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Kit pentru genotiparea RHD fetale din ADN fetal liber care circulă în sângele matern 
(Tehnica PCR în timp real) 

Referință: 502080533 

1. UTILIZARE INTENȚIONATĂ 
Acest kit este un dispozitiv medical de diagnosticare in vitro (DMDIV)  utilizat pentru determinarea genotipului RHD 
fetal dintr-o probă de sânge matern prelevată în timpul monitorizării prenatale a pacientelor RhD-negative (RH: -1), 
imunizate sau neimunizate, începând cu a 11-a săptămână de amenoree (SA). 

2. GENERALITĂȚI 
Aloimunizarea Rhesus D (RhD sau RH : 1) este responsabilă de anemie fetală și neonatală severă și de icter neonatal 
sever dacă nu este tratată preventiv. La femeile cu RhD negativ (RH:-1), aceasta corespunde sintezei de anticorpi IgG 
anti-D ca răspuns la trecerea transplacentară a globulelor roșii fetale RhD-pozitive (RH:1) în circulația maternă. 
Anticorpii materni care traversează placenta în circulația fetală provoacă hemoliză și anemie la fătul cu RhD pozitiv 
(Rh:1).). 

Aloimunizarea poate fi prevenită prin administrarea de imunoglobuline anti-D. 
Cunoașterea statutului genotipului RHD fetal este esențială: 

 la femeile cu RhD negativ (RH:-1) neimunizate, pentru a le identifica pe cele care ar trebui să primească 
imunoprofilaxie țintită sau sistematică, 
 la femeile cu RhD negativ (RH:-1)care au fost deja imunizate, pentru a identifica fetușii cu risc de anemie (fetuși cu 
RhD pozitiv (RH:1)) care necesită o monitorizare specială. 
 
3. PRINCIPIUL TESTULUI 
S-a demonstrat că plasma unei femei însărcinate conține urme de ADN fetal liber circulant (cffDNA) în concentrații 
scăzute care cresc odată cu vârsta gestațională. Acest ADN este echivalent cu câteva până la câteva sute de copii ale 
genomului fetal pe mililitru de plasmă [5]. La femeile gravide RhD-negative (RH:-1) care nu au gena RHD în genomul lor, 
detectarea secvențelor genei RHD în plasmă indică faptul că fătul are un genotip RHD-pozitiv (RH:1). În schimb, dacă 
nu se detectează secvențe ale genei RHD, înseamnă că fătul are un genotip RHD negativ (RH:-1). 
Un control intern (C.I.) (ADN de porumb) în concentrație scăzută este adăugat în fiecare probă de plasmă înainte de 
extracție, pentru a fi utilizat ca control al inhibării extracției și PCR. 
Kitul Free DNA Fetal RhD - Duplex este un test care constă în 2 PCR-uri multiplex în timp real concepute pentru a detecta 
3 regiuni distincte specifice genei RHD: exonii 5, 7 și 10, pentru a detecta cât mai multe variante ale genei RHD (§10 și 
figura de mai jos). În fiecare gode, s-au efectuat două reacții specifice de amplificare folosind ADN extras din probele 
de testare: 

 Canalul nr. 1: exonul 5 al genei RHD și CI. 
 Canalul nr. 2: exonul 7 al genei RHD și exonul 10 al genei RHD. 
Acumularea de produse de amplificare specifice este evidențiată de sondele de hidroliză TaqMan® specifice marcate 
cu fluoroforul FAM pentru exonul 5 și exonul 7 al genei RHD și cu fluoroforul HEX pentru exonul 10 al genei RHD și CI. 
  

Tipul de modificare față de versiunea anterioară a documentului 2025-03 

- ACTUALIZARE A §.7. PRELEVAREA, TRANSPORTUL ȘI DEPOZITAREA EȘANTIOANELOR: 
EXTINDEREA TIMPULUI DE LIVRARE A PROBELOR ÎNTR-UN TUB EDTA 

- ACTUALIZARE A §.10. REZULTATE ȘI INTERPRETARE  
- ACTUALIZARE A §.12. (C) SENSIBILITATE ȘI SPECIFICITATE ANALITICĂ 
- ADĂUGAREA §.12. D) SENSIBILITATE ȘI SPECIFICITATE DIAGNOSTICĂ 
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4. COMPOZIȚIA KITULUI 
Fiecare kit conține suficienți reactivi pentru a efectua 96 de teste în 1 până la 6 serii. 
Suportul este conceput pentru a fi distribuit în două părți: 

