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Resum

Objectiu: Realitzar I'estudi citogenetic de liquid amniotic (LA) i vellositats corials (VC) i valorar
la implementacié del cribatge de primer trimestre de gestacié en el diagnostic prenatal

d’anomalies cromosomiques.

Metodologia: S’estudien 20 metafases procedents de 2 cultius independents. Es realitza la

técnica molecular per la detecci6 d’aneuploidies més frequents.

Resultats: S'analitzen 3707 mostres (3523 LA i 184 VC). En 3677 (99,19%) es va obtenir
resultat (3498 LA i 179 VC). Dels 3498 LA, 83 eren alterats (2,37%) dels quals 67 (80,72%)
eren anomalies numeriques: trisomia 21 en 33 (39,75%), alteracions de cromosomes sexuals
en 17 (20,48%), trisomia 18 en 7 (8,43%), trisomia 13 en 4 (4,82%) i altres (altres trisomies o
cromosomes marcadors) en 6 (6,2%). Les 16 (19,27%) restants eren anomalies estructurals: 8
(50%) de novo i 8 (50%) heretades. De les 179 VC, 22 (12,29%) presentaven alteracions, 3
(13,64%) eren mosaics confinats a placenta, tenim 19 (10,61%) casos d’anomalia amb
significacié clinica: trisomia 21 en 9 (40,90%), alteracions de cromosomes sexuals en 5
(22,73%), trisomia 18 en 4 (18,18%) i trisomia 13 en 1 (4,54%). La indicacio clinica principal és
el cribatge prenatal en un 66%. El valor predictiu positiu més alt és I'ecografia.

Conclusions: En el primer trimestre es detecten més anomalies que en el segon. El tipus
d’anomalia és semblant. Degut al cribatge de primer trimestre s’ha disminuit el nombre de

proves invasives en un 50% i ha augmentat la taxa de deteccié d’anomalies un 10%.



Introduccio

El diagnostic prenatal es defineix com “ totes aquelles accions prenatals que tinguin per

objecte la deteccio i/o el diagndstic d’'un defecte congénit, entenent com a tal tota anomalia del
desenvolupament morfologic, estructural, funcional o molecular present en néixer (encara que
pot manifestar-se més tard), externa o interna, familiar o esporadica, hereditaria 0 no, Unica o

multiple” per tant, els defectes congenits impliquen defectes genétics (génics o cromosomics),

ambientals o desconeguts, defectes dismorfics ja siguin malformacions, displasies, sindromes i
deficiéncies mental i/o sensorials. La taxa de prevalenca de defectes congenits de la poblacid
catalana es situa en un 3,6% del total de naixements, aixo vol dir que a Catalunya neixen a

I'any uns 3.000 nadons amb defectes congeénits (1)

El diagndstic citogenétic prenatal esta reconegut des de fa més de 40 anys com un métode

fiable per la deteccié d’anomalies cromosomiques fetals. Requereix d’'una prova invasiva que
s'associa a un risc de péerdua fetal i per aixd no es realitza en totes les gestants, només en
aquelles que pertanyen a un grup de risc. Des de 1980 aquest risc es calculava amb el
cribatge bioquimic de segon trimestre i 'amniocentesi es va convertir en la técnica de rutina. A
partir del 1990 es desenvolupa el cribatge combinat de primer trimestre i la bidpsia de corion
es converteix en la tecnica escollida que permet una actuacié més precog. Cap al 1990 també
es desenvolupen les técniques moleculars (FISH i QF-PCR) per l'estudi de les aneuploidies

mes frequents.

Cribatge Prenatal

Les aneuploidies son la principal causa de mort perinatal i de nens amb discapacitat. Per
detectar les anomalies cromosomiques cal realitzar una prova invasiva. El cribatge prenatal es

desenvolupa per identificar les gestants amb risc d’aneuploidies amb I'objectiu d’assolir una



taxa de deteccid el més proxima al 100% (alta sensibilitat) i una taxa de falsos positius el més
proxima a 0 (alta especificitat) ja que els falsos positius serien proves invasives innecessaries.
Amb els anys s’han desenvolupant diferents estratégies de cribatge per determinar el risc

d’aneuploidia fetal (2).Taula 1

Table 1—Performance of different methods of screening for trisomy 21

Method of screening Detection rate (%) False-positive rate (%)
MA 30 5
First trimester

MA + fetal NT 75-80 5
MA + serum free 8-hCG and PAPP-A 60-70 5
MA + NT + free f-hCG and PAPP-A (combined test) 85-95 5
Combined test + nasal bone or tricuspid flow or ductus venosus flow 93-96 25
Second trimester

MA + serum AFP, hCG (double test) 55-60 5
MA + serum AFP, free 8-hCG (double test) 60-65 5
MA + serum AFP, hCG, uE3 (triple test) 60-65 5
MA + serum AFP, free f-hCG, uE3 (triple test) 65-70 5
MA + serum AFP, hCG, uE3, inhibin A (quadruple test) 65-70 5
MA + serum AFP, free 8-hCG, uE3, inhibin A (quadruple test) 70-75 5
MA + NT + PAPP-A (11-13 weeks) + quadruple test 90-94 5

MA, maternal age; NT, nuchal translucency;, B-hCG, B-human cherionic gonadotrophin; PAPP-A, pregnancy-associated plasma protein-A.

Taula1
Les diferents estratégies de cribatge per determinar el risc d’aneuploidia fetal.

Edat materna

En els seus inicis cap al 1970, el cribatge per risc d’aneuploidies es realitzava a partir de 'edat
materna, tota déna amb edat superior a 35 anys era candidata a prova invasiva amb el que
s'obtenia un rang de deteccié per a la Sindrome de Down del 30% i un 5% de falsos positius.
Actualment com a criteri Unic ha quedat obsoleta ja que aquesta s’inclou en els programes de
cribatge prenatal.

Es ben sabut que el risc de les alteracions cromosomiques augmenta amb I'edat materna
principalment la trisomia 21. L’efecte de I'edat materna va ser reconegut per Penrose al 1934 i
des de les hores s’ha mantingut aixi sense masses variacions en els diferents paisos (3)
Figura 1
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Figura 1

Risc d’anomalia cromosomica en funcié de I'edat materna (www.fetalmedicinefundation.com).

En el 1970 un 5% de les dones embarassades tenien una edat superior o igual a 35 anys, amb
un 30% de nens amb trisomia 21, en els segients anys el nombre de dones embarassades
amb edat avangada era del 15% i s'observava una taxa de nens amb trisomia 21 del 50% (4).
Al 2004, un 18,8% eren dones de més de 35 anys. Actualment perd, amb 'augment de I'Us de
técniques de diagnostic prenatal es produeixen meés interrupcions de I'embaras i per aixo el
nombre de nens nascuts amb anomalies cromosomiques es manté estable en la majoria de

registres (5). Figura 2
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Figura 2
Mitjana de nens amb trisomia 21 d’Europa. Barra negre: nascuts vius i nascuts mort. Barra blanca: Interrupcions

legals de 'embaras (5)



Els fetus amb alteracions cromosomiques tenen més probabilitats de morir in utero que els
fetus normals, i per aixd el risc d’'anomalia cromosdmica disminueix a mida que avanca la
gestacio, per tant, es important establir 'edat materna i 'edat gestacional per poder estimar el
risc d'anomalia fetal. El rang de mort fetal per trisomia 21 a les 12 setmanes de gestacié és del
30%, a les 16 setmanes és del 20%. Per les trisomies 13 i 18 també s’observa un increment
amb I'edat materna i una disminucié amb I'edat gestacional, la mort intrauter de les 12 a les 40
setmanes de gestacio arriba a un 80%. En la Sindrome de Turner generalment el cromosoma
X que es perd és el cromosoma patern, per tant 'edat materna no influeix, pero si 'edat
gestacional, ja que la prevalenga a les 12 setmanes de gestacié és de 1 per cada 1500 i va
disminuint fins a 1 per cada 4000 a les 40 setmanes de gestacio. Per les altres aneuploidies
dels cromosomes sexuals (47,XXX, 47,XXY, 47,XYY) no existeix relacié amb I'edat materna ni
amb I'edat gestacional, la prevalenga és de 1 per cada 500. Les poliploidies afecten a un 2%
dels embarassos pero sén molt letals i per tant disminueixen moltissim a mida que avanga la
gestacio (4). El risc d'alteracions estructurals desequilibrades també presenta un increment en
relacié amb I'edat materna (6). Figura 3
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Figura 3

Risc d’anomalies cromosomiques en funcié de I'edat gestacional (www.fetalmedicinefundation.com).

Les aneuploidies presenten un risc de recurréncia en les seglents gestacions, del risc a priori

per I'edat materna cal sumar-li un 0,75% (4). No obstant, aquest risc de recurréncia és



especific per cadascuna de les aneuploidies, és a dir, el risc de trisomia 21 no es veu

incrementat en una déna amb un fill previ amb trisomia 18 (4).

Cribatge de segon trimestre

Cap al 1980 el cribatge d’'aneuploidies fetals es realitzava en el segon trimestre de gestacio,
entre les setmanes 14 i 16 de 'embaras, on juntament amb I'edat materna es determinaven els
nivells d’alfafetoproteina (AFP) i els de la fraccid lliure de la R gonadotrofina corionica humana
(fR-hCG) en sang materna. Era el cribatge bioguimic. Més tard es va afegir la determinacié de

I'estriol no conjugat (UE3) d’aqui el nom de ‘triple test”. Tenia un rang de deteccio per a la
Sindrome de Down del 60-65% i un 5% de falsos positius. Si el valor era superior a 1/270 es

recomenava la prova invasiva.

Al desembre del 2008 surt la primera edicié del “Protocol de Diagnostic prenatal d’anomalies
congénites fetals” (1), recomanacions de la Generalitat de Catalunya, del departament de

salut, on es proposa l'utilitzacié del cribatge de primer trimestre de gestacio (2).

En el cas que la gestant consulti a partir de les 14 setmanes de gestacio, no se li podra oferir
un cribatge de primer trimestre, en aquest casos es realitzara el cribatge de segon trimestre
actual, el “quadruple test’, que determina els valors bioquimics de I'AFP, la fR-hCG, 'uE3 i d’'un
marcadors més, la inhibina-A. El rang de deteccié és del 65-70%.

