich
geringer ist, als das Risiko einer falschen D-Bestimmung mit blutgruppenserologischen Reagenzien im
Rahmen einer Erythrozytentransfusion.'® Auf Grundlage dieser Risikoabschitzung wird eine
Leistungsbewertungsstudie mit 1.000 Proben als ausreichend betrachtet, wenn neue Methoden zur
Bestimmung des fetalen RHD-Status aus mutterlichem Blut zum Einsatz kommen (s. Tabelle 1). Vor
dem Hintergrund der umfangreichen Literatur zur Bestimmung des fetalen RHD-Status mit real-time
PCR wird die Untersuchung von 100 Proben von RhD negativen Schwangeren mit diesem bereits gut
validierten und publizierten Verfahren ausreichen, um eine Leistungsbewertung durchzufiihren. Die
Oligonukleotide und Sonden fiir RHD Exon 5 und RHD Exon 7 wurden in einer Multicenterstudie
uberprift.)” Die Konzentration der Primer und Sonden wurden in einer friheren Studie der
niederlandischen Arbeitsgruppe publiziert.'®

Die Qualitat des Probenmaterials, das fiir die Validierung eingesetzt wird, sollte dem Probenmaterial
dhnlich sein, mit dem zukilinftig der fetale RHD-Status bestimmt wird. Wikmann et al. konnten in
einer Untersuchung bei 4,118 Schwangerschaften zeigen, dass Proben vor der 10.
Schwangerschaftswoche (SSW) gehauft falsch negative Testergebnisse zur Folge haben.™ Weiterhin
sollte spatestens in der 30. SSW ein Testergebnis fir die Verabreichung der prapartalen Anti-D-
Prophylaxe vorliegen. Daher sollten die Proben fiir die Bestimmung der diagnostischen Sensitivitat
und Spezifitdt aus dem Zeitraum 10.-29. SSW stammen.

Analytische Nachweisgrenze

Zur Bestimmung der analytischen Nachweisgrenze ist ein WHO Referenzpraparat kommerziell
erhéltlich (code 07/222, National Institute for Biological Standards and Control (NIBSC), Potters Bar,
Hertfordshire, UK).?° Dieses Material stellt wird in einer Verdiinnungsreihe (Faktor 2) getestet, wobei
jeder Verdiinnungspunkt in 4 Replikaten untersucht werden sollte. Die Verdiinnung 1:2 muss in 4 von
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4 Replikaten RHD positive Testergebnisse liefern, das Ergebnis der weiteren Verdiinnungsstufen ist
Bestandteil der Validierungsunterlagen und stellt ein MaR fir die Glte des Testsystems dar.

Messbereich und Linearitat

Zur Bestimmung des Messbereichs und der Linearitat ist das WHO Referenzpraparat nicht geeignet,
da die Konzentration der RHD spezifischen Nukleinsdure hierfir zu niedrig ist. Ein geeignetes
Probenmaterial ist RHD positive DNA (z.B. aus Blutleukozyten) in der Konzentration von 100 ng/ml
getestet in einer Verdiinnungsreihe (Verdiinnungsfaktor halb-log zur Basis 10, Verdiinnung in Plasma
einer D-negativen Person). Jeder Verdiinnungspunkt sollte in 3 Replikaten bestimmt werden. Die
Konzentration 100 pg/ml sollte in allen 3 Replikaten positiv sein.

Prazision

Zur Bestimmung der testinternen (Intra-Assay) Prazision sollte ein Plasmagemisch von Schwangeren
mit Rh-positiven Feten erstellt werden. Dieser kann mit Plasma von Schwangeren mit Rh-negativen
Feten oder mit Plasma von D-negativen Personen verdinnt werden. Die Prazision wird in einem
Testlauf mit 8 Aliquots dieses Plasmapools ermittelt.

Zur Bestimmung der laborinternen (Inter-Assay) Prazision sollte ein Plasmagemisch wie oben
dargestellt hergestellt werden. Davon sollten 9 Aliquots verteilt auf 3 Testldufe an 3 verschiedenen
Tagen, wenn moglich von unterschiedlichen Mitarbeiter/innen getestet werden.

Robustheit

Es gibt unterschiedliche Verfahren, die Robustheit eines Testverfahrens zu ermitteln. Diesbeziigliche
Verfahren kdnnen vom Labor oder vom Hersteller nach eigenem Ermessen zum Einsatz kommen. Es
sollten jedoch immer Tests zur Bestimmung der Kontaminationsanfalligkeit durchgefiihrt werden.
Diese sollten in 3 Testlaufen, mit 12 Proben je Testlauf durchgefiihrt werden. Dabei sollten je Testlauf
6 Proben von D-negativen und 6 Proben von D-positiven Personen im Wechsel getestet werden.

Qualitatssicherung

Ein medizinisches Labor, das den fetalen RHD-Status aus mutterlichem Blut bestimmt, muss Uber ein
Qualitatsmanagementsystem verfiigen. Eine Chargenprifung erfolgt mit bekannten positiv und
negativ getesteten Proben nach jeder neuen Lieferung von Reagenzien. Hinweise zur
Reagenzienlagerung sind publiziert.! Da es sich, wie oben dargelegt, nicht um ein Produkt handelt,
das weder Anhang Il der Richtlinie 98/79/EG noch der Klasse D der Verordnung 2017/746
zuzuordnen ist, ist eine Chargenprifung der Reagenzien durch eine benannte Stelle nicht
erforderlich.



