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RESUMEN

Introduccién

El diagnéstico prenatal es una actividad interdisciplinar encaminada a la deteccién de los
defectos congénitos fetales, en muchas ocasiones de origen genético, donde la actividad
coordinada de los diferentes especialistas y la informacién proporcionada a las gestantes les
permiten optar por diferentes alternativas. El asesoramiento genético prenatal durante todo
el proceso permite tanto la valoracién individual en cada caso, como el establecimiento de los

riesgos de recurrencia y opciones reproductivas para futuras gestaciones.

Existen distintos cribados, tanto de primer como de segundo trimestre, para detectar
gestantes en riesgo a las que se les ofertard la realizacién de una prueba invasiva. En los
ultimos afios, la incorporacién del cribado de las aneuploidias fetales en el ADN libre
circulante en sangre materna ha exigido una nueva revisién de estos protocolos en la atencién
a las gestantes. Este nuevo cribado, por su elevada sensibilidad y su baja tasa de falsos
positivos, permite la deteccién de las aneuploidias mas frecuentes evitando las pruebas
invasivas en las gestantes de riesgo, y por tanto, evitando las pérdidas fetales. Su coste no
permite introducirlo en toda la poblacién obstétrica y ha dado lugar al desarrollo de
diferentes modelos contingentes en las gestaciones de riesgo en funcién de los sistemas de

salud.

Hipotesis de trabajo

Las caracteristicas del cribado del ADN fetal libre circulante en sangre materna para la
deteccién de las aneuploidias mds frecuentes, hacen que sea la prueba méas idénea en las
gestaciones que tienen un cribado combinado de primer trimestre con riesgo intermedio
(1/51-1/300), y en aquellas que presentan algunos factores de riesgo mds elevados de
aneuploidia. Su introduccién como prueba de cribado contingente en estos grupos de
gestantes nos permitird disminuir el nimero de pruebas invasivas, evitando por ello pérdidas
fetales, y manteniendo la deteccién de las cromosomopatias con grave repercusién en el

fenotipo fetal.
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Objetivos

El objetivo general del estudio es la evaluacién de la efectividad de un nuevo protocolo de
diagndstico genético en la atencién prenatal de las gestantes en riesgo de cromosomopatia, en
el que se incluye el cribado de aneuploidias en el ADN fetal libre circulante en sangre materna

como prueba contingente, compardndolo con el protocolo de atencién anterior.

Entre los objetivos secundarios se encuentran el establecimiento de los puntos de corte
en el cribado combinado y de otras indicaciones de riesgo para la introduccién del cribado en
el ADN fetal como test contingente, asi como el andlisis del efecto de su introduccién en la

reduccién de las pruebas invasivas y en las pruebas genéticas totales.

Poblacién y métodos

Poblacidén
El estudio consta de dos fases:

Durante la fase 1 se realizé un estudio retrospectivo de los resultados del cribado
combinado del primer trimestre y los resultados de cariotipo, sobre una poblacién de
12.327 gestantes que acudieron al seguimiento de su embarazo al hospital Clinico San
Carlos, durante el periodo 2009-2014. Los criterios de inclusién fueron las gestantes
con cribado combinado y aquellas que sin cribado acudieron a la consulta de genética
de octubre de 2013 a diciembre de 2014. Los criterios de exclusién fueron las gestantes

sin cribado y sin asesoramiento, las infecciones y los abortos.

Durante la fase 2 se realizé un estudio prospectivo sobre una poblacién de 2.386
gestantes durante un periodo de 15 meses, de octubre de 2015 a diciembre de 2016. Los
criterios de inclusién fueron las gestantes con cribado combinado y todas las que
acudieron a la consulta de genética. Los criterios de exclusidn fueron los mismos que

en lafase 1.

Métodos

El seguimiento clinico de las gestantes en ambas fases del estudio fue realizado por la
Unidad Funcional Prenatal del hospital Clinico San Carlos. El cribado combinado proporciond

el riesgo individual de cada gestante para las trisomifas 21 y 18 tras una ecografia de primer
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trimestre (10-14 semanas) para medir la longitud craneo caudal y la translucencia nucal, y un
andlisis bioquimico de la proteina plasmdtica A y la subunidad B de la hormona
gonadotropina coriénica humana (B-HCG) libre. Las gestantes con un riesgo = 1/300 para estas
trisomias fueron consideradas de riesgo. Las gestantes con cribado de riesgo, anomalias
ecograficas, antecedentes familiares o personales de cromosomopatias, edad materna
avanzada (= 35 afios) y ansiedad materna fueron remitidas a la consulta de genética. En ella se
les ofrecié una prueba invasiva mediante biopsia corial o amniocentesis y se realizé una
prueba rédpida para las aneuploidias mdas frecuentes (QF-PCR) y un cariotipo fetal. Las
gestaciones con un riesgo en el cribado combinado = 1/50 fueron consideradas de alto riesgo y
aquellas con un riesgo entre 1/51-1/300 de riesgo intermedio. En las gestaciones con alto
riesgo o con anomalia ecogréfica se realizé un estudio mediante técnica de MLPA o array-CGH
cuando el resultado de la prueba rdpida fue normal. El cribado de aneuploidias fetales en el
ADNf libre circulante en sangre materna, para las trisomfas 21, 18 y 13 sélo se realizé durante
la fase 2 del estudio y las muestras fueron enviadas a dos laboratorios externos con

metodologia de secuenciacién masiva del genoma completo.

Resultados y discusion

1. Fase 1. Estudio retrospectivo

De las 12.327 gestantes con cribado combinado de primer trimestre, 4.153 (34%) fueron
remitidas a la consulta de genética, 3.423 (82%) de ellas tGnicamente por edad materna
avanzada con cribado de bajo riesgo. El 88% de estas dltimas gestantes renunciaban a una
prueba invasiva, y no obstante seguian representando el 42% de las pruebas invasivas
realizadas. En este mismo periodo un 4,3% (533/12327) de las gestantes tuvieron un cribado

combinado de riesgo, representando tan sélo el 13% de las gestantes atendidas en la consulta.

Durante este periodo se realizaron 954 pruebas invasivas y se diagnosticaron 81
cariotipos desequilibrados. El 80% (65/81) de los cariotipos desequilibrados fueron trisomias
21, 18 y 13. En los 16 cariotipos desequilibrados restantes se encontraron un 8,65% (7/81) de
aneuploidias de los cromosomas sexuales, incluida la monosomia del X, un 8,65% (7/81) de

anomalias cromosémicas poco comunes o raras y un 2,5% (2/81) de triploidias.

Entre las gestaciones con un riesgo = 1/50 en el cribado combinado, se encontraron el
74% (60) de las anomalias cromosdmicas, incluidas 3 de las 4 raras con grave repercusién en el

fenotipo fetal. Este porcentaje y los ratios de anomalias frente a las gestaciones en cada uno de
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los grupos de riesgo en el cribado (1/1-1/4,5) apoyaron la recomendacién de prueba invasiva

en este grupo.

Entre las gestaciones con un riesgo 1/51-1/300 en el cribado combinado se encontraron
el 11% (9) de las anomalfas cromosémicas. En este grupo sélo el 2,3% de las gestaciones tenfan
un cariotipo desequilibrado. Los ratios de anomalias frente a las gestantes de cada grupo de
riesgo en el cribado combinado fueron 1/28, 1/58 y 1/37 por lo que se recomend? el cribado

de aneuploidias en el ADN fetal como opcidn alternativa a la prueba invasiva.

Entre las gestaciones con cribado de bajo riesgo hay un 15% (12) de anomalias
cromosémicas: 7 falsos negativos para trisomfa 21, 4 anomalfas raras (sélo 1 con repercusién y
detectada en ecografia) y 1 47,XXY. Tres de los 7 falsos negativos fueron también detectados
en ecografia. El 71% de los falsos negativos fueron en gestantes <35 afios. Dado que el 88% de
las gestantes con edad materna avanzada y bajo riesgo renuncian a una prueba invasiva, y los
falsos negativos para trisomfa 21 del cribado son més frecuentes en gestantes menores de 35
afios, se recomendd que las gestantes con bajo riesgo, independientemente de la edad, no

fueran remitidas a la consulta de genética.

Entre los 7 falsos negativos para trisomia 21 del cribado combinado, dos de las
gestaciones tenfan una translucencia nucal en P97,5. En nuestra serie sélo hay 21 gestaciones
con este percentil de translucencia nucal y bajo riesgo en el cribado. En el percentil 99 con
cribado de bajo riesgo sélo hay 17 gestaciones, 14 de las cuales tienen una medida de
translucencia menor de 3,5 mm y todas ellas tuvieron un cariotipo y resultados de MLPA
normales. Por tanto, se recomendd dar la opcidén de un ADN fetal a las gestantes con
translucencia nucal = a percentil 97,5 y cribado combinado de bajo riesgo siempre que la

medida de la translucencia fuera < de 3,5 mm.

1.1. Modelo contingente

Tras los resultados de la fase 1 se recomendd el ADN fetal para las trisomias 21, 18 y 13

como prueba contingente en las gestaciones con:

1. riesgos en el CC1T para T21 y/o T18 entre 1/51-1/300 con independencia del percentil

de la translucencia nucal pero siempre que fuera menor de 3,5 mm.

2. translucencia nucal = a p97,5 con resultado en el CC1T de riesgo bajo siempre que la

medida fuera menor de 3,5 mm.

Ademds, siguiendo las recomendaciones de las sociedades internacionales, se afiadié:
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» antecedente personal de feto anterior aneuploide
* portadores de translocacién robertsoniana de los cromosomas 21 y/o 13
» gestaciones Unicas o maltiples con edad materna avanzada sin cribado

» contraindicacién a prueba invasiva

2. Fase 2. Estudio prospectivo

Durante este periodo hubo 2.386 gestantes con cribado combinado. A la consulta de
genética fueron remitidas 290 gestantes: 230 con cribado y 60 sin él. Sdlo el 5% de las gestantes
con cribado acudieron por edad materna avanzada con cribado de bajo riesgo. Se realizaron
108 pruebas invasivas y 136 cribados de ADN fetal, y se encontraron 29 cariotipos
desequilibrados. El 79% de ellos fueron trisomias 21, 18 é 13. No hubo aneuploidias de los
cromosomas sexuales distintas de la monosomia del X aunque no es posible descartarlas a
pesar de que los datos al nacimiento fueron normales. Tampoco hubo anomalias

cromosodmicas raras.

Entre las 160 gestaciones con opcidén al cribado de ADN fetal se detectaron 4 anomalfas
cromosdmicas: 3 trisomias 21 en gestantes que tuvieron un riesgo intermedio, y 1 trisomia 13
en una gestante con TN en p97,5 y riesgo bajo en el CC1T. Todas ellas fueron comprobadas
mediante técnica invasiva. Hubo 1 triploidia no detectada en el ADN fetal pero si en ecografia.
La sensibilidad del ADN fetal para las trisomias estudiadas fue del 100%. La tasa de no
informativos (0,7%) fue acorde con la metodologia elegida. Todas las aneuploidias mds

frecuentes, en las gestaciones con opcién al ADN fetal, fueron detectadas.

3. Valoracidn de la efectividad

Para la valorar la efectividad del nuevo protocolo de atencién prenatal se escogié el

ultimo periodo de 15 meses de la fase retrospectiva, de octubre de 2013 a diciembre de 2014.

Las caracteristicas de la poblacién atendida durante el periodo 2013-2014 y el periodo
2015-2016 no mostraron diferencias estadisticamente significativas salvo en las gestaciones
con cribado de bajo riesgo, puesto que durante el primer periodo todas las gestantes con edad

materna avanzada eran remitidas a la consulta.
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3.1. Gestantes en la consulta

La eliminacién de la edad materna avanzada con cribado de bajo riesgo como indicacién a
asesoramiento ha supuesto una mejor seleccién de las gestantes en riesgo de aneuploidia y
una consulta més efectiva. Durante 2015-2016 hubo una disminucién del 95% (del 75% al 4%)
de las gestantes atendidas por esta indicacién. Esto ha supuesto que durante este periodo las
gestantes remitidas con cribado de bajo riesgo por alteraciones ecogréficas, antecedentes
personales/familiares o TN en p97,5 fueran el 29%, por cribado de riesgo el 47%, por edad
materna avanzada sin cribado el 20% y por edad materna con cribado de bajo riesgo sélo el

4%, frente al 7%, 11%, 7% y 75%, respectivamente, del periodo anterior.

3.2. Pruebas invasivas en las gestantes atendidas

Al seleccionar mejor a las gestantes la proporcién de pruebas invasivas en las gestantes
atendidas aumentd. Sin embargo, el numero total de ellas fue menor y de no haber
implementado el ADN fetal el niumero de pruebas realizadas hubiese sido mayor que en el
periodo anterior puesto que el 85% de las gestantes con opcién a ADN fetal lo eligié como
primera opcién. Durante este periodo hubo un incremento del 187% en la realizacién de

biopsia coriales, permitiendo un diagndstico mas temprano.

3.3. Pruebas invasivas y renuncias en las gestantes con indicacién a ADN fetal

La introduccién del ADN fetal como test contingente ha permitido una disminucién de un
63% (de 48% a 18%) de las pruebas invasivas en las gestantes con opcién al mismo. Podria
esperarse una disminucién mayor, sin embargo, hay dos factores que influyen en este
resultado. El primero es la percepcidn del mayor riesgo en las gestantes con cribados de riesgo
o translucencia nucal elevada. El segundo es que las gestantes ya renunciaban a la prueba
invasiva en el periodo anterior ante el riesgo de pérdida fetal, y se realizaban un ADN fetal
fuera del centro o no se realizaban ningtin test prenatal. Por tanto, la efectividad del protocolo
no puede medirse Unicamente en términos de disminucién de pruebas invasivas, sino también
en disminucién de las renuncias a realizarse algin test. Durante 2015-2016 tan sélo el 2% de
las gestantes renuncié a cualquier prueba lo que ha permitido mantener la deteccién de las

aneuploidias mas frecuentes.
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3.4. Pruebas genéticas prenatales en las gestantes con indicacién a ADN fetal

El incremento en la realizacién de pruebas en este grupo de gestantes fue del 70% (de 61%
a 104%), principalmente a expensas de los grupos donde mds renunciaban a una prueba
invasiva. Al ofrecer una prueba alternativa no invasiva y sin coste con las caracteristicas del
cribado del ADN fetal, el 98% de las gestantes se realizé algin test. El 85% eligié un ADN fetal
como primera opcidn y sélo el 18% se realizé una prueba invasiva, bien como primera opcién
bien como comprobacién del resultado o ante la aparicién de anomalia ecogréfica en el

segundo trimestre.
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SUMMARY

Introduction

Prenatal diagnosis is an interdisciplinary activity designed to detect congenital defects in
the foetus. Often these defects are genetic and the coordinated actions of different specialists
and the information given to pregnant women will help decide among different options.
During the whole testing process, prenatal genetic counselling will allow for both individual
assessment and determining the risk of recurrence and reproductive options for future

pregnancies.

To detect patients at risk, different non-invasive screening procedures exist for both the
first and second trimester of pregnancy. Women testing positive in a prenatal screen will be
offered an invasive test for a definitive diagnosis of a chromosome abnormality in the foetus.
The recent incorporation of screening tools able to detect aneuploidies in foetal cell-free DNA
in the maternal circulation (cfDNA) has prompted a need to revise prenatal care protocols.
Because of its high sensitivity and low rate of false positives, this new non-invasive approach
enables the detection of the more common aneuploidies (mainly trisomy 21 (T21), trisomy 13
(T13), trisomy 18 (T18)) and often avoids the need for invasive tests associated with a risk of
procedure-related miscarriage in high risk pregnancies. Owing to the costs of this screening
test, it cannot be offered to the whole obstetrics population and this has given rise to
different contingency models for high-risk pregnancies implemented by the different health

systems.

Hypothesis

The characteristics of cfDNA screening in the maternal circulation to detect the more
common aneuploidies make it the most appropriate test in patients in whom the first-
trimester combined screening (FTCS) indicates an intermediate risk (1/51-1/300) and in
women with known risk factors for aneuploidy. Its introduction as a contingency screening
tool in these women will enable us to reduce the number of invasive techniques needed,
avoiding miscarriages while maintaining our capacity to detect chromosome abnormalities

with serious effects on the foetal phenotype.
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Objectives

The objective of this study was to test the effectiveness of a new genetic testing protocol
designed for prenatal care in pregnancies at risk of a foetal chromosome abnormality. The
protocol proposed includes screening foetal cfDNA in the maternal circulation for
aneuploidies as a contingent test. Results are compared with the previous standard of care

protocol.

Secondary aims were to identify cut offs for combined screening and for other risk
indications for the addition of cfDNA screening as a contingent test. Also examined was the

effect of the new protocol on the number invasive tests and total genetic tests.

Study Population and Design

The study was conducted in two stages:

In Stage 1, a retrospective study of the results of FTCS and karyotyping was
conducted on a population of 12,327 women undergoing follow up of their pregnancy at the
Hospital Clinico San Carlos, Madrid, Spain, over the period 2009-2014. Patients were included
if they had undergone FTCS or lacked FTCS results but were referred for genetic counselling
from October 2013 to December 2014. Candidates were excluded if they had not undergone
FTCS and were not offered genetic counselling, or had suffered spontaneous miscarriage or

infection.

Stage 2 was a prospective study conducted in 2386 pregnant women over a 15-month
period (October 2015 to December 2016). Inclusion criteria were FTCS results available and
referral for counselling in the absence or presence of FTCS results. Exclusion criteria were as

for Stage 1.

Methods

In both study stages, clinical follow up of pregnancies was performed at the Prenatal
Functional Unit of the Hospital Clinico San Carlos. Pregnant women underwent an ultrasound
scan between 10 and 14 weeks” gestational for measuring crown-rump length and nuchal
translucency following by a biochemical analysis of the B fraction of free human chorionic

gonadotrophin and pregnancy-associated plasma protein A at the same day. FTCS was
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performed and provided the risk assessment for T21 and T18. An FTCS result = 1/300 was
considered at risk for foetal aneuploidies. Patients were referred for genetic counselling if
they had a risk FTCS result, ultrasonographic anomalies, familial or personal history of
chromosome abnormalities, were = 35 years old or showed maternal anxiety. In this
counselling, they were offered an invasive test - chorionic villus sampling or amniocentesis -
and then subjected to a rapid test for the more common aneuploidies through quantitative
fluorescent polymerase chain reaction (QF-PCR) and foetal karyotyping. Pregnancies were
considered high risk if the FTCS risk was = 1/50 and intermediate risk if 1/51-1/300. In
pregnancies classified as high risk or those with ultrasonographic abnormalities, a high-
resolution genetic analysis technique -MLPA or CGH-array-was employed when the rapid test
result was normal. Foetal cfDNA screening for T21, T18 and T13 was only performed in Stage
2. For this purpose, samples were sent to two external laboratories with facilities for

massively parallel shotgun sequencing (MPSS) of the whole genome.

Results and Discussion

1. Stage 1. Retrospective Study

Of the 12,327 participants with FTCS results, 4,153 (34%) were referred to genetic
counselling, 3,423 (82%) on the basis only of advanced maternal age as they were classified as
low risk FTCS. Of these latter women, 88% rejected the offer of an invasive test yet these still
represented 42% of the invasive tests performed. In the study period, 4.3% (533/12,327) of
participants had a risk FTCS result, representing only 13% of patients seen at our counselling

department.

Over the 6-year period examined, 954 invasive tests were performed and 81 unbalanced
karyotypes were diagnosed. 80% (65/81) of the latter were T21, T18 and T13. Among the
remaining 16 unbalanced karyotypes, 8.65% (7/81) were sex chromosome aneuploidies
including X chromosome monosomy, 8.65% (7/81) infrequent or rare chromosome anomalies

and 2.5% (2/81) triploidies.

Among pregnancies with a FTCS risk = 1/50, 74% (60) of chromosome abnormalities were
found, including 3 of the 4 rare abnormalities with serious effects on the foetal phenotype.
This percentage and ratios of abnormal to total pregnancies in each FTCS risk group (1/1-

1/4.5) supported the recommendation for invasive testing in this risk group.
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In the groups of pregnancies with a FTCS risk of 1/51-1/300, 11% (9) of chromosome
abnormalities were detected. In these risk groups, only 2.3% of pregnancies showed an
unbalanced karyotype. Abnormality to pregnancy ratios in each intermediate risk FTCS group
ranged from 1/28 to 1/58 such that cfDNA screening for aneuploidies was recommended as an

alternative to invasive testing.

Among the pregnancies with a low risk FTCS, chromosome abnormalities were recorded
in 15% (12): 7 were false negatives for T21, 4 were rare abnormalities (only 1 with
repercussions detected on ultrasonography) and one was 47,XXY. Three of the 7 false
negatives were also detected on ultrasonography. 71% of the false negatives were produced in
mothers aged 35 years or older. Given that 88% of participants of advanced maternal age and
a low risk FTCS rejected the offer of an invasive test and that false negatives for T21 in the
screen are more frequent in patients younger than 35 years, we would recommend not

referring low risk patients for genetic counselling.

Among the 7 false negatives for T21 in the FTCS, nuchal translucency (NT) greater than
or equal to the 97.5 percentile was observed in two patients. In our patient series, there were
only 21 pregnancies with this percentile of NT and a low risk indicated in the combined
screen. With a NT in the 99th percentile and a low risk FTCS there were only 17 pregnancies,
14 of which showed a NT of less than 3.5 mm, and normal karyotype and MLPA results.
Accordingly, it is proposed that a foetal cfDNA test should be offered to patients with NT =

p97.5 and low-risk FTCS, provided the translucency measurement is < 3.5 mm.

1.1. Contingency model

Based on the results of Stage 1, cfDNA screening for T21, T18 and T13 is recommended as

a contingent test in patients showing:

1. FTCS risks of T21 and/or T18 in the range 1/51-1/300 regardless of the NT percentile

when this measurement is under 3.5 mm.
2. ANT 2p97.5 and low risk FTCS provided the NT measurement is less than 3.5 mm.

Further, according to the recommendations of international associations we have added

the following criteria prompting a contingency test:
» personal history of an aneuploid foetus

e carriers of Robersonian translocations of chromosomes 21 and/or 13
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* single or multiple pregnancies in advanced maternal age (235 years) with no FTCS risk

available

* invasive test contraindicated

2. Stage 2. Prospective Study

During the 15-month study period, 2,386 pregnant women had FTCS results, and 290
patients were referred to genetic counselling: 230 with FTCS data and 60 without. Only 5% of
participants with FTCS results were referred for counselling because of advanced maternal
age with a low risk FTCS. 108 invasive tests and 136 cfDNA screenings were performed. 29
unbalanced karyotypes were detected. 79% were T21, T18 or T13 trisomies. No sex
chromosome aneuploidies other than X chromosome monosomy were detected, although
these could not be ruled out. Data for the newborn period were, however, normal. Neither

was any rare chromosome anomalies detected.

Among the 160 patients offered cfDNA screening, 4 chromosome abnormalities were
detected: three T21 in patients classified by FTCS as intermediate risk, and one T13 in a
patient with NT in the 97.5 percentile classified by FTCS as low risk. All 4 cases underwent
invasive tests. One triploidy not detected in the cfDNA screen was confirmed by
ultrasonography. The sensitivity of cfDNA for the trisomies examined was 100%. The rate of
non informative results (0.7%) was consistent with the test selected. All common aneuploidies

were detected in patients offered cfDNA prenatal testing.

3. Effectiveness Assessment

To examine the success of our new prenatal care protocol, the results of our prospective
study were compared to those recorded in the last 15-month period of the retrospective stage

of this study (October 2013 to December 2014).

The characteristics of the pregnant women managed over the periods 2013-2014 and
2015-2016 did not differ significantly with the exception of low risk FTCS pregnancies since
during the first period examined all pregnancies with advanced maternal age were referred

for genetic counselling.
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3.1. Prenatal care

The preclusion of older maternal age plus a low risk FTCS result as an indication for
counselling has determined the better selection of patients at risk of aneuploidy and thus
resulted in more effective prenatal care. Over the period 2015-2016, a 95% reduction was
produced (from 75% to 4%) in the number of patients seen because of this indication. This has
meant that during this more recent period, the following patients were referred for
counselling: 29% with a low risk FTCS because of ultrasonographic findings, personal/familial
history of aneuploidies or NT p97.5, 47% because of a risk FTCS, 20% because of advanced
maternal age and no FTCS results available, and only 4% with a low risk FTCS because of
advanced maternal age. These rates contrast with 7%, 11%, 7% and 75%, respectively, recorded

in the previous period.

3.2. Invasive tests

By better selecting patients, the proportion of invasive tests performed increased.
However, absolute numbers of tests were lower. If the use of cfDNA had not been
implemented, more invasive tests would have been needed than in the preceding period as
85% of women offered cfDNA chose this as their first choice option. Over this later period,

chorionic villus sampling increased by 187% allowing for earlier diagnoses.

3.3. Invasive tests and their rejection in patients with an indication for cfDNA
screening

The introduction in our prenatal care protocol of cfDNA screening as a contingency test
has led to a 63% reduction (from 48% to 18%) in invasive tests in patients offered this option.
While a greater reduction might have been expected, two factors influenced this finding. The
first is a perception of greater risk than the real risk in patients with an intermediate risk
FTCS or elevated NT. The second factor is that pregnant women had already rejected an
invasive test in the previous period because of concerns about inducing miscarriage and
either underwent a cfDNA test outside our centre or avoided all prenatal tests. This means
that the effectiveness of our protocol cannot only be measured in terms of reduced numbers
of invasive tests but also in terms of fewer patients rejecting all tests offered. From 2015 to
2016, only 2% of patients rejected some test offered. This has enabled the effective detection

of the more common aneuploidies.
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3.4. Prenatal genetic tests (invasive and cfDNA) in patients offered cfDNA
screening

The increase recorded in the tests performed in patients offered cfDNA screening was
70% (from 61% to 104%), and is mainly attributable to the rejection of more invasive tests in
the previous period. 98% of these women opted for some test (invasive or cfDNA) as they were
offered an alternative non invasive test at no cost. 85% chose cfDNA as the first option and
only in 18% was an invasive test, either as a first option either as a confirmatory test or in

response to the appearance of an ultrasonographic anomaly in the second trimester.
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INTRODUCCION

1.1. Diagnéstico prenatal

El diagndstico prenatal es la disciplina que engloba todas las acciones encaminadas a la
deteccién, durante la gestacién, de un defecto congénito fetal. La Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) define las anomalias congénitas como “toda anomalia del desarrollo morfoldgico,
estructural, funcional o molecular presente al nacimiento (aunque puede manifestarse mds tarde),

externa o interna, familiar o esporddica, hereditaria o no, tinica o multiple” (1,2)

Los defectos congénitos tienen una prevalencia del 4% en recién nacidos vivos y son
responsables del 25% de muerte perinatal (3), del 10-12% de retraso mental y 10-12% de las

minusvalfas fisicas. Entre las causas conocidas de los defectos congénitos se encuentran:

e Las anomalias cromosémicas, que presentan una prevalencia de un 0,7% de los
recién nacidos vivos, son responsables del 12-14% de los defectos congénitos
mayores y del 25% de las muertes perinatales por anomalias congénitas (4), siendo

las més comunes la trisomia 21, 18 y 13 (5).

e Las enfermedades monogénicas, que aparecen en 1,5% de los recién nacidos vivos y

son responsables de aproximadamente el 25% de los defectos congénitos.

e Las ambientales o adquiridas con efecto teratégeno, que son responsables de un 5%
de los defectos congénitos y son debidas a distintos factores entre los que se

encuentran las infecciones, los fArmacos, los téxicos, las radiaciones ionizantes, etc.

e Las multifactoriales/poligénicas, que son las més frecuentes, y probablemente

debidas a la combinacién de factores genéticos y ambientales.

El diagnéstico prenatal es una actividad interdisciplinar y coordinada que exige la
seleccién de las gestantes, atendiendo a factores epidemioldgicos, marcadores ecograficos y

marcadores bioquimicos. Sus principales objetivos son:
* Diagnosticar un defecto especifico.
* Reducir la ansiedad en los grupos de riesgo.
® Proporcionar opciones informadas.

* Informar y preparar para el nacimiento de un hijo con anomalias.
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e Tomar, antes o tras el nacimiento, todas las medidas preventivas y de tratamiento

necesarias.

Para cumplir con estos objetivos, el diagndstico prenatal debe ser lo més precoz posible,
puesto que en ocasiones conlleva tomar decisiones informadas por parte de las gestantes, con
implicaciones sociales, éticas y legales, que en semanas tempranas tienen menos repercusién

psicoldgica y menos morbilidad materna (6-8).

El diagndstico prenatal genético se ocupa de la deteccién de sindromes y anomalias
congénitas fetales de origen cromosdmico y génico en gestantes en riesgo. Requiere de una
técnica invasiva que presenta como complicacién principal, la pérdida fetal. La rédpida
actuacién por parte de los facultativos y servicios implicados y la informacién completa
comunicada a la gestante, le permite a la misma optar por las distintas alternativas que se le

ofertan, disminuyendo su ansiedad.

La Ley Orgdnica 2/2010, de 3 de marzo, de salud sexual y reproductiva (BOE-A-2010-3514),
y la Orden SSI/2065/2014, de 31 de octubre, que modifica el Real Decreto 1030/2006 (BOE-A-
2014-11444) establecen el asesoramiento genético previo y posterior a las pruebas realizadas.
Por ello se ha de realizar una consulta previa, de diagndstico y asesoramiento genético
prenatal, donde se haga una valoracién individual para cada gestante de las diferentes
alternativas diagnésticas, valorando el riesgo/beneficio de cada una de ellas, y sus

limitaciones, y donde se obtenga el consentimiento informado.

En sus inicios, el diagndstico prenatal genético estuvo dirigido principalmente a la
deteccién de la trisomia 21 (T21), la més frecuente de las aneuploidias fetales. Durante los
afios 70, el principal método de cribado fue la edad materna avanzada (EMA), basdndose en
estudios poblacionales de la prevalencia de T21 al nacimiento en relacién a la edad, y
ofreciendo una prueba invasiva a todas las gestantes con edad superior o igual a 35 afos. A
esta edad el riesgo de pérdida fetal era equivalente al riesgo de tener un hijo afecto de T21. La
baja sensibilidad de la edad materna (30% para una tasa de falsos positivos [TFP] del 5%) y la
falta de utilidad para la deteccién de aneuploidias en las gestantes mas jévenes hicieron que

se desarrollaran otros programas de cribado.

Durante los afios 80 se empezaron a introducir los cribados ecograficos y bioquimicos de
segundo trimestre. Estos primeros cribados modificaban el riesgo a priori de cada gestante por
su edad y consiguieron aumentar la deteccidn prenatal de T21. Permitieron, ademads, extender
el cribado prenatal de cromosomopatias a toda la poblacién obstétrica dado su caracter no

invasivo. En la siguiente década, los afios 90, ante la evidencia de que se podian identificar los
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fetos con aneuploidia a través de la medida de la translucencia nucal (TN) (9), los cribados
ecograficos y bioquimicos en combinacién con la edad materna empezaron a desarrollarse
durante el primer trimestre de la gestacién, mostrando un aumento en la deteccién de T21
frente a los cribados del segundo trimestre, y permitiendo un diagndstico més precoz de las
anomalfas cromosémicas (5,10,11). Dentro del primer trimestre, el cribado més extendido es el
cribado combinado de primer trimestre (CC1T), que presenta una elevada sensibilidad para la
deteccién de T21 combinando la TN con marcadores bioquimicos y la edad materna. Tras la
TN también se fueron describiendo otros marcadores ecograficos de primer trimestre para
aumentar la deteccién de anomalias cromosdémicas, como el ductus venoso alterado, la
regurgitacién tricuspidea, la arteria umbilical dnica, o el hueso nasal (12,13). La tabla 1.1
muestra los principales tipos de cribado bioquimicos y/o combinados con los datos
ecograficos para T21 durante el primer y segundo trimestre de la gestacién descritos por
Nicolaides (10) y Dashe (11) en sus revisiones de cribados prenatales.
Sensibilidad

(%)

Corte de
riesgo 1/270

Tipo de cribado

EM 30 5

Primer trimestre

EM+TN 75-80 5
EM + fBHCG + PAPP-A 60-70 5
EM +TN + fBHCG + PAPP-A (CC1T) 80-95 5
CCIT + regurgitacién tricuspidea o ductus venoso 93-96 2,5

Segundo trimestre

EM + AFP+ HCG (doble test) 55-60 5
EM + AFP + fBHCG (doble test) 60-65 5
EM + AFP + HCG + uE3 (triple test) 60-65 5
EM + AFP + f{BHCG + uE3 (triple test) 65-70 5
EM + AFP + HCG + uE3+ inhibina A (cuddruple test) 65-70 5
EM + AFP + fBHCG + uE3+ inhibina A (cuddruple test) 70-82 5

Primer y segundo trimestre

Test Integrado: EM + TN+ PAPP-A (11-13 semanas) +

cuédruple test (15-21 semanas) 90-96 >
Test secuencial: CC1T + cuddruple test en las

; . 92 5
gestaciones con CC1T de bajo riesgo
Test secuencial contingente: CC1T + cuddruple test en o1 45

las gestaciones con CCIT de riesgo intermedio

Tabla 1.1.Cribados bioquimicos y/o combinados con datos ecograficos en el
primer y segundo trimestre de gestacién. TFP: tasa de falsos positivos; EM: edad
materna; TN: translucencia nucal; fBHCG: fraccién B libre de la gonadotropina
coriénica humana; PAPP-A: protefna plasmdtica A asociada al embarazo; CC1T:
cribado combinado de primer trimestre; AFP: alfa fetoproteina; uE3: estriol no
conjugado. Modificado de Nicolaides KH, 2011 (10) y Dashe JS, 2016 (11)
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Durante todo su desarrollo, el diagndstico prenatal genético ha ido buscando la mayor
tasa de deteccién de alteraciones cromosémicas fetales realizando el menor nimero de
pruebas invasivas posibles, para minimizar los riesgos de pérdida fetal. A partir del afio 2011
comenzd a estar disponible en la préctica clinica el cribado no invasivo de aneuploidias fetales
mediante el estudio del ADN fetal libre circulante en sangre materna (ADNf). Su répida
incorporacién como cribado, en parte promovida por los laboratorios proveedores, supuso
una revolucién en el diagnéstico prenatal. Dicha rapidez hizo necesario que las sociedades
internacionales emitieran recomendaciones para su uso en la préactica clinica ante las posibles

implicaciones éticas, sociales y médicas que pudieran derivarse de su introduccién (14-18).

La alta sensibilidad de este cribado para la deteccién de las aneuploidias mds comunes
junto a su cardcter no invasivo, evitando por tanto pérdidas fetales, ha hecho que haya sido
ampliamente aceptado por los profesionales y las gestantes. Sin embargo, al contrario de lo
sucedido con los cribados bioquimicos, ecograficos y/o combinados desarrollados en décadas
anteriores, el coste actual del ADNf no ha permitido su implementacién en toda la poblacién
obstétrica. Ello ha hecho que se desarrollen distintos modelos para su introduccién en la
préctica clinica, que dependen principalmente de los distintos sistemas de salud. En general,
en los sistemas publicos de salud como el nuestro, se ha propuesto su uso como test

contingente, tras un CC1T de riesgo (19-21).

Entre estos modelos contingentes se encuentran aquellos que proponen su uso tras un
CC1T con riesgo intermedio, y en otros grupos de riesgo como son las gestaciones con
antecedentes personales de aneuploidia en feto anterior, los progenitores portadores de

translocaciones robertsonianas que afectan a los cromosomas 21 y/o 13, y la EMA sin cribado (12,20).

Los nuevos avances en el diagndstico genético prenatal hacen necesaria una reevaluacién
de los protocolos de atencién a las gestantes en riesgo cumpliendo unos criterios de calidad y
utilidad clinica que nos permitan realizar un diagndstico més efectivo, y mediante la
implementacién del cribado no invasivo de aneuploidias siguiendo las recomendaciones

nacionales e internacionales de las Sociedades de genética y de ginecologfa (16-18,21).

1.1.1. Cribado de aneuploidias en el ADN fetal (ADNf)

El descubrimiento en 1997 por Dennis Lo et al. (22) de la presencia de ADN fetal circulante
en el plasma materno junto al gran avance de las tecnologias, ha permitido el desarrollo del
cribado de aneuploidias fetales en sangre materna. En 2008, dos grupos, mediante técnicas de

secuenciacién masiva de genoma completo, consiguieron detectar en el ADNf circulante en
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sangre materna una T21 por la presencia de un feto afecto (23,24). El ADNf es un test de
cribado y necesita de una prueba invasiva para la confirmacién de los resultados, pero su
elevada sensibilidad ha revolucionado el cribado de las aneuploidias del primer trimestre,

cambiando de nuevo los protocolos de atencién prenatal (tabla 1.2).

Sensibilidad o (o TFP ol
%) IC 95% (%) %) IC 95% (%)
Trisomfa 21 99,7 99,1-99,9 0,04 0,02-0,07
Trisomia 18 97,9 94,9-99,1 0,04 0,03-0,07
Trisomia 13 929 65,8-100 0,04 0,02-0,07
Monosomia X 95,8 70,3-99,5 0,14 0,05-0,38
Otras aneuploidias
de los cromosomas 100 83,6-100 0,004 0-0,08
sexuales
Camdbres oo 100 95,2-100 0 0-0,003
trisomia 21

Tabla 1.2.Sensibilidad y tasa de falsos positivos del test de ADNf. Datos obtenidos
del meta-andlisis realizado por Gil MM et al, 2017 (25) con test de ADNf realizados con
varias metodologfas. TFP: tasa de falsos positivos. IC: intervalo de confianza.

La especificidad del test de ADNf y su valor predictivo negativo (VPN) son superiores al
99% para las aneuploidias mds comunes (21, 18, 13, X, Y) (26,27). Sin embargo, el valor
predictivo positivo (VPP) varia en funcién de la prevalencia de la aneuploidia estudiada y del
tipo de poblacién obstétrica en la que se aplica el test. La diferencia entre las poblaciones ha

sido principalmente estudiada para las aneuploidias de los autosomas (tablas 1.3).

Aneuploidia VPP (%)
Trisomia 21 91
Poblacién obstétrica de alto riesgo Trisomi{a 18 84
Trisomfa 13 87
Trisomf{a 21 82
Poblacién obstétrica general Trisomia 18 37
Trisomf{a 13 49

Tabla 1.3.Valor predictivo positivo para las trisomias 21, 18 y 13 en poblacién
obstétrica de alto riesgo y general. VPP: valor predictivo positivo. Datos tomados
del meta-anilisis realizado por Taylor-Philips et al, 2016 (27).

El VPP de las aneuploidias de los cromosomas sexuales ha sido estudiado fundamentalmente
en poblacién general (con alto y bajo riesgo de aneuploidia), puesto que dichas anomalias suelen

detectarse en el transcurso de los cribados destinados a la T21, T18 y T13 (tabla 1.4).
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Aneuploidias de los cromosomas

[V
sexuales VPP (%)

45,X 40-45

47,XXY 33-43

Tabla 1.4.Valor predictivo positivo del test de ADNf para las aneuploidias
sexuales. VPP: valor predictivo positivo. Datos tomados de Porreco et al, 2014 (26) y
Yao et al, 2014 (28).

Como todos los test de cribado, el ADNf puede tener resultados falsos positivos y
negativos que pueden deberse no sélo a fallos metodoldgicos sino también a otros factores

médicos y bioldgicos que se muestran en la tabla 1.5.

Falsos Falsos

Causas e q
positivos negativos

Precisién de la metodologfa

Mosaicismo fetal verdadero

Gemelo evanescente

Transplante de médula ésea u érgano previo

Tabla 1.5. Causas de falsos positivos y negativos en el test de ADNf. TRA:
tratamiento de reproduccién asistida. CNV: variacién en el nimero de copias.*En la
mayorfa de los casos el gemelo evanescente es causa de falsos positivos pero existe un
caso descrito de falso negativo para T13 por Hartwing et al, 2018 (29). “Placenta
aneuploide y feto euploide; "Placenta euploide y feto aneuploide o mosaico. Datos
obtenidos de Bianchi et al, 2018 (30).
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En ocasiones el test de ADNf no da resultados, dando lugar a los llamados “test no
informativos” (31). Estos varfan en funcién de la metodologia empleada, y es importante
tenerlos en cuenta durante la implementacidn del test de ADNf puesto que un nimero elevado
puede afectar a la deteccidén de aneuploidias o aumentar el nimero de pruebas invasivas a

realizar. Entre sus causas se encuentran:
a) problemas de manejo de la muestra
b) problemas metodoldgicos
¢) una baja fraccién fetal

d) hallazgos inesperados maternos, fetales o placentarios, como son las anomalias
cromosémicas distintas a las cominmente estudiadas (21, 18, 13, X e Y) que dificultan

la interpretacién en los algoritmos bioinformaticos.

e) las alteraciones gendmicas maternas como las neoplasias o las variaciones en el

ndmero de copias genédmicas (CNVs).

1.1.1.1. ADNf libre: origen y metodologias para el cribado de las
aneuploidias mas frecuentes

El ADNf libre se origina principalmente del trofoblasto (32), comprende del 4-30%
aproximadamente de la cantidad del ADN libre circulante en sangre materna entre las 11-20
semanas de gestacién (33-36), normalmente estd fragmentado y desaparece aproximadamente
a las 48 horas del parto. Los fragmentos del ADN fetal se encuentran diluidos en el plasma
materno en una proporcién muy baja y tienen un tamafio medio de 146 bp (37), menor que los
de origen materno, lo que permite la estimacién de la fraccién fetal para los estudios
genéticos. La fraccidn fetal puede estar influida por diversos factores pero se correlaciona
principalmente con la edad gestacional y con el peso materno, de modo que aumenta con la
edad gestacional y disminuye a mayor peso materno (24,33,38,39). El porcentaje minimo para
que un test sea informativo evitando asi falsos negativos es del 4% (40). Para la correcta
interpretacidén del test es necesario disponer de la fraccidn fetal, no sélo como medida de
calidad sino también por su relacién con el riesgo de aneuploidia (41). Las fracciones fetales
bajas estdn relacionadas con menor masa placentaria y con placentas insuficientes, las cuales
estdn a su vez relacionadas con algunas aneuploidias como la T13 y la T18, y con las triploidias

(38,40,42).
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Dada la pequena cantidad de ADNf libre circulante y que no es posible separarlo del ADN
circulante de origen materno, para la deteccién de las aneuploidias se requiere de una
amplificacidén con técnicas de PCR de todo el ADN circulante (fetal y materno) y su posterior
andlisis bioinformdtico. Esta amplificacién se lleva a cabo mediante plataformas de
secuenciacién masiva (36). Actualmente hay distintas metodologias aunque estdn en
desarrollo nuevas técnicas. Existen dos tipos principales de metodologias, las

semicuantitativas y las cualitativas:
a) Metodologias semicuantitativas, que pueden ser (figura 1.1):

1. la secuenciacién masiva del genoma completo (massively paralell sequencing, MPS-
S), que genera millones de lecturas de los fragmentos de ADN de todos los
cromosomas y compara el nimero de lecturas del cromosoma de interés con el
numero de lecturas del resto de los cromosomas presumiblemente euploides

(23,24).

