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Resum

Titol: Estudi de les tecniques de diagndstic prenatal a partir de lacid desoxiribonucleic lliure a la sang
materna i avaluacié de la seva implementacid al sistema sanitari espanyol.
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Introduccié: Des del seu descobriment I'any 2011, les proves de detecci6 amb ADN lliure per
alteracions fetals genétiques han sigut una molt bona alternativa als métodes tradicionals. Aquest
treball fa una revisié bibliografica dels estudis rellevants en relacid a les noves técniques de cribratge
a partir de I’ADN fetal lliure i avalua la seva possible implementacid clinica.

Metodologia: Es va realitzar una cerca dels estudis, emprant Pubmed i Ovid Medline, amb un criteri
de seleccié determinat. Els articles inclosos van ser revisats per experts, estudien més de 1000 mostres
i presenten una analisi estadistica de les seves dades. A partir dels seus resultats, es va fer una
interpretacié i comparacio de la informacio.

Resultats: La prova de deteccid presenta una sensibilitat, especificitat i valors predictius positius més
alts que els de métodes habituals pero, en canvi, té un major cost i no detecta patologies com I'espina
bifida. La utilitzacié de les tecniques de cribratge amb ADN fetal lliure aconsegueix detectar defectes
estructurals i augmentar la precisié de deteccid d'alteracions cromosomiques com sén la sindrome de
Down, o les trisomies 18 i 13. També redueix la taxa de falsos positius i és ben acceptada per les dones
embarassades.

Conclusions: Aquest treball ha demostrat que el cribratge prenatal a partir d’ADN fetal Iliure pot ser
incorporat al sistema de salut public com a prova de contingencia dintre del programa prenatal per la
deteccio de les trisomies 21, 18 i 13. La seva implementacio reduiria en més d'un 50 % el nombre de
procediments invasius realitzats.



Summary
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Introduction: The new technologies of cell-free fetal DNA-based non-invasive prenatal testing for the
detection of fetal genetic alterations, such as the trisomy 21 or the sex chromosome aneuploidy, have
been an excellent alternative of the traditional methods since they were employed for the first time in
2011. This work aims to make a bibliographic review of all the important studies about the non-invasive
screening test and evaluate its clinical implementation.

Methods: A Medline search was performed, employing Pubmed and Ovid Medline platforms, for all
studies on non-invasive prenatal testing with determined inclusion criteria. All papers were pair-
review. Only studies with more than 1000 patients, in English, and with a statistical analysis of its data
were included in this work. The results were compared and interpreted.

Results: The screening tests based on cfDNA exhibit a sensibility, specificity, and positive predictive
values higher than traditional methods. However, non-invasive prenatal test has a considerable price
and does not detect structural defects like the spine bifida. Cell-free DNA test contingent detects
structural defects and increments the detection rate for chromosomal alterations, such as the Down's
syndrome, the Edwards's syndrome or the Patau's syndrome. Furthermore, its use reduces the false
positive rate and is well accepted in pregnant women.

Conclusions: This work has evidenced that non-invasive screening tests can be implemented in the
health care system as a contingency test inside the prenatal program for the detection of the trisomies
21, 18 and 13. Additionally, its implementation would reduce the number of invasive procedures by
more than 50%.
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1. Introduccio

Les proves prenatals van comencar a ser utilitzades a partir de finals de la decada de 1970, quan
el cariotip de les cél-lules fetals va poder ser extret de les mostres de liquid amniotic obtingudes
a partir d’'una amniocentesi. Aquesta prova, en ser invasiva, en molts casos acabava provocant
I’avortament del nounat. Es per aquest motiu que no podia ser emprada per tots els embarassos
i va ser necessari el desenvolupament d’estrategies de cribratge no invasives que permetessin
determinar en quins casos és necessari oferir una prova de diagnostic. En general, els
procediments de cribratge més efectius sén aquells amb una sensibilitat molt propera al 100 %
i una taxa de falsos positius (FPR, per les seves sigles en anglés False positive rate) la més baixa
possiblel,

Les primeres proves de cribratge es fonamentaven en I'edat de la mare i I'historial familiar per
les aneuploidies. Si una pacient tenia més de 35 anys o tenia relatius de primer grau que patien
una aneuploidia, se li oferia una prova de diagnostic invasiva amb mostres obtingudes a partir
d’una amniocentesi en el segon trimestre®. En un principi tan sols es buscava la preséncia dels
marcadors per a la sindrome de Down emprant només alfa-fetoproteines extretes d’una biopsia
de vellositats coridniques (en anglés, chorionic villous sampling o CVS)*™.

L’avang continuat de les tecnologies implicades en aquest camp de la medicina va comportar
que, a finals de la decada de 1980, les proves de cribratge s’enfoquessin més en el segon
trimestre de gestacié amb I’analisi dels nivells d’analits en el serum matern corresponents a cada
proval. No va ser fins a finals de la década de 1990 que va aparéixer |'ultrasd i els marcadors
bioquimics com a alternativa de les proves de deteccié emprades fins aleshores. Amb aquests
va ser possible detectar anomalies a partir, per exemple, de la transparencia de la nuca que pot
arribar a ser patologica en el cas d’alteracions cromosomiques. També permetia |'estudi dels
nivells de proteina A associada al plasma (PAPP-A); una baixa presencia d’aquesta esta associada
amb I’existéncia aneuploidies®®3,

Continuant amb el que s’ha comentat anteriorment, les proves prenatals proporcionen
informacid sobre la salut d'un nadd nounat i, en alguns casos, de la seva mare. En la primera
visita prenatal, els sanitaris analitzen diversos factors que inclouen, a part de les aneuploidies
més comunes (Trisomies 21, 18 i 13), problemes amb la sang de la mare, signes d'infeccions i
una vista general del seu sistema immunitari, entre altres*,

Durant I'embaras, el metge encarregat pot arribar a suggerir altres proves necessaries depenent
de: I'edat de la mare, I'historial clinic o familiar, I'étnia o el resultat de proves anteriors*.

Existeixen dos tipus de proves prenatals:

En primer lloc, tenim les proves de cribratge. Aquestes s'encarreguen de detectar possibles
problemes de salut tant en el nadé com en la mare. Avaluen el risc de patir cap alteracié
congenita pero no diagnostiquen I'anomalia sind que, principalment, identifiquen aquelles
persones en perill dintre d’'una poblacid de baix risc. Si el resultat d'una prova de cribratge déna
positiu no significa que hi ha un defecte congénit, sind que el risc de patir una anomalia és més
elevat i és necessaria més informacid. Segons els resultats, el metge informara als progenitors
del procediment ideal i si es passara a realitzar una prova de diagnostic, sempre amb el



consentiment de la mare. Una bona prova de cribratge ha de ser capag d’identificar aquelles
mostres fetals no afectades per tal de poder donar confort a les embarassades i descartar la
necessitat d’'una prova més invasiva. A més, ha de tenir una bona relacidé cost-efectivitat i ser
facil de reproduir®™?’,

En segon lloc, hi ha les proves de diagnostic definitiu. Aquestes confirmen o descarten
problemes especifics envers la salut del nounat. En alguns casos aquestes poden comportar un
perill per la vida del nadé i augmentar la probabilitat de patir un avortament involuntari. Es per
aixo que, abans de procedir amb cap prova, el personal sanitari adequat ha d'informar dels riscs
abans de demanar el consentiment de la mare. El més important d’aquest tipus de prova és la
seva sensibilitat i és que, el seu resultat, té molt de pes de cara a la presa de decisions dels
progenitors. En cas de donar positiu, és molt probable que aquests decideixin intervenir
I’'embaras o preparar-se per a les possibles necessitats que comporti I'estat del nad*%’.

Actualment existeix un gran ventall de proves, tant de detecci6 com de diagnosi, per la
identificacié de possibles alteracions, tant estructurals com genétiques, durant I'embaras i
I'objectiu d’aquest treball és avaluar la implantacié d’una d’elles, el cribratge prenatal a partir
d’ADN fetal lliure a la sang materna, al programa de deteccié prenatal espanyol i estudiar els
avantatges que presenta dintre del panorama actual del cribratge prenatal genetic.

Context actual del diagnostic prenatal d’alteracions congenites

Amb el pas del temps s’han desenvolupat noves tecnologies i proves, cadascuna amb un
enfocament i objectiu diferents. A continuacié hi ha una introduccié de les técniques més
comunes en |'actualitat segons el tipus de prova.

1.1 Proves de cribratge

Com s’ha comentat anteriorment, les proves de cribratge només son valides per poder saber la
probabilitat de patir una certa alteracié'’. Abans de qualsevol prova, un metge ha de realitzar
un exhaustiu examen fisic que inclou el control del pes, la pressié sanguinia i un examen de
mames i pelvis. Amb els resultats obtinguts el personal sanitari podra identificar, a grans trets,
si hi ha patologies i, en cas afirmatiu, quines sén les que més poden preocupar als progenitors®.
Seguidament es passara a realitzar les proves de cribratge rutinaries establertes pel Ministeri de
Salut (o I'organ pertinent de cada pais).

El resultat de les proves sol ser una aproximacio del risc de tenir un nadé amb algun defecte
congenit, no la preséncia real d’aquesta alteracid. En general, la poblacié pot ser dividida en dos
grups'®8;

e El grup de baix risc: els seus integrants presenten una probabilitat menor de patir cap
anomalia. Aixo, al resultar d’una prova de deteccid i no pas de diagnostic, no vol dir que
en el 100 % dels casos sigui cert®®.

e El grup d’alt risc: en aquest cas, els nounats identificats presenten una probabilitat
bastant elevada de patir una alteracié. Si la prova de cribratge indica que el nadé
segurament tindra un defecte congenit, caldra emprar una prova de diagnostic per
aciencar-nos. Es possible que es tracti d’un fals positiu®®.



En aquest apartat es proporciona un recull de la informacié de les proves de deteccié existents
més emprades en el comu de la poblacié i que es creuen rellevant per aquest treball.

1.1.1 Proves de cribratge a partir del sérum matern

La prova de cribratge a partir del serum matern és una prova de sang que determina la
probabilitat que I'embaras es vegi afectat per una condicié anomala com la sindrome de Down,
la trisomia 18 o un defecte del tub neural obert (NTD), com I'espina bifida'®. Actualment és la
prova més emprada en els embarassos d’arreu del moén612,

Existeixen diversos tipus de proves amb el serum matern pero, per norma general, es parla de
tres proves. Aquestes, poden ser dutes a terme tant en el primer trimestre com en el segon o,
si és necessari, com a prova de deteccio integrada que combina la informacio de les proves del
1r i 2n trimestre. Segons variables com I'edat gestacional, el poder adquisitiu dels pares (en
paisos sense sanitat publica) o accés a I'instrumental necessari, entre d’altres, es decidira per
una de les opcions anteriors i, a partir de la que es realitzi, la precisié enfront d’aneuploidies (o
altres anomalies congeénites) variara?e8-27,

La prova del primer trimestre (en anglés First trimestre sreening o FTS) requereix que es faci una
Unica extraccié de la sang de la mare i un ultraso especialitzat que inclogui el mesurament del
teixit clar en la part posterior del cap del nadd. Aquesta ultima es denomina transparéncia de la
nuca. Aquesta mesura, combinada amb la informacié dels marcadors quimics de la sang, ajudara
a proporcionar una estimacio del risc per patir trisomia 21 o trisomia 18 (en alguns casos també
serveix per detectar la trisomia 13), i alteracions estructurals. La precisid varia segons el defecte
analitzat. Per detectar trisomies 21, FTS presenta una taxa de deteccidé d’entre el 82 i el 87 %.
Per altres, com la trisomia 18 o sindrome d’Edwards, la seva taxa ronda el 80 %6:182%.23,28,.23

La prova del segon trimestre, també coneguda com a prova de deteccié quadruple, necessita
una sola extraccié de sang de la mare en la qual es buscaran 4 marcadors quimics especifics:
I'alfa-fetoproteina materna, I'estriol, la gonadotropina i la inhibina inmunorreactiva®®8243°, En
aquest cas, la prova també detecta el risc per anomalies com la sindrome de Down o d’Edwards
amb una taxa de deteccid del 75-83 % i 60-70 %, respectivament!®®2L25 A més, també detecta
la probabilitat de presentar defectes en el tub neural (en angles, open neural tube defects o NTD)
amb una taxa de deteccié d’aproximadament el 80 %6:18:20-22.24,

En un FTS de rutina, com s’ha comentat anteriorment, les dones sén classificades en dos grups
(a vegades s’inclou un grup intermedi) segons el risc que presenta el seu embaras de patir una
alteracié congenita. En primer lloc, trobem el grup d’alt risc; aquestes presenten un risc >1:250
per les trisomies 13, 18 0 21 o la seva transparéncia de la nuca mesura més de 3 mm. En canvi,
un embaras es considera de baix risc si la probabilitat de patir una trisomia és menor d’1:250.
En cas d’afegir un grup de risc moderat el criteri canvia; persones amb una probabilitat igual o
superior a 1:10 o amb una transparéncia en la nuca 2 3 mm sén considerades d’alt risc. Persones
amb una probabilitat entre 1:11 i 1:1500 entren dins del risc moderat i, persones amb una
probabilitat de patir cap aneuploidia inferior a 1:1500, de baix risc3!.

