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1. INTRODUCCION

Se entiende como Diagnostico Prenatal a todas aquellas acciones diagnosticas
que pretenden objetivar durante el embarazo un defecto congénito (anomalia
del desarrollo morfolégico, estructural, funcional o genético presente en el
nacimiento (aunque puede manifestarse mas tarde). Se pretende confirmar la
ausencia o presencia de tal defecto con la mayor precocidad y certezas

posibles.

1.1. Ambitos que engloba el diagnostico prenatal
Alrededor del 3% de nacidos vivos presentan alguna anomalia
(incrementandose hasta el 4-7% al afio de vida). Dependiendo de la causa, se

pueden distinguir:

Anomalias cromosémicas:

Detectables en alrededor del 0.5-0.7% de los fetos y responsables del 12-14%
de los defectos congénitos. Pueden ser numéricas o estructurales y afectar a
los autosomas o a los cromosomas sexuales.

Se distinguen dos subgrupos de riesgo para anomalias cromosémicas:

1) Factores de riesgo preconcepcionales: hijo previo con cromosomopatia,
progenitor portador de una anomalia cromosémica (translocaciones
equilibradas, translocaciones pericéntricas, fragilidad cromosOmica,
inversiones, etc), edad materna =240 afios. El aborto de repeticion puede
considerarse indicacion de prueba invasiva cuando el estudio del material
abortivo muestre la existencia de una anomalia cromos6mica o cuando
existan pérdidas fetales recurrentes (>0 igual a 3).

2) Factores de riesgo intragestacionales: sospecha de la existencia de una
cromosomopatia fetal a partir de la aplicaciéon de un programa de cribado

prenatal de alteraciones cromosomicas.

Enfermedades hereditarias monogénicas (mendelianas):
Presentes en el 1-1.5% de nacidos y responsables de alrededor del 25% del

total de anomalias. Se transmite segun la herencia mendeliana clasica



HOSPITAL DE LA
SANTA CREU I

N Protocolo de Diagnéstico Prenatal

UNIVERSITAT AUTONOMA DE BARCELONA

(dominante o recesivo, autosémico o ligado a cromosomas sexuales). En
nuestro medio se dan con mayor frecuencia la fibrosis quistica, distrofia
miotdnica, rifién poliquistico y neurofibromatosis. El riesgo de recurrencia oscila
entre el 25-50%.

Son poblacion de riesgo aqguellas mujeres con historia familiar compatible.

Enfermedades multifactoriales:

Se combinan factores genéticos y ambientales. Son las mas frecuentes y
responsables de buen nimero de las malformaciones. El riesgo de recurrencia
es bajo. Entre ellas estan los defectos del tubo neural.

Son poblacion de riesgo el 100% de las gestantes.

Malformaciones por efecto ambiental teratogénico:
Participan distintos factores (infecciones, toxicos ambientales, farmacos,
radiaciones ionizantes). Son poblacion de riesgo aquellas mujeres con historia

de exposicién a un elemento teratogénico.

En el presente Protocolo se van a tratar la anomalias de origen cromosomico y

monogenico.

2. CRIBADO PRENATAL DE ANEUPLOIDIAS

Se acepta que una prueba de cribado debe tener como minimo una tasa de
deteccién del 75% para una tasa da falsos positivos (TFP) del 5%.

Aqui se incluyen las trisomias de los pares 21, 18 y 13. La trisomia 21 o
sidrome de Down ha sido uno de los objetivos prioritarios por tratarse de la
aneuploidia mas frecuente en recién nacidos vivos y la causa mas frecuente de
retraso mental severo. En la actualidad se observa un incremento de su
prevalencia (aproximadamente 1.8%0) a causa, sobretodo, del incremento de la
edad de las gestantes.

En este Protocolo se utiliza un método de cribado que calcula el riesgo de T21,
T13 1 T18, teniendo en cuenta no solo la edad de la gestante, sino también las
caracteristicas ecograficas del feto (marcadores ecograficos) y los marcadores
bioquimicos de cromosomopatia en sangre materna. Se calcula un riesgo

especifico para cada gestante en funcion de los valores obtenidos para dichos
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marcadores. Un riesgo > 1/250 se considerera elevado y se ofrecera una

técnica invasiva de diagnostico prenatal.

2.1. Marcadores ecograficos

El marcador que se tomara como referencia es la translucencia nucal (TN), o
grosor de la zona econegativa de la nuca del feto. La TN debe ser medida
utilizando los criterios de la Fetal Medicine Foundation. Un incremento del
grosor de la TN, medida entre las semanas 11 y 14, se correlaciona con la
presencia de aneuploidias y sobretodo con la trisomia 21 aunque también para
trisomia 13 (sidrome de Patau) y trisomia 18 (sindrome de Edwards). Es el
marcador ecografico que presenta mayor efectividad. Se asocia asimismo a

otras afecciones fetales (por ejemplo cardiopatias).

Una TN superior al p99 o > 3'5smm es indicacion directa de prueba invasiva. En
caso de cariotipo normal se debera realizar ecografia morfolégica precoz y

ecocardiografia.