2. secuenciacién masiva de regiones especificas del genoma (targeted massively
paralell sequencing), donde se secuencian las regiones de los cromosomas mds

frecuentemente asociados a las aneuploidias fetales (21, 18, 13, X e Y) (43).

Ademads del andlisis bioinformatico estas tecnologias comparan sus resultados con series
de gestaciones euploides y aneuploides que ya tienen analizadas previamente. Actualmente
son las mds utilizadas por su capacidad para dar resultados con fracciones fetales bajas y tener
unas tasas de resultados no informativos del 1,58% y del 3,56% en la secuenciacién masiva de

genoma completo y en la de cromosomas especificos, respectivamente (25,44).

b) Metodologfas cualitativas (SNP targeted sequencing), que incluyen informacién
gendmica, a través de polimorfismos de nucledtido tnico (SNPs) de los cromosomas
mds frecuentemente asociados a aneuploidia (21, 18, 13, X e Y), permitiendo la
identificacién de regiones especificamente fetales o maternas en las lecturas
realizadas. Estas metodologfas han utilizado tanto métodos de secuenciacién masiva
de los SNPs (34) como técnica de array (45). Son capaces de detectar anomalias que
con los métodos semicuantitativos no es posible detectar, como son las triploidias
(36). Sin embargo, tienen dificultades para analizar las muestras en casos de
ovodonacidn, de maternidad subrrogada, de consanguinidad, de gestaciones multiples

y postransplante. Su tasa de no informativos es del 6,39% (44).

Las distintas metodologias se basan en la deteccién de un aumento de un 50% de un

determinado cromosoma en la pequena proporcién del ADNf libre circulante mezclado con el
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materno. A modo de ejemplo, para una fraccién fetal del 10% en un feto afecto de aneuploidia
se espera un aumento de un 5% de los marcadores de este cromosoma. Es decir, de 100
unidades de ADN libre circulante en sangre materna (10 fetales + 90 maternas), el aumento del
cromosoma trisémico seria de 5 unidades y por lo tanto habria 105 unidades del mismo
comparadas con sélo 100 en cualquier otro cromosoma (36,38). Como la proporcién que el
ADN del cromosoma 21 representa en nuestro genoma es del 1,5%, para una fraccién fetal del
10% la proporcién de cromosoma 21 en el total del ADN circulante en una gestacién afecta de
T21 seria del 1,6%, mientras que para una fraccion fetal del 4% seria del 1,53%. Por tanto, la
capacidad para detectar este incremento (trisomfas) no sélo depende de la metodologia sino

también de la fraccidn fetal.
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Figura 1.1. Esquema de las metodologias semicuantitativas para la deteccién de aneuploidias.
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1.1.1.2. ADNT: otras aplicaciones en las cromosomopatias

Tras la introduccién del ANDf para el cribado de las aneuploidias més frecuentes en el
primer trimestre de gestacion, diversos grupos de autores comenzaron a validar
analiticamente su uso para la deteccién de sindromes de microdelecién/microduplicacién y

otras aneuploidias menos frecuentes (46-49).

a) Las microdeleciones/microduplicaciones son anomalias cromosémicas no visibles en
cariotipo convencional, puesto que tienen un tamarfio inferior a 5-10 Mb. Son
generalmente diagnosticadas a través de técnicas de MLPA o array-CGH en el ADN de
muestras prenatales o postnatales donde se detectan las CNVs o variaciones en el
numero de copias. Las tecnologias de secuenciacién masiva del genoma han
demostrado ser capaces de detectar estas alteraciones en el ADN circulante en sangre
materna. La sensibilidad de estas metodologias para la deteccién de CNVs varia en
funcién del tamafio de las CNVs, siendo del 41-72% para CNVs < 7-10 Mb (46,50,51) y
del 85-97% para CNVs >7-10 Mb (46,52,53). El VPP para estas alteraciones es del 18-42%
en poblacidn obstétrica general, dada la baja prevalencia de estas anomalias (54,55), y
del 60-96% en poblacién obstétrica de alto riesgo seleccionada entre la que se
encuentran un numero elevado de gestantes con alteraciones ecograficas (49,53).
Puesto que el ADN circulante es mayoritariamente materno, estas CNVs también han
sido detectadas en las gestantes, y en ocasiones, pueden tener repercusién sobre el

feto cuando las ha heredado (56).

La prevalencia de estas alteraciones en recién nacidos vivos no estd bien establecida pero
se estima inferior a 1/1000 (3,57). Puesto que no tienen relacién con la edad materna ni con
los CC1T de riesgo (58), su prevalencia en poblacién obstétrica general sin alteraciones
ecograficas es la misma que en recién nacidos vivos como han demostrado Martin et al. (55).
La prevalencia estimada en series prenatales en un 0,3-2,1%, es debida a que los estudios se
realizaron en poblaciones de gestantes con alto riesgo de aneuploidias entre las que habia un

elevado numero de ellas con alteraciones ecograficas (58,59).

b) La secuenciacién masiva del genoma completo en el ADN circulante también ha
demostrado ser capaz de detectar anomalias cromosémicas raras como son las
alteraciones estructurales fetales desequilibradas y los mosaicismos de aneuploidias
fetales, maternas y/o placentarias, distintas de las cominmente estudiadas (21, 18, 13,
X e Y). Un estudio reciente detecta en poblacién de riesgo de aneuploidias en las que
se habia realizado un ADNf para estudio de las aneuploidias mas comunes, un 1,6% de

alteraciones raras. De ellas el 25% eran de origen fetal, el 55% de origen placentario, y
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el 2% de origen materno, dando una prevalencia del 0,3%, 0,9% y 0,04%
respectivamente (60). Otros autores describen un 0,3-0,4% de trisomias autosédmicas
raras, en poblacién obstétrica general, de origen fetal y/o placentario detectadas en
ADNf libre circulante. Entre ellas destacan las trisomias de los pares 2, 7,9, 15, 16 y 22,
con frecuencia asociadas a mosaicismos placentarios (61,62). Estos autores encuentran
la asociacién de estas alteraciones detectadas no sélo con patologia cromosémica fetal
sino también con alteraciones placentarias que pueden dan lugar a placentas
insuficientes y malformaciones fetales e indican que su andlisis supondria un aumento

de un 1,1% en pruebas invasivas (60).

Todas estas alteraciones cromosémicas pueden ser consideradas hallazgos inesperados
en el contexto del cribado de las aneuploidias mas frecuentes. No cumplen criterios de
prevalencia para ser utilizadas como cribado en la poblacién general y su VPP es bajo, con una
tasa elevada de falsos positivos que podrian aumentar la tasa de pruebas invasivas a realizar
en el contexto del cribados de aneuploidias. Hasta el momento, las sociedades internacionales
de genetistas no han recomendado su uso puesto que se necesita la validacién clinica en la
deteccién de estas alteraciones. Sin embargo, han recomendado que las gestantes sean
informadas de su existencia, puesto que estdn disponibles en muchos laboratorios
proveedores. Tratan de preservar el principio de autonomia de las gestantes e insisten en la
necesidad de asesoramiento, puesto que si las gestantes desean descartar estas alteraciones de
baja prevalencia, actualmente es mds eficiente hacerlo en una muestra obtenida tras prueba

invasiva (18,17).

No obstante, no podemos evitar, si utilizamos secuenciacién masiva de genoma
completo para el cribado de las aneuploidias mds frecuentes, la aparicién de estos hallazgos
inesperados. De ahi la importancia del asesoramiento genético pre-test, en el que se ha de
informar de todos los posibles hallazgos inesperados y sus repercusiones clinicas tanto

maternas como fetales.

El asesoramiento para la realizacién del test de ADNf como cribado de aneuploidias

debe incluir:

e que larealizacién del test de ADNf es voluntaria, explicando las caracteristicas clinicas
de las alteraciones cromosdémicas a estudiar. Se debe ofrecer también una prueba
invasiva diagndstica explicando las ventajas y las limitaciones de ambas en la

deteccidén de cromosomopatias.
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e que el ADNf es una prueba de cribado, y todos los test positivos han de ser

confirmados en prueba invasiva.
e los falsos negativos, falsos positivos y valores predictivos del test de ADNf.

e las limitaciones del test de ADNT, entre las que se incluyen los casos no informativos y

sus causas.
e laposibilidad de encontrar hallazgos inesperados maternos, fetales y placentarios.

e el consentimiento informado debe contemplar el derecho a “no saber”, por lo que se
deberfa dar esa opcidén para el sexo fetal, las aneuploidias de los cromosomas sexuales

y los hallazgos inesperados.

1.2. Indicaciones a Diagndstico Genético Prenatal

1.2.1. Edad materna avanzada (EMA)

Las gestantes con una edad = a 35 afios tienen mds riesgo de tener hijos afectos de
aneuploidfa (63). Sin embargo, la edad materna tiene una sensibilidad muy baja como cribado
y es sbélo un factor de riesgo a priori que ya se tiene en cuenta al calcular los riesgos
individuales para cada gestante en los diferentes cribados prenatales. En 2007, el Colegio
Americano de Obstetricia y Ginecologia (64) recomendé no ofrecer pruebas invasivas sélo por

EMA.

En 2017, la Sociedad Espafiola de Obstetricia y Ginecologia (SEGO) sélo contempla esta
indicacién como estrategia de rescate ante una gestante cuyo riesgo a priori de aneuploidia
por edad sea = 1/270 (riesgo de T21 por edad materna al parto), y no disponga de ningtin
cribado (21). Estas recomendaciones también aclaran que la ansiedad materna, o peticién
propia de la gestante, no son una indicacién a prueba invasiva, puesto que dichas pruebas
diagndsticas sdlo estdn recomendadas en las gestantes de riesgo identificadas por los diversos

cribados existentes.

1.2.2. Anomalias y marcadores ecograficos

Las anomalfas estructurales fetales aparecen en un 2-3% de las gestaciones por lo que el
control ecogrifico a lo largo de toda la gestacién es parte imprescindible del diagndstico y el

cuidado prenatal (65). La ecografia durante el primer y segundo trimestre de gestacién es
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particularmente importante para descartar tanto malformaciones estructurales fetales como
para reevaluar el riesgo de cromosomopatia fetal (10,11,66,67). Los marcadores ecogréficos
son hallazgos que pueden representar variantes anatémicas normales y no tienen porqué
constituir una malformacién, pero estdn asociados a un mayor riesgo de alteracién
cromosémica fetal. La deteccién de estas anomalias y marcadores permiten seleccionar a las
gestantes en riesgo de cromosomopatia, y dar a los progenitores la oportunidad de conocer su

etiologfa, prondstico, viabilidad y tomar decisiones informadas.

Las anomalias estructurales fetales son siempre una indicacién a diagndstico prenatal
invasivo. Sin embargo, los marcadores no siempre lo son y se suelen utilizar en el contexto de

los cribados de cromosomopatias.

1.2.2.1. Marcadores ecogréaficos de primer trimestre

La incorporacién de la medida de la TN como marcador principal de cromosomopatia
fetal ha sido un factor fundamental en el desarrollo de la ecografia del primer trimestre,
permitiendo el desarrollo del diagndstico prenatal temprano. Ello, junto a los avances
tecnoldgicos, ha potenciado el desarrollo de numerosos marcadores durante este trimestre de
gestacidn, tanto para la deteccién de anomalias fetales como para el control de otras posibles

complicaciones de la gestacién.

El principal marcador ecografico asociado a cromosomopatia, la TN, fue introducido en
primer trimestre de gestacién por Kypros Nicolaides en el afio 1992 (9). La TN es la medida del
grosor de la zona eco-negativa en la zona posterior de la nuca del feto debida a la acumulacién
de liquido en el tejido subcutdneo fetal (figura 1.2). Su medida se valora en funcién de la
longitud céfalo caudal (LCC) fetal en cada semana de gestacién, y se considera patoldgica
cuando es superior al percentil 99 (p99). Cuando la coleccién de liquido es mds elevada y se
encuentra septada se denomina higroma quistico. Entre las causas de su elevacién se barajan
el fallo cardiaco, las alteraciones de la composicién de la matriz extracelular, las alteraciones
del desarrollo del sistema linfatico, la anemia, las alteraciones neuromusculares y la
hipoproteinemia (12, 68). Su medicién 6ptima es en la 11-12 semana de gestacién, y debe ser
realizada por ecografistas expertos en medicina fetal siguiendo las pautas de la Fundacién de
Medicina Fetal del Reino Unido (www.fetalmedicine.com). Su elevacién (mayor de 3,5 mm o
en percentil 99) se relacioné fundamentalmente con la T21, pero también puede encontrarse
en otras cromosomopatias como son la T18, la T13, la monosomia del X, la triploidia, otras
anomalfas cromosémicas raras y sindromes genéticos (10,12). Ademds, puede ser el primer

signo de una posible malformacién congénita, principalmente cardiopatia, y estd también
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relacionada con peor prondstico perinatal (68-70). Su relacién con la cardiopatia hace que
ante una TN aumentada con cariotipo fetal normal se recomiende una ecografia morfolégica

precoz (16 semanas) para valoracién cardiaca fetal.

En el 33-38% de las gestaciones con una TN en p99 o = a 3,5mm se detectan anomalias
cromosdmicas visibles en cariotipo convencional (71,72), por tanto, dada su asociacién con

cromosomopatias (12) este marcador se considera indicacién a diagndstico prenatal invasivo.

Figura 1.2. Imagen de la medida de una TN en p99 (= 3,5 mm) durante el primer
trimestre de gestacién.

1.2.3. Cribado combinado de primer trimestre (CC1T)

Puesto que el diagndstico prenatal ha de ser precoz, los marcadores bioquimicos mas
utilizados son los del primer trimestre. La proteina plasmdtica A asociada al embarazo (PAPP-
A) y la fraccién B libre de la gonadotropina coriénica humana (fBHGC) han demostrado ser
eficaces en la deteccién de aneuploidias en el primer trimestre. La combinacién de estos
marcadores bioquimicos con la edad materna y la medida de la TN ajustada en funcién de la

LCC, dan lugar al CC1T.

La combinacién de todos estos pardmetros a través de algoritmos matematicos basados
en funciones de distribucién de Gauss, nos dan el riesgo individual de cada gestante para T21,
T18 y T13 modificando su riesgo a priori por la edad (73). Los marcadores bioquimicos pueden
verse afectados también por otros factores como son la gemelaridad, el peso materno, la etnia,
la diabetes, el tabaquismo y las gestaciones conseguidas mediante reproduccién asistida. Los

algoritmos matematicos contemplan correcciones para todas ellas.
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Los puntos de corte de riesgo son en general, 1/250, 1/270 6 1/300 que son los riesgos a
priori de una gestante de 35 afios para T21 en la semanas 12, 16 y 20 de gestacién
respectivamente (12). El punto de corte de riesgo mds utilizado es el 1/270 pero existen
variaciones entre los distintos centros. A las gestantes con un riesgo mayor o igual al punto de
corte elegido se les considera en riesgo de aneuploidia. En general, un punto de corte de
riesgo = 1/10 6 1/50 es considerado alto riesgo, mientras que los puntos de corte de 1/11 a

1/270-1/300, y 1/51 a 1/270-300 son considerados riesgos intermedios.

Los distintos patrones de aumento o disminucién de la concentracién sérica de los
marcadores bioquimicos del CC1T y de la TN en los casos de T21, T18, y T13, as{ como en otras
anomalias cromosdmicas, afectan a los riesgos proporcionados por el CCIT permitiendo la
seleccién de las gestantes en riesgo de cromosomopatia. La adiccién de otros marcadores
ecograficos menores puede aumentar la sensibilidad de este cribado por encima del 93% (tabla
1.1). La tabla 1.6 muestra los patrones séricos y ecograficos en las gestaciones euploides y

aquellas con T21, T18 y T13 (10).

Euploidia T21 T18 T13
Media de TN, mm 2 3,4 5,5 4
Media de fBHCG, MoM 1 2 0,2 0,5
Media de PAPP-A, MoM 1 0,5 0,2 0,3
Ausencia de hueso nasal, % 2,5 60 53 45
Regurgitacién tricuspidea, % 1 55 33 30
Dusctus venoso reverso, % 3 66 58 55

Tabla 1.6. Patrones séricos y ecograficos en gestaciones euploides, T21, T18 y
T13. TN: translucencia nucal; fBHCG: fraccién libre B de la gonadotropina coriénica
humana; PAPP-A: proteina plasmaética A asociada al embarazo; MoM: multiplos de
mediana. Modificado de Nicolaides KH, 2011(10)

El CC1T se puede realizar entre la 9-13,6 semana de gestacidn, siendo dptimo en la 11
semana (11). Puede realizarse la medida de la TN y la extraccién para la bioquimica en el
mismo dia o bien en dfas distintos. En este ultimo caso la bioquimica se realiza entre la 9-11
semana y la medida de la TN entre la 11-12 semana de gestacién, puesto que son los momentos
de mayor sensibilidad para cada uno de los marcadores (10,21,74,75). Dado que este cribado se
realiza en semanas tempranas de la gestacién permite, en caso de riesgo en el mismo, la
realizacién de una técnica invasiva temprana, como es la biopsia corial, para la realizacién de

un estudio genético fetal (76).

Su sensibilidad global para la deteccién de T21 es del 80-95% para una TFP del 5% (tabla

1.1), siendo, dentro de este rango, més elevada en las gestaciones con EMA (74). En las
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gestaciones multiples su sensibilidad es menor (83-86%) con una TFP mds elevada (7,4-10%)

(77,78).

Hasta la introduccién del ADNf como cribado de aneuploidias fetales, todas las gestantes
con CC1T de riesgo tenfan indicacién de diagndstico prenatal invasivo. Tras su introduccin,
es posible seleccionar las gestaciones donde la probabilidad de cromosomopatia es menor

para poder ofertar a las gestantes un test de ADNf como alternativa a la prueba invasiva

1.2.4. Antecedentes personales y familiares

Los progenitores con historia familiar o personal de alteraciones de origen cromosémico
0 génico tienen, al menos, indicacién de asesoramiento genético prenatal. En funcién de la
alteracidén genética, de la historia clinica y drbol genealdgico personal y/o familiar, de los
estudios genéticos familiares previos y de los resultados de los cribados prenatales, tendran o

no indicacién a un diagndstico prenatal invasivo.

Entre los antecedentes personales en las gestaciones en riesgo de cromosomopatia se

encuentran:

a) Las parejas portadoras de reordenamientos cromosémicos, las cuales pueden dar
lugar a la formacién de gametos desequilibrados durante la segregacién meidtica y
por tanto, tienen mds riesgo de abortos de repeticién y/o hijos con cromosomopatias
(79). Por ello, a estas parejas se les debe estudiar para conocer el origen de novo o

heredado de la alteracién y poder realizar asesoramiento genético.

b) Hijo o feto anterior con aneuploidia. Cuando la alteracién es de novo, las gestantes
tienen un riesgo de repeticién que se estima el doble del correspondiente a su edad
(80). Aunque el origen de las aneuploidias es principalmente la EMA, los progenitores
también podrian ser portadores de mosaicismos en la linea germinal o de mosaicismos

constitucionales de bajo grado, y requerir de estudio y asesoramiento genético.

c) Hijo o feto anterior con cromosomopatl’a estructural de novo, en los que es necesario
descartar un mosaicismo de linea germinal en los progenitores y realizar estudio

genético y asesoramiento ante una nueva gestacion.

Los progenitores con enfermedades genéticas de origen génico no son objeto de este
estudio, pero debemos sefialar que deben ser enviados a la consulta de asesoramiento para
valoracién clinica y en caso necesario, poder ofrecerles un diagndstico genético prenatal

invasivo.
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1.3. Asesoramiento genético prenatal

El asesoramiento o consejo genético es un proceso de comunicacién que, tras una
anamnesis y valoracidn clinica, incluye el diagndstico, los riesgos asociados a la aparicién de la
enfermedad genética en un individuo y/o en una familia, la posibilidad de prevenirla y la
posibilidad de tratarla o paliarla. Su objetivo es ayudar a comprender y a adaptarse a una
condicidén genética determinada tratando durante el proceso cuestiones médicas, genéticas y
psicoldgicas. Es una prestacién del Sistema Nacional de Salud, que debe ser realizada por

facultativos expertos y que estd ligada al diagnéstico genético (Orden SSI/2065/2014).
El asesoramiento genético prenatal presenta caracteristicas especiales, como son:
1. Laansiedad de las gestantes ante la posibilidad de un hijo afecto.

2. Los plazos legales a cumplir, puesto que la Ley Orgédnica 2/2010, de 3 de marzo, de
salud sexual y reproductiva (BOE-A-2010-3514), contempla la interrupcién legal del

embarazo (ILE) antes de la 22 semanas de gestacién por defectos congénitos.
3. Las limitaciones de las exploraciones ecograficas en el seguimiento.

4. Lanecesidad, en ocasiones, de una prueba invasiva con riesgo de pérdida fetal para el

diagndstico.
5. Las limitaciones de los estudios genéticos.

El asesoramiento genético debe ser siempre “no directivo”, y la gestante debe disponer
de toda la informacién que le permita elegir libremente entre las opciones disponibles dadas
las implicaciones sociales, éticas y legales asociadas a este diagndstico. Es un proceso que debe
basarse en los principios bioéticos de Autonomia, Beneficencia, No Maleficiencia y Justicia,
para resolver los problemas que pudieran surgir en el manejo de las gestantes y dar una

asistencia de calidad.

Este proceso de asesoramiento consta principalmente de dos fases:

1.3.1. Asesoramiento genético pre-test

Durante la consulta de asesoramiento pre-test se realiza la valoracién clinica individual,
la anamnesis y un arbol genealdgico que recoge todos los antecedentes personales y familiares
de ambos progenitores. Se informa a la gestante de todas las opciones de diagndstico y/o

cribado con los beneficios, riesgos y limitaciones de cada una de ellas. Dada la ansiedad que
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produce el diagndstico prenatal en las gestantes en riesgo, se les informa del proceso

completo que se seguird hasta el diagnéstico incluyendo el tiempo que llevara cada estudio y

los plazos en los que se les ird informando de los resultados.

Entre las opciones de las que se informa en esta consulta estdn:

a)

b)

c)

El seguimiento ecografico, puesto que hay gestantes que no desean realizarse ningin

tipo de test.

El ADNf como opcién no invasiva de cribado, esté o no disponible en el centro, puesto
que hay gestantes que no desean realizarse ningtn tipo de técnica invasiva con riesgo
de pérdida fetal, y sélo desean otro cribado mas sensible de las aneuploidias mas

frecuentes para prepararse para el posible nacimiento de un hijo afecto.

Las técnicas invasivas obstétricas, que proporcionan la muestra fetal para realizar el
diagndstico genético. Estas técnicas tienen un riesgo de pérdida fetal del 0,1-1%
(81,82) y, por tanto, han de ser llevadas a cabo por ecografistas expertos acreditados
por la Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia, la cual sigue los criterios de la
Fundacién de Medicina Fetal de Reino Unido (www.fetalmedicine.com). Las técnicas

invasivas realizadas bajo control ecografico son:

cl) La biopsia corial, realizada entre las 11-13,6 semanas de gestacién, via
transcervical o transabdominal, para la obtencién de muestra de vellosidad
corial. Tiene como gran ventaja ser precoz permitiendo, por tanto, un
diagndstico temprano, ademds de proporcionar una elevada concentracién de
ADN fetal en la muestra para los estudios genéticos directos. Sin embargo,
presenta como inconvenientes ser peor muestra para los cultivos celulares con
mas fallos de cultivo y obtencién de cariotipos de baja resolucién, la
contaminacién materna de la muestra, y que en un 2-3% de los casos da
resultados de dificil interpretacién debido a los mosaicismos placentarios que en
ocasiones requieren de una segunda técnica invasiva para el diagndstico final

(83) (figura 1.3).

c2) La amniocentesis, realizada a partir de la 15 semana de gestacién hasta el final
del embarazo por puncién transabdominal, para la obtencién de muestra de
liquido amnidtico. Su desventaja es ser mds tardia dando un resultado en el
segundo trimestre de gestacidn, y tener una menor concentracién de ADN fetal
en la muestra para estudios genéticos directos. Su ventaja es ser mejor muestra

para los cultivos celulares con muy pocos fallos de los mismos, presentar
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c3)

contaminacién materna en menos del 0,2% de los casos, y ser un reflejo mas fiel
del estado cromosdémico fetal. Las células contenidas en el liquido amnidtico son
fundamentalmente fibroblastos fetales derivados de la piel, células epitelioides
de la orina y amniocitos de la membranas ovulares y trofoblasto, lo que las
convierte en la opcién elegida para diagndstico ante la aparicién de un

mosaicismo placentario tras biopsia corial (figura 1.3).

Cordocentesis o funiculocentesis, que se realiza a partir de la 20 semana de
gestacidn. Esta técnica es actualmente muy poco utilizada puesto que tiene un
riesgo de pérdida fetal y de complicaciones materno-fetales elevado (84). Se
utilizé para la obtencién de un cariotipo fetal rdpido tras cultivo de 72 horas en
sangre fetal ante los plazos legales de interrupcién. En la actualidad sélo se

utiliza para el estudio de algunos mosaicismos de liquido amniético.

Amniccentesis | Transcervical Chorionic
-

, Villus Sampling
& Ukrazound 2 / Ultrasound
Beman kakic: Flald— =

Trarsdear Catheter [ Transducer
taking tissue
samples

Figura 1.3. Esquema de amniocentesis y biopsia corial. Imdgenes tomadas de: https://
www.hopkinsmedicine.org/health/wellness-and-prevention/common-tests-during-
pregnancy

Durante la consulta de asesoramiento pre-test se explican los estudios a realizar con las

muestras obtenidas:

a) prueba répida para el estudio de las aneuploidias més frecuentes de la que se informa

b)

c)

en 24-48 horas.

cariotipo fetal tras cultivo celular de la muestra, para confirmacién del resultado de la
prueba rdpida o para diagndstico de otras alteraciones menos comunes, con un

tiempo medio para su obtencién de 15-20 dias.

posibilidad de realizaciéon de otros estudios para descartar sindromes de
microdelecién como el MLPA y el array-CGH. Durante el periodo del estudio estas

pruebas sélo se realizaban en las gestaciones con alto riesgo y en aquellas con
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alteracién ecografica, siguiendo las recomendaciones de la Asociacién Espafiola de
Diagnéstico Prenatal (AEDP), la Asociacién Espafiola de Genética Humana (AEGH) y la
Sociedad Espafiola de Genética Clinica y Dismorfologia (SEGCD) (85). Sin embargo,
actualmente, se realizan en todas las muestras obtenidas con independencia de sus
riesgos e indicacién, con el fin de descartar todos los sindromes posibles dado el tipo

de muestra obtenida y la baja resolucién de los cariotipos.

Tras toda la informacidn recibida y contestadas todas las dudas a las gestantes se recoge

el consentimiento informado de forma oral y escrita.

1.3.2. Asesoramiento genético post-test

Tras la interpretacién de los resultados y el diagnéstico, los progenitores deben ser
informados de forma oral y escrita sobre el pronéstico fetal de forma objetiva y clara. Durante
este proceso de comunicacidn se les dan todas las opciones informadas disponibles, asi como
el tiempo que necesiten para tomar su decisién, pero siempre teniendo en cuenta los plazos
que marca la ley. La informacién debe ir siempre acompafiada de una estimacién de sus
riesgos de recurrencia y, en caso necesario, de la necesidad de estudios familiares. Se les
explica también de manera adaptada el origen de las anomalias cromosémicas intentando
evitar el sentimiento de culpa que a veces surge y las indicaciones a seguir en futuros
embarazos. En ocasiones, para la comprensién de la patologia por la gestante y/o para el
seguimiento del embarazo, se requiere de la intervencién de varios especialistas en funcién de
la cromosomopatia y/o de las anomalias ecogréficas. Por ello, los progenitores deben poder
consultar sobre la posible evolucién con cualquier otro especialista relacionado con la

patologia encontrada (ecografistas, obstetras, cardidlogos, pediatras, cirujanos, etc).

Ante un resultado de estudio genético normal, es importante que los progenitores
entiendan que sélo han sido descartadas las cromosomopatias estudiadas, no pudiéndose

establecer el prondstico para ninguna otra enfermedad, patologia o defecto.

Las futuras opciones reproductivas de estas parejas dependen del tipo de

cromosomopatia encontrada aunque de forma general serfan:
a) Enun embarazo en curso:
o un ADNf para las aneuploidias més comunes

o un diagnéstico prenatal invasivo.
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b) Técnicas de reproduccién asistida:
o Diagndstico genético preimplantacional
©  Donacién de gametos o embriones

c) Laadopcién

d) Laasuncién de un hijo afecto.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO

Las caracteristicas del cribado del ADN fetal libre circulante en sangre materna para la
deteccién de las aneuploidias mds frecuentes, hacen que sea la prueba mas idénea en las
gestaciones que tienen un cribado combinado de primer trimestre con riesgo intermedio
(1/51-1/300), y en aquellas que presentan algunos factores de riesgo mds elevados de
aneuploidia. Su introduccién como prueba de cribado contingente en estos grupos de
gestantes nos permitird disminuir el nimero de pruebas invasivas, evitando por ello pérdidas
fetales, y manteniendo la deteccién de las cromosomopatias con grave repercusién en el

fenotipo fetal.
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3. OBJETIVOS

Objetivo General:

Evaluacién de la efectividad de un nuevo protocolo de diagndstico genético en la
atencién prenatal de las gestantes en riesgo de cromosomopatia, en el que se incluye el
cribado de aneuploidias en el ADN fetal libre circulante en sangre materna como prueba

contingente, comparandolo con el protocolo de atencién anterior.
Objetivos Secundarios:

1. Establecer los grupos de riesgo de cromosomopatia dentro del cribado combinado de
primer trimestre, para la introduccién del cribado de aneuploidias en el ADN fetal

circulante en sangre materna como prueba contingente.

2. Establecer otras indicaciones para la introduccién del cribado de aneuploidias en el

ADN fetal circulante en sangre materna como prueba contingente.

3. Analizar el efecto de la implementacién del cribado de aneuploidias en el ADN fetal
circulante en sangre materna como prueba contingente, en la reduccién de pruebas

invasivas.

4, Analizar el efecto de la introduccién del cribado de aneuploidias en el ADN fetal

circulante en sangre materna como test contingente, en las pruebas genéticas totales.

5. Analizar la satisfaccién de la usuaria con el nuevo protocolo de atencién prenatal.
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4. POBLACION Y METODOS

4.1. POBLACION

El estudio consta de dos fases que corresponden a dos periodos diferentes.

4.1.1. Fase 1: Estudio observacional retrospectivo

4.1.1.1. Seleccién de la poblacién a estudio

Se analizaron los resultados del CC1T y los resultados de los cariotipos prenatales y
postnatales en una poblacién de 12327 gestantes del Area Sanitaria 7 de la Comunidad de
Madrid que acudieron al seguimiento de su embarazo al HCSC durante el periodo 2009-2014,

ambos inclusive.

Los criterios de inclusién fueron:

* Las gestantes que se habian realizado ecografia y CC1T durante el periodo 2009-2014.

* Las gestantes que sin CC1T acudieron a la consulta de asesoramiento genético

prenatal durante el periodo de octubre de 2013 a diciembre de 2014, ambos inclusive.

Los criterios de exclusidén fueron:

* Las gestantes sin CC1T durante el periodo de 2009 a septiembre de 2013.

* Las gestantes que sin indicacién de estudio genético habian presentado riesgo de
alteracion fetal por infeccién durante la gestacién (toxoplasmosis, citomegalovirus,

etc)

* Las pérdidas fetales espontdneas durante cualquier trimestre de la gestacién.

4.1.1.2. Datos registrados de las gestaciones seleccionadas

Al. Datos demogréficos y clinicos relacionados con el CC1T:

= Edad materna al parto
= [CCenmm

= TN en milimetros (mm)
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=  Marcadores bioquimicos del CC1T
» PAPP-A en mdltiplos de la mediana (MoM)
» F-BHCG en MoM

= Riesgoen el CC1T para T21

= Riesgoen el CC1T para T18

A2. Datos clinicos relacionados con las gestantes que acuden a la consulta de

asesoramiento genético prenatal:

* Indicacidn clinica

* TN en percentiles 97,5 y 99 (p97,5, p99) ajustados a la edad gestacional

siguiendo la escala de Borrell (87).
* Tipo de prueba invasiva
* Renuncia a prueba invasiva
* Resultados de prueba rapida con QF-PCR
* Resultados de cariotipo prenatal
* Resultados de MLPA y array-CGH
* Resultados de cariotipo postnatal

* Resultados de ADNf extraclinico (solicitado fuera del HCSC), del periodo de
octubre de 2013 a diciembre de 2014

4.1.2. Fase 2: Estudio observacional prospectivo

4.1.2.1. Seleccién de la poblacién a estudio

Se han seleccionado las 2386 gestantes del Area Sanitaria 7 de la Comunidad de Madrid
que han acudido al seguimiento de su embarazo al HCSC desde octubre de 2015 hasta

diciembre de 2016, ambos inclusive.

Los criterios de inclusién fueron:

= Las gestantes con ecografia y CC1T.
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= Las gestantes que acudieron a la consulta de Genética

Los criterios de exclusién fueron:

= Las gestantes sin CC1T y sin indicacién de estudio genético y/o asesoramiento.

= las gestantes que, sin indicacién de estudio genético, habian presentado
riesgo de alteracién fetal por infeccién durante la gestacién (toxoplasmosis,

citomegalovirus, etc)

= Las pérdidas fetales espontaneas durante cualquier trimestre de la gestacion.

4.1.2.2. Datos registrados de las gestaciones seleccionadas

Al. Datos demogréficos y clinicos relacionados con el CC1T:

= Edad materna al parto

= QOrigen

= LCCenmm

= TNenmm

= Marcadores bioquimicos del CC1T
» PAPP-A en MoM
» F-BHCG en MoM

* Riesgo en el CC1T para T21

* Riesgo en el CC1T para T18

A2. Datos clinicos relacionados con las gestantes que acuden a la consulta de

asesoramiento genético prenatal:

* Indicaciones clinicas.

* TN en percentiles 97,5 y 99 (p97,5, p99) ajustados a la edad gestacional

siguiendo la escala de Borrell et al. (86).
* Tipo de prueba invasiva

* Renuncias a prueba invasiva y a ADNf
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* Resultados de ADNf en el HCSC

* Resultados de ADNf extraclinico

* Resultados de prueba rapida con QF-PCR
* Resultados de cariotipo prenatal

* Resultados de MLPA y array-CGH

* Resultados de cariotipo postnatal

* Resultados al parto

Para valorar la efectividad del nuevo protocolo de atencién prenatal y realizar la
comparacién entre este periodo con el anterior se eligié un periodo de 15 meses del
retrospectivo y se comprobd que la muestra recogida para nuestra comparacién era
representativa de las 12327 gestantes con una confianza del 95% y una precisidn absoluta del

3%.

4.1.3. Criterios éticos y legales

Todas las gestantes y/o progenitores o tutores legales fueron informadas de las
caracteristicas de las pruebas invasivas y de sus riesgos asociados, asi como de todos los
estudios genéticos que se podian realizar para su caso concreto, y se realizé el proceso de

consentimiento informado oral y escrito tal y como lo requiere la Ley Bésica que regula la

Autonomia del Paciente y de Derecho y Obligaciones en materia de informacién y
documentacién clinica (Ley 41/2002, de 14 de noviembre,
https://www.boe.es/boe/dias/2002/11/15/) y la ley de Investigacién Biomédica (Ley 14/2007,
https://www.boe.es/boe/dias/2007/07/04/). Todos los datos analizados han sido tratados de
forma anonimizada. Todas las muestras obtenidas fueron eliminadas a los 3 meses de haber

finalizado el embarazo.

Este trabajo fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica del HCSC con el
c6digo interno 18/054-E_Tesis. En el anexo 1 se adjuntan los consentimientos y en el anexo 2

la aprobacién del Comité.
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4.2. METODOS

4.2.1. Seguimiento clinico de las gestantes

El seguimiento clinico de las gestantes en ambas fases del estudio fue realizado por la
Unidad Funcional Prenatal del HCSC que incluye al Servicio de Obstetricia y Ginecologia, a la
Seccién de Cribado Prenatal y la Seccién de Genética Clinica, Citogenética y Genética

Molecular del Servicio de Anélisis Clinicos.

4.2.1.1. El Control Clinico de la gestacién fue llevado a cabo en las consultas de
Obstetricia, desde donde todas las gestantes fueron remitidas para la realizacién de la
ecograffa de primer trimestre y CC1T en el mismo dia, y en el caso de cumplir alguna
indicacién para asesoramiento genético, a la consulta de Diagndstico Prenatal de la Seccién de

Genética Clinica.

4.2.1.2. Los Seguimientos Ecograficos fueron realizados en la Unidad de Ecograffa
Prenatal a lo largo de toda la gestacién para el control y diagndstico de patologia fetal, y
fueron realizados por ecografistas expertos acreditados siguiendo la gufa de la Fundacién de
Medicina Fetal (www.fetalmedicine.com). Durante el primer trimestre la ecografia fue
realizada entre las semanas 11-13,6 de gestacién para medir la LCC y la TN, y descartar
marcadores ecograficos mayores y menores de primer trimestre. Asi mismo fueron realizados
todos los controles ecograficos necesarios durante la gestacién recomendados por la Sociedad
Espafiola de Ginecologfa y Obstetricia (21,66,67). Durante toda la gestacién, cuando las
gestantes cumplian criterios para asesoramiento genético, fueron remitidas a la consulta de

Genética Clinica Prenatal.

4.2.1.3. La Consulta de Cribado se realizé en la seccién de Cribado Prenatal donde las
gestantes fueron informadas del CC1T antes de realizar dicha prueba. Aquellas gestantes con

CC1T de riesgo para T21 y/o T18 fueron remitidas a la consulta de Genética Clinica Prenatal.

4.2.1.4. El Asesoramiento Genético fue realizado en la consulta de Diagnéstico

Prenatal de la Seccién de Genética Clinica mediante una consulta pre-test y otra post-test:

A) Asesoramiento pre-test: en el que se realiz una historia clinica y drbol genealdgico,

se informé de los tipos de estudios prenatales, sus ventajas y sus limitaciones, y se

valoré individualmente los riesgos/beneficios de las pruebas diagnésticas o de cribado
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existentes en diagndstico prenatal. Las gestantes aceptaron o rechazaron las pruebas

mediante un proceso de consentimiento informado.

B) Asesoramiento post-test: donde se informé a las gestantes de los resultados y se

realizé asesoramiento reproductivo individual /familiar tanto oral como escrito.

4.2.2. Pruebas y Estudios realizados

4.2.2.1. Para el CC1T se extrajo una muestra de sangre periférica en la que se realizé un
andlisis bioquimico para medir los niveles en suero de la PAPP-A y de la f-BHCG. El CC1T dio el
riesgo individual para T21 y la T18 teniendo en cuenta la edad de la gestante en el momento
del parto, y los marcadores bioquimicos y la TN ajustados a la edad gestacional. También se
aplicaron otros datos demograficos de correccién que podian influir en el célculo del riesgo
como el peso, el hdbito tabdquico y la diabetes. El programa informatico utilizado para dicho

calculo fue el SsdwLab V. 5.0. © SBP Software CB. 33 (Gerona. Espafia).

A las gestantes con embarazo mdltiple durante el periodo prospectivo se les realizé la
ecografia de primer trimestre pero no los marcadores bioquimicos ni el CC1T. A las gestantes

que se encontraban de mds de 14 semanas de gestacidn no se les realizé el CC1T.

4.2.2.2. Las Técnicas Invasivas, biopsia corial y amniocentesis, fueron realizadas en la
Unidad de Ecografia Prenatal del HCSC por ecografistas expertos en Medicina Perinatal. Las

biopsias coriales fueron realizadas via transcervical entre las semanas 11-13,6 de gestacién.

Las amniocentesis fueron realizadas a partir de la 15 semana de gestacién por puncién

transabdominal.

4.2.2.3. Los Estudios Genéticos se llevaron a cabo en muestras fetales de vellosidad
corial y/o liquido amnidtico obtenidas tras la prueba invasiva. En todos los estudios de
vellosidad corial, y en aquellos de liquido amnidtico en que fue necesario, se extrajo una

muestra de sangre periférica de la gestante para descartar la contaminacién materna de la

muestra fetal. En aquellos casos en que se considerd necesario se obtuvo muestra de sangre

periférica del padre y/o de los neonatos.

4.2.2.3.1. Estudios realizados en la Seccién de Genética Clinica, Citogenética y
Genética Molecular del HCSC.

Al. Estudios citogenéticos, realizados tras cultivo celular de amniocitos/fibroblastos

fetales del liquido amniético, de las vellosidades coriales o de sangre periférica para la

76



Maria Carmen Cotarelo Pérez

obtencién de cromosomas en metafase con los métodos, medios y sacrificios estdndar para las

diferentes muestras. Los estudios citogenéticos han sido:

a. Cariotipo, mediante técnica de bandeo cromosémico con bandas G para la
identificacién de los cromosomas metafésicos y estudio con microscopia Sptica (Nikon E-400,
Izasa) y captura de imdgenes (Ikaros, Izasa). Este estudio fue realizado tanto en muestras
fetales, como en muestras de sangre periférica bien de progenitores en riesgo de ser
portadores de anomalias cromosémicas, bien de neonatos en los que la exploracién clinica

sugirié la presencia de un sindrome cromosémico.

Los neonatos sin fenotipo sindrémico u otro signo clinico en los que no fue necesario

realizar un cariotipo fueron considerados normales.

Las anomalfas cromosdémicas se clasificaron como desequilibradas y equilibradas. Se
consideraron desequilibradas cuando podian tener repercusién sobre el fenotipo fetal e
inclufan tanto anomalias numéricas como estructurales. Las alteraciones desequilibradas
consideradas comunes fueron la T21, T18, T13, ACSs y las triploidias. Las demds fueron
consideradas poco comunes o raras. Las anomalfas equilibradas heredadas de los progenitores
y las variantes poblacionales sin repercusién en el fenotipo fetal no fueron consideradas en el

estudio para la elaboracién del protocolo y se han clasificado como cariotipo normal.
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Figura 4.1. Cariotipo masculino con trisomfa 21. Compatible con sindrome de Down
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b. Hibridacién in situ fluorescente (FISH), realizada tras cultivo celular en cromosomas

en metafase o en directo sobre nudcleos interfédsicos, mediante sondas de ADN marcadas con
fluorocromos (Vysis, Abbot Molecular) que permitieron la identificacién de regiones
cromosémicas cripticas especificas en las muestras fetales en que fue necesario estudiar

mosaicismos cromosémicos o reordenamientos cripticos.

Los cultivos celulares y los estudios fueron realizados siguiendo las recomendaciones y
protocolos de la European Cytogeneticists Association, Cytogenetic Guidelines and Quality Assurance,
ECA (https://www.e-c-a.eu/en/GUIDELINES.html) (87) y las férmulas cromosémicas han sido

descritas de acuerdo al International System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN, 2016).