 PARTEA 1: A se păstra într-un loc întunecat, în interiorul cutiei, la postul de lucru unde se reconstituie 
amestecurile, la T° ≤-18°C. 
- „ Exon 7 + 10 primers sens / antisens + probe” (Amestec primer/probe exoni 7 si 10 al genei RHD): 2 x 115 µL (capac 

albastru) 
- „Exon 5 + IVR2 primers sens / antisens + probe” (Amestec de amorsă/probe exoni 5 al genei RHD si CI („IVR2 Maize”): 

2 x 115 µL (capac alb) 
 PARTEA 2: A se păstra în afara cabinetului, la postul de lucru pentru extracție la T° ≤-18°C 
- Control pozitiv RHD (+): 6 x 1500µL (capac roșu) 
- Control RHD negativ (-): 6 x 1500µL (capac verde) 
- Martor intern [100X] ADN de porumb [100X] (Control intern realizat din ADN de porumb, nu este gata de utilizare): 

2 x 14 µL (capac galben) 
 

5. ELEMENTE NECESARE, DAR CARE NU SUNT FURNIZATE 
 Extracție manuală: QIAamp DSP Virus Kit (CE IVD) 50 de coloane, Qiagen®. 
 Extracție automată:   
- MagNA Pure Compact® (Roche®) 
- Instrument MagNA Pure 96® (Roche®) 
- EasyMAG® (Biomérieux®) 
- QIAsymphony® (Qiagen®) 
Pentru fiecare sistem de extracție, utilizați kitul asociat [kit de volum mare pentru sistemele MagNaPure, kitul 
QIAsymphony DSP virus/patogen Midi (ref. 937055) pentru sistemul Qiagen®] și urmați recomandările producătorului. 

 Amplificare: 
- LightCycler®480 (Roche®) 
- LightCycler®2 (Roche®) 
- CFX 96 DX System (BioRad®) 
 Reactivi PCR în timp real: 
- “LightCycler 480® Probe Master” (Roche® , Ref. 04 707 494 001) 
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- “LightCycler”® Taqman® Master (Roche® , Ref. 04 735 536 001) 
În cazul în care doriți să utilizați o altă metodă de extracție și/sau un alt termociclator, se recomandă să verificați 
compatibilitatea echipamentului și a consumabilelor și să reevaluați parametrii de interpretare, de exemplu prin 
utilizarea unui control intern al calității (IQC). 
 Alte echipamente necesare: 
- Consumabile asociate cu sistemele de extracție și amplificare (conform recomandărilor producătorilor) 
- Centrifugă pentru microplăci sau centrifugă capilară 
- Mănuși de unică folosință fără pudră 
- Pipete cu volum variabil (capacitate: de la 1 la 1000 µl) 
- Conuri de filtrare 
- Suport pentru tuburi 
- Mixer Vortex 

 
6. AVERTISMENTE ȘI PRECAUȚII DE UTILIZARE 
- Acest test trebuie efectuat numai cu plasmă umană din sânge integral colectat într-un tub EDTA sau într-un tub 

Cell-Free DNA BCT® CE (Streck®). 
- Toți reactivii trebuie să fie utilizați de personal calificat și autorizat, cu competențe recunoscute în domeniul 

biologiei moleculare. 
- Aplicarea tehnicilor de lucru specifice laboratoarelor de biologie moleculară, cu respectarea cerințelor naționale 

(cazuri specifice testelor de biologie moleculară). 
- Purtați mănuși fără pulbere de unică folosință și ochelari de protecție la manipularea reactivilor și a probelor de 

sânge, care ar trebui să fie considerate potențial infecțioase și manipulate cu precauțiile obișnuite. 
- Nu utilizați reactivi din loturi diferite. 
- Acești reactivi sunt destinați unei utilizări strict in vitro. 
- Tuburile „Control RHD pozitiv (+)” și „Control RHD negativ (-)” conțin produse de origine umană care au fost testate 

negativ pentru anti-HIV 1+2, anti-HCV și HBsAg. Cu toate acestea, acestea trebuie manipulate ca produse potențial 
infecțioase. Acestea sunt destinate unei singure utilizări. 

 
7. PRELEVAREA, TRANSPORTUL ȘI DEPOZITAREA EȘANTIOANELOR 
Acest test a fost validat pentru analiza plasmei umane recoltate pe tuburi EDTA sau Cell-Free DNA BCT® CE (Streck®). 
Sângele trebuie să fie recoltat și amestecat în conformitate cu instrucțiunile producătorilor de tuburi. 