2.2. Marcadores bioquimicos
Proteinas detectadas en la sangre materna y cuyo aumento o disminucion

segun el marcador, se correlaciona con la presencia de trisomia 21.

Marcadores bioquimicos del | trimestre:
- Proteina plasmatica asociada al embarazo (PAPP-A),disminuida en la T-
21.
- Fraccion B libre de la gonadotropina coridénica (fB-HCG), (elevada en la
T-21).

Marcadores bioquimicos del Il trimestre:
- Alfa feto-proteina (AFP), disminuida en la T-21.
- Fraccion B libre de la gonadotropina coriénica (fB-HCG), aumentada en
la T-21.
- Estriol no conjugado (UE3), disminuido en la T-21.

- Inhibina A, aumentada en la T-21.
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La estimacion del riesgo se calcula con un software especifico que combina
marcadores ecograficos y bioquimicos.

El calculo del riesgo se basa en la modificacion del riesgo “a priori” de una
determinada trisomia definido por la edad materna, asi como los ratios de
verosimilitud (likelihood ratios) derivados de los valores de los marcadores
empleados, obteniéndose un riesgo “a posteriori”.

Existen otros factores contemplados en el célculo del riesgo:

Factores que afectan al valor atribuido al riesgo “a priori”: Edad materna,
edad gestacional, gestacion previa afecta y la edad de la donante de ovocitos
en las técnicas de reproduccion asistida.

Factores de correccién que se contemplan porque pueden afectar a los
niveles de los marcadores: Peso materno, grupo racial o étnico, consumo de

tabaco, diabetes insulino-dependiente, gestacion gemelar, etc.)

3. CRIBADO COMBINADO DE 1r TRIMESTRE

Es el método de eleccién en la actualidad con una tasa de deteccion para T21

del 85-95% para una TFP del 5%.

Consiste en la estimacion del riesgo de que el feto esté afecto de S. Down, S.

Edwards o Patau a partir del riesgo inherente a la edad materna modificado por

los marcadores ecogréficos y bioquimicos del 1rT.

Se realiza de rutina a todas las gestantes que no tengan constancia de riesgo

aumentado de anomalia cromosOomica i que conusltan antes de las 13+6

semanas. El proceso se realiza preferentemente en 2 periodos:

a) Extraccidbn de sangre materna entre las 7+6 i las 13+6 semanas de
amenorrea (preferentemente entre las 8 i las 10 semanas). Se determinan
la PAPP-Ay la fB-HCG.

b) La ecografia se practica cuando el feto tiene un CRL entre 45-80mm. Se
puede incluir un CRL de hasta 84mm si la extraccién de sangre materna se
realiza antes de las 14+0 semanas (equivalente a un CRL de 80mm).

La paciente sera informada del resultado del test preferentemente de forma

inmediata tras la medida de la TN o en un plazo maximo de 48 horas si el

resultado del test es de alto riesgo. Por el contrario, si el riesgo es menor, se
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ofrecera a la gestante el seguimiento ecografico habitual y no se recomendara

la realizacion de ninguna prueba invasiva.

3.1. Sonograma genético de 1r trimestre

Consiste en el recalculo de riesgo del cribado combinado con la valoracion de
los marcadores ecograficos: Hueso nasal ausente, ductus venoso con flujo
ausente o reverso durante la contraccion atrial y regurgitacion tricuspidea
(Tabla 1). Alcanza una tasa de deteccion pata T21 del 93-96% con una
reduccion de la TFP al 2,5%.

La valoracion de estos marcadores es dificultosa, requiere de clinicos
experimentados y utillaje adecuado, por lo que no se realizara de forma
sistematica sino que se contemplard su realizacion preferentemente en casos

seleccionados de pacientes con riesgo intermedio (1:250 a 1:1000).

Tabla 1.

Detection  False PLR NLR iLR
rate positive rate

Nuchal translucency
Rate 69% (68/99) 5.0% (549/11,014)

95% CI 60-78 46-5.4

Nasal bone
Rate 20% (15/77) 1.3% (108/8,506) 15 082 39
95% CI 11-28 10.5-14.9

Ductus venosus
Rate 54% (50/93) 5.3% (572/10,830) 10.2 049 44

95% CI  44-64 4.9-5.7

Tricuspid flow
Rate 49% (17/35) 3.4% (37/1,078) 143 053 5.8
95% CI  32-65 24-4.5

PLR = Positive likelihood ratio; NLR = negative likelihood ra-
tios; iLR = isolated likelihood ratio.

Sitodos los marcadores son negativos: LR 0,21

Likelihood Ratfios obfenidas en los marcadores ecograficos secundarios
{llla, Fetal Diagn Ther 2013, 34:116-120) -
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3.2. Cribado combinado de 1r trimestre en gestaciones gemelares

En este caso se valorara la TN de cada uno de los embriones. En las
gestaciones bicoriales se establecera un riesgo para cada embrion, mientras
que en las monocoriales se calculara un solo riesgo (ya que se trata de
gemelos monozigoticos), teniendo en cuenta la TN media y el CRL del feto
mayor.