LSI 13/21 CEP 18/X/Y

Cr. 13 en verde # Cri18enazul

Cr. 21 enrojo

CrYenrojo

Cr Xen verde

Figura 4.2. FISH en interfases (ntcleos) compatible con triploidia (69,XXY). 3 sefiales
para las sondas de los cromosomas 21, 18 y 13; 2 sefiales para el cromosoma X y 1 para
el cromosoma Y.

A2. Estudios moleculares, realizados tras la tras extraccién de ADN fetal en liquido
amnidtico (Magnapure, Roche) o en vellosidad corial (EZ1BioRobot, Qiagen). Dichos estudios

fueron:

a. La prueba para la deteccién rdpida de las aneuploidias fetales mas frecuentes que
incluye las que afectan a los cromosomas 21, 13, 18, X e Y. Esta prueba se realizé mediante
técnica de reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa fluorescente o QF-PCR
(Quantitative Fluorescence-Polymerase Chain Reaction, Devyser Compact v3). Este estudio se realizd
en las muestras fetales obtenidas de todas las gestantes en riesgo de cromosomopatia (figura

4.3).

b. Estudio de las regiones subteloméricas v sindromes de microdelecién mediante

técnica de MLPA (multiplex ligation dependent probe amplification techniques, SALSA P036, P070,
P245, MRC Holland). Este estudio se realiz6 en las muestras fetales de todas las gestantes

consideradas de alto riesgo en el CC1T (>1/50) para T21 y/o T18 y en aquellas con TN en p99
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que se realizaron prueba invasiva, tras un resultado de QF-PCR para las aneuploidias fetales

mads frecuentes normal, con el fin de descartar reordenamientos cromosémicos cripticos.

Las técnicas utilizadas para los estudios moleculares, asi como su capacidad para detectar
alteraciones y los informes realizados, fueron validadas siguiendo el control de calidad

externo EMQN (European Molecular Genetics Quality Network, htth://www.emgn.org).

___ 4§ . 1l | I [l L

Figura 4.3. Resultado de QF-PCR de varén normal para los cromosomas 21, 18 y 13.

4.2.2.3.2. Estudios enviados a otras unidades o laboratorios de Genética distintos
de la Seccién de Genética Clinica del HCSC.

Al. Estudios de array-CGH, para la deteccién de CNVs asociadas a sindromes clinicos,
con una resolucién de 60.000 oligonucledtidos (60K) distribuidos a lo largo del genoma con
una resolucién de 250Kb que es la recomendada para el estudio prenatal
(KaryoNIM®60Kprenatal, NimGenetics). Se realizaron en la muestras fetales de todas aquellas
gestantes que se realizaron prueba invasiva por alteraciones ecograficas de 2° trimestre ante

la presencia de un resultado de QF-PCR para las aneuploidias fetales mas frecuentes normal.

A2. Cribado de aneuploidias fetales en el ADNf libre circulante en sangre materna,
para la T21, T18 y T13 se realizd en dos laboratorios externos a partir de muestra de plasma
materno, mediante técnica de secuenciacién masiva de genoma completo del ADNf circulante
en sangre materna (test NACE, Igenomix; test TRISONIM, NimGenetics). Ambos laboratorios
realizan los estudios en Espafia mejorando asi la estabilidad y trazabilidad de la muestra y
utilizan algoritmos bioinformdticos patentados internacionalmente para el calculo de riesgo
de T13, T18 y T21 con tasas de sensibilidad y especificidad muy elevadas. Los estudios se han
enviado alternando sucesivamente los laboratorios externos sin contemplar el tipo de

indicacién para el mismo. Las muestras de sangre periférica de las gestantes se extrajeron en
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tubos especiales (tubos Streck) y se enviaron para su estudio el mismo dia de la consulta de

genética. Las gestantes en las que se indicé este estudio se encuentran en el apartado 3.3.3.

4.2.2.3.3. Pruebas genéticas prenatales
Como parte de la valoracién del nuevo protocolo prenatal se consideraron como pruebas
genéticas prenatales:

e El ADNYT, solicitado en el HCSC o fuera del mismo (extraclinico).

* La pruebas invasivas, incluyendo en ellas la realizacidn de la técnica invasiva y todos

los estudios genéticos de las muestras obtenidas.

4.2.3. Indicaciones a la consulta de Asesoramiento Prenatal

4.2.3.1. Indicaciones a prueba invasiva

En ambas fases del estudio las gestantes que cumplian alguna de las indicaciones que se
enumeran a continuacién fueron remitidas a la consulta de Genética Prenatal y se les dio
asesoramiento ofreciéndose una prueba invasiva en funcién de la semana de gestacién y las

caracteristicas clinicas de cada gestante.

A. Cribado Combinado de Primer Trimestre (CC1T) de riesgo

Las gestantes con un riesgo en el CC1T mayor o igual a 1/300 para T21 y/o T18 fueron

consideradas en riesgo de aneuploidia:
e Las gestantes con un riesgo mayor o igual a 1/50 fueron consideradas de alto riesgo.

e Las gestantes con un riesgo entre 1/51-1/300 fueron consideradas de riesgo

intermedio.

Las gestantes con un riesgo en el CCIT menor de 1/300 para T21 y T18 fueron

consideradas con bajo riesgo de aneuploidia.

B. Edad Materna Avanzada (EMA)

Durante la fase 1 retrospectiva del estudio todas las gestantes con edad mayor o igual a 35
afios fueron remitidas a la consulta de asesoramiento tuvieran o no CC1T y con independencia

del resultado del mismo.
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Durante la fase 2 prospectiva del estudio se realizé un cambio en el protocolo de atencién
prenatal y sélo fueron remitidas a la consulta las gestantes con edad mayor o igual a 35 afios
en las que no se realizé CC1T, lo que incluye las gestantes con embarazo gemelar con ovocitos
propios. Las gestantes con esta edad, que a pesar de tener un CC1T de bajo riesgo solicitaron

acudir a la consulta, fueron consideradas en la indicacién a peticién propia.

C. Anomalias Ecogrificas

Todas las anomalias ecograficas, en cualquier trimestre de la gestacidn, fueron remitidas
a consulta, y se clasificaron, en alteraciones del primero, segundo o tercer trimestre, segtn la
etapa de la gestacién en la que se diagnosticaron. La TN, principal marcador de riesgo de
cromosomopatia en el primer trimestre de gestacidn, fue tratada en los diferentes grupos de
riesgo del CC1T en percentiles segin la escala de Borrell (88). Se considerd criterio de técnica
invasiva aquellas gestantes que presentaban una TN mayor o igual a p99 con una medida de
3,5 mm o superior, independientemente del resultado del CC1T. Las gestantes que tuvieron
una TN mayor o igual a p99 sin otra anomalfa ecografica fueron clasificadas en los distintos
grupos de riesgo en el CC1T, y aquellas sin cribado se clasificaron como anomalfas ecograficas
del primer trimestre. La TN en p97,5 no se consideré anomalia ecografica de primer trimestre
y se clasificé en los distintos grupos del CC1T o entre las gestantes sin cribado. Todas las
demds alteraciones ecograficas mayores, acompafiadas o no de una TN patoldgica, o la
presencia de dos 0 mds marcadores menores que sugirieran riesgo de alteracién cromosémica
o genética fetal fueron consideradas indicacién de prueba invasiva en cualquier trimestre de
la gestacién con independencia del resultado en el CCIT y clasificadas como alteracién

ecografica.
D. Antecedentes personales y/o familiares de cromosomopatia o enfermedad de origen
genético

Todas las gestantes con antecedentes personales o familiares de cromosomopatia, asi
como aquellas que tenfan una enfermedad genética familiar conocida, fueron derivadas a la

consulta de Genética Clinica Prenatal.

E. A peticién propia / Ansiedad Materna

Fueron consideradas dentro de este grupo las gestantes que, sin indicacién clinica,

solicitaron acudir a la consulta de asesoramiento.
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4.2.3.2. Indicaciones a ADNf en el HCSC

Durante la fase 2 o estudio prospectivo se introdujo de manera gradual el ADNf en
diferentes grupos de gestantes en riesgo de cromosomopatia como consecuencia de los
resultados obtenidos en la fase 1 o estudio retrospectivo. Ademds, se incluyeron otras

indicaciones al ADNf basadas en criterios clinicos.

Por tanto a las gestantes que cumplieron alguna de las siguientes indicaciones, se les
ofrecié durante la fase 2 o estudio prospectivo, el ADNf como alternativa al diagnostico

prenatal invasivo, siempre que no existiese una alteracién ecografica mayor o una TN >3,5

mm:
a) Riesgo intermedio (1/51-1/300) para T21y/o T18 en el CC1T.
b) Antecedente personal de feto anterior con aneuploidia.

c) Progenitores portadores de una translocacién robertsoniana que afectara a los

cromosomas 13 y/o 21.

d) Embarazos multiples (gemelares) en gestantes con EMA (= 35 afios) en las que la

gestacidn se ha producido con ovocitos propios y en ausencia de gemelo evanescente.
e) Contraindicacién a prueba prenatal invasiva.

f) TN mayor o igual a p97,5 (pero < 3,5 mm) con CC1T de bajo riesgo para T21 y/o T18
(<1/300).

g) Embarazos Unicos con EMA (= 35 afios) sin CC1T.

Las dos ultimas indicaciones (f, g) fueron incluidas en el protocolo a partir de enero de

2016.

A todas las gestantes con un resultado de ADNf de riesgo alto de aneuploidia se les ofrecié

una prueba invasiva para confirmacién y diagndstico fetal.

Las gestantes candidatas al ADNf en las que posteriormente se evidencié una anomalia
ecografica del segundo o tercer trimestre fueron clasificadas por su indicacién al ADNf en el

primer trimestre.
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La figura 4.4 muestra el protocolo prenatal durante la fase prospectiva del estudio.
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Figura 4.4. Diagrama de flujo del protocolo de atencion prenatal en la

fase 2 o estudio prospectivo.

4.2.4. Herramientas bioinformaticas en asesoramiento genético

ECA: https://www.e-c-a.eu/en/GUIDELINES.html

EMQN: http://www.emqn.org

ECARUCA: http://ecaruca.radboudumc.nl:8080/ecaruca/
DECIPHER: https://decipher.sanger.ac.uk/

DGV: http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home

ClinVar: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/

83


http://www.emqn.org/

Nuevo protocolo de diagndstico prenatal

GeneReviews: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1116/
Pubmed: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

OMIM: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/

Orphanet: http://www.orpha.net/consor/cgi-bin/index.php
MRC-Holland: http://www.mlpa.com

HGMD professional: https://portal.biobase-international.com

4.2.5. Encuesta de calidad percibida

La encuesta fue disefiada por la Unidad de Calidad del HCSC con el fin de evaluar la
satisfaccién de las gestantes con el nuevo protocolo y la atencién recibida. Se adjunta la

encuesta en el anexo 3.

Fue realizada en la Seccién de Genética Clinica y ofrecida a todas las gestantes que se
atendieron con el nuevo protocolo de atencién prenatal. La encuesta fue entregada al finalizar

todos los estudios y las gestantes la realizaron de manera anénima y voluntaria.

4.2.6. Analisis estadistico

El andlisis descriptivo de los datos se realizd6 mediante frecuencias absolutas y
porcentajes en el caso de que las variables fueran cualitativas. En el caso de variables
cuantitativas, se expresaron los resultados en forma de media y desviacién estandar en el caso
de que se distribuyeran con normalidad; y en caso contrario se expresaron con mediana y
rango intercuartilico. Se calcularon los intervalos de confianza del 95% en las proporciones
que se quieren comparar. Se utilizaron los test estadisticos Chi cuadrado o Fisher para la
comparacién de muestras independientes con variables cualitativas. Se usé el test T-Student o
ANOVA en el caso de variables cuantitativas distribuidas con normalidad cuando se queria
comparar entre dos grupos o entre mds de dos grupos respectivamente. Si la variable
cuantitativa no se distribuyé de manera normal, se usé el test de Mann-Whitney o el de
Kruskal-Wallis en funcién del nimero de grupos como el caso anterior. En todos los test
estadisticos se considerd un nivel de significacién de 0,05. El andlisis se ha realizado mediante

el software estadistico IBM SPSS Statistics v21y el programa R.
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5. RESULTADOS

5.1. Resultados del estudio observacional retrospectivo
realizado en la fase 1.

Este estudio se llevd a cabo con el fin de establecer las bases de un nuevo protocolo de atencién
prenatal e introducir en el mismo el cribado no invasivo de aneuploidias fetales o ADNf libre

mediante el estudio del ADN fetal circulante en sangre materna como test contingente.

5.1.1. Caracteristicas de la poblacién a estudio

Durante el periodo 2009-2014 acudieron al HCSC un total de 12327 gestantes a las que se
les realizé6 un CC1T durante el control de su embarazo. Los datos demogréficos de las
gestantes atendidas y los datos clinicos relacionados con la gestacién para la realizacién del
CC1T se encuentran en la tabla 5.1. Dichos datos han sido estratificados por riesgos de de
aneuploidia, de manera que se pueda observar la influencia de la edad materna, la medida de la TN
y la concentracién de PAPP-A en los resultados del CC1T. En aquellas gestantes en las que existia

riesgo para ambas trisomias (T21, T18) se ha utilizado el mayor de ellos para la estratificacién.

Gestantes con *CC1T Riesgo = 1/50 Riesgo 1/51-1/300 Riesgo < 1/300 p valor inter-

N = 12327 N =147 N = 386 N = 11794 grupos
Demograficos
Edad materna al parto 36,3+4,7 36,9+ 4,4 31,154 <0,001
Origen
Caucdsicas 108 (73,5) 275 (71,2) 7587 (64,3)
Afrocaribefas 2(1,4) 5(1,3) 516 (4,4)
Asidticas 1(0,7) 9(2,3) 410 (3,5)
Arabes 4(2,7) 9(2,3) 304 (2,6)
Sudamericanas 30 (20,4) 79 (20,5) 2769 (23,5)
Otras 2(1,4) 9(2,3) 208 (1,8)
Clinicos
LCC (mm) 57,6 £ 8,8 61,6 £ 8,3 60,4 + 8,1 <0,001
TN (mm) 3,52 1,5+0,6 1,3+0,3 <0,001
If-BHCG (MoM) 1,413 13+1,2 1,2+0,9 0,061
SPAPP-A (MoM) 0,6+0,5 0,6+0,5 13+0,7 <0,001

Tabla 5.1. Datos demograficos y clinicos de las gestantes estratificados por riesgos en el cribado
combinado. Los datos se dan en frecuencias y porcentajes (%) para las variables cualitativas, y en
media y desviacién estandar para las variables cuantitativas con distribucién simétrica. *CC1T: cribado
combinado de primer trimestre; *LCC (mm): longitud crdneo caudal en milimetros; "IN (mm):
translucencia nucal en milimetros; 4-BHCG (MoM): fraccién B libre de la gonadotropina coridnica
humana en multiplos de la mediana; SPAPP-A (MoM): protefna plasmatica A en multiplos de la mediana.
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Durante este periodo, 4153 (34%) gestantes con CC1T fueron atendidas en la consulta de
asesoramiento genético prenatal, y en 3423 (82%) de ellas la indicacién fue solamente la EMA
y representan el 28% de las gestantes que se hicieron un CCIT en este periodo. El 12%
(401/3423) de estas gestantes se realiz6 una prueba invasiva, mientras que el 88% (3022/3423)
de ellas renuncié a dichas pruebas. El 42% (401/954) de las pruebas invasivas realizadas en

este periodo fueron en gestantes con EMA y CC1T de bajo riesgo.

Un 4,3 % de todas las gestantes con CC1T (533/12327) tuvieron un riesgo = 1/300 en el CC1T y
representan el 13% de las gestantes remitidas a la consulta de asesoramiento genético. El 67% (356)
de ellas se realizé una prueba invasiva, mientras que el 33% (177) renuncié a las misma. El 37%

(356/954) de las pruebas invasivas realizadas fueron en gestantes con riesgo en el CC1T.

El porcentaje global de renuncias a prueba invasiva de las gestantes atendidas en la

consulta de asesoramiento prenatal fue del 77% (3199 gestantes).

La figura 5.1 muestra la distribucién de las gestantes que fueron atendidas en la consulta

de asesoramiento genético prenatal.

12327 gestantes con CC1T
= 8455 < 35 anos
= 3872 2 35 anos

I

*CC1T: Riesgo 21/300

Asesoramiento genético

533 gestantes
=141 < 35 anos
=392 = 35 afios
13% (533/4153)

4153 gestantes

=281 < 35 afnos
= 3872 = 35 anos
34% (4153/12327)

177 gestantes
»36 <35 anos

=141 = 35 anos
4% (177/4153)

RENUNCIAS

Total =3199

3022 gestantes s6lo
con **EMA

*CCA1T: Riesgo < 1/300

3620 gestantes

=140 < 35 anos
= 3480 = 35 anos
87% (3620/4153)

[

3423 gestantes sdlo
con “*EMA

73% (3022/4153)

PRUEBAINVASIVA Total =954

356 gestantes
=105 < 35 anos
=251 =2 35 afos

% (356/4153)

401 gestantes solo con
“EMA
% (401/4153)

82% (3423/4153)

+

197 gestantes con
anomalia ecogréfica,
antecedentes
personales o ansiedad
5% (197/4153)

=197 gestantes con anomalia
ecografica, antecedentes
personales o ansiedad
*140< 35 anos
=57 235 afos
5% (197/4153)

Figura 5.1. Distribucién de las gestantes atendidas en la consulta de
asesoramiento prenatal. *CCIT: cribado combinado de primer trimestre. **EMA:
edad materna avanzada.
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5.1.2. CC1T y resultados de cariotipo

Durante este periodo se realizaron 954 pruebas invasivas, 124 biopsias coriales y 830
amniocentesis. El resultado de los cariotipos fue normal o equilibrado en 878 (92%) de los
estudios citogenéticos prenatales realizados. Hubo un total de 81 cariotipos desequilibrados,
76 prenatales y 5 postnatales, lo que supone una prevalencia de anomalias cromosémicas en
nuestra cohorte del 0,7%. El 12,9% de las 533 gestaciones con un CC1T de riesgo tuvieron un

cariotipo desequilibrado.

Para decidir qué puntos de corte de riesgo en el CC1T eran los més adecuados para la
implementacién del ADNf para la deteccién de T21, T18 y trisomia 13 (T13) como opcién
alternativa a un diagndstico prenatal invasivo, se analizaron los resultados de los cariotipos

prenatales y postnatales clasificindolos en tres grupos:
*  Gestantes con riesgo en el CC1T sdlo para T21.
®  Gestantes con riesgo en el CC1T sdlo para T18.
®  Gestantes con riesgo en el CC1T para ambas trisomfas (T21-T18).

Y a su vez, subclasificindolos en riesgo alto (21/50), intermedio (1/51-1/300) y bajo
(<1/300) en el CC1T. Los resultados se muestran en la tabla 5.2.

En nuestra cohorte de 12327 gestantes, el 1,2% tuvieron un CC1T de riesgo alto, el 3,1%

tuvieron un riesgo intermedio y el 95,7% un CC1T de riesgo bajo.

La sensibilidad del CC1T para T21 y T18 fue del 88,5% con una tasa de falsos positivos del
4%. La sensibilidad s6lo para T21 fue del 83,3% con una tasa de falsos positivos del 2,3%. El VPP
fue del 10,1% para ambas trisomias y del 10,9% sélo para T21. El VPN fue el 99,9% tanto para

ambas trisomias como para solamente la T21.

El 80,2% (65 de 81) de los cariotipos desequilibrados de nuestra cohorte son T21, T18 y
T13. Los 19 casos de T18 y los 4 de T13 tuvieron un CC1T de riesgo (R = 1/300). De los 42 casos
de T21, 39 se detectaron prenatalmente, 35 de ellos por CC1T de riesgo, 3 por anomalias

ecogréficas y 1 por EMA.

En los 16 cariotipos patolégicos restantes se encontraron un 8,65% (7/81) de aneuploidias
de los cromosomas sexuales (ACSs) incluida la monosomia del X, un 8,65% (7/81) de anomalias

cromosémicas poco comunes o raras y un 2,5% (2/81) de triploidias.
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Riesgo para ambas Riesgo sblo para | Riesgo sélo para | Riesgo
Grupos de T21-T18 T21 T18 bajo
r‘escgglfrn el RA-T21 SRI-T21 RA-T21  RIT21 RB-T21 RB-T21
RA-T18 ‘ #RI-T18 ‘ RA-T18 ‘ RI-T18 SSRB-T18 RA-T18 ‘ RI-T18 | RB-T18 | Total
Gestantes en cada 6 20 2 28 92 173 27 185 11794 | 12327
grupo de riesgo
cariotipos 0 5 1 18 49 105 12 99 589 878
equilibrados
Trisomia 21

Cwewen |

Anomalfas
cromosdmicas poco 3 - i4 7
comunes

Tabla 5.2. Resultados de los cariotipos realizados durante el periodo 2009-2014 clasificados por grupos de riesgo
en el CC1T.'CC1T: Cribado combinado de primer trimestre. * RA-T21: Riesgo Alto para T21 (21/50); *RI-T21: Riesgo
intermedio para T21 (1/51-1/300); "RB-T21: Riesgo Bajo para T21(<1/300); "RA-T18: Riesgo Alto para T18 (1/50); *RI-
T18: Riesgo Intermedio para T18 (1/51-1/300); *RB-T18: Riesgo Bajo para T18 (<1/300). *25 cariotipos prenatales y 1
postnatal; ®1 mosaico de trisomfa XXY/XY; 1 mosaico de Trisomfa 22, 1 duplicacién parcial de 5q; 1 trisomfa parcial 14q
con monosomfa parcial 17q; 91 trisomfa XXX; *Cariotipo postnatal; f1 trisomfa XYY y 1 monosomfa X en mosaico; #4
Cariotipos prenatales y 3 postnatales; 'l trisomfa XXY; '1 Tetraploidfa en mosaico, 1 mosaicismo de trisomfa 20, 1
delecién 13q en mosaico y 1 cromosoma marcador derivado del 15.

De los 81 cariotipos patoldgicos, 73 tenfan grave repercusién sobre el fenotipo fetal: 42
T21, 19 T18, 4 T13, 2 45X, 2 triploidias y 4 anomalias autosémicas raras que incluyen un
mosaico de trisomia 22, una duplicacién 5q, una trisomia parcial 14q con monosomia parcial
17q y una delecién de 13q en mosaico. Todas las anomalias cromosémicas distintas de la T21,
T18 y T13 con grave repercusién sobre el fenotipo fetal tuvieron un riesgo alto (R = 1/50) en el
CC1T, con excepcién de una triploidia y la delecién en mosaico del 13q que fueron detectadas

ecograficamente en el 2° trimestre de gestacién.
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El ratio de cariotipos desequilibrados fue de 1/28 en las gestaciones con riesgo

intermedio (1/51-1/300) para ambas trisomias, 1/58 en las gestaciones con riesgo intermedio

s6lo para T21y 1/37 en las gestaciones con riesgo intermedio s6lo para T18.

Los estudios complementarios realizados mediante técnica de MLPA o array-CGH, tras

QF-PCR con resultado normal, en todas las gestaciones que tuvieron un riesgo alto (R = 1/50)

en el CC1T y en aquellas con anomalias ecograficas, fueron normales.

Con el fin de valorar otros puntos de corte en el CC1T, diferentes a los que estaban

establecidos en el protocolo de atencién prenatal retrospectivo, para la implementacién del

ADNT, se analizaron los resultados de los cariotipos prenatales y postnatales en varios tramos

de riesgo. En aquellos casos en que las gestantes tenfan riesgo alto o intermedio en el CC1T

para ambas trisomias se utilizé el mayor de los riesgos para estratificar los resultados de los

cariotipos. La tabla 5.3 muestra dichos resultados.

Riesgos en el 'CC1T

R=1/10
R=1/50
R1/11-1/50

R 1/11-1/300

R 1/51-1/300

R 1/301-1/1000
R 1/1001-1/2000
R 1/2001-1/3000
R 1/3001-1/6000

R <1/6000

Trisomia 21
N = 42 (%)

27 (64,3)

32(76,2)
5(11,9)
8(19)
3(7,1)
2 (4,8)
3(7,1)
1(2,4)
1(2,4)

Trisomia 18
N =19 (%)

13 (68,4)

18 (94,7)

5(26,3)
6(31,6)
1(5,3)

Otros cariotipos
desequilibrados
N = 20 (%)

9 (45)
10 (50)
1(5)
6 (30)
5(25)
2 (10)
1(5)
1(5)
1(5)

Total
desequilibrados/
Total gestantes en
cada grupo
49/86
60/147
11/150
20/447
9/386
4/1048
4/1215
1/926

2/2130

1/6475

Tabla 5.3. Distribucién de los 81 cariotipos desequilibrados prenatales y
postnatales en funcién de los riesgos en el CC1T. 'CCIT: cribado combinado de

primer trimestre. *Trisomia 13.

En la tabla 5.3 se observa que de los 81 cariotipos desequilibrados, el 60% (49/81) se

detectaron con un riesgo en el CC1T mayor o igual a 1/10 y el 74% (60/81) de ellos cuando el

riesgo en el CC1T era mayor o igual a 1/50. En nuestra cohorte el 11,6% (1434/12327) de las

gestantes tienen un riesgo en el CC1T entre 1/51- 1/1000 y el 12,1% entre 1/11-1/1000.
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El 97,7% de los cariotipos de nuestro grupo de riesgo intermedio (1/51-1/300) fueron
normales. En este grupo de riesgo intermedio hay 9 cariotipos desequilibrados (9/386): 3 T21,

1T18,1T13, 1 triploidia y 3 aneuploidias de los cromosomas sexuales.

El 25% (5/20) de las anomalias cromosémicas distintas de la T21 y T18 se encontraron en el
grupo de riesgo bajo en el CC1T. Estas anomalias pueden verse en la tabla 5.2. El marcador
cromosémico derivado del cromosoma 15 fue de origen materno y no tenfa repercusién clinica. El
mosaicismo de trisomia 20 hallado en amniocentesis fue un recién nacido normal. El mosaicismo de
tetraploidia fue diagnosticado en muestra de vellosidad corial y la gestante rechazé la amniocentesis
para descartar la anomalia cromosdmica a pesar de la ecografia normal y fue a interrupcién de
embarazo. La delecién 13q en mosaico se diagnosticd, tras amniocentesis, por malformacién
Dandy-Walker en la ecografia del segundo trimestre. La tltima anomalfa cromosémica de este
grupo es una aneuploidia de los cromosomas sexuales (47,XXY). El resto de los cariotipos

desequilibrados del grupo de riesgo bajo son los 7 falsos negativos para T21 en el CC1T.

5.1.3. Falsos negativos del CC1T para T21

Durante el periodo 2009-2014 hubo 7 casos que fueron falsos negativos para T21 en el

CC1T y que se muestran en la tabla 5.4.

Riesgo para Edad

trisomia 21 materna al ( "IN i Indicaciénl para
1CCIT parto percentll) asesoramiento
1 1/445 28 3,1 (p97,5) TN > 3 mm
2 1/1167 39 1,5 (p5) Cardiopatia 2¢ trimestre
3 1/1273 28 1,8 (p75) Cardiopatia 2° trimestre
4 1/1626 38 1 (p10) EMA
5 1/882 30 2,9 (p97,5) *
6 1/2687 24 1,9 (p75) &
7 1/5116 30 1 (p10) *

Tabla 5.4. Falsos negativos en el CC1T para T21. 'CC1T: Cribado combinado de
primer trimestre; "TN en milimetros (percentiles) en funcién de la LCC (Borrell et dl.,
2006) (88); *EMA: Edad materna avanzada; *Neonatos.

De los 7 casos, cuatro fueron diagnosticados prenatalmente, mientras que los tres

restantes se diagnosticaron al nacimiento. Sélo dos de las gestantes tenfan mds de 35 afos.
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Hay dos casos (nimeros 1y 5) que tenfan un riesgo en el CC1T entre 1/301-1/1000, y ambos,

tenfan una medida de TN en el p 97,5.

5.1.4. TN en percentil = 97,5, riesgo en el CC1T para T21 y resultados
de cariotipo.

Hay un total de 177 gestaciones con una TN mayor o igual al p 97,5, y de ellas, 38 tenfan
riesgo bajo para T21 en el CC1T (21 casos, grupo A + 17 casos, grupo B; tabla 5.5). En 33 de
estas gestantes la edad materna era menor de 35 afios. En las 35 gestaciones con TN entre los
percentiles 97.5 y 99 solamente se detectaron 3 casos de T21 (3/35, 8,5%) y 2 de ellos son falsos
negativos del CC1T (casos 1y 5 de la tabla 5.4). En las gestaciones con TN mayor o igual al
p97,5 y riesgo intermedio en el CC1T para T21 no se detectaron otras anomalias cromosémicas
diferentes a la T21. De los 142 fetos con TN mayor o igual al p99 (Grupo B, tabla 5.5), 17
tuvieron riesgo bajo para T21 en el CC1T y cariotipos normales, y en 14 de ellas la medida de la

TN fue menor de 3,5 mm.

Otros cariotipos Cariotipo

fccaT Edad Trisomia 21 e Total
desequilibrados normal
SRA-T21 1
=35 1 - _
Grupo A <35 _ _ 5
P97,5-p99 IRI-T21 13
n=35 235 - - 8
<35 ) - 14
"RB-T21 21
=35 - - 5
<35 8 4 27
RA-T21 102
=35 21 17 25
Grupo B <35 1 = 12
TN = p99 RI-T21 23
n=142 =35 - - 10
<35 - - b17
RB-T21 17
235 - - -
Total 33 21 123 177

Tabla 5.5. Translucencia nucal = al percentil 97.5, riesgo en el cribado
combinado y resultados de cariotipo. "TN: Translucencia nucal en percentiles
(Borrell et al, 2006) (88); *CC1T: Cribado combinado de primer trimestre; *RA-T21:
Riesgo alto para T21 (21/50); TRI-T21: Riesgo intermedio para T21 (1/51-1/300); "'RB-
T21: Riesgo bajo para T21 (<1/300); *falsos negativos para T21; 14 casos con TN<
3,5mm.
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5.1.5. ADNf como test contingente de cribado.

La introduccidn del ADNf para la deteccidén de T21, T18 y T13 como modelo contingente

en funcién de los resultados del CC1T se recomendd en:

a) Gestantes con riesgos en el CC1T para T21 y/o T18 entre 1/51-1/300 con
independencia del percentil de la TN pero siempre que fuera menor de 3,5

mm.

b) Gestaciones con TN mayor o igual a p97,5 con resultado en el CC1T de riesgo

bajo siempre que la medida fuera menor de 3,5 mm.

5.2. Resultados del estudio observacional prospectivo

realizado en la fase 2.

Este estudio se ha realizado tras modificar el protocolo de atencién prenatal a las
gestantes en riesgo de cromosomopatias, con la implementacién del cribado no invasivo de
aneuploidias fetales o ADNf mediante el estudio del ADN fetal circulante en sangre materna

como test contingente.

5.2.1. Caracteristicas de la poblacién a estudio

Durante el periodo comprendido entre octubre de 2015 a diciembre de 2016, ambos
inclusive, han acudido al HCSC un total de 2386 gestantes a las que se les ha realizado un CC1T
durante el control de su embarazo. Los datos demogriéficos de las gestantes y los datos clinicos
relacionados con la gestacién para la realizacién del CCIT se encuentran en la tabla 5.6.
Dichos datos han sido estratificados por riesgos de de aneuploidia, y en aquellas gestantes en
las que existia riesgo para ambas trisomias (T21 y T18) se ha utilizado el mayor de ellos para la

estratificacién.
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Gestantes con *CC1T  Riesgo =1/50 Riesgo 1/51-1/300 Riesgo < 1/300 p valor
N = 2386 N =36 N =99 N = 2251 inter-grupos
Demograficos
Edad materna al parto 36,555 37,1+4,.2 32,153 <0,001
Origen
Caucdsicas 22 (61,1) 71(71,8) 1324 (58,8)
Afrocaribefias - 1(1) 18 (0,8)
Asiéticas - 2(2) 59 (2,6)
Arabes 2(5,5) 1(1) 44 (2)
Sudamericanas 12 (33,4) 20 (20,2) 654 (29)
Otras - 4(4) 152 (6,8)
Clinicos
*LCC (mm) 57,6+7,7 61,8 +8,1 60,2+7,7 0,014
"IN (mm) 3,7+3,2 1,7+0,6 1,404 <0,001
f-BHCG (MoM) 1,416 1,6+15 1,2+0,8 0,005
SPAPP-A (MoM) 0,60,5 0,605 1,4+0,8 <0,001

Tabla 5.6. Datos demograficos y clinicos de las gestantes estratificados por riesgos en el cribado
combinado durante el periodo 2015-2016. Los datos se dan en frecuencias y porcentajes (%) para las variables
cualitativas, y en media y desviacién estdndar para las variables cuantitativas con distribucién simétrica. *CC1T:
cribado combinado de primer trimestre; *LCC (mm): longitud crdneo caudal en milimetros; "IN (mm):
translucencia nucal en milimetros; if-BHCG (MoM): fraccién B libre de la gonadotropina coriénica humana en
multiplos de la mediana; SPAPP-A (MoM): proteina plasmdtica A en multiplos de la mediana.

Un total de 290 gestantes fueron atendidas en la consulta de asesoramiento genético
prenatal en este periodo. La edad materna al parto y la distribucién de las gestantes remitidas

a asesoramiento se encuentran en la figura 5.2.

CC1T: Riesgo < 1/300

*CC1T
2386 gestantes

=1497< 35 afios
=889 2 35 afios

ASESORAMIENTO GENETICO
290 gestantes

+86 <35 afios
+204 2 35 afios

!

230 con CC1T

CC1T: Riesgo 2 1/300

135 gestantes

=31 <35 afios
=104 2 35 afios

5,6% (135/2386)
59% (135/230)
46% (135/290)

Figura 5.2. Edad y distribucién de las gestantes remitidas asesoramiento genético prenatal durante el periodo
2015-2016. *CC1T: cribado combinado de primer trimestre; **EMA: edad materna avanzada; *TN: translucencia nucal.

g

=78 <35 afios
=152 2 35 afios

9,6% (230/2386)
79% (230/290)

Figuras 5.3 y 5.4

95 gestantes

=47< 35 afios
=48 2 35 afios

4% (95/2386)
41% (95/230)
33% (95/290)

12 gestantes sdlo con
*EMA

+

60 gestantes sin CC1T

+8 < 35afios
522 35 afios

21% (60/290)

Figura 5.5

0,5% (1212386)
5% (12/230)
4% (12/290)

+

83 gestantes con
anomalia ecogréfica,
antecedentes
personales/familiares,
ansiedad y*TN en p97,5

*47 <35 afios
+36 2 35 afios

3,5% (83/2386)
36% (83/230)
29% (83/290)
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De las 290 gestantes que acudieron a asesoramiento, 230 (79%) se habian realizado el
CCIT y representan el 9,6% (230/2386) de todas las gestantes con un CC1T realizado en el
HCSC durante este periodo. Un total de 135 gestantes (59% de las 230) tuvieron un CCIT de
riesgo (R = 1/300) mientras que 95 (41%) tuvieron un CC1T de bajo riesgo (R < 1/300).

Las figuras 5.3 y 5.4 muestran la distribucién y las pruebas elegidas como primera
opcién por las gestantes con CC1T de riesgo bajo (R< 1/300) y las gestantes con CC1T de riesgo
(R = 1/300), respectivamente.

Pruebainvasiva

5 gestantes sdélo con EMA
2% (5/230)

*CC1T: Riesgo < 1/300 1,7% (5/290)
30 gestantes con anomalia ecogréfica, antecedentes
95 gestantes personales/familiares o ansiedad
13% (30/230)
41% (95/230) 10,3% (30/290)
33% (95/290)
TADNf
‘ 19 gestantes con antecedentes
- personales/familiares y TN en p97,5
12 gestantes sé6lo con 8% (19/230)
**EMA 7% (19/290)
5% (12/230)
4% (12/290) ADNf extraclinico
5 gestantes s6lo con EMA
+ 2% (5/230)
1,7% (5/290)
83 gestantes con
anomalia ecografica, 7 gestantes con anomalia ecogréfica, antecedentes
antecedentes personales/familiares o ansiedad
0,
personales/familiares, 3 /g (7/230)
ansiedady TN en 2,4% (7/290)
p97,5
Renuncias a pruebas genéticas prenatales
36% (83/230) 2 gestantes sdlo con EMA
29% (83/290) 1% (2/230)
0,6% (2/290)
27 gestantes con antecedentes personales/familiares
y TN en p97,5
12% (27/230)
9,3% (27/290)

Figura 5.3. Distribucién y pruebas elegidas como primera opcién por las
gestantes con CC1T de riesgo bajo (R< 1/300) remitidas a asesoramiento genético
prenatal sobre el total de las gestantes atendidas (n=290) y sobre el total de
gestantes que se realizaron el CC1T (n=230). *CC1T: cribado combinado de primer

trimestre; **EMA: edad materna avanzada; *TN: translucencia nucal; "ADNf: ADN fetal
libre.

De las 230 gestantes remitidas a la consulta con CC1T, 12 (5%) acudieron a la consulta
solamente por EMA, a peticién propia de las mismas, y representan el 0,5% (12/2386) de las
gestantes que se hicieron un CC1T en este periodo. De ellas el 42% (5/12) se realizé una prueba

invasiva, mientras que el 58% (7/12) renunciaron a la misma y se realizaron bien un ADNf
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fuera de nuestro hospital (ADNf extraclinico; 41% [5/12]), o bien no se realizaron ninguna

prueba prenatal (17%, 2/12).

Pruebainvasiva

>
*CCAT: Riesgo 2 1/300 31 gesﬁrﬁi/f‘(’;zgg)/ 50
10,4% (31/290)
135 gestantes 17 gestantes con R 1/51-1/300
7,3% (17/230)
59% (135/230) 5,8% (17/290)
46% (135/290)

‘ TADNf

81 gestantes con R 1/51-1/300

36 gestantes con **R 2 1/50 35,3% (81/230)
28% (81/290)
16% (36/230)
12% (36/290)

ADNf extraclinico

+ 3 gestantes con R =2 1/50
1,3% (3/230)
99 gestantes con R 1/51-1/300 1% (3/290)

43% (99/230)
34% (99/290) Renuncias a pruebas
prenatales

2 gestantes con R = 1/50
1% (2/230)
0,6% (2/290)

1 gestante con R 1/51-1/300
0,4% (1/230)
0,2% (1/290)

Figura 5.4. Distribucién y pruebas elegidas como primera opcién por las
gestantes con CC1T de riesgo remitidas a asesoramiento genético prenatal sobre
el total de las gestantes atendidas (n=290) y sobre el total de gestantes que se
realizaron el CC1T (n=230).*CC1T: cribado combinado de primer trimestre; **R:
riesgo; "ADNf: ADN fetal libre.

Un 5.6% de las gestantes con CC1T atendidas en el HCSC (135/2386) tuvieron un riesgo =
1/300 en el CCIT y representan el 46% de las gestantes remitidas a la consulta de
asesoramiento genético prenatal. De estas 135 gestantes, 36 (27%) tuvieron un CC1T de alto
riesgo (R= 1/50), y 99 (73%) tuvieron un riesgo intermedio (R 1/51-1/300). Entre estas 135
gestantes con riesgo, 3 de riesgo alto y 2 de riesgo intermedio tuvieron alteraciones
ecograficas mayores distintas de la TN y fueron clasificadas como alteraciones ecogrificas del
primer trimestre (tabla 5.8). El 35,5% (48/135) de las gestantes con riesgo en el CC1T se

realizé una prueba invasiva, mientras que el 64,5% (87/135) renuncié a las mismas, bien en
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favor del ADNf realizado en nuestro hospital (60%, 81/135), bien realizindose un ADNf

extraclinico (2,2%, 3/135), o bien renunciando a cualquier prueba (2,2%, 3/135).

La figura 5.5 muestra la distribucién de las gestantes sin CC1T y las pruebas que eligieron

como primera opcidn tras asesoramiento genético prenatal.

Pruebainvasiva

4 gestantes con EMA
(1 embarazo gemelar)
Sin*CC1T 1,3% (4/290)
7 gestantes con anomalia ecografica o
antecedente personal
60 gestantes (1 embarazo gemelar)
2,9% (7/290)
21% (60/290)
TADNf
‘ 34 gestantes con EMA
(21 embarazos gemelares)
0,
44 gestantes con **EMA 11,7% (34/290)
(23son erlnbarazos 2 gestantes con antecedente personal o TN
gemelares) enp97.5
o (1 embarazo gemelar)
15% (44/290) 0,6% (2/290)

+

ADNf extraclinico

ar::n?:l?;aen::;cé?ga 3 gestantes conanomalia ecogréafica o
, ansiedad
perszr;taelzzclifz ::ﬁisa o (2 embarazos gemelares)
) 1% (3/290)
ansiedad o ¥TNen
p97,5 .
(5 son embarazos Renuncias a pruebas prenatales
gemelares) 6 gestantes con EMA
0 (1 embarazo gemelar)
6% (16/290) 2% (6/290)

4 gestantes con anomalia ecografica o
antecedentes personales/familiares
(1 embarazo gemelar)

1,5% (4/290)

Figura 5.5. Distribucién y pruebas elegidas como primera opcién por las
gestantes sin CC1T remitidas a asesoramiento genético prenatal sobre el total de
las gestantes atendidas (n=290).*CC1T: cribado combinado de primer trimestre;
**EMA: edad materna avanzada; *TN: translucencia nucal; "ADNf:ADN fetal libre.

Del total de las 290 gestantes remitidas a la consulta, 60 (21%) no se habian realizado
CCIT. A 44 de estas gestantes (73% de 60) se les considerd en riesgo de cromosomopatia por
tener EMA sin un CC1T que permitiese comparar el riesgo individual para T21 y T18 de cada
una de ellas con su riesgo por edad. Dentro de este grupo de gestantes, el 9% (4/44) se realizé
una prueba invasiva, mientras que el 91% (40/44) renuncié a la misma bien en favor del ADNf

realizado en nuestro hospital (77%, 34/44), bien renunciando a cualquier prueba (14%, 6/44).
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5.2.2. Modelo Contingente

Durante este periodo, en las 290 gestantes que acudieron a asesoramiento se realizaron

un total de 262 pruebas genéticas prenatales:
e 244 de ellas realizadas o solicitadas por el HCSC: 108 invasivas y 136 ADNfs.
® 18 ADNfs extraclinicos aportados por las gestantes.

De estas 290 gestantes que acudieron a consulta, 160 tuvieron la opcién de elegir un ADNf
en nuestro hospital, como test contingente, por cumplir alguno de los criterios clinicos
establecidos. El 85% de ellas eligieron el ADNf como primera opcién. En estas gestantes se

realizaron un total de 166 pruebas genéticas prenatales: 136 ADNfs y 30 invasivas.

Las indicaciones a la consulta de asesoramiento y las pruebas genéticas prenatales
realizadas en las 160 gestantes que podian beneficiarse del ADNf como test contingente se
muestran en la tabla 5.7. No hubo gestantes con contraindicacién a prueba invasiva ni
progenitores portadores de translocacién robertsoniana que afectase a los cromosomas 21 y/o

13 en este periodo.