Praanalytik im Routinebetrieb

Die Probenentnahme fiir die Bestimmung des fetalen RHD-Status sollte zwischen der 20. und 27.
SSW erfolgen, da fiir diesen Zeitraum die meiste Erfahrung vorliegt und das Ergebnis dann vor der
8,8,19

prapartalen Anti-D Prophylaxe zwischen der 28. und 30. SSW vorliegt (s. Tabelle 2).

Der Zeitraum zwischen der Probengewinnung und der Abtrennung des Plasmas von den Blutzellen
sollte so kurz wie moglich sein und 5 Tage nicht Uberschreiten. Fir hamolytische Proben wurde eine
unzureichende Sensitivitat beschrieben, daher sollte vor der Nukleinsdureextraktion geprift werden,

ob das Plasma Hamolysezeichen aufweist.®%?*%

Kontrollen im Routinebetrieb

Ein artifizielle Positivkontrolle (gespiked in Plasma) oder Plasma von D-positiven Personen, die nicht
schwanger sind enthalt in der Regel langere DNA-Fragmente und ist daher nur bedingt geeignet zur
Kontrolle der Extraktionseffizienz im niedermolekularen Bereich (<100 bp).** Empfohlen werden kann
daher die Herstellung eines Plasmapools aus Restplasma von Untersuchungsproben zur Herstellung
mehrerer Aliquots, die dann als Positivkontrolle in jedem Testlauf mitgefiihrt werden sollten.® Die
Konzentration RHD-positiver DNA in dieser Positivkontrolle sollte in der Nahe der Nachweisgrenze
liegen. Die Amplifikationssignale sind im Verlauf zu beurteilen um einen Trend hin zu einer
schlechteren analytischen Sensitivitdit zu erkennen. Zur Kontrolle der Extraktions- und
Amplifikationseffizienz sollte von jeder Probe eine Zielsequenz detektiert werden. Hierbei kann es
sich um eine mitterliche oder fetale Zielsequenz oder um eine artifizielle Zielsequenz handeln, die
vor der Nukleinsaureextraktion der Probe oder dem ersten Extraktionspuffer zugesetzt wurde. Zum
Nachweis der Reproduzierbarkeit wird die Teilnahme an einem Ringversuch empfohlen. Sollte dieser
nicht von einer nationalen Ringversuchsorganisation angeboten werden, so ist mindestens einmal
jahrlich ein Probentausch mit einem anderen medizinischen Labor zu empfehlen.
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Tabelle 1: Anforderungen an die Validierung eines Tests zur Bestimmung des fetalen RHD-Status aus

miitterlichem Blut zur Durchfiihrung einer gezielten prapartalen Anti-D-Prophylaxe

Diagnostische Sensitivitat und Spezifitat

1000 Proben bei einem neuen Verfahren
100 Proben bei gut publizierten und validierten
Verfahren

Anforderungen an die Validierungsproben

Plasma von D-negativen Schwangeren, entnommen
zwischen der 10.-29. SSW, Beschreibung von
Transportzeit und Transporttemperatur im
Validierungsbericht

Analytische Nachweisgrenze

Verdinnungsreihe (Faktor 2) des WHO
Referenzmaterials (NIBSC code 07/222) in 4
Replikaten, die Verdiinnung 1:2 muss in 4 von 4
Bestimmungen positiv sein.

Messbereich und Linearitat

100 ng/ml D-positive DNA in D-negativem Plasma,
Verdinnungsreihe (halb-logarithmisch) in 3
Replikaten, die Konzentration 100 pg/ml muss in 3
von 3 Bestimmungen positiv sein.

Intra-Assay Prazision

8 Aliquots eines Plasmapools von D-negativen
Schwangeren mit Rh-positiven Feten gemessen in
einem Testlauf

Inter-Assay Prazision

9 Aliquots eines Plasmapools von D-negativen
Schwangeren mit Rh-positiven Feten gemessen in 3
Testlaufen an 3 Tagen, wenn moglich von
unterschiedlichen Mitarbeiter/innen

Robustheit

3 Testlaufe, 12 Proben je Testlauf, davon 6 Proben
von D-positiven und 6 Proben von D-negativen
Personen




Tabelle 2: MaBnahmen zur Qualitatssicherung im Routinebetrieb

Entnahmezeitpunkt

20. bis 27. Schwangerschaftswoche

Transportzeit

So kurz wie moglich, maximal 5 Tage bis zur
Abtrennung des Plasmas von den Blutzellen

Ausschluss von Storfaktoren

Hamolyseprifung vor der Nukleinsdureextraktion

Positivkontrolle (Run-Kontrolle)

1 Plasmapool von Schwangeren pro Testlauf

Negativkontrolle

1 Plasma einer D-negativen Person pro Testlauf

Extraktions-/Amplifikationskontrolle

Humane Kontrollsequenz oder artifizielle heterologe
Kontrollsequenz die bei der Bearbeitung jeder Probe
extrahiert und amplifiziert wird.
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