Cal remarcar que les concentracions d’estriol estan subjectes a episodis dilirns de variacio i
que l'estudi de la inhibina A és problematic ja que presenta variacions del 30% entre els

diferents lots (1).

Cribatge de primer trimestre

Es desenvolupa a partir del 1990, s'anomena cribatge combinat (combina la bioquimica i

I'ecografia), a part de I'edat materna inclou I'estudi en sang materna de dos parametres
bioquimics: la fR-hCG i la proteina plasmatica A associada a I'embaras (PAPP-A) més un
parametre ecografic que és la translucidesa nucal (TN), aconseguint aixi un rang de deteccio
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d’entre el 85-95% i es redueixen el nombre de falsos positius al 3,3% (7,8). Es realitza entre
les 8 i 13 setmanes de gestacio.

Cal tenir en compte que entre la setmana 13.0 i 13.6 els valors bioquimics de primer i segon
trimestre no son tant efectius, per la qual cosa es recomana no realitzar I'extraccio en aquests

dies i esperar a la setmana 14 per realitzar un cribatge de segon trimestre (1).

El risc individual d’aneuploidia per una gestant, depen del risc a priori (edat materna i edat
gestacional) multiplicat per 'anomenat likelihood ratio que és la probabilitat d'una gestacid
afecta. L'estimaci6 d’aquest risc es porta a terme mitjangant un programa informatic “'ad hoc”
(1) un cop s’han determinat els valors bioquimics i ecografics. Existeixen una série de
marcadors que influeixen en aquest calcul de risc, el programa ajusta els valors segons les
diferents circumstancies maternes: el pes matern (el marcador bioquimic es considera més
diluit a major volum sanguini), el tabaquisme (alguns marcadors varien en funcié dels nivell de
tabaquisme de la gestant), la diabetis insulinodependent (quan esta poc controlada) i I'origen
étnic (existeixen diferencies entre étnies).

El punt de tall, a partir del qual s’indica una prova invasiva, és de 1/250 (1).

Marcadors ecografics

L’ecografia s'utilitza per datar 'edat gestacional de forma precisa i és una eina imprescindible
en el diagnostic prenatal. Amb els anys ha anat guanyant importancia, cada cop son més els

marcadors ecografics d’anomalia fetal que es coneixen i que es poden detectar.

Actualment la majoria d’'anomalies ecografiques es poden detectar en el primer trimestre de
gestacio, degut ha aix0 la “piramide del control prenatal” s’ha invertit. Figura 4
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Figura 4
Piramide de I'atencié prenatal. La piramide de I'esquerra representa 'actitud de I'ecografista en el passat i la
piramide de la dreta el present (9)

A les 11-13 setmanes de gestacié podem classificar les gestacions segons siguin de baix o
d’alt risc. En les de baix risc només caldran 3 visites mediques: una a les 20 setmanes (avalua
la morfologia fetal, el creixement i els possibles riscos de preclampsia i naixement a terme),
laltre a les 34 setmanes (determina la manera i el moment del part) i la tercera a les 41
setmanes (controla el part). En les gestacions d’alt risc es requerira de més controls, proves

addicionals i del seguiment de protocols per prevenir consequéncies adverses (9).

Marcadors menors sén comuns i en principi no s'associen a patologia a no ser que amaguin

una anomalia cromosomica.

Marcadors majors es poden agrupar en tres grups segons es poden o no detectar

ecograficament a les 11-13 setmanes de gestacio (10). Figura 5.

e Alteracions facilment detectables: anencefalia (només es detecten el 75% dels fetus
afectes), holoprosencefalia (generalment es detecten el 100% dels casos i el 66% estan
relacionats amb trisomia 13), exomfalos (el 95% es resolen espontaniament si només
afecta intesti, si també afecta fetge generalment progressa i caldra cirurgia neonatal,
s'associa a trisomia 18), gastrosquisis (no s’associa a aneuploidies, perd generalment
perdura fins el periode neonatal), megacistis (el 90% dels casos amb tamanys inferiors o

iguals a 16 mm es resolen espontaniament, si és superior a 16 mm acostumen a ser més

12



greus i progresen, el 30% s’associa a trisomia 13 i/o 18), artéria umbilical unica (s’observa
en un 3% dels fetus normals i en el 80% dels fetus amb trisomia 18).

e Alteracions indetectables: sén aquelles que no es manifesten fins al segon o tercer
trimestre de gestacio com la microcefalia (es diagnostica passades les 30 setmanes),
I'agenesia del cos callos (es desenvolupa a les 14-19 setmanes), la ventriculomegalia
(acostuma a ser secundaria a infeccions i hemorragies que es produeixen al segon o
tercer trimestre), els tumors fetals (teratoma sacrococcigeo), lesions ecogeniques del
pulmo, I'atresia duodenal o la hidronefrosis severa.

e Anomalies potencialment detectables, es veuran segons el temps de I'exploracid, la
qualitat de l'equip, I'experiéncia de l'ecografista, del tipus de marcador i I'expressio
fenotipica d’aquest al llarg de la gestacid. Son: la fissura palatina (en el 20% de les

trisomies 13 i 18), 'agenesia renal, els ronyons multiquistics i alteracions cardiaques.

Figura §

Anomalies fetals a les 11-13 setmanes de gestacio: a) acrania, b) hernia diafragmatica, ¢) holoprosencefalia amb
un Unic ventricle lateral, d) polidactilia postaxial, €) megacistis severa de 25 mm de diametre, f) exomfalos, només
conté l'intesti. (10)
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Ecografia de primer trimestre

Es realitza entre les setmanes 11 i 12 de gestacié i es determina el nombre de fetus, la seva
viabilitat, s'avalua la quantitat de liquid amniotic i la localitzacié del corion (en les gestacions
multiples s’ha d’establir la corionicitat, ja que només es pot establir de manera fiable en el
primer trimestre), es mesura la longitud cefalocaudal (LCC) i la translucidesa nucal (TN).
També ha d’incloure un estudi basic de cap, tronc i extremitats fetals per descartar anomalies
majors.

En el primer trimestre de gestacio, I'ecografia juga un paper clau ja que la mesura de la
translucidesa nucal s'incorpora com a marcador ecografic en el cribatge combinat de primer

trimestre.

e La Translucidesa Nucal (TN) és l'apariéncia ecografica de I'acumul subcutani de liquid

darrera el coll fetal en el primer trimestre de gestaci6. Es mesura seguint les pautes

establertes per la Fetal Medicine Foundation (www.fetalmedicine.com) durant la setmana

11-13 de gestaci6 amb un LCC entre 45 i 84 mm. Es pot mesurar tant per via
transabdominal com per via transcervical, els resultats son similars (2). Es mesura la zona
més ampla de l'espai anecogenic. Cal que la pell fetal i les membranes amniodtiques es
diferenciin clarament. Els calfipers es collocaran sobre les linies ecogeéniques. Si es
considera convenient, es prendran diverses determinacions de la TN i s’anotara la superior
(1). Figura 6

Figura 6
Imatge de la mesura correcta (en groc) de la translucidesa nucal (TN) i la correcta posici6 dels cal lipers
Curs d’Ecografia i Doppler en Diagnostic Prenatal. Dexeus
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L’associaci6 de la TN amb anomalia fetal ve determinada pel gruix més que per
I'apariencia. Els valors per sobre del percentil 99 o superiors a 3,5 mm es consideren valors
de risc i en preséncia d’algun altre marcador es recomanara la realitzacié d’'una prova

invasiva. Taula 2.

Cariotipo Fetal N TN >Percentil 95  Riesgo 21/300
Normal 95.476 4.209 (4.4%) 7.907 (8.3%)

| Trisomia 21 326 234 (71.2%) 268 (82.2%)

| Trisomia 18 119 89 (74.8%) 97 (81.5%)
Trisomia 13 46 33 (71.7%) 37 (80.4%)
Sindrome de Turner 54 47 (87.0%) 48 (88.9%)
Triploidia 32 19 (59.4%) 20 (62.5%)
Otros* 64 41 (64.1%) 51 (79.7%)
Total 96.127 4.767 (5.0%) 8.428 (8.8%)

Taula 2

Estudi multicéntric de la Fetal Medicine Fundation. Embarassos amb una translucidesa nucal (TN)>p95 i el
risc estimat d’anomalia fetal (www.fetalmedicinefundation.com).

*Delecions, altres trisomies, translocacions desequilibrades i aneuploidies de cromosomes sexuals.

Si tenim un valor de risc i no tenim un estudi cromosomic 0 aquest és normal, es
recomanara una ecografia precog a les 14 setmanes de gestacié i una ecocardiografia ja
que la presencia d'una TN augmentada es relaciona amb cardiopaties (el 35% dels fetus
amb cardiopatia presenten una TN augmentada) (10), displasies esquelétiques, hérnies
diafragmatiques, malformacions fetals i sindromes genétics (11). Taula 3

Els valors de la TN es poden normalitzar a mida que avanca la gestacio pero també poden

evolucionar cap a un edema nucal, un higroma quistic o un hidrops generalitzat.
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Translucencia  Anomalias Cariotipo Normal Recién

nueal Cromosdmicas . Neacido sano
Muerte Anomalias

Fetal mayores fetales

< Percentil 95 0.2% 1.3% 1.6% 7%
Percentiles 95-99 3.7% 1.3% 2.5% 93%
3.5-4.4 mm 21.1% 2.7% 10.0% 70%
4.5-5.4 mm 33.3% 3.4% 18.5% 50%
5.5-6.4 mm 50.5% 10.1% 24.2% 30%
26.5 mm 64.5% 19.0% 46.2% 15%

Taula 3
Relacio de la translucidesa nucal (TN) augmentada i el risc d'anomalia fetal (11)

Altres marcadors ecografics: s6n signes fenotipics que s'observen sovint en fetus alterats,
perd que també els podem trobar en els fetus normals de manera aillada, sén marcadors
ecografics de segona linia que encara no estan validats per ser aplicats a la poblacio

general. Figura 7. Sén:

- L’os nasal: quan la linia corresponent a 'os nasal és més petita 0 menys ecogénica
que la de la pell ens indica que no tenim ossificacié i per tant es considera que tenim
falta d'os nasal, al voltant del 65% dels fetus amb trisomia 21 presenten hipoplasia de
I'os nasal (12)

- El ductus vends: és un vas petit que connecta la vena umbilical amb la vena cava
inferior imprescindible per enviar sang oxigenada al cervell fetal, si el flux de sang es
reverteix pot indicar patologia.