Pel que fa a la prova integrada, resulta de la informacié obtinguda a partir de les proves
anteriors, incloent el mesurament del teixit clar al clatell del nadd i la proteina plasmatica A
associada a I'embaras (en angles pregnancy-associated plasma protein A o PAPP-A) en el FTS i



la prova de deteccié quadruple. Aquesta Ultima presenta una taxa de deteccid del 87 % per la
trisomia 21, el 90 % per la trisomia 18 i del 80 % pels defectes en el tub neuronal'®1&22,

Un resultat positiu en la prova significa un major risc de tenir un defecte congénit. Seria necessari
realitzar més proves de deteccié amb una precisi6 més alta o passar a una prova de diagnostic

definitiu. La decisid estara en mans dels progenitors, sempre informats pel seu metge!61%32,

1.1.2  Proves de cribratge amb ultraso

Durant I'embaras, l'ultraso és una eina molt efica¢ per la deteccid de variacions en el
desenvolupament fetal que poden acabar originant defectes congenits. A partir d'imatges de les
estructures corporals, els metges poden mesurar la mida del nounat, revisar qué tan avancat es
troba I'embaras i detectar alguns tipus de problemes, entre altres'®*®, El periode idoni per dur a
terme I'ecografia és després de la setmana divuit de gestacid per tal de maximitzar la capacitat
de poder veure possibles anormalitats. Tot i aix0, I’historial familiar i I'estat de la mare (edat i
ritme cardiac entre altres) sén uns dels criteris que poden avancar I’Gs de la proval®1&28,

Com s’indica en estudis com el de Nicolaides de 2004, existeix una relacié entre 'augment de la
transparéncia del clatell o nuca (NT) i els defectes cromosomics o, fins i tot, estructurals,
particularment del cor'®3334 La NT mesura un espai ple de liquid sota la pell del clatell del nounat
en el primer trimestre de 'embaras i que creix a mesura que augmenta I'edat gestacional'®®,
Mesures de la transparéncia de la nuca amb un gruix superior als 3 mm estan relacionades amb
problemes geneétics, entre d’altres, i es necessiten més proves per tal de poder fer un
diagnostic'®3%37, Aixi mateix, I"abséncia de I'espai també és una de les condicions que poden
indicar perill de presentar trisomia 21. Tot i aix0, diferents estudis donen raons plausibles per
aquest resultat que no implicarien una aneuploidia i, per tant, un consens medic seria necessari
per interpretar els resultats de la prova. Entre les causes que podrien comportar I'abséencia de
I’espai, hi ha: la realitzacié de I'ultrasd massa aviat, aixd implicaria que la transparencia de la
nuca i I'os nasal del nadd encara no s’han desenvolupat prou per ser detectat amb aquesta
tecnica, i I'eétnia de la mare, la qual també pot arribar a comportar el desenvolupament
d’aquestes caracteristiques'®®3839, Tot i aix0, la taxa de deteccid per la sindrome de Down
mitjangant una ecografia és del 65 % amb una taxa de falsos positius del 0’8 %; tot i que pot

16,21,2840 1gyal que passa amb les altres proves de cribratge,

arribar al 9’3 % en alguns casos
després d’un resultat negatiu no se solen continuar amb les proves i, per tant, és molt dificil

poder identificar els falsos negatius i calcular la seva taxa de manera precisaZ®.

A part de la sindrome de Down i algunes deficieéncies congénites del cor, la prova de |'ultraso ha
demostrat ser bastant eficient a I’hora de detectar o predir anomalies cromosomigues com sén
la trisomia 18 i mutacions d’un sol gen (delecions i duplicacions) com la sindrome de displasia

esqu elética 16,28,33—39,41—44.

1.1.3 Cribratge amb I’ADN lliure de cél-lules

El cribratge a partir de I'ADN lliure o sense cél-lula (en anglés cell-free DNA o cfDNA), també
anomenada prova de deteccid prenatal no invasiva (NIPT, per les seves sigles en anglés), és una
prova desenvolupada recentment que, a partir del cfDNA originat per la mateixa renovacio de
les cél-lules, detecta certes alteracions genétiques durant I'embaras!®'®%, Tot i anomenar-se
ADN fetal, la realitat és que prové de I'apoptosi de les cél-lules de |a placenta'®*®*®, Es important



remarcar que diversos estudis han trobat diferéncies genotipiques entre el fetus i la placenta i,
per tant, els resultats d’una NIPT no poden ser 100 % precisos'®*’. Actualment, |a prova identifica
la sindrome de Down, la trisomia 18, la trisomia 13 i la sindrome de Turner (monosomia del
cromosoma X), tot i que podria arribar a detectar un ventall molt més ampli d’alteracions
congénites®18,

La NIPT es desenvolupa de la seglient manera: després de 9-10 setmanes de gestacid, es pren
una mostra de sang de la mare per tal de poder extreure I’ADN lliure que conté el seu plasma.
Se sap que aproximadament el 90 % prové de la mare mentre que el 10 % pertany a la placenta
i, per tant, al fetus. Mitjancant proteines especifiques, s’extrau I’ADN lliure del plasma i es passa
a la seva analisi. Un cop es tenen els fragments d'ADN, es preparen llibreries de seqlieéncies que
seran comparades amb el genoma huma per tal de, primer, identificar I'ADN fetal i, després,
cercar per alteracions cromosomiques. Estudis realitzats fins ara demostren que els embarassos
afectats amb defectes cromosdomics tenen una quantitat d'ADN fetal anormalment elevat en la
mostra de sang materna. Aquesta prova també cerca ADN dels cromosomes sexuals per tal de
poder identificar aneuploidies sexuals o, directament, el sexe del nadé. En pensar amb els
resultats de les proves, un resultat positiu significa que hi ha una probabilitat alta de que
I'embaras es vegi afectat, i un resultat negatiu disminueix la probabilitat per sota de I'1 %; Aixo,
juntament amb la preséncia significativa d’ADN matern dintre de la mostra de plasma, fa que es
tracti d’'una prova de cribratge i, per tant, que no s’obtingui un diagnostic definitiu. Els resultats
positius han de ser confirmats a partir d’'una mostra de vellositat corionica (CVS, per les seves
sigles en anglés) o una amniocentesi®1848,

En qualsevol embaras es recomana dur a terme la prova de cfDNA tot i que, segons I’historial
clinicifamiliar, la precisid pot anar variant. La NIPT presenta una menor precisié en alguns cassos
com, per exemple, amb dones menors de 35 anys. Aquestes, per la seva edat, es consideren de
baix risc i, per tant, tenen una menor prevalenga. Una prova de deteccid positiva tindra més
probabilitats d’acabar resultant ser un fals positiu. Les dones amb 35 anys o més tenen un risc
més alt i, per tant, una prevalenga més alta que fa que un resultat positiu en la prova de deteccio
probablement sigui més precis®'®48 Aquest Ultim cas és molt evident per la trisomia 21, la NIPT
presenta una taxa de deteccié del 80 % en dones amb 25 anys mentre que, per aquelles
embarassades amb 35 anys la taxa puja fins al 90 %'%21%854 A Espanya, la majoria de les
companyies d’assegurances cobreixen les proves amb ADN fetal lliure en dones que: tinguin
trenta-cinc anys o més, hagin tingut un resultat positiu en la prova de serum matern o en
I'ultrasd i/o el seu embaras previ s'hagi vist afectat per un defecte congénit!®53>4,

En el cas dels embarassos Unics (on només s’esta gestant un Unic fetus), existeix un risc més alt
de patir anomalies cromosomiques i, per tant, la NIPT és molt precisa. La prova de cfDNA pot
detectar el 99 % dels embarassos afectats per la sindrome de Down'®8%, La taxa de detecci6
és molt alta per la trisomia 13, la trisomia 18 i la sindrome de Turner. Pel que fa a altres
anomalies, el cribratge amb cfDNA també pot identificar el risc per trisomies com sénla 9, la 16,
la 22 i la 23, aquesta ultima amb una menor precisid. La NIPT pot identificar, a més a més,
algunes de les SNPs més comunes!®18214850 Tot j aixd, la prova no detecta defectes com el tub
neural obert®,



Cal tenir en compte que, diversos estudis, han detectat una disminucid en la precisié de les
proves amb ADN fetal lliure per embarassos gemel-lars. Tot i que encara no hi ha molts estudis
al respecte, els resultats indiquen que, amb menor sensibilitat, la prova de cfDNA pot dir si hi ha
un grau de risc més elevat que un o més dels nounats pateixin el trastorn. Actualment, no hi ha
informacid disponible envers la precisié de les proves per embarassos de trigéemins o altres
embarassos multiples?®®,

Es important entendre que, tot i la seva eficacia, aproximadament un 5 % de les proves no
arriben a donar cap resultat. Existeixen diferents motius que poden explicar aquest problema.
Principalment es tracta d’un problema de baix percentatge d'ADN fetal lliure en la sang materna
(en angles, el percentatge d’aquests fragments d’ADN s’anomena fetal fraction). En la majoria
dels laboratoris, que analitzen cfDNA per proves de cribratge, es requereix un “fetal fraction”
d’entre el 2 i el 4 % per tal de poder validar els resultats. Aixo es fa, ja que I’ADN fetal prové de
la placenta i es troba fragmentat, per tant, es necessita un minim d’ADN per poder fer una
cobertura adequada del genoma del nounat. Altres motius d'error sén: errors estadistics o de
protocol, la pérdua d'un o més bessons, aneuploidia materna o variacions en el nombre de
copies, entre altres!®21:47:50,52,55-60

Donat que la prova de cfDNA és una tecnologia que s’esta desenvolupant rapidament, aviat
podria ser capa¢ de cercar les condicions diferents dels defectes congéenits més comuns i
evolucionar per passar d’identificar defectes cromosomics a mirar variacions en un sol gen.
Aquestes sén productes de mutacions, normalment en una sola parella de bases. A més, s’esta
desenvolupant una nova prova que miraria tot I'exoma sencer dels fragments d’ADN fetal

lliu re16,18,47,61—66

1.1.4 Cribratge dels portadors

La prova per portadors s'encarrega de fer un cribratge als progenitors per tal de trobar qualsevol
condicié anormal que podria posar en perill I'embaras. El seu objectiu és identificar parelles
portadores recessives per a la mateixa heréncia autosomica. D’aquesta manera, el nounat
presentara les dues copies alterades d’un gen i desenvolupara el trastorn o malaltia. Per aquesta
prova de deteccidé és important tenir en compte ['historial familiar i I’étnia dels progenitors. A
Espanya es recomana que totes les dones embarassades es facin la prova per la fibrosi quistica
i I'atrofia muscular espinal, ja que sén les que presenten major prevalenga en tota la
poblaci¢®67:68,

Actualment existeix la possibilitat de realitzar un cribratge per identificar el risc per centenars
de defectes recessius a la vegada. En cas de detectar la mateixa condicid en tots dos progenitors,
la probabilitat que la seva descendéncia hereti els dos al-lels pot arribar al 50 %. En aquesta
situacié, es recomana |'Us de proves de diagnostic invasiu per tal de confirmar les deficiéncies

congeénites®6870,

1.2 Obtencio de mostres pel diagnostic

La majoria de les proves de diagnostic prenatals requereixen d’algun tipus de mostra provinent
del fetus per tal de poder identificar possibles anomalies. Aquestes mostres s'obtenen per mitja
de técniques invasives que podrien comportar un risc per I'embaras. Les proves de diagnostic
emprades a partir d'aquestes mostres presenten un procediment clar que cal seguir per tal de



poder obtenir resultats valids pel diagnostic®. Entre les proves de diagnostic, trobem que la més
emprada en el comu de la societat és |'analisi dels cromosomes, el cariotip, per poder detectar
aneuploidies i variacions en I'estructura cromosdmica amb un 99 % de sensibilitat'®!72,

A continuacié es presenten les tres intervencions a partir de les quals s'obtenen les mostres
necessaries per a poder realitzar una prova de diagnostic. A la taula 1 es poden observar les
técniques que es comenten en aquest estudi junt amb les proves de diagnostic recomanades
per cadascuna.

