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Justificacion

Hasta la actualidad, el diagnostico de una anomalia cromosémica en el feto
conlleva la obtencibn de células fetales mediante pruebas invasivas
(amniocentesis) para la determinacion del cariotipo. Estas pruebas invasivas
tienen efectos adversos, el mas importante de ellos la perdida fetal
postpuncion.

Por otro lado, el progresivo incremento de la edad de las gestantes al que
estamos asistiendo en los dltimos afios, resultado de los cambios sociales (en
Cantabria en 2015, el 41% de las embarazadas tienen una edad =35 afios)
lleva asociado un mayor riesgo de aneuploidias. Estas mujeres tienen que
hacer frente a la decisién de someterse a pruebas invasivas que afiaden riesgo
a su gestacion.

El Programa de Deteccion Prenatal de Anomalias Cromosomicas (PDPAC)
puesto en marcha en el Servicio Cantabro de Salud (SCS) en 2011, ha
conseguido mejorar la deteccion de dichas anomalias, reduciendo
paralelamente y de manera significativa el nimero de amniocentesis. Sin
embargo, segun datos de 2014, todavia hay un 3% de falsos positivos en el
cribado que generan la realizacién de pruebas invasivas innecesarias con sus
consecuentes efectos adversos.

Por todo ello, y a la luz de las evidencias actuales, se hace necesario introducir
nuevas estrategias para seleccionar mejor las gestantes de alto riesgo de
aneuploidia fetal a las que se ofrece una amniocentesis.

En la actualidad conocemos que existen fragmentos de ADN fetal extracelular
(ADNfe) en la sangre materna de procedencia placentaria, que se pueden
analizar para determinar el nimero de copias de determinados cromosomas
fetales (21,18 13, X e Y). Segun la literatura, es posible aislar ADNfe en sangre
materna a partir de la 52 semana de embarazo. La fuente principal de ADNfe
libre en sangre materna son las células apoptéticas placentarias, aunque existe
cierta evidencia de que la apoptosis de eritroblastos fetales también puede
generar ADNfe que podria cruzar la placenta y entrar en la circulaciéon
materna.

Las técnicas de deteccion de ADNfe en sangre materna permiten ademas de la
identificacion de aneuploidias, la determinacion del sexo fetal, el factor RhD
fetal y algunos casos de enfermedades monogénicas. Para su realizacion se
requiere Unicamente la extraccibn de sangre materna periférica y su
procesamiento mediante amplificacion e identificacion del ADNfe, a traves de
diferentes técnicas de genética molecular.

Este estudio es ya una realidad en nuestro medio y segun las ultimas
evidencias, el analisis de ADNfe en sangre materna tiene una alta sensibilidad
y especificidad para establecer el riesgo de las principales trisomias fetales. Un
reciente metaandalisis recoge que la tasa de deteccion para la trisomia 21 es
actualmente de un 99,0%, con una tasa de falsos positivos del 0,08%, la
deteccidn para las trisomias 18 y 13, es del 96,8 y el 92,1%, con unos falsos



positivos del 0,15 y el 0,20%, respectivamente. Para la monosomia X, la tasa
de deteccion es del 88,6% y para las otras aneuploidias sexuales es de un
93,8%, con unos falsos positivos del 0,24%. Asi, si se determinan las
aneuploidias de estos 5 cromosomas, la tasa total de falsos positivos es de un
0,67%.

Los datos publicados indican que como método de cribado, el estudio del
ADNfe tendria una tasa de deteccidén superior y una tasa de falsos positivos
inferior al Cribado Combinado de primer trimestre. Sin embargo uno de los
aspectos mas limitantes y controvertidos en la actualidad es el del elevado
coste, asi como determinar qué poblacion puede beneficiarse de la prueba de
forma que sea coste-efectiva, ya que la mayoria de los estudios publicados se
han realizado en poblacion de alto riesgo de trisomia 21, 18 y 13 y es en esta
poblacion donde estad bien establecida la indicacion de este estudio en
sustitucién del procedimiento invasivo. Por tanto, se considera un método de
cribado no invasivo avanzado de aneuploidia, que requiere confirmacion
mediante una prueba invasiva en caso de resultado positivo.