- Larequrgitacié tricuspidia: la valvula tricuspidia del cor no tanca bé, quan es contrau el

ventricle, la sang retorna a l'auricula dreta, s'associa a anomalia cromosomica si es
produeix entre les setmanes 11 i 14 de gestacio, si la TN esta augmentada la seva
prevaléncia augmenta, i també s’'associa a cardiopatia.

- Recentment s’han descrit altres com I'angle maxilo-facial, I'arc aortic esquerra o el flux

de l'artéria hepatica fetal perd encara calen més estudis (2,7)
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Onda a positiva Onda a reversa
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Figura 7

Amunt esquerra: abséncia d’os nasal, Amunt dreta: flux del ductus vends positiu i revers. A baix dreta: Flux
del Doppler de la valvula tricuspidia: a) no regurgitacidé durant la sistole b) una petita corba reversa i c)
regurgitacio tricuspidia.

Curs d’Ecografia i Doppler en Diagnostic Prenatal. Dexeus

El fet d’'incorporar aquests marcador ecografics en el cribatge combinat de primer trimestre
fa que el rang de deteccié arribi al 96% i es disminueixi la taxa de falsos positius fins a un
2,5%.

Ecografia de segon trimestre

Es realitza entre les setmanes 14 i 16 de la gestacid. En el ultims anys ha perdut importancia
en favor de I'ecografia de primer trimestre, no obstant, si és important per controlar aquells
marcadors ecografics alterats observats en el primer trimestre de gestacio i per totes aquelles
gestant que s’escapen al primer control de 'embaras.

Els marcadors ecografics son: plec nucal, caracteristiques facials, anomalia en mans i peus
(clinodactilia), ectasia piélica, hiperrefringencia intestinal, quistes de plexes coroideos, 0s

nasal, focus hiperecogénic cardiac, femur i humer curts, artéria umbilical Unica,
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ventriculomegalia, megacisternamagna... Esta indicada una prova invasiva en funcié del tipus i
el nombre de marcadors.
Segons el marcador ecografic observat en I'ecografia de segon trimestre podem sospitar d’'una

0 altre anomalia cromosomica (2)Taula 4

Trisomia 21 Trisomfa 18 Trisomfa 13 Triploidia Turner

Venfriculomegalia + + + +
Holoprosencefalia +

Quistes de plexos coroideos +

Complejo Dandy Walker + +

Hendidura facial + +

Micrognatia + +
Hipoplasia nasal +

Edema nucal + + +

Higroma quistico +
Hernia diafragmaética + +

Anomalias cardiacas l + + ‘ + [+ +
Onfalocele . + [ |

Atresia duodenal ' +

Afresia esofégica * +

Anomalias renales + + + + +
Miembros cortos + + + *
Clinodactilia +

Dedos superpuestos +

Polidactilia +

Sindactilia +

Talipes + o +

Retraso del crecimiento + + +

Taula 4

Anomalies ecografiques en relacio a 'anomalia cromosomica (2)

Proves Invasives

Mitjiancant la prova invasiva es preten obtenir una mostra fetal per l'estudi citogenétic.
Existeixen tres tipus de proves invasives: la biopsia de corion, 'amniocentesi i la cordocentesi.
Aquestes proves invasives estan associades a un risc de pérdua fetal dentre I'1 i el 2%
segons els diferents autors (4,13,14) i és per aixd que només es realitzen a aquelles gestants

que presenten un risc incrementat d’anomalia fetal ja sigui per:
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e Un cribatge prenatal alterat.

e La preséncia de marcadors ecografics majors.

e Una gestaci6 prévia amb cromosomopatia.

e Un progenitor portador d’un reordenament cromosomic.

e Una historia familiar de malaltia monogénica amb diagnostic prenatal disponible.

Biopsia de corion

Va ser introduida als inicis de 1980 i consisteix en l'obtenci6 de vellositats corials (VC). Es
realitza en el primer trimestre de gestacio, entre les 11-13 setmanes. L'obtencié de la mostra

pot realitzar-se per dues vies:

e Via Transcervical (TC-CVS): per aspiracié o mitjangant una pinga fina semirigida.

Figura 8
Via transcervical: Pinces, ecografia i vellositats corials (VC)

e Via Transabdominal (TA-CVS): per aspiracié mitjancant una agulla fina 0 amb un trocar fi i

una pinga transabdominal.

Figura 9
Via transabdominal: agulla fina, ecografia i vellositats corials (VC)
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L’elecci6 dependra de les setmanes de gestacio, de la localitzacié placentaria i de I'experiéncia
de l'operador/a. La via TC-CVS sembla que esta més associada a dificultats d’obtencio de la
mostra i a més entrades, perd la mostra surt més neta i sencera i és menys dolorosa sobretot
en dones més grosses degut al gruix de la pared abdominal (15). Per via TA-CVS les VC estan
més trencades i brutes (més teixit matern), i quan la placenta és anteriors és el métode escollit
(47% de les gestacions) (16).

Les principals complicacions de la técnica son: sagnats vaginals, trencament de membranes,

infeccions bacterianes o fungiques i perdues fetals (16).

La formaci6 de les vellositats corials s'inicia a la segona etapa del desenvolupament a partir
del trofoblast que embolcalla i delimita externament el blastocist. Les céldules del trofoblast
sintetitzen enzims proteilitics que permeten la penetracio i erosio de les cél fules epitalials de la

decidua materna (nom que rep I'endometri durant la gestacio) (17,18). Figura 10:

Figura 10
Tall de la implantaci6 del blastocist a I'endometri als 8 dies de gestaci6 (17)
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A mida que va envaint I'Uter, el trofoblast es diferencia en tres capes:

e Sincicitrofoblast: capa externa del trofoblast, esta formada per una massa celular
multinucleada i sense limits intercellulars, es forma per la fusi6 de cellules del
citotrofoblast. Esta implicada en la implantacio i transport feto-matern.

o Citotrofoblast: capa interna del trofoblast, esta formada per cél fules indiferenciades amb un
unic nucli central i ben delimitades. Son celdules amb una elevada activitat mitotica
espontania i molt actives durant el primer trimestre de gestacié, son les céldules que
s'estudien en el cultiu curt de vellositats corials.

e Estroma o mesenquima: és la part més interna de la vellositat corial, sén cél{ules de tipus
estromal i donaran lloc a I'angiogénesi, son les cél ules que s’estudien en el cultiu llarg de

vellositats corials.

L’estudi de VC permet detectar mosaics confinats a placenta (MCP):

Mosaicisme cromosomic: es defineix com la preséncia de dues o més linies cellulars en un

mateix individu, generalment s’origina per una no disjuncid, i el seu efecte en la gestacio
dependra del moment en el que tingui lloc, del llinatge celfular afectat i de la viabilitat
d’aquesta alteracié cromosomica. Figura 11.
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Figura 11

Diagrama dels llinatges cel fulars en les etapes primerenques del desenvolupament (6)

Tenint en compte que de les 60-100 céllules que formen el blastocist, només 16 formaran la

massa celdular interna, és més probable que les anomalies cromosdmiques originades en

estadis primarencs del desenvolupament embrionari quedin confinades a la placenta (18,19).

Els mosaics confinats a placenta (MCP) s’observen en el 1-2% dels estudis de vellositats

corials i aproximadament el 10% son en realitat mosaics reals (20). Podem tenir 3 tipus de

MCP depenent de la ubicaci6 de les célfules andmales: tipus I: confinat al citotrofoblast, tipus

II: confinat a I'estroma (mesénquima) vellositari i tipus IlI: present tant en el citotrofoblaste com

en l'estroma vellositari. En qualsevol cas caldra demanar una mostra de liquid amniotic per

poder determinar si el mosaic és fetal o confinat a placenta. Taula 5:

MCP tipus Citotrofoblast Mesénquima Teixit embrionari
I anomal normal normal
I normal anomal normal
Il anomal anomal normal

Taula 5:

Els 3 tipus de mosaic confinat a placenta (MCP).
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La discrepancia entre els cultius ens permet detectar possibles disomies uniparentals.

Disomia uniparental (DUP): El concepte va ser introduit en el 1980 per Eric Engel i segons
la literatura la freqiiéncia de la DUP en nens nascuts vius és de 0,029% (21). Es dona quan un
parell de cromosomes s’hereten d’'un mateix progenitor. Parlem de isodisomia uniparental
quan es tracta del mateix cromosoma i heterodisomia uniparental quan son els 2 cromosdémes
homolegs. Aquest fendmen es dona per un rescats trisomics (perdua d’'un cromosoma en una
trisomia per ser diploid) o per un rescat monosomics (duplicacié del cromosoma per
compensar la falta). Es important quan afecta a cromosomes que presenten imprinting
genomic (un gen s’expressa de manera diferent depenent de si la seva procedéncia és
materna o paterna) (22). Els cromosomes afectats per I'imprinting sén el 6, 7, 11, 141 15. En
alguns casos es descriuen també els cromosomes 2, 16 i 20 ja que presenten regions
d’imprinting, perd son pocs els casos clinics i és complicat associar-los a DUP.

En un estudi citogenetic on trobem MCP, translocacions robertsonianes familiars o de novo, o
un cromosoma marcador que involucri els cromosomes 6, 7, 11, 14 i 15, caldra fer un estudi

de DUP (23). Les Sindromes associades a problemes d'imprinting sén:

matUPD(7): Silver Russel syndrome (SRS; OMIM #180860). Meiotic origin suggested in 58% of matUPD(7)
patUPD(11): Beckwith-Wiedemann syndrome (BWS; OMIM #130650)

matUPD(14): Temple syndrome (TS; see OMIM *605636 and #176270)

patUPD(14): paternal UPD(14) syndrome (patUPD (14); OMIM #608149).

matUPD(15): Prader Willi syndrome (PWS; OMIM #176270). Meiotic origin suggested in 89% of matUPD(15)
patUPD(15): Angelman syndrome (AS; OMIM #105830). Meiotic origin suggested in 16% in patUPD(15).