1.2.1 Biopsia de vellositats corioniques

La mostra de vellositats corioniques (en anglés Chorionic villus sampling o CVS) és una prova
que, generalment, es realitza entre les setmanes 11 i 14 de I'embaras i que permet avaluar el
cariotip d'una mostra de la placenta en desenvolupament en els primers estats de gestacio.
D’aquesta manera s’evita penetrar en el sac amniotic durant el segon trimestre. La CVS
generalment comprova aneuploidies com les trisomies 21 (sindrome de Down) i 18 (sindrome

d’Edwards). També pot detectar altres trastorns genétics com la fibrosi quistica®®*®,

Per la CVS, el metge insereix una agulla buida en la placenta. Per tal d'arribar-hi, es pot fer a
través de I'abdomen fins a I'Uter, o bé anant per la vagina i el coll uteri. Dependra de com estigui
situada la placenta (en la part anterior o posterior de I'Uter). Mitjangant ultraso, el metge
determina on col-locar l'agulla amb seguretat. Una vegada es troba la seva localitzacio, el
personal sanitari extraura una petita mostra de la placenta i I'enviara a un laboratori per ser
analitzada®®'®72,

La CVS pot produir malestar; enrampades, hemorragiesiinfeccié. També presenta una taxa molt
baixa de provocar avortaments en 1 de cada 300-500 procediments realitzats. Recents estudis
parlen de la possibilitat que, amb tots els avencos cientifics realitzats fins ara, ja no es trobi
diferéncia significativa en la pérdua del nadd entre persones que han patit una CVS i grups
controls. Es creu que en 'actualitat, I'experiéncia del metge és la variable que podria afectar a

les taxes d'avortament!®183872,

La CVS pot identificar si el nadé pateix un trastorn genetic amb una precisiéo de més del 99 %.

Per la qual cosa, aquest procediment és emprat per diagnosticar alteracions congéniques?®38,

Taula 1: Procediments i tecniques de diagnostic prenatal (Krsti¢ N i Obi¢an SG, 2020)

Risc de provocar

Procediment Mostra Temps Proves de Diagnostic
avortament

CVS Cori de la 11-14 Cariotip; Array CGH; Seqiienciaci6 I de cada 400

placenta setmanes casos

. . Liquid 16-20 Cariotip; Array CGH; Seqiienciacio; 1 de cada 500 a

Amniocentesi [

amnidtic  setmanes PCR 900 casos

18-23 Cariotip; Array CGH; Seqiienciacio;

Funiculocentesi ~ Sang fetal EntreI’liel3 %

setmanes PCR; Analisi de sang




1.2.2 Amniocentesi

L'amniocentesi és una prova que generalment es realitza entre les setmanes 16 i 20 de
I'embaras, tot i que pot ser duta a terme més tard. Consisteix a prendre mostres del liquid
amniotic que envolta el nounat i, aixi, detectar defectes congenits o condicions genetiques
anomales. L'amniocentesi, per exemple, detecta defectes en el tub neural i trastorns genétics
com les aneuploidies. També pot detectar alguns dels problemes genétics com és la fibrosi
quistical®®,

Durant I'amniocentesi, el metge insereix una agulla buida a través de I'abdomen fins a penetrar
I’Gter, sempre amb I'ajut de 'ultraso per tal que el metge pugui determinar on col-locar I'agulla
amb seguretat. Una vegada I'agulla estigui situada, el metge extrau una petita quantitat del fluid.
Després, retira I'agulla i envia la mostra al laboratori per realitzar la prova. Aquesta, analitza les
cél-lules fetals dins del liquid amniotic producte de la descamacid de la pell del nounat!®&73,

Els resultats s'obtenen amb una precisié superior al 99 %. L’amniocentesi presenta certs riscs
que cal tenir en compte abans de ser realitzada. Anteriorment es calculava que la prova
originava un avortament instantani en menys de I'l % dels casos, actualment se sap que el
percentatge no arriba al 0,11 %%72, Aixi i tot, hi ha estudis que relacionen aquesta prova amb la
malaltia del peu equinovar (o talipes equinovarus) amb un 1-2 % dels procediments
realitzats!®’*. Malauradament, aquest estudi és bastant antic i no hi ha evidéncia cientifica
recent que ho corrobori. Si que és cert, pero, que recents articles indiquen que actualment el
risc seria bastant menor, al voltant del 0,8 %’3. Seria necessari una actualitzacid per veure si,
amb totes les millores i innovacions, el perill segueix existint.

1.2.3  Funiculocentesi (o cordocentesi)

La Funiculocentesi o analisi de la sang fetal, és el
procediment pel qual, a partir d’'una extraccié de sang
umbilical, es diagnostiquen trastorns congénits. En
aquest cas, en tractar-se d'una extraccié directa de la
sang del mateix cordé umbilical, aquesta és molt més
dificil i, per tant, implica més riscs. El procediment
comencga amb |'aspiracié de sang pertanyent a la vena
umbilical propera al lloc d'interseccié amb la placenta.

Aix0 és aixi per tal de mantenir |'estabilitat del corrent

sanguini del fetus i disminuir el perill al minim®7®,

Figura 1: Imatge de la interseccio
Acostuma a ser realitzada en el segon o tercer trimestre del cordd umbilical dins la placenta

de I'embaras. Esta associada amb un 1-3 % de risc de  (TanvisutR. et al., 2020)
16,76

pérdua del fetus



1.3 Proves de diagnostic

1.3.1 Prova del cariotip

La prova del cariotip, també anomenat analisis dels cromosomes, examina la mida, forma i
numero dels cromosomes d’un cultiu de cél-lules fetals obtingudes a partir de CVS o
amniocentesi. Les persones normalment tenen 46 cromosomes, dividits en 23 parelles, en cada
cel-lula i la prova analitza tots 23 parells amb I'objectiu de detectar qualsevol defecte
congeénit®’’,
El resultat d’aquesta prova pot ser senzill d’interpretar, com és el cas d’'un cromosoma extra, o
complexa com passa amb les mutacions. Alguns dels exemples d’anormalitats que la prova del
cariotip és capag¢ de reconeixer, son: les aneuploidies abans comentades, les variacions
estructurals monosomiques; com és el cas de la variacié en el nombre de copies (delecions,
insercions i duplicacions), les translocacions i les inversions; o cromosomes marcadors i circulars.
Algunes de les variacions en els cromosomes poden acabar essent beneficioses. Altres sén
causants de malalties®®’%.
Entre els defectes congénits, el resultat de la prova del cariotip també pot presentar mosaicisme,
coexisténcia de més d’una linia cel-lular amb diferent dotacié cromosdmica en una sola
mostra’®. El mosaicisme només es detecta en I'1-2% de les mostres obtingudes a partir de la
mostra de vellositats corioniques i, per tant, de cel-lules de la placenta. Per aquest motiu també
s’anomena Mosaicisme confinat a la placenta'®’®. Al voltant del 30% de les vegades, aquest
resulta en la preséncia de la sindrome de Turner?®4,
1.3.2 Array CGH (Hibridaciéo genomica comparada) o cariotip molecular
prenatal

Aguesta prova és una eina de diagnostic genéetic que permet detectar anomalies cromosomiques
amb una resolucié superior a les altres, millor precisid i més rapidesa, mitjancant la qual es
poden identificar alteracions en I’ADN, incloses microdelecions i duplicacions tan petites que,
tecniques com I'anterior, la prova del cariotip, no és capag de veure. Aquestes, igual que passava
abans, sén variacions del nombre de copies (CNV, per les sigles en anglés)!61877.8081 Algynes de
les CNV originen malalties mentre que d’altres no hi ha suficient informacié. A més, algunes de
les variacions patogenes poden tenir diferents graus d’expressié. Aixd comporta que hi hagi

casos on les malalties puguin ser més o menys greus?®2177,

Igual que en qualsevol xip d’ADN (en anglés, microarray), es tracta d'una série de sondes d'ADN
(ADN fixat al xip) de longitud variable, unides a un suport solid en una disposicié regular i
preestablerta, sobre les quals podem hibridar una mostra préviament marcada. Cada sonda és
representativa d'un gen o un transcrit, tot i que un gen pot ser representat per més d'una
sonda®.

En primer lloc s’obté una mostra de la placenta o del liquid amniotic mitjancant biopsia corial o
amniocentesi. Seguidament, s’extreu el genoma de la mostra, s’hibrida i s’estudia mitjangant
milers de sondes que analitzen el nombre de copies dels petits fragments d’ADN, comparant-lo
amb una mostra de referéncia”’. A diferéncia de la prova del cariotip, I'array pot treballar amb
cél-lules fora d’un cultiu cel-lular'®’®, Aixd fa que els resultats siguin molt més rapids pero, a la



vegada, es perdi informacid. Els estudis realitzats fins ara indiquen que aquesta pérdua no
comporta una menor precisié per malalties d’origen cromosomic®77:83-85,

Mentre la prova del cariotip fetal roman sent la més comuna, I'array d’hibridacié gendmica
comparada diagnostica 6 % més defectes que el cariotip. Per tant, I'array CGH és la més
recomanada pels professionals per diagnosticar anomalies que, préeviament, l'ultraso ha
detectat. El rang de defectes congenits que el cariotip molecular pot arribar a identificar també
és més amplit&2L77,

De cara a l'analisi del genoma a partir dels xips d’ADN (en anglés chromosome microarray
analysis o CMA), aquest pot ser dut a terme amb diferents formats. Per un costat tenim el xip
basat en oligonucleotids, I'array CGH préviament comentat que detecta defectes cromosomics.
Altres, en canvi, s’enfoquen en els polimorfismes de nucleotids simples (SNP, per les sigles en
angles). També existeix una tecnica que combina les dues anteriors per tal d’ampliar el ventall
de defectes genétics que es poden detectar. Aix0, perd, fa variar la precisio*®’2,

1.3.3 Seqiienciacio de tot I’exoma

La seqlienciacio de tot I'exoma (WES, per les sigles en anglés) és una nova prova en la linia de la
seqilenciacié de nova generacié que detecta mutacions en les seqliencies codificants del
genoma fetal. Aquesta, és capag de trobar més del 85 % de les malalties congeénites originades
per mutacions. L'alternativa d’aquesta prova és la seqlienciacié del tot el genoma (en angleés,
whole genome sequencing o WGS)677.86,

Les variacions identificades amb la WES, normalment, es classifiquen segons el grau de
patogenicitat; incloent-hi aquells casos on la variacié és benigne. Actualment, I'is de la
sequenciacié de tot 'exoma pel diagnostic prenatal és limitat i només se sol veure en recerca
cientifica. No hi ha estudis clinics per la seva implementacio, tot i aix0, aquesta técnica presenta
un rendiment del 80 %. Cal comentar que, aquest, pot ser més alt en casos amb major

prevalenca o persones d’alt risc!8687,

Alguns dels desavantatges de la prova sén que els resultats tarden molt a arribar i té un elevat
cost (al voltant dels 2.000 €), que no entra dins de cap asseguradora. A més, amb les técniques
actuals, donen resultats que sobresurten de I'ambit prenatal com sén les predisposicions a
malalties'®®8 Cal comentar que el problema més gran que cal solucionar, per tal de poder
promoure aquestes técniques, és la interpretacid de resultats per variacions del genoma amb
conseqiiéncies desconegudes (en anglés variants of uncertain significance o VUS)**8%%, Aquesta
interpretacié depen dels avangos en la recerca envers la genomica en general i, sobretot, la fetal.
La informacié que es té en I'actualitat és bastant incompleta o incorrecta, ja que no tenim les
tecniques necessaries per a poder detectar la patologia de les VUS i les seves implicacions
fenotipiques. Un exemple de les conseqiiéncies que no es poden preveure a escala prenatal sén

els fenotips que minven la intel-ligéncia®®6%9%-93,

Es per aquesta rad que les proves emprades per la presa de decisions envers el futur de
I’embaras, es troben limitades per la tecnologia del moment. A més, cal tenir en compte que la
interpretacio dels resultats pot variar segons el centre sanitari i no existeix cap protocol, nacional
o internacional. Es necessari tenir tots aquests inconvenients en compte abans de realitzar la
prova i que els progenitors estiguin informats en tot moment de les seves possibles
conseqiiéncies'®?,
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2. Objectius

L'objectiu principal d’aquest estudi és adquirir una visid integrada de I'existencia,

caracteristiques i utilitat dels acids nucleics circulants en I’'ambit prenatal, aixi com identificar les
principals diferencies que presenta el seu Us pel diagnostic prenatal amb les técniques emprades
fins al seu descobriment.

