@ coniero
_" de
. V CANTABRIA

EEEEEEEEEEEEEEEEEEE SC

Direccién General de Salud Piiblica

PROTOCOLO PARA LA DETECCION
DE ANEUPLOIDIAS EN ADN FETAL LIBRE
EN SANGRE MATERNA

Programa
Deteccion Prenatal

Anomalias Cromosémicas

J1\



AUTORIA:

Comisién de Seguimiento del Programa de Deteccién Prenatal de
Anomalias Cromoso6micas (a fecha de aprobacién de la 12 actualizacién):

Mar Sdnchez Movellan. Direccién General de Salud Publica

Clara Esparza del Valle. Analisis Clinicos. HUMV

Juan José Montero Fanjul. Obstetricia y Ginecologia. HUMV

Teresa Martinez Merino. Citogenética. HUMV

Jesus Mazaira Salcedo. Ginecologia y Obstetricia. Hospital Sierrallana
Isabel Calvo Gonzalez. Ginecologia y Obstetricia. Hospital de Laredo
Asuncion Azofra Olave. Matrona de Atencidén Primaria

Aprobado por la Comision de Seguimiento: 2016

12 Actualizacién: 2019



INDICE

Pagina
Justificacion 4
Objetivos 5
Indicaciones para estudio de ADNfe en sangre materna 6
Asesoramiento pretest (Informacién y oferta de estudio de 7
ADNfe en sangre materna)
Obtencion de la muestra para estudio de ADNfe en sangre 8
materna
Procedimiento de estudio de ADNfe en sangre materna 8
Asesoramiento postest (Informacién y actuacién ante el 9
resultado del estudio de ADNfe en sangre materna)
Informacién de la prueba diagndstica de confirmacion 9
Indicadores de evaluacion 10
Bibliografia de referencia 11



Justificacion

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

Por otro lado, debido a los cambios sociales, estamos asistiendo en los ultimos
afios a un incremento progresivo de la edad de las gestantes, asi en Cantabria
en 2016, el 43,82% de las embarazadas tenian una edad =35 afos. Este
incremento de la edad lleva asociado un mayor riesgo de aneuploidias fetales.

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 2016, todavia hay un 3% de falsos positivos en el cribado que generan la
realizacion de pruebas invasivas innecesarias con sus consecuentes efectos
adversos.

Por todo ello, se hizo necesario introducir nuevas estrategias para seleccionar
mejor las gestantes de alto riesgo de aneuploidia fetal a las que se ofrece una
amniocentesis, a través del estudio de ADN fetal extracelular (ADNfe) en sangre
materna.

En la actualidad conocemos que existen fragmentos de ADNfe en la sangre
materna de procedencia placentaria, que se pueden analizar para determinar el
ndmero 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. Tras el parto, el ADNfe desaparece en la sangre de la madre. La
fuente principal de ADNfe libre en sangre materna son las células apoptoticas
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 circulaciobn 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
Gnicamente la extraccion de sangre materna periférica y su procesamiento
mediante amplificacion e identificacion del ADNfe, a través de diferentes técnicas
de genética molecular.

Este estudio segun las ultimas evidencias, tiene una alta sensibilidad y
especificidad para establecer el riesgo de las principales trisomias fetales, con
una la tasa de deteccién para la trisomia 21 de un 99,0%, y una tasa de falsos
positivos del 0,08%, y una tasa de deteccion para las trisomias 18 y 13 del 96,8
y el 92,1%, y con una tasa de 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 por tanto que, como método de cribado, el estudio
del ADNfe tendria una tasa de deteccion 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, dado 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 estd bien establecida la indicacion de este estudio en
sustitucion del procedimiento invasivo. Segun el ultimo Informe de Evaluacion de
Tecnologias Sanitarias del Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad
de 2016 sobre el Analisis de ADN fetal en sangre materna para la deteccion de
trisomias 21, 18 y 13, se recomienda que la introduccion del ADNfe deberia
quedar limitada, como prueba de cribado prenatal contingente o de segunda
linea, a las mujeres con embarazos Unicos en las que previamente se haya
establecido un riesgo alto de trisomia fetal en cromosomas T21, T18 o T13.
Indicando ademdas que es necesario acordar protocolos consensuados que
definan los criterios de indicacion de la prueba: la definicion de riesgo alto o
umbral de riesgo a partir del cual se recomienda, las circunstancias en las que
se desaconseja la prueba, la limitacion de las determinaciones a aquellas
anomalias fetales en T21, T18 y T13 o0 el consejo genético.