Pruebas genéticas prenatales

Total Total
REAGEN gestantes pruebas
N= 160 N= 166

Cribado no Diagnéstico

Indicacién asesoramiento invasivo Invasivo

SADNf FAmnio  ¥BC

Riesgo intermedio en s
*CC1T (R= 1/51-1/300) 81 17 6 1 o7 104
"IN = p97,5 con CC1T de
bajo riesgo (R<1/300) y & 4 0 1 11 11

TN en 97,5 sin CC1T

Antecedente personal:

feto anterior con 14 0 0 0 14 14
aneuploidia

Gestantes

sin CCIT Gemelares 21 1 0 1 23 22
sélo con

IEMA
(= 35 afios) Unicos 13 2 0 0 15 15
Total 136 24 6 3 160 166

Tabla 5.7. Indicaciones a la consulta de asesoramiento y pruebas genéticas
prenatales realizadas en las 160 gestantes con indicacién al test contingente.
*CC1T: cribado combinado de primer trimestre; *TN: translucencia nucal (= p97,5 y <
3,5 mm); IEMA: edad materna avanzada; ®ADNf : ADN fetal libre; PAmnio:
amniocentesis; "BC: biopsia corial;*8 gestantes con ADNf y prueba invasiva; *1 gestante
con ADNf y prueba invasiva.
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En la tabla 5.8 se muestran las indicaciones y las pruebas genéticas prenatales de las 130
gestantes a las que no se les ofreci un ADNT, Entre ellas hay 9 gestantes, 3 con TN 2 a p97,5y 6
sélo con EMA sin cribado, que no entraron en el protocolo del ADNf como test contingente

dado que estas dos indicaciones se introdujeron en enero de 2016.

Pruebas genéticas prenatales

Cribado no Diagnéstico

. . X Total Total
Ny . invasivo Invasivo .
Indicacién asesoramiento Renuncias gestantes pruebas

N=130 N=96
“ADNf

L BAmnio BBC
extraclinico

Riesgo alto en *CC1T
(=1/50)

"IN = p97,5 con CC1T de bajo
riesgo (<1/300)

Gestantes sin cribado sélo
con ‘EMA

Familiar
Antecedente

Personal

Tabla 5.8. Indicaciones a la consulta de asesoramiento y pruebas genéticas prenatales
realizadas en las 130 gestantes sin indicacién al test contingente. *CC1T: cribado
combinado de primer trimestre; "TN: translucencia nucal (= p97,5 y < 3,5 mm); IEMA: edad
materna avanzada;®ADNf: ADN fetal libre; PAmnio: amniocentesis; "BC: biopsia corial; 1
gestante con ADNf extraclinico y prueba invasiva ;**3 con CC1T = 50 (riesgo alto) y 2 con CC1T
1/51-1/300 (riesgo intermedio); €3 gestantes con ADNf extraclinico y prueba invasiva;*1
gestante con ADNf extraclinico y prueba invasiva.

Entre las 290 gestantes que acudieron a asesoramiento genético, 14 se realizaron prueba

invasiva tras un ADNf:

a) 9 gestantes tras un ADNf indicado como test contingente en nuestro hospital:
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= 4 por ADNf de riesgo alto de aneuploidia: 3 con riesgo de T21y 1 con riesgo de
T13.

= 1 por un ADNf no informativo por baja fraccién fetal.
= 3 por la aparicién de una alteracién ecografica en el 2° trimestre.
= 1 apeticién propia tras ADNf de riesgo bajo.
b) 5 gestantes tras un ADNf extraclinico que aportaron el dia que acudieron a la consulta:

= 3 por ADNf extraclinico de riesgo alto de aneuploidia para T21, 2 de ellas
fueron falsos negativos de nuestro CC1T, y la tercera fue un embarazo con

gemelo evanescente.

= 1 por ADNf extraclinico discrepante con la ecografia en cuanto al sexo fetal en

un embarazo gemelar.
= 1 apeticién propia tras ADNf extraclinico de riesgo bajo.

De las 290 gestantes que acudieron a asesoramiento, 108 (37%) se realizaron una prueba
invasiva, incluidas 14 gestantes que como primera opcidn se habfan realizado un ADNf en
nuestro hospital o extraclinico. De las 108 pruebas invasivas, 30 (28%) se realizaron en
gestantes que tuvieron opcién al ADNfy 78 (72%) en gestantes sin dicha opcién. De las pruebas
invasivas, 50 (46%) fueron biopsias coriales y 58 (54%) fueron amniocentesis. El 63% (182/290)
de las gestantes renunciaron a prueba invasiva. De las 290 gestantes, 42 (14%) renunciaron a

todo tipo de prueba. (Tablas 5.7 y 5.8).

5.2.2.1. CC1T, resultados de cariotipo y ADNf

El resultado de los cariotipos fue normal o equilibrado en 81 (75%) de los 108 cariotipos
prenatales realizados. Hubo un total de 29 cariotipos desequilibrados, 27 prenatales y 2
postnatales, lo que supone una prevalencia de anomalias cromosémicas en nuestra cohorte
(29/2446) del 1,2%, y entre las 290 gestantes que acudieron a asesoramiento prenatal del 9,3%
(27/290). De las 135 gestaciones con un CC1T de riesgo, 21 (15,5%) tuvieron un cariotipo

desequilibrado como se muestra en la tabla 5.9.

Sélo 4 de los 136 ADNfs realizados en el HCSC fueron de riesgo, 3 para T21 en gestantes
que tuvieron un riesgo intermedio sélo para dicha trisomia, y 1 para T13 en una gestante con
TN en p97,5 y riesgo bajo en el CCIT. Los 4 casos de riesgo fueron confirmados como

desequilibrados mediante prueba invasiva al igual que 1 caso no informativo que resulté ser
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un cariotipo normal. De las 3 T21, 2 fueron confirmadas mediante biopsia corial y 1 mediante
amniocentesis en una gestante que estaba de 14,4 semanas al recibir el resultado del ADNf. En
la T13 y en el caso no informativo se realizé amniocentesis. De las 97 gestantes con riesgo
intermedio en el CC1T (tabla 5.7) a las que se les ofrecié un ADNf como alternativa a la prueba
invasiva, sélo 4 (4,1%) tuvieron un cariotipo desequilibrado: las 3 gestantes con riesgo en el
ADNf para T21 y 1 gestante con resultado de riesgo bajo en el ADNf pero con alteracién
ecografica en el segundo trimestre que resulté ser una triploidia. No hubo falsos positivos ni

negativos en los ADNfs y el porcentaje de no informativos fue del 0.7%.

Los resultados de los estudios citogenéticos realizados y los ADNf en las gestantes
atendidas en este periodo se encuentran en la tabla 5.9. De las 50 biopsias coriales, 36 fueron
realizadas en gestantes con CC1T de riesgo y 14 en gestantes con CC1T de bajo riesgo. Entre
estas 14 gestantes, 12 tuvieron un antecedente personal o familiar de enfermedad de origen
genético, 1 fue un ADNf extraclinico de riesgo para T21 y 1 fue una peticién propia en una

gestante menor de 35 afios.

Entre las 290 gestantes atendidas en asesoramiento genético prenatal hubo 252
gestaciones que llegaron a término. De los neonatos, 6 presentaron malformaciones ya
diagnosticadas en la ecografia del 2° trimestre, donde todos los estudios citogenéticos
prenatales incluido el array-CGH fueron normales. Los 246 recién nacidos restantes fueron

normales en el momento del parto.

El 79,3% de los cariotipos desequilibrados de nuestra cohorte son T21, T18 y T13. Todas
las T18 tuvieron un CC1T de riesgo (R = 1/300) mientras que la T13, sin riesgo en el cribado,
present6 una TN en p97,5 y fue detectada en el ADNf. De los 15 casos de T21, 13 se detectaron
prenatalmente, 9 de ellos por CC1T de riesgo, 3 por ADNf extra-clinico de riesgo (2 falsos
negativos del CC1T y un embarazo con gemelo evanescente sin CC1T) y 1 por EMA sin cribado
(gemelar >35 afios que renuncié a ADNf). El resto de los cariotipos patoldégicos fueron 3
monosomias del X (10,3%) y 3 triploidias (10,3%). De las monosomias del X, 2 tuvieron un
riesgo alto (RD = 1/50) en el CCIT y la otra, sin cribado, fue detectada ecograficamente por
malformacidn ecogrifica tipo Dandy Walker en el segundo trimestre. De las 3 triploidias, 1
presentd un riesgo alto para T21 en el CC1T (R = 1/50), y de las 2 restantes, ambas con riesgo
intermedio para T18 en el CC1T, una se diagnosticé por anomalia ecografica del primer
trimestre y otra por anomalia ecogréafica del segundo trimestre tras ADNf de bajo riesgo. No

hubo otras anomalias cromosémicas en este periodo.
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Gestantes con

asesoramiento

Cariotipos
equilibrados

ADNf Clinico
riesgo
alto

ADNf clinico no
informativo

Trisomia 18 2 - - 1 - - 4 - - _ 7
Monosomia X - - - - 2 - - - - 1 3

Tabla 5.9. Resultados de los cariotipos y ADNfrealizados durante el periodo 2015-2016 clasificados por
grupos de riesgo en el CC1T y en las gestantes sin CC1T. 'CC1T: Cribado combinado de primer trimestre. *
RA-T21: Riesgo Alto para T21 (21/50); *RI-T21: Riesgo intermedio para T21 (1/51-1/300); TRB-T21: Riesgo Bajo
para T21(<1/300); RA-T18: Riesgo Alto para T18 (=1/50); *RI-T18: Riesgo Intermedio para T18 (1/51-1/300);
$SRB-T18: Riesgo Bajo para T18 (<1/300); *ADNf: ADN fetal libre; *VC: vellosidad corial; PLA: liquido amniético; ‘R:
renuncias; *1 gestante con alteracién ecografica mayor de primer trimestre distinta de TN; **2 gestantes con
alteracién ecogréfica mayor de primer trimestre distinta de TN; °12 gestantes con antecedente personal o
familiar de enfermedad de origen genético, 1 gestante con ADNf extraclinico de riesgo y 1 gestante a peticién
propia; 2 cariotipos prenatales y 2 postnatales.

Todos los estudios complementarios realizados mediante técnica de MLPA o array-CGH,

en todas las gestaciones que tuvieron un riesgo alto (R = 1/50) en el CC1T y en aquellas con
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anomalfas ecograficas que tuvieron resultados normales en la QF-PCR, fueron también

normales.

5.2.2.2. Falsos negativos del CC1T para T21

Durante este periodo hay 4 casos que fueron falsos negativos para T21 en el CC1T y que se

muestran en la tabla 5.10.

Edad

Riesgo para TTN mm Indicaci6én a
. 5 materna al . .
trisomia 21 (percentil) asesoramiento
parto
ADNf extraclinico
1 1/1900 37 1,3 (p25) de riesgo
2 1/22415 33 1,2 (p25) "
ADNfextraclinico
3 1/379 39 1,8 (p50) de riesgo
4 1/1149 27 1,1 (p10) i

Tabla 5.10. Falsos negativos en el CC1T para T21 durante el periodo 2015-
2016.7CC1T: Cribado combinado de primer trimestre; "TN en milimetros (percentiles)
en funcién de la LCC (Borrell et al, 2006) (88); ADNf: ADN fetal libre; *Neonatos.

De los 4 casos, dos fueron diagnosticados prenatalmente tras ADNf extraclinico de riesgo
y dos al nacimiento. No hubo TN en p97,5 durante este periodo entre los falsos negativos para
T21 aunque sf se detecto a través de este percentil de la TN una T13 en una gestante con CC1T

de bajo riesgo.

5.2.2.3. TN en percentil = 97.5, riesgo en el CC1T para T21 y resultados de
cariotipo.

Durante este periodo, hubo 46 gestaciones con una TN mayor o igual al p97,5. De las 13
gestaciones que tuvieron un riesgo bajo para T21 en el CC1T (8 casos, grupo A + 5 casos, grupo

B; tabla 5.11), 10 tuvieron una edad materna menor de 35 afios.

Hubo 13 gestaciones con una TN entre los percentiles 97,5-99 y se detectaron 2 (15%,
2/13) casos con cariotipo desequilibrado, una T21 y una T13, ambas mediante ADNf. En las
gestaciones con TN mayor o igual al p99 y riesgo intermedio en el CC1T para T21 la Unica
anomalfa cromosémica detectada es una T18. De los 33 fetos con TN mayor o igual al p99
(Grupo B, tabla 5.11), 5 tuvieron riesgo bajo para T21 en el CC1T y resultados normales, y en
las 5 la medida de la TN fue menor de 3,5 mm y se les ofrecié un ADNf. Las 2 gestaciones sin

CC1T de este grupo fueron tratadas como anomalia ecografica del primer trimestre y sélo se
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les ofreci6 prueba invasiva a pesar de que la TN fuera menor de 3,5 mm por carecer de CC1T

que orientara sus riesgos.

Otros cariotipos Cariotipo o

B . ;
ccit bl il 2L desequilibrados ~ ADNf normal Lt
*RA-T21 0
=35 - - -
<35 1 - 2
IRI-T21 4
Grupo A >35 - - 1
P97,5-p99
n=13 <35 - - 6
""RB-T21 8
=35 - 1 1
<35 - - -
Sin CC1T 1
=35 - - 1
<35 = 2 6
RA-T21 21
235 6 3 4
<35 - °1 2
RI-T21 5
Grupo B 235 - - 2
TN = p99
n=33 <35 = = 4
RB-T21 5
=35 - - 1
<35 - - 1
Sin CC1T 2
235 = = 1
Total 7 7 32 46

Tabla 5.11. Translucencia nucal = al percentil 97.5, riesgo en el cribado
combinado y resultados de cariotipo durante el periodo 2015-2016. "TN:
Translucencia nucal en percentiles (Borrell et al, 2006) (88); *CC1T: Cribado combinado
de primer trimestre; *RA-T21: Riesgo alto para T21 (21/50); TRI-T21: Riesgo intermedio
para T21 (1/51-1/300); "RB-T21: Riesgo bajo para T21 (<1/300); ADNf: ADN fetal libre;
*1 T13;" 1T18; °12 casos con TN< 3,5mm.

5.3. Valoracion de la efectividad

Con el fin de evaluar la efectividad del nuevo protocolo de diagnéstico genético en la
atencidén prenatal de las gestantes en riesgo de cromosomopatia, con la introduccién del ADNf
de aneuploidias mediante el estudio del ADN fetal circulante en sangre materna, se escogié un
periodo de 15 meses del periodo retrospectivo para su comparacién, comprendido entre
octubre de 2013 y diciembre de 2014. Se eligié dicho periodo por tener una duracién en
tiempo igual al del estudio prospectivo y por ser el més préximo al mismo, y se afiadié en la
recogida de datos los resultados de los ADNfs extraclinicos que las gestantes se realizaron
fuera del dmbito del HCSC. Se comprobé que la muestra recogida para nuestra comparacién es
representativa de las 12327 gestantes con una confianza del 95% y una precision absoluta del

3%.
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5.3.1. Caracteristicas de la poblacién a estudio

Durante el periodo comprendido entre octubre de 2013 a diciembre de 2014, ambos
inclusive, acudieron al HCSC un total de 2208 gestantes a las que se realizé un CC1T durante el
control de su embarazo. Los datos demograficos de las gestantes y los datos clinicos
relacionados con la gestacidn para la realizacién del CC1T se encuentran en la tabla 5.12.
Dichos datos han sido estratificados por riesgos de de aneuploidia, y en aquellas gestantes en
las que existia riesgo para ambas trisomias (T21 y T18) se ha utilizado el mayor de ellos para la

estratificacién.

Gestantes con *CC1IT  Riesgo =1/50 | Riesgo 1/51-1/300 | Riesgo < 1/300 p valor
N = 2208 N =20 N=75 N=2113 inter-grupos
Demograficos
Edad materna al parto 3566 37,14 31,6+5/4 <0,001
Origen
Caucésicas 17 (85) 52(69,4) 1246 (59)
Afrocaribefias - - 80 (3,8)
Asidticas - 3(4) 86 (4)
Arabes = = 42 (2)
Sudamericanas 2(10) 13 (17,3) 488 (23,1)
Otras 1(5) 7(9,3) 171 (8,1)
Clinicos
LCC (mm) 60,3t9,9 60,775 60,3%7,9 0,903
"IN (mm) 3,8£2,4 1,5+0,5 1,3:0,3 <0,001
If-BHCG (MoM) 1,4+ 1,6 1,4+12 12+1,2 0,307
SPAPP-A (MoM) 0,6+ 0,3 0,6+0,6 1,3£0,7 <0,001

Tabla 5.12. Datos demograficos y clinicos de las gestantes estratificados por
riesgos en el cribado combinado durante el periodo 2013-2014. Los datos se dan
en frecuencias y porcentajes (%) para las variables cualitativas, y en media y
desviacién estandar para las variables cuantitativas con distribucién simétrica. *CC1T:
cribado combinado de primer trimestre; *LCC (mm): longitud crdneo caudal en
milimetros; "TN (mm): translucencia nucal en milimetros; 1f-BHCG (MoM): fraccién B
libre de la gonadotropina coridnica humana en multiplos de la mediana; *PAPP-A
(MoM): proteina plasmatica A en multiplos de la mediana.

Durante este periodo se atendieron en la consulta de asesoramiento prenatal un total de
890 gestantes. La figura 5.6 muestra la distribucién de las gestantes remitidas a

asesoramiento y su edad materna al parto.
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CC1T: Riesgo <1/300

ASESORAMIENTO GENETICO 736 gostantes
*CCAT
890 gestantes « 43< 35 afios
2208 gestantes 71 <35 afios =693 2 35 afios
» 1427< 35 afios *819:2 35 afios 33,3% (736/2208)
*7812 35 afios l 88,6% (736/831)
82,7% (736/890)

669 gestantes sélo con

*62 < 35 afios *EMA
=769 2 35 afios

831 gestantes con CC1T

30,3% (669/2208)
37,6% (831/2208) 80'52/0 (669/831)
93,4% (831/890) 75,2% (669/890)
+
- Figuras 5.7 y 5.8 67 gestantes con
CCAT: Riesgo 2 1/300 anomalia ecografica,
+ antecedentes
95 gestantes personales/familiares,
i i t
«19 < 35 afios 59 gestantes sin CC1T ansiedad y ¥TN en p97,5
=76 2 35 afos .9 < 35afios «43< 35 afios
+502 35 afios . A
4,3% (95/2208) 24235 afios
s oesl) 6:6% (59/890) 39 (6712208)
10,7% (95/890) 8.1% (67/831)
Figura5.9 7,5% (67/890)

Figura 5.6. Edad y distribucién de las gestantes remitidas asesoramiento
genético prenatal durante el periodo 2013-2014. *CC1T: cribado combinado de
primer trimestre; **EMA: edad materna avanzada; *TN: translucencia nucal.

De las 890 gestantes que acudieron a asesoramiento, 831 (93%) se habian realizado el
CCIT y representan el 37,6% (831/2208) de las gestantes con un CCIT realizado en el HCSC
durante este periodo. Un total de 95 gestantes (11% de las 831) tuvieron un CC1T de riesgo (R=
1/300) mientras que 736 (89%) tuvieron un CC1T de bajo riesgo (R < 1/300).

La distribucidn y las pruebas elegidas como primera opcién por las gestantes con CC1T de
riesgo bajo (R < 1/300) y las gestantes con CC1T de riesgo (R = 1/300) se muestran en las
g0 b3 y 8 4

figuras 5.7 y 5.8, respectivamente.
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Pruebainvasiva

40 gestantes sdlo con EMA
*CC1T: Riesgo < 1/300 4,8% (40/831)
4,5% (40/890)
736 gestantes

32 gestantes con anomalia ecografica, antecedentes

0 personales/familiares, ansiedad o TN en 97,5
88,6% (736/831) 3,9% (32/831)

82,7% (736/890) 3,6% (32/890)

$

669 gestantes sélo TADNf extraclinico
con*EMA
9 gestantes sélo con EMA
1,1% (9/831)
80,5% (669/831)
75,2% (669/890) 1% (9/890)
+ 1 gestante con antecedentes personal/familiar
0,1% (1/831)
0,
67 gestantes con 0,1% (1/890)

anomalia ecografica,

antecedentes
personales/familiares, - o
ansiedady TN en Renuncias a pruebas genéticas prenatales
po7,5 620 gestantes s6lo con EMA
. 74,6% (620/831)
8,1% (67/831) 69,7% (620/890)
7,5% (67/890)

34 gestantes con anomalia ecografica o
antecedentes personales/familiares o TN en p97,5
4,1% (34/831)

3,8% (34/890)

Figura 5.7. Distribucién y pruebas elegidas como primera opcién por las
gestantes con CC1T de riesgo bajo (R< 1/300) remitidas a asesoramiento genético
prenatal sobre el total de las gestantes atendidas (n=890) y sobre el total de
gestantes que se realizaron el CC1T (n=831). *CC1T: cribado combinado de primer
trimestre; **EMA: edad materna avanzada; *TN: translucencia nucal; "ADNf: ADN fetal
libre.

De las 831 gestantes remitidas a la consulta con CC1T, 669 (80,5%) acudieron sélo por EMA
y representan el 30% (669/2208) de las gestantes que se hicieron un CC1T en este periodo. De
ellas el 6% (40/669) se realizé una prueba invasiva, mientras que el 94% (629/669) renunciaron
a la misma y se realizaron bien un ADNf fuera de nuestro hospital (ADNf extraclinico; 1%

[9/669]), o bien no se realizaron ninguna prueba prenatal (93%, 620/669).
g p p
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Prueba invasiva

19 gestantes con R = 1/50
*CC1T: Riesgo = 1/300 2,3% (19/831)
2,2% (19/890)
95 gestantes 42 gestantes con R 1/51-1/300
5% (42/831)
11,4% (95/831) 4,7% (42/890)
10,7% (95/890)
' TADNf extraclinico
20 gestantes con **R 2 1/50 1 gestantes con R = 1/50
0,1% (1/831)
2,4% (20/831) 0,1% (1/890)
2,3% (20/890)

13 gestantes con R 1/51-1/300
+ 1,6% (13/831)
1,4% (13/890)

75 gestantes con R 1/51-1/300

9% (75/831) Renuncias a pruebas
8,4% (75/890) prenatales
20 gestante con R 1/51-1/300
2,4% (20/831)
2,3% (20/890)

Figura 5.8. Distribucién y pruebas elegidas como primera opcién por las
gestantes con CC1T de riesgo remitidas a asesoramiento genético prenatal sobre
el total de las gestantes atendidas (n=890) y sobre el total de gestantes que se
realizaron el CCIT (n=831).*CC1T: cribado combinado de primer trimestre; **R:
riesgo; "ADNf: ADN fetal libre.

Un 4,3% de las gestantes con CCIT atendidas en este periodo en el HCSC (95/2208)
tuvieron un riesgo = 1/300 en el CC1T y representan el 10,7% de las gestantes remitidas a la
consulta de asesoramiento. De estas 95 gestantes, 20 (21%) tuvieron un CC1T de alto riesgo (R
= 1/50), y 75 (79%) tuvieron un riesgo intermedio (R 1/51-1/300). Entre estas 95 gestantes, 3
con riesgo alto tuvieron alteraciones ecograficas mayores distintas de la TN y fueron
clasificadas como alteraciones ecograficas del primer trimestre (tabla 5.13). El 64% (61/95) de
las gestantes con riesgo en el CC1T se realiz6 una prueba invasiva, mientras que el 36% (34/95)
renuncié a las mismas, bien a favor de un ADNf extraclinico (15%, 14/95) o bien renunciando a

cualquier prueba prenatal (21%, 20/95).

La distribucidén de las gestantes sin CC1T y las pruebas que eligieron como primera opcién

se muestran en la figura 5.9.
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Pruebainvasiva

11 gestantes con EMA

. (1 embarazo gemelar)
Sin*CCAT 1,3% (11/890)
59 gestantes 13 gestantes con anomalia
ecografica, antecedente
6,6% (59/890) personal o TN en p97,5
(6 embarazos gemelares)
‘ 1,4% (13/890)
39 gestantes con **EMA TADNf extraclinico
(13 son embarazos
gemelares) 3 gestantes con EMA
(1 embarazo gemelar)
4,4% (39/890) 0,3% (3/890)
+ 2 gestantes con anomalia
ecografica o ansiedad
20 gestantes con (2 embarazos gemelares)
anomalia ecografica, 0,2% (2/890)
antecedentes
personales/familiares, Renuncias a pruebas prenatales
ansiedad o ¥TN en
p97,5 25 gestantes con EMA
(10 son embarazos (11 embarazos gemelares)
gemelares) 2,8% (25/890)
2,2% (20/890) 5 gestantes con anomalia
ecografica o antecedentes

personales/familiares
(2 embarazos gemelares)
0,6% (5/890)

Figura 5.9. Distribucién y pruebas elegidas como primera opcién por las
gestantes sin CC1T remitidas a asesoramiento genético prenatal sobre el total de
las gestantes atendidas (n=890). *CC1T: cribado combinado de primer trimestre;
**EMA: edad materna avanzada; *TN: translucencia nucal; "ADNf: ADN fetal libre.

De las 890 gestantes remitidas a asesoramiento, 59 (6,6%) no tenfan CC1T. De ellas, a 39
(66% de 59) se les considerd en riesgo de cromosomopatia por tener EMA sin un CC1T que
permitiese comparar su riesgo individual para T21 y T18 con su riesgo por edad. En este grupo
de gestantes el 28% (11/39) se realizé una prueba invasiva, mientras que el 72% (28/39)
renuncid a la misma bien en favor de un ADNf extraclinico (8%, 3/39) o bien renunciando a

cualquier prueba (64%, 25/39).

En la tabla 5.13 se muestran las indicaciones a la consulta de asesoramiento y las pruebas
genéticas realizadas en las 890 gestantes atendidas en este periodo. No hubo gestantes con
contraindicacién para una prueba invasiva ni progenitores portadores de translocacién

robertsoniana que afectara a los cromosomas 21 y/o 13.
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Pruebas genéticas prenatales

Cribado no
Indicacién asesoramiento invasivo

Diagnéstico Total Total
Invasivo Renuncias gestantes pruebas
N= 890 N= 187

“ADNf

e FAmnio
extraclinico

Alto

(=1/50) v
Riesgo en

*,
car Intermedio

(1/51-1/300) 35

"IN = p97,5 con CC1T de
bajo riesgo (<1/300) y TN 0 4 1 1 6 5
en 97,5 sin CC1T

Antecedente de feto
anterior con aneuploidia

CC1T de ConEMA
bajo riesgo
(R <1/300) Sin EMA

Total 29 132 26 704 890 187

Tabla 5.13. Indicaciones a la consulta de asesoramiento y pruebas genéticas
prenatales realizadas en las 890 gestantes del periodo 2013-2014. *CC1T: cribado
combinado de primer trimestre; *TN: translucencia nucal (= p97,5 y < 3,5 mm); IEMA:
edad materna avanzada;*ADNf : ADN fetal libre; PAmnio: amniocentesis; *BC: biopsia
corial;**3 gestantes con riesgo alto (R= 1/50) en el CC1T. ***1 gestante gemelar con
prueba invasiva y ADNf extraclinico

En las 890 gestantes que acudieron a asesoramiento se realizaron un total de 187 pruebas

genéticas prenatales:

158 invasivas realizadas en el HCSC.

29 ADNf extraclinicos aportados por las gestantes.
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En este periodo sélo 1 de las 890 gestantes se realizé una prueba invasiva tras un ADNf
extraclinico de riesgo para T21. Hubo 3 gestantes con un CC1T de riesgo alto (R = 1/50) que

fueron clasificadas como anomalia ecografica mayor del primer trimestre distinta de la TN.

De las 890 gestantes que acudieron a asesoramiento, 158 (18%) se realizaron una prueba
invasiva, incluida la gestante con ADNf extraclinico de riesgo, y de ellas 132 (84%) fueron
amniocentesis y 26 (16%) fueron biopsias coriales. El 82% (733/890) de las gestantes
renunciaron a prueba invasiva. De las 890 gestantes, el 79% (704/890) renuncié a cualquier

tipo de prueba.

5.3.2. CC1T, resultados de cariotipo y ADNf extraclinico

El resultado de los cariotipos fue normal o equilibrado en 145 (92%) de los 158 cariotipos
prenatales realizados. Hubo en total 13 cariotipos desequilibrados, todos ellos prenatales, lo
que supone una prevalencia en nuestra cohorte (2267 gestantes) del 0,6%, y entre las 890
gestantes en asesoramiento del 1.5%. De las 95 gestaciones con un CC1T de riesgo, 5 (5%)

tuvieron un cariotipo desequilibrado.

S6lo 1 ADNf extraclinico fue de riesgo para T21, en una gestante gemelar sin CC1T y fue

confirmado mediante amniocentesis.

Ninguna de las 75 gestantes con riesgo intermedio en el CCIT tuvo un cariotipo

desequilibrado.

Los resultados de los estudios citogenéticos realizados y los ADNf extraclinicos aportados

por las gestantes se encuentran en la tabla 5.14.

El 85% de los cariotipos desequilibrados de nuestra cohorte son T21 y T18. No hubo T13
durante este periodo. De las T18, 2 tuvieron un CC1T de alto riesgo (R = 1/50) mientras que la
tercera fue detectada en un embarazo gemelar sin CC1T por alteracién ecografica mayor de
primer trimestre. Los 8 casos de T21 se detectaron prenatalmente: 2 por CC1T de alto riesgo, 2
en gestantes con riesgo bajo en el CC1T por hallazgos ecograficos (1 con TN 97,5 en el primer
trimestre y otra con cardiopatia en el segundo trimestre), y 4 en gestantes sin CC1T (1 gemelar

con ADNf extraclinico de riesgo, 1 gemelar con TN en p97,5 y 2 gestantes con TN en p99).

El resto de los cariotipos patoldgicos fueron 1 triploidia (7,5%) en una gestante gemelar
sin CC1T detectada en ecografia y 1 anomalia poco comin con un derivado de una
translocacidn entre un cromosoma del par 14 y otro del par 17 (7,5%). No hubo monosomias

del X ni otras aneuploidias de los cromosomas sexuales en este periodo.
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Gestantes con
asesoramiento

Cariotipos
equilibrados

Trisomia 18 2 - - - - - - _ _

Momosomia X - - - - - - _ _ _

Aneuploidias
sexuales

19

145

Tabla 5.14. Resultados de los cariotipos realizados y los ADNf extraclinicos aportados durante el
periodo 2013-2014 clasificados por grupos de riesgo en el CC1T y en las gestantes sin CC1T. 'CC1T:
Cribado combinado de primer trimestre. * RA-T21: Riesgo Alto para T21 (21/50); *RI-T21: Riesgo
intermedio para T21 (1/51-1/300); 'RB-T21: Riesgo Bajo para T21(<1/300); "RA-T18: Riesgo Alto para
T18 (21/50); #RI-T18: Riesgo Intermedio para T18 (1/51-1/300); *RB-T18: Riesgo Bajo para T18 (<1/300);
PADNf: ADN fetal libre; ®VC: vellosidad corial; PLA: liquido amniético. ‘R: renuncia; *1 gestante con
alteracién ecografica mayor de primer trimestre distinta de TN; **2gestantes con alteracién ecogréfica

mayor de primer trimestre distinta de TN. *2 falsos negativos de CC1T diagnosticados prenatalmente.

Todos los estudios complementarios realizados mediante técnica de MLPA o array-CGH,

en todas las gestaciones que tuvieron un riesgo alto (R = 1/50) en el CC1T y en aquellas con

anomalfas ecograficas que tuvieron resultados normales en la QF-PCR, fueron también

normales.
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Hubo dos falsos negativos para T21 en el CC1T en este periodo, que se corresponden con

los casos 1y 2 de la tabla 5.4 del retrospectivo.

De las 6 gestantes con TN = a p97,5 con CC1T de bajo riesgo y TN en p97,5 sin CC1T (tabla
5.13):

® 3 tuvieron un percentil de TN en 97,5: 2 de ellas con un CC1T de bajo riesgo, una con
resultado normal y la segunda con T21 (caso 1, falso negativo de la tabla 5.4), y la
tercera fue una gestante gemelar sin CC1T en la que se diagnosticé, como en el caso 1,

una T21.

® Lasotras 3 gestantes tuvieron una TN en p99 y el resultado del cariotipo fue normal.

5.3.3. Comparacion entre el periodo 2015-2016 y el periodo 2013-
2014

5.3.3.1. Poblacién a estudio

a) Edad materna

Tabla 5.15: gestantes con edad mayor o igual a 35 afios con CCIT en el total de

gestantes que se realizaron el CC1T en cada periodo.

Periodo = 35 afios Total con CC1T Proporcién
2015-2016 1497 2386 0,6274099 0,6078105-0,646582
0,1942
2013-2014 1427 2208 0,6462862 0,6260935-0,665949

Tabla 5.16: gestantes con edad mayor o igual a 35 afios sin CC1T en el total de

gestantes atendidas en la consulta de asesoramiento en cada periodo.

Periodo = 35 afios Total sin cribado Proporcién IC 95% p-valor

2015-2016 52 60 0,8666667 0,754794-0,932706

0,9701
2013-2014 50 59 0,8474576 0,7316546-0,919139
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b) Gestantes con CC1T de riesgo

Tabla 5.17: gestantes con CC1T de riesgo atendidas en la consulta de asesoramiento en

el total de gestantes que se realizaron el CC1T en cada periodo.

Periodo CC1T de riesgo Total con CC1T Proporcién IC 95% p-valor

2015-2016 135 2386 0,05658005 0,0480026-0,0666416

0,04164
2013-2014 95 2208 0,04302536 0,0353185-0,0523849

Tabla 5.18: gestantes con CC1Tde alto riesgo (R = 1/50) en el total de gestantes que

tuvieron un riesgo en el CC1T en cada periodo.

CC1T de alto Total con CC1T de

. - Proporcién IC 95% p-valor
riesgo riesgo

Periodo

2015-2016 36 135 0,2666667 0,1992881-0,3474745

0,4118
2013-2014 20 95 0,2105263 0,1403282-0,3041162

Tabla 5.19: gestantes con CC1T de riesgo intermedio (R 1/51-1/300) en el total de

gestantes que tuvieron un riesgo en el CC1T en cada periodo.

cer de riesgo Total con CC1T de e 1C 95%
intermedio riesgo
2015-2016 929 135 0,7333333 0,6525255-0,8007119
0,4118
2013-2014 75 95 0,7894737 0,6958838-0,8596718

c) Gestantes con CC1T de bajo riesgo

Tabla 5.20: gestantes con CC1T de bajo riesgo atendidas en la consulta de

asesoramiento en el total de gestantes que se realizaron un CC1T en cada periodo.

Periodo CC1t de riesgo bajo Total con CC1T Proporcién IC 95% p-valor
2015-2016 95 2386 0,0398155 0,0326746-0,0484969

<2,2¥10°
2013-2014 736 2208 0,3333333 0,3139854-0,3532840
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Tabla 5.21: gestantes con EMA y CC1T de bajo riesgo atendidas en la consulta de

asesoramiento en el total de gestantes que se realizaron un CC1T en cada periodo.

EMA con CC1T bajo
riesgo

Total con CC1T Proporcién IC 95%

Periodo

2015-2016 12 2386 0,005029338 0,002798-0,0089171
<2,2*10-1
2013-2014 669 2208 0,302989130 0,284188-0,322502

Tabla 5.22: gestantes con otras indicaciones con CC1T de bajo riesgo atendidas en la

consulta de asesoramiento en el total de gestantes que se realizaron un CC1T en cada periodo.

Otras indicaciones
en riesgo bajo

Total con CC1T Proporcién

Periodo

2015-2016 83 2386 0,0347862 0,0281398-0,0429898
0,4453
2013-2014 67 2208 0,0303442 0,0239490-0,0384379

d) Gestantes sin CC1T

Tabla 5.23: gestantes sin CC1T que acudieron a la consulta de asesoramiento en el total

de gestantes atendidas en dicha consulta en cada periodo.

Gestantes en

Periodo Sin CC1T . Proporcién IC 95% p-valor
asesoramiento
2015-2016 60 290 0,20689655 0,1642542-0,2575145
1,096 * 10-*
2013-2014 59 890 0,06629213 0,0517043-0,0847610

En las tablas se observa que la poblacién de gestantes con edad = a 35 afios, las gestantes
con CCI1T de riesgo y las que tuvieron CC1T de bajo riesgo e indicaciones distintas a la EMA
fueron similares en ambos periodos. Durante el periodo 2013-2014 las gestantes que fueron
atendidas en la consulta de asesoramiento genético prenatal con CC1T de bajo riesgo
representan el 33% de todas las gestantes con CC1T. En el 90% de ellas la indicacién fue sélo la

EMA. El nimero de gestantes atendidas sin CC1T en cada periodo fue el mismo.
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5.3.3.2. Efectividad

5.3.3.2.1. Gestantes atendidas en la consulta

Tabla 5.24: gestantes con EMA y CC1T de riesgo bajo que acudieron a la consulta de
asesoramiento en el total de gestantes con CC1T de riesgo bajo atendidas en dicha consulta en

cada periodo.

CC1T de riesgo
bajo en Proporcién
asesoramiento

Periodo EMA con CC1T bajo

riesgo

2015-2016 12 95 0,1263158 0,0727754-0,2100528
<2,2%10-1
2013-2014 669 736 0,9089674 0,8858066-0,9277069

Tabla 5.25: gestantes con EMA y CC1T de riesgo bajo que acudieron a la consulta de

asesoramiento en el total de gestantes atendidas en dicha consulta en cada periodo.

Periodo EMA con CCIT e Gestantes en Proporcién IC 95%
riesgo asesoramiento
2015-2016 12 290 0,0413793 0,0232762-0,0719618
<2,2%10™
2013-2014 669 890 0,751685 0,7221961-0,7789225

Tabla 5.26: gestantes con otras indicaciones y CC1T de bajo riesgo atendidas en la

consulta de asesoramiento en el total de gestantes con CC1T de bajo riesgo atendidas en dicha

consulta en cada periodo.

e T CC1T de riesgo
. Otras indicaciones . .z
Periodo ; . bajo en Proporcion
en riesgo bajo .
asesoramiento
2015-2016 83 95 0,8736842 0,7899472-0,9272245
<2,2%107
2013-2014 67 736 0,0910326 0,0722931-0,1141933
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Tabla 5.27: gestantes con otras indicaciones con CC1T de bajo riesgo atendidas en la
consulta de asesoramiento en el total de gestantes atendidas en dicha consulta en cada periodo.

Otras indicaciones Gestantes en

Periodo Proporcién IC 95%

en riesgo bajo asesoramiento

2015-2016 83 290 0,2862069 0,2372942-0,3409371
<2,2%107
2013-2014 67 890 0,0752809 0,0596870-0,0946753

Tabla 5.28: gestantes con CC1T de riesgo atendidas en la consulta de asesoramiento en

el total de gestantes atendidas en dicha consulta en cada periodo.

Gestantes en

Periodo CC1T de riesgo . Proporcién
asesoramiento
2015-2016 135 290 0,4655172 0,4089651-0,5230077
<2,2%107
2013-2014 95 890 0,1067416 0,0881139-0,1288882

Durante el periodo 2015-2016 hubo un 78% menos de gestantes atendidas en
asesoramiento por EMA con CC1T de bajo riesgo sobre el total de las gestantes atendidas con
CC1T de bajo riesgo, y un 71% menos de estas mismas gestantes en el total de las atendidas en
consulta de asesoramiento. Durante este mismo periodo, el 87% de las gestantes con CC1T de
bajo riesgo que son atendidas en la consulta lo fueron por otras indicaciones distintas a la EMA
y representan el 29% del total de las gestantes en asesoramiento. Durante el periodo prospectivo

2015-2016 el 47% de las gestantes atendidas en consulta lo fueron por CC1T de riesgo.

9086 87%
% 90 B EMA en asesoramiento
80
W EMAen CC1T bajo riesgo
70
0 otrasindicacionesen
asesoramiento
50 M otrasindicacionesen
CC1T bajoriesgo
40
30
20
10
P<0,001
(0§, T

2013-2014 2015-2016

Figura 5.10. Gréfico: gestantes atendidas por EMA y otras indicaciones en ambos periodos
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5.3.3.2.2. Pruebas invasivas y estudios citogenéticos desequilibrados en las
gestantes atendidas en la consulta de asesoramiento

a) Pruebas invasivas

Tabla 5.29: total de las pruebas invasivas realizadas en el total de las gestantes

atendidas en la consulta de asesoramiento en cada periodo.

Gestantes en

Periodo Pruebas invasivas . Proporcién IC 95% p-valor
asesoramiento
2015-2016 108 290 0,3724138 0,3188360-0,4294633
9,313 * 10-12

2013-2014 158 890 0,1775281 0,1538434-0,2040984

Tabla 5.30: amniocentesis realizadas en el total de las pruebas invasivas realizadas en

las gestantes atendidas en la consulta de asesoramiento en cada periodo.

Periodo Amniocentesis Total invasivas Proporcién IC 95%
2015-2016 58 108 0,537037 0,4433512-0,6280774
2,572 %107

2013-2014 132 158 0,835443 0,7689358-0,8853852

Tabla 5.31: biopsias coriales realizadas en el total de las pruebas invasivas realizadas en

las gestantes atendidas en la consulta de asesoramiento en cada periodo.

Periodo Biopsia corial Total invasivas Proporcién IC 95% p-valor
2015-2016 50 108 0,462963 0,3719226-0,5566488
2,572 %107

2013-2014 26 158 0,164557 0,1146148-0,2310642

Durante el periodo 2015-2016, el 37% de las gestantes que acudieron a asesoramiento se
hicieron una prueba invasiva, frente al 18% del periodo retrospectivo. En este mismo periodo

se hicieron un 30% mds de biopsias coriales lo que supone un aumento del 187,5%.

120

% = amniocentesis
enel total de
100 invasivas
80 BC en el total de

invasivas
60
——total invasivas en

gestantes de
consulta

40 08—

20 —
158

0 p< 0,001
2013-2014  2015-2016

Figura 5.11. Gréfico: Pruebas invasivas realizadas en ambos periodos
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b) Estudios citogenéticos prenatales desequilibrados

Tabla 5.32: estudios citogenéticos prenatales desequilibrados detectados en el total
de las pruebas invasivas realizadas en las gestantes atendidas en la consulta de asesoramiento

en cada periodo.

Periodo Cariotipos Total invasivas Proporcién IC 95% p-valor
2015-2016 27 108 0,25000000 0,1778028-0,3400544

0,0003389
2013-2014 13 158 0,08227848 0,0479571-0,1372280

La proporcidén de cariotipos desequilibrados frente al total de las pruebas invasivas

realizadas en cada periodo muestra ser superior en un 17% durante el periodo prospectivo.

5.3.3.2.3. Pruebas invasivas y renuncias en las gestantes con indicacién a ADNf:
modelo contingente

a) Gestantes con CC1T de riesgo intermedio

Tabla 5.33: pruebas invasivas realizadas en las gestantes atendidas en la consulta de

asesoramiento por riesgo intermedio en cada periodo.

Periodo Invasivas Riesgo intermedio Proporcién IC 95% p-valor
2015-2016 23 97 0,2371134 0,1633576-0,3316919

0,00003014
2013-2014 42 75 0,5600000 0,4474233-0,6665008

Tabla 5.34: renuncias a cualquier prueba genética en las gestantes atendidas en la

consulta de asesoramiento por riesgo intermedio en cada periodo.