Per tal de poder reconeixer els avantatges d’aquesta prova i la necessitat d'implementar-la en

el nostre sistema sanitari public com a un pas més en el calendari prenatal, s’han tingut en
compte els seglients objectius:

>
>

Determinar I'exactitud de la prova de cribratge amb ADN fetal lliure.

Coneixer els errors que es poden donar en un cribratge amb cfDNA i les seves
implicacions, tant en I'ambit sanitari com en la presa de decisions dels progenitors.
Estudiar I’Us del test prenatal no invasiu, NIPT, com a prova de contingéncia.

Estudiar la situacid actual de la prova en tot el territori.

Avaluar la implementacié de la prova no invasiva en el sistema de salut public espanyol.
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3. Metodologia

El cribratge no invasiu, a partir de I’ADN fetal lliure (en angles cell-free fetal DNA o cffDNA), és
un metode emprat per detectar trisomies en el fetus a partir d’'una mostra de la sang periferica
de la mare. Actualment s’utilitza en menor o major mesura a tota Europa, Asia, Africa i
América®*%. La seva precisio i rapidesa fa que, cada vegada més, sigui la primera opcié dels
progenitors, per sobre del cribratge del primer trimestre (FTC, per les sigles en anglés). Tot i aixo,
cal entendre que es tracta d’una prova de deteccid i, per tant, els seus resultats no poden ser

emprats pel diagnostic de deficiéncies congénites®*°%%7,

Per tal de poder assolir els objectius establerts, a continuacid es presenta la metodologia
emprada en aquest treball.

3.1 Estudi de les noves técniques de cfDNA per a la deteccio d’alteracions
congénites

Les proves prenatals de cribratge no invasiu (En anglés, non-invasive prenatal test o non-invasive
prenatal screening, abreviat NIPT o NIPS respectivament) son emprades amb I'objectiu de
proveir als progenitors la informacié util per poder optimitzar la viabilitat del part>®%,

Entenent aix0 i tenint sempre present la informacié donada a la introduccid, el meu treball
pretén donar una visié sistematica de les caracteristiques de les NIPT i els seus avantatges. Per
tal de poder-ho fer, es van cercar referéncies valides que informin, sobretot, dels segiients
punts:

e la validesa analitica. Aquesta fa referéncia als estadistics de sensibilitat i especificitat.
Respecte a les NIPS, la validesa analitica determina la viabilitat de la prova, amb les
mostres obtingudes d'ADN matern i placentari, per determinar la presencia o abséncia
d'aneuploides fetal, entre altres condicions congénites. Institucions internacionals
estableixen una validesa analitica a partir de diferents articles. Espanya, de moment, no

en té cap protocol per a les proves prenatals de cribratge no invasiu®°%93-102,

e Lavalidesa clinica. Aquesta, en canvi, fa referencia al rendiment de les NIPS. S'enfoca en
la taxa de deteccid (DR), o proporcié de vertaders positius (sensibilitat clinica), i la
proporcié de falsos positius (especificitat clinica, o SPEC). Com les NIPS aborden
condicions bastant poc comunes, els estudis de validacio s'utilitzen per entendre laDR i
SPEC utilitzant mostres d'un banc de recerca. Aixo permet la sobre representacio de les
mostres per a la condicid d'intereés. Fins ara, els estudis de validacié presenten resultats
semblants®%193-110 | es NIPS tenien una DR i SPEC molt elevada, arribant a gairebé el 99%
per la sindrome de Down. La DR i SPEC van ser del 80-100% per la sindrome d'Edwards
i la sindrome de Patau. Superant, aixi, els resultats de proves realitzades amb métodes

convencionals®®>%111,

e La utilitat clinica. Finalment, els estudis revisats, havien d'observar si la nova prova de
cribratge és fiable i util per les pacients. Els estudis d'aquest punt parlen de la utilitat
clinica que té la prova per la presa de decisions. Aquests estudis poden proporcionar
metriques de prova objectives, com ara els valors predictius positius (PPV) i els valors
predictius negatius (NPV). Cal destacar que aquests poden ser resultat d'una poblacid
model (mitjancant la DR i ESPEC, aixi com la prevalenca poblacional) o, per altra banda,
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calculats a partir de mesures reals. Una altra variable que ens parla de la utilitat de les
NIPT és la seva relacié cost-eficacia. Tot i aix0, en estudiar variables amb bastants
assumpcions, com son el sistema sanitari o els preus de la prova, aquests estudis
presenten un alt risc de ser parcials. Es per aixd que, en aquest treball, només es treuen
recomanacions dels estudis de la relacié cost-eficacia i no pas resultats concloents®.

3.2 Disseny de I’estudi

Es tracta d’una revisid sistematica d’alguns dels treballs més rellevants en el camp de la geneética
prenatal. Els articles inclosos en aquest estudi es van obtenir a partir d’'una cerca a PubMed,
Obstetrics & Gynaecology (OBGYN) i Ovid Medline emprant un criteri de seleccié especific. Els
estudis seleccionats havien de ser en angles, catala o castella per tal de poder entendre el seu
contingut. A més, han d’haver passat una revisid i ser validats per la comunitat cientifica. Les
referéncies inclouen articles des del 2011, moment en qué el primer va ser publicat, fins a
I'actualitat. Els termes emprats van ser: “maternal blood cfDNA”, "non-invasive prenatal
detection”, “non-invasive prenatal test”, “"non-invasive prenatal screening” o “non-invasive
prenatal diagnosis”, incloent-hi totes les seves variants. Els resums de cada article van ser
revistats per escollir tots els rellevants abans de passar a examinar el contingut sencer. A la figura
2 es troba un diagrama de flux que representa graficament el procediment dut a terme en la
seleccid de la bibliografia cientifica emprada per assolir els nostres objectius. Un cop els articles
van ser escollits, es van descarregar i dividir en tres grups segons la seva rellevancia per I'estudi;
en primer grau aquells amb informacié directa pel treball, en segon grau els articles que donen
informacié complementaria i, en tercer grau els que parlen d’aspectes més generals.

A part dels articles cientifics utilitzats en la metodologia de cara a I'obtencio de resultats, també
s’ha realitzat una cerca més senzilla per la redaccié de la introduccié.

El treball també recull algunes de les noticies més rellevants que donen una imatge de la situacio
actual de les NIPT en el conjunt de tot el territori espanyol. Les noticies seleccionades s’han
restringit a aquelles provinents de diaris de rellevancia i publicades en un periode que compren
des del 2017 fins a I'actualitat, 2020.

Duplicats
(n=768)

* Resultats
finals

e (n=1225)

® Resultats
obtinguts

e (n=2651)

Articles d'accés restringit
(n =1426)

e Articles
resultants

o (n=457)
Articles sense analisis o
d'opinid
(n = 344)

Articles sense rellevancia
(n=62)

e Articles
revisats

o (n=113)

e Articles

inclosos
e (n=51)

Figura 2: Diagrama de flux del procés de seleccié resumit per a la seleccié dels estudis inclosos en els

resultats del treball

3.3 Fonts bibliografiques

Com s’ha comentat anteriorment, la cerca d’informacié rellevant pel meu treball va ser duta a
terme a través dels principals motors de cerca gratuits per a accedir a MEDLINE, base de dades
bibliografiques de recerca biomedica. Els cercadors escollits van ser PubMed i Ovid Medline, tot
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i que alguns dels articles finals s’han extret directament de la web Obstetrics & Gynaecology
(OBGYN).

Junt amb el métode anterior, es van emprar diferents fonts per la redaccid i confeccié de la
introduccio, i la resolucié d’alguns dels meus objectius. Un exemple d’aixo és la valoracié de la
situacié actual de la prova de cribratge no invasiu a Espanya. Molta de la informacié presentada
en aquest treball s’ha extret a partir de noticies i butlletins, tant del govern espanyol com dels
de les comunitats autonomiques.

Per la correcta redaccié de la introduccid es van buscar, per exemple, en enciclopéedies digitals i
llibres cientifics, els termes especifics emprats per tal de poder validar la informacié que
presento. A més, es va extreure molta informacid detallada de cada prova, tant de cribratge com
de diagnostic, a partir dels articles referenciats dintre dels estudis que utilitzo en el meu treball.

3.4 Criteris de seleccio dels estudis

El primer pas per a la confeccié d’aquest treball bibliografic, va ser la cerca d’estudis que
poguessin donar la informacié suficient per a treure conclusions propies i assolir els meus
objectius. Aquesta recerca d’informacié, com és evident, va tenir un criteri a partir del qual se
seleccionava un article i no un altre.

La cerca realitzada va filtrar els articles de la seglient manera. En primer lloc, tots els articles
havien d’estar en anglés, catala o castella. En segon lloc, els estudis han d’haver estat revisats
per experts (en anglés, peer-reviewed articles) en I'ambit del diagnostic prenatal i I'is dels NIPT
per la deteccié d’aneuploidies. A causa de la gran quantitat d’articles que compleixen aquests
requisits, es va passar a descartar tot aquell estudi amb un nombre menor de 1000 pacients, ja
que els resultats amb un nombre inferior no haurien de ser representatius'!2, El periode
d’inclusié va ser des d’octubre de 2011, any en el qual es va publicar el primer article, fins a
I'actualitat. Els parametres emprats en la cerca inclouen els seglients termes: “maternal blood

c¢fDNA”, "non-invasive prenatal detection”, “non-invasive prenatal test”, ”non-invasive prenatal
screening” o “non-invasive prenatal diagnosis”, amb totes les seves variants.

En el cas de les fonts no cientifiques es va tenir en compte un altre criteri. Per les noticies, es
van acceptar només les publicades a partir de 2018 i de diaris amb un cert prestigi (en aquest
cas, entenent per prestigi la nominacié o guany d’algun premi relacionat amb la divulgacid) i
sense revelacié d’interessos.

3.5 Criteris d’inclusio dels estudis

A partir dels articles escollits amb el criteri de seleccié anterior, es va passar a identificar aquells
estudis rellevants per aquest treball i que permetessin assolir els meus objectius. El criteri
d’inclusid dels estudis va ser bastant senzill de comprendre pero més dificil de dur a terme. Amb
tots els articles seleccionats, es va passar a fer una revisio dels resums (en anglés, abstract) de
cada estudi per escollir els més rellevants abans de passar a examinar el contingut sencer. Els
articles finalment inclosos dintre del treball també havien d’incloure, com a minim, una analisi
estadistica. D’aquesta manera, tots els articles finals podien ser d’utilitat per I'obtencié de
resultats.
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4. Resultats

4.1 Exactitud de la prova de cribratge amb ADN fetal lliure

Des que l'any 2011 es va fer la primera prova de cribratge amb cfDNA per la deteccié
d’aneuploidies, els avancos tecnologics i la recerca cientifica han anat millorant la seva precisid.
La majoria dels estudis li donen una sensibilitat per les aneuploidies més comunes >99’9
%105:106,110.112 Tot i 3ixd, cal entendre que les NIPT sén un métode de deteccidé molt sensible, no
una prova infal-lible de diagnostic. En I'ambit de la medicina els parametres de sensibilitat i
especificitat son important pero, de cara a un diagnostic, altres com els valors predictius; tant
positius (PPV per les seves sigles en angles) com negatius (NPV per les seves sigles en angleés);

son encara més importants. Mentre el PPV ddna la probabilitat de patir una malaltia si el resultat
vpP

FP+VP’
NPV proporciona la probabilitat de no patir la malaltia si el resultat de la prova és negatiu
(NPV = _N

FN+VN’
en termes estadistics, les proves diagnostiques s’expliquen segons el Teorema de Bayes (Fig.
3)114_

de la prova és positiu (PPV = ; on VP sén els positius vertaders i FP els positius falsos), el

on VN sén els negatius vertaders i FN els negatius falsos)'3. Cal recordar que,

Positius vertaders

o= ==
Negatius falsos
Positius falsos —

-

Figura 3: Esquema del Teorema de Bayes per les proves de diagnostic

Es important estudiar els valors predictius, ja que aquest si que es troben influenciats per la
prevalenga, proporcié d’individus d’un grup o una poblacié que presenten una malaltia. Si els
estudis de validesa de les NIPT han estat realitzats a partir d’'una poblacié d’alt risc, I'alta
prevalenca comporta un PPV molt elevat. En el moment de realitzar el cribratge amb cfDNA en
un grup de risc normal, els valors predits disminuiran'!?'®, Diferents estudis han detectat una
disminucié dels PPV fins al 45’5 %. Tot i aix0, els NIPT segueixen sent molt superiors al cribratge
convencional amb PPV entre el 3’4 i el 42 %°%>2,

Diverses revisions i estudis han avaluat la precisio del metode de cribratge amb cfDNA. Tot i aixo,
la majoria presenta les seglients limitacions:

a) Els articles treballen amb una Unica alteracid; ja sigui el sexe del nounat, malalties
hemolitiques del fetus o aneuploidies, entre altres; fet que impossibilita les
comparacions.

b) En treballar amb casos control, els resultats presenten una alta parcialitat.
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c) Els estudis analitzats presenten un risc significatiu de tenir parcialitat amb les
verificacions. En cas d’obtenir negatiu en els NIPT, els progenitors no solen verificar els
resultats amb, per exemple, la prova del cariotip.