En caso de TN aumentada(>p95), o con discordancia >20% con cariotipo
normal en una gestacion monocorial, debe pensarse en un signo precoz de
transfusion feto-fetal (TFF).

En caso de un segundo gemelo no viable no se realizara la correccion por

embarazo gemelar y el rendimiento del cribado en estos casos es limitado.

4. CRIBADO COMBINADO DEL SEGUNDO TRIMESTRE

Se considera un método de cribado de segunda eleccidn.

Si la gestante consulta a partir de la semana 14 y hasta la semana 19+6, puede
realizarse, un cribado bioquimico del Il trimestre, que preferentemente esta
constituido por el test cuadruple, dada su mayor eficacia: f3-HCG, AFP, uE3,
inhibina A.

Tasa de deteccidén Sd. Down: 51%.

Eficacia menor que test combinado de 1r trimestre. Tasa de deteccidbn mayor
gue si se utiliza solo la edad materna. Experiencia limitada. Utilizarlo
Gnicamente como técnica de recurso tras explicar las limitaciones a la paciente.
No aplicable en >2 fetos.

Cribado ecografico con TN + edad materna: en gestaciones de tres fetos o

7

mas.

4.1 RECALCULO DEL RIESGO EN SEGUNDO TRIMESTRE

El riesgo de aneuploidia fetal para cada gestante sera reevaluado en el

segundo trimestre, al realizar la ecografia morfolégica de la semana 20:
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- Hallazgo de una malformacion estructural y/o CIR precoz severo
inexplicado: Son indicacion de realizacion de una técnica invasiva para
estudio genético con cariotipo y/o array CGH, independientemente del
resultado del programa de cribado de 1r trimestre.

- Hallazgo aislado de marcadores ecograficos de cromosomopatia:
Se recomienda tener en cuenta el riesgo estimado previamente y
recalcular el riesgo segun los likelihood ratios de cada uno de los
marcadores (utilizar la tabla de Agathokleous et al 2013, con libro excel
de calculo disponible en la unidad G, o las tablas del programa de célculo
de riesgo SSLABG6 utilizadas habitualmente en nuestro Servicio). Los
marcadores a valorar seran los siguientes:

e Hueso nasal hipoplasico (< 2,5mm) o ausente
e ARSA.

e Ventriculomegalia (>10mm).

e Pliegue nucal >6mm.

¢ Hiperecogenicidad intestinal (igual al hueso).
e Ectasia pielica > 4mm.

e Foco hiperecogénico intracardiaco.

e Humero acortado (<pb5).

e Fémur acortado (<-2DS de las tablas del HSP).

Tabla 2

Table 11 Pooled estimates of detection rate (DR), false positive rate (FPR) and positive and negative likelihood ratios (LR+ and LR—) of
sonographic markers for trisomy 21 and estimated likelihood ratio (LR) of individual isolated markers

Marker DR (95% CI) (%) FPR (95% CI) (%) LR+ (95% CI} LR- (95% CI} LR isolated marker*
Intracardiac echogenic focus 24,4 (20.9-28.2) 3.9(3.4-45) 5.85 (5.04-6.80) 0.80 (0.75-0.86) 0.95
Ventriculomegaly 7.5(4.2-12.9) 0.3 (0.2-0.4) 2578 (12.85-51.73) 0.94(0.91-0.98) 3.57
Increased nuchal fold 26.2(20.3-33.0) 1.2 (0.7-2.2) 19.18 {11.55-31.84)  0.80 (0.75-0.86) 312
Echogenic bowel 16.7 (13.4-20.7) 1.1 (0.8-1.5) 11.44 (9.05-14.47)  0.90(0.86-0.94) 1.65
Mild hydronephrosis 13.7 (11.1-17.0) 1.4 (1.2-1.8) 7.77 (6.22-9.71) 0.92 (0.89-0.96) 1.10
Short humerus 30.3 (17.1-47.9) 4.6 (2.8-7.4) 4.81(3.49-6.62) 0.74 (0.63-0.88) 0.78
Short femur 27.7(19.3-38.1) 6.4 (4.7-8.8) 3.72(2.79-4.97) 0.80 (0.73-0.88) 0.61
ARSA 30.7 (17.8-47.4) 1.5(1.0-2.1) 21.48 (11.48-40.19)  0.71 (0.57-0.88) 3.94
Abscnt or hypoplastic NB 59.8 (48.9-69.9) 2.8(1.9-4.0 23.26 (14.23-38.03) 0.46 (0.36-0.58) 5.58

*Deerived by multiplying the positive LR for the given marker by the negative LR of each of all other markers, except for short humerus.
ARSA, aberrant right subclavian artery; NB, nasal bone.

Likelihood ratios (LR) positivos, negativos y aislados de los marcadores de T21 de segundo trimestre
(Agatholekus, Ultrasound Obstet Gynecol 2013; 41:247-261)
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Su aplicacion incrementa la tasa de deteccion de T21 en un 6% con
1’2% adicional de FP. No esta indicada su aplicacion si la paciente se ha
realizado previamente un Test Prenatal No Invasivo (TPNI) dada la alta

sensibilidad y especificidad de la prueba para T21.