Taula 6
Malalties associades a imprinting gendmic (21)

Amniocentesi

Va ser introduida als inicis de 1970 i consisteix en l'obtencid de liquid amniotic (LA). Es
realitzar en el segon trimestre de gestacio, entre les 15-17 setmanes, en gestants que per
diferents motius no han tingut accés al cribatge de primer trimestre o en el context d’'un control
sequiencial. Es una puncié percutania ecoguiada de I'abdomen matern fins el sac amnidtic,

d’on s’aspiren aproximadament 20 ml.
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Figura 12
Amniocentesi: Puncio, ecografia i liquid amniotic (LA).

Les principals complicacions de la técnica sén: pérdua de liquid amniodtic, pérdues fetals,
amniorrexis, talipes i problemes respiratoris fetals (24).

La composicié del liquid amniotic en un 99% és aigua on estan suspeses célules epitalials
fetals descamades, sals organiques (la meitat proteines i la resta carbohidrats, greixos,
enzims,hormones i pigments) i inorganiques. A mida que avanca la gestacio, la composicio del
LA canvia per I'addicio dels excrets del fetus (meconi i orina) (17).

Cordocentesi

Consisteix en l'obtencié de sang fetal. Es pot realitzar a partir de les 18-19 setmanes de
gestacio. Es una puncié percutania materna al cordé umbilical, s’aspiren de 2 a 3 ml de sang i
cal verificar l'origen fetal de la sang. Es el procediment més dificultds, s'associa a un risc de
pérdues fetals del 2% i per tant s'utiitza de manera excepcional (1). Les principals
complicacions sén la corioamnionitis, hemorragies, hematoma de cordd, bradicardia, part

preterme, perdues fetals i hemorragia feto materna.

Figura 13:
Cordocentesi. Ecografia i esquema de la punci6.
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Técniques moleculars

Esta reconegut que el temps d’espera dels resultats citogenétics provoquen angoixa a les
gestants, i aquesta és una de les principals raons per les quals cap als anys 1990 es
desenvolupen les tecniques moleculars de deteccié rapida (25). Analitzen les aneuploidies
més freqUents en diagnostic prenatal que son les dels cromosomes: 13, 18, 21, X i Y
associades a les Sindromes de Patau, de Edwards i de Down, i les anomalies dels
cromosomes sexual (Sindrome de Turner, de Klinefelter, triple X i les variants d’aquestes).
Representen el 70-80% de les anomalies cromosomiques mes comuns associades a

problemes fisics i/o mentals.

Aneuploidia Incidéncia
Trisomia 21 1/660
Trisomia 18 3/1000
Trisomia 13 175000
XXY 1/500
XYY 1/840
XXX 1/1000
X 1/2500

Taula 7

Incidéncia de nens nascuts vius amb les aneuploidies més freqiients (26)

L’avantatge principal d’aquestes técniques es que no requereixen de cel lules en divisio i amb
només 2 ml de mostra proporcionen un resultat en 24-48 hores. Es important destacar que
només detecten anomalies numériques dels cromosomes analitzats, no detecten aneuploidies
d’altres cromosomes, no detecten anomalies estructurals ni cromosomes marcadors. Tampoc
detecten mosaics inferiors al 20-30% (27), perd son una eina molt util en els casos de no

creixement i/o contaminacio.
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Les tecniques implementades per aquest diagndstic sén la hibridacio in situ fluorescent (FISH)

i la reacci6 en cadena de la polimerasa - quantitativa fluorescent (QF-PCR).

FISH: La FISH és una técnica que utilitza sondes d’ADN marcades amb un fluorocrom per a
detectar anomalies genétiques o cromosomiques d’'una céldula. Es basa en la propietat que té
I'’ADN de desnaturalitzar-se (separar la doble hélix) i d’hibridar (unir-se per complementarietat

de bases) amb una seqliéncia complementaria.

QF-PCR: La QF-PCR és una tecnica que es basa en la presencia de marcadors STR
(seqUéncies curtes repetides en tandem) i d’altres marcadors no tant polimorfics presents en el
genoma. Estan conservats en els diferents individus, perd cada individu presenta un nombre
de repeticions diferents. Es sintetitzen uns “primers” marcats amb fluorescéncia que permeten
amplificar aquestes regions concretes del cromosoma sent el nombre de copies finals un

indicador del nombre de copies d’aquest cromosoma.

Aspectes étics i legals

El fet de trobar una anomalia en diagndstic prenatal comporta ansietat, angoixa i estrés en la
parella, per aixd és important un correcte consell genetic per facilitar la presa de decisions (28-
30).

Mitjangant el cribatge, I'ecografia i la prova invasiva aconseguim un diagnostic prenatal.

Es essencial que la informacié d’aquest diagnostic sigui transmessa de manera correcta ja que
influira en la presa de decisions. Per tant la informaci6 ha de ser:

Completa: incloure els riscos i limitacions del diagndstic, el prondstic i les alternatives de
tractament.

Aseéptica: la persona que informi no ha d'imposar el seu criteri.

Entenedora sigui quin sigui el nivell social i cultural.

Evitar la confrontaci6 d’idees: respectar les creences i la cultura de la parella.
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No demanar conclusions de forma immediata: donar temps i la possibilitat d’altres entrevistes.

Es important tenir en compte que la reaccié d’una parella davant la noticia que el seu fill o filla
té o pot tenir una malformacié o defecte, dependra d’uns factors propis, la seva personalitat, de
les seves creences i sentiments, perd també de factors externs com la tradicié o la pressi6
ambiental. Per tant la forma de reaccionar davant un mateix esdeveniment pot ser molt
diferent. La parella es troba davant d’una situacié dificil, que la pot desestructurar amb facilitat i

aixo, en part, pot dependre de com es percep la informacié que se’ls hi dona (1).

Transmetre aquesta informacié no és res mes que proporcionar un correcte consell genétic
que es defineix com: el procés pel qual el pacient o familiar amb risc de patir una malaltia que
es pot heretar és assessorat sobre les consequéncies del procés, la probabilitat de
desenvolupar-la o transmetre-la, i de la forma a través de la qual aquesta pot ser previnguda,
evitada o palliada. D’aquesta manera les parelles podran amb total coneixement pendre la
decisié de continuar o interrompre la gestacié d’acord amb els suposits previstos per la llei.
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Hipotesis i Objectius

Hipotesis
Amb la implementaci6 del cribatge combinat de primer trimestre per el diagnostic prenatal, es
pot disminuir el nombre de proves invasives i aconseguir una sensibilitat més alta per a la

deteccio d’anomalies cromosomiques.

Objectius
Realitzar I'estudi citogenétic de liquid amniotic i vellositats corials i valorar la implementacié del
cribatge de primer trimestre en el diagnostic prenatal d’'anomalies cromosomiques en el nostre

centre des de 1999 fins a I'actualitat.

o Caracteritzaci6 de les anomalies cromosomiques en liquid amniodtic i en vellositats
corials.

¢ |dentificacié de la principal indicacié clinica per realitzar una prova invasiva.

e Valoracié de la evolucié del nombre de proves invasives realitzades en el temps.

e Calcul del valor predictiu positiu de la indicaci6 clinica per realitzar una prova invasiva.
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Material i Metodes

Els subjectes a estudi son dones embarassades de primer i de segon trimestre de gestacio,
dels serveis de Ginecologia de I'Hospital Germans Trias i Pujol (Badalona) i 'Hospital Verge de
la Cinta (Tortosa), amb una mitjana d’edat de 35,45 anys (minima de 17 anys i maxima de 46

anys), que son sotmeses a una técnica invasiva de diagnostic prenatal per indicacié clinica.

El métode és l'estudi citogenétic convencional i molecular (FISH, QF-PCR) de mostres
obtingudes per biopsia de corion (vellositats corials, primer trimestre de gestacio) o per
amniocentesi (liquid amnidtic, segon trimestre de gestacio). Tots els estudis s’han reaitzat a la

unitat de citogenetica del servei laboratori d’hematologia de I'hospital Germans Trias i Pujol.

El material del que es disposa sén els estudis citogenétics de diagnostic prenatal realitzats
des de la implementacié de la citogenética en el nostre centre (1999) fins a 'actualitat (marg
2011). S’han analitzat de forma retrospectiva un total de 3707 mostres de les quals 3523 son

liquids amniotics i 184 son vellositats corials.

Totes les técniques es realitzen sota la normativa i les guies Europees de diagnostic prenatal
(31,32).

Estudi del liquid amniotic (LA)

Soén necessaris entre 15 i 20 ml de liquid amniotic transportat en condicions estérils i a
temperatura ambient. Es processa immediatament, en casos excepcionals es podria conservar
la mostra fins a 48 hores, pero cal tenir en compte que les célfules en suspensié del LA aniran
morint.

Un cop rebuda la mostra, ens podem trobar que la mostra presenti contaminacié per sang
materna o que estigui contaminada per fongs o bacteris. En aquests casos, es notifica al

metge sol licitant i es confirma en un periode d’'uns 6-7 dies si el cultiu tindra éxit o no. En el
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cas de mostra contaminada per cél{ules maternes i un resultat de 46,XX (nena) caldra un
estudi ecografic exhaustiu.
Si el volum de la mostra rebuda és inferior a 10 ml, es considera mostra insuficient, es notifica

al metge sol licitant que el resultat podria ser incomplert.

Sempre es treballa en condicions estérils sota la campana de flux laminar.

Muntatge del liquid amnidtic

e Es reparteix la mostra en dos tubs conics i es centrifuga a +/-1700 rpm entre 7 i 10 minuts
(sempres son les mateixes condicions de centrifuga).

e Una part del sobrenedant, aproximadament 1ml, es recupera i s'envia a la seccié de
bioquimica per a la determinacié de I'alfa-feto-proteina per descartar els defectes del tub
neural (DTN). La resta del sobrenedant es desestima.

e Es resuspenen el botd celdular dels tubs afegint uns 3 ml de medi de cultiu (BIOAM-F), i
es distribueixen en 2 ¢ 3 flascons de cultiu segons la quantitat de la mostra, al microscopi
invertit es valora la concentracié cel {ular i la quantitat d'hematies presents.

o Els cultius es guarden en incubadores de CO2 al 5% a una temperatura de 37°C +/- 1°C.
Una mateixa mostra quedara sempre repartida entre 2 incubadores diferents i es sembrara
amb diferents lots de medi de cultiu per si hi hagués algun problema.

o Al sise o seté dia es comprova amb el microscopi invertit I'existéncia de céllules, tipus
fibroblast, adherides a la base del flasco de cultiu, si és aixi, es canvia el medi. A partir
d'aquest moment es controla el creixement celdular i es canvia el medi cada 2 ¢ 3 dies.
Quan es considera que es té un nombre suficient de colonies i célules en divisid es

realitza el processat per a l'obtencié dels cromosomes.
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Figura 14
Imatge ampliada del creixement celfular. Esquerra: colonia celdular. Dreta: detall d’'unes célules enganxades,
les microesferes refringents son cel lules en divisio.