4.1.1 Cribratge en embarassos unics

En embarassos amb un sol fetus, la deteccié a partir del cfDNA fetal extret de la sang materna,
proporciona un cribratge efectiu per les trisomies 21, 18 i 13. Una recent meta-analisis de la seva
validacié clinica conclou que, per la sindrome de Down presenta una sensibilitat del 99'7 % (95%
I.C. 99°1% al 99°9%); per la sindrome d’Edwards presenta una sensibilitat del 97°9 % (95% I.C.
94’9% al 99°1%); per la sindrome de Patau presenta una sensibilitat del 99°0 % (95% I.C. 65'8%
al 100%);. En tots tres casos, la taxa de falsos positius (FPR) va ser del 0’04 % (95% |.C. 0'02% al
0'07%)%.

4.1.2 Cribratge en embarassos gemel-lars

En contrast amb els embarassos unics, el nombre d’estudis que treballen amb pacients
d’embarassos gemel-lars, més d’un fetus, és bastant limitat. Segons una revisid bibliografica
realitzada I'any 2017, només cinc estudis van estudiar la precisid dels NIPT en embarassos
multiples fins al moment. Segons els seus resultats, el cribratge presenta una sensibilitat del 100
per la trisomia 21%. Tot i aix0, el baix nombre de la cohort estudiada (n= 986) impedia treure

resultats concloents!?®.

Segons Gil et al., Un total de cinc estudis informen de la precisié del métode de cribratge amb
cfDNA fetal per les trisomies 21, 18 (Taula 2) en embarassos multiples®. En canvi, fins a
I'actualitat, només tres articles avaluen la sensibilitat i la taxa de falsos positius per la deteccio
de la trisomia 13. Els resultats van des d’un FPR del 019 % al 0’4 %. La taxa de deteccio és del
66’7 %48,117,118.

Taula 2: Estudis sobre la precisio de les NIPT per la deteccid de les trisomies 21i 18 en
embarassos gemel-lars

Trisomia 21 Trisomia 18

Estudi

Sensibilitat Especificitat PPV NPV Sensibilitat Especificitat PPV NPV
Huang 100% 100% 100% 0°0% 50% 100% 100% 0°0%
(2014
Le Conte 100% 99°7%  T5% 25% 100% 100% 100% 0°0%
(2018) '8
Yang 100% 100% 100% 0°0% 100% 100% 100% 0°0%
(2018)!120
Yu 100% 100% 100% 0°0% 100% 100% 100% 0°0%
(2019)1"7
Gil 100% 100% 100% 0°0% 90% 99°9%  90% 10%
(2019)*8

Només es dona el nom del primer autor.
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4.1.3 Precisioé de la prova en general

Un dels avantatges que presenten les noves tecnologies de cribratge a partir del cfDNA fetal és
la seva precisié en vers la deteccié de diverses condicions d’interés, a part de la identificacié de
possibles aneuploidies. A continuacié es presenten els resultats de diferents estudis respecte
varies condicions detectaves per proves prenatals.

Deteccid del sexe del nounat

Les NIPT van ser emprades per identificar el sexe d’un fetus per primera vegada I'any 1997 per
Lo et al. es va detectar el cromosoma Y per poder diagnosticar el génere®. Amb una revisié de
diferents estudis, disponible a la taula 3, es pot observar que, en general, les proves no invasives
presenten una sensibilitat del 97’8 % (95 % I.C. 96’7 % al 98’8 %), una especificitat
d’aproximadament 976 % (95 % I.C. 96’2 % al 99’0 %), un PPV del 98'2% (95% I.C. 97'2% al 992
%) iun NPV del'1’8 % (95 % I.C. 0'08 % al 2’7 %).

Pels estudis revisats, 11 (de 60) presenten resultats impossibles d’interpretar, la NIPT va
fracassar. La principal causa és una baixa preséncia de cfDNA fragmentat en les mostres. En el
cas dels falsos positius, els autors reclamen una possible contaminacié de la mostra, tot i que
aix0 no es confirma en cap estudi.

Taula 3: Estudis sobre la implementacid de les NIPT per la deteccié del sexe dels nounats

Estudi TP FP FN TN Sensibilitat Especificitat PPV NPV
Lo (1997)% 24 0 6 13 80,00 100,00 100,00 0,00
Smid (1999)!! 16 1 0 10 100,00 90,91 94,12 5,88
Chen (2001)'?? 44 0 2 19 95,65 100,00 100,00 0,00
Al-Yatama (2001)'% 53 3 2 22 96,36 88,00 94,64 5,36
Costa (2001)'4 61 0 0 60 100,00 100,00 100,00 0,00
Rijnders (2001)!% 23 0 1 21 95,83 100,00 100,00 0,00
Sekizawa (2001)!26 139 0 4 159 97,20 100,00 100,00 0,00
Zhong (2001)'?7 19 0 o0 11 100,00 100,00 100,00 0,00
Wei (2001)'28 16 0 0 18 100,00 100,00 100,00 0,00
Siva (2003)!% 10 30 11 100,00 78,57 76,92 23,08
Cremonesi (2004)!3° 183 0 5 168 97,34 100,00 100,00 0,00
Rijnders (2004)'3! 35 0 1 29 97,22 100,00 100,00 0,00
Hwa (2004)!32 20 0 3 33 86,96 100,00 100,00 0,00
Ho (2004)!3* 13 0 o0 10 100,00 100,00 100,00 0,00
Zhao (2004)'34 29 4 0 11 100,00 73,33 87,88 12,12
Hyett (2005)!3° 13 0 o0 15 100,00 100,00 100,00 0,00
Zhu (2005)!3¢ 17 2 0 13 100,00 86,67 89,47 10,53
Zolotukhina (2005)!3 34 32 21 94,44 87,50 91,89 8,11
Zhou (2005)!38 68 0 4 26 94,44 100,00 100,00 0,00
Ge (2006)'* 40 0 2 34 95,24 100,00 100,00 0,00
Deng (2006)'4° 30 0 0 34 100,00 100,00 100,00 0,00
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Davalieva (2006)'!
Chi (2006)!42
Martinhago (2006)'43
Santacroce (2006)!4
Al-Yatama (2007)!45
Boon (2007)46

Liu (2007)"47

lllanes (2007)'4

Bustamante-Aragones
(2008)'4°

Picchiassi (2008)!5"
Tungwiwat (2008)'!
Minon (2008)'32
Vecchione (2008)!3
Wagner (2008)'3
Sesarini (2009)'°
Hyland (2009)'5¢
Wang (2009)'%7
Akolekar (2010)'38
Scheffer (2010)!%
Vora (2010)'%°

Hill (2011)!6!

Tynan (2011)'62
Sehnert (2011)!63
Sirichotiyakul (2011)'¢4
Mortarino (2011)!63
Zadeh (2011)'%
Aghanoori (2012)'¢7

Fernandez-Martinez (2012)!6

Rong (2012)'%
Sbarsi (2012)!7°
Kolialexi (2012)!""
Kim (2012)!72
Lim (2012)!3

Lau (2012)™

Perlado-Marina (2013)'7

Moise (2013)!7
Nicolaides (2013)'7
Porreco (2014)'77

25

36
22
25
44
13
15

177

81
95
278

154
33
24
41
90
105
30
209
74
23
72
63
6
92
220
25
10
10
81
99
61
111
167
116
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40
18
20
52
17
10

163

61
71
266
18
129
20
16
37
119
81
22
194
70
19
86
103

100
183
15
10
5
77
104
47
115
168
109
1681

89,29
100,00
92,31
100,00
96,15
100,00
100,00
100,00
96,72

98,78
97,94
100,00
100,00
96,25
97,06
100,00
100,00
98,90
100,00
100,00
99,05
98,67
100,00
100,00
81,82
100,00
93,88
100,00
100,00
100,00
100,00
98,78
100,00
100,00
100,00
99,40
100,00
99,82

100,00
100,00
100,00
100,00
90,91
96,30
100,00
90,91
100,00

96,83
100,00
100,00
100,00
100,00
90,91
100,00
100,00
99,17
100,00
100,00
100,00
93,33
100,00
100,00
99,04
100,00
98,04
99,46
100,00
100,00
100,00
96,25
100,00
100,00
100,00
99,41
100,00
99,76

100,00
100,00
100,00
100,00
92,59
95,65
100,00
93,75
100,00

97,59
100,00
100,00
100,00
100,00
94,29
100,00
100,00
98,90
100,00
100,00
100,00
93,67
100,00
100,00
98,44
100,00
97,87
99,55
100,00
100,00
100,00
96,43
100,00
100,00
100,00
99,40
100,00
99,76

0,00
0,00
0,00
0,00
7,41
4,35
0,00
6,25
0,00

2,41
0,00
0,00
0,00
0,00
5,71
0,00
0,00
1,10
0,00
0,00
0,00
6,33
0,00
0,00
1,56
0,00
2,13
0,45
0,00
0,00
0,00
3,57
0,00
0,00
0,00
0,60
0,00
0,24

Només es dona el nom del primer autor. Els estadistics de sensibilitat, especificitat i els valors
predictius estan representats en percentatge.
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Deteccid de malalties hemolitiques del nounat

En total, trenta estudis seleccionats avaluen la precisié de les proves no invasives per detectar
malalties hemolitiques com la rhesus D en els nounats. Segons els resultats observats (Taula 4),
es pot resumir que les proves no invasives presenten una sensibilitat del 97’2 % (95 % I.C. 95’5
% al 99 %), una especificitat d’aproximadament 94’7 % (95 % 1.C. 90’8 % al 99 %), un PPV del
97’8 % (95 % 1.C. 96’1 % al 100 %) i un NPV del 22 % (95 % 1.C. 004 % al 3’9 %).

Pel que fa a la taxa de fracas de la prova, 13 estudis presenten resultats intel-ligibles. La majoria
no identifica la causa, o no la presenta en el seu estudi. Tot i aix0, en el cas dels resultats erronis;
falsos positius o negatius; un baix percentatge d’ADN fetal podria ser la causa. A part, no es
descarta la contaminacié de la mostra o un error en el procediment.

Taula 4: Estudis sobre la implementacid de les NIPT per la deteccié malalties hemolitiques

en nounats

Estudi TP FN FP TN Sensibilitat  Especificitat PPV NPV
Lo (1997)% 37 0 2 18 94,87 100,00 100,00 0,00
Zhong (2001)'?7 26 0 1 7 96,30 100,00 100,00 0,00
Costa (2002)!2* 62 0 0 40 100,00 100,00 100,00 0,00
Siva (2003)'% 17 2 3 4 85,00 66,67 89,47 10,53
Turner (2003)!'78 30 0 4 14 88,24 100,00 100,00 0,00
Rijnders (2004)!3! 43 1 0 28 100,00 96,55 97,73 2,27
Hromadnikova 24 0 0 21 100,00 100,00 100,00 0,00
(2005)!7

Gautier (2005)'80 170 0 0 102 100,00 100,00 100,00 0,00
Zhou (2005)'38 68 0 0 26 100,00 100,00 100,00 0,00
Machado (2006)!8! 58 1 1 15 98,31 93,75 98,31 1,69
Al-Yatama (2007)'% 21 0 5 28 80,77 100,00 100,00 0,00
Rouillac-Le (2007)!82 229 2 0 77 100,00 97,47 99,13 0,87
Minon (2008)'%2 359 1 0 185 100,00 99,46 99,72 0,28

Hyland (2009)!3¢ 95 0 0 40 100,00 100,00 100,00 0,00
Grill (2009)!83 122 2 5 49 96,06 96,08 98,39 1,61

Wang (2009)'7 60 5 0 10 100,00 66,67 92,31 7,69
Sesarini (2019)'% 34 6 2 18 94,44 75,00 85,00 15,00
Aykut (2010)!34 21 0 0 8 100,00 100,00 100,00 0,00
Mohammed (2010)'%5 12 3 1 5 92,31 62,50 80,00 20,00
Gunel (2010)!8¢ 7 0 0 12 100,00 100,00 100,00 0,00
Achargul (2011)'% 83 1 5 31 94,32 96,88 98,81 1,19
Bombard (2011)'88 278 3 4 121 98,58 97,58 98,93 1,07
Tynan (2011)!62 86 0 0 62 100,00 100,00 100,00 0,00
Han (2012)'% 24 0 0 8 100,00 100,00 100,00 0,00
Clausen (2012)!° 1368 6 2 862 99,85 99,31 99,56 0,44
Sbarsi (2012)!7° 13 0 0 7 100,00 100,00 100,00 0,00
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Moise (2013)176
Manzanares (2013)%!
Polin (2013)'%?
Chitty (2015)!%3

220 3 1
73 1 1
88 0 0

2563 18 19

96

40

34
1920

99,55
98,65
100,00
99,26

96,97
97,56
100,00
99,07

98,65
98,65
100,00
99,30

1,35
1,35
0,00
0,70

Només es dona el nom del primer autor. Els estadistics de sensibilitat, especificitat i els valors
predictius estan representats en percentatge.