Container Tub EDTA ADN liber de celule BCT® Tub CE (Streck®) 

Timp și temperatură la laborator ≤ 5 zile la T= [+2/+25] °C ≤ 10 zile la T= [+2/+25] °C 

Centrifugare 1700 g 10 min la T= [+2/+25] °C 
1- 1600 g 10 min. la T= [+2/+25] °C 
2- Transferați plasma într-un nou tub 
3- 1600 g 10 min. la T= [+2/+25] °C 

Manipulați toate probele ca și cum ar putea transmite agenți infecțioși. 
La primirea în laborator, se transferă plasma în tuburi de polipropilenă sterile în alicote de 1000 µl până la 1500 µl 
(pentru a fi adaptate la sistemul de extracție) și se păstrează congelată până la extracția ADN (temperatură ≤ -18°C 
pentru maximum 8 luni). 
Nu utilizați plasmă dintr-o probă hemolizată. 
Nu congelați/dezghețați probele de plasmă de mai multe ori.  
Notă: Vă recomandăm: 

 pentru a conserva celulele mamare nucleate de tip „buffy coat” (de tip leucocite) pentru a avea o sursă de ADN 
genomic matern pentru a confirma posibila prezență a unei variante a genei RHD în genomul matern. 
 să păstreze probele aliquot în biblioteca de plasmă până la nașterea copilului și până la determinarea fenotipului 
RhD. 
 
8. DEPOZITAREA ȘI STABILITATEA REACTIVILOR 
La primirea la laborator, vă recomandăm să procedați după cum urmează: 
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 Scoateți separatorul interior din ambalajul de carton și separați-l în 2 părți folosind zona de tăiere punctată: 
 Partea din suport care conține amorsă și sondele trebuie să fie plasată înapoi în cutie, care va servi drept protecție 
împotriva luminii. Cutia trebuie păstrată în apropierea stației de lucru unde se reconstituie amestecurile, la o 
temperatură ≤ -18°C. 
 Cea de-a doua parte a suportului care conține comenzile va fi păstrată în afara cabinetului, în apropierea stației de 
lucru pentru extracție, la o temperatură ≤ -18°C. 
 Nu efectuați mai mult de 4 cicluri succesive de îngheț-dezgheț, transportul fiind considerat ca un singur ciclu de 
îngheț-dezgheț. 
Prin urmare, se recomandă ca amestecurile de primer/probe să fie alicotate, dacă este necesar, și să fie păstrate la o 
temperatură ≤ -18°C la întuneric. 
Pentru a recupera toate soluțiile din microtuburi, centrifugați scurt tuburile înainte de a le deschide. 
Nu agitați în vortex amestecurile de amorsă/sondă. 
Kitul, dacă este depozitat în condițiile necesare (temperatură ≤ -18°C și primeri și sonde protejate de lumină), este stabil 
până la data de expirare indicată pe eticheta cutiei, chiar și după prima deschidere. 
 
9. TEHNICA DE UTILIZARE 
9.1. Pregătirea reactivilor 
9.1.1. La deschiderea unei noi truse 
 Se prepară o diluție 1:100ème din „Internal Control [100X]Maize DNA” furnizat în kit, în apă sterilă (sau p.p.i. sau 
apă de calitate biologică moleculară) = CI [1X].  
 Nu congelați/dezghețați o soluție CI [1X] de mai multe ori. Prin urmare, se recomandă ca aceasta să fie aliquotizată 
în tuburi de polipropilenă (fără DNaze, RNaze) și păstrată la o temperatură ≤ - 18°C. 

9.1.2. Pentru fiecaretest rulat 
 Dezghețați o parte aliquotă din fiecare probă de plasmă care urmează să fie testată. 
 Dezghețați un tub de Control RHD pozitiv (+) și un tub de Control RHD negativ (-). 
 Dezghetați un tub de CI [1X] 
 Pregătiți controlul alb: Apa sterilă de tip P.P.I. sau apă de calitate biologică moleculară. 
 