Los quistes de plexo coroideo cuando se evidencian de forma aislada en
una exploracion ecografica no modifican el riesgo de T21, pero si el de
T-18 conuna LR de 7.

6. TECNICAS INVASIVAS

6.1 BiOPSIA CORIAL

Consiste en la extraccion de una muestra de trofoblasto por via transabdominal
(preferente en nuestro centro) (BC-TA) o transcervical si la primera opcion no
es posible (BC-TC). Permite estudios citogenéticos, moleculares y bioquimicos.
Se considera que es la técnica de eleccion para el cariotipo fetal antes de la

semana 15 de gestacion.

Técnica. Sus aspectos principales estan resumidos en el anexo 1 de este

protocolo (tabla 1).

Ventajas. Las mas importantes aparecen reflejadas en el anexo 1 (tabla 2)

Indicaciones:
Cariotipo:
- Cribado cominado de 1r trimestre con resultado > 1:250 para T-21 o
T-18/13

- TN >p99
- Recalculo ecografico del riesgo en primer trimestre con un resultado =
1/250 para T21 o T18/13

- Anomalia cromosdmica en gestaciéon previa
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- Anomalia cromosomica en uno de los progenitores

- Pérdida gestacional precoz de repeticion (2 abortos consecutivos o 3

alternos).
- Confirmacion de un diagndstico pre-implantacional

- Confirmacion del resultado positivo en un test prenatal no invasivo

(NIPT) mediante estudio del DNA fetal libre en sangre materna.

Array CGH:
- Anomalia morfoldgica fetal ecografica

= TN > percentil 99

Estudio de enfermedad monogénica

(En los casos que tenga diagndstico especifico molecular o bioquimico).

El estudio realizado a partir de las vellosidades coriales proporciona un
resultado véalido en el 99% de los casos y tiene un elevado grado de precision,
especialmente para el diagnéstico de las aneuploidias mas comunes.
Solamente es preciso recurrir a otra técnica invasiva en el1% de las BC, bien
por contaminaciébn materna, por fracaso del cultivo o por tener resultados
citogenéticos ambiguos (existencia de un mosaicismo confinado a la placenta).
Esta discordancia es poco frecuente observandose en 1-2% de cultivos cortos
y 0.1% de cultivos largos. Los mosaicismos encontrados al analizar tejido
mesenquimal cultivado de las BC (cultivo largo) tienen mas probabilidades de
ser un mosaicismo verdadero en el feto que los obtenidos en cultivo corto
(directo o semidirecto).

En cualquier caso, cuando se diagnostique un mosaicismo, debe ofrecerse una
AC que, en la mayoria de los casos informara del cariotipo real del feto. No
obstante, con la AC también cabe la posibilidad de encontrar resultados falsos
positivos y falsos negativos. Dadas estas limitaciones, en todos estos casos
debe realizarse una ecografia detallada, que puede avalar el diagndstico del
mosaicismo al revelar anomalias compatibles con la cromosomopatia
detectada. En ultima instancia, puede ofrecerse la posibilidad de analizar la

sangre fetal obtenida por cordocentesis.
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Riesgos: El riesgo de pérdida fetal probablemente es inferior al estimado
clasicamante del 1-2%. Sgun estudios recientes (Akolekar et al, Ultrasound
Obstet Gynecol 2015; 45:16-26) se estima que el riesgo de pérdida fetal
atribuible a la técnica, siempre y cuando la BC la realice un experto estaria
alrededor del 0,22% (IC 95% entre -0,71 y 1,16). En nuestro centro, y en linea
con este estudio, el riesgo calculado de pérdida gestacional a las 48h post-
procedimiento y atribuible a la técnica es del 0,46% (2 pérdidas fetales en 433
en el periodo de 2010 a 2014) .

Situaciones especiales en la BC:

Gestantes con infeccion crénica como hepatitis B, hepatitis C o VIH:

Se debe conocer el estado seroldgico de la paciente antes de realizar cualquier
técnica invasiva.

No hay suficiente informacion referente al riesgo de transmision vertical al feto
tras una BC cuando la madre es portadora VHB , VIH o en mujeres positivas
para la hepatitis C. Aunque no existe una contraindicacion absoluta para la BC
en estas pacientes, cuya eventual realizacion se valorara de forma individual,
se preferira en general la indicacion de una amniocentesis evitando la via
transplacentaria, segun se comenta en el apartado 6.4 .

Se evitara especialmente la realizacion cuando la madre sea portadora del VHB
con el Hbe Ag positivo o el ADN-VHB sea detectable; o en el caso del HIV, si

la madre tiene alta carga viral y no realiza TAR.

6.2 AMNIOCENTESIS

Consiste en la obtencién de liquido amniético por puncion transabdominal, a

partir de las 15 semanas de gestacion.

Técnica. Sus aspectos principales estan resumidos en el anexo 1 de este

protocolo (tabla 1).