4.1.4 Precisioé de la prova per aneuploidies

Tot i que tots els estudis concorden en la gran sensibilitat de les NIPT amb ADN fetal lliure, els
valor exactes varien segons el disseny de I'estudi i la seva metodologia.

Segons la revisié de Taylor-Phillips S, Freeman K, Gepper J, et al., la gran majoria dels estudis

actuals presenten un gran biaix. Pel que fa a la precisié de la prova per les trisomies 13, 18 i 21;
la sensibilitat varia des del 99 % (95 % I.C. 98’9 % al 99’6 %) per la sindrome de Down, el 97°4 %
(95 % 1.C. 95’8 % al 98’4 %) per la sindrome d’Edwards i el 97’4 % (95 % |.C. 86’1 % al 99’6 %) per
la sindrome de Patau. L’especificitat, en canvi, roman en el 99°9% (95 % I.C. 99’9 % al 100 %) per
totes tres trisomies. El mateix treball detecta una disminucié en la sensibilitat pels embarassos

gemel-lars®.

Taula 5: Estudis sobre I'aplicacié de les NIPT per les tres trisomies més comunes

Estudi T21 T18 T13

Chen (2011)!% NA 91°9, 78°1-98°3 100, 86°3-100
Palomaki (2011)!% 98’6, 95°9-99°7 100, 93°9-100 91°7,61°5-99’8
Sehnert (2011)!63 100, 75°3-100 100, 63°1-100 NA
Ashoor (2012)!%8 100, 92°9-100 98°0, 89°4-99°9 80°0, 44°4-97°5
Bianchi (2012)'% 100, 95°9-100 97°2,855-99°9 78°6,49°2-95°3
Jiang (2012)'% 100, 79°4-100 100, 73°5-100 100, 15°8-100
Lau (2012)!74 100, 71°5-100 100, 69°2-100 100, 15°8-100
Nicolaides (2012)'% 100, 63°1-100 100, 15°8-100 NA
Norton (2012)'%3 100, 95°6-100 97°4, 86’2-99°9 NA
Sparks (2012)!% 100, 90°3-100 100, 63°1-100 NA

Guex (2013)"7 100, 88°4-100 95’0, 75°1-99°9 100, 75°3-100
Liang (2013)!%8 100, 91°0-100 100, 75°3-100 100, 29°2—-100
Nicolaides (2013)'%7 100, 86°3-100 100, 29°2-100 100, 2°5-100
Song (2013)!° 100, 63°1-100 100, 15°8-100 100, 2°5-100
Bianchi (2014)>! 100, 47°8-100 100, 15°8-100 100, 2°5-100
Pergament (2014)2% 100, 93°8-100 100, 85°8-100 100, 71°5-100
Porreco (2014)!77 100, 97°3-100 92°3,79°1-98°4 87°5,61°7-98°5
Shaw (2014)%! 100, 71°5-100 100, 59°0-100 87°5,61°7-98°5
Stumm (2014)>% 97°06, 87°2-99°9 100, 63°1-100 100, 47°8-100
Quezada (2015)%% 100, 89°1-100 90°0, 55’°5-99°8 40°0, 52°8-85’3
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Norton (2015)% 100, 91°0-100 90°0, 55°0-100 100, 16°0-100
Song (2015)%* 100, 15°8-100 100, 2°50-100 100, 2°5-100

Només es dona el nom del primer autor. Els valors indicats sén les taxes de deteccié (Interval de
confianca, %).

4.2 Errors en la prova de cribratge prenatal no invasiu

Una de les métriques que sovint es passa per alt en I'avaluacié de les proves amb cfDNA és la
taxa de proves erronies o de resultats indeterminats. Aquesta és el percentatge de pacients
sense resultats o amb resultats impossibles d’interpretar'?. Segons la bibliografia cercada, hi

podem trobar tres causes principals*®112205;

e Problemes tecnics en el laboratori. Aquests poden ser administratius, com son els errors
a I’hora d’etiquetar les mostres o de transportar-los.

e Baix nivell d’ADN fetal, el que se sol anomenar fetal fraction. En la majoria de laboratoris,
es considera que els resultats no son valids si el percentatge d’ADN placentari dins la
mostra és inferior al 4 %.

e Errors en I'analisi de la mostra. Aquests son problemes originats en el laboratori mentre
es treballa amb la mostra. Poden ser errors durant I'extracci6 de I’ADN, la seva
amplificacié o la seva seqiienciacid, entre altres.

Si observem la taula 6, on es presenten els percentatges de fracassos en el laboratori per errors
tecnics de diferents estudis, veurem que la taxa de fracas es troba quasi sempre entre el 0 % i el
5 9%°1:103,105-108,174,177,195,196,195-204 'n cas on la taxa de fracas supera el 5 % el trobem a I'article de
Pergament et al. Aquest analitza les mostres de 1051 pacient emprant un algoritme basat en els
polimorfismes d’un Unic nucleotid i identifica que no hi ha resultat pel 16 % de les aneuploidies
reals. El 50 % de les mostres que fracassen es deuen en el fet que el percentatge d’ADN
fragmentat és molt inferior del 4 % estipulat en el protocol general per a les NIPT?%2%, A més,
també demostra que les mostres que han fracassat, tenen una probabilitat més alta de patir

defectes congénits'*2%,

Taula 6: Fracassos en els NIPT a causa d’errors tecnics

Estudi Aneuploidies cercades Pacients Percentatge de fracas
Palomaki (2011)!% 21,18,13 1988 0’86
Ashoor (2012)!%8 21,18,13 2167 2’86
Bianchi (2012)!% 21,18,13 1696 077
Jiang (2012)!% 21,18,13 11105 1’58
Lau (2012)!74 21,18,13,SCA 1982 1’16
Nicolaides (2012)'% 21,18 2049 4’88
Norton (2012)'% 21,18 3228 4’58
Nicolaides (2013)'%7 21,18,13,SCA 100000 1’93
Song (2013)!% 21,18,13,SCA 1916 3’81
Bianchi (2014)%! 21,18,13 2050 0’39
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Pergament (2014)2% 21,18,13,SCA 1051 8°09

Porreco (2014)!77 21,18,13 3430 315
Shaw (2014)20! 21,18,13,SCA 85399 0°12
Stumm (2014)2? 21,18,13 1005 478
Quezada (2015)2%3 21,18,13 2905 4°23
Song (2015)204 21,18,13,SCA 5974 0°72

Només es dona el nom del primer autor. SCA, aneuploidies en els cromosomes sexuals (en angleés,
sex chromosome aneuploidy).

4.2.1 Possibles causes d’un error en la prova

Un resultat positiu fals succeeix quan el resultat d’'una prova de cribratge a partir de cfDNA fetal
és anomal. No coincideix amb el resultat diagnosticat a partir d’un cariotip o chip de
cromosomes (En anglés, chromosome microarray o CMA).

Recentment, Hartwig et al., va realitzar una revisié sistematica de la literatura sobre les NIPT
publicada des de I'l de gener de 1997 fins a I'1l de mar¢ de 2016, cercant per evidencies
especifiques de resultats discordants. Els investigadors van trobar que el 88 % dels resultats
discordants eren falsos positius i un 12 % eren falsos negatius, dels quals, un 54 % van ser
originats a partir de problemes técnics o bioldgics®.

A part dels problemes técnics, la principal causa de resultats erronis o fracas de la prova, sén
condicions maternes especifiques. Entre les més importants, trobem: problemes médics i el seu
tractament, cancer, alteracions en els cromosomes sexuals, mosaicisme i variacions en el
nombre de copies, entre d’altres?®.

Segons Bianchi et al., una afeccié medica en la mare (o el tractament d’aquesta) pot comportar
I'obtencié de resultats positius falsos en proves de cribratge no invasives. Per aquesta rag, els
investigadors suggereixen introduir les alteracions de 'ADN matern a I’'hora d’orientar i
assessorar els progenitors2%,

Chan et al. calcula que aproximadament un 2-3 % de les proves de cribratge no invasives
retornen resultats poc concloents. Aquests inclouen problemes en la logistica a causa d’errors
en l'extracci6 de la mostra, el transport i emmagatzematge d’aquesta, o practiques de
laboratori. Amb tot aix0, el més comu segueix essent un percentatge insuficient d’ADN fetal
lliure?®’.

L’estudi de Chan et al., descriu que les dones amb resultat erroni presentaven baixos nivells de
PAPP-a i fBhCG, aixi com un nivell significativament més alt d’'index de pulsacions a I’arteria
uterina (en angleés, uterine artery Pl) que el de les progenitores que van rebre els resultats
correctament. A la Taula 7 es mostren les comparacions detallades. Els investigadors informen
que la mitjana d’edat en la cohort amb errors en les NIPT és més alta. A més, detecten un risc
significativament major de presentar major proporcié d’aneuploidies cromosomiques (6’5 %
vers 0'2 %, P < 0’0001), preeclampsia (11 % contra 1’5 %, P < 0’0001), diabetis gestacional (23 %
contra 7’5 %, P < 0°0001) en comparacié amb la poblacié general®”.
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Taula 7: Comparacid dels valors de diferents marcadors funcionals de la placenta entre un
cohort on les NIPT han fracassat i un cohort amb resultats (Chan et al., 2017)

Mitjanes del cohort  Mitjanes del cohort P-valor a partir de la

Marcadors funcionals amb fracas a la NIPT amb éxit a la NIPT prova de U de Mann-

de la placenta estudiats

(mida de la mostra) (mida de la mostra) Whitney
PAPP-A MoM 0’75 (99) 1’14 (2469) < 0’0001
PIGF MoM 0’93 (58) 1 (2252) 0’07
fBhCG MoM 0’71 (100) 1’01 (12.515) < 0’0001
Uterine artery PI 1’79 (86) 1765 (2959) 0°02

PAPP-A, proteina plasmatica A associada a I’embaras (en anglés, pregnancy-associated plasma
protein A); PIGF, factor de creixement placentari (en anglés, placental growth factor); fphCG,
gonadotropina corionica humana lliure (en anglés, free beta hCG); MoM, miiltiple de la mitjana.

4.2.2 Implicacions d’un fracas en la prova de cribratge no invasiu

El fracas en una prova de deteccio pot arribar a tenir un alt impacte en la seva precisié i es que,
en la gran majoria de laboratoris, la taxa de fracas no es té en compte a I'hora de calcular els
estadistics de sensibilitat i especificitat de la prova de cribratge no invasiu (NIPT).

Enfront d’'una prova erronia, en la qual no s’obtingui un resultat o aquest no pugui ser
interpretat, el Col-legi Nord-america d'Obstetres i Ginecolegs (ACOG, per les seves sigles en
anglés) recomana la repeticié de la prova o el pas a proves invasives de diagnostic, ja que els
estudis realitzats fins ara relacionen el fracas de la prova amb un risc elevat de patir una alteracio
congénita®. De la mateixa manera, el comité de genética de la societat de medicina materno-
fetal recomana una avaluacié amb ultraso i I'Us de proves de diagnostic, a causa de I'alt risc del
nadd per presentar una aneuploidia®®. Tot i aix0, cal entendre que un fracas en la prova de
cribratge a partir d’ADN fetal lliure, incrementa la taxa de falsos positius i disminueix el valor
predictiu positiu, tal com es pot veure a la taula seglient. A més, aquesta mateixa taxa de fracas
implica un augment de I'Gs de les proves de diagnostic invasiu que, no només tenen un cost
econodmic, sind que a més comporten un risc de causar un avortament involuntari.