En aquells casos on només es van realitzar dos cultius per falta de material, se’'n fa un tercer
del material sobrant, tot el contingut dels 2 flascons s'introdueix en un tub de centrifuga
previament numerat i es centrifuga, es treu el sobrenedant i es resuspen el boto cel lular amb
medi de cultiu (BIOAM-F), es sembra en un tercer flascd anomenat cultiu secundari que

guardarem a la incubadora per ser controlat en 6-7 dies.

Processat de la mostra

e Es canvia el medi de cultiu 19-20 hores abans d'ésser processat, per tal d'estimular el cicle
cel lular.

o S'afegeixen 50ul de Colcemid (antimitotic que provocara I'aturada de la divisié celdular) i
es deixa actuar durant 3 hores dins de la incubadora.

e El contingut del flascd s'introdueix en un tub de centrifuga previament numerat. Les
céllules, que segueixen adherides a la base del flasc, sén rentades amb uns 3 ml de
solucié salina Hank’s que seguidament es llenga, el Hank’s elimina els ions inhibidors de la
tripsina. S'afegeixen 3 ml de tripsina-EDTA per fer que les céllules es desenganxin del
flascé. Es deixa actuar durant 10" a la incubadora, després es controla en el microscopi
invertit que totes les célules estiguin en suspensio, es recuperen i s'introdueixen en el tub

de centrifuga.
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Es centrifuga la mostra, s'aspira el sobrenedant i es llenga. S’afegeixen uns 8 ml de xoc
hipotonic KCI (0,075M) préviament escalfat a 37°C +/- 1°C i es resuspén el botd cel ular.
Es deixa actuar entre 25i 30" a 37°C +/- 1°C.

Passat el temps, s'afegeixen +/-10 gotes de fixador (3 de metanol per 1 d’acid acétic) en
cada tub i es resuspén, es repeteix dues vegades més fins a un total de 30 gotes. Es deixa
actuar durant 10' a temperatura ambient.

Es centrifuga, s'aspira el sobrenedant i es llenca. Es posen 8 ml de fixador, resuspenent
després de cada pipeta, es deixa actuar durant 10' i es centrifuga. Es repeteix I'operacio
minim dues vegades mes.

En la ultima centrifugacio s’aspira el sobrenadant i es resuspen el botd celular, es
realitzen les extensions a ma algada. En el microscopi invertit es controla la qualitat de

cada extensio.

Les extensions s’envelleixen per temperatura (1 hora aproximadament a 100°C). Un cop

envellides, una extensid de cada cas es suca a la soluciéo 2xSSC a 65+/- 1°C i es renten amb

aigua de l'aixeta. Es tenyeix amb una part de colorant Wright i tres parts de solucié Sorensen,

aproximadament 2'30”. Amb aquest tipus de tincid s’aconsegueix el patr6 de bandes G. Si els

cromosomes han quedat ben bandejats es tenyeixen la resta d’extensions de la mateixa

manera, si no s aixi, es fa una altre prova. Si han quedat:

Massa tenyides, farem menys temps de tincio.
Una tincié uniforme on no es veuen les bandes, deixarem el porta més estona sucat al
2xSSC.

Cromosomes estan desfets, no sucarem el porta a la solucié 2xSSC.

Expressié de resultats

Es realitza I'estudi dels cromosomes al microscopi optic segons el patré de bandes G.
S'estudien 20 metafases procedents de 2 cultius independents i sempre que sigui possible
s’estudiara per dues persones diferents.

En cas que s'observi alguna alteracio numérica o estructural que no es repeteix, s’han de

consultar els criteris de la Hsu et al (33), per determinar si es tracta d’un mosaic o d’un
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pseudomosaic.

e L’expressio del resultat es fara segons la ISCN 2009 (34).

e Els polimorfismes i/o variants de la normalitat no seran informats, no es coneix repercusio
pel fetus i per contra crea molta angoixa a les gestants.

Poden apareixer problemes com ara: un nombre baix de mitosis, una resolucié de bandes

insuficient o una contaminacié per cél {ules maternes.
Estudi de vellositats corials (VC)

La mostra es transporta a temperatura ambient, en un recipient estéeril amb medi de cultiu
RPMI 1640 suplementat amb 1ml d’antibiotic (penicilina i estreptomicina) a 37°C.
El temps que ha de transcorre des de que s’extreu la mostra fins I'arribar al laboratori ha

d'ésser el minim possible.
El cariotip a partir de les vellositats corials s'obté a partir de dos tipus de cultiu:

o El cultiu curt (directe o semidirecte): on es fan créixer les cél1ules del citotrofoblast, que
aniran a formar les cobertes extraembrionaries. Son céllules amb divisions espontanies,
les podem processar inmediatament (cultiu directe) o a les 16-24h (cultiu semidirecte) i aixi
evitem el creixement de céliules maternes i/o gérmens que ens puguin contaminar la

mostra. Els cromosomes son petits i amb poca resolucié de bandes.

230 % ke
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Figura 15
47 XY,+21.Exemple de la resoluci6 de bandes en I'estudi citogenétic del cultiu curt de vellositats corials (VC).
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e El cultiu llarg: on creixen les cél1ules del mesénquima, son les que formaran I'embri, no
tenen divisions espontanies i per tant cal fer-les créixer sobre una superficie, necessiten
un minim de 6-7 dies per adherir-se al flascd de cultiu, durant aquest temps poden créixer
cellules maternes o de gérmens que podrien contaminar-nos la mostra. Els cromosomes

son més llargs, tenen més resolucié de bandes.
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Figura 16
47 XY ,+21. Mateix cas perd amb una resoluci6 de bandes de cultiu llarg de vellositats corials (VC).

Un cop es recepciona la mostra en el laboratori es traspassa a una capsula de petri estéril de
35mm de diametre amb medi de cultiu i s'analitza sota la lupa per natejar-la de possibles

restes de decidua materna.

Sempre es treballa en condicions esterils sota la campana de flux laminar.
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Figura 17

Esquerra: lupa per separar els fragments. Dreta amunt: mostra de vellositats corials (VC) a la placa de 35 mm.

Dreta a baix: ampliaci6 de la mostra, decidua materna (esquerra) i VC (dreta).

Es seleccionen diversos fragments, segons la quantitat. Si és insuficient, es recomana el

muntatge del cultiu llarg i s'informa al metge sol ficitant.

e Un fragment petit es col{oca en un tub esteril de 2ml per a realitzar la detecci6 rapida

d’aneuploidies fetals mitjantgant la tecnica de QF-PCR.

e Uns altres fragments es col{oquen en 2 plaques de petri de 35mm de diametre per

procedir al cultiu curt. EI medi de cultiu per aquest estudi és el RPMI 1640.

e La resta de fragments serviran pel muntatge del cultiu llarg. El medi de cultiu per
aquest estudi és el BIOAM-F.

QF-PCR Cultiu Curt Cultiu Llarg
Contaminacié No No Si
Resultat 24h 24h 15 dies
Analisis Només XY, Tots els Tots els
13,18,21 cromosomes Cromosomes
Bandes Pics <400 400
Origen Citotrofoblast - Citotrofoblast Mesénquima
cel-lular Mesénquima
Obtencio Extraccio de DNA Divisions Cultiu Cel-lular
Espontanies
Rendiment Alt Baix Alt

Taula 8

Resum de les principals diferéncies entre les 3 técniques utilitzades per 'estudi de les vellositats corials (VC).
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Cultiu curt

Muntatge de la mostra:

e Partim de les dues capsules de petri de 35mm de diametre amb 3 ml de medi de cultiu. Es
fragmenta la mostra amb I'ajut de dues agulles o d'un bisturi, es fan bocinets petits i es
col loquen en una safata dins la incubadora de COzal 5% i 37°C de temperatura.

e S’incuben de 16 a 20 hores

Processat de la mostra:

o S'afegeixen 50ul de Colcemid a cada capsula per aturar la divisié celdular i es deixa
actuar durant 45 minuts dins la incubadora.

e Es retira el medi i s'afegeixen 2,5ml /capsula de solucié hipotonica (1'14gr de citrat trisodic
en 100ml d'aigua destil lada escalfada a 37°C). Les capsules estaran amb I'hipotonic 14
minuts a la incubadora.

e Es retira I'hipotonic i s'afegeixen 2,5ml/capsula de fixador fresc (3 d’etanol absolut per 1
d’acid acetic glacial). Es deixen 10 minuts a temperatura ambient.

e Es canvia dues vegades el fixador deixant-lo actuar 10 minuts cada vegada.

o Es retira el fixador i s'afegeixen 10 gotes d’acétic diluit (4ml d’acid acétic en 6ml d'aigua
destilfada) i es deixa actuar 10 minuts. En el cas que només hi hagi una sola capsula
s'afegeixen el doble de gotes.

e S'ajuda a disgregar el material amb una pipeta de vidre estéril amb la punta trencada.

e Es realitza I'extensid6 en una maquina extensora (extensor de vellositats) a una
temperatura de 37°C. Es diposita la suspensié obtinguda en els portaobjectes i quan la
gota s’ha reduit a una quarta part, es decanta el portaobjectes i es deixa assecar a
temperatura ambient.

e Les preparacions obtingudes s’hidraten 3-4 segons submergint-les en aigua de 'aixeta.

L’envelliment i tincid de les preparacions es realitza seguint el mateix protocol que el de les

mostres de LA.
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Cultiu llarg

Muntatge de la mostra:

e Partim de la mostra arribada amb medi de cultiu. Es treu el medi i afegim 1-2 ml de tripsina
per disgregar la mostra (disgregacio mecanica i enzimatica) durant 10 minuts amb I'ajut de
dues agulles, es fan bocinets molt petits.

e Esrecull tot en un tub de centrifuga, s'afegeix medi de cultiu i es centrifuga.

e S'elimina el sobrenedant i el botd celular es resuspen aproximadament en 2 ml de medi
de cultiu. Es pipeteja enérgicament per acabar de disgregar els agregats celfulars i el
contingut es traspassa a 2 o 3 flascons de cultiu, es guarden a la incubadora.

o Alsise o sete dia es comprova amb el microscopi invertit I'existencia de cel lules adherides

a la base del flasco de cultiu.