9.2. Extracția ADN 
 În fiecare serie de extracție, este esențial să se includă controale pozitive și negative (furnizate în kit). 
 Volumele recomandate: 

Metoda de extracție Volumul de plasmă care 
urmează să fie extras (µl) Volumul de eluție (µl) 

Manual 500 30 

Automatizat MagNa Pure / EasyMag 1000 50 

QIAsymphony® automatizat 
Kit Qiasymphony® DSP Virus/Pathogen 

Midi, protocol Cellfree1000_V7_default_IC 
1200 60 

 
 Se adaugă 5 µl de IC [1X] la fiecare probă care urmează să fie extrasă, inclusiv în controale RhD pozitive și RhD 
negative 
 Adăugarea de IC la fiecare probă este esențială pentru a valida etapa de extracție și pentru a verifica dacă PCR nu 
este inhibată. 
 Extracția acidului nucleic, indiferent de metoda utilizată, se efectuează în conformitate cu instrucțiunile 
furnizorului.  
- ADN-ul este eluat într-un volum cuprins între 30 µl și 60 µl. Creșterea volumului de eluție diluează concentrația finală 

de ADN fetal și reduce sensibilitatea testului PCR. 
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 Se recomandă adăugarea a 2 µl de soluție de ARN purtător [1 µg/µl] la 1 ml de plasmă [ARN purtător (poli A), 
Qiagen, Ref 1017647] în timpul extracției ADN pe sistemul automat MagNa Pure pentru a îmbunătăți randamentul 
extracției.  
 ADN-ul extras va fi testat imediat sau va fi păstrat la o temperatură cuprinsă între +02°C și +08°C  timp de 
maximum de 96 de ore. 
 

9.3. Prepararea amestecurilor de reacție 
9.3.1. Tehnica microplăcilor (LightCycler® 480, Roche® sau CFX 96 DX System, BioRad®) 

Este necesar să se includă cel puțin un martor RHD pozitiv, un martor RHD negativ și un martor alb (apă p.p.i. sau apă 
de calitate biologică moleculară) pentru fiecare serie de amplificare. 

 Se decongelează un tub de „sense/antisense primers + probe” corespunzător fiecărei regiuni care urmează să fie 
amplificată  
 Pregătiți fiecare dintre cele două amestecuri de reacție PCR (exonul 5 + exonul IVR2 porumb și exonul 7 + exonul 
10) într-o eprubetă, în ordinea indicată mai jos (valori prezentate pentru o probă)  

Componente Volum în µL 

Apa sterilă de tip P.P.I. sau apă de calitate biologică moleculară 3 

Amorse sens/antisens + sondă  
(exon 5 RHD / exon IVR2 din porumb sau exon 7 RHD / exon 10 RHD) 2 

LightCycler® 480 Probe Master Roche® [2x] 10 

Volumul final 15 

Notă: Pregătiți amestecul PCR pentru cel puțin „n+1” probe care urmează să fie prelucrate, pentru a asigura o cantitate 
suficientă de reactivi. 

 Se introduc 15 µl de amestec de reacție pe cavitate într-o microplăcuță. 
 Apoi se adaugă 5 µl din fiecare ADN, inclusiv controlul pozitiv RHD, controlul negativ RHD și controlul alb. 
 Sigilați microplaca cu o folie adezivă. 
 Centrifugați microplaca timp de 30 de secunde la 400 g pentru a colecta eventualele picături. 
 

9.3.2. Tehnica capilară (LightCycler® 2.0, Roche®) 
Este necesar să se includă cel puțin un martor RHD pozitiv, un martor RHD negativ și un martor alb (Apa sterilă de tip 
P.P.I. sau apă de calitate biologică moleculară) pentru fiecare serie de amplificare. 

 Se decongelează un tub de „sense/antisense primers + probe” corespunzător fiecărei regiuni care urmează să fie 
amplificată (exon 5 al genei RHD + exon IVR2 porumb, exon 7 al genei RHD + exon 10 al genei RHD). 
 Reconstituiți amestecul de reacție în conformitate cu instrucțiunile din protocolul Roche® LightCycler® Taqman® 
Master. 
 Se prepară fiecare dintre cele 2 amestecuri de reacție PCR (exon 5 + Exon IVR2 porumb și exon 7 + exon 10) într-un 
tub, în ordinea de mai jos (valorile sunt prezentate pentru un eșantion): 

Componente Volum în µL 

Apa sterilă de tip P.P.I. sau apă de calitate biologică moleculară 9 

amorse sens/antisens + sondă 
(exon 5 RHD + exon IVR2 porumb sau exon 7 RHD + exon 10 RHD) 

2 

LightCycler® TaqMan® Master Roche® [5x] 4 

Volumul final 15 
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Notă: Pregătiți amestecul PCR pentru cel puțin „n+1” probe care urmează să fie prelucrate, pentru a asigura o cantitate 
suficientă de reactivi. 

 Se plasează numărul necesar de capilare de 20 µl pe blocul rece. 
 Se adaugă 15 µl de amestec de reacție pe capilar. 
  Apoi se adaugă 5 µl din fiecare ADN, inclusiv controlul pozitiv, controlul negativ și controlul alb.Închideți capilarele 
cu ajutorul capacelor corespunzătoare.  
 Centrifugați capilarele pe LC Carousel Centrifuge 2.0. Roche®. 
 

9.4. Amplificarea PCR 
Programați termociclatorul după cum se arată mai jos: 

 CFX 96 DX System LightCycler® 480 LightCycler® 2.0 Număr de cicluri 

Denaturare 10 min la +95°C 5 min la +95 °C 10 min la +95 °C 1 ciclu 

Amplificare 15 s la +95°C 
60 s la +60°C (A) 

10 s la +95°C 
45 s la +59°C (A) 

10 s la +95°C 
45 s la +59°C 

1 s la +72° C (A) 
50 de cicluri 

Răcire 2 min 30 s la +25°C 30 s la +37 °C 30 s la +37 °C 1 ciclu 
(A) citirea fluorescenței. 

10. REZULTATE ȘI INTERPRETARE 
 Analizați rezultatele pentru cele 4 ținte în funcție de cei 2 fluorofori: 

Fluorofor (lungime de undă) Obiective 

FAM (515 nm) Exon 5 RHD Exon 7 RHD 

HEX (555 nm) CI Exon 10 RHD 

1- Analiza controalelor : Analiza poate fi interpretată după ce se verifică acest lucru: 

 absența amplificării exonilor 5, 7 și 10 ai genei RHD pentru martorul „Control RHD negativ” și pentru martorul alb, 
excluzând astfel o posibilă contaminare, 
 amplificarea exonilor 5, 7 și 10 ai genei RHD pentru controlul „Control RHD pozitiv” la un Ct < 39 cicluri,   
 amplificarea IC (Ct ≤ 37 cicluri) pentru toate probele (cu excepția martorului alb, care nu conține IC), validând 
eficiența extracției ADN și absența inhibiției reacției PCR pentru fiecare probă testată. 

2- Analiza probelor  

• Amplificarea exonilor 5, 7 și 10 ai genei RHD din cffDNA este evidențiată de Ct > 33-34 cicluri, această valoare limită 
(cut-off) dependentă de metoda de extracție și amplificare trebuie definită de laborator. 

• Pentru fiecare exon țintă al genei RHD, amplificările cuprinse între Cut-off <Ct< 41 cicluri sunt considerate pozitive 
(variind în funcție de concentrația de cffDNA plasmatic). 

• Amplificările cu Ct ≥ 41 cicluri nu sunt considerate rezultate definitive. Acestea trebuie verificate pe o nouă probă. 

• Un rezultat al genotipului RHD este negativ atunci când nu se detectează niciun semnal pentru exonii 5, 7 și 10 ai 
genei RHD. 

•    Atunci când rezultatele PCR ale celor 3 ținte ale genei RHD sunt discordante (se detectează un semnal pentru doar 
1 sau 2 exoni), poate fi vorba fie de o eroare tehnică, fie de o sensibilitate diferită a celor 3 PCR în prezența unei 
cantități foarte mici de ADNc plasmatic, fie de o variantă RHD fetală codificatoare sau necodificatoare pentru antigenul 
RhD. 
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Rezultate 
Interpretare 

Exonul 5 Exonul 7 Exonul 10 
+ + + 

Genotip fetal RHD pozitiv + - + 
+ + - 
- - - Genotip fetal RHD negativ 
- + + 

Genotip fetal RHD nedeterminat (B) - - + 
Orice altă combinație 

(A) Pentru mai multe informații despre heterogenitatea alelelor RHD, a se vedea 
https://www.isbtweb.org/resource/004rhd.html 

(B) În cazul în care rezultatul este nedeterminat , se recomandă efectuarea unui al doilea test PCR folosind același 
ADN extras. În cazul în care rezultatul este în continuare nedeterminat și acesta este primul genotipare RHD 
fetal, solicitați o a doua probă pentru confirmare. În toate cazurile, genotipul nedeterminat al RHD fetale trebuie 
considerat pozitiv ca măsură de precauție și trebuie puse în aplicare măsuri profilactice adecvate. 

SITUAȚII CU AMPLIFICARE TIMPURIE A UNUIA SAU MAI MULTOR EXONI RHD 

Amplificarea precoce a unuia sau mai multor exoni ai genei RHD (Ct < cut-off) poate fi corelată cu: 

 Suferință fetală, gemeni, vârstă gestațională avansată. 
 Prezența secvențelor de ADN țintă de origine maternă; de fapt, peste 90% din ADN-ul extras din plasma maternă 
este de origine autologă. 

Indiferent de numărul de exoni ai genei RHD afectați de amplificarea timpurie (Ct < Cut-off) (exonul 10 singur, exonii 7 
și 10 sau exonii 5, 7 și 10): 

 Se recomandă cu insistență să se confirme sau nu prezența unei gene RHD variante în genomul matern din celulele 
nucleate materne conservate (a se vedea punctul 7). 
 În cazul în care toate cele trei PCR sunt implicate (Ct < Cut-off pentru toți cei trei exoni), se recomandă verificarea 
fenotipului RhD al pacientului: 
- În cazul în care pacientul este RhD pozitiv (RH : 1) cu antigen D normal, scăzut sau parțial exprimat, genotiparea RHD 

fetală este inadecvată. 

- Dacă pacienta este RhD negativ (RH / -1) , ea are o variantă a genei RHD care nu codifică nicio proteină RhD în genomul 
său. Genotipul RHD fetal este atunci nedeterminat. 

 
11. LIMITE 
SUBSTANȚE PERTURBATOARE: 
ADN-ul extras din probă nu trebuie să conțină heparină, hemoglobină, dextran, Ficoll®, etanol sau 2-propanol.  
Aceasta pentru a evita fenomenele de inhibare a PCR și rezultatele eronate  
Substanțele antivirale, cum ar fi aciclovirul, pot inhiba reacția PCR. 
Acest test a fost validat pentru analiza plasmei provenite de la femei însărcinate RhD-negative (RH : -1), colectată în 
tuburi EDTA sau în tuburi Cell-free DNA BCT® CE (Streck®). 
Kitul a fost dezvoltat pentru a fi utilizat împreună cu sistemul de extracție: 
 Manual: kitul QIAamp DSP Virus Kit QIAGEN® 
 automatizat:  
- MagNA Pure Systems® Roche® 
- EasyMag® Biomérieux® 
- QIAsymphony® Qiagen®  
și un termociclator pentru amplificare: 

- Light Cycler® 480 System Roche® 
- LightCycler® 2.0 System Roche® 
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- CFX 96 DX System BioRad® 
Acestea sunt tehnici de referință a căror performanță a fost validată. Trebuie remarcat faptul că QIAsymphony® este 
un extractor de „mare randament” (până la 96 de extracții/triaj), astfel încât nu a fost validat împreună cu LC2.0®, care 
nu este adecvat pentru acest tip de randament. 
Parametrii de interpretare au fost stabiliți pe baza utilizării metodelor descrise. 
Având în vedere cantitatea mică de ADN fetal liber în circulație, extracția este o etapă critică.  
Utilizarea altor metode de extracție poate reduce randamentul, ceea ce duce la modificări ale parametrilor de 
interpretare: valorile Ct obținute, atât pentru martori, cât și pentru probele clinice, pot varia. Parametrii de 
interpretare vor trebui să fie reevaluați de către utilizator. 
În timpul proceselor de amplificare, care sunt de natură enzimatică, există riscul de reducere a eficienței amplificării 
dacă în proba clinică sunt prezente substanțe inhibitoare. 
CI este introdus în fiecare probă și servește drept control de extracție și amplificare pentru fiecare probă procesată 
individual. Utilizarea obligatorie a controlului intern (cu excepția martorului alb) ne permite să verificăm dacă 
performanțele anunțate și dorite sunt atinse în condițiile de lucru din laborator (în special cele de extracție). 
Se recomandă (Raportul „Haute Autorité de Santé » HAS 2011) ca acest test să fie efectuat numai pe probe prelevate 
după 11 săptămâni de amenoree (cantitatea de ADN fetal care circulă înainte de acest termen poate fi prea mică). 
Un genotip RHD fetal negativ observat pe o primă probă de sânge matern prelevată înainte de 18 săptămâni de 
amenoree ar trebui considerat provizoriu și ar trebui confirmat pe o a doua probă de sânge matern prelevată cel puțin 
două săptămâni mai târziu și după 16 săptămâni de amenoree, pentru a compensa un rezultat fals negativ. 
Un genotip RHD fetal pozitiv observat pe o probă inițială de sânge matern poate fi considerat definitiv. 
Cu toate acestea, este posibil un rezultat fals pozitiv, din cauza contaminării pre sau intra-analitice a probei sau dacă 
haplotipul RHD fetal corespunde unei variante silențioase. 
 
12. PERFORMANȚĂ 
Un rezumat al caracteristicilor de performanță și de siguranță ale dispozitivului este disponibil pe EUDAMED. 

a) LoD : Limita de detecție 

În conformitate cu CLSI EP17 privind evaluarea implementării capacității de detecție, LoD este definit ca fiind cea mai 
mică concentrație de ADN care generează un rezultat pozitiv cu o sensibilitate ≥ 95% cu cel puțin 20 de replici. 

LoD reținut pentru fiecare exon RHD are o sensibilitate de 100% (23 de amplificări/23 de godeuri):  
 Exonul 5: 8 copii ale genei RHD / canal cu o valoare de prag Ct = 37,96.  
 Exonul 7: 17 copii ale genei RHD / canal cu o valoare de prag Ct = 38,04.  
 Exonul 10: 17 copii ale genei RHD / canal cu o valoare de prag Ct = 37,09.  
 

b) Fidelitate (extracție QiaSymphony® + amplificare LC480®) 

Repetabilitate 

Repetabilitatea testului a constat în analizarea a 7 replici ale aceluiași eșantion prelevat în aceeași zi. S-au calculat 
mediile, abaterile standard și CV (coeficientul de variație = abatere standard/mediu) ale valorilor Ct. Criteriul de 
performanță a fost stabilit la un CV (%) < 5 %: 

 Exonul 5 Exonul 7 Exonul 10 CI 
Media 35,71 37,24 37,20 35,59 

Abaterea standard 0,56 0,30 0,84 0,61 
CV (%) 1,56 0,81 2,26 1,73 

Testul de repetabilitate arată un CV în conformitate cu criteriile de performanță 

Reproductibilitate 

Reproductibilitatea testului a constat în analizarea a 7 repetiții ale aceluiași eșantion de către operatori diferiți pe 
același sistem automatizat în zile diferite. S-au calculat mediile, abaterile standard și CV (coeficientul de variație = 
abatere standard/mediu) ale valorilor Ct. Criteriul de performanță a fost stabilit la CV (%) < 5 %: 
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Exonul 5 Exonul 7 Exonul 10 CI 

Media 34,34 35,29 34,76 35,76 
Abaterea standard 0,53 0,44 0,67 0,65 

CV (%) 1,54 1,23 1,92 1,81 

Testul de reproductibilitate arată un CV în conformitate cu criteriile de performanță 

Reproductibilitate: Precizia intra-instrumentală 

Plasma de control RhD (+) extrasă cu ajutorul QIASymphony® a fost analizată ca un pacient, în dublu exemplar, pe un 
aparat de amplificare PCR (LC480), o dată pe zi, timp de opt zile neconsecutive, de către operatori diferiți. Au fost 
calculate mediile, deviațiile standard și CV (coeficientul de variație = deviația standard/media) valorilor Ct. Criteriul de 
performanță a fost stabilit la un CV < 5 %: 

 
Exonul 5 Exonul 7 Exonul 10 CI 

Media 34,31 35,37 35,05 35,88 
Abaterea standard 0,57 0,64 0,93 0,70 

CV (%) 1,65 1,81 2,64 1,96 

Testele de reproductibilitate intra-instrument arată un CV  în conformitate cu criteriile de performanță  

Reproductibilitate: Precizia inter-instrumentelor 
Plasma de control RhD (+) extrasă cu ajutorul QIASymphony® a fost analizată ca un pacient duplicat, pe trei aparate de 
amplificare PCR diferite (LC480), o dată pe zi, timp de opt zile neconsecutive, de către operatori diferiți. Au fost calculate 
mediile, deviațiile standard și CV (coeficientul de variație = deviația standard/media) valorilor Ct. Criteriul de 
performanță a fost stabilit la un CV < 5 %: 

 
Exonul 5 Exonul 7 Exonul 10 CI 

Media 34,39 35,56 35,23 35,92 
Abaterea standard 0,66 0,59 0,79 1,00 

CV (%) 1,92 1,66 2,24 2,80 
Testele de reproductibilitate între instrumente arată un CV în conformitate cu criteriile de performanță 

LoB: Limita albă 

Plasma de control RhD (-) extrasă cu ajutorul QIASymphony a fost analizată ca pacient, în dublu exemplar, pe trei 
aparate de amplificare PCR diferite (LC480), o dată pe zi, timp de opt zile neconsecutive, de către operatori diferiți. 

Absența amplificării secvențelor genei RHD specifice pentru martorul negativ înseamnă că LoB = 0 

LoQ: Limita de cuantificare 

Reactivul de referință al OMS RHD/SRY, standardul de sensibilitate ADN plasmatic RHD/SRY (cod NIBSC: 07/222) a fost 
extras cu ajutorul QIASymphony ca pacient. În conformitate cu instrucțiunile din prospectul pachetului, s-au efectuat 
diluții succesive de ½ ori ale ADN-ului extras înainte de amplificarea PCR (LC480). 

Amplificarea celor 3 ținte genetice RHD pentru diluția ½ ne permite să concluzionăm că limita de cuantificare este 
conformă cu criteriile de performanță stabilite pentru acest standard. 

       c) Sensibilitate și specificitate analitică 

Performanțele analitice ale dispozitivului au fost determinate după cum urmează: 

•    Sensibilitatea analitică, verificând dacă gena RHD este întotdeauna detectată în probele RhD pozitive în timpul 
studiului de precizie intra și inter-instrument 

•    Specificitatea analitică, verificând dacă gena RHD nu este niciodată detectată în probele RhD negative în timpul 
studiului limita alba 

Concluzie: Sensibilitatea analitică = 100% și specificitatea analitică = 100%. 

        d) Sensibilitate și specificitate diagnostică 
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Datorită polimorfismului extrem al sistemului RH, specificitatea diagnostică a testului depinde de originea geografică 
a părinților. 

Performanțele clinice ale dispozitivului au fost definite prin două studii: 

•    Un studiu italian din 2022 [13] care a inclus 142 de femei însărcinate RhD negative, demonstrând o sensibilitate = 
100% și o specificitate = 97,9%. 

•    Un studiu clinic din 2019-2020 (date nepublicate) realizat la Centrul Hospitalier din Poissy (Franța) care a inclus 590 
de femei însărcinate RhD negative, prelevate între 9 SA și 33 SA, demonstrând o sensibilitate = 100% și o specificitate 
= 99,45%. 

Concluzie: Sensibilitatea diagnostică = 100% și specificitatea diagnostică = 99,2% (luând în considerare dimensiunea 
fiecărei cohorte de paciente) 

e) Validarea tuburilor Streck®. 

26 de paciente RhD-negative însărcinate între 12 și 28 de săptămâni de gestație au fost prelevate folosind atât tuburi 
EDTA, cât și Streck®. Plasma din tuburi EDTA a fost decantată în termen de 48 de ore și apoi depozitată la ≤ -18°C. 
Tuburile Streck® CE BCT® Cell-Free DNA BCT® CE au fost depozitate la temperatura camerei (+15°C+25°C) timp de 10 
zile înainte de decantarea plasmei, alicotarea și depozitarea la o temperatură ≤ -18°C. Extracția EDTA și a plasmei Streck 
a fost efectuată cu ajutorul Qiasymphony® (kit Qiasymphony® DSP Virus/Pathogen Midi, protocol 
Cellfree1000_V7_default_IC). Amplificarea genică a fost realizată cu ajutorul unui Roche® LightCycler®480. Rezultatele 
genotipării RHD fetale au fost comparate în funcție de tubul de prelevare, tubul EDTA fiind tubul de referință:  

 concordanță de 100% a rezultatelor genotipării RHD fetale: 13 genotipuri RHD pozitive, 10 genotipuri RHD 
negative și 3 nedeterminate (absența amplificării exonului 5 la 3 femei cu o pseudogena Dψ). 
 Precizia echivalentă a Ct/Cq obținută între cele 2 tuburi 
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14. SIMBOLURI 

Acest dispozitiv îndeplinește cerințele Regulamentului (UE) 2017/746 

 Numărul lotului 
 

Conformitatea cu 
Regulamentul (UE) 2017/746  

Producător 

 Referință în catalog  A nu se refolosi  Riscuri biologice 

 
Data expirării  Dispozitiv medical de 

diagnostic in vitro  
Consultați instrucțiunile 
de utilizare 

 
Depozitați departe de 
lumină  

Limita superioară de 
temperatură  

Mandatar elvețian 

 
15. MODIFICAREA PERFORMANȚELOR ȘI ELIMINAREA DEȘEURILOR 
 Modificarea performanțelor : În caz de defecțiune a dispozitivului, notați numărul de lot al reactivului și contactați 
distribuitorul local. În conformitate cu reglementările europene în vigoare, orice incident grav survenit în legătură cu 
dispozitivul trebuie raportat producătorului și autorității competente din statul membru în care este stabilit 
utilizatorul și/sau pacientul. 
 Eliminare : Respectați cerințele locale de reglementare. Vă recomandăm să contactați autoritățile competente sau 
companiile specializate în gestionarea acestui tip de deșeuri, care vă vor informa cu privire la procedura de urmat. 
 