Per tal de poder avaluar en profunditat les implicacions cliniques d’un fracas en les NIPT, s’ha
fet Us d’un model teoric on una poblacié de 372.777 embarassades (nombre de naixements a
Espanya I'any 2018%%) realitza un cribratge no invasiu a partir de cfDNA en 5 laboratoris amb
una taxa de fracas dels estudis anteriors (012 %%, 0’39 %°!, 1’16 %74, 4’88 %% i 8’09 %) i
una sensibilitat reportada del 99’9 %. Si assumim que la incidéncia de la sindrome de Down és
de I'1:691, s’espera que aproximadament 540 pacients presentin la trisomia 21 en aquest
cohort?%. A més, s’assumeix que tots els positius i fracassos comporten una prova de diagnosis,
I’'amniocentesi, amb un risc del 0’11 % d’originar avortament’?. A la taula 8 podem observar que,
en el millor dels casos, es realitzarien 447 tests invasius addicionals i, comportaria la peérdua d’un
embaras. A més, la sensibilitat passaria del 99’9 % al 99’8 % amb un PPV del 54’8 %. En el cas
contrari, amb una taxa de fracas del 809 %, es realitzarien 30.158 test invasius addicionals amb
una sensibilitat del 91’9 % (es detecten 496 dels 540 possibles) i un PPV del 1’76 %.
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Taula 8: Model teoric de les implicacions dels fracassos en les NIPT en una poblacié hipotética
de 372.777 pacients, assumint que la incidéncia de la trisomia 21 és del 1:691 i la
probabilitat d’afectar I'embaras a causa de I'amniocentesi és del 0'11%

Taxa de Taxa de Taxa de Proves de Avortaments
. </ Casos . s . . PPV . .
fracas dela  deteccio detectats deteccio real diagnostic (%) originats per
prova (%) (%) (%) necessaries 0 proves invasives
0’12 99°9 539 99’8 986 54’8 1
0°39 99°9 538 99°6 1.992 27’1 2
1’16 99°9 534 98’9 4.858 11’1 5
4°88 99°9 514 95°2 18.696 2°89 21
8’09 99°9 496 91°9 30.654 1’76 34

NIPT, proves prenatals no invasives (en anglés, non-invasive prenatal testing); PPV, valors predits
positivament o valor predictiu positiu (en anglés, positive predictive value).

La mateixa ACOG suggereix la repeticio de la prova sempre que no hagi sigut possible obtenir un
resultat en el primer intent®®. Tot i aixd, molts dels estudis revisats en aquest treball indiquen
que en aproximadament el 50 % dels casos, aquesta repeticid, no ha donat bons resultats®®.
Segons aquests estudis, com el de Palomaki et al., la repeticié de la prova només presenta una
eficiencia del 30 % i, a causa de I'espera (de 10 a 15 dies laborals), porta insatisfaccié a les

pacients®. Aquesta espera, a més, pot limitar el poder de decisié dels progenitors.

4.3 Us dels ¢fDNA com a prova de contingéncia

El cribratge prenatal a partir d’ADN fetal lliure presenta una sensibilitat d’aproximadament el
90 % per detectar trisomies 21, 18 i 13, amb una taxa de falsos positius (FPR) del 5 %?!. Una
solucié per aprofitar la seva gran sensibilitat i disminuir els falsos positius seria la implementacid
de les NIPT com a cribratges de contingéncia. D’aquesta manera, en introduir els cfDNA a les

proves rutinaries es poden abaratir costos i millorar la deteccié d’alteracions congénites”1%,

A partir dels estudis revisats, trobem que aquest cribratge combinat detecta el 100 % de les
trisomies 21 i el 98 % de les trisomies 18212, |’utilitat més gran del métode de contingéncia és
detectar el risc de cada pacient. Amb un 100 % de precisio, les NIPT sén capacos d’identificar el
grup de risc (alt, intermedi o baix) de 'embaras?’.

Segons Galeva et al., en un grup de risc alt, la decisié dels progenitors entre CVS i el cribratge
amb cfDNA sol acabar en la prova invasiva (Taula 9). En tres de cada sis casos de sindrome de
Down, els progenitors decideixen dur a terme una prova de diagnostic?'?. Es calcula que per

2050, la poblacié amb la sindrome de Down sera quasi inexistent?!3,
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Taula 9: Caracteristiques de I'estudi poblacional a 917 embarassades d’acord amb el risc
de presentar la trisomia 21, 18 0 13 (Galeva et al.,2019)

Risc per Trisomies 21, 18 0 13

Alt (n=47) Intermedi (n=203) Baix (n=667)
Risc estimat (1 de cada X) 24 (5-57)* 463 (276-1182)* 3833 (1952-7321)
Decisié dels progenitors:
Cribratge per cfDNA 27 (57.4) 186 (91.6) (6]
Biopsia de vellositats corioniques 17 (36.2) 0] 9]
Cap 3 (6.4)* 17 (8.4)* 667 (100)

Les dades es troben representades com valors o en percentatge. Alt risc: persones amb una
probabilitat igual o superior a 1:10 o amb una transpareéncia en la nuca >3 mm; Risc moderat o
intermedi: persones amb una probabilitat entre 1:11 i 1:1500; Baix risc: persones amb una
probabilitat inferior a 1:1500. *Diferéncies significatives amb el grup de baix risc.

4.4 Implementacio clinica de NIPT com a cribratge rutinari

Des de la seva primera implementacio clinica I'any 2011, el cribratge amb cfDNA fetal en sang
materna s’ha anat estenent arreu del mén. Amb el temps, els hospitals més especialitzats en la
deteccid i diagnostic prenatal d’alteracions congénites, estan incorporant les proves no invasives
(NIPT) al seu ventall de proves rutinaries avancades?!*. En especific, a Europa ja hi ha laboratoris
que ofereixen les NIPT, amb cap perill de provocar d’avortaments espontanis, per totes les
dones embarassades?®®.

4.4.1 Actual situacio de les proves prenatals no invasives a Espafa

El test prenatal no invasiu ja s’ofereix a les embarassades en la sanitat publica de diverses
comunitats autdnomes; com sén Catalunya®!®, Castilla y Ledn?Y, Comunitat Valenciana®',
Andalucia?'®, Cantabria®?® i Principado de Asturias??l. Tot i aixd, encara no existeix un protocol

nacional que reguli la deteccié d’aneuploidies, i altres, en I’ADN fetal lliure en sang materna?*,

A la taula 10 podem observar les principals caracteristiques de les proves no invasives
disponibles al mercat amb els seus preus.
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Taula 10: Proves prenatals no invasives disponibles des d’Espanya (Desembre 2019)

Prova Fabricant Pais Elegibilitat Métode Preu

Baby Test Plus??? Sistemas Genomicos Espanya Alt risc NGS 450
Harmony??3 Ariosa Diagnostic - Roche EE.UU. General i altrisc TMPS (DANSR) 485
MaternitiT21 Plus?* Sequenom EE.UU. Alt risc MPSS 1200
NACE??» igenomics Espanya General i alt risc NGS 545
Neobona??¢ Labco-Illumina Europa  General i alt risc MPSS 480
Panorama??’ Natera EE.UU. General i alt risc SNP TMPS 510
Trisomin NIMGenetics Espanya Alt risc NGS 575
Verifi??* Verinata Health (Illumina) EE.UU. Altrisc MPSS 947

El preu esta representat en EUROS. Només hi ha les proves disponibles per tot el territori espanyol.
MPSS, seqiienciaci6 massiva en paral-lel (en anglés, massively parallel shotgun sequencing); NGS,
seqiienciaci6 de nova generaci6 (en anglés, Next Generation Sequencing); SNP, polimorfismes de
nucleotids simples (en anglés, single nucleotide polymorphisms); TMPS, seqiienciacié massiva dirigida en
paral-lel (en anglés, targeted massively parallel sequencing).

4.42 Viabilitat de la implementacié del cribratge amb cfDNA a tot el pais

4.4.2.1 Avaluaci6 de la relacio cost-rendiment de la prova

Substituir les técniques de cribratge convencional per les proves amb cfDNA reduiria la despesa
del sistema sanitari si el cost de la prova és inferior als 744 € per la poblacié general®®,
Actualment, el cost d’una prova prenatal no invasiva ronda els 600 € sense asseguranca®®. Les
variables més importants a tenir en compte son el temps per I'obtencié de resultats, el cost del
cribratge, la reduccid de les perdues fetals relacionades amb les proves invasives i la taxa de
naixements viables. En el cas de I'estudi de Benn P, Cumow KJ, et al., 2015, de les 13.176
participants amb embarassos afectats, les NIPT van detectar el 96’5 % dels casos, comparat amb
el 85’9 % resultant de cribratges convencionals. Aixd va comportar una disminucié de les proves
de diagnostic invasives del 60 %%,

Sanchez-Duran et al. van avaluar, I'any 2019, I'aplicacié clinica dels NIPT com a métode de
contingéncia en embarassades de risc moderat realitzant un cribratge per les trisomies 21, 18 i
13. Especificament, es compara I'Gs de les NIPT com a segona linia en pacients amb resultat
positiu pel cribratge habitual enfront del cribratge rutinari de primer/segon trimestre (sense
NIPT) en dones embarassades. Es realitza una analisi del cost en vers el rendiment en el qual,
per mitja d'un model, s’avaluen diferents mesures dels resultats amb el cost directe dels
pagadors. El model divideix la poblacié en dues cohorts depenent del métode emprat. En primer
lloc, els embarassos estudiats amb els métodes convencionals, que es dividiran en dos grups
segons el seu risc detectat; alt (risc 21:250) o baix risc (< 1:250). En segon lloc, les gestacions
estudiades a partir del métode de contingéncia; dividides en tres grups: alt risc (risc 21:10 o una
transparéncia a la nuca 23 mm), risc moderat (risc entre 1:11 a 1:1500) i baix risc (< 1:1500). A
aquelles dones amb un risc moderat, se’ls hi va oferir realitzar un cribratge a partir de I’ADN
fetal lliure a la sang materna3..
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El cost de les dues cohorts va ser bastant similar, tot i que el cribratge de contingéncia amb NIPT
si que va ser lleugerament més car. S'observa, també, que aquest Ultim metode presenta una
sensibilitat molt més alta per totes tres trisomies i una reduccié important en el nombre de
proves de diagnostic invasiu realitzades. Amb aix0, els autors poden concloure que I'estratégia
de contingéncia té una millor relacid cost-rendiment3?.

Fairbrother et al. suggereixen que un cost de 407 €, o menys, posaria els NIPT com la prova de
cribratge principal per sobre dels metodes convencionals. Aquest valor es va basar en el
rendiment de cribratges rutinaris per la deteccid de la sindrome de Down, la sindrome
d’Edwards i la sindrome de Patau pero no per la monosomia associada al cromosoma X. L'estudi
presenta un cost total per I'estratégia de contingencia de 3.433.218.000 € amb un cost de
497.909 € per cas detectat. Tot i no presentar el cost total de I'estratégia alternativa, I'estudi
conclou que, sempre que el cost de la prova sigui inferior als 407 €, el cribratge amb NIPT es
presenta com |’alternativa més eficient amb menor cost?*.

Benn et al. és un altre estudi en el qual els autors utilitzen el test prenatal Harmony fabricat per
Ariosa Diagnostic, departament prenatal de Roche??2%, Aquest estudi analitza el valor
economic de substituir el cribratge habitual per detectar aneuploidies fetals amb les noves
tecnologies de cribratge prenatal no invasives (NIPT) en la poblacié general. Es realitza una
analisi de la relacié cost-rendiment. El resultat de I'estudi presenta una reduccié de les proves
de diagnostic invasiu entre el 73’5 % i el 90’9 %%,

La taula 11 representa els resultats del cas base avaluat per Garcia Pérez et al. En aquest, el cost
mitja del programa de cribratge prenatal actual per una poblacié de 100.000 dones
embarassades puja fins als 97.675.449 €, amb un cost per pacient de 963 €, mentre que el cost
de I'estrategia de cribratge prenatal que incorpora les proves de deteccidé no invasives com a
contingéncia és de 95.609.469 €, amb un cost per pacient de 949 € aproximadament. Els casos
diagnosticats s’ha estimat a partir del ratio d’incidéncia de les aneuploidies congénites i ha
resultat en 296 i 287 pel metode rutinari i de contingéncia, respectivament. Per tant, per una
poblacié de 100.000 embarassades, el cribratge amb NIPT suposaria un estalvi de 2.065.980 €.
El RCEl es va estimar en 234.596 € per cas de trisomia correctament detectat®’.