A partir d’aquest punt, tant pel que fa al control del creixement, el processat de la mostra i

I'envelliment i tincié de les preparacions, es procedeix de igual forma que amb les mostres de

liquid amnidtic.
Cultiu Curt Cultiu Llarg
« 14 -18 h a I'incubador « Disgregacio amb trypsina
* Hipotonic « 7 dies a I"incubador
« Fixadors « Control creixement
« Acétic * Trypsina
« Extensions * Canvi de medi
« Tincio * Hipotonic
* Estudi « Fixadors
« Extensions
* Tincio
« Tistudi
Figura 18

Esquema del processat de vellositats corials
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Expressié de resultats

L'expressié de resultats també segueix les mateixes pautes que s'utilitzen per 'estudi de LA,

perd en aquest cas, s'analitzen 10 metafases del cultiu curt i 10 metafases del cultiu llarg, si no

es disposa de cultiu curt s'analitzaran 20 metafases del cultiu llarg procedents de 2 cultius

independents. En casos de discrepancia de resultats entre els dos tipus de cultiu, es sol ficitara

mostra de LA.

Biopsia Corial Amniocentesis
Setmanes gestacio 12 16
Mostra Ve LA
Obtencio Transcervical Transabdominal
Transabdominal
Cél-lules estudiades Citotrofoblaste - amniocits
Mesénquima
Temps de resultat 24h -15 dies 15 dies
Resolucié de bandes 400pb 550pb
Discrepancies entre cultius Si No
Risc pérdues fetals Més elevat Meny elevat

Taula 9 - Figura 19

preees o T iy

Trophoblast  Ectoderm Endoderm

Mesoderm  Mesoderm
(extra-embryonic) (embryonic)

Chorion Amniotic cavity

Amnion __4

y Amniocentesi

Extra-
embryonic
celom

Body |
stalk —%

Yolk sac ~ Biopsia Corial

: k Trophomasz} Ghorionic

Mesodermal core | Villus

A forma de resum, podem veure les principals diferéncies entre 'amniocentesi i la bidpsia de corion.

Técniques moleculars

En aquest ultim any, en el nostre centre s’ha substituit la técnica de FISH per la técnica de QF-

PCR ja que és més rapida tant pel que fa a la técnica (manual versus automatitzada) com pel

que fa a l'analisi de resultats (30 minuts per mostra versus 5 minuts). També ens permet

detectar contaminacions per célules maternes (la FISH només pot fer-ho en els casos de

fetus XY) i veure l'origen del cromosoma extra, si és matern o patern. A més és una técnica

molt més econdmica.
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Hibridacié in situ fluorescent (FISH)

Les sondes utilitzades son de la casa IZASA i venen en un kit comercial, I'’Aneuvysion. El kit es

conserva en el congelador i es protegeix de la llum ja que porta un marcatge fluorescent. El kit

conté 3 vials:

Un vial conté les sondes centromériques: CEPX SpectrumGreen a la regié Xp11.1-q11.1,
CEPY SpectrumOrange a la regié Yp11.1-q11.1 i CEP18 SpectrumAqua a la regi6
18p11.1-q11.1. Aquestes sondes hibriden amb les regions a-satellit de les regions
centromeériques dels cromosomes, son regions de sequéncies repetitives molt

conservades

l_)(pi1,'|-q11.1 CERP X
alpha satellite
SpectrumGreen
Ypi11.1-gqi1.

CEP Y (D‘Y’ZS

alpha satellite

18[:-11 1-q11.1 CEP 18
alpha satellite
SpectrumAgua

% SpectrumOrange

| =

Figura 20

Localitzacio de les sondes centromeriques.

L'altre vial conté les sondes de seqiéncia Unica que marquen regions concretes del
cromosoma a analitzar. EI cromosoma 13: LSI 13 SpectrumGreen a la regi613q14 que
conté sequéncies uniques de DNA del gen RB1, de mida de 180 kb, la sonda s’estén 110-
170 kb en direccié 5’ i 120 kb en direccié 3. La mida real de la sonda és de 440 kb. El
cromosoma 21: LSI 21 SpectrumOrange a la regi6 21922.13-q22.2 que conté sequencies
uniques de DNA complementaries als loci D21S259, D21S341 i D21S342. La mida de la
sonda és de 200 kb.
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Figura 21

Localitzaci6 de les sondes de seqiiéncia Unica dels cromosomes 13 (verd) i 21 (vermell).

e El tercer vial conté el DAPI, la contratincié que ens permetra visualitzar els nuclis per

localitzar les senyals d'hibridacio.

Processat de la mostra

e S'agafen entre 2i 5 mL de liquid amnidtic en un tub conic i es centrifuga 10 minuts a 2500
rpm (les condicions de centrifuga sempre son les mateixes).

e S'elimina el sobrenadant i es resuspen el botd cel {ular amb 5 ml de Tripsina que es deixa
actuar 10 minuts a 37°C (aquest pas és opcional).

e Es centrifuga, s'aspirar el sobrenedant i es resuspen el botd cel fular.

A partir d’aquest punt, es segueix el mateix protocol de la técnica de processat de liquids
amniotics amb la diferencia que en aquest cas es resuspen el boto cel lular amb vértex i les

mostres es mantenen a la nevera en els temps de fixador.

Extensions: Quan es volen realitzar les extensions es centrifuga i es resuspen el boto cel lular
amb el minim sobrenadant per concentrar la mostra. Es llenga una gota a ma algada en cada
portaobjectes damunt la placa d’extensions a 37°C. Es marquen les dues arees d’hibridacio

amb un llapis de diamant.
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Hibridacié: Un cop tenim el portaobjectes sec, s'afageixen Sul de sonda damunt 'area a hibridar,
es cobreix amb un cubreobjectes de 18x18mm i es segella amb cola.

e Peralasonda X,Y i 18 es deixa damunt la placa calefactora 3 minuts a 74°C.

e Peralasonda13i21 es deixa damunt la placa calefactora 5 minuts a 75°C.

Els portaobjectes es guarden en una cambra humida i fosca a 37°C i s'incuven durant tota la nit.

Rentats: Es treuen els cubreobjectes i es banyen les extensions en solucio 0.4xSSC/0.3%
detergent a 73°C +1° durant 2 minuts. Posteriorment es sumergeixen en solucié 2xSSC/0.1%
detergent a temperatura ambient entre 5 1 60 segons i es deixen eixugar a l'aire.

S'apliquen 10ul de DAPI sobre I'area d'hibridacid, es col1oca un cubreobjectes i es mantenen

congelades a —20°C i a les fosques fins al seu estudi.

Expressié de resultats: Es realitza I'analisi dels senyals d’hibridacié en el microscopi de

fluorescéncia, es conten un minim de 50 nuclis. En els casos de mostra hematica s’analitza un

nombre més elevat de nuclis.

Figura 22
Imatge de FISH, sexe cromosomic masculi normal per els cromosomes analitzats. Esquerra: verd (cromosoma
X), vermell (cromosoma Y), blau (cromosoma 18). Dreta: verd (cromosoma 13) vermell (cromosoma 21).
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Reaccio en cadena de la polimerasa - quantitativa fluorescent (QF-PCR)

L’analisi de la QF-PCR requereix d’'una extraccié de 'ADN de la mostra, una amplificacié dels
diferents marcadors que s’analitzen i una sequenciacié per visualitzar els resultats.

Per l'estudi es fa servir el kit comercial Devyser Compact de la casa Palex. Es conserva
guardat en el congelador i protegit de la llum ja que esta marcat amb fluorescéncia. El vial és
per 50 determinacions i s'alfiqliota en tubs d’Eppendorfs de 20 pl per evitat congelar i

descongelar el material. S’analitzen els seglients marcadors:

Rango de Rango de
tamaiio del tamaiio del
Localiza- | marcador marcador
Marcador cién (bp)* (bp)* Color marcado
POP-4/POP-6 | POP-7
13A 13q12.12 234 - 327 232-323 | Verde
138 13q21.32 370 - 430 365-425 | Azul
Rango de Rango de
13C 13q31.3 425 - 474 425 - 474 Amarillo tamaiio del tamafio del
Localiza- marcador marcador
13D 13q13.3 420 - 490 413-479 | Verde Marcador | gy (bp)* (bp)* Colonacade)
POP-4/POP-6 | POP-7
188 18q12.3 180 - 228 180 - 228 | Amarillo o X = 105 X = 106
XY1 P2z Y =110 Y =112 Verde
18C 18q12.3 298 - 350 298-350 | Azul Ypil.2 (+/- 2bp) (+/- 2bp)
18D 18q22.1 330 - 408 325-403 | Verde XY2 Xg21.3 180 - 220 182 - 222 verde
181 18q21.31 360 - 415 360 - 415 | Amarillo MR
18) 18p11.31 430 - 487 430-487 | Rojo
X1 Xq26.2 120 - 170 120 - 170 Verde
21A 21q21.3 150 - 205 150 - 207 Azul X2 Xql3.1 230 - 260 230 - 260 Rojo
218 21q21.1 220 - 283 220-285 | Azul X4 Xq21.33 290 - 350 290 - 350 Rojo
21C 21q22.3 256 - 350 256 - 353 | Amarillo
21D 21q22.13 440 - 492 440 - 492 Azul Y1 Ypl1l.31 235 (+/- 2bp) 236 (+/- 2bp) | Amarillo
21H 21q21.3 360 - 415 360 - 415 | Verde 7034 7 =183 7 =184
7X q X = 203 X = 204 Rojo
211 21q21.1 105 - 150 105 - 150 | Amarillo Xql3 (+/- 2bp) (+/- 2bp)
Taula 10

Localitzacio cromosdmica dels marcadors STR analitzats en el kit comercial Devyser Compact.

Extraccid de DNA

e S'agafen 2 ml de LA o una branca de VC trocejada en un tub estéril de 2 ml

e Es centrifuga durant 5’ a 3000 rpm.

Si el pellet és hematic, s’aspira el sobrenadant i s’afegeix 1 ml d’H2O estéril que es deixa
actuar 2’ a T ambient i es centriguga una altre vegada.