Ventajas. Las mas importantes aparecen reflejadas en el anexo 1 (tabla 2)
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Indicaciones:

Cariotipo convencional +/- QF-PCR

- Cribado bioquimico con riesgo = 1/250 para T21 o T18/T13

- Anomalia cromos6mica en uno de los progenitores.

- Anomalia cromosOmica en gestacién previa.

- Recélculo del riesgo de segundo trimestre con riesgo = 1/250 para T21 o
T18

- Confirmacion de resultado citogenético no concluyente en vellosidad
corial

- Anomalia discordante en gemelos monocoriales biamnioticos.

- Riesgo de infecciobn congénita fetal. PCR para CMV, Toxoplasma,
Parvovirus B19, Varicela, Rubeola, Herpesvirus 1-2.

- Riesgo de corioamionitis o inflamacion intraamnidtica.

Array-CGH
- Anomalia morfolégica fetal

- CIR precoz severo inexplicado

Estudio de enfermedad monogénica
(En los casos que tenga diagnostico especifico molecular o

bioquimico).

Riesgos:

Son raros los fracasos de cultivo, complicacion cuya frecuencia se situa en la
mayoria de los laboratorios con experiencia por debajo del 1%. La tasa de
mosaicismos es menor que para la BC y se sitla alrededor del 0.25%, pero la

mayoria (70%) se confirman en el feto.
El riesgo de pérdida fetal probablemente es inferior al estimado clasicamante

del 1%. Segun estudios recientes (Akolekar et al, Ultrasound Obstet Gynecol
2015; 45:16-26) se estima que el riesgo de pérdida fetal atribuible a la técnica,
siempre y cuando la AC la realice un experto, estaria alrededor del 0,11% (IC
95% entre -0,04 y 0,26).
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Contraindicaciones relativas:

Protocolo de Diagnéstico Prenatal

Gestantes seropositivas para VHB, VHC o VIH con carga viral alta (ver

apartado 6.4).

Isoinmunizacion.

Fiebre o infeccibn materna intercurrente.

Sangrado vaginal no filiado (< 1 semana)

Gran hematoma intracavitario.

Actitud ante tratamiento anticoagulante materno para las técnicas invasivas:

Anticoagulante Suspension pre-prueba Reinicio post-prueba
AAS (75-300) Ninguna

HBPM Profilactica 10-12h 6-8h

HBPM Terapéutica 24h 24h

Dicumarinicos INR < 1,4 Inmediata

Butwick Aj, J Perinatal 2011; 31:73-84

6.3 CORDOCENTESIS

Consiste en la obtencién de sangre fetal, que se realiza a partir de las 20

semanas de gestacion.

Técnica. Sus aspectos principales estan resumidos en el anexo 1 (tabla 1).

Ventajas. Permite estudiar de forma directa la sangre fetal, y con ello, algunos

parametros no abarcables con las otras técnicas.

Indicaciones:
Cariotipo (QF-PCR +/- Cariotipo convencional)
- Confirmacion de resultado citogenético no conclusivo (mosaico) en
liguido amnidtico

- Estudio de hidrops fetal.
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- Cariotipado rapido en anomalia estructural fetal no detectada
previamente
Array-CGH
- Anomalia morfolégica fetal
- CIR precoz severo inexplicado
Marcadores de infeccion fetal
Sospecha de anemia de origen no inmunoldgico (Anemia de
Fanconi, alfa talasemia, etc.).
Riesgo de enfermedad monogénica que se ha consultado
tardiamente.
Riesgos:

La situacion fetal pre-cordocentesis es muy importante, de modo que cuanto
mas precario sea el grado de bienestar fetal mayor es la probabilidad de
pérdida fetal. El riesgo aproximado de pérdida fetal es del 1,7% (siempre se
asume que es mayor al de la BC y la AC).

Es muy comun (>80%) que se produzca una hemorragia en la zona de puncion
cuya duracién por lo general oscila entre 15 y 120 segundos. La hemorragia
cede practicamente siempre espontdneamente y son excepcionales las
muertes producidas por la misma.

La bradicardia es también frecuente, puede llegar a ser inferior a 50 latidos por

minuto y suele ceder de forma espontanea.

6.4 Procedimientos invasivos en pacientes VHB

Se valorara la administracion de inmunoglobulina especifica (HBIG) 600Ul /IM

antes de 24h post-procedimiento si:
e ADN-VHB o Hbe Ag positivos.
e AC transplacentaria y/o de 3t.
® Cordocentésis o procedimientos de cirugia fetal.
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7. TEST PRENATAL NO INVASIVO (NIPT): DNA FETAL LIBRE (cf DNA) EN
SANGRE MATERNA
Aunque no disponible en la Medicina publica actualmente, el NIPT para el

cribado de las aneuploidias mas frecuentes es una realidad clinica que

reflejamos en el Anexo 2 de este documento y que deberemos de tener en
cuenta a la hora de informar a las pacientes.
En el caso que la paciente aporte a la consulta un resultado de un NIPT lo

valoraremos segun el siguiente esquema:

Manejo clinico de la paciente que aporta NIPT.
AportaNIPT / \ AportaNIPT
(bajo riesgo) (alto riesgo)

| l I Eco morfoldgica 18-21s

No se Sise No se aplica
aplica aplica
Marcadores
(ocar | siecoxr de 27

Alteracién Técnicas invasivas DP

estructural
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ANEXO 1

Tablal. Aspectos principales de las técnicas invasivas.

BIOPSIA CORIAL AMNIOCENTESIS CORDOCENTESIS

Edad gestacional | 10+0 - 14+6. Nunca antes > 15+0. Nunca antes de | = 20+0. En casos favorables =

de las 10+0 las 14+0 18+0
Examen Localizar el maximo grosor | Localizar la placenta y Localizar la insercion .
ecogréfico ) o las lagunas mayores y/o | placentaria del cordén y decidir
previo corial, disefiando la mas accesibles de la trayectoria de la puncién.

estrategia de la BC. liquido amnictico y

decidir la trayectoria de

la puncion.

Via de acceso Preferentemente Intentar evitar puncion Dependiendo de la ubicacion
transabdominal en nuestro | tranplacentaria (aunque | de la placenta y de la insercion
centro. no se ha demostrado del corddn, la puncién puede
Depende de la localizaciéon | una tasa aumentada de | ser trans- o extraplacentaria.
y accesibilidad del corion. pérdidas fetales si esto El lugar ideal de puncion es la

ocurre). vena umbilical, a 1 cm de la
insercién placentaria.

Control Ecogréfico transabdominal | Ecogréfico Ecogréfico transabdominal
continuo. (Grado de transabdominal continuo. (Grado de
recomendacion B). continuo. (Grado de recomendacion B).

recomendacion B).

Técnica El operador maneja el El operador maneja el - El operador realiza la puncion
transductor y la aguja, y transductor y la agujay | y aspiracion de la sangre
bajo control ecoguiado . Un | un ayudante aspira el mientras que otro ecografista
ayudante realiza la liquido amnidtico. guia el procedimiento con la
aspiracion de las ecografia.
vellosidades. - El que realiza la puncion

mantiene el transductor
coordinando los movimientos
tanto de este como de la aguja
y un ayudante realiza la
aspiracion de la sangre.

Material Preferentemente aguja de | Aguja del calibre 22 Gy | Aguja del calibre 20.22 Gy
20G y sistemas de entre 8-15 cm de entre 8-15 cm de longitud.
aspiracion de las longitud. Jeringas de 2-10 cc para
vellosidades mediante Jeringas de 20 cc para aspiracion.
presiéon negativa con aspiracion.
jeringa.

Volumen de la Comprobar in-situ que hay | 15 - 20 cc de liquido 2-4 cc. Comprobar que es

muestra suficientes vellosidades en | amnidtico. sangre fetal (test de Kleihauer-
el material extraido. Betke, hemograma, VCM).

Tasa de éxito 99% en manos expertas. ~100% en manos ~97% en manos expertas.

expertas.

Precaucion No repetir >3 veces la No repetir >3 veces la Monitorizar el lugar de puncion
introduccién de la introduccién de la hasta constatar el cese del

aguja. aguja. sangrado.




HOSPITAL DE LA
SANTA CREU I
QANT PAT]

Protocolo de Diagnéstico Prenatal

UNIVERSITAT AUTONOMA DE BARCELONA

Los tres procedimientos precisan antisepsia (no es necesaria antibioticoterapia profilactica) y
son de caracter ambulatorio. No se precisa anestesia para su ejecucion.

En las 3 técnicas es recomendable mantener reposo relativo las primeras 24-48 horas.

En caso de gestantes Rh negativas con test de Coombs indirecto negativo se administrara

gammaglobulina anti-D.

Tabla 2. Principales ventajas de la Biopsia corial y la Amniocentesis

BIOPSA CORIAL AMNIOCENTESIS
Se complementa perfectamente Gran experiencia en la practica clinica.
con el cribado combinado del 1r
trimestre.
Puede realizarse desde etapas muy Mayor sencillez técnica.

precoces del embarazo. Esto permite una
interrupcién mas precoz y segura del
embarazo en caso de anomalia fetal.

Proporciona con gran rapidez los Gran fiabilidad diagnostica (gran

resultados experiencia en los laboratorios de
genética).

Puede realizarse tanto transabdominal Es util para el diagnéstico de un

como transcervical, lo cual le proporciona | espectro mas amplio de enfermedades

una gran versatilidad. fetales.

Es superior a la amniocentesis para Proporciona cariotipos de mas facil

analisis de ADN y estudios bioquimicos. |interpretacion.
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ANEXO 2
NUEVAS TECNICAS DE LABORATORIO EN DP

1) MICROARRAYS
2) TEST PRENATAL NO INVASIVO (NIPT) MEDIANTE ESTUDIO DEL
ADN FETAL LIBRE EN SANGRE MATERNA

1) Los microarrays

Permiten la deteccion de anomalias cromosoémicas de muy pequefio tamafio,

invisibles con las técnicas de citogenética convencionales.

Existen 2 tipos de microarray que se utilizan en DP: Hibridacion gendémica

comparativa (CGH-arrays) y el SNP array (polimorfismo de oligonucleotidos)

Fundamento: Se hibrida una muestra de DNA fetal con una matriz o
soporte solido de DNA que contiene fragmentos de DNA identificados de
todo el genoma (sondas con secuencias conocidas)

A. CGH array B. SNP array

Patient DNA Control DNA Patient DNA

Amplification
Digestion
Amplification l Probe labellny

| e
% &L

Oligonucleotide l Hybridization

l Hybridization
<
. Normal 2 . Normal
Okooookkkok 3
00000000000 < i
%900 0000 0%k0e K Deletion @ Deletion
00000000k 3
Ok % ©000000%|@ puplication 2 @ ouplication
<
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Aunque las diferencias entre los diversos estudios son notables,
probablemente debido a distintos criterios de seleccion de las pacientes, puede
decirse que en gestaciones con un estudio cromosémico normal los arrays
CGH detectan un 1,0% adicional de anomalias en casos de edad materna
avanzada, un 0,6% en casos de ansiedad materna, un 1,6% si el cribado
bioquimico ha sido positivo y de un 4% a 10% tras observar una anomalia
ecogréfica . De acuerdo con estos resultados, existe un creciente consenso en
que los arrays CGH son la técnica de diagndstico de anomalias cromosémicas

de eleccion en gestaciones con anomalias ecograficas.
Indicaciones para realizar array CGH (tanto en muestra de biopsia corial,
liquido amnidtico como sangre fetal por cordocentesis):

- Anomalia morfoldgica fetal.

- CIR precoz severo inexplicado

ARRAY-CGH (CMA)

VENTAJAS INCONVENIENTES

+ Identificacién completa de todas las *  NO detecta anomalias equilibradas
alteraciones presentes (sin sesgos) (translocaciones reciprocas o

+ NO requiere cultivo celular inversiones) ni triploidias.

*  Mayor sensibilidad, rapidez y *  NO detecta mosaicismos < 40%

resolucion (x100) que el cariotipo. *  Arrays globales, caros. Detectan VOUS

* Andlisis objetivo (automatizacion) :
gue pueden hacer confuso el asesoramiento

Resultado rapido -
geneético.
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Recomendaciones para el uso clinico
de microarrays segun ACOG
(Committee Opinion, 2013)

+ En fetos con una o mas anomalias estructurales mayores identificadas
por eco que se sometan a Tl el CMA sustituye al cariotipo

+ En fetos normales que se someten a Tl se puede realizar cariotipo
convencional o CMA.

+ La mayoria de alteraciones detectadas con CMA no se relacionan con la
edad materna, por tanto no debe restringirse a mujeres >35afios.

+ En caso de éxitus fetal se recomienda CMA.

« En pérdidas gestacionales de 1° y 2° trimestre no existen evidencias
sobre su utilizacién clinica.

« Las parejas que realizan CMA deben recibir consejo genético pre y post-

test y deberian firmar consentimiento informado.
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2) Test prenatal no invasivo (NIPT) a partir de DNA fetal libre en plasma

materno.

2.1 Cribado de aneuploidias

En 1977 se descubri6 que del 4% al 10% del DNA libre en el plasma materno
es de origen fetal, probablemente placentario. EI DNA fetal puede detectarse
en plasma materno a partir de la quinta semana de gestacion, y es un material
mucho mas abundante que las células fetales, con una vida media muy corta
(16 minutos) y que desaparece de la circulacibn materna algunas horas
después del parto.

Por tanto, es un material mucho mas apto que las células fetales para el
diagndstico prenatal genético.

Las estrategias mas exitosas no tratan de diferenciar el DNA fetal del materno,
sino que se centran en detectar las sutiles diferencias en la cantidad de DNA
en sangre materna que se producen en una gestacion aneuploide (por ejemplo,
con una trisomia del cromosoma 21) (Fig 1).

Hoy en dia, el uso de las plataformas de secuenciacion de proxima generacion
(NGS, next generation sequencing) permite que millones de fragmentos
genéticos amplificados pueden secuenciarse en paralelo (secuenciacion
masiva en paralelo), logrando secuenciar un genoma humano completo en 27
horas. La nueva tecnologia de secuenciacion masiva tiene una alta tasa de
error, problema que se resuelve con la secuenciacién repetida de un mismo
fragmento. Como el nimero de secuenciaciones es proporcional al nUmero de
copias iniciales, las nuevas técnicas de NIPT utilizan esta caracteristica para
detectar las pequefiisimas diferencias en la cantidad de DNA circulante en
sangre materna que produce una trisomia fetal (Fig. 2). La secuenciacion de
s6lo una parte del genoma (en los cromosomas 21, 13, 18, X e Y) abarata
costes y permite aumentar el nimero de secuenciaciones en las regiones de

interés, aumentando la sensibilidad de la técnica.
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Fig. 1

08« Futal DNA

Matarnal DNA

MATERNAL BLOOD

SAMPLE ﬂ

MATERNAL AND
FETAL CELL-FREE DNA

CELL-FREE DNA CCCTTAGCGCTTTAACGTACGTAAAACCCTT

SEQUENCED VIA AACGTACGTAAAAACGGGGTCAAAGGTTCCC
MASSIVELY PARALLEL GACTTAAAATCGGAATCGATGCCCAAACTT
SEQUENCING (MPS) GAATCGATGCCCAAACGGGGTCAAAGTTCCC
ALIGNMENT AND A — Lo o i
COUNTING

Chromosome 21
No Aneuploidy

Chromosome 21
Aneuploidy

Fig 2.

Determinacion ADN libre materno/fetal

ADN libre -
et —] i
| | [ | | ] trisomia 21
ADN libre -
materno -
Fragmentos de los F de Fr de Fr de
e de 18 e 13 e 21

- Se establece la relacion de la cantidad relativa de ADN libre materno/fetal mediante el andlisis de los
cromosomas 1 a 12: cromosomas de referencia.

- Posteriormente se analiza la presencia de aneuploidias midiendo el porcentaje de fragmentos de los
cromosomas 13, 18,21, Xe Y.

- En este caso concreto el feto presenta una mayor cantidad relativa de cromosoma 21, mientras que

la cantidad de los cromosomas 18 y 13 se encuentra dentro de la normalidad.

Protocolo de Diagnéstico Prenatal
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En estos momentos se dispone de cuatro kits comerciales con la acreditacion
CAP (College of American Pathologists) y la certificacion CLIA (Clinical
Laboratory Improvement Amendments):

- MaterniT21 Plus (Sequenon),

- Verifi (Verinata Health),

- Harmony Prenatal Test (Ariosa diagnostics)

- Panorama Prenatal Test (Natera).

Los cuatro permiten detectar trisomias de los cromosomas 13, 18 y 21, y
cromosomas sexuales, en unos 10 dias como maximo.

La precision en la deteccion de fetos con sindrome de Down es alta, con una
sensibilidad del 99% y una tasa de falsos positivos del 0,08% También
funcionan con otras aneuploidias como las trisomias 18 y 13, con
sensibilidades del 96,8% y del 92,1% respectivamente con tasas de falsos
positivos del 0,15% y 0,20% (Gil MM, Fethal Diag Therapy, 2014; 35:156-173).
Sin embargo, la mayoria de los ensayos clinicos se han realizado en grupos de
gestantes de alto riesgo y existe un activo debate sobre su efectividad en

gestaciones de bajo riesgo .

2.2 Diagnoéstico prenatal no invasivo de deleciones y duplicaciones de peguefio

tamafo

Si bien las aneuploidias de los cromosomas son frecuentes, las anomalias
estructurales desequilibradas suponen un 6% a un 10% del total de las
anomalias detectadas mediante citogenética convencional. La frecuencia real
en las gestaciones con anomalias ecograficas es aun mayor, ya que las
técnicas de array detectan un 4% a un 10% adicional de anomalias
clinicamente relevantes en gestaciones con un estudio de cariotipo normal .
Algunos trabajos muy recientes ya han comprobado la posibilidad de detectar
este tipo de anomalias submicroscopicas mediante NIPT. Muy recientemente

se han comenzado a comercializar ensayos que cubren algunas
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microdeleciones frecuentes, y es de esperar la progresiva generalizacion de

este tipo de aplicaciones en un futuro muy cercano. El inconveniente es que se

incrementara la tasa de falsos positivos de la prueba, una de sus grandes

ventajas en el cribado de las aneuploidias.

Documentos de consenso sobre el NIPT:

Recomendaciones del NIPT para la practica clinica.
ACOG and The Society for Maternal-Fetal Medicine
(Committee opinion. Number 545. December 2012)

+ En pacientes con riesgo aumentado de aneuploidia se puede ofrecer

cfDNA . Identificard el 98% de t-21 con <0,5% de FP
+ EIl cfDNA test no debe realizarse de rutina, pero puede ser una opcion

después de informar a la paciente.

* No debe ofrecerse a pacientes de bajo riesgo ni en gemelares, por no

haber sido suficientemente evaluado

« Siseidentifica malformacion por ECO se recomienda Tl de DP.

* Unresultado negativo no asegura un feto no afecto.

 Los resultados + deben confirmarse con Tl de DP.

- El test no reemplaza la precision del diagndstico por BC o AC, que deben

seguir siendo una opcion para la paciente.
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Recomendaciones para la practica clinica.
ISUOG consensus statement on NIPT. June 2014

* NIPT no se ha validad extensamente en poblacion de bajo riesgo donde

su VPP serd menor.

» El test combinado de 1t no se utiliza en pacientes con NIPT

* NIPT puede ser una alternativa para pacientes con riesgo intermedio en
TC1T

 No parece conviente utilizar NIPT en pacientes con riesgo combinado
>1:10

« En presenciade anomal/@a estructural la indicacion de cariotipo y/o

microarray no se modifica por tener un NIPT previo.

* No hay suficientes estudios en gestaciones gemelares.

+ El sonograma genético de 2t no aplica a pacientes con resultado previo

de NIPT.

+ Se pueden estudioar ademds de trisom/fas otros sihdromes genéticos,

pero se ha de informar de su exactitud y del incremento de FP.