Taula 11: Resultat del model teoric (per 100.000 embarassos) de I'estudi de Garcia Pérez

etal., 2016
Caracteristiques Preu (Abril 2016) Casos diagnosticats
Cribratge tradicional (sense NIPT) 97.675.449 296
Cribratge prenatal amb NIPT 95.609.469 287
Diferéncia -2.065.980 -9
RCEI 234.596 €/cas*

Preu en EUROS (€). RCEI: Ratio cost-efectivitat incremental (RCEI = A Cost / A Efectivitat)
(*) RCEI positiva, ja que la diferéncia entre I’efectivitat i el cost tenen el mateix sentit. Negatiu en
aquest cas, indicant que I’estratégia avaluada és més economica i és més efectiva.
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A la taula 12 queden representats els resultats de I’analisi de I'impacte pressupostari del
programa de cribratge prenatal per la deteccid de trisomies amb I'escenari actual o amb diversos
escenaris teorics d’acord amb I'estudi de Garcia Pérez et al. En aquest cas teoric, s’ha utilitzat
un preu base dels NIPT de 289 €. Aquest va ser el recentment adjudicat en un concurs public en
un hospital de Santander®” %!, Es pot observar com, amb una cobertura publica del 80 %,
I'impacte econdmic és negatiu. Té menor impacte que els métodes convencionals®’.

Taula 12: Resultat de I’analisi d’impacte pressupostari anual per diversos escenaris (Garcia
Pérez et al., 2016)

Poblacié (participacio del
80% dels embarassos)

Actual (sense NIPT) 325.373 317.809.791 € 0]

Hipotétic (amb NIPT)
Cost del NIPT: 289 €

Escenari Impacte brut Impacte net

325.373 311.087.643 € -6.722.148 €

4.42.2 Preferéncia dels progenitors

Per tal de calcular els estadistics d’'una prova, o directament la precisié d’aquesta, és molt
important tenir en compte la voluntat de les pacients. En aquest cas, si amb el resultat positiu
per qualsevol alteracié cromosomica d’una prova de cribratge, la dona embarassada no vol
continuar amb el diagnostic. Sera impossible arribar a discernir entre positius reals o erronis.
D’igual manera, enfront d’un resultat negatiu per qualsevol cribratge I'embarassada no realitza
cap prova de diagnostic, normal tenint en compte el perill que poden arribar a comportar, i el
seu resultat s’identifica com vertader fals sense cap validesa cientifica3"232,

Es per aixd que la voluntat de les pacient és molt important a ’hora d’avaluar la possible
implementacié del cribratge amb cfDNA. Segons Sdnchez-Durdn et al. Després d’una prova de
deteccid, més del 80 % de les embarassades en el grup de risc moderat van decidir realitzar una
NIPT, i més del 90 % de les dones que el van dur a terme van considerar que la duracié de la
prova i el temps fins a obtenir resultats va ser apropiat3%2%3,
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5. Discussio

5.1 Principals resultats de I’estudi

Els resultats d’aquest estudi confirmen la nostra hipotesi. Les proves de cribratge a partir de
I’ADN fetal lliure en la sang materna presenten una millora important en el poder de deteccio
d’anomalies cromosdmiques com son les aneuploidies. Les dades obtingudes corroboren la

46.95-102 Tot j qix0, les proves de

validesa analitica d’aquesta tecnica descrita en anteriors articles
deteccié no invasives no sén emprades clinicament pel cribratge d’alteracions en un Unic gen;
com soén les variacions en el genoma originades per canvis, relativament, petits en la seqliencia
de nucledtids; d’anomalies en el tub neuronal; com és el cas de I'espina bifida®>?34. Les NIPT
tampoc poden predir possibles complicacions durant les ultimes etapes de 'embaras®. Per tot
aixo, les noves técniques de deteccié anomalies cromosomiques no poden substituir a totes les
proves de cribratge habituals. Cal cercar una estrategia que s’aprofiti de la gran precisid de les

NIPT pero, alhora, no deixi de detectar altres alteracions com sén els defectes estructurals.

Aquest estudi ha donat validesa a la implementacié de les proves no invasives amb ADN fetal
lliure com a estratégia de contingéncia de les proves de cribratge combinades habituals per la
deteccié de les principals alteracions congénites?%3%212235236  E| test combinat tenia una
sensibilitat potencial del 87 % per la sindrome de Down i del 93 % per les sindromes d’Edwards
o Patau amb una taxa de positius falsos del 3'4 %; de manera individual, la taxa de deteccié per
les trisomies anteriors va ser del 98 % i 82 %, respectivament, amb una FPR del 0’25 %. La
practica de les NIPT com a estratégia de contingéncia, potencialment, podria identificar la
majoria dels embarassos afectats amb una taxa de procediments invasius molt baixa si totes les
dones amb un risc elevat escollissin les proves amb cfDNA per sobre de I’analisi de les vellositats

cori‘oniq Ue517'31’67’205'236'237.

5.2 Implicacions

Mentre que els estudis previs se centraven a avaluar laimplementacié de les proves de cribratge
no invasives com a alternativa de les tecniques de deteccié habituals, aquest treball demostra
la seva ineficacia i estudia I'estrategia de I'Gs de les NIPT com a metode de contingencia per
aquells grups de risc, reduint aixi el nombre de procediments invasius realitzats a la poblacid.

Els resultats d’aquest estudi esclareixen la viabilitat de la introduccié de les NIPT en el sistema
nacional de salut espanyol. Aquest treball ha permes identificar diversos articles i revisions
sistematiques enfocats en 'estudi de I'Us de les proves prenatals no invasives per la deteccid
d’alteracions congeénites; principals aneuploidies, com la trisomia 21. Els resultats obtinguts
corroboren que les proves de deteccié amb cfDNA treuen la millor utilitat com a proves de
cribratge i no pas com proves de diagnostic, de manera que un resultat positiu en les NIPT
requereix ser confirmada mitjangant una prova de diagnostic invasiva com I'amniocentesi o
I'analisi de les vellositats corioniques.

Amb tot aix0, els resultats obtinguts en aquest estudi demostren que és possible introduir el
cribratge no invasiu, amb ADN fetal lliure a la sang, al sistema nacional de salut com a prova
contingent dintre del programa de cribratge prenatal amb la finalitat de contribuir a la deteccio
de les aneuploidies més comunes.
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5.3 Comparaciéo amb estudis previs

Les dades presentades en aquest estudi provenen de la revisid sistematica de treballs previs
que, de manera generalitzada, estudiaven la implementacié del cribratge prenatal no invasiu a
partir d’ADN fetal lliure a la sang materna.

Totes les analisis identificades coincideixen en el fet que la sensibilitat d’aquest cribratge és molt
alta perla deteccié de la sindrome de Down i menys eficient per les sindromes d’Edwards i Patau.
Taylor-Phillips et al., van observar que I'eficacia més gran de les NIPT s’obtenia en poblacions
d’alt risc®. Altres estudis com el de Strom et al., també arriben a la conclusié que la prevalenca
influeix en gran manera a la precisié del cribratge no invasiu?*®242, La meta-analisi de Mackie et
al., en canvi, conclou que el risc de la cohort estudiada no influeix de manera significativa als
resultats de la prova. Aquesta dissensio pot ser explicada pels diferents criteris d’inclusid, ja que
en la seva revisid només s’inclouen estudis realitzats amb embarassos Unics i no es tenen en
compte les mides mostrals de la poblacié d’estudi?®. El criteri d’inclusié d’aquest treball si que
té present la mida de la cohort, ja que els resultats d’'una poblacié petita no sempre poden
arribar a ser representatius de la realitat.

El principal Us de I'estratégia de contingéncia és aprofitar la gran precisié de les NIPT i, a la
mateixa vegada, seguir obtenint informacié important; com és I'edat exacta de I'embaras, el
diagnostic d’anomalies fetals estructurals i embarassos multiples en etapes inicials de la
gestacid. Els estudis revisats en aquest treball permeten concloure que, amb la implantacié
d’aquesta estratégia de contingencia, les NIPT permeten millorar la deteccié d’anomalies
cromosomiques, disminuir I’Us de proves invasives; les quals comporten un perill per 'embaras;
i disminuir el cost, millorant aixi la relacid6 preu-rendiment del cribratge prenatal no
invasiu®729>236.237  Amb tot aix0, estudis com el de Lindquist et al., perceben un risc de pérdua
de diagnostics d’anomalies cromosdmiques amb I'Us de les proves de deteccid no invasives.
Aguesta discordancga pot ser explicada per la diferéncia en el criteri de seleccié de cada risc. En
I’estudi només s’identifiquen dos grups de risc; alt risc (21:10) i baix risc (< 1:11)?**. En canvi,
aquest treball incorpora tres grups de risc seguint les recomanacions del Col-legi Nord-america
d'Obstetres i Ginecolegs (ACOG, per les seves sigles en anglés); alt risc (risc 21:10 o una
transparéncia a la nuca >3 mm), risc moderat (risc entre 1:11 a 1:1500) i baix risc (< 1:1500)°.

5.4 Limitacions

La generalitzacid dels resultats esta limitada pel nombre de treballs enfocats en I'estudi de les
NIPT. Amb tot i aix0, hi ha alguns aspectes on la fiabilitat d’aquestes dades es veu afectada per
la manca de dades disponibles o la metodologia emprada. A causa de la manca de dades
disponibles, no es poden confirmar els estadistics de precisid; sensibilitat, especificitat i valors
predictius; del cribratge prenatal amb cfDNA en embarassos gemel-lars!?48118155,245

Un altre aspecte a tenir en compte és que, el rendiment teoric observat de l'estrategia de
contingéncia per la deteccid de trisomies no resulta en els mateixos avantatges a la realitat. A la
practica, la majoria de les dones amb resultat positiu per les proves combinades decideixen
prosseguir amb les proves de diagnostic invasiu per sobre de la prova amb cfDNA3V232233 Ajxo
comporta que, els avantatges identificats a partir de les analisis i avaluacions de I'impacte
econdmic que podria comporta introduir les NIPT, no siguin del tot valides3Z.
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6. Conclusio

La revisié bibliografica duta a terme en aquest treball, em permet concloure que:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Hi ha suficient evidéncia disponible per a demostrar la gran precisié de les NIPT per la
deteccidé d'alteracions congénites a part de les trisomies més conegudes. Els estudis
revisats, a més, observen una precisié de les NIPT semblant tant en embarassos Unics
com multiples per detectar la trisomia 21. Per altres aneuploidies, les dades existents
sOn massa petites per a distingir canvis significatius.
Les dones que no reben un resultat per a la prova de cribratge no invasiu, presenten un
increment del risc de patir una aneuploidia.
Les organitzacions internacionals més prestigioses recomanen la repeticid de la prova o
el pas a tecniques de diagnostic invasiu, en cas de fracassar la NIPT.

e Aix0 redueix la taxa de falsos negatius pero, alhora, comporta un augment de

les proves invasives. Es redueix el valor predictiu positiu.

La repeticio de la prova de cribratge amb cfDNA només resol el 50 %, aproximadament,
dels fracassos. El millor que es pot fer és optar per realitzar el cribratge en un laboratori
amb baixa taxa de fracas, ja que aquesta varia segons les instal-lacions.
La taxa de fracas és molt important i hauria de ser inclosa en les metriques d’una prova,
ja que taxes molt elevades impliquen una reduccié de la sensibilitat real i dels PPV; i un
augment de les proves invasives i dels avortaments involuntaris relacionats amb
aquestes.
La implementacio clinica del cribratge amb ¢cfDNA com a métode de contingéncia és
viable i, a més, podria comportar una major precisié a I’"hora de detectar alteracions
congeénites. Tot i aix0, la implementacid podria acabar tenint un impacte quasi negligible
en la realitat a I’hora de reduir el percentatge de proves invasives realitzades, per la
decisié dels progenitors.
La introduccié de les NIPT en el sistema nacional de salut requereix considerar molts
aspectes teécnics, organitzatius, legals i informatius, destacant especialment
I’establiment d’un sol consell genétic i un protocol de bones practiques nacional.
El cribratge prenatal a partir de cfDNA fetal es pot incorporar al sistema de salut public
com a prova de contingencia dintre del programa prenatal per la deteccié de les
trisomies 21, 18 i 13 igual que s’ha fet en algunes de les comunitats autonomes de I'estat
espanyol. Aixdo comportaria un impacte pressupostari net d’aproximadament 6.722.148
€ al sistema nacional de salut espanyol.
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