Un cop tenim el pellet net:
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e Treiem el sobrenadant i s'afegeixen 150 ul de RA (estabilitzador d’acids nucleics) i
s’homogeneitza.
e Es realitza I'extraccié de DNA amb el QiaCUBE.

Amplificacié de la mostra

e Per cada mostra treiem del congelador un tub d’Eppendorf aliqiotat amb 20 pl de la
‘master mix” del Devyser Compact i li afegim 5ul de DNA de la mostra. Es posa en el

termociclador perqué ens amplifiqui els marcadors STR amb el segiient programa:

Pre-desnaturalizacién Primer ciclo ~ Extension final
95°C i . i H
15 Min :
™ 30seq, :
: \ 72°C | 72:C

/90 Seg. 30 Min
1 H

\ 58°C 1

90 Seg
Temperatura i E
ambiente 27 Ciclos AL

Seqlienciaci6 de resultats

Preparem les mostres per analitzar-les amb el sequenciador ABIPrism 3130 i I'aplicacio del
GeneScan.
e En un tub d’Eppendorf identificat posem:
15 ul de formamida
01 wl de LIz
1’5 ul del producte de PCR o del producte de dilucio
e S’homogenitza amb voértex 15” i es realitza un xoc térmic durant 2" a 95°C per separar les
cadenes de ADN.
e Carreguem el volum total de I'eppendorf a la placa del seqlienciador que ens seqlenciara

la mostra.
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Analisi de resultats

La quantitat relativa de cada allel es quantifica mitjangant la relacio algada/area entre
determinats pics del cromatograma. En una mostra diploid (normal) els dos allels d’'un
marcador STR determinat s'identifiquen com a dos pics en relacié 1:1 (heterozigot per aquest
marcador) o d’'un Unic pic (homozigot per aquell marcador). L'identificacio d’un tercer al el
apareix com a un tercer pic en relacié 1:1:1 o bé com a dos en relaci6 2:1 0 1:2, el que ens
portaria a concloure la presencia d’un tercer cromosoma, com succeeix en els casos de
trisomia. Es necessitem com a minim 2 marcadors informatius de cadascun dels cromosomes

per poder donar un resultat.

100 250

f

1

15958 29005 19173 17623
181.57 18564 246 30 25027

Figura 23
Esquerra: marcador dial 1élic de trisomia 1:2. Dreta: marcador dial 1élic de disomia heterozigota 1:1.
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Resultats

Descriptiva de liquids amniotics

L’analisi citogenétic convencional en mostres de liquid amniotic s'incorpora en el nostre centre
a partir de I'any 1999.
Les principals indicacions cliniques per realitzar una amniocentesi han anat canviant al llarg

dels anys. Aquests canvis es poden visualitzar en el grafic:

80
70
60

50

—Ecografica
40 ===Cribatge
30 —Edat

—Altres

20

10

2005-2007 2008 2009 2010-2011

Grafic 1

Percentatges de les indicacions cliniques per realitzar una amniocentesi al llarg dels anys.

Altres: inclou anomalia cromosomica en anteriors gestacions, progenitor portador d’un reordenament cromosomic
0 angoixa materna.

En el total de les 3523 mostres analitzades de LA vam obtenir resultat en 3498 (99,29%)
mostres i en 25 (0,71%) de les mostres no es va obtenir resultat citogenétic: en 4 (16%) per
creixement insuficient, en 6 (24%) per mostra insuficient, i en 15 (60%) per problemes técnics.

Tenim un total de 3498 mostres amb resultat citogenétic de LA, de les quals 3415 (97,63%)
presentaven un cariotip normal i 83 (2,37%) presentaven un cariotip alterat: 74 (2,11%) tenien
significacié clinica i les 9 (0,25%) mostres restants eren alteracions heretades d’algun dels
progenitors. De les 74 mostres amb cariotip alterat i significacio clinica, 63 (85,14%) eren

anomalies numériques i 11 (14,86%) eren anomalies estructurals de novo.
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Segons I'anomalia cromosdmica i la indicacio clinica per la que es va realitzar la prova
invasiva, podem calcular el valor predictiu positiu (VPP) per cada tipus d’anomalia

cromosomica.

Trisomia | Trisomia | Trisomia | Cromosomes altres
13 18 21 sexuals numeériques | estructurals | MCP
Edat
materna
avangada 0,22 0,66 1,32 1,54 0,22 1,32 0
Cribatge
prenatal 0,16 0,32 2,85 0,47 0,16 0,95 0
Anomalia
ecografica 1,05 1,05 2,11 1,05 1,58 0,52 0
Altres
0 0 2,43 1,47 0,91 0,97 0
Taula 11

Valor predictiu positiu (VPP) de les diferents indicacions cliniques per realitzar una amniocentesi segons
I'anomalia cromosomica.

La técnica de FISH s’incorpora al laboratori a partir de 'any 2004 i es realitza fins al febrer de

2010 que és substituida per la técnica de QF-PCR.

Amb la técnica de FISH, s’han analitzat 1066 mostres de liquid amnidtic de les que s’obtenen
1028 (96,43%) mostres normals, 37 (3,47%) mostres patologiques i 1 (0,09%) mostra sense
resultat per falta de nuclis.

Un cop s'analitza el cariotip, veiem que tots els resultats patologics per FISH van ser
confirmats per citogenética convencional i que dels 1028 casos normals, 17 (1,65%)
presentaven un cariotip alterat, dels quals 9 (52,94%) casos tenien significacio clinica o si més
no, presentaven un risc d'anomalia fetal més alt per ser anomalies de novo i els 8 (47,06%)
restants presentaven un risc mes baix per ser anomalies heretades d’un dels progenitors. Cap

d’aquestes anomalies es podia haver detectat per FISH.
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N° Mostra FISH Cariotip Resultat
25 LA Normal ] 46,XY 4(15;18)(q22.1;q21.3)dn SC
29 LA Normal | 46,XX,del(18)(p11.2)dn SC
30 LA Normal | 47,XX,+22[13]/46,XX[5] e
32 LA Normal | 47,XY,+mar[13]/46,XY[11]dn e
40 LA Normal | 46,XX,inv(5)(q22931.3)mat NSC
44 LA Normal 46,XX,t(1;3)(p32;p25)dn e
48 LA Normal | 47.XY +mardn e
49 LA Normal 46,XX,t(10;15)(p13;q13)pat NSC
52 LA Normal | 45,XY,der(14;15)(q10;q10)mat NSC
53 LA Normal |47, XX+12[7]/46,XX[15]dn e
54 LA Normal 46,XX,1(8;9(q24.3;p22)pat NSC
59 LA Normal | 46,XY,inv(3)(q12929)mat NSC
62 LA Normal 46,XX,t(1;6)(p22;q15)pat NSC
66 LA Normal | 46,XX1(3;9)(p21;022)dn e
68 LA Normal | 47,XY,+mar mat NSC
70 LA Normal 45,XX,der(14;21)(q10;q10)dn e
7 LA Normal | 46,XY t(9;14)(p22;922)pat NSC

Taula 12

Casos amb citogenetica convencional alterada i FISH normal.
SC: tenen significacié clinica. NSC: no tenen significacio clinica.

Amb la técnica de QF-PCR s’han analitzat 133 mostres de LA on trobem: 121 (91%) mostres

normals, 9 (6,76%) patologiques i 3 (2,24%) incomplertes (un dels cromosomes no tenia un

minim de 2 marcadors informatius. En els 3 casos era el cromosoma 13, és el que té un menor

nombre de marcadors STR).

Un cop s'analitza el cariotip, veiem que tots els resultats patologics per QF-PCR van ser

confirmats per citogenética convencional i que dels 121 casos normals per QF-PCR, 2 (1,65%)

presentaven un cariotip alterat i tenien significacio clinica. Dels 2 casos, en 1 s’hauria d’haver

detectat 'anomalia per QF-PCR, afectava al cromosoma X, per tant tenim un 0,82% de falsos

negatius.
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N° Mostra | QF-PCR Cariotip Resultat
80 LA Normal |46 XY add(3)(q25)dn SC
83 LA Normal |45 X [11] /46 X del(X)(q26G28)[29] sC
Taula 13
Casos amb citogenetica convencional alterada i QF-PCR normal.
SC: tenen significacio clinica.
N° Edat Indicacié FISH Cariotip Diagnostic Desicio
1 39 | Edat - 46,del(4)(p16) S. Wolf-Hirschhorn ILE
2 25 | Desconeguda 47 XY +21 S. Down NC
3 34 | Cribatge 46,XY ,t(2;12)(p25;922)mat Heretat Part
4 33 | Ecografica 47 XX, +21 S. Down ILE
5 35 | Cribatge 47 XY ,+21 S. Down NC
6 30 | Desconeguda 49 XXXXY S. Klinefelter ILE
7 36 | Desconeguda 46,XY der(13) SC ILE
8 36 | Desconeguda 47 XX, +21[24]/46,XX[8] S. Down NC
9 36 | Antecedents 47 XY +*mar[4]/46,XY[14]dn SC NC
10 28 | Ecografica 47 XX,+18 S. Edwards ILE
11 33 | Cribatge 47 XY, +18 S. Edwards ILE
12 43 | Edat 47 XX,+18 S. Edwards ILE
13 36 | Cribatge 47 X,inv(Y)(p11q11),+21 S. Down NC
14 40 | Edat 45 X[71/47 XXX[28] S. Turner Part
15 22 | Cribatge 47 XX, +21 S. Down ILE
16 35 | Cribatge 47 XX, +21 S. Down ILE
17 36 | Cribatge 47 XX,+18 S. Edwards ILE
18 33 | Desconeguda - 47 XX, +21 S. Down ILE
19 36 | Ecografica A ]47.XY,+13 S. Patau ILE
20 38 | Edat A 47 XX,+21 S. Down ILE
21 17 | Desconeguda A 45X S. Turner ILE
22 32 | Desconeguda A 47 XX, +21 S. Down ILE
23 31 | Cribatge A 47 XY, +21 S. Down ILE
24 41 Desconeguda A 47 XY ,+21 S. Down ILE
25 38 | Edat N | 46,XYt(15;18)(q22.1;q21.3)dn SC NC
26 38 | Edat A |47 XXY S. Klinefelter ILE
27 40 | Cribatge A 47 XY ,+21 S. Down ILE
28 42 | Edat A |47 XX +21 S. Down ILE
29 40 | Ecografica N |46,XX,del(18)(p11.2)dn SC ILE
30 46 | Ecografica N | 47,XX,+22[13]/46,XX[5] SC ILE
31 29 | Angoixa A 47 XXX S. Triple X Part
32 37 | Ecografica N | 47XY,+mar[13])/46,XY[11]dn SC Part
33 34 | Cribatge A 47 XX, +21 S. Down NC
34 29 | Ecografica A 47 XX,+21 S. Down AD
35 29 | Cribatge A |47 XX+21 S. Down ILE
36 30 | Ecografica A 69, XXX Triploidia AD
37 39 |Edat A |47 XXX S. Triple X NC
38 39 |Edat A |47 XX +21 S. Down ILE
39 28 | Cribatge A |47 XX+21 S. Down ILE
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40 30 | Antecedents N 46,XX,inv(5)(q22931.3)mat Heretat Part
41 29 | Ecografica A |47 XXY S. Klinefelter ILE
42 39 | Cribatge A |47.XY,+13 S. Patau NC
43 29 | Antecedents A 45X S. Turner ILE
44 31 | Cribatge N ]46,XXt(1;3)(p32;p25)dn SC ILE
45 41 | Edat A |47 XXY S. Klinefelter Part
46 38 | Edat A |47 XXY S. Klinefelter AD
47 38 | Ecografica A 47 XY +21 S. Down ILE
48 37 |Edat N | 47XY,+mar SC ILE
49 34 | Cribatge N 46,XX,t(10;15)(p13;q13)pat Heretat Part
50 40 | Edat A 47 XY,+13 S. Patau ILE
51 29 | Cribatge A 47 XY +21 S. Down ILE
52 40 |Edat N 45 XY ,der(14;15)(q10;q10)mat Heredat Part
53 22 | Cribatge N |47 XX, +12[7]/46,XX[15]dn SC Part
54 39 | Edat N 46,XX,1(8;9)(q24.3;p22)pat Heretat Part
55 43 | Edat A |47 XXY S. Klinefelter ILE
56 34 | Ecografica A [ 47 XX, +18[11]/46,XX[11] S. Edwards NC
57 42 | Edat A 47 XY, +21 S. Down ILE
58 35 | Cribatge A |47 XX +21 S. Down ILE
59 37 | Cribatge N |46, XY,inv(3)(q12929)mat Heretat Part
60 41 | Edat A |47 XXX S. Triple X ILE
61 38 | Edat A 47 XY, +21 S. Down NC
62 38 | Edat N 46,XX,t(1;6)(p22;q15)pat Heredat Part
63 35 | Ecografica A | 46,XY,+13,der(13)t(13;21)(932.3;922.1)mat,-21 [ S. Patau Part *
64 38 | Ecografica A |47 XX+21 S. Down ILE
65 35 | Edat A |47 XX +21 S. Down ILE
66 26 | Cribatge N | 46,XX{(3;9)(p21;g22)dn SC Part
67 25 | Edat A |47 XX,inv(2)(p11.2913),+18 S. Edwards AD
68 25 | Antecedents N 47 XY, +mar mat Heredat Part
69 39 |Edat A [47XX,+18 S. Edwards Part *
70 34 | Edat N | 45XX,der(14;21)(q10;910)dn SC Part
71 30 | Cribatge N 46,XY ,t(9;14)(p22;922)pat Heretat Part
72 41 | Cribatge A |47 XYY[7]/46,XY[15] S. doble Y ILE
73 38 | Cribatge A |47 XX,+21 S. Down Part *
74 40 | Cribatge A [47XY,+21 S. Down ILE
75 35 | Cribatge A [47XY,+21 S. Down ILE
76 42 | Cribatge A 47 XX,+21 S. Down ILE
77 37 | Cribatge A 47 XX,+21 S. Down ILE
78 41 | Cribatge A |47 XXX S. Triple X Part
79 29 | Cribatge A 147.Xi(X)(q10),Y S. Klinefelter Part
80 32 | Angoixa N 46,XY,add(3)(q25) Risc Patologic ILE
81 38 | Cribatge A 47 XY,+21 S. Down ILE
82 39 | Cribatge A 47 XY,+21 S. Down ILE
83 35 | Ecografica N | 45X[11]/46,X,del(X)(q26g28)[29] S. Turner ILE
Taula 14

Descriptiva dels casos patoldgis en mostres de LA.

A: alterat, N: normal, - : técnica no realitzada, SC; Amb significacié clinica, ILE: interrupci6 legal de 'embaras, AD:
avortament diferit, NC: no consten les dades, Part*: mort neonatal.
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Alguns exemples de casos patologics:
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Figura 24

Cariotip patologic en liquid amnidtic (LA). Cas n°® 63: 46,XY,+13,der(13)t(13;21)(q32.3;q22.1)mat,-21
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Figura 25
Cariotip patologic en liquid amniotic (LA). Cas n° 79: 47,X,i(X)(q10),Y[22]
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Figura 26
Cariotip patologic en liquid amniotic (LA). Cas n°® 80: 46,XY,add(3)(q25) [22]

Descriptiva de vellositats corials

L'estudi citogenétic convencional en mostres de vellositats corials s’incorpora en el nostre
centre a partir de I'any 2008.
Les principals indicacions cliniques de prova invasiva en mostres de VC han anat canviant

amb els anys. Ho podem veure en el grafic:
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Grafic 2
Percentatges de les indicacions cliniques per realitzar una bidpsia de corion al llarg dels anys.

Altres: inclou anomalia cromosomica en gestacio anterior, progenitor portador d'un reordenament cromosdmic o
angoixa materna.
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En el total de les 184 mostres analitzades de VC vam obtenir resultat en 179 (97,28%) casos i
en 5 (2,72%) casos no es va obtenir resultat citogenétic, en 2 (40%) per contaminacié de la
mostra i en 3 (60%) perqué la mostra remesa era teixit matern.

Tenim un total de 179 mostres amb resultat citogenetic de les quals 157 (87,71%) presentaven
un cariotip normal i 22 (12,29%) presentaven un cariotip alterat: 19 (10,61%) tenien significacid
clinica i les 3 (1,67%) mostres restants eren mosaics confinats a placenta. No es van detectar

anomalies estructurals.

Segons I'anomalia cromosomica i la indicacio clinica per la que estava orientada la prova
invasiva, podem calcular el valor predictiu positu (VPP) per cada tipus d’anomalia

cromosomica:

Trisomia | Trisomia | Trisomia | Cromosomes altres

13 18 21 sexuals numeériques | estructurals MCP
Edat materna
avancada 0 0 8 4 0 0 0
Cribatge
prenatal 0 2,04 2,04 0 0 0 2,04
Anomalia
ecografica 1,75 5,26 8,77 5,26 0 0 1,75
Altres 0 0 3,22 3,22 0 0 3,22

Taula 15

Valor predictiu positiu (VPP) de les diferents indicacions cliniques per realitzar unabiopsia de corion segons
I'anomalia cromosomica.

Es realitza la QF-PCR de 74 mostres de VC on trobem: 68 (91,90%) mostres normals i 6
(8,10%) patologiques. Un cop s'analitza el cariotip, veiem que tots els resultats patologics per
QF-PCR van ser confirmats per citogenética convencional i que dels 68 casos normals, 2
(2,94%) presentaven un cariotip alterat, sense significacié clinica, eren MCP. Dels 2 casos, en
un si s’hauria d’haver detectat 'anomalia ja que afectava al cromosoma 21, per tant tenim un

1,47% de falsos negatius.
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Taula 16

N° Mostra | QF-PCR Cariotip Resultat
15 VC Normal |47 XX, +7/46 XX NSC
16 VC Normal |48 XY +2,+21[10)/46 XY[42] NSC

Casos amb citogenetica convencional alterada i QF-PCR normal.
NSC: no tenen significacio clinica.

Des de la implementacié en el nostre centre de la técnica de vellositats corials (2008) fins a la

implementacio6 de la tecnica de la QF-PCR (marg de 2010), de totes les mostres de vellositats

corials rebudes s’enviava una petita branca per I'estudi de la QF-PCR a I'Hospital Clinic de

Barcelona, van ser un total de 95 mostres, de les quals 20, es van realitzar en paral lel per

estandarditzar la técnica en el nostre centre. Aquestes dades no s'analitzen en aquest estudi.

N° Edat Indicaci6 | QF-PCR Cariotip Diagnostic Decisio
1 44 Edat - 47 XXY S. Klinefelter ILE
2 41 Edat 47 XY, +21 S. Down ILE
3 29 Ecografica 47 XX,+18 S. Edwards ILE
4 33 Ecografica 47 XX,+18 S. Edwards ILE
5 37 Ecografica 47 XY, +18 S. Edwards ILE
6 24 Ecografica 92, XXXX[5]/46, XX[7] MCP Il Part
7 44 Ecografica 47 XX, +21 S. Down ILE
8 41 Ecografica 47 XX, +21 S. Down Part
9 39 Ecografica 45 X/46,XX S. Turner AD
10 39 Ecografica 47 XX, +21 S. Down ILE
11 29 Ecografica 47 XX, +21 S. Down ILE
12 36 Antecedents 47 XY, +21 S. Down ILE
13 31 Ecografica 45X S. Turner ILE
14 39 Antecedents - 47 XXY S. Klinefelter ILE
15 35 Cribatge N 47 XX,+7/46,XX MCP | Part
16 38 Ecografica A 47 XY +13 S. Patau AD
17 39 Cribatge A 47 XX,+18 S. Edwards ILE
18 33 Antecedents N 48 XY,+2,+21[10]/46,XY[42] | MCP II Part
19 29 Ecografica A 47 XX, +21 S. Down ILE
20 28 Ecografica A 45X [20] S. Turner ILE
21 45 Edat A 47 XX,+21[20] S. Down ILE
22 38 Cribatge A 47 XX, +21[8] S. Down ILE
Taula 17

Descriptiva dels casos patoldgis en mostres de primer trimestre de gestaci6
A: alterat, N: normal, -: técnica no realitzada en el nostre centre, ILE: interrupci6 legal de I'embaras,
avortament diferit.

AD:
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Alguns exemples de casos patologics:
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Figura 27
Cariotip patologic en vellositats corials (VC). Cas n° 6: 92,XXXX[5]/46,XX[7]
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Figura 28
Cariotip patologic en vellositats corials (