Por otro lado, dada la prontitud en la que se puede realizar el estudio en el
embarazo (a partir de las 10 semanas) y la rapidez de la obtencion del
resultado (7-15 dias), permite adelantar el diagndstico de una posible
aneuploidia.

Conocemos ademas que esta prueba se esta realizando sin protocolizacion
fuera del SCS, ya que segun la memoria 2015 del PDPAC, al menos un
61,36% de las mujeres con gestaciones evolutivas y cribado prenatal de riesgo
alto no optaron por la amniocentesis, porque se habian realizado de forma
privada un test de ADNfe en sangre materna y este fue negativo.

Por todo ello, el presente Protocolo establece las condiciones para la
aplicacion clinica de la deteccion de aneuploidias en sangre materna como
estrategia para reducir la practica de pruebas invasivas innecesarias y sus
efectos adversos, en el contexto del PDPAC.

Con ello, se contribuye también a la reduccién de desigualdades en salud, ya
gue hasta la actualidad solo podian acceder a este tipo de estudios las mujeres
con mayor poder adquisitivo.

Objetivos
Objetivo general:
- Reducir las técnicas invasivas y sus efectos adversos en el PDPAC,

ofreciendo un estudio de ADNfe en sangre materna a las gestantes de alto
riesgo que cumplan los criterios establecidos.

Objetivo especifico:

- Reducir el nimero de amniocentesis.

- Reducir el numero de pérdida de fetos sanos postpuncion.



Indicaciones para estudio de ADNfe en sangre matern  a

Con la evidencia cientifica actual, el estudio para la deteccion de aneuploidias
mediante el analisis del ADNfe en sangre materna esta indicado en la
poblacién de alto riesgo de trisomia 21, 18 y 13; por lo tanto, la prueba se
ofrecera en las siguientes circunstancias:

1°. Gestante con cribado combinado del primer trimestre de riesgo alto
(=1/270), siempre que:

0 Sea una gestacion unica (En la gestacion gemelar, dada la menor
sensibilidad de la prueba y los distintos tipos de gestacion, se
individualizara cada caso).

o No exista malformacion mayor ecografica fetal.

o Latranslucencia nucal esté en el rango de valores normales.

2°. Gestante con embarazo previo con aneuploidias en los cromosomas 21,18
o 13.

3°. Gestante y/o pareja portadora de anomalia cromosOmica equilibrada. En
este caso, debera individualizarse el asesoramiento segun la anomalia.

No se ofrecera el estudio con DNAfe a las mujeres que rechacen el cribado
combinado del primer trimestre.

En las gestantes que acudan para el control de embarazo y hayan superado
las 14 semanas, se seguird actuando de acuerdo a lo establecido en el
documento marco del PDPAC.

Limitaciones del test:

- Las siguientes situaciones no permiten obtener un resultado fiable en el
test: madre portadora de alguna de las trisomias analizadas 0 mosaicismo
fetal de las trisomias analizadas.

- 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 interferencia
por ADN exdgeno.

- En el caso de embarazos gemelares no es posible ajustar un riesgo
individualizado y la tasa de deteccion es menor que en embarazos Unicos.

Asesoramiento pretest (Informacion y oferta de estudio de ADNfe
en sangre materna)

Cuando se cumpla cualquiera de las indicaciones contempladas en el apartado
anterior, el ecografista responsable del cribado prenatal (12 y 22 indicacion) o el
profesional responsable del control del embarazo (32 indicacion) remitira a la
gestante a la Unidad de Genética del Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla (HUMV).



Desde la Unidad de Genética, se ofrecerd a la gestante como primera opcion
un estudio de ADNfe en sangre materna y se le facilitara una informacion
adecuada sobre el test. Como cualquier test genético, requiere un
asesoramiento genético previo, para asegurarse de que la gestante y pareja
hayan recibido y entendido la informacién adecuadamente.

Informacién basica que deben conocer la gestante y su pareja:

- Es un test de cribado prenatal que se realiza a partir del analisis del ADNfe
presente en la sangre materna.

- Este test tiene el proposito de establecer con una alta probabilidad (99%) si
el feto presenta las trisomias 21, 18 6 13.

- Se trata de una prueba de cribado, no diagnéstica, por lo que ante un riesgo
alto se debe realizar una prueba invasiva para confirmar el diagnostico.

- No tiene riesgos para el feto y para su realizacion solo es necesario una
extraccion de 10 ml de sangre materna.

- En un pequeiio porcentaje de casos (1-7%) no es posible obtener suficiente
ADNfe en sangre materna para determinar el riesgo (sobre todo en obesas),
por lo que puede ser necesario una nueva extraccion de sangre para repetir
la prueba y esto implica un incremento en el tiempo de respuesta.

- Si el resultado del test es negativo (riesgo bajo), no se ofrecera ninguna
prueba invasiva diagnostica.

Dada la consideracion del test de ADNfe como prueba de cribado, se le
informara a la gestante de la posibilidad de realizar una amniocentesis para
obtencion de liquido amnidtico en el que realizar una técnica diagnostica
definitiva en lugar de dicho test.

Si tras la informacion de ambas posibilidades la gestante acepta el estudio de
ADNfe en sangre materna:

- Se entregard el documento de Consentimiento Informado que debera ser
firmado por la gestante y por el profesional que realiza el asesoramiento.

- Se entregard el documento para solicitar la analitica, cuya extraccién se
realizara en el HUMV.

Si por el contrario se opta por la realizacion de una amniocentesis, se
procedera de manera habitual

Obtencién de la muestra para estudio de ADNfe en sa ngre
materna

La extraccion de sangre se realizara en el HUMV en un tubo de extraccion
de sangre de vacio, con EDTA como anticoagulante, especial para la



preservacion del ADN, de acuerdo al Kit de extraccion suministrado por el
laboratorio que va a realizar el estudio.

El envio de la muestra al laboratorio de referencia se realizara siguiendo las
instrucciones del interior del Kit de extraccion.

La recogida de la muestra se tramitara previo aviso desde el centro
Hospitalario. El envio de la muestra debe hacerse junto con el documento de
Consentimiento Informado.

Procedimiento de estudio de ADNfe en sangre materna

Este estudio precisa de una alta tecnologia y de un laboratorio de genética
especializado y validado, con profesionales con amplia experiencia en la
realizacion de este tipo de estudios. Por todo ello, en el momento actual y dado
gue el niumero de test que se estima que se generaran al afio es muy reducido,
se considera mas coste-efectivo realizar este test a un laboratorio externo
especializado en este tipo de estudios genéticos.

Prestaciones del laboratorio:

- Control total de la trazabilidad de todo el proceso desde la extraccion
hasta la emision del informe clinico.

- Seguimiento informatico de las muestras desde el HUMV a través de
un software de laboratorio, para garantizar la informacion del proceso
de andlisis en cada momento y en tiempo real.

- Tiempo de respuesta 6ptimo para la emision del informe: <5 dias
laborables desde la recepcién de la muestra.

- Asesoramiento por parte del personal facultativo del laboratorio, en
todos los aspectos relacionados con informes y resultados.

Actuaciones del laboratorio:

1- Fase de cribado

Fase Preanalitica:

- Suministro de las cajas de transporte y conservacion de muestras para
una 6ptima recogida y envio de las muestras al laboratorio.

- Suministro del tubo de extraccion de sangre de vacio, con EDTA como
anticoagulante, especial para la preservacion del ADN.

- Recogida, transporte y recepcion de las muestras.

Fase Analitica:

Extraccion y purificaciéon de ADN.
Preparacion de librerias.

- Secuenciacion.

Andlisis bioinformatico.

Fase Postanalitica:

- Consolidacion de resultados y emision del informe (<5 dias laborables
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desde la recepcién de la muestra). Posicionamiento del informe en el
aplicativo informatico para su visualizacion desde Genética del HUMV

2- Fase de confirmacion diagndstica

Cuando se informe de un alto riesgo, el laboratorio realizara, sin cargo alguno,
un test diagnostico en liquido amniotico obtenido mediante amniocentesis Yy
remitido desde el HUMV.

Asesoramiento postest (Informacidn y actuacion ante el resultado
del estudio de ADNfe en sangre materna)

El resultado del estudio del ADNfe sera remitido a la Unidad de Genética,
pudiéndose obtener los siguientes resultados:

Test negativo (Riesgo bajo): Cuando se detecta riesgo bajo para las
alteraciones gendémicas incluidas en el test, y por tanto no se ofrecera test
diagnostico invasivo.

Test “sin resultado”: Esta posibilidad ocurre entre el 1 y el 7%, segun el
meétodo. Este grupo de gestaciones tienen un alto riesgo de aneuploidia
(4%). Por tanto, cuando el test “sin resultado” haya sido debido a una baja
fraccion fetal, y dado que en nuestro programa esta extraccion se ha
realizado después de las 12 semanas, se valorara la repeticion del test o la
realizacion de una amniocentesis.

Test positivo (Riesgo alto): Cuando se detecta riesgo alto para alguna de
las alteraciones genéticas incluidas en el test. El resultado de riesgo alto
debe ser confirmado sobre una muestra de liguido amnidtico mediante
técnicas de citogenética convencional y/o molecular, por lo que se ofrecera
la realizacion de una amniocentesis siguiendo el procedimiento habitual.

Informacion de la prueba diagnostica de confirmacio n

El resultado del estudio del liquido amniético sera remitido desde el laboratorio
de referencia a la Unidad de Genética. Esta sera la encargada de informar a la
gestante de su resultado:

Si el resultado es normal, se continuara con el circuito establecido de
control del embarazo.

Si el resultado es andmalo, se informara del significado de dicho resultado y
de las opciones clinicas posibles, incluida la interrupcion voluntaria del
embarazo.



Indicadores de evaluacion

- % Gestantes que cumplen criterios para ofrecer estudio de ADNfe en
sangre materna sobre el total de gestantes con riesgo alto:

N° gestantes que cumplen criterios para estudio ADNfe

- x 100
Ne gestantes con riesgo alto

- % Gestantes que cumplen criterios y que acepta la realizacion del estudio
ADNfe en sangre materna:

N° gestantes que cumplen criterios y acepta el estudio de ADNfe

x 100
N° gestantes riesgo alto que cumplen criterios y que se ofrece estudio ADNfe

- % Test de ADNfe “sin resultado” en un primer test:

N° gestantes con estudio de ADNfe sin resultado en un primer test

x 100
N° gestantes que cumplen criterios y acepta el estudio de ADNfe
- % Test de ADNfe positivo (Riesgo alto):
N° gestantes con estudio de ADNfe positivo (Riesgo alto)
x 100

N° gestantes que cumplen criterios y acepta el estudio de ADNfe

- % Gestantes con Test ADNfe positivo (Riesgo alto) que aceptan realizarse
la amniocentesis:

N° gestantes que se realizan amniocentesis
x 100

N° gestantes riesgo alto con test de ADNfe positivo (Riesgo alto)

- % Gestantes con Test DNAfe positivo (Riesgo alto) y amniocentesis en las
gue se confirma la anomalia cromosomica:

N° gestantes en la que se confirma el diagnostico en liquido amniotico

x 100
N° gestantes riesgo alto con estudio de ADNfe positivo (Riesgo alto)
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