Periodo Renuncias Riesgo intermedio Proporcién IC 95% p-valor
2015-2016 1 97 0,01030928 0,000000-0,06281148

1,188 ¥ 10-°
2013-2014 20 75 0,26666667 0,1796357-0,3773264

120



Maria Carmen Cotarelo Pérez

b) Gestantes con TN = p97,5 (<3,5 mm) con CC1T de bajo riesgo y TN en p97,5 sin CC1T

Tabla 5.35: pruebas invasivas realizadas en las gestantes atendidas en la consulta de

asesoramiento por TN = p97,5 (<3,5 mm) con CC1T de bajo TN en p97,5 sin CC1T en cada

periodo.

TN = p97,5 (<3,5

Periodo Invasivas Proporcién IC 95% p-valor
mm)
2015-2016 4 11 0,3636364 0,152082-0,647918
0,1784
2013-2014 5 6 0,8333333 0,4159742-0,9840258

Tabla 5.36: renuncias a cualquier prueba genética en las gestantes atendidas en la

consulta de asesoramiento por TN = p97,5 (<3,5 mm) con CC1T de bajo riesgo y TN en p97,5

sin CC1T en cada periodo.

TN 2 p97,5 (<3,5

Periodo Renuncias mm) Proporcién IC 95% p-valor
2015-2016 1 11 0,09090909 0,0000000-0,4024242

1,000
2013-2014 1 6 0,16666667 0,0159742-0,5840257

c) Otras indicaciones

Tabla 5.37: pruebas invasivas realizadas en las gestantes atendidas en la consulta de

asesoramiento por antecedente de feto anterior con aneuploidia en cada periodo.

Periodo Invasivas builizezilor: Proporcién IC 95% p-valor
personal
2015-2016 0 14 0,000000 0,0000000-0,2562936
0,02052
2013-2014 5 11 0,4545455 0,2141993-0,7191340

Tabla 5.38: renuncias a cualquier prueba genética en las gestantes atendidas en la

consulta de asesoramiento por antecedente de feto anterior con aneuploidia en cada

periodo.
Periodo Renuncias ATl Proporcién IC 95% p-valor
personal
2015-2016 0 14 0,000000 0,0000000-0,2562936
0,02052
2013-2014 5 11 0,4545455 0,2141993-0,7191340
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Tabla 5.39: pruebas invasivas realizadas en las gestantes gemelares mayores de 35 afios

atendidas en la consulta de asesoramiento en cada periodo.

Periodo Invasivas Gemelares Proporcién IC 95% p-valor
2015-2016 1 23 0,04347826 0,0000000-0,2296521

1
2013-2014 1 13 0,07692308 0,0000000-0,3576878

Tabla 5.40: renuncias a cualquier prueba genética en las gestantes gemelares mayores

de 35 aflos atendidas en la consulta de asesoramiento en cada periodo.

Periodo Renuncias Gemelares Proporcién IC 95% p-valor
2015-2016 1 23 0,04347826 0,0000000-0,2296521

5,649 * 10-°
2013-2014 11 13 0,84615385 0,5630660-0,9663457

Tabla 5.41: pruebas invasivas realizadas en las gestantes con EMA sin CC1T atendidas

en la consulta de asesoramiento en cada periodo.

Periodo Invasivas EMA sin CC1T Proporcion IC 95% p-valor
2015-2016 2 15 0,1333333 0,0272132-0,3938393

0,178
2013-2014 10 26 0,3846154 0,2246955-0,5753045

Tabla 5.42: renuncias a cualquier prueba genética en las gestantes con EMA sin CC1T

atendidas en la consulta de asesoramiento en cada periodo.

Periodo Renuncias EMA sin CC1T Proporcion IC 95% p-valor
2015-2016 0 15 0,0000000 0,0000000-0,2432562
0,001576
2013-2014 14 26 0,5384615 0,354812-0,711854
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d) Total de pruebas invasivas y total de renuncias en las gestantes con indicacién a

ADNf

Tabla 5.43: total de pruebas invasivas realizadas en el total de las gestantes con

indicacion a ADNf atendidas en la consulta de asesoramiento en cada periodo.

Periodo Total Invasivas Total gestantes Proporcién IC 95% p-valor

2015-2016 30 160 0,187500 0,1344701-0,2557738
1,85 * 107
2013-2014 63 131 0,480916 0,3971959-0,5657670

Tabla 5.44: total de renuncias a cualquier prueba genética en el total de las gestantes

con indicacién a ADNf atendidas en la consulta de asesoramiento en cada periodo.

Periodo Total Renuncias Lozl Proporcién IC 95% p-valor
gestantes
2015-2016 3 160 0,018750 0,0041750-0,0568005
2,052 ¥107%°
2013-2014 51 131 0,389313 0,3102182-0,4749670

En las gestantes con indicacién a ADNf de nuestro protocolo, en el periodo 2015-2016, se
hicieron un 30% menos de pruebas invasivas que en 2013-2014, lo que supone una
disminucién del 63% en las mismas. Las tablas muestran la disminucién en cada una de las
indicaciones. La disminucién fue de un 57% en las gestantes con CC1T de riesgo intermedio as{
como en las gestantes con TN = p97,5 (<3,5 mm), del 100% en antecedentes de feto anterior

aneuploide, del 43% en embarazo gemelar con EMA, y del 66% en EMA sin CC1T.

50 1

%
40 I M Invasivas
30 1
Renuncias

9% £

B ADNf extra-
10 1 clinico
0 1 = 7

2013-2014  2015-2016

Figura 5.12. Gréfico: Pruebas invasivas, renuncias a todos los test y ADNf extraclinico
en las gestantes con indicacién a ADNf en ambos periodos
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5.3.3.2.4. Pruebas genéticas prenatales en las gestantes con indicacién a ADNf:
pruebas invasivas, ADNf clinico (HCSC) y ADNf extraclinico

a) Gestantes con CC1T de riesgo intermedio

Tabla 5.45: pruebas genéticas realizadas en las gestantes con riesgo intermedio

atendidas en la consulta de asesoramiento en cada periodo.

*n:
Periodo Pru’el.)as __Riesgo *Proporcién IC 95% p-valor
geneticas intermedio
2015-2016 104 97 0,53608 0,465883-0,6048235
0,002559
2013-2014 55 75 0,36667 0,2938710-0,4463887

*El total cogido para los calculos es el total de las posibles pruebas (gestantesx2)
b) Gestantes con TN = p97,5 (<3,5 mm) con CC1T de bajo riesgo y TN en p97,5 sin CC1T

Tabla 5.46: pruebas genéticas realizadas en las gestantes atendidas en la consulta de

asesoramiento por TN 2 p97,5 (<3,5 mm) con CC1T de bajo riesgo y TN en p97,5 sin CC1T

en cada periodo.

Periodo Pru'el?as TN =p97,5 Proporcién
genéticas (<3,5 mm)
2015-2016 11 11 1,000000 0,6946392-1,000000
0,751
2013-2014 5 6 0,833333 0,415974-0,984025

c) Otras indicaciones

Tabla 5.47: pruebas genéticas realizadas en las gestantes con antecedente de feto

anterior con aneuploidia atendidas en la consulta de asesoramiento en cada periodo.

Pruebas Antecedente

Periodo o Proporcién IC 95% p-valor
genéticas personal
2015-2016 14 14 1,0000000 0,743706-1,000000
0,02052
2013-2014 6 11 0,5454545 0,280866-0,785800

Tabla 5.48: pruebas genéticas realizadas en las gestantes gemelares mayores de 35

afios atendidas en la consulta de asesoramiento en cada periodo.

Periodo Pru’el?as Gemelares Proporcién IC 95% p-valor
geneticas
2015-2016 22 23 0,9565217 0,7703479-1,000000
5,649% 10
2013-2014 2 13 0,1538462 0,033654-0,4369339
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Tabla 5.49: pruebas genéticas realizadas en las gestantes con EMA sin CC1T atendidas

en la consulta de asesoramiento en cada periodo.

Periodo Pru'el'aas EMA sin CC1T Proporcién IC 95% p-valor
geneticas
2015-2016 15 15 1,0000000 0,7567438-1,00000
0,001576
2013-2014 12 26 0,4615385 0,2881453-0,645188

d) Total de pruebas genéticas en las gestantes con indicacién a ADNf

Tabla 5.50: total de pruebas genéticas realizadas en el total de las gestantes con

indicacién a ADNf atendidas en la consulta de asesoramiento en cada periodo.

Periodo et pru S5 *Total gestantes *Proporcién IC 95% p-valor
geneticas
2015-2016 166 160 0,5187500 0,4641124-0,5729246
3,383%107
2013-2014 80 131 0,3053435 0,2527773-0,3637641

*El total cogido para los calculos es el total de las posibles pruebas (gestantesx2)

Tabla 5.51: total de pruebas genéticas realizadas en las gestantes con otras

indicaciones a ADNf distintas a CC1T de riesgo intermedio y TN = p97,5 (<3,5 mm) con CC1T

de bajo riesgo y TN en p97,5 sin CC1T, atendidas en la consulta de asesoramiento en cada

periodo.
Periodo Pru'el?as . 0 tras Proporcién IC 95%
genéticas indicaciones
2015-2016 51 52 0,9807692 0,8874 -1,0000
7.289%10°1°
2013-2014 20 50 0,4000000 0,2763 - 0,5384

e) Total de pruebas genéticas en las gestantes atendidas en asesoramiento

Tabla 5.52: total de las pruebas genéticas prenatales, invasivas y ADNf, realizadas en el

total de las gestantes atendidas en la consulta de asesoramiento en cada periodo.

Gestantes en

Periodo Pruebas genéticas . Proporcién IC 95% p-valor
asesoramiento
2015-2016 262 290 0,9034483 0,8633581-0,9325603
<2,2*¥10-1°
2013-2014 187 890 0,2101124 0,1846444-0,2381744
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Durante 2015-2016 el 90% de las gestantes atendidas en la consulta de asesoramiento se

realizé algin tipo de prueba genética prenatal frente al 21% en el periodo 2013-2014.

5.4. Encuesta de calidad percibida

Tabla 5.53: Resultados mds relevantes de la encuesta de calidad percibida que se adjunta

en el anexo 3.

Cuestionario realizado
en 166 gestantes

Facilidad para conseguir
una cita en genética

Tiempo de espera de
resultados

Muy
satisfecho
n (%)

5 puntos

130(78,3)

104 (62,7)

Satisfecho
n (%)
4 puntos

43 (25,9)

Ni satisfecho
ni
insatisfecho
n (%)

3 puntos

10 (6)

Insatisfecho
n (%)
2 puntos

3(1,8)

Muy
insatisfecho
n (%)

1 punto

5(3)

Media y
Sin  desviacién
dato  tipicade

n (%) la
puntuacién

4,66 + 0,82

0,6) 4,44 0,92

Claridad de la
informacién facilitada
por el médico

122 (73,5)

34 (20,5)

4(2,4)

6(3,6)

- 4,60 0,85

Confidencialidad de la
informacién

134 (80,7)

22(13,3)

2(1,2)

6(3,6)

2
1,2) 4,70 £ 0,82

Eficacia

Enfermera  Trato

Tiempo
dedicacién

126 (75,9)

131(78,9)

125 (75,3)

31(18,7)

27 (16,3)

30 (18,1)

3(1,8)

2(1,2)

4(2,4)

1(0,6)

1(0,6)

5(3)

4(2,4)

4(2,4)

1

(06 65079
1 4705075
(0,6) T
2 465:078
bz T
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Las figuras 5.13; 5.14; 5.15; 5.16 y 5.17 muestran el grado de satisfaccion y las

caracteristicas de las 166 gestantes que realizaron la encuesta.

Figura 5.13: Grado de satisfaccion global Figura 5.14: ¢,Recomendaria la unidad de genética?

W Muy satisfecho (68,70 %)

m Saisfecho (25,30 %)
Ni satisfecho ni insatisfecho
(1,80 %)

M Insatisfecho (1,20 %)

W Muy insatisfecho (1,80 %)
Sindato (1,20 %)

mSi (98,39 %)
ENo (1,00 %)
Sin dato (0,61 %)

Figura 5.15: Lugar de nacimiento

m Espafa (71,71 %)
EOtro (26,41 %)
Sin dato (1,88 %)

Figura 5.16: Estudios Figura 5.17: Ocupacién

H Trabaja (83,59 %)

M Estudia (3,04 %)
Desempleada (6,08 %)

® Amade casa (5,47 %)

B Sin dato  (1,82%)

B Primarios (5,40 %)

B Secundarios (24,10 %)
Universitarios (68,70 %)

H Sin dato (1,80 %)
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6. DISCUSION

6.1. Fase 1: estudio observacional de cohortes retrospectivo.

6.1.1. CC1T y anomalias cromosdmicas

Para la implementacién de un nuevo protocolo de atencién prenatal con la introduccién
del ADNf como test contingente en las gestantes con un CC1T de riesgo, resulta imprescindible
conocer las anomalias cromosémicas mas frecuentes en nuestra poblacién y cémo se

distribuyen en los distintos grupos de riesgo en el CC1T.

En el estudio retrospectivo de las 12327 gestantes que acudieron al HCSC durante el
periodo 2009-2014 se detectaron 81 anomalfas cromosdémicas dando una prevalencia en
nuestra cohorte del 0,7%, concordante con la bibliografia (0,8%), (89). Como era de esperar, las
anomalfas cromosdmicas mds frecuentes son las comtinmente detectadas en diagndstico
prenatal: T21, T18, T13, ACSs (incluido el 45X) y las triploidias, que constituyen el 91,4% en
total. La T21, T18 y T13 representan el 80,2% de todas las anomalias cromosémicas de nuestra
serie y son las mas frecuentes dentro de este grupo. De la misma manera, y como también
esperdbamos, las anomalfas cromosémicas raras o poco comunes estdn presentes en nuestra
serie en una proporcién mas baja (8,6%). Todos estos resultados son concordantes con los ya

descritos en la bibliografia (3,12,89,90).

Para calcular el riesgo individual de T21 de cada gestante en el CC1T es necesario
establecer un riesgo a priori con el que poder comparar. Este riesgo a priori depende de la edad
materna y las semanas de gestacidn, ya que la supervivencia de los fetos con T21 disminuye a
lo largo de la misma. Los riesgos de T21 asociados sélo a la edad materna vienen dados por
estudios poblacionales de la prevalencia de T21 al nacimiento en relacién a la edad materna,
considerando a partir de 35 afios la edad de riesgo (12,63,91,92). El riesgo de T21 asociado a la
edad materna en diferentes semanas de gestacién fue calculado por varios autores mediante
estudios en series de gestantes que se habian realizado pruebas invasivas (12,93,94). De esta
manera, se han utilizado como puntos de corte de riesgo para T21, los riesgos a priori
correspondientes a una gestante de 35 afios en las semanas 12, 16 y 20 de gestacidén que son
1/250, 1/270 y 1/300 respectivamente (12,95). En ellos, ademds, el riesgo de pérdida fetal por
la prueba invasiva es précticamente equivalente al riesgo de feto afecto de T21 en una

gestante de 35 afios (11). Algunos autores comenzaron a utilizar el corte de 1/300 porque en
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este punto se detectaba el 74% de las T21 de su poblacién para una TFP del 5%. Esta TFP es la

considerada vélida para una prueba de cribado bien disefiado(94,96,97).

En nuestro estudio hemos adoptado, como otros autores (95,98) un punto de corte de
riesgo en el CC1T tanto para T21 como T18 de 1/300, de forma que cualquier gestante con un
riesgo en el CC1T = 1/300 es considerada en riesgo de aneuploidfa. Estos autores, Alamillo et al.
(95) y Petersen et al. (98), detectan con este punto de corte un 6,3% y un 5,3% respectivamente,
de gestantes con riesgo en el CC1T, que es ligeramente superior al porcentaje de gestantes de
nuestra serie (4,3%). Sin embargo, el porcentaje de alteraciones cromosémicas desequilibradas
totales en las gestaciones con un CC1T de riesgo en nuestra serie (12,9%) es ligeramente
superior al descrito por ellos, que es de un 6,6% en Alamillo et al. y de un 11% en el estudio de
Petersen et al. Un posible factor influyente es la edad materna en las distintas series, que afecta
tanto al célculo de riesgo del CC1T como a la prevalencia de las anomalias cromosdmicas
desequilibradas en la poblacién. En el estudio de Alamillo et al, con el que mds diferencia
tenemos, la edad media de sus gestantes era de 33 afios frente a los 36 afios en nuestra
cohorte. Otro factor serfa las diferencias analiticas (PAPP-A y BHCG libre) inherentes a cada

laboratorio.

6.1.1.1. CC1T de alto riesgo

El punto de corte de alto riesgo en R = 1/50 fue uno de los puntos de corte definidos por
varios autores durante la implementacidén del CC1T para T21, en el que detectaban de un 79-

83% de las T21 con una TFP de 1,2-1,4% (74,99).

De las anomalias cromosdmicas desequilibradas con grave repercusién en el fenotipo
fetal detectadas en nuestro estudio, el 74% (60/81), incluidas las poco comunes, tienen un alto
riesgo en el CC1T(R = 1/50). En este punto de corte de alto riesgo se detectan el 76% de las T21
(32/42), el 95% de las T18 (18/19) y el 50% (10/20) de otros cariotipos desequilibrados: 3 T13; 2
45X; 1 mosaicismo de XXY; 1 triploidia y 3 de las anomalfas poco comunes o raras (1
mosaicismo de trisomfa 22, 1 duplicacién parcial del 5q y 1 trisomfa parcial 14q con
monosomia parcial 17q). Estas anomalias cromosémicas raras detectadas con cariotipo
convencional representan, ademds, un porcentaje alto de todas las anomalias raras detectadas

(43% 3/7). Estos resultados son semejantes a los ya descritos por otros autores (12,89,98,100).

La deteccién de alteraciones cromosémicas distintas de la T21 y T18 suele ser debido a
que también presentan malformaciones fetales, fundamentalmente cardiacas (101), que se
reflejan en la medida de la TN (68,71,100) y, por lo tanto, dan resultados de alto riesgo para
T21 en el CC1T (95). De hecho, en este grupo de riesgo en el CC1T, la media de la medida de la
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TN (3,5 mm) es estadisticamente superior (tabla 5.1) a la de las gestantes en riesgo intermedio
(1,5 mm) o a las de bajo riesgo (1,3 mm). De la misma forma, las anomalias cromosémicas
también pueden afectar a los valores bioquimicos del CC1T, fundamentalmente a la PAPP-A,
tal y como han descrito varios autores (10,95,98,100). En nuestras gestantes con CC1T de
riesgo alto e intermedio, el valor de la PAPP-A en MoM (0,6 MoM) es estadisticamente inferior

que en las gestantes sin riesgo en el CC1T (1,3 MoM) (tabla 5.1).

El porcentaje de anomalias cromosdmicas desequilibradas que podemos detectar con el
punto de corte de riesgo = 1/50 y, los ratios de anomalias frente a gestaciones en cada uno de
los grupos de alto riesgo (1/1-1/4,5; tabla 5.2), apoyan la recomendacién de ofrecer prueba
invasiva en este grupo. Como en nuestras 147 gestaciones con CCI1T de alto riesgo
diagnosticamos T21, T18 6 T13 en 1 de cada 3 gestantes, de aplicar el ADNf retrasariamos el
diagnédstico y duplicariamos las pruebas genéticas en un 30% de los casos, puesto que su
resultado ha de comprobarse mediante prueba invasiva (72). Ademds, en nuestro caso
perderfamos 2 45,X; 1 triplodfa; 1 mosaicismo XXY y el 43% de las anomalias cromosémicas
raras. Por lo tanto, consideramos que a las gestantes con un alto riesgo en el CC1T sélo se les

debe ofrecer en nuestro hospital prueba invasiva.

6.1.1.2. CC1T de riesgo intermedio

Hemos considerado que las gestantes con riesgos 1/51-1/300 se encuentran en un riesgo
intermedio porque el porcentaje de anomalias desequilibradas que se detectan en este grupo

es bajo (2,3%).

De hecho, los ratios de las anomalias frente a las gestantes en cada uno de los grupos de
riesgo intermedio (1/28-1/58; tabla 5.2) sugieren la posibilidad de ofrecer a estas gestantes un

ADNf como alternativa a la prueba invasiva.

De las 9 anomalias cromosémicas diagnosticadas en estas gestaciones, 5 son T21, T18 6
T13 y las otras 4 no podrian ser detectadas por el método de ADNf elegido para nuestro

protocolo:

A. 1 triploidia que en nuestra serie fue detectada por ecografia en el 2° trimestre de la
gestacion. De hecho el 53% de las triploidias se diagnostican entre las 14-20 semanas de
gestacién (3). La triploidia es una anomalia cromosémica grave que ocurre en
aproximadamente un 1% de las concepciones pero suele ser letal y tiene una incidencia en los
abortos espontdneos del 10-20%. Se estima una incidencia durante el primer trimestre de

gestacién de 1/3500 y entre la 16-20 semanas en 1/5000 (102,103) con sélo un 3% de casos
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descritos al nacimiento (3). Mas del 92% de los casos son detectados prenatalmente (3). Se
caracteriza por una dotacién haploide completa (3n: 69 cromosomas) y se clasifica en dos
tipos dependiendo de su origen paterno (dispermia) o materno (diginia) que suelen tener
fenotipos diferentes. Mientras que las de origen paterno suelen dar TN elevada, placenta
molar con feto menos malformado y aumento de la BHCG libre con disminucién de la PAPP-A,
las de origen materno suelen presentar placenta no molar con CIR precoz y disminucién de la
PAPP-A y la BHCG libre (102,104). Por ello, las primeras suelen dar riesgos altos para T21 en el
CC1T, y las segundas suelen dar riesgos altos o intermedios para T18. Se estima que el 83,3-
85% dan un CC1T de riesgo (104,105). Presentan, ademds de alteraciones de la bioquimica
placentaria (PAPP-A y BHCG libre), malformaciones ecograficas mayores que se detectan en la
ecografia del 1° o 2° trimestre (102,103,106), por lo que es poco probable que perdiéramos su
diagndstico al implementar el ADNf, a pesar de que la secuenciacién de genoma completo no
permita descartar dotaciones cromosémicas euploides (mdltiplos de nimero haploide, n)

(105).

B. 3 ACSs: 1 47,XYY; 1 47,XXX y 1 mosaicismo 45,X. Las ACSs tienen una prevalencia
prenatal de 1/463 (107), y suelen presentar un fenotipo mds leve-moderado sin anomalias
ecograficas. Su diagnéstico habitualmente es un hallazgo casual en las gestaciones en las que
se realiza una prueba invasiva por EMA o CC1T de riesgo para T21 y/o T18 (95,108). Los casos
45X puros o completos son detectables en el primer trimestre de gestacién por presentar
generalmente un higroma quistico por lo que no serfa esperable perder su diagnéstico (109-
111). Sin embargo, los mosaicismos de esta anomalia (45,X) pueden presentar fenotipos muy
leves sin alteracién ecogréfica. Dentro de las ACSs, el cariotipo 47,XYY, que es de origen
paterno, presenta un fenotipo muy leve, y el cariotipo 47,XXX ha sido asociado a EMA (107).
Probablemente la mayoria de los casos estén sin diagnosticar en nuestra serie porque el 88%

(3022/3423) de las gestantes con EMA y CC1T de bajo riesgo renuncian a prueba invasiva.

Nuestro protocolo con ADNf no incluye la determinacidn del sexo fetal y asumimos que
no vamos a poder diagnosticar estas 3 ACSs. En el momento de la implementacién de este
protocolo los datos indicaban una sensibilidad alta (90-100%) (26,112,113) para las ACSs pero
con mas falsos positivos que para la T21, debidos fundamentalmente a los mosaicismos
confinados a la placenta o a los mosaicismos maternos, lo que podria afectar al nimero de
pruebas invasivas en este grupo de gestantes (114,115). Los datos de sensibilidad del 90-93% de
alguno de estos estudios estaban calculados basandose en la prevalencia de estas anomalias en
la poblacién (113), puesto que dichas anomalias no suelen dar signos al nacimiento que

permitan detectar los falsos negativos, y los autores que dan el 100% no habian excluido la
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presencia de estas anomalias en los recién nacidos (26,112). Por otro lado, las sociedades de
genetistas americanos y europeos no recomendaron su determinacién considerando no sélo
su falta de validacién clinica sino también motivos ético-legales por un posible uso para la

seleccién de sexo (17).

Trabajos mds recientes describen un 1,1 % de casos con ADNf de riesgo a las ACSs
(116,117), lo que dobla los casos de riesgo positivo en ADNf aumentando sus falsos positivos,
pues el VPP para las ACSs en sus trabajos es del 34-37%, inferior al que habia sido descrito
anteriormente del 48-54% (26,112). Bevilacqua et al. (117) indica que un 62% de las gestantes
desean tener informacién de las ACSs. Sin embargo, Reiss et al. (118) discuten que las gestantes
con ADNf de riesgo para estas anomalias lamentan haber decidido optar a esta informacién ya
que dificulté su decisién posterior, aunque sin especificar qué porcentaje de ellas. De hecho,
varios trabajos ponen de manifiesto que las gestantes con ADNf de riesgo para ACSs renuncian
a la prueba invasiva mas que en los ADNf de riesgo para otras aneuploidias, con porcentajes
que varian desde el 26-66% (117,119-121). Ello nos indica la importancia del asesoramiento
genético pre-test, que debe informar acerca de la clinica de estos sindromes y de las

limitaciones de la técnica para evitar la ansiedad en caso de resultado adverso en el ADNf.

En revisiones posteriores de nuestro protocolo, no incluidas en este estudio, y tras la
validacidn clinica de estas anomalias en el ADNY, la determinacién de las ACSs ha sido incluida
en nuestro protocolo por respeto al principio de autonomia de las gestantes a pesar del

incremento de falsos positivos que pudiéramos tener.

En este grupo de riesgo intermedio no se detectaron anomalias cromosémicas raras
mediante cariotipo convencional, y no puede descartarse completamente la existencia de
alteraciones cromosémicas cripticas o microdeleciones, aunque los datos al nacimiento fueron
normales, salvo en aquellas gestaciones en las que se realiz array-CGH y/o MLPA por
alteraciones ecograficas del primer o segundo trimestre. Hay muy pocos autores que aporten
informacién acerca de la prevalencia prenatal de estas anomalias cripticas en las gestantes
con riesgo en el CC1T. Estos autores dan una incidencia en global que va desde un 0,3%-2,1%,
pero en sus series las indicaciones son muy diversas e incluyen ansiedad materna, EMA,
antecedentes personales y familiares y principalmente, anomalias ecogréficas (58,59,122-127).
Es mas, algunos de ellos no detectan ninguna de estas anomalias en cribados de riesgo y si en
gestantes con ansiedad (0,5-0,7%) (123,125) o con EMA (0,5%) (125). Y entre los que detectan
anomalfas cripticas, Van Opstal et al. (126) (0,7% en EMA y 0,4% en CC1T de riesgo), Grati et al.
(58) (0,2% en EMA, 0,13% en ansiedad y 0,3% en CC1T de riesgo) y Scott et al. (123) (0,6% en

EMA y 0,6% en CCIT de riesgo) no encuentran diferencias estadisticamente significativas en la
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aparicién de estas anomalias entre las gestantes con EMA, ansiedad o CC1T de riesgo. En el
caso de Van Opstal et al. (126) las alteraciones que detecta en gestantes con CC1T de riesgo son
clasificadas como hallazgos casuales e inesperados. No hay evidencia en el momento actual de
que estas alteraciones cripticas estén relacionadas con CC1T de riesgo, ni con la edad materna
(3,58,107), aunque si con algunas alteraciones ecogréficas, como el CIR y las cardiopatias
congénitas (128-130). En este ultimo caso serfan detectadas en nuestro protocolo con

indicacién a prueba invasiva por alteracién ecogréfica.

Vogel et al. més reciente analiza una poblacién de gestantes con riesgo >1/300 en el CC1T,
y argumenta que al disminuir las pruebas invasivas a un punto de corte = 1/50 perderifamos el
100% de las anomalias cripticas en las gestantes con riesgo en el CC1T(131). Sin embargo, de
las 13 alteraciones que describe este autor en las gestantes con riesgo entre 1/51 y 1/300, 3
alteraciones patogénicas se detectan en cariotipo convencional, 6 alteraciones son de
susceptibilidad, y 1 alteracién es una delecién probablemente patogénica que incluye 2 genes:
uno asociado a retinitis pigmentaria autosémica recesiva, y otro a anomalias congénitas del
rifién y tracto urinario (CAKUT), con patrén autosémico dominante, que en su forma grave
podria detectarse en ecograffa. Los 3 ultimos sindromes de microdelecién que detecta son
patogénicos, y dan una prevalencia del 0,7% en su cohorte de riesgo intermedio (1/51-1/300),
muy similar a la descrita por otros autores antes mencionados en gestantes con EMA o
ansiedad. Ademds, 2 de ‘ellos son sindromes de microdelecién 22q11.2
(DiGeorge/Velocardiofacial) y no describe si tenfan alteraciones ecogréficas cardiacas que
permitieran su deteccidn, presentes en el 77% de los pacientes con este sindrome y por tanto,

potencialmente detectables en ecografia (132).

Por ultimo, Grati et al. (58) que en su serie de 9327 gestantes con diferentes indicaciones
detecta sindromes de microdelecién en el 0,7% de los casos, refiere que el 71% de ellas afectan
a la regién critica 22q11.2 y que las demas alteraciones cripticas muestran una incidencia <
1/1000, lo que concuerda con los datos de prevalencia de un 0,004-0,06% en recién nacidos
vivos (3,57). Por tanto el hallazgo de estas alteraciones cripticas en gestantes con CCIT de
riesgo parece fortuito y probablemente también estén presentes en todas las gestaciones de

bajo riesgo sin indicacién a prueba invasiva y permanezcan sin diagnosticar.

Nuestro protocolo ofrece, por tanto, un ADNf como alternativa a la prueba invasiva a las

gestantes con un riesgo intermedio en el CC1T.
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6.1.1.3. Otros puntos de corte en los CC1T de riesgo

Hemos analizado en nuestra cohorte la distribucién de los 81 cariotipos desequilibrados
en puntos de corte de riesgo en el CC1T diferentes a los utilizados en nuestro protocolo, con el
fin de determinar la posibilidad de ampliar la implementacién del ADNf a otras gestantes en
riesgo (tabla 5.3). En el punto de corte = 1/10 detectamos un porcentaje de T21 del 64,3% y de
T18 del 68,4%, semejante al que describen Gil et al. para T21 (63,8%) y un poco inferior al que
describen para la T18 (79,2%) (19). En el punto de corte = 1/50 nuestra deteccién de T21
(76,2%) y T18 (94,7%), es similar a la de estos mismos autores para T21 (80,9%) y superior para
T18 (87,5%). Teniendo en cuenta la variabilidad en el fenotipo que presentan estas anomalias

podemos considerar que nuestros datos son concordantes.
En cuanto a los demds cariotipos desequilibrados, en nuestra cohorte se detectan:

e enel punto de corte R = 1/10, el 50% de las T13, el 50% de las triploidias, el 100% de
los 45,X, el 20% de ACSs y el 43% de las anomalias raras.

e enel punto de corte R = 1/50, el 75% de las T13, el 50% de las triploidias, el 100% de
los 45,X, el 20% de ACSs y el 43% de las anomalias raras.

Estos datos son similares a los de Syngelaki et al. que detectan en R = 1/10 el 28% de las
triploidias, el 84% de las 45,X; el 27% de ACSs y el 30% de las anomalias raras. Y en el R = 1/50,
el 64% de las triploidias, el 95% de los 45,X; el 61% de ACSs y el 55% de las anomalias raras (89).
Estos autores no dan datos para la T13 de manera aislada sino en conjunto con la T18. Las
diferencias con nuestros datos se deben no sélo a la variabilidad fenotipica de estas anomalias
cromosdmicas, sino también a que su serie de gestantes es mayor (74651) y, dada la baja
prevalencia de las anomalias cromosémicas, ese numero de gestantes permite describir un

ndmero mayor anomalias, lo que podria influir en los porcentajes.

El 66% de nuestras 73 anomalias cromosémicas con fenotipo grave, entre las que se
encuentran las T21; T18; T13; 45,X; triploidias y otras aneuploidias totales o parciales raras no
detectables por ADNT, se encuentran en riesgos superiores al 1/10. Este dato concuerda con el
de Syngelaki et al. en el que el 70% de sus 564 anomalias fenotipicamente graves se encuentran
en dicho riesgo (89). En nuestra serie, la unica diferencia entre el punto de corte en 1/10 y
1/50 en la deteccién de anomalias cromosémicas severas con grave repercusién distintas de la
T21 y T18, es una T13 (tabla 5.3) que es detectable por ADNf. Es mds, también podria
detectarse mediante ecografia en caso de un falso negativo en este test, dado que la

sensibilidad del ADNf para esta trisomia puede ser menor (84.5-100%) (20,25,27,133).
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Con nuestros datos podemos considerar como alto riesgo y ofrecer sélo prueba invasiva a
las gestantes en el punto de corte 1/10, y ampliar el ADNf a las gestantes que se encuentran
entre el 1/11-1/300. Sin embargo, con un riesgo = 1/50 nuestra deteccién de anomalias
desequilibradas total (74%, 60/81) es superior que con un riesgo = 1/10 (60%, 49/81) lo que nos
inclina a elegir como corte el 1/50. Puesto que todas las anomalias cromosémicas detectadas
por ADNf han de ser confirmadas mediante una prueba invasiva (inica prueba diagndstica) y
entre 1/11-1/50 hay 11 anomalias cromosdmicas, duplicariamos los test genéticos prenatales
en el 7% de las gestantes de este grupo y retrasariamos su diagndstico. Ademads, la baja
prevalencia de anomalfas cromosdmicas raras no detectables mediante ADNf nos obliga a
mantener cierta prudencia y obtener mas evidencias antes de implementar el punto de corte
de riesgo en 1/10. A ello hay que afiadir la necesaria validacién clinica del ADNf al iniciar el

protocolo para evitar los falsos negativos de este cribado.

Algunos autores han estimado el porcentaje de poblacién obstétrica que se encuentra
entre los riesgos 1/11-1/1000 y 1/51-1/1000 para T21 con cifras del 12,8% y 11,8%
respectivamente (89), lo que coincide casi exactamente con los datos de nuestra cohorte del
12,1% y 11,6% para esos mismos tramos. La tasa de deteccién para T21 en el punto de corte de
1/1000 es del 96%-98% en sus estudios (19,89,134), pero nosotros sélo tenemos una tasa de
deteccidn en ese punto de corte del 88% porque entre 1/301-1/1000 hay 1048 gestantes y sdlo
2 casos de T21. Con el coste actual del ADNf se incrementarian mucho los costes de

implementacién de nuestro protocolo si utilizdsemos el punto de corte de 1/51-1/1000.

6.1.1.4. CC1T de bajo riesgo

En nuestras gestantes de riesgo bajo en el CCIT (<1/300) hay 12 alteraciones
cromosdmicas: los 7 falsos negativos para la T21, 1 ACSs y 4 anomalfas poco comunes: 1
tetraploidia; 1 mosaico de trisomfa 20; 1 cromosoma marcador derivado del 15 sin
eucromatina (sin genes activos) y 1 delecién 13q en mosaico. El porcentaje de las anomalias
raras en estas gestaciones es elevado (57%, 4/7 tabla 5.2), y es concordante con el de otros
autores [55%, (98)]. La tnica que tiene relevancia clinica es la delecién 13q en mosaico que fue

detectada en ecografia del 2¢ trimestre por malformacién Dandy-Walker.

Es importante destacar el papel imprescindible de los seguimientos ecograficos en la
deteccién de gestaciones en riesgo de cualquier tipo de anomalia cromosdmica, incluidas las
raras, las triploidias (que el ADNf no puede detectar con técnica de secuenciacién masiva), y
los falsos negativos tanto del CC1T como del ADNT. De hecho en nuestra serie, el 33% (4/12) de

las alteraciones con CC1T de riesgo bajo (3 falsos negativos para T21 y la delecién parcial del
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13q en mosaico) y 1 triploidia con riesgo intermedio, fueron detectadas por alteraciones

ecograficas.

Su papel es imprescindible también en el momento de decidir, dentro de un equipo
prenatal multidisciplinar, qué opciones diagndsticas o de cribado son las mejores que
podemos ofrecer a cada gestante individualmente. La ecografia determina la viabilidad fetal,
la edad gestacional, la gestacién multiple, el gemelo evanescente y la patologia fetal, materna
y placentaria que pueden cambiar las estrategias diagndsticas o de cribado en cada gestante

(135,136).

Reiff et al. encuentran un 3,5% de hallazgos inesperados en la ecografia del primer
trimestre realizada en gestantes con EMA y ADNf de bajo riesgo (137), y Vora et al. describe un
16,1% de estos hallazgos en gestantes con EMA que acuden al cribado ecogréfico de primer
trimestre (136). Entre estos hallazgos se encuentran las pérdidas fetales, los errores en la edad
gestacional, los embarazos mdltiples y las malformaciones fetales. Estas tltimas no sélo son
importantes para la deteccién de anomalfas cromosémicas, sino también para realizar un
diagndstico temprano de las mismas que permitiria informar a los progenitores para su toma
de decisiones en la gestacién en curso (138). De nuevo, no podemos olvidar que la ecografia
tiene una sensibilidad para detectar malformaciones de un 32-60% y que el 75% de ellas
aparecen en poblacién de bajo riesgo (8,139-141). De hecho, el 90% de los recién nacidos con
anomalfas congénitas son de mujeres sin factores de riesgo (8). Por lo tanto, la ecografia a lo
largo de la gestacién es una oportunidad para la deteccién de alteraciones genéticas con la
busqueda no sélo de malformaciones sino también de marcadores ecograficos menores

(11,65).

Durante este periodo retrospectivo las gestantes con EMA independientemente del
resultado del CC1T eran remitidas a la consulta de asesoramiento genético. La EMA dejé de ser
una indicacién con el desarrollo de los cribados bioquimicos y ecograficos, y no es un
pardmetro eficiente por si sélo para la deteccién de anomalias cromosémicas por su alta TFP

(10,64).

Puesto que los falsos negativos de nuestra serie son mds frecuentes en mujeres < 35 afios
que no son remitidas a la consulta y que el 88% de las gestantes con EMA y CC1T de bajo riesgo
renuncian a una prueba invasiva, siguiendo las recomendaciones de la Sociedad Espafiola de
Ginecologia y Obstetricia (21,142), consideramos que las gestantes cuya dnica indicacién sea la
EMA y su CCIT sea de riesgo bajo no deben ser enviadas a la consulta de asesoramiento

genético, y deben ser asesoradas por los obstetras en sus consultas.
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6.1.2. Falsos negativos para T21

De los 7 falsos negativos para T21, 4 se detectaron prenatalmente (tabla 5.4), 3 de ellos
por alteracién ecogréfica. El 71% (5/7) de estos falsos negativos fue en gestantes menores de
35 afios. La edad materna tiene un peso especifico en el algoritmo para el célculo de los riesgos
de modo que el porcentaje de CCIT con riesgo aumenta con la edad materna (143). Hay
trabajos que describen que para un punto de corte en el CC1T de 1/100 el rango de deteccién
de T21 aumenta con la edad materna del 72%, 77% y 92% para los 20, 30 y 40 afios
respectivamente (74). Otros autores dan una sensibilidad para las gestantes menores del 35
afios de un 75% para una TFP del 5%lo que parece apoyar que los falsos negativos sean mas

frecuentes en este grupo (11,144).

Nuestra sensibilidad del 83% con una TFP del 2,3% para T21 es similar a la de algunos
autores que dan una sensibilidad del 83,3% con una TFP de 3,2% (145), manteniéndose dentro
de los rangos recomendados por la Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia, que son
del 80-90% para una TFP no superior al 5% (21). Sin embargo, estd en los rangos bajos que
tienen otros grupos, que para una TFP del 5% van del 80-95% (10,11,99,100,134,146). Solamente
mejorando nuestra sensibilidad para T21 en el CCIT podemos aumentar su deteccidn,
aumentando también nuestra TFP. No obstante, la T21 tiene una clinica variable y no todos
ellos presentan signos que los hagan detectables en un CC1T por lo que siempre habr4 falsos

negativos para esta trisomia que estdn estimados en un 10-15% (21).

Los estudios realizados para evaluar la efectividad del ADNf demuestran un VPP para T21
en poblacién de bajo riesgo que va del 45,5% (147) al 80% (41), y en poblacidn de alto riesgo del
92% (133) al 94% (148), con una sensibilidad y especificidad superiores al 99% (41,133,148).
Algunos de estos autores también describen el VPP de los cribados bioquimicos de primer y
segundo trimestre en conjunto, dando valores que van de 3,4% (41) al 4,2% (147), inferiores al
de nuestro estudio (10,9%) que sélo se refiere al CC1T. Probablemente nuestra TFP mds baja
cree estas diferencias. De todas formas, es evidente que el VPP del CC1T es muy inferior al del
ADNf, y si tenemos en cuenta este hecho, y que los falsos negativos para T21 son mads
frecuentes en las gestantes menores de 35 afios, seria necesario introducir el ADNf en toda la
poblacién obstétrica para disminuir los falsos positivos del CC1T y detectar la gran mayoria de
los falsos negativos. Todo ello sin dejar de utilizar el CC1T puesto que la ecografia del primer
trimestre permite la deteccién de anomalias ecograficas que nos ayudan a diagnosticar otras
alteraciones cromosdmicas distintas de la T21, y los valores bioquimicos (PAPP-A) ayudan al

seguimiento de la preeclampsia, el parto pretérmino y el bajo peso al nacimiento (149-152).
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Actualmente el coste del ADNf no permite implementar esta estrategia en nuestro sistema

publico de salud.

6.1.3. TN en percentil = 97,5, riesgo en el CC1T para T21 y resultados
de cariotipo.

a) TN en p97,5

Actualmente, una TN en p97,5 no estd considerada una indicacién de prueba invasiva,
pero es una medida elevada, y de hecho, los primeros trabajos que valoraban el punto de corte
para los percentiles de la TN ajustados a la edad gestacional para la deteccién de anomalias
cromosémicas utilizaban un percentil de TN = 95 (96,97). Usando estos percentiles las TFP
eran muy elevadas lo que obligaba a muchas gestantes a realizarse una prueba invasiva con
riesgo de pérdida fetal. Souka et al. describe una prevalencia de anomalias cromosémicas entre
las gestaciones con percentil de TN entre 95-99 de un 3,7% (68), sin embargo, en nuestra serie
la prevalencia es superior (8,5%) teniendo en cuenta solamente el rango de 97,5-99. Es posible
que esta diferencia se deba a que en la escala de Borrell et al. (88) los valores de TN en relacién
a la LCC son superiores en todos los percentiles comparados con los de otros autores (96).
Nosotros consideramos mdas adecuada la escala de Borrell para valorar los percentiles puesto
que estd diseniada con poblacidn espafiola y en el p99 da una escala en funcién de la LCC de
2,27-3,78 mm y no un valor fijo de 3,5 mm para dicho percentil como define la Fundacién de
Medicina Fetal (153). No obstante, otros autores describen, con escala de la Fundacién de
Medicina Fetal (www.fetalmedicine.com), hasta un 15% de anomalfas cromosémicas en el

rango de TN de p95-99, por lo que las diferencias también podrian estar en el observador (71).

Las Unicas anomalfas cromosdmicas que se detectaron en nuestra serie en este grupo de
gestaciones con TN en p97,5 fueron 3 T21: dos de ellas falsos negativos de nuestro CC1T y
ambas en gestantes < de 35 afios, probablemente porque la edad modific sus riesgos a pesar
de la medida de la TN (casos 1y 5, tabla 5.4). La tercera T21 fue en una gestante mayor de 35
afios con alto riesgo. Dado que sélo tenemos 21 gestantes con una medida de TN en p97,5 con
CC1T de bajo riesgo (Grupo A, tabla 5.5), y que podriamos detectar los 2 casos falsos negativos

a través del percentil de la TN, es asumible un ADNf en este grupo de gestantes
b) TN en p99

En nuestra serie el porcentaje de gestaciones con TN en p99 (= 3,5 mm) (1,2% 142/12.327)
es concordante con el 0,9-1,8% descrito en la bibliografia (72,138,154,155). La bibliografia

describe de un 33-38% de anomalfas cromosdmicas visibles en cariotipo en este percentil
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(71,72), ademds de otros sindromes o malformaciones, fundamentalmente cardiacas (68,69).
Los datos de nuestra serie son también concordantes con los de Srebniak et al. (72) puesto que
en nuestra serie se detectan cromosomopatias en el 36% (51/142) de los casos, al igual que en

su serie.

Las anomalias cromosémicas mds frecuentemente detectadas en nuestra cohorte (34%,
48/142) son las mds comunes descritas en la literatura (T21, T18, T13, triploidia y 45,X)
(12,68,72,110), mientras que las anomalfas raras representan tan sélo el 2% de los casos
(3/142). Estos datos son concordantes con los descritos por otros autores que detectan un 1,4%
de anomalias raras (72) por cariotipo convencional. Por tanto, una TN elevada en p99 (= 3,5
mm) estd asociada a alto riesgo de anomalias cromosémicas y es indicacién de prueba invasiva

(21).

La bibliografia describe diferentes porcentajes de anomalias cromosdmicas raras en las
gestaciones que presentan una TN en p99 con medida = 3,5 mm. Con técnicas de array-CGH
describen anomalfas cripticas en estas gestaciones, que presentan inicamente TN en p99, en

porcentajes que van desde el 0% al 5,3% (72,122,127,130,154-162),

En el meta-andlisis realizado por Grande et al. (153), en el que se incluyen varios de los
autores antes referenciados, se concluye que cuando hay TN en p99 (23,5 mm) sin otras
malformaciones ecogréficas, el array-CGH detecta un 4-5% de alteraciones mas que el
cariotipo convencional. Sin embargo, en nuestra serie hay un 0% de anomalias cromosémicas
cripticas, como ya han descrito otros autores (157-159), pues todos los estudios mediante
MLPA y array-CGH realizados en nuestras gestantes fueron normales. Estudios recientes
muestran que no existen diferencias estadisticamente significativas entre las alteraciones
cromosdémicas detectadas mediante cariotipo convencional o array-CGH en las gestaciones
con TN elevada, y que utilizar la TN con el tGnico propésito de detectar anomalias cripticas
raras no es util (135,163). No obstante, como este cribado ecografico de primer trimestre ha de
ser realizado y se han de descartar mediante prueba invasiva las aneuploidias en todas las
gestantes con TN en p99 (= 3,5 mm), al ya disponer de la muestra, tras un riesgo de pérdida
fetal, parece conveniente descartar las anomalias cripticas en este grupo de gestaciones, dado
que algunos autores si las detectan y ademds representan un porcentaje bajo de la poblacién

obstétrica.

La necesidad de medir la TN para la deteccién de gestaciones en riesgo de aneuploidias
comunes o raras, para la monitorizacién de posibles malformaciones fetales de aparicién en el

segundo trimestre y para el seguimiento de la evolucién perinatal fetal es indudable (68-
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70,137,164-166). No obstante, creemos como otros autores (161) que es mejor esperar al
resultado del CC1T antes de ofrecer dicha prueba porque puede ayudar a las gestantes en su
toma de decisién. Esto es particularmente importante cuando tenemos una medida de la TN <
3,5 mm pero en p99. En nuestra serie el 82% (14/17) de las gestaciones con TN en p99 y CC1T
de riesgo bajo tenfan una medida < de 3,5 mm, y en todas ellas se realizé una prueba invasiva

con resultado normal.

Como en las gestantes con TN en p99 de nuestra serie sélo hay 1 cariotipo patoldgico en
el riesgo intermedio (T21) y ninguno en el riesgo bajo, y los resultados de los MLPA y los
array-CGH son normales, podemos ofrecer un ADNf como alternativa a la prueba invasiva a

estos grupos siempre que la medida de la TN sea < de 3,5 mm,

6.1.4. Modelo contingente

Basandonos en los resultados de nuestra cohorte, el ADNf para T21, T18 y T13 como test

contingente de cribado, se recomendé en dos grupos de gestantes:

a) En las gestantes con riesgo intermedio (1/51-1/300) para T21 y/o T18 con

independencia del percentil de la TN pero siempre que fuera menor de 3,5 mm.

b) En las gestaciones con TN mayor o igual al p97,5 y CC1T de riesgo bajo siempre

que la medida fuera menor de 3,5 mm.

Con estas dos indicaciones consideramos que podemos seguir detectando las mismas
anomalfas cromosdémicas comunes, disminuyendo el nimero de pruebas invasivas y, por
tanto, evitando pérdidas fetales. Nuestros datos también sugieren que las anomalias
cromosdémicas raras con grave repercusién sobre el fenotipo fetal no deberian perderse
puesto que todas tuvieron CC1T de riesgo alto o anomalfa ecografica. Estas dos indicaciones
suponen realizar un ADNf a un 3,1% y un 0,3% (21+17, tabla 5.5) de nuestras 12327 gestantes lo

que parece un coste asumible por el sistema publico de salud.

Las gestantes con TN en p97,5 sin CC1T, en las que no existe indicacién de prueba
invasiva, han sido consideradas candidatas al ADNf, puesto que el estudio retrospectivo ha
demostrado que existe mds riesgo para las aneuploidias mas frecuentes y el ADNf podria

detectarlas.

En el momento de la implementacién del ADNf, a parte de las dos indicaciones
principales, se tuvieron en cuenta otras situaciones clinicas en las que el ADNf como test

contingente podia beneficiar a otras gestantes en riesgo:
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a) Antecedente personal de feto anterior con aneuploidia: estas gestantes tienen un

riesgo aumentado de repeticién que se considera, en general, como el doble del
correspondiente a su edad (80). El riesgo de recurrencia en estas gestantes puede estar
incrementado para cualquier tipo de aneuploidia pero la mayoria de ellas terminan en un
aborto espontdneo incluidas las mds comunes (T21, T18, T13 y 45,X) (167). Warburton et al. da
un riesgo de recurrencia de trisomias 1,6-8,2 veces superior en las gestantes con antecedentes
(80). Cuando estratifica por edad, en las mujeres menores de 30 afios el riesgo es 8 veces
superior al que se espera por su edad, y en las mayores de 30 afios el doble del esperado en su
edad. La mayor parte de las aneuploidias son de origen materno y entre los factores de riesgo
de recurrencia se encuentran: la edad de las gestantes, los mosaicismos de linea germinal, los
factores que incrementan los errores meidticos y los factores ambientales. La edad materna
avanzada como factor de recurrencia parece estar mas relacionada con los errores meidticos
de no disyuncién (80,168). Sin embargo, los mosaicismos de linea germinal podrian explicar la
recurrencia de alteraciones cromosémicas en gestantes jévenes. Algunos autores que han
analizado ovocitos donados por mujeres de reproduccién asistida, con una media de edad
materna de 35 afios, describen una incidencia de un 9,8% de este tipo de mosaicismo (169),
mientras que otros dan porcentajes del 0,54% en ovocitos de fetos normales (170). Hay autores
que indican que un 5% de las parejas jovenes con un antecedente de T21 pueden tener un

mosaicismo de linea germinal (171).

Dado su riesgo de recurrencia incrementado, este grupo de gestantes puede tener
indicacién a diagndstico prenatal mediante prueba invasiva. Sin embargo, teniendo en cuenta
que los desequilibrios cromosémicos suelen ser un aborto espontdneo, ante una ecografia
normal y un CC1T de bajo riesgo en una nueva gestacion la probabilidad de que el feto esté
afecto es baja. Por tanto, consideramos que pueden beneficiarse del ADNf y evitar el riesgo de
pérdida fetal. Ademas, este segundo test de cribado permitiria disminuir la ansiedad materna
ante el riesgo de repeticidn, dada la alta sensibilidad para la deteccién de las aneuploidias mas

comunes.

b) Progenitores portadores equilibrados de translocacién robertsoniana que afecte a los

cromosomas 21 v/o 13.

Las translocaciones robertsonianas se dan entre los cromosomas acrocéntricos (13, 14, 15, 21,
y 22) y pueden producirse entre cromosomas homélogos (del mismo par) y més frecuentemente
entre no homdlogos (de distinto par). Mientras que las que se dan entre homélogos son en general
de novo, las que se dan entre no homdélogos son un reordenamiento constitucional, generalmente

heredado, con una prevalencia en la poblacién general del 0,1% (79,172). Entre estas
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translocaciones, las mas frecuentes son las que se dan entre los cromosomas 13/14 y los
cromosomas 14/21 (173). Los portadores de translocacién robertsoniana tienen mds riesgo de
abortos de repeticién y/o de tener hijos afectos de alguna anomalia cromosdmica, bien por
monosomia bien por trisomia (79). Las monosomias no suelen ser viables. En caso de
trisomias, los riesgos de hijo afecto o de abortos dependen de los cromosomas implicados en la
translocacién. Cuando el desequilibrio se produce por los cromosomas del par 14, 15 6 22 suele
dar lugar a un aborto espontdneo (167,174). Sin embargo, cuando el desequilibrio afecta a los
cromosomas 21y 13 existe la posibilidad de tener un hijo afecto de sindrome de Down (T21) o
de Patau (T13), a pesar de que estas trisomfas también son una causa frecuente de aborto
espontdneo (167). Los portadores de estas translocaciones tienen tedricamente un 66% de
riesgo de tener descendencia desequilibrada teniendo en cuenta sélo las diferentes
posibilidades de segregacién de los gametos, sin embargo, la proporcién de gametos
desequilibrados que se produce realmente durante la meiosis es baja. De hecho, estudios en
espermatozoides de portadores han puesto de manifiesto que el 82-87% de los gametos que se
producen son normales o equilibrados (175). Se estima que si es la mujer la portadora de
translocacidn, el riesgo de descendencia desequilibrada es de un 16%, mientras que si es el
varén el portador el riesgo es del 3,6% (174). Por tanto, la proporcién de gestaciones con feto
afecto viable es dependiente del sexo del progenitor portador y de la viabilidad del embrién.
Por ello, la probabilidad de un feto afecto viable de T21, en progenitores portadores de
translocacion que afecte a dicho cromosoma, es del 10-15% si la mujer es portadora y del 0,5-
1% si el vardn es portador (79,172,176). Sin embargo, si la translocacién afecta al cromosoma
13, aunque la probabilidad de transmitir el desequilibrio via materna sea mayor (174), la
posibilidad de que el feto sea viable es del 0,4-1% de forma global puesto que la mayoria son

abortos (79,167,172).

Hemos considerado que cuando alguno de los progenitores es portador de translocacién
robertsoniana que afecta a los cromosomas 21 y/o 13, ante una ecografia y un CC1T normales,
lo més probable es que el feto sea no afecto. Dado que el ADNf permite la deteccién de estas
trisomias, podriamos evitar la prueba invasiva a una pareja que tiene una posibilidad de tener

descendencia no afecta del 60-70% (174) puesto que tienen mayor riesgo de aborto.

Otro de los riesgos genéticos asociados a estas gestaciones es la aparicién de una disomia
uniparental, producida fundamentalmente por rescate en un cigoto trisémico o monosémico
(177). La disomia uniparental es una alteracién genética en la que ambos cromosomas de un
par se heredan de un sélo progenitor. La incidencia de disomia uniparental en recién nacidos

se calcula en 1/5000 (177). Cuando afecta a los cromosomas 21, 22 4 13 esté asociada a un

145



Nuevo protocolo de diagndstico prenatal

fenotipo aparentemente normal (178). Sin embargo, si se da con los cromosomas 14 6 15
puede dar lugar a sindromes cromosémicos sujetos a impronta genética en los que segin sea
el origen de la disomfa, paterno o materno, tendran clinica grave aunque diferente. La
frecuencia de este evento en diagndstico prenatal estd estimada en un 0,4-0,6% de los casos
cuando la translocacién es entre pares no homélogos (172,174,179) y en un 66% cuando lo es
entre homdlogos (172). Por ello, en el caso de que los progenitores sean portadores de una
translocacién robertsoniana de los cromosomas 21 y/o 13 con los cromosomas 14 y/o 15,
existe no sélo riesgo de feto afecto de T21 o T13 sino también de disomia uniparental en un
0,6% de los casos aunque el cariotipo fetal sea normal. Es importante un asesoramiento
genético adecuado por el riesgo de disomia uniparental y la valoracién ha de realizarse

individualmente en funcién de los cromosomas implicados en estas translocaciones.

Estas dos indicaciones anteriores ya fueron propuestas por los ginecélogos americanos de
la Sociedad de Medicina Materno Fetal (14) y otros autores (11) haciendo hincapié en la

necesidad de un asesoramiento genético pre-test realizado por genetistas expertos.

C. Gestantes con EMA sin CC1T, incluidas las gestaciones gemelares en las que no se

realizaba CC1T en nuestro hospital.

Las gestantes con edad igual o superior a los 35 afios tienen un riesgo elevado de
aneuploidfas fetales, principalmente trisomias (63). Es conocido que la mayor parte de las
aneuploidias fetales se producen por errores en la meiosis materna y que, en edades
avanzadas, hasta el 50% de los embriones pueden ser aneuploides, y la mayoria son abortos
espontdneos (180). La edad materna es un factor de riesgo, pero como cribado sélo tiene una
sensibilidad del 30% (12) al 57,5% (181) para una TFP del 5% y del 21,6% respectivamente.
Consideramos que al no disponer de un CC1T que nos aporte un riego individual para asesorar
a cada gestante, y la edad materna no ser vélida como cribado, podemos ofrecer un ADNf,
siempre y cuando las ecografias sean normales. Esto podria disminuir el nimero de pruebas
invasivas en este grupo. Ademds, en nuestro caso, a las gestantes gemelares, que pueden tener

mas riesgo de pérdida fetal (182), no se les ofrecia el CC1T.

La sensibilidad del CC1T parece mads baja en gestaciones gemelares. Ello es probablemente
porque al no disponer de muchos embarazos gemelares afectos de T21 y T18 con los que
establecer las medianas de los marcadores bioquimicos y comparar con gemelares no afectos,
se ha asumido que los niveles de los marcadores son el doble que en los embarazos tnicos
para el célculo de las medianas (77,183). Ademds los niveles de los marcadores bioquimicos

parecen ser diferentes en las gestaciones monocoriales que en las bicoriales, con
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discrepancias entre los estudios (146,184). A pesar de que algunos autores intentaron
establecer factores de correccién en funcién de la corionicidad (146), trabajos recientes
estiman una sensibilidad del 83-86% con una TFP del 7,4-10% (77,78). Una TFP elevada no es
aceptable para un buen cribado, y probablemente nos llevaria a ofrecer y realizar un nimero
mas elevado de pruebas invasivas en gestantes gemelares con un riesgo de pérdida fetal
superior al de una gestacién unica (81). Si tenemos en cuenta que muchos de los embarazos
gemelares son conseguidos con técnicas de reproduccién asistida donde los niveles de PAPP-A
son un 10-25% inferiores, la TFP podria incrementarse adn mds (78,185-187). En estos casos
podria ser mas recomendable un ADNf que un CC1T (78,188), puesto que su sensibilidad est4
estimada en el 100% para T21 y el 60-100% para T18 y T13 con TFP del 0,25-1,2% (78,182,189~
194), aunque con casos no informativos de un 0,9-13% (182,188,190,195). No obstante, los
resultados de estos estudios han de interpretarse con precaucién, pues el ndmero de casos

gemelares con feto afecto analizados es atn bajo.

A pesar de nuestras recomendaciones, todas las mujeres deben ser informadas en una
consulta de asesoramiento genético pre-test de todas las anomalias cromosémicas que no
pueden ser detectadas mediante ADNf o ecografia, incluidas las ACSs que no seran detectadas
con nuestro protocolo. Las gestantes deben conocer todas las posibles pruebas diagnésticas,
invasivas y no invasivas, disponibles con sus beneficios-riesgos y elegir libremente su opcién a
través de un asesoramiento no directivo. En la tabla 6.1 se recogen todas las indicaciones a

ADNf como test contingente.

INDICACIONES A ADNf COMO TEST CONTINGENTE

Riesgo intermedio (1/51-1/300) para T21 y/o T18 en el CC1T
TN = p97,5 (<3,5 mm) con CC1T de bajo riesgo (<1/300) para T21 y/o T18; TN en p97,5 sin CC1T
Antecedente personal de feto anterior aneuploide
Progenitores portadores de translocacién robertsoniana que afecte a los cromosomas 21 y/o 13
Gestaciones gemelares con EMA (con ovocitos propios y ausencia de gemelo evanescente)

Gestaciones tinicas con EMA sin CC1T

Contraindicacién a prueba invasiva

Tabla 6.1. Indicaciones a ADNf como test contingente en el Hospital Clinico San Carlos

6.1.5. Limitaciones del estudio retrospectivo

Entre las limitaciones de este estudio retrospectivo se encuentra el hecho de que la

cohorte de gestantes pertenece sélo a nuestro hospital, y por tanto las variaciones en el tipo
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de poblacién y en el programa de CC1T que utilizamos pueden no ser aplicables al resto de la
poblacién. Otra limitacién es el hecho de no disponer de estudios de MLPA o array-CGH en
todas las gestaciones con riesgo intermedio que nos permitieran descartar con seguridad las
anomalias raras y cripticas en este grupo, aunque los datos al nacimiento fueran normales.
Otra limitacién es la necesidad de grandes series de gestaciones para obtener datos fiables de

anomalfas cromosdmicas raras, dada su prevalencia.

6.2. Fase 2: estudio observacional de cohortes prospectivo.

6.2.1. CC1T y anomalias cromosdmicas

En el estudio prospectivo de las 2446 gestantes, 2386 con CC1T y 60 sin él, atendidas
durante el periodo 2015-2016, se detectaron 29 anomalias cromosémicas dando una
prevalencia en nuestra cohorte del 1,2%, superior a la descrita por la literatura en recién
nacidos vivos del 0,4% (3,11). Los factores que pueden influir en ello son: que la estimacién de
las anomalias cromosémicas necesita un periodo mayor de tiempo y un nimero mayor de
gestantes, que las anomalias graves no llegan a término, y que la edad de las gestantes en
nuestra poblacién esté aumentando. Las anomalias detectadas en este periodo fueron las més
comunes: T21, T18, T13, 45,X y triploidias. Todas se diagnosticaron prenatalmente, salvo 2
T21. No se detecté ninguna anomalia cromosémica rara puesto que son de muy baja
prevalencia como ya se ha comentado y el periodo estudiado es corto. Tampoco ninguna ACSs
distinta del 45,X. Sin embargo, no podemos descartar su existencia completamente puesto que
el ADNf en nuestro protocolo no analizé el sexo fetal. Ademads, a pesar de disponer de los datos
al nacimiento de la serie, las ACSs no presentan, en general, un fenotipo clinico especifico al

nacimiento que permita su diagndstico.

De las 2386 gestantes con CCIT sélo 230 (9,6%) fueron atendidas en la consulta de
asesoramiento dado el cambio de protocolo de atencién prenatal, donde la EMA con CC1T de

bajo riesgo dejé de ser una indicacién para esta consulta.

Un 5,6% de las gestantes que se realizaron CC1T tuvieron un riesgo = 1/300, porcentaje
similar a lo descrito en la literatura y ya discutido anteriormente (95,98). El porcentaje de
alteraciones cromosémicas desequilibradas en las gestantes con CC1T de riesgo de este
periodo (15,5%) vuelve a ser superior que al descrito en la literatura (95,98), probablemente

debido a los mismos factores.
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De las alteraciones cromosémicas diagnosticadas, el 52% (15/29) tuvieron alto riesgo en el
CCIT. En este riesgo se detectaron el 40% (6/15) de las T21, el 86% (6/7) de las T18, el 67% (2/3)
de las 45X y el 33% (1/3) de las triploidias. A diferencia del estudio retrospectivo, el
porcentaje de T21 detectado en este grupo fue menor, probablemente debido a la variabilidad
de su fenotipo y a que hay un menor nimero de alteraciones cromosémicas puesto que el

periodo de tiempo recogido es menor.

Todas las alteraciones cromosémicas en las gestantes con riesgo intermedio: 3 T21, 1 T18

y 2 triploidias fueron detectadas a través del ADNf o de ecografia.

6.2.2. Falsos negativos del CC1T

Durante este periodo hubo 4 falsos negativos del CCIT (tabla 5.10), dos de ellos
diagnosticados prenatalmente por ADNfs extraclinicos de riesgo aportados por las gestantes.
No se ha calculado la sensibilidad del CC1T para este periodo por ser corto en el tiempo. De
hecho, en los dos afios posteriores no incluidos ya en este estudio no hubo ningtn falso

negativo.

Ninguno de los falsos negativos para T21 tuvo una TN en p97,5 que permitiera su
deteccién. Sin embargo, el 15,3% de las gestantes con TN en este percentil tuvieron un
cariotipo desequilibrado: 1 T21 con CC1T de riesgo intermedio y una T13 sin riesgo en CC1T,
ambos detectados mediante ADNf, De nuevo nuestro porcentaje de anomalias detectadas en el
p97,5 es superior al descrito (68,71), aunque el nimero de gestantes evaluadas en este grupo

durante este periodo es bajo.

6.2.3. ADNf y anomalias cromosémicas

Entre los 136 ADNf solicitados por el HCSC siguiendo el nuevo protocolo de atencién
prenatal, no hubo falsos negativos ni falsos positivos para T21, T18 y T13. La sensibilidad para
estas trisomias en nuestra serie es acorde a lo descrito para la metodologia utilizada (25). Los 4
casos de riesgo fueron confirmados mediante prueba invasiva (3T21 y 1 T13) tal y como

recomiendan las sociedades internacionales (14,17,18,196).

Ante un ADNf de riesgo y ecograffa normal, algunos autores recomiendan confirmar
mediante biopsia corial cuando el riesgo es de T21, y mediante amniocentesis si el riesgo es
para T18, T13 o 45,X ya que de esta forma se evitan los resultados de cariotipo discrepantes

debidos a mosaicismos placentarios (21,25). En nuestro caso, 2 de las T21 fueron confirmadas
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mediante biopsia corial, que ofrece un diagndstico mas temprano. Sin embargo, la tercera T21
fue confirmada en amniocentesis porque la gestante se encontraba por encima de la 14
semana al recibir el resultado del ADNf. La T13 se confirmé mediante amniocentesis en la
semana 15, ya que sélo tenfa una TN en p97,5 con CC1T de bajo riesgo y no tenia alteracién

ecografica en esas semanas de gestacién.

Durante la ecografia del segundo trimestre de gestacidn se detectd 1 triploidia, entre las
gestantes de riesgo intermedio en el CC1T para T18, con ADNf de riesgo bajo, puesto que la
metodologia elegida para el mismo no permite detectar esta alteracién tal y como se ha

comentado anteriormente.

La bibliografia describe que el 91% de las gestantes con riesgo intermedio en el CC1T
eligen realizarse un ADNf (19,197). En nuestra cohorte el 85% (136/160, tabla 5.7) de las
gestantes con alguna de nuestras indicaciones eligié el ADNf como primera opcidn: el 84% de
las que tuvieron un CC1T de riesgo intermedio, el 64% de las que tenfan TN = a p97,5 con CC1T
de bajo riesgo o sin CC1T, el 100% de las gestantes con antecedente de feto aneuploide, el 91%

de los gemelares y el 87% de las gestantes con EMA sin CC1T.

6.2.3.1. ADNf no informativo

Hubo un caso no informativo tras dos muestras extraidas en momentos diferentes en una
gestante con riesgo para T18 por baja fraccidn fetal, lo que representa un 0,7% de casos no
informativos en nuestra serie. En esta gestante se realizé una amniocentesis y el resultado del

cariotipo fetal fue normal.

Los fallos o resultados no informativos en el ADNf pueden deberse a diversas causas. En
ocasiones son debidos al manejo y tratamiento de la muestra previo al estudio o a problemas
metodoldgicos por la complejidad del mismo, con un rango descrito en la bibliograffa que va
del 0,03-12,2% de los casos no informativos (25). En otros casos es debido a baja fraccién fetal
(<4%), principalmente por problemas feto-placentarios o maternos (25,198). Y por dltimo, los
hallazgos inesperados como las alteraciones cromosémicas maternas, fetales o placentarias
distintas a las comunmente estudiadas en el ADNf, y las alteraciones gendmicas maternas
(CNVs, neoplasias), dificultan la interpretacién de los resultados en los algoritmos
bioinformdticos dando lugar tanto a falsos positivos como test no informativos
(30,31,199,200). El porcentaje de casos no informativos varfa también con la metodologia
utilizada, estimdndose en un 1,58% con técnica de secuenciacién masiva de genoma completo,
en un 3,56% con técnica de secuenciacién de cromosomas especificos, y en un 6,39% con

técnicas de andlisis de polimorfismos de nucleétido tnico (25,44).
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Se estima que sélo el 1-3% de las gestantes tienen una fraccién fetal baja, por tanto, el
porcentaje de casos no informativos no debe superar estos limites (33,34). Un porcentaje alto
supondria que hay muchos fallos en la metodologia, por lo que es importante elegirla
cuidadosamente. La secuenciacién masiva de genoma completo parece ser la mejor opcién en

el momento actual (44).

Sélo el 60-68% de las muestras son informativas tras un primer fallo del test en los
embarazos Unicos (25,31,190,195,201) y en un 51% en los embarazos gemelares (190,195).

Dichos fallos parecen estar relacionados con una baja fraccién fetal.

El porcentaje de no informativos en nuestra serie (0,7%) se encuentra dentro de lo
esperado para la metodologia de secuenciacién de genoma completo elegida en nuestro

estudio y acorde con la literatura (39).

6.2.3.2. Fraccion fetal

La fraccidn fetal es un factor importante en la calidad, precisién y sensibilidad del ADNT.
Se considera que el 4% es el minimo porcentaje para que el test sea informativo y evitar los
falsos negativos (39,40,202). No obstante, hay algoritmos en alguna metodologia de
secuenciacién masiva que permiten estimar el riesgo de aneuploidia con fracciones fetales
menores del 4%, lo que debe tenerse en cuenta al interpretar los resultados para tomar las

medidas adecuadas de seguimiento en cada caso.

Lo et al. (22) estimaron que el ADN fetal circulante en sangre materna era del 3-6%, pero
posteriormente otros autores han estimado, basdndose en las diferencias de tamarfio y
gendmicas entre el ADN fetal y el materno, una media de un 10-15% con un rango que va
desde menor del 4% hasta mayor del 30% entre las 11 a 20 semanas de gestacién (33-35). En las
gestaciones gemelares, los estudios describen en el primer trimestre una media de fraccién
fetal del 8%, menor que en las gestaciones Unicas donde la media es de un 11-13%
(78,182,190,195). Por ello, los embarazos gemelares muestran mayores tasas de no
informativos dando porcentajes de fallos que van desde el 0,9% al 13% (31,78,188,195) frente al
1-3% en las gestaciones Unicas (44,190). Un factor que puede influir en estas tasas de no
informativos en los embarazos gemelares, es el hecho de que si la metodologia utilizada no
puede distinguir la contribucién de cada gemelo a la fraccién fetal, es necesaria una fraccién

minima del 8% para realizar el estudio suponiendo que cada gemelo aporta la mitad (78).

La fraccién fetal baja esta fundamentalmente relacionada con el indice de masa corporal

materna (201) y con mayor riesgo de aneuploidfa (25,31):

151



Nuevo protocolo de diagndstico prenatal

a) indice de masa corporal materno

La media de la fraccién fetal puede caer de un 12-15% en mujeres de 60 Kg a un 3,9-6% en
mujeres de més de 110 Kg (39,202,203), probablemente por un efecto de dilucién ya que en las
mujeres obesas hay mds ADN materno circulante por apoptosis de los adipocitos (202). La
proporcién de casos no informativos por fraccién fetal menor del 4% aumenta con el peso
materno, estimdndose en el 0,7% en las gestantes de 60 Kg, el 7,1% en las de 100 Kg y del 51,1%

en las de 160 Kg en la 12 semana de gestacién (39).
b) Riesgo de aneuploidia

Algunos autores estiman una prevalencia de aneuploidia del 4,7% en las gestantes con
fraccidn fetal < 4% (41). La fraccidn fetal en la T21 es parecida o algo mas elevada que la de los
fetos euploides (42,203) y no parece haber diferencias estadisticamente significativas entre los
casos no informativos del ADNf entre los fetos con T21 y los euploides (40,198). Sin embargo,
en las gestaciones afectas de T18, T13 y triploidia las fracciones fetales son significativamente
mads bajas, dando lugar tanto a un mayor nimero de casos no informativos (40,42,203) como a
una mayor probabilidad de falsos negativos en el ADNf (44). Algunos autores postulan que
puede ser debido a que estas alteraciones cromosémicas producen placentas mds pequenas e
insuficientes (203). De hecho en estas alteraciones se observan valores disminuidos de los
marcadores bioquimicos placentarios (PAPP-A y BHCG libre) lo que les hace tener riesgo en el
CC1T para T18. Ademas hay trabajos que demuestran una correlacién entre los marcadores
bioquimicos y la fraccidn fetal, de manera que a mayores niveles de PAPP-A y BHCG libre,
mayor fraccién de ADN fetal circulante hay (39). Puesto que el ADN fetal deriva del trofoblasto
parece que la correlacién entre los marcadores bioquimicos y la fraccién fetal esta relacionada
con la masa placentaria. Niveles mas bajos de marcadores bioquimicos se correlacionan con
niveles més bajos de fraccién fetal y menor masa placentaria (39,40). Por tanto, cuando un
ADNTf es no informativo por baja fraccidn fetal en gestantes sin obesidad podemos considerar

que hay mayor riesgo de T18, T13 o triploidia, pero no de T21.

Ante un ADNf no informativo por baja fraccién fetal o de riesgo bajo pero con fraccién fetal
inferior al 4% es recomendable ofrecer una ecografia de segundo trimestre temprana (16 semanas)
y/o prueba invasiva en todas las gestantes en riesgo de aneuploidia (11). Ademds, a las gestantes
con marcadores bioquimicos disminuidos que hagan sospechar de T18, T13 y triploidia, con
independencia del resultado del ADNf, se les ha de realizar una ecografia de segundo trimestre
temprana para descartar falsos negativos de estas cromosomopatias, puesto que estas

alteraciones suelen mostrar malformaciones detectables (25,42). De hecho, en nuestra serie 1
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triploidia fue detectada tras ecografia de 16 semanas por marcadores bioquimicos bajos en una
gestante con riesgo intermedio para T18 y ADNf de bajo riesgo. De la misma manera, a la
gestante con ADNf no informativo de nuestra cohorte se le ofrecié amniocentesis a pesar de la

ecografia normal puesto que tenfa riesgo intermedio en el CC1T para T18.

Es imprescindible que los laboratorios proveedores aporten la fraccién fetal, para la
correcta interpretacién del test (30). Conocer los datos demograficos de la gestante, los datos
ecograficos, su resultado de CC1T, el origen o no espontaneo de la gestacién y algunos
tratamientos junto a la fraccién fetal permitirdn un asesoramiento genético correcto e

individualizado.

6.3. Valoracidon de la efectividad

6.3.1. Poblacién a estudio

Durante los periodos elegidos para valorar la efectividad del protocolo de atencién
prenatal, el nimero de gestantes atendidas en 2013-2014 (2208 gestantes) y 2015-2016 (2386
gestantes) no presenta diferencias significativas. Entre las gestantes atendidas en cada
periodo, con CCIT y sin él, la edad materna no mostré diferencias estadisticamente
significativas, lo que resulta importante si tenemos en cuenta su influencia en el CC1T y en el
riesgo de aneuploidias (tabla 5.15). Tampoco hay diferencias estadisticamente significativas en
las gestantes atendidas por CC1T de riesgo ni en la proporcién de ellas con CC1T de riesgo alto
o intermedio en cada periodo, lo que muestra que el rendimiento del CC1T fue similar (tablas
5.17, 5.18, 5.19). Las gestantes atendidas en la consulta con CC1T de bajo riesgo que acudieron
por alguna otra indicacién distinta a la EMA, entre las que se encuentran las alteraciones
ecogréficas, los antecedentes personales/familiares, la ansiedad y la TN en p97,5, muestran
una proporcién similar sin diferencias significativas entre ambos periodos (tabla 5.22). Sin
embargo, durante el periodo 2013-2014 acudieron a la consulta un 33% de las gestantes con
CC1T, y de ellas el 90% fueron remitidas sélo por EMA, lo que crea una diferencia
estadisticamente significativa en las gestantes atendidas con CC1T de bajo riesgo y sin cribado
en ambos periodos (tablas 5.20 y 5.23). Esta diferencia entre ambos periodos se debe a que
durante el periodo retrospectivo no se habfan modificado las indicaciones a la consulta de
asesoramiento, permaneciendo la EMA a pesar del CC1T de bajo riesgo como indicacién. Con
excepcion de estas gestantes, que ademds seran tratadas al valorar la efectividad, el resto de la

poblacién obstétrica atendida parece homogénea.
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6.3.2. Efectividad

6.3.2.1. Gestantes atendidas en la consulta

Durante el periodo prospectivo 2015-2016 sélo el 12% de las gestantes con CC1T de bajo
riesgo que fueron atendidas en la consulta de asesoramiento, lo fueron por EMA. El cambio en
las indicaciones para acudir a la consulta de asesoramiento genético produjo una disminucién
de esta indicacién entre las gestantes con CC1T de riesgo bajo del 87% frente al periodo 2013-

2014 (de 90% a 12%, tabla 5.24).

A partir de octubre de 2015 sblo fueron atendidas en esta consulta aquellas gestantes que
lo solicitaron a peticién propia de las mismas. La edad materna es sélo un factor de riesgo que
ya se tiene en cuenta a la hora de calcular el riesgo individual para cada gestante en el CC1T.
No parecfa adecuado mantenerla como indicacién a consulta de asesoramiento genético,
donde ademas, las gestantes tenfan la opcién de realizarse una prueba invasiva sin indicacién.
Las preferencias de las gestantes ante un CC1T de bajo riesgo ya han sido descritas en la
literatura, con renuncias a prueba invasiva del 93-97% cuando los CC1T son de bajo riesgo
(204-206) para evitar el riesgo de pérdida fetal tras la prueba. De hecho, durante el periodo
2013-2014, el 94% de las gestantes con EMA y CC1T de bajo riesgo de nuestra serie renunciaron

a una prueba invasiva como describe la bibliografia.

Eliminar la EMA con CC1T de bajo riesgo como indicacién a la consulta de asesoramiento

ha supuesto:

® Una disminucién del 95% de las gestantes atendidas por esta indicacién en el periodo

2015-2016 (de 75% a 4%, tabla 5.25).

* Y que el 87% de las gestantes con bajo riego atendidas, durante el periodo 2015-2016,
sea por indicaciones diferentes a la EMA. Durante este periodo el 29% de las gestantes
que fueron remitidas con CC1T de bajo riesgo a la consulta fue por alteraciones
ecogréficas, antecedentes personales/familiares o TN en p97,5. El 47% acudié por
CC1T de riesgo, el 20% sin CC1T y sélo el 4% a peticién propia por EMA a pesar de un
CC1T de bajo riesgo.

Por tanto, la consulta de genética fue mds efectiva gracias al nuevo protocolo de atencién

prenatal puesto que las gestantes atendidas estaban mejor seleccionadas.
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6.3.2.2. Pruebas invasivas y estudios citogenéticos desequilibrados

a) Pruebas invasivas

Durante el periodo 2015-2016, la proporcién de gestantes atendidas en asesoramiento que
se realizaron un diagndstico prenatal invasivo fue del 37% mientras que durante el periodo
2013-2014 fue del 18%. Esto refleja que las gestantes remitidas durante 2015-2016 estaban
mejor seleccionadas al eliminar la EMA con CC1T de bajo riesgo como indicacién a consulta. Al
seleccionar mejor a las gestantes y por tanto disminuir el nimero de las mismas atendidas en
consulta, la proporcién de gestantes con diagndstico prenatal invasivo realizado en este
periodo aumentd. Durante el periodo 2015-2016, el 14% de las gestantes remitidas a
asesoramiento renunciaron a cualquier tipo de prueba y, durante el periodo 2013-2014, estas
renuncias fueron del 79%, lo que supone una disminucién del 82% en las mismas. Este hecho
apoya la mejor seleccién de las gestantes durante 2015-2016 e indica que las gestantes de este
periodo tuvieron, en la mayoria de los casos, indicacién de asesoramiento genético prenatal y
prueba invasiva o ADNf. A pesar de que la proporcién de gestantes con prueba invasiva
durante 2015-2016 sea mds elevada que durante 2013-2014, el nimero total de diagndsticos
invasivos disminuyé de 158 invasivas en 2013-2014 a 108 en 2015-2016. Este hecho se explica
por la introduccién del ADNf como test contingente durante 2015-2016. De no haber
implementado el ADNf, la proporcidn de gestantes con invasiva en este periodo hubiera sido
mas elevada dada la mejor seleccién de las gestantes. De las 108 pruebas invasivas realizadas
en 2015-2016, el 72% se realizd en gestantes sin opcién a ADNf mientras que el 28% se realizé
en gestantes con dicha opcién. Como el 85% de las gestantes en riesgo de aneuploidia con
opcién a ADNf lo eligié como primera opcién, el nimero de pruebas invasivas con las

indicaciones del periodo 2015-2016 disminuyd.

En este mismo periodo se hicieron un 30% mas de biopsias coriales que en 2013-2014 lo
que supone un aumento del 187,5% (de 16% a 46%, tabla 5.31). La biopsia corial permite un
diagndstico mas temprano de las anomalias fetales lo que disminuye la ansiedad de las
gestantes y les permite tomar decisiones informadas con menos repercusién psicolégica y
menos morbilidad materna en caso de interrupcién legal de embarazo, dado que las
complicaciones se incrementan con la edad gestacional (6). Desde la implementacién de los
cribados en el primer trimestre de gestacidn, la realizacién de biopsias coriales ha ido en
aumento, si bien son las gestantes con mayor riesgo de anomalias las que suelen elegir esta
prueba invasiva mds temprana en vez de la amniocentesis (76). El factor que ha favorecido

este aumento en la realizacidn de biopsia corial es probablemente una mejor seleccién de las
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gestantes en riesgo de aneuploidia durante el periodo 2015-2016. No obstante, la informacién
proporcionada a las gestantes durante el asesoramiento es otro factor a tener en cuenta.
Durante esta consulta se informd a las gestantes, entre otras cuestiones, de los beneficios-
riesgos de cada prueba. El riesgo de pérdida fetal tanto de la amniocentesis como de la biopsia
corial se estima en un 0,1-1% (81,82), pero dentro de este rango es algo mdas elevado para la
biopsia corial. En un 1-2% de las muestras de vellosidad obtenida mediante biopsia corial se
identifican mosaicismos placentarios, que pueden llevar a las gestantes a una posterior
amniocentesis para descartar o confirmar un verdadero mosaicismo fetal (83). A las gestantes
con un CC1T de alto riesgo o una malformacién ecografica del primer trimestre se les informé
de que tenfan un riesgo elevado de alteracién cromosdmica y la biopsia corial permitiria el
diagndstico temprano de la misma. En los casos con alta probabilidad de cromosomopatia
fetal el riesgo de aborto por la técnica invasiva o de los posibles problemas metodoldgicos de
la muestra, pudieron quedar minimizados por el deseo de un diagndstico temprano y la
ansiedad materna. Sin embargo, las gestantes con menos riesgo de cromosomopatia fetal y,
por tanto, con menos ansiedad, eligieron la amniocentesis, que con el mismo riesgo de aborto
proporciona una informacién del cariotipo fetal mas precisa, a pesar de que se les ofrecieron
ambas opciones. De hecho, durante el periodo retrospectivo (2013-2014) el 75% de las
gestantes atendidas en asesoramiento fue por EMA y CC1T de bajo riesgo con ecografias
normales, y probablemente no tuvieron percepcién de riesgo de aneuploidia. Por ello, el 94%
renunciaron a prueba invasiva. Entre las que decidieron realizarse la prueba invasiva, el 100%

eligié la amniocentesis
b) Estudios citogenéticos prenatales desequilibrados

Durante el periodo 2015-2016, el 25% de las gestantes que se hicieron una prueba invasiva
tuvieron un cariotipo desequilibrado, frente al 8% de las mismas durante 2013-2014. Este
hecho refleja de nuevo una mejor seleccién de las gestantes en riesgo de aneuploidia influido

principalmente por dos factores:

a) El primero, que durante el periodo prospectivo disminuyé el niimero de gestantes con
riesgo bajo de aneuploidia atendidas en la consulta al cambiar el protocolo de

atencién prenatal y, por tanto, su opcién a realizarse una amniocentesis.

b) El segundo, que durante este mismo periodo prospectivo se introdujo el ADNf como
test contingente, por lo que se realizaron también menos pruebas invasivas en las

gestantes de riesgo intermedio como se vera en el punto siguiente.
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Al disminuir el nimero de pruebas invasivas en las que se espera un cariotipo normal, la
proporcién de cariotipos desequilibrados frente a las invasivas realizadas es superior. El
aumento en la proporcién de cariotipos desequilibrados debe ser interpretado tinicamente en
el contexto de una mejor seleccién de las gestantes. Durante 2015-2016, el nimero total de
cariotipos desequilibrados (27) fue superior al del periodo 2013-2014 (13). Su ndmero total, al
igual que el nimero de pruebas invasivas realizadas en cada periodo, influye en este
resultado. La baja prevalencia de anomalias cromosémicas necesita periodos de tiempo mas

largos para su valoracién.

6.3.2.3. Disminucion de pruebas invasivas y renuncias en las gestantes con
indicacién a ADNf

Durante el periodo 2015-2016, con la implementacién del ADNf en nuestro protocolo,
hubo una disminucién total en la realizacién de pruebas invasivas de un 63% (de 48% a 18%,
tabla 5.38). En la revisién realizada por Warsof et al. (207) los rangos de disminucién en la
realizacién de pruebas invasivas tras la introduccién del ADNf son del 17-88% en los diferentes
estudios analizados (208-211). Trabajos mds recientes dan rangos parecidos, del 20-82%
(142,212). Esta diferencia tan amplia entre los estudios podria deberse a varios factores. El
primero podria ser la diferencia en las indicaciones clinicas para su aplicacién en la poblacién
obstétrica. El segundo, la diferencia entre los distintos modelos en su aplicacién: como
primera opcién de cribado o como test contingente tras cribados bioquimicos de riesgo y/o en
gestaciones de riesgo por alguna otra indicacién. En los estudios donde se realiza como test
contingente tras CC1T de riesgo hay ademas diferencias entre los puntos de corte del mismo
en los que se aplica el ADNf. Por ultimo, las diferencias entre los distintos sistemas de salud,
publicos o privados, también podrian contribuir a estas diferencias. El coste del test podria
limitar el acceso al mismo de las gestantes, tanto en los sistemas sanitarios privados como en

los sistemas publicos en los que no se haya incluido en su cartera de prestaciones.

Teniendo en cuenta sdlo los trabajos que utilizan el ADNf como test contingente sin
coste, tras un CC1T de riesgo, la disminucién de pruebas invasivas esta estimada entre un 31-
73% (19,145,213). En nuestro estudio la disminucién de pruebas invasivas en este grupo de

gestantes fue del 57% (de 56% a 24%, tabla 5.33), acorde a lo descrito por estos autores.

Podria esperarse que tras la introduccién de un test como el ADNf, con una sensibilidad y
especificidad tan elevada, la disminucién en la realizacién de pruebas invasivas hubiera sido
mayor. Sin embargo, esta disminucién parece relacionada con dos factores que podrian

modularla;

157



Nuevo protocolo de diagndstico prenatal

a)

b)

El primero es la indicacién clinica de la gestante. La percepcién de riesgo en las
gestantes con un CC1T de riesgo intermedio o con una TN = a p97,5 con CC1T de bajo
riesgo, podria ser mayor que en aquellas cuya indicacién para ADNf es un antecedente
de feto aneuploide en gestacién anterior o EMA sin CC1T. Hay autores que describen
una mayor tendencia de las gestantes a elegir prueba invasiva en lugar de ADNf
cuando los cribados son de riesgo o la TN estd elevada. Estos autores dan porcentajes
de invasivas del 51-57% en riesgos intermedios y del 61% en gestaciones con TN entre
3-3,4 mm, a pesar de ofrecer un ADNf (211). Entre nuestras gestantes, durante 2015-
2016, el 24% con CC1T de riesgo intermedio y el 36% con TN = a p97,5 y CC1T de bajo
riesgo eligieron prueba invasiva, a pesar de tener disponible el ADNf, mientras que
entre las gestantes con EMA sin CC1T sélo la eligieron un 13%, entre las gemelares con
EMA sin CC1T un 4%, y entre aquellas con antecedente de feto anterior aneuploide no
la eligié ninguna. Ello explicarfa que la disminucién de pruebas invasivas en las
gestantes con CC1T de riesgo intermedio y en aquellas con TN = a p97,5 y CC1T de bajo
riesgo (de 56% a 24% tabla 5.33 y de 83% a 36%, tabla 5.34), sean del 57% en ambos
grupos, y que sin embargo, en las gestantes con antecedente de feto anterior
aneuploide y en aquellas con EMA y CC1T de bajo riesgo, la disminucién de las pruebas
sea del 100% (de 45% a 0%, tabla 5.35) y el 66% (de 38% a 13%, tabla 5.37),
respectivamente. Sin embargo no explicarfa la disminucién del 43% (de 7% a 4%, tabla

5.36) en las gestantes gemelares sin CC1T y EMA.

El segundo son las renuncias de las gestantes a la prueba invasiva en el periodo
anterior a la introduccién del ADNf en nuestro hospital (2013-2014), dado el riesgo de
pérdida fetal que conlleva la prueba. De hecho, durante este periodo sélo el 48% de las
gestantes en riesgo que podrian haber tenido indicacién a ADNf se realizaron prueba
invasiva, mientras que el 13% se hicieron un ADNf extraclinico y el 39% renunciaron a
cualquier prueba. En nuestra serie, estas renuncias son especialmente elevadas entre
las gestaciones gemelares con EMA en las que no se realiz6 CC1T, donde el 85% de las
gestantes renuncié a cualquier prueba y el 8% se realizé un ADNf extraclinico. Entre
las gestaciones con CC1T de riesgo intermedio, TN = a p97,5 y CC1T de bajo riesgo,
antecedente de feto anterior aneuploide y EMA sin CC1T, las renuncias a cualquier
prueba durante 2013-2014 fueron del 27%, 17%, 45% y 54% respectivamente; y los
ADNf extraclinicos en estas mismas gestaciones fueron del 17%, 0%, 9% y 8%

respectivamente.
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Algunos autores ya han descrito que con la introduccién del CC1T, las pruebas invasivas
disminuyeron (207), es mds, las tasas de prueba invasiva tras un CC1T de riesgo son del 53-78%
(25,205,206,214-216). Es decir, las gestantes ya renunciaban a la prueba invasiva a pesar de los
CC1T de riesgo antes de estar disponible el ADNf, y estas renuncias han ido aumentando
cuando el ADNf ha estado disponible. Por tanto, la disminucién de las pruebas invasivas no

resulta tan elevada como cabria esperar.

Dado que las gestantes durante 2013-2014 ya renunciaban a realizarse una prueba
invasiva, el grado de aceptacién del ADNf por las mismas y la efectividad del nuevo protocolo
prenatal no puede medirse solamente con la disminucién de dichas pruebas sino también con
la disminucién de las renuncias a realizarse cualquier tipo de test durante el nuevo periodo
(2015-2016). La disminucién de las renuncias ya ha sido estimada por otros autores en
modelos contingentes, sin coste o con coste para la gestante, con rangos del 82-93%
(19,145,213) y del 13-45% (211,217), respectivamente. En nuestro estudio hemos pasado de un
porcentaje de renuncias a todos los test del 39% (2013-2014) al 2% (2015-2016) lo que supone
una disminucidn del 95% en las mismas, acorde con lo descrito en los modelos contingentes
sin coste para la gestante. Esta disminucién en las renuncias en nuestro estudio refleja el
grado de aceptacién del ADNf por las gestantes. El 98% de nuestras gestantes con opcién a
ADNf se hizo, al menos, algin test prenatal: el 85% eligié un ADNf y el 18% se hizo una prueba
invasiva (principalmente como 1* opcién, y en pocos casos para comprobar un ADNf con

riesgo o un fallo del mismo).

La introduccién del ADNf como alternativa a la prueba invasiva en las gestantes de
nuestro protocolo nos ha permitido no sélo la disminucién de un 63% de las pruebas invasivas,
evitando pérdidas fetales, sino también que sélo el 2% de las gestantes renuncien a cualquier
test genético, invasivo (diagndstico) o no invasivo (de cribado). Todo ello ha permitido
mantener la detecciéon de las anomalias cromosémicas mds frecuentes en este grupo

disminuyendo la ansiedad de las gestantes y, por tanto, mejorar la calidad de la asistencia.

6.3.2.4. Pruebas genéticas prenatales en las gestantes con indicacién a
ADNTf: pruebas invasivas, ADNf clinico (HCSC) y ADNf extraclinico

Durante el periodo 2015-2016 el 90% de las gestantes que fueron remitidas a
asesoramiento genético se hicieron algin tipo de prueba genética prenatal (ADNf y/o
invasiva), frente a sélo el 21% durante el periodo 2013-2014 (tabla 5.52). De nuevo, esto
probablemente es un reflejo de la mejor seleccién de las gestantes durante el periodo

prospectivo, ya que dejaron de remitirse las gestantes con EMA y CC1T de bajo riesgo. Por ello,
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al disminuir el nimero total de gestantes remitidas a asesoramiento de 890 a 290, el

porcentaje de pruebas realizadas en las mismas es mayor.

En el total de las gestantes con indicacién a ADNf hubo un aumento en la realizacién de
pruebas genéticas del 70% (de 61% a 104%, tabla 5.50). Para calcular este incremento en
pruebas hemos incluido también los ADNf extraclinicos que se realizaron las gestantes en el
periodo 2013-2014. A pesar de no estar disponible este test en el sistema publico durante este
periodo, si lo estaba en centros privados y las gestantes acudian a consulta con dicho test
realizado. Hemos considerado, a pesar de no ser una prueba solicitada por nosotros, que no
incluirla en los célculos del incremento de pruebas crearfa un sesgo, dando un incremento
superior al real. El incremento en la realizacién de pruebas prenatales se ha producido sobre
todo a expensas de los grupos de gestantes en las que habfa un mayor nimero de renuncias:
las gestantes gemelares sin CC1T y EMA, aquellas con feto anterior aneuploide y aquellas con
EMA sin CC1T. En estos 3 grupos el incremento en pruebas realizadas es del 145% (de 40% a
98%, tabla 5.51). Sin embargo, en las gestaciones con CC1T de riesgo intermedio y en las
gestaciones con TN = a p97,5 y CCIT de bajo riesgo, donde las renuncias son menores, el
incremento fue del 47% y del 20% respectivamente. No hay muchos trabajos que estimen el
incremento en test genéticos prenatales al introducir el ADNf. Algunos estudios han estimado
un aumento de un 11% en CCIT de riesgo intermedio (1/51-1/300) (218) y de un 29% en
gestantes con CC1T de riesgo>1/ 1000 (217). En nuestra serie, el incremento tras un CC1T de
riesgo intermedio es mayor, probablemente porque en nuestro hospital se ofrece el ADNf sin
coste para las gestantes, mientras que en estos dos estudios el coste del test lo tenfan que

asumir las mismas.

No es el propésito de este trabajo realizar un estudio de costes, pero queremos sefialar
que para introducir el ADNf en un nuevo protocolo estos datos deberian tenerse en cuenta. Al
ofrecer un test no invasivo con gran sensibilidad y sin coste, el 98% de las gestantes de nuestra

serie se realizé al menos 1 prueba genética prenatal.

Debido a las diferencias entre los distintos sistemas de salud, no hay actualmente una
Unica estrategia internacional recomendada para la implementacién del ADNf. Su
introduccién como test de cribado contingente tras un CC1T de riesgo ya ha sido desarrollado
por otros autores, fundamentalmente para la deteccién de T21, T18 y T13 (19,145,219-222). El
modelo contingente no sélo garantiza el mantenimiento del resto de las estrategias de cribado
prenatal ya probadas durante el primer trimestre de la gestacidon, como son la ecografia y el
CC1T, sino que ademds parece una manera prudente de introducir este test en un sistema

publico de salud, pues su coste sigue siendo elevado (20). En una revisién de varios meta-
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analisis, Cuckle analiza diferentes estrategias de implementacién del ADNf. Las principales
estrategias actualmente son su uso como test contingente en todas las gestantes con un CC1T
de riesgo, como test contingente sélo en gestantes de riesgo intermedio y como test unico
sustituyendo al CC1T. Las tasas de deteccidn estimadas para T21, T18, T13 y ACSs en los distintos
modelos son del 85% (FP 0,02%), el 94% (FP 0,5%) y el 98% (FP 0,4%) respectivamente (20).

Otros autores han analizado diferentes estrategias de cribado de anomalias
cromosdmicas, incluidas las raras, durante el primer trimestre de la gestacién. Ofreciendo
solamente CC1T y prueba invasiva en caso de riesgo en el mismo, la deteccién de anomalias
cromosdmicas serfa del 81% para un punto de corte de 1/50 y del 91% para un corte de 1/250.
Eliminando el CC1T y ofreciendo solamente ADNf la tasa de deteccién de anomalias seria del
88%, puesto que se perderian las anomalias raras. Y por dltimo, ofreciendo prueba invasiva en
riesgos > 1/50 6 1/150, y el ADNf como test contingente en riesgos intermedios de 1/51-1/1000 &
de 1/150-1/500, las tasas de deteccién de anomalias serfan del 94% y el 93%, respectivamente

(100).

El coste del ADNf hace dificil actualmente su uso como cribado en lugar del CC1T en toda
la poblacién obstétrica en un sistema piblico. Ademas, los marcadores bioquimicos del primer
trimestre son necesarios para el control de la preeclampsia y el retraso del crecimiento, y el
CC1T permite la deteccién anomalias cromosémicas que el ADNf no puede detectar. Las
sociedades cientificas recomiendan mantener el cribado de primer trimestre actual puesto
que su tasa de deteccién de alteraciones cromosdmicas es alta y existe evidencia de su utilidad

clinica (18,21).

El uso del ADNf como test contingente en todas las gestaciones tras un CC1T de riesgo
(alto e intermedios) tiene una tasa de deteccién mds baja de aneuploidias comunes (85%),
probablemente debido a los falsos negativos para T18, T13 y 45X (y sus mosaicismos), se
podrian perder otras alteraciones raras y retrasarfa el diagndstico en las gestantes con alto

riesgo.

Sin embargo, su uso como test de cribado, en un modelo contingente en los riesgos
intermedios, reduce el coste de su implementacién, mantiene los marcadores bioquimicos del
primer trimestre, no retrasa el diagndstico en las gestantes con CC1T de riesgo alto y tiene una

tasa de deteccién de alteraciones cromosdmicas elevada en todas las gestantes con CC1T de riesgo.

La aplicacién del ADNf como test contingente en los riesgos intermedios, podria
mantener la experiencia y la formacidn de los profesionales que han de realizar las pruebas

invasivas en los riesgos mds elevados. Dado que las pruebas invasivas son actualmente las
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Unicas pruebas diagndsticas, es imprescindible que los profesionales mantengan su
experiencia. De lo contrario, estarfamos evitando el riesgo de pérdida fetal en un amplio
grupo de gestaciones, pero estariamos aumentdndolo en aquellas que necesitan un
diagndstico fetal, no sélo de aneuploidias sino también de otras patologias, entre ellas las
infecciones y las enfermedades genéticas. La introduccién del CCIT para el cribado de
aneuploidfas ya produjo una disminucién en el niimero de pruebas invasivas realizadas en las
gestantes en riesgo, y la introduccién del ADNf las ha disminuido atin més y muy rapidamente
(210,223). Existe cierta preocupacién entre los profesionales del diagndstico prenatal que
reclaman la busqueda de una solucién para este problema. No todas las sociedades de
obstetricia y ginecologfa recomiendan el nimero de procedimientos que son necesarios para
adquirir y/o mantenerla competencia. Las recomendaciones son variables, y van de 30
procedimientos invasivos anuales a 100 amniocentesis y 50-100 biopsias coriales cada 3 afios
(224). Hay estudios que muestran, en algunos centros, una disminucién de realizacién de
biopsia corial por los alumnos o residentes de 40 procedimientos a 10 tras la introduccién del
ADNf (225) durante su periodo de formacién. Entre las posibles soluciones se encuentran la
formacién con gestaciones ya interrumpidas, el uso de simuladores y la centralizacién. La
primera de las posibilidades no es ética, y podria poner en riesgo a la gestante. Los
simuladores elevan el coste de la formacién y no parece facil su acceso por todos los centros. Y
la centralizacién podria crear inequidad en el acceso de las gestantes, ademds de no ser bien
aceptada por los profesionales puesto que disminuirfa sus competencias (224). Quizéds la
aplicacién de un modelo contingente en los riesgos intermedios permita mantener el grado de

competencia y formacidn tan necesario en la realizacidn de las pruebas invasivas.

6.3.3. Limitaciones del estudio prospectivo

Entre las limitaciones del estudio prospectivo y la valoracién de su efectividad se
encuentra el hecho de que la cohorte de gestantes no es suficiente para el cédlculo de la
sensibilidad en la deteccién de aneuploidias de los diferentes cribados (ADNf y CC1T). Sin
embargo, el periodo parece suficiente para evaluar la efectividad del nuevo protocolo de
atencién prenatal en su conjunto. Tampoco durante este periodo se disponen de estudios de
MLPA o array-CGH en todas las gestaciones con riesgo intermedio que nos permitieran
descartar con seguridad las anomalfas raras y cripticas en este grupo aunque los datos al

nacimiento fueron normales.
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7. CONCLUSIONES

La implementacién del cribado de aneuploidias en el ADN fetal ha permitido la
disminucidén de pruebas invasivas en las gestantes en riesgo de aneuploidia que tuvieron
opcidén al mismo. Este cribado junto al cambio en las indicaciones a asesoramiento genético,
eliminando la edad materna avanzada con cribado combinado de bajo riesgo como indicacién,
nos ha permitido realizar un diagndstico prenatal mds efectivo, optimizando el
asesoramiento, mejorando la seleccién de las gestantes en riesgo y manteniendo la deteccién

de las aneuploidias més frecuentes.

1. Las pruebas invasivas se recomiendan en las gestaciones con un riesgo en el cribado
combinado mayor o igual a 1/50 con el fin de realizar un diagnéstico precoz de las
cromosomopatias con grave repercusién fetal, puesto que el 74% de las mismas se

encuentran en este grupo.

2. Un punto de corte mayor o igual a 1/10 en el cribado combinado es posible aplicarlo
como limite del alto riesgo en el que recomendar una prueba invasiva, aunque es
necesaria su validacién clinica y tener en cuenta el retraso en el diagndstico de las

aneuploidias mas frecuentes.

3. El cribado en el ADN fetal circulante para las trisomias 21, 18 y 13 es aplicable como

prueba contingente en:
* las gestaciones con riesgo en el cribado combinado de 1/51-1/300,

* yen aquellas con translucencia nucal mayor o igual al percentil 97,5 y medida

inferior a 3,5 mm con cribado combinado de bajo riesgo.

4. El cribado en el ADN fetal para las trisomias 21, 18 y 13 como prueba contingente ha

permitido la disminucién de las pruebas invasivas en un 63% en las gestantes:
* con riesgo en el cribado combinado de 1/51-1/300,

*  con translucencia nucal mayor o igual al percentil 97,5 y medida inferior a 3,5

mm con cribado combinado de bajo riesgo,
» con antecedente personal de aneuploidia,

* yen gestaciones Unicas o maltiples con edad materna avanzada sin cribado.
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5. El carédcter no invasivo del cribado de aneuploidias en el ADN fetal ha producido un
incremento del 70% en las pruebas genéticas prenatales realizadas en este grupo de

gestantes, disminuyendo la ansiedad y mejorando la calidad de la asistencia.

6. En este mismo grupo de gestantes sélo el 2% de las mismas renuncié a realizarse algun

tipo de test genético permitiendo mantener la deteccién de aneuploidias.

7. Las gestantes que acudieron tras el cambio de protocolo prenatal han mostrado un
elevado grado de satisfaccién con la atencidn y el asesoramiento recibido por los

profesionales que les atendieron en la Unidad de Diagndstico Prenatal.
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9. ABREVIATURAS

ACSs: Aneuploidias de los cromosomas sexuales.

ADNf: ADN fetal libre.

Array-CGH: Array con hibridacién genémica comparada.

bp: base pairs; pares de bases.

CAKUT: congenital anomalies of the Kidney and the urinary tract.
CC1T: Cribado combinado de primer trimestre.

CIR: crecimiento intrauterino retrasado.

CNVs: Variaciones en el nimero de copia o copy number variations.
LCC: Longitud craneo caudal.

EMA: Edad materna avanzada.

f-BHCG: Fraccidn [ libre de la gonadotropina coriénica humana.
FP: falsos positivos.

HCSC: Hospital Clinico San Carlos.

MLPA: Multiplex ligation dependent probe amplification.

MoM: Multiplos de mediana.

PAPP-A: Proteina plasmatica A asociada a la gestacion.

p99: percentil 99.

p97,5: percentil 97,5.

QF-PCR: Quantitative Fluorescence-Polymerase Chain Reaction o reaccién en cadena de la

polimerasa cuantitativa fluorescente.
T13: Trisomia 13.
T18: Trisomia 18.

T21: Trisomia 21.
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TFP: tasa de falsos positivos.

TN: Translucencia nucal.

TRA: tratamiento de reproduccién asistida.

VPP: Valor predictivo positivo.

VPN: Valor predictivo negativo.
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Identificacién del paciente

P comunidad de Madrid Nombre:
- Apellidos:
‘AM Servicio Madrilefio de Salud DNI:
: Hospital Clinico San Carlos Adjunte pegatina o rellene los datos
SaludMadrid

OBTENCION DE MUESTRA FETAL MEDIANTE AMNIOCENTESIS/BIOPSIA

CORIAL/CORDOCENTESIS PARA ESTUDIO GENETICO

INFORMACION
¢QUE ES Y COMO SE REALIZA?

La prueba consiste en obtener una muestra fetal por medio de:

O Amniocentesis (a partir de la semana 15 de gestacién): para obtener liquido amniético por
introduccion de una aguja a traves de la pared abdominal materna, bajo control ecogréfico, hasta
llegar al liquido que rodea al feto (liquido amniético).

0O Biopsia corial (a partir de la semana 11 de gestacion): para obtener una muestra de tejido
placentario a través de la pared abdominal o a través del cuello del ttero.

0 Cordocentesis: para obtener un muestra de sangre fetal por puncion del cordén umbilical.

¢(PARA QUE SIRVE?

El motivo que hace necesaria la realizacién de esta prueba en mi caso particular es para:

Y dadas las caracteristicas del proceso en el que estoy se me recomienda la realizacion de la técnica
invasiva en‘las gemanas de gestation: . iwvivivssians snsismses s sniri s e e

¢ QUE CONSECUENCIAS IMPORTANTES PRODUCIRA LA INTERVENCION?

La muestra obtenida se utilizara para darme la informacion de esta patologia en el feto. En funcion de
mi caso, este resultado me servira para tomar una decisiéon sobre mi embarazo. Con el fin de prevenir
posibles complicaciones se me recomienda permanecer en reposo relativo y con medicacion en las
siguientes 48h tras la prueba.

¢ QUE RIESGOS PUEDE HABER?
¢ Riesgos poco frecuentes:

Principales: pérdida fetal estimada en un 0.75-1% para aquellas pruebas invasivas (amniocentesis
y biopsia corial) realizadas en Unidades de Diagnostico Prenatal reconocidas. Necesidad de una 22
extraccion para una 2® muestra debido a que no se haya obtenido suficiente material, se produzca fallo
de cultivo, mosaicismo placentario o contaminacién materna (todo mas frecuente en vellosidad) o
porque existan dudas de los resultados que convenga aclarar. Pueden existir falsos positivos o
negativos.

Secundarios: rotura de bolsa, hematomas, hemorragias internas, puncion fetal,

. Riesgos especificamente relacionados con el paciente: .............cccoeiviiiiiiiiininnne.,

.............................................................................................................................

¢HAY OTRAS ALTERNATIVAS AL PROCEDIMIENTO?

Para determinados estudios genéticos, existen pruebas alternativas que proporcionan una informacion
parcial y que requieren de este tipo de pruebas invasivas para confirmar la informacién obtenida.

¢ QUE CONSECUENCIAS SON PREVISIBLES DE LA NO REALIZACION?

Si no se realiza este estudio no es posible confirmar/descartar la patologia fetal.

OAVINHOANI OLNIINILNISNOD

Validado Comité de Etica Asistencial - (Marzo 2017)




DECLARACIONES Y FIRMAS

PACIENTE
I B o A i R e A s e s COR BN o s declaro que el/la facultativo,
B B me ha explicado de forma satisfactoria qué es, como se realiza y para qué sirve

esta prueba genética. También me ha explicado los riesgos existentes, que éste es el procedimiento mas adecuado en la
actualidad para establecer el diagnéstico genético de mi interés, y las consecuencias previsibles de su no realizacion.

He comprendido perfectamente todo lo anterior, he podido aclarar las dudas planteadas, y voluntariamente, doy mi
consentimiento para que me realicen dicha prueba. Puedo solicitar copia del presente documento.

Sé que puedo retirar este consentimiento cuando lo desee.

En Magnda :comsases L T de 20...

Firmado el/la paciente

REPRESENTANTE LEGAL

B A O, oio| s E Y| —— y domicilio en ........... calle
= NS declaro que ellla facultativo, Dr/Dra............covvveeeeioiiiieeeeeeeieeeeeeeeey

me ha exphcado de forma satlsfactorla qué es, como se realiza y para qué sirve esta prueba diagnoéstica. También me ha

explicado los riesgos existentes, que éste es el procedimiento méas adecuado en la actualidad para establecer el

diagnoéstico genético de mi interés, y las consecuencias previsibles de su no realizacion.

He comprendido perfectamente todo lo anterior, he podido aclarar las dudas planteadas, y voluntariamente, doy mi

consentimiento para que realicen al paciente DD con

I, oo e s e s s et , dicha exploracion/intervencion. Puedo solicitar copia del presente documento.

Sé que puedo retirar este consentimiento cuando lo desee.

EnMadiid a:nnns T de 20...

FACULTATIVO

D T

He informado a este/a paciente, y/o a su representante legal, del propésito y naturaleza del procedimiento descrito, de
sus riesgos y alternativas, y de las consecuencias previsibles de su no realizacién, dejando constancia en la historia
clinica. Asimismo, la existencia de otras enfermedades o cualquier otra circunstancia patologica personal que pudiera
condicionar la realizacién de la prueba. Se incorpora este documento a la historia clinica del paciente.

En Madrida .................. de... .. de 201

Firma, n°® de colegiado/n® del hospital

NEGATIVA DEL PACIENTE A LA REALIZACION O

Si usted no acepta la realizaciéon de la prueba diagnostica haga constar el
GV o oo s e e S e R e R e B s ST B A S S S S e S e

Firmado el/la paciente
REVOCACION DE LA DECISION POR EL PACIENTE O
=Tl T o [ e —————— (s |~ URIRNONORRRTINY o ... | [

Firmas: (Paciente) El/la facultativo Dr/Dra...............c........ n° de colegiado/n® del hospital

Pagina 2



Identificacién del paciente
B3] comunidad de Madrid Nembia:
= Apellidos:
‘AM Servicio Madrilefio de Salud | PNE
; HOSpital Clinico San Carlos Adjunte pegatina o rellene los datos
SaludMadrid

ESTUDIO DE GENETICA MOLECULAR

INFORMACION

¢QUE ES Y COMO SE REALIZA?

La prueba consiste en la obtencién de ADN a partir de una muestra de:

(J Sangre periférica extraida por puncién venosa.

(J Células bucales extraidas mediante friccion de mucosa bucal

(J Vellosidad corial directa o de su cultivo, extraida por biopsia corial (firmar Cl prenatal)

(0 Amniocitos directos o de su cultivo, extraidos por amniocentesis (firmar C| prenatal)

T e B L T LN

¢(PARA QUE SIRVE?

Con esta muestra de ADN se pretende estudiar mi informacién genética en relacion a la
enfermeded/sindrome/paIDIOIEL < v rieres snam s i dE N o A SRS TR S AT SRS s A SNBSS
Y asi conocer si soy persona afecta de este trastorno genético.

LQUE RIESGOS PUEDE HABER?

Los riesgos y complicaciones mas relevantes que pueden presentarse son:

e Los riesgos generales de la obtencién de la muestra para la extraccién de ADN. En el caso de las
muestras prenatales (vellosidad y amniocentesis) he recibido informacion y he firmado un
consentimiento aparte.

o El conocimiento de esta informacion genética puede tener implicaciones graves en mivida y en la
de mis familiares directos, a los cuales se me aconseja informar, si estos datos son relevantes
para su salud.

e A lo largo del estudio se pueden obtener resultados no buscados, fundamentalmente las falsas
paternidades, cuando se obtiene muestra de los progenitores, que no tienen efecto legal aunque
pueden explicar los resultados hallados. Segun la ley 14/2007 los profesionales no estan obligados
a informar de estos resultados.

e Segun la técnica genética utilizada puede haber resultados de significado incierto.

e Pueden existir falsos negativos y falsos positivos, segun los conocimientos actuales.

0 Autorizo a que se me informe del resultado via telefénica tras mi identificacion completa con una
clave que se me proporciona en esta consulta. La prueba que se me realiza s6lo detecta determinadas
anomalias por lo que un resultado normal no garantiza el nacimiento de un nifio/a sano/a.

* Riesgos especificamente relacionados con el paciente: .............ccoiiiiiiiiiiiiiinnn

¢HAY OTRAS ALTERNATIVAS AL PROCEDIMIENTO?
No existen pruebas alternativas que proporcionen una informacion similar.

¢ QUE CONSECUENCIAS SON PREVISIBLES DE LA NO REALIZACION?

Si no se realiza este estudio no es posible confirmar/descartar el diagnéstico clinico del paciente ni la
realizacion de un adecuado consejo genético tanto familiar como reproductivo.

(CUAL SERA EL DESTINO FINAL DE LA MUESTRA?

Mi voluntad, una vez terminada la misma, es que la muestra de ADN sobrante sea:

O Destruida una vez realizado el informe final

0 Utilizada como control ya sea negativo o positivo de forma totalmente anonima

0 Guardada durante un maximo de 5 afios para ampliar posibles estudios relacionados con mi
patologia

OAVINHOANI OLNIINILNISNOD

0 Almacenada en el Biobanco del HCSC (se requiere Cl especifico) para posibles investigaciones todas ellas

aprobadas por el Comité Etico de Investigacién del HCSC.

Validado Comité de Etica Asistencial - (Marzo 2017)




DECLARACIONES Y FIRMAS

PACIENTE
I B o A i R e A s e s COR BN o s declaro que el/la facultativo,
B B me ha explicado de forma satisfactoria qué es, como se realiza y para qué sirve

esta prueba genética. También me ha explicado los riesgos existentes, que éste es el procedimiento mas adecuado en la
actualidad para establecer el diagnéstico genético de mi interés, y las consecuencias previsibles de su no realizacion.

He comprendido perfectamente todo lo anterior, he podido aclarar las dudas planteadas, y voluntariamente, doy mi
consentimiento para que me realicen dicha prueba. Puedo solicitar copia del presente documento.

Sé que puedo retirar este consentimiento cuando lo desee.

En Magnda :comsases L T de 20...

Firmado el/la paciente

REPRESENTANTE LEGAL

B A O, oio| s E Y| —— y domicilio en ........... calle
= NS declaro que ellla facultativo, Dr/Dra............covvveeeeioiiiieeeeeeeieeeeeeeeey

me ha exphcado de forma satlsfactorla qué es, como se realiza y para qué sirve esta prueba diagnoéstica. También me ha

explicado los riesgos existentes, que éste es el procedimiento méas adecuado en la actualidad para establecer el

diagnoéstico genético de mi interés, y las consecuencias previsibles de su no realizacion.

He comprendido perfectamente todo lo anterior, he podido aclarar las dudas planteadas, y voluntariamente, doy mi

consentimiento para que realicen al paciente DD con

I, oo e s e s s et , dicha exploracion/intervencion. Puedo solicitar copia del presente documento.

Sé que puedo retirar este consentimiento cuando lo desee.

EnMadiid a:nnns T de 20...

FACULTATIVO

D T

He informado a este/a paciente, y/o a su representante legal, del propésito y naturaleza del procedimiento descrito, de
sus riesgos y alternativas, y de las consecuencias previsibles de su no realizacién, dejando constancia en la historia
clinica. Asimismo, la existencia de otras enfermedades o cualquier otra circunstancia patologica personal que pudiera
condicionar la realizacién de la prueba. Se incorpora este documento a la historia clinica del paciente.

En Madrida .................. de... .. de 201

Firma, n°® de colegiado/n® del hospital

NEGATIVA DEL PACIENTE A LA REALIZACION O

Si usted no acepta la realizaciéon de la prueba diagnostica haga constar el
GV o oo s e e S e R e R e B s ST B A S S S S e S e

Firmado el/la paciente
REVOCACION DE LA DECISION POR EL PACIENTE O
=Tl T o [ e —————— (s |~ URIRNONORRRTINY o ... | [

Firmas: (Paciente) El/la facultativo Dr/Dra...............c........ n° de colegiado/n® del hospital
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CHROMOSOMAL
EXAMINATION

Formulario de solicitud test prenatal

Por favor, rellene todos los campos, excepto 1A, para evitar retrasos en la entrega de resultados.

m Referencia muestra A rellenar en Igenomix
2. Informacioén del paciente (rellenar o adjuntar etiqueta) 3. Informacion de la muestra
Nombre completo Edad gestacional
NHC (n* historia clinica) Fecha Nacimiento Fecha toma de la muestra
Informacién del test Si usted NO desea conocer el sexo del feto,

marque esta casilla

Test NACE® (valido para gestaciones Unicas o gemelares

Deteccion de aneuploidias fetales de cromosomas 21, 18, 13, X/Y
i *

Entrega de resultados en 3 dias laborables. Indicacién (opcional)

Gestacion unica I:IGestaci(‘)n gemelar
Edad materna avanzada

Test NACE Ampliado (valido solo para gestaciones Unicas). Defeccion de Ecografia anormal

aneuploidias fetales de cromosomas 21, 18, 13, X/Y Deteccién trisomia s " o
9,16y seis microdeleciones Historia familiar o personal de aneuploidia
Recomendado sélo en caso de determinadas anémalias Cribado bioquimico positivo

ecogrdficas’. Entrega de resultados en 10 dias laborables.*
Peticion materna

‘Desde la recepcion de la muestra

Otros datos sobre la paciente

Tipo de embarazo

Peso Embarazo natural Hijos previos Abortos previos
e O
Altura Ovodonacién
m Firma del paciente m Autorizacion del médico / asesor genético

Con la firma de este formulario de solicitud, voluntariamente solicito a | Certifico que la informacion del paciente v del médico prescriptor en esta solicitud
IGENOMIX, S.L. que realice el test NACE". He leido v he recibido una | es correcta segln mi conocimiento y que he solicitado el test NACE® enbaseami
copia del consentimiento. Asi mismo me han explicado adecuadamente | criterio profesional de indicacion clinica. He explicado las limitaciones de este test

los riesgos, beneficios y limitaciones de este test. v he respondido a cualquier pregunta con criterio médico. Entiendo que IGENOMIX,
S.L. como compafia afiliada pueda necesitar informacion adicional v acepto
Véase el Consentimiento informado proporcionarle esta informacion si es necesario.

Autorizo el test NACE para este paciente

Firma Tel. Fecha Firma Fecha

Email paciente para recibir el informe Email médico para recibir el informe

ESHG y ASHG piden “innovacion responsable” en los test prenatales no invasivos.

El estudio adicional de microdeleciones se debe indicar sélo en casos de determinadas anomalias ecograficas, ya que segln recomendaciones
de la ESHG (European Society of Human Genetics) y ASHG (American Society of Human Genetics), en algunos casos las manifestaciones
pueden ser leves o moderadas lo que dificulta el asesoramiento genético.

Para mas informacion contacte con IGENOMIX Abril 2015
Espafia: 900 849 300 Otros paises: 00 34 963 905 310 www.nace.igenomix.com

Los Angeles Miami Sao Paulo Valencia Dubai New Delhi
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Consentimiento Informado
Prueba para detectar trisomias fetales y microdeleciones clinicamente significativas

Informacion comun para las pruebas NACE® y NACE ®ampliado:

1. El objetivo principal de estas pruebas de cribado genético es detectar trisomias fetales con gran exactitud, asi como, en gestaciones lnicas, detectar alteraciones
numéricas de los cromosomas sexuales. Su principal caracteristica es que evita realizar procedimientos invasivos innecesarios.

2. Las pruebas estan validadas para gestaciones a partir de 10 semanas de embarazo.

3. Estas pruebas tienen un indice de deteccién préximo al 100 % pero no son una prueba diagnéstica. Paratener un diagndstico definitivo se requiere prenatal invasivo
con realizacion de un cariotipo (analisis de todos los cromosomas) o analisis rapido para los cromosomas/microdeleciones analizados en el test NACE/NACE ampliado
(técnicas QF-PCR o FISH).

4. La especificidad y sensibilidad de la técnica son muy elevadas, con el indice de falsos positivos (FP) y falsos negativos (FN) para la trisomia 21 inferior al 1 %,
con especificidad también superior al 99% y sensibilidad entre 87.5-100% para el resto de cromosomas y microdeleciones analizadas.

5. Para gestaciones Unicas, la precision respecto a la determinacion del sexo fetal (XX o XY) es del 99%. En los casos de gestaciones Unicas, que comenzaron siendo
gemelares pero se produjo pérdida temprana de uno de los fetos, la fiabilidad en la determinacion del sexo fetal puede verse disminuida.

6. Estas pruebas, para las trisomias analizadas, son mas precisas que el cribado de primer trimestre actual. No obstante se pueden dar resultados erréneos. Un resultado
positivo (anormalidad cromosdmica detectada) debe confirmarse en el procedimiento invasivo para ser definitivo (ver punto 3). Un resultado negativo (normalidad
cromosdmica) debe ir en consonancia con otros hallazgos clinicos (ecografias, etc.) y no excluye por completo una trisomia fetal (ver punto 7, limitaciones). El sexo fetal
debe ir en consonancia con hallazgos ecograficos.

7.Limitaciones. La precision de estas pruebas puede verse comprometida si existe (i) aneuploidia cromosdmica materna; (ii) mosaicismo (fetal o confinado a la placenta).
Hay una pequefia posibilidad de que los resultados de la prueba pudieran no reflejar el estado cromosémico del feto (falsos positivos), reflejando los cambios
subcromosomicos de la placenta o de la madre.; (iii) transfusiones de sangre alogénica, trasplante o terapia con células madre; (iv) sindrome del gemelo evanescente;
(v) gestacién multiple; (vi) ADN libre circulante en plasma limitante: menos de un 0.1% de las muestras requeriran nueva extraccion de sangre, sin coste extra para la
paciente; en esos casos el plazo de entrega de resultados comenzarda de nuevo con la segunda toma de muestra. (vii) un resultado negativo (normal) para las
microdeleciones especificadas no eliminan la posibilidad de que éste embarazo puede asociarse con aneuploidias para otros cromosomas o anomalias
subcromosomicas, defectos de nacimiento y otras condiciones. (viii) Un resultado negativo no elimina al 100% la posibilidad de sindrome de Angelman, sindrome de
Prader-Willi, 5p-/ sindrome del Maullido de Gato, sindrome de delecién 22q11.2, sindrome de la delecién 1p36, o Sindrome 4p-/Wolf-Hirschhorn.

8.La muestra no se procesara si los campos requeridos en el Formulario de Solicitud y Cl no estan debidamente cumplimentados. El plazo para que la paciente aporte la
informacidn adicional requerida sera de 24 h, desde la recepcidn de la muestra. Una vez transcurrido ese plazo, la muestra se desechara.

Informacion acerca del test NACE® (cromosomas 13, 18, 21 y cromosomas sexuales).

La trisomia 13, la trisomia 18 y la trisomia 21 son tres anomalias cromosdmicas comunes que se deben normalmente a la presencia adicional de una copia completa
del cromosoma 13, 18 y 21 respectivamente. Los individuos afectados se caracterizan por tener retraso mental, rasgos faciales caracteristicos y generalmente
acompafiado de otras malformaciones. En la actualidad no hay tratamiento curativo para estos trastornos

Objetivo de la prueba y método de deteccion

El objetivo de esta prueba de cribado genético es detectar trisomias fetales de los cromosomas 13, 18, 21 en gestaciones (nicas y gemelares. Ademas, en gestaciones
tnicas también informa del sexo fetal y analiza posibles alteraciones numéricas de los cromosomas sexuales. La prueba NACE® se basa en un método no invasivo para
el feto que evalda el riesgo de «aneuploidia cromosdmica» fetal a través de la deteccion de ADN libre circulante en el plasma materno mediante tecnologia de
secuenciacion de nueva generacion y analisis bioinformaticos avanzados. Las tasas de deteccidn son muy elevadasy esto permite reducir significativamente el nimero
de procedimientos invasivos (amniocentesis o biopsia vellosidad corial) evitando pérdidas fetales innecesarias o situaciones de riesgo de aborto espontaneo y/o de
infeccion intrauterina.

Informacion acerca del test NACE®ampliado (cromosomas 9, 13, 16, 18, 21, cromosomas sexuales y microdeleciones).

Los sindromes debido a microdeleciones son trastornos causados por la ausencia de pequefias piezas de material cromosdmico. Aunque pueden ocurrir en cualquiera
delos 23 pares de cromosomas se presentan con mayor frecuencia en areas especificas de ciertos cromosomas y se han relacionado con sindromes genéticos conocidos.
La mayoria de estas microdeleciones ocurren espontaneamente o de novo, en lugar de ser heredado de uno de los progenitores. Ocurren por tanto sin antecedentes
familiares la mayoria de veces y ademas tampoco influyen otros factores como la edad avanzada. En la actualidad no hay tratamiento curativo para estos trastornos.
Las trisomias del cromosoma 9 y del 16 estan asociadas a un alto riesgo de aborto involuntario. La capacidad de identificar estas importantes causas cromosomicas de
aborto espontaneo puede ayudar a evaluar futuros riesgos, asi como en el seguimiento y la gestion de embarazos posteriores.

Objetivo de la prueba y método de deteccidn

El estudio adicional de microdeleciones se debe indicar sélo en casos de determinadas anomalias ecogréficas, ya que seguin recomendaciones de la ESHG (European

Society of Human Genetics) y ASHG (American Society of Human Genetics), en algunos casos las manifestaciones pueden ser leves o moderadas lo que dificulta el
asesoramiento genético.

Incluyendo la cobertura descrita para el test NACE® (trisomia 13, 18, 21 y cromosomas sexuales), el objetivo de la version NACE®ampliado es la deteccidn adicional de
trisomia de los cromosomas 9y 16y es capaz de identificar seis sindromes genéticos importantes causados por microdeleciones en las regiones cromosdmicas 15q11.2,
5p15.2, 22q11.2, 1p36 y 4p16.3. NACE®ampliado proporciona una valiosa informacién que, en determinadas situaciones clinicas, ayudaran en la gestion del embarazo
y/o la preparacién para la atencién del recién nacido. El algoritmo optimizado para el panel de microdeleciones proporciona resultados muy fiables acerca de la pérdida
de pequefios fragmentos de material genético. NACE®ampliado ofrece resultados muy fiables, incluyendo una tasa de falsos positivos baja en comparacion con otros
test y |a tasa de repeticiones del test mas baja del ensayo en el sector. NACE®ampliado esta validado sélo para gestaciones lnicas.

Fecha: abril 2015
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Consentimiento informado de la embarazada

1. Comprendo que estas pruebas de cribado genético son no invasivas para el feto. En concreto, NACE® esta indicado tanto para gestaciones gemelares como dnicas.
NACE®ampliado esta indicado sélo para gestaciones Unicas.

2. Comprendo que NACE® tiene como principal objetivo detectar trisomias fetales 21, 18, 13. En caso de gestacidn lnica, NACE® informa del sexo fetal y analiza
posibles aneuploidias de los cromosomas sexuales. NACE®ampliado suma a este objetivo principal la deteccion de 6 sindromes de microdeleciones y la deteccion de
trisomias del 9 y 16.

3. Comprendo que en caso de gestacién gemelar (s6lo test NACE®) no se informa sobre los cromosomas sexuales. Comprendo también que en caso de deteccidn de
aneuploidia en los cromosomas 21,18 y 13, el test NACE™ no reporta informacidn sobre si estan afectados uno o los dos fetos y cual de ellos.

4. Ambas pruebas, para su objetivo principal, tienen sensibilidad superior al 99% pero no del 100%.

5. Entiendo que la alta sensibilidad y especificidad de estas pruebas se han obtenido a partir de estudios de validacidn clinica en gestaciones espontaneas, Unicasy
embarazos de alto riesgo. La evaluacidn del rendimiento final en poblacidon de bajo riesgo, gestaciones mediante reproduccion asistida, en gestaciones gemelares y en
gestaciones con microdeleciones esta adn en progreso y los datos clinicos son limitados; no obstante los datos ya disponibles indican que son equivalentes a los
obtenidos en los estudios de validacién mencionados anteriormente.

6. Comprendo perfectamente el fin previsto, las caracteristicas, los beneficios y los posibles riesgos de cada prueba. Mi médico ha respondido a todas mis preguntas.

7. Comprendo que en el caso de NACE®, el informe estara disponible dentro del plazo de 3 dias laborables tras |a recepcién de la muestra, en el 90% de los casos. Este
periodo de entrega sera de 10 dias laborables en el caso del NACE®ampliado. En ambos casos, los periodos de entrega establecidos no incluyen los casos de ADN
libre circulante en plasma limitante o por debajo del limite de deteccién (ver siguiente punto).

8. Comprendo que, en algunos casos el resultado puede ser no informativo en un primer analisis de secuenciacion, por lo que puede ser necesario una segunda
secuenciacion, lo que retrasaria la entrega de los resultados. Muy raramente, debido a un porcentaje de ADN fetal circulante por debajo del nivel de deteccidn de la
técnica, sera necesario solicitar una nueva muestra de sangre materna.

9. Comprendo que el resultado de estas pruebas no puede servir como Unico criterio para una conclusion diagndstica. Un resultado positivo requiere de un
procedimiento invasivo para obtener un diagndstico definitivo. Un resultado negativo requiere seguimiento para confirmar consonancia con hallazgos de otras
analiticas y pruebas de control del embarazo.

10. Estoy de acuerdo en facilitar la informacion necesaria sobre este embarazo, en concreto si se comprueba posteriormente que el bebé tiene una enfermedad
cromosdmica o genética. Comprendo y estoy de acuerdo en que mi médico se ponga en contacto conmigo para obtener esa informacion.
11. Estoy de acuerdo en que mi médico o el laboratorio utilice mi informacion clinica para realizar auditorias, controles de calidad e investigaciones, siempre y cuando

yo permanezca en el anonimato y no se me identifiqgue durante el analisis de los datos y que toda mi informacion personal se elimine de cualguier informe o
publicacion.

12. Mi médico me proporcionara una copia del presente Consentimiento Informado.

13. Declaro que la informacidn personal que he facilitado es veraz y fidedigna.

Estoy de acuerdo en realizar la prueba (marcar con una X la opcién elegida) recomendada por mi médico, que
me ha proporcionado una copia del presente Consentimiento Informado:

INACE (gestaciones Unicas o gemelares) NACE ampliado (gestaciones (inicas)

Paciente (*indica campos obligatorios a rellenar para poder procesar la muestra)

MNombre*: Firma*: Fecha*:

Médico/clinico (*campos obligatorios a rellenar, o estampar sello y firma)

Nombre Dr*.: Clinica/Hospital: Firma*: Fecha:

Conforme ala Ley 41/2002 Reguladora de la Autonomia del Paciente y a la Ley 15/1999 de Proteccion de Datos de Caracter Personal, el peticionario debe disponer del consentimiento del paciente para llevar a cabo las pruebas
diagnosticas solicitadas y para el tratamiento de sus datos. De este modo, y como informacion a facilitar al paciente, hemos de comunicarles gue los datos recogidos en el presente formulario serdan incorporados a un fichero
automatizado de cardcter confidencial, debidamente inscrito en la Agencia Espafiola de Proteccion de Datos, conforme a los términos establecidos en la Ley 15/1999, cuya titularidad corresponde a iGenomix 5.1, con lafinalidad
de gestionar el estudio de diagnostico en el formulario descrito, pudiendo ejercer el paciente en cualguier momento los derechos de acceso, rectificacion, cancelacion u oposicion, reconocidos por la citada normativa en
materia de proteccion de datos de cardcter personal, dirigiéndose a la siguiente direccidn: iGenomix 5.1, Parc Cientific Universitat de Valéncia, €\, Catedratico Agustin Escardino n28, Edificio 3, 46980 Paterna, Valencia.
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Test de Cribado Prenatal No Invasivo
en sangre materna

COD.

Cumplimentar por el laboratorio

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Nombre y Apellidos: Cdédigo Clinica/Hospital/Laboratorio
Semanas de Gestacion: Fecha de nacimiento:

Motivo de consulta: N° de fetos:

Nombre del Especialista: Correo del Especialista:

Numero de Teléfono: Clinica/Hospital/Laboratorio

1. He recibido la informacion de mi especialista sobre |a indicacién, propésito, caracteristicas y riesgos potenciales
de TrisoNIM®. Asimismo, he tenido la oportunidad de leer la informacién facilitada sobre el test y mis preguntas
han sido respondidas satisfactoriamente.

2. Ccomprendo que este test tiene el propdsito de establecer, con un alta probabilidad, el riesgo fetal de presentar
trisomias de los cromosomas 21, 18 y 13. Adicionalmente, el test informara del resultado del estudio de deteccion
del cromosoma Y en sangre materna.

3. Comprendo gue en el 0,1% de los casos no se obtienen resultados concluyentes. Entiendo que se me puede
solicitar una nueva extraccion de sangre para repetir la prueba, lo que ocurre en el 1% de los casos. Esta situa-
cién supondra un incremento en el tiempo de respuesta establecido.

4. Comprendo que los resultados de este test son valores de referencia y no suponen, por si solos, un elemento de
diagnostico clinico. Los resultados obtenidos de este cribado deben evaluarse junto con otros criterios clinicos,
por lo gue se recomienda que dichos resultados sean comunicados en consulta médica.

5. Comprendo que mediante |a realizacion de esta prueba se puede obtener informacion genética del feto o de la
madre no relacionada con la preocupacion médica para la cual esta prueba ha sido solicitada. Acepto que estos
hallazgos que podrian requerir la realizacion de pruebas adicionales sean incluidos como nota informativa en el
informe de resultados.

En caso de EMBARAZO GEMELAR, senalo en esta casilla |:] que comprendo las limitaciones del test para este
tipo de analisis.

Adicionalmente, marco esta casilla |:| para indicar que deseo que NO SE ME COMUNIQUE el resultado del
estudio de deteccion de cromosoma Y fetal en sangre materna.

Por todo ello, doy mi consentimiento para realizar el test TrisoNIM®. Firma
Paciente : Firma Especialista:

Fecha:

AUTORIZACION PARA EL USO DE LOS RESULTADOS

Los resultados obtenidos pueden contribuir a incrementar la capacidad analitica del test y el estado del conocimiento actual, con el consiguiente
beneficio para nuevos estudios. Por ello, doy mi consentimiento para gue NIMGenetics use mi informacidn clinica y los resultados obtenidos para
publicaciones cientfficas, estudios de calidad, 6 bases de datos, en el &mbito sanitario. NIMGenetics garantizard la confidencialidad de la informa-
cién. Esta autorizacién puede ser anulada mediante notificacién a info@nimgenetics.com.

Si usted NO DESEA que los datos obtenidos sean utilizados de esta manera, indiguelo col lo sus iniciales aqui:
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TrisoNIM® INFORMACION

TrisoNIM® es un test de cribado prenatal que se realiza a partir del andlisis del ADN fetal presente en la
sangre materna. Este test evalla el riesgo de que el feto presente las trisomias 21, 18 6 13. Este test se
puede realizar a partir de la semana 10 de embarazo.

TrisoNIM® no tiene riesgos para el feto y es extremadamente sensible, con una precisién de deteccién de

aproximadamente el 99% y cercana al 100% para el sindrome de Down. Para su realizacion solo es necesaria la
obtencion de 10 ml de sangre materna.

Acerca de la enfermedad y del método de deteccion

El sindrome de Down es una de las anomalias cromosoémicas mas frecuentes. Este sindrome, debido a la presen-
cia de una trisomia 21, presenta una incidencia, de aproximadamente, 1 por cada 800 nacimientos. Los individuos
afectos presentan un fenotipo facial caracteristico, asociado a diversos grados de retraso mental y ocasionalmen-
te a malformaciones de 6rganos. Actualmente, no se conoce ninguna cura para dicho sindrome.

El Sindrome de Edwards, debido a la trisomia del cromosoma 18, y el sindrome de Patau, debido a la trisomia del
cromosoma 13, cursan con un cuadro clinico severo con multiples malformaciones, que se asocian a una alta tasa
de muerte perinatal. Estos sindromes se presentan con una frecuencia, de aproximadamente, 1 por cada 5000 y
16000 nacimientos, respectivamente.

Este test no es considerado en la actualidad como un test diagndstico de la presencia de trisomias.

Adicionalmente, el test permite detectar la presencia de secuencias genomicas de los cromosomas sexuales X e
Y provenientes del feto y presentes en la sangre materna. Por ello se incluye, en este mismo consentimiento, un
apartado donde la paciente acepta o declina gue se le informe de la deteccién de material del cromosoma Y en
sangre materna.

Los resultados del test de cribado seran informados como de riesgo alto en aquellos casos en los que se detecte
alguna de las alteraciones genomicas incluidas en este test. El resultado de riesgo alto para cualquier hallazgo
debe ser validado sobre una muestra obtenida por una técnica de diagndstico invasiva mediante citogenética con-
vencional 6 molecular (cariotipo, FISH 6 array CGH).

Los resultados de este test de cribado seran informados como de riesgo bajo en aquellos casos en los que no
se detecte ninguna de las alteraciones analizadas. Un resultado de bajo riesgo/no deteccion no excluye absoluta-
mente la posibilidad de una alteracién, debido a que deben tenerse en consideracion las limitaciones propias del
test que se especifican a continuacion.

El test TrisoNIM®™ analiza otras regiones del genoma, no incluidas en los cromosomas y microdeleciones
indicadas. Es importante entender que en ocasiones excepcionales podemos identificar alteraciones genéticas en
el feto 6 en la madre en estas regiones. Este hallazgo incidental se incluira en el informe de resultados como nota
informativa debido a que el andlisis de estas regiones no puede ser realizado con la misma rotundidad estadistica
que las regiones genéticas objeto de este estudio. La aparicion de estos hallazgos podria requerir la realizacion de
pruebas invasivas 6 de imagen adicionales.

Los excedentes de muestra seran almacenados durante un maximo de 3 meses, para poder ser utilizados en
aquellos casos en los que sea necesaria una repeticion del estudio para confirmacion diagnéstica. El material
generado a partir del DNA obtenido de las muestras, denominado librerias genémicas, seran destruidos después
de un ano (ley 14/2007).

El informe estara disponible en un periodo medio de 7 dias laborables desde el momento en que el laboratorio
recibe la muestra. En ocasiones excepcionales (menos del 1%) este periodo puede alargarse debido a diferentes
causas metodolégicas.

Los resultados del informe seran no informativos cuando se obtenga un resultado no concluyente, esta situacion
ocurre en menos del 0,1% de los estudios realizacion.

Los excedentes de muestra seran almacenados durante un maximo de 3 meses, para poder ser utilizados en
aquellos casos en los que sea necesaria una repeticion del estudio para confirmacién diagnéstica. El material
generado a partir del DNA obtenido de las muestras, denominado librerias genémicas, seran destruidos después
de un ano (ley 14/2007).
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Limitaciones del test

1. las siguientes situaciones no permiten obtener un resultado fiable en el test: madre portadora de las trisomias
analizadas, mosaicismo fetal de las trisomias analizadas y alteracion cromosémica en regiones no analizadas.

2. Si la embarazada que se somete al test ha recibido recientemente una transfusion sanguinea alogénica,
trasplante, terapia inmunitaria o terapia de células madre, es posible que el resultado sea falso debido a la inter-
ferencia por ADN exdgeno. Por favor, indigue en el consentimiento 6 directamente a su médico si este es su caso.

3. En el caso de embarazos gemelares no es posible ajustar un porcentaje de eficacia similar al de la prueba para
embarazos unitarios, por ello se informara a la paciente del riesgo (bajo o alto) sin dar un valor numérico. NO OLVIDE
indicar en el consentimiento si se trata de un embarazo gemelar.

INSTRUCCIONES PARA LA REALIZACION DE LA PRUEBA

1. Cumplimentar el Consentimiento Informado

Datos Personales:

- Se deben incluir los datos personales del paciente y la razén por la cual acude a consulta médica.

- El codigo sera asignado por NIMGenetics.

Datos para el envio del Informe:

- Se debe especificar el nombre y correo electronico del facultativo al que se enviara el informe.

- El Consentimiento informado debera estar firmado por el paciente una vez haya respondido el Facultativo
a todas las dudas existentes, actuando como testigo.

2. Seguir las instrucciones de Extraccion, Conservacion y Transporte de las muestras.
Se realizara por parte del Centro Hospitalario. Las instrucciones estan en el interior del Kit de Extraccion.

3. Envio de la muestra

La recogida de la muestra se tramitara previo aviso desde el Centro Hospitalario. Enviar la muestra junto con
el documento de Consentimiento Informado y los Datos de Facturacion a la direccion:

C/ Faraday n° 7. 28049 Madrid (Espana)

Ante cualquier duda, puede llamar al teléfono +34 918 047 760

Proteccion de datos y confidencialidad

Conforme a la Ley 41/2002 Reguladora de la Autonomia del Paciente y a la Ley 15/1999 de Proteccién de Datos
de Caracter Personal, el peticionario debe disponer del consentimiento del paciente para llevar a cabo las pruebas
diagndsticas solicitadas y para el tratamiento de sus datos. De este modo, y como informacién a facilitar al pa-
ciente, hemos de comunicarles que los datos recogidos en el presente formulario seran incorporados a un fichero
automatizado de caracter confidencial, debidamente inscrito en la Agencia Espafola de Proteccion de Datos, con-
forme a los términos establecidos en la Ley 15/1999, cuya titularidad corresponde a NIMGenetics, S.L, con la
finalidad de gestionar el estudio de diagnéstico en el formulario descrito, pudiendo ejercer el paciente en cualquier
momento los derechos de acceso, rectificacion, cancelacion u oposicion, reconocidos por la citada normativa en
materia de proteccion de datos de caracter personal, dirigiéndose a la siguiente direccion : NIMGENETICS, S.L,
Genomica y Medicina, C/ Faraday, 7 28049 Madrid.
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) ' Informe Dictamen Favorable
‘P'M Hospital Clinico San Carlos CP. - C.L 18/054-E Tesi

SaludMadrid B comunidad de Madrid 08 de febrero de 2018

CEIC Hospital Clinico San Carlos

Dra. Mar Garcia Arenillas
Presidenta del CEIC Hospital Clinico San Carlos

CERTIFICA

Que el CEIC Hospital Clinico San Carlos en su reunion del dia 07/02/2018, acta 2.1/18 ha evaluado la propuesta de
Tesis:

Titulo: "Evaluacion de un nuevo protocolo de diagnodstico genético en la atencion prenatal de las
gestantes en riesgo de cromosomopatias”.

Cddigo Interno: 18/054-E_Tesis
Autora: Dra. Maria Carmen Cotarelo Pérez
Directores de Tesis: Dr. Herraiz Martinez y Dr. Coronado Martin.

Que en este estudio:

o Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con los objetivos del estudio y
estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

o La capacidad del investigador y los medios disponibles son adecuados para llevar a cabo el estudio.

o El alcance de las compensaciones econémicas previstas no interfiere con el respeto de los postulados
éticos.

o Se cumplen los preceptos éticos formulados en la Declaracion de Helsinki de la Asociacidon Médica mundial
sobre principios éticos para las investigaciones médicas en seres humanos y en sus posteriores revisiones,
asi como aquellos exigidos por la normativa legal aplicable en funcién de las caracteristicas del estudio.

Es por ello que el Comité informa favorablemente sobre |a realizacion de dicha Tesis.

Lo que firmo en Madrid, a 08 de febrero de 2018

Dra. Mar Garcia Arenillas
Presidenta del CEIC Hospital Clinico San Carlos

Hospital Clinico San Carlos
Profesor Martin Lagos, s/n. - Puerta G - 42 Norte Madrid 28040 Madrid Espana

Tel. 91 330 34 13 Fax. 91 330 32 99 Correo electronico ceic.hcsc@salud.madrid.org
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‘P‘M Hospital Clinico San Carlos

SaludMadrid [ comunidad de Madrid

CUESTIONARIO DE SATISFACCION CON LA ATENCION PRESTADA POR LA

SECCION DE GENETICA CLINICA PRENATAL
del Servicio de ANALISIS CLINICOS

servicios que prestamos.

Muchas Gracias por su colaboracion.

El Hospital CLINICO SAN CARLOS quiere conocer la opinidn de las gestantes sobre la atencién que han
recibido en la Seccidon de Genética Clinica Prenatal del Servicio de Analisis Clinicos. Para ello hemos
elaborado esta encuesta con el objetivo de que nos ayude a saber cdmo podemos mejorar la calidad de los

Los datos que le solicitamos se trataran informaticamente para realizar analisis estadisticos de forma
ANONIMA, sin grabar sus datos personales y respetando siempre la Ley Orgéanica 15/1999, de Proteccién de
datos de caracter personal y sus modificaciones posteriores.

Las preguntas que se plantean a continuacién tienen como finalidad conocer mejor su opinidon sobre diferentes
aspectos relacionados con la atencion que usted ha recibido. Por favor sefiale con una X su nivel de satisfaccion
con la atencidn teniendo en cuenta que 1 significa muy insatisfecho y 5 muy satisfecho.

La facilidad para conseguir una cita en
Genética Clinica.

Muy

Insatisfecho

O+

Insatisfecho

Ow

Ni Insatisfecho
Ni Satisfecho

0w

Satisfecho

Muy
Satisfecho

0w

No Sabe/
No Contesta

El tiempo que ha esperado desde la hora
de la cita hasta que la han atendido.

O+

Ow

0w

0w

El tiempo que ha esperado hasta tener los
resultados de las pruebas realizadas.

ACCESIBILIDAD
La facilidad de acceso al hospital (parking,

transporte publico, acceso a minusvalidos,
etc.).

O+

O+

Ow

Ow

0w

0w

O~ 0O+ 0O+

O+«

0w

0w

La facilidad de acceso a la Seccion de
Genética Clinica dentro del Hospital.

La informacidon facilitada sobre el

O+

Ow

0w

O+«

0w

INFORMACION

screening prenatal en la consulta de ! 2 3 4 >
enfermeria. = O = > = B
La claridad de la informacidn facilitada por 1 2 3 4 5
el médico. O O O O O O
El asesoramiento médico. : 2 3 b 5

O O O O O O
La confidencialidad de la informacién. é é é‘ é é' 0

Unidad de Calidad




Ni

Tiempo y dedicacion

ATENCION DE LOS PROFESIONALES ,nsa':i':',‘;ch,, Wsatsfedio ||| Insatsfedho )| " Satsfecho satli\snf?::hn N:l:;:::sia
Ni Satisfecho
- - = H 1 2 3 4 5
Eficacia y profesionalidad 0O 0 | O O 0
y . 1 Z HERE
Médico Amabilidad y trato 0 ol O ] g ]
, - 1 2 3 4 2
T ded
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Objective: To assess the results of the first trimester combined test to design a prenatal protocol for the
introduction of the cell-free fetal DNA test as a contingent screening model.
Method: An observational retrospective study in 12,327 singleton pregnancies to analyze the results of
the combined first trimester screening, the nuchal translucency =97.5 percentile, their cytogenetic
results and birth outcomes,
Results: A total of 533 (4.3%) pregnant women had a risk in combined first trimester screening above 1/
300. In this group, sixty nine had an unbalanced karyotype. The abnormal/normal karyotype ratio was 1/
28 in pregnant women with intermediate risk (1/51-1/300) for trisomy 21 and trisomy 18, 1/58 with
intermediate risk just for trisomy 21 and 1/37 with intermediate risk just for trisomy 18, A 19.8% of the
unbalanced karyotypes had chromosomal abnormalities other than trisomies 21, 18 and 13, Two false
negatives cases at first trimester combined screening presented a nuchal translucency > p97.5™.
Conclusion: We propose the introduction of the cell-free fetal DNA test when the risk of first trimester
combined screening is intermediate (1/51-1/300) and when nuchal translucency is > p97.5'" with a low
risk in the combined screening. This policy would allow us to continue to detect uncommon
chromosormal abnormalities.
© 2019 The Author(s). Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND
license (http://creativecommons.orgflicenses/by-nc-nd|4.0/().
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Introduction T21, T18 and T13 represented approximately 70% of aneuploi-

dies prenatally detected [8,9], but there are other chromosomal

First trimester combined screening (FTCS) has reported
detection rates for trisomy 21 (T21) of 85-90% with a false
positive rate of 3-5% [1,2] and its influence in women's prenatal
choices has already been demonstrated [3-5]. Pregnant women
with a low risk at FTCS usually decline an invasive test because of
the risl of miscarriage that is quoted in 0.1-1% [6,7]. Cell-free fetal
DNA (cf-DNA) test in maternal blood for T21, trisomy 18 (T18) and
trisomy 13 (T13) offers an alternative option with a high specificity
and sensitivity for all pregnant women but especially as a
contingent screening model in women at risk for fetal common
aneuploidies.

* Corresponding author at: Clinical Genetics Unit. Hospital Universitario Clinico
San Carlos, C/ Prof Martin Lagos s/n., 28040 Madrid, Spain.
E-mail address: mariacarmen.cotarelo@salud.madrid.org (C. Cotarelo-Pérez).

http:/{dx.doi.org{10.1016/j.eurox.2019.100002

abnormalities that must be evaluate before the implementation of
the cf-DNA test in order to avoid their undiagnosis [8,10-12].

The aim of this study is to assess the results of the FTCS to design
a prenatal protocol in our hospital, with the introduction of the cf-
DNA test as a contingent screening model to achieve a better
selection of pregnant women at risk for fetal aneuploidies and to
avoid the invasive test. We present the analysis of a population of
pregnant women with their results at birth and propose a cut-off
risk for the introduction of the cf-DNA test for T21, T18 and T13 as
well as the inclusion of other criteria for the cf-DNA test.

Methods

We performed an observational retrospective cohort study, to
evaluate the results of the FTCS and the prenatal and postnatal
cytogenetic studies, during 2009-2014, on pregnant women who
came to our hospital. The inclusion criteria were all singleton

2590-1613/@ 2019 The Author(s). Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license { hittp://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd 4.0/
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pregnancies who were undergone to FTCS and the exclusion
criteria those with no FTCS, twin pregnancies or miscarriages.

All pregnant women underwent an ultrasound scan between 10
and 14 weeks’ gestational for measuring crown-rump length and
nuchal translucency (NT) following by a biochemical analysis of
the pregnancy-associated plasma protein-A (PAPP-A) and p
fraction of free human chorionic gonadotrophin at the same
day. NT percentile was estimated with the scale of Borrell et al [13].
FTCS was performed and provided a risk assessment for T21 and
T18 (SsdwLab V. 5.0. © SBP Software CB. Spain). Pregnancies with a
FTCS risk greater than 1/300 for T21 or T18 were considered at risk
for fetal aneuploidies. Pregnant women with advanced maternal
age (AMA, = 35 years old), abnormal ultrasound, FTCS at risk,
family or personal history of aneuploidies or maternal anxiety
were referred for prenatal counselling. An invasive prenatal testing
by chorionic villus sampling or amniocentesis was offered to them
and a rapid test by quantitative fluorescence-polymerase chain
reaction (QF-PCR, Devyser Compact v3) for the most common
aneuploidies and a karyotype study were performed. Pregnancies
with risk at FTCS = 1/50 for T21 or T18 were considered at high risk,
with a FTCS risk between 1/51-1/300 for T21 or T18 were
considered at intermediate risk and with a FTCS risk <1/300 for T21
and T18 were considered at low risk. In pregnancies with high risk
or an abnormal ultrasound scan, subtelomeric and microdeletion
syndromes were ruled out by multiplex ligation dependent probe
amplification techniques (MLPA, Salsa P036, P070, P245, MRC
Holland) or array comparative genomic hybridization (array-CGH,
KaryoNIM 60K@® prenatal), as long as the results of QF-PCR and
karyotypes were normal. Birth outcome data were compiled and
postnatal karyotypes were performed if newborns physical
examination suggested a chromosomal syndrome,

In order to decide the FTCS risk cut-off in which pregnant
women could benefit from cf-DNA test for T21, T18 and T13 as an
alternative option to an invasive procedure, we analyzed the
prenatal and postnatal unbalanced karyotypes classifying them in
three groups: high, intermediate and low risk just for T21, just for
T18 and for both trisomies (T21-T18) at FTCS, Other risk cut-offs for
T21 and T18 at FTCS have also been evaluated. False negative cases
for T21 and NT percentile in our risk groups were evaluated. Other
chromosomal abnormalities with relevant clinical significance
which could not be detected by cf~-DNA test were included into the
analysis.

This study was approved by the research ethics committee of
our hospital.

Table 1
Demographic and clinical data in 12,327 pregnant women,

Results

During the period 2009-2014 a total of 12,327 singleton
pregnancies came to our hospital for fetal screening of common
aneuploidies by FTCS. Table 1 shows demographic and clinical data
of our population.

Fig. 1 shows a schematic distribution of pregnant women. In
954 cases an invasive prenatal test was performed for fetal
karyotype, which was normal or balanced in 878 cases (92%). There
were 76 unbalanced prenatal karyotypes and 5 unbalanced
postnatal karyotypes. The prevalence of chromosomal abnormali-
ties in our cohort was 0.7%.

FTCS and unbalanced karyotypes

There were 533 (4.3% of 12,327) of all pregnant women with
FTCS risk above 1/300. Only 12.9% of these pregnancies with FTCS
at risk had an unbalanced karyotype. The results of FTCS and
karyotypes studies in our risk groups are shown in Table 2, The
detection rate of FTCS for T21 and T18 was 88.5% with a 4% of false
positives. The detection rate only for T21 was 83.3% with a 2.3% of
false positives. The positive predictive values were 10.1% and 10.9%
for both T21-T18 and only for T21, respectively.

T21,T18 and T13 represented 80.2% of unbalanced karyotypes in
our cohort. All T18 and T13 had a FTCS at risk. There were 39 cases
of T21 prenatally detected, 35 by a FTCS at risk (R > 1/300), 3 by
abnormal ultrasound and 1 by AMA. In the remaining abnormal
group, 8.65% of the cases were sex chromosomal aneuploidies
(SCAs), 8.65% other uncommon chromosomal abnormalities and
2.5% were triploidy. In pregnancies with high risk (>1/50) in the
FTCS were detected 43% of the uncommon chromosomal
abnormalities, and 57% were detected in the low risk group in
the FTCS, all of them by karyotype. There were no cases in
pregnancies with intermediate risk in the FTCS.

All the complementary studies by MLPA or array-CGH in
pregnancies with high risk (R = 1/50) in the FTCS or with abnormal
ultrasound scan, as long as they had normal QF-PCR and
karyotypes, were normal.

FICS risk cut-offs
The Table 3 shows the distribution of several risk cut-offs at

FTCS according to T21, T18 and others unbalanced karyotypes. Of
the 81 unbalanced chromosomal abnormalities, 60% (49/81) were

Population data n=12,327 Risk =1/50 n=147

Rislk 1/51-1/300 n =386 Risk <1/300 n=11,794

Maternal age 363147
Weight 65.9+12.2
Size 161.6 £ 6.6
Smoker 24 (16.3)
Origin
Caucasian 108 (73.5)
Afro-Caribbean 2(1.4)
Asian 1(0.7)
Arabs 4(2.7)
South-American 30 (20.4)
Others 2(1.4)
Nuchal translucency (mm) 35+£2
Crown-rump length (mm) 57.6+8.8
“Free-pHCG (MoM) 14+ 13
"PAPP-A (MoM) 0.69+05

36.9+ 4.4 311454
71.6+152 62.8+111
163.3+6.5 16268

71 (18.4) 1432 (12.2)
275 (71.2) 7,587 (64.3)
5(13) 516 (4.4)
9(23) 410 (3.5)
9(2.3) 304 (2.6)
79 (20.5) 2,768 (23.5)
9(2.3) 208 (1.8)
15+06 13+03
61.6£8.3 60.4+81
1312 12+08
063+0.5 13£0.7

? Free-pHCG: p fraction of free human chorionic gonadotrophin.

" PAPP-A: Pregnancy-associated plasma protein-A. Data are given as frequencies and percentages (%) for qualitative variables and as mean and standard deviation for

quantitative variables with symmetric distribution.
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12,327 pregnant women at

CFTS
8,455 < 35 years old
3,872 2 35 years old

CFTS risk 2 1/300

533 pregnant women

13% (533/4,153)
141 < 35 years old
392 = 35 years old

y

4,153 referred for prenatal
counselling

34% (4,163/12,327)
281 < 35 years old
3,872 2 35 years old

VR——

[E———

CFTS risk < 1/300

3,620 pregnant women

B87% (3,620/4,153)
140 < 35 years old
3,480 = 35 years old

v

3,423 only with AMA

82% (3,423/4,153)
INVASIVE TEST: 954 pregnant women x
197 with abnormal
401 only with AMA e ultrasound or personal
9% (401/4,153) history
197 with abnormal 5% (197/4,153)

356 pregnant women

h 4

9% (356/4,153)
106 < 35 years old
251 = 35 years old

ultrasound or personal
history

F

5% (197/4,153)
140< 35 years old

57 2 35 years old

Fig. 1. Distribution of pregnant women referred for prenatal counselling.

Table 2
Results of FTCS and karyotype studies performed in pregnant women by risk group during 2009-2014.
'FTCS
Risk for T21-T18 Risk just for Risk just for Low
T21 Ti8 risk
FTCS Risk groups ‘HR-T21 IR-T21 HR- IR- ‘LR-T21 LR-T21
T21 T21
""HR-T18  “IR- HR- IR- "LR-T18 HR- IR- LR-T18  Total
T18 T18 T18 T8 T18

Pregnant women on each risk group 6 20 2 28 92 173 27 185 11,794 12,327
Invasive test 6 20 1 19 81 108 18 103 598 954
Normal or balanced karyotype 0 5 1 18 49 105 12 ag 589 878
Unbalanced karyotype 6 15 ] 1 33 3 6 5 12 81
Trisomy 21 6 1 °26 2 &7 42
Trisomy 18 6 6 6 “1 19
Trisomy 13 3 1 4
Monosomy X 2 2
Triploidy 1 1 2
Sexual Chromosomal Abnormalities al L 2 by 5
Uncommon Chromosomal Abnormalities 3 4 7
Ratio between unbalanced karyotype and pregnant women on each risk 1:1 1:1.2 0:2 1:28 1.3 1.58 1:4.5 1:37  1:983 1:152

group

" FTCS: First Trimester Combined Screening.

* HR-T21: High Risk for T21 (1/2-1/50).

" IR-T21: Intermediate Risk for T21 (1/51-1/300).
Y LR-T21: Low Risk for T21(<1/300).

" HR-T18: High Risk for T18 (1/2-1/50).
 JR-T18: Intermediate Risk for T18 (1/51-1300).
“ LR-T18: Low Risk for T18(<1/300).

2 25 Prenatal and 1 postnatal karyotypes.

b 1 mosaic XXY/XY Trisomy.

© 1 Mosaic Trisomy 22, 1 Partial Duplication 5q and 1 Partial Trisomy 14q with Partial Monosomy 17q.

430X Trisomy.

¢ 1 Postnatal Karyotype.
T 1 XYY Trisomy and 1 Mosaic Monosomy X.
£ 4 Prenatal and 3 postnatal karyotype.

KXY Trisomy.

i 1 Mosaic Tetraploidy, 1 Mosaic Trisomy 20, 1 Mosaic 13q Deletion and 1 Supernumerary marker chromosome 15,
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Table 3

Distribution of the FTCS risk cut-offs according to T21, T18 and others unbalanced karyotypes.

Risk cutt offs at "FTCS Trisomy 21 cases (%) n=42

Trisomy 18 cases (%) n=19

Others unbalanced karyotypes cases (%) n=20 Unbalanced [ total cases

R=1/10 27 (64.3) 13 (68.4)
R>1/50 32 (76.2) 18 (94.7)
R 1/11-1/50 5 (11.9) 5(26.3)
R 1/11-1/300 8 (19) 6 (31.6)
R 1/51-1/300 3(71) 1(5.3)

R 1/301-1/1000 2(4.8) =

R 1/1001-1/2000 3(71) =

R 1/2001-1/3000 1(2.4) -

R 1/3001-1/6000 1(24) -

R < 1/6001

9 (45) 49/86

10 (50) 60/147
1(5) 11/150
6 (30) 20/447
5 (25) 9/386

2(10) 411048
1(5) 411215
_ 1/926

1(5) 2(2130
1(5) 1/6475

* FICS: First Trimester Combined Screening, When there were high or intermediate risks for both T21-T18, the highest risk of the two was considered to stratify the results

of the karyotypes. Dates are given as frequencies and percentages.

detected when the risk was greater than 1/10 and 74% (60/81)
when it was greater than 1/50. The 97.7% of the pregnancies in the
intermediate risk group (1/51-1/300) had a normal outcome. In
this intermediate risk group there were 9 unbalanced karyotypes
(9/386): three T21, one T18, one T13, one triploidy and three SCAs
cases. In the low risk group (<1/300) there were 25% (5/20) of the
chromosomal abnormalities others than T21 and T18. These 5
unbalanced karyotypes are shown in Table 2, and only the partial
deletion of 13q chromosome mosaicism detected by a Dandy-
Walker malformation on second trimester ultrasound had clinical
relevance.

False negative cases for T21

The seven false negatives cases of the FTCS for T21 are shown in
Table 4. Two of them (numbers 1 and 5) had a FTCS risk between 1/
301-1/1000 and both had a NT in 97.5 percentile (p97.5™").

NT and unbalanced karyotypes

There were a total amount of 38 cases with NT higher than
p97.5'™" and low risk for T21 at FTCS (21 cases, Group A+17 cases,
Group B, Table 5), and 33 of these pregnant women were under 35
years old. There were 35 cases with a NT between p97.5"-pggth
and only T21 cases have been detected. The two false negatives of
the FTCS for T21 were in this group (Group A, Table 5). Of the 142
fetuses with a NT > p99*" (Group B, Table 5), 17 cases presented low
risk for T21 and normal outcome.

¢f-DNA as contingent screening model

The introduction of the cf-DNA test for T21, T18 and T13 will be
recommended in our hospital as first choice in pregnant women
with an intermediate risk at FTCS (1/51-1/300) and in those with a
NT > p97.5™ and low risk at FTCS (<1/300). An invasive test will

Table 4
False negatives cases at FTCS for T21.

be recommended in pregnant women with a risk at combined test
>1/50.

Discussion

In our series, 74% (60/81) of chromosomal unbalanced
abnormalities with serious effect on fetus phenotype, including
uncommon aneuploidies, had a high risk (R > 1/50) at the FTCS. At
this risk cut-off we can detect the highest percentage of T21 (32/
42) and T18 (18/19) cases as well as 50% (10/20) of others
unbalanced karyotypes: monosomy X, T13, triploidy and the
uncommon chromosomal abnormalities associated with adverse
outcome. Our results are according with previous reports [11,14].
Also, it seems that the ratio between unbalanced karyotype and
pregnancies on each risk groups support the recommendation of
an invasive test (between 1/1 and 1/4.5, Table 2).

We have considered as intermediate risk the pregnancies which
have a FTCS between 1/51-1/300 because unbalanced karyotypes
represent only 2.3% (9/386) of the cases. In this intermediate risk
group the ratio between chromosomal abnormalities and preg-
nancies on each risk groups suggests a cf-DNA test (between 1/28
and 1/58, Table 2). Other authors raise the possibility of offering cf-
DNA test at a risk cut-off of 1/11 to 1/500 or 1/1000 [15]. In our
series there are 11.9% of T21 and 26.3% of T18 between the risk cut-
off 1/11-1/50 which makes us consider an invasive test in this
group.

There are reports which analyze the distribution of risk from
FTCS according to T21, T18, T13 and others chromosomal
abnormalities outcome. The authors propose different policies
for the introduction of cf-DNA test. With a cut-off risk at 1/1000,
their detection rate for T21 was 98% [15,16]. In our series the
detection rate at this cut-off would be 88% but between 1/301-
1000 there were 1048 pregnant women and only two cases of T21.
So this option would increase the cost of cf-DNA test implementa-
tion. Besides we could detect this two T21 cases through the NT

Case number Trisomy 21 risk at “FTCS Maternal age at term

Nuchal Translucency mm (Percentile) Indication for prenatal counselling

1 1/445 28
2 11167 39
3 101273 28
4 111626 38
5 1/882 30
6 1/2687 24
7 1/5116 30

3.1 (p97.5"™) NT=3mm
1.5 (p5™) 'FHD

1.8 (p75") 'FHD

1 (p10™) AMA

2.9 (p97.5™)

1.9 (p75'"

1 (p10™)

¥ FTCS: First trimester combined screening,

¥ NT millimeters (percentile) depending on CRL [13].
' FHD: Fetal heart defect.

! AMA: Advanced maternal age.
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Table 5
Karyotype and Nuchal Traslucency >97.5"" percentile [13].
Group A: p97.5'"< 'NT < p99'™" (35 cases) Group B: NT = pg9™ (142 cases)
FTCS HR-T21 “IR-T21 “LR-T21 HR-T21 IR-T21 LR-T21
Age (years) < 35 =135 <35 =135 < 35 =35 < 35 =135 <35 =35 <35 % 35 Total
Trisomy 21 = 1 - = =2 - 8 21 1 - - - 33
Other Unbalanced Fetal Karyotype - - - - - - 4 17 - - - - 21
Normal Karyotype - - 5 8 14 5 27 25 12 10 ik d - 123
Total 1 13 21 102 23 17 177

¥ NT: Nuchal translucency.

 FTCS: Combined First Trimester Screening test.
% HR-T21: High Risk for T21 (1/2-1/50).

¥ IR-T21: Intermediate Risk for T21 {1/51-1{300).
* LR-T21: Low Risk for T21 (<1/300).

* false negatives cases for T21.

" 14 cases with NT <3,5mm.

percentile because these two cases had a NT percentile between
p97.5"-p99™" and low risk at FTCS in a <35 years old women. The
scope of maternal age on the calculation of risks in FTCS is probably
modifying the risk despite the NT measurement. We could detect
more T21 cases if we offered a cf~-DNA test to all pregnancies with
NT > p97.5" when FTCS risk is low and it suppose a small increase
in cost because there are 21 pregnant women that meet these
criteria (Group A, Table 5).

An increased NT (p99" or >3.5 mm) is associated with a high
risk of chromosomal abnormalities [11], being monosomy X, T21
and T18 cases the more frequent unbalanced karyotypes found in
these cases [14,17,18]. NT in p99'" is an indication for invasive test
but we think that it is necessary to get the result of FTCS in these
pregnancies because it provides information that can help women
to make a decision about all their options, mainly when the NT is
<3.5mm. In our series, there was only one abnormal karyotype
(T21) with intermediate risk for T21 and none with low risk for T21
despite of the NT in p99t". Although other authors report different
percentages of uncommon chromosomal abnormalities in preg-
nancies with a NT in p99"™" depending on the technique used for its
detection [19,20] in our series all the complementary molecular
studies were normal and had a normal outcome. So we could offer
cf-DNA test to all pregnancies with NT in > p99™ and low risk for
T21.

Evidence data about the performance of cf-DNA test in a general
population show a positive predictive value range for T21 from
45,5%[21] to 94.4% [22] and show high sensitivity and specificity in
low risk population [23]. Because the positive predictive value of
FTCS is less than in cf~-DNA test and the FTCS false negative cases for
T21 are more frequent in women under the age of 35, it would be
necessary to perform the cf-DNA test into general obstetric
population [24]. Currently this is not possible in our public health
service due to the cost of the test.

There are several studies that have shown that contingent
model can be cost-effective because it implies a reduction in the
rate of the invasive tests and a lower procedure-related loss rate
[25.26]. Although the cost effectiveness studies should be done
with caution due to the large number of topics that must be
evaluated, in our cohort we have 7 false negatives cases for T21 that
would mean an additional cost between 594,000-790,000 € for
the health and social care per case [27,28], and therefore that
would imply an additional cost between 337-448 € for each
pregnant woman. With this theoretical saving we could introduce
the cf-DNA to all pregnant women, but maintaining the FTCS that
allows us to have additional information on PAPP-A levels to assess
the risk of preeclampsia or preterm delivery. Besides, both FTCS
and TN allow us to identify other chromosomal abnormalities

other than T21 which are not estimated by the cf-DNA. In addition,
cf-DNA also has false negative and positive results, although there
are very few. Detecting pathological cases does not always imply
cost reduction since we ought always to respect the autonomy of
the pregnant women. In the near future a more accurate study
about economic feasibility should be done.

Available data indicate that cf-DNA test has less accuracy for
SCAs than for T21 and T18, mainly due to a confined placental or
maternal mosaicism that can increase the false positive rates [29-
31]. We assume that we will not diagnose SCAs different than non
mosaic monosomy X if we do not analyze the fetal sex by cf~-DNA
test. These SCAs have a mild phenotype and their diagnosis is
usually fortuitous when invasive test are performed by AMA or
FTCS at risk to rule out a T21 fetus [32]. In addition, X chromosome
aneuploidies have been associated to AMA and these cases
probably remain undiagnosed at this moment because in our
cohort, 88% (3,022/3,423) of pregnant women with AMA and low
risk at FTCS declined an invasive test.

It is necessary to remind the important role of ultrasound scan
screening that could detect fetus at risk for any chromosomal
abnormalities, including uncommon abnormalities, triploidies and
false negative cases of cf-DNA test or FTCS. In our series, three of
the FTCS false negatives, one triploidy and a partial deletion of 13q
chromosome mosaicism were detected by an abnormal ultrasound
scan and they could be missed by cf~-DNA test or FTCS.

Regardless of our recommendations, all pregnant women must
be informed about the chromosomal abnormalities that couldnt be
detected by cf-DNA test or by second trimester ultrasound as well
as about all prenatal diagnosis options,

One of the limitations of this study is that the cohort belongs
only to our center so this proposed policy cannot be applied to
another population. Another limitation could be the lack of MLPA
or array-CGH results that detect unusual cryptic anomalies in all
invasive tests of pregnant women at intermediate risk and that
could have a future clinical impact on newborn, although the data
at birth were normal., The low prevalence of uncommon
chromosome abnormalities could affect the validation of our
new policy.

Here we present a contingent screening model for the
introduction of cf-DNA test in our hospital in two pregnancies
group: i) those with an intermediate risk at FTCS and ii) those with
a low risk at FTCS and NT = p97.5'". We consider that those two
assumptions could allow us to detect the most common
aneuploidies, and to decrease the number of invasive test and
consequently, the fetal losses. Our data suggest that the others
uncommon chromosomal abnormalities with severe effect in the
fetal phenotype would not be underdiagnosed since all of them
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had a high risk at FTCS or an abnormal ultrasound scan in which it
was recommended to perform an invasive test. The new proposed
policy has been implemented in our hospital since October 2015
and future analyses of those data with the previous policy will
allow us to verify and to improve our prenatal protocol.
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