Sin olvidar, que el estudio de ADNfe en la sangre materna, es un método de
cribado no invasivo avanzado de aneuploidia, que requiere de confirmacion
mediante una prueba invasiva en caso de resultado positivo.

Teniendo en cuenta todas estas consideraciones y conscientes ademas de que
un numero importante de gestantes controladas en nuestro servicio de salud, se
estaban realizando esta prueba genética fuera del sistema sanitario publico y sin
los criterios adecuados en base a la evidencia cientifica disponible en ese
momento, en 2016 se aprobé el Protocolo para la deteccién de aneuploidias en
ADN fetal libre en sangre materna en el SCS, que establece las condiciones para
la aplicacion clinica de la deteccidén de aneuploidias en sangre materna como
estrategia para reducir la practica de pruebas invasivas innecesarias y sus
efectos adversos, en el contexto del PDPAC.

Una vez finalizada su implantacion (periodo 2016-2017), se ha realizado una
evaluacion del mismo por parte de la Comision de Seguimiento del PDPAC. Y
de acuerdo a las recomendaciones recogidas en la evaluacién, se procede a la
actualizacion del Protocolo, para adecuar las indicaciones para la realizacion del
estudio de ADNfe en sangre materna en el SCS.

Objetivos

Objetivo general:

- Reducir las técnicas invasivas y sus efectos adversos, ofreciendo un estudio
de ADNfe en sangre materna a gestantes con alto riesgo de trisomia 21, 18
y 13

Objetivos especificos:

- Reducir el nimero de amniocentesis.
- Reducir el numero de pérdida de fetos sanos postpuncion.



Indicaciones para estudio de ADNfe en sangre materna

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:

- 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).

- No exista malformaciéon mayor ecogréfica fetal.

- 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 la
que estén implicados los cromosomas 21 y/o 13.

4. Gestante con edad = 38 afios en la que se acredite que no ha sido posible,
por razones clinicas, realizar o completar el cribado combinado del 1°
trimestre.

5. Gestante con marcadores ecograficos de alto riesgo de trisomia 21 en la
ecografia del 2° trimestre.

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

En las gestantes <38 afios que acudan para el control de embarazo y hayan
superado las 14 semanas, se seguira actuando de acuerdo a lo establecido en
el documento marco del PDPAC.

Las siguientes situaciones no permiten obtener un resultado fiable en el test:

- Si la gestante es portadora de alguna de las trisomias analizadas o el feto
presenta mosaicismo de bajo grado (<15-20%) de las mismas.

- Si la embarazada ha recibido recientemente una transfusidon sanguinea
alogénica, trasplante, terapia inmunitaria o terapia de células madre, es
posible que el resultado sea falso debido a la interferencia por ADN exogeno.

- 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 o el profesional
responsable del control del embarazo remitira a la gestante a la Unidad de
Genética del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla (HUMV).

Desde la Unidad de Genética, se ofrecera a la gestante como primera opcion un
estudio de ADNfe en sangre materna y se le facilitara una informacién 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 informacioén adecuadamente.

Informacidn basica que debe 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 propdsito 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 diagndstico.

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

- En un pequefo 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 extracciéon 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 ofrecerd 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 diagnéstica en lugar de dicho
test.

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

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

- Se entregara el documento para solicitar la analitica, cuya extraccion se
realizara en el HUMV.

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



Obtencion de la muestra para estudio de ADNfe en sangre
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.

Larecogida 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 numero 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 emisién del informe clinico.

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

- Tiempo de respuesta Optimo para la emision del informe: <5 dias
laborables desde la recepcion 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 Optima 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 recepciéon de las muestras.

Fase Analitica:

- Extraccion y purificacion de ADN.
- Preparacion de librerias.



- Secuenciacion.
- Andlisis bioinformaético.

Fase Postanalitica:

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

2- Fase de confirmacién diagndéstica

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

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

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

- Test negativo (Riesgo bajo): Cuando se detecta riesgo bajo para las
alteraciones gendmicas 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
método. 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 liquido amniético mediante técnicas
de citogenética convencional y/o molecular, por lo que se ofrecerda la
realizacion de una amniocentesis siguiendo el procedimiento habitual.

Informacién de la prueba diagndstica de confirmacién

El resultado del estudio del liquido amnidtico 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
N° gestantes con riesgo alto

- % Gestantes que cumplen criterios y que acepta la realizacién 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 cromosémica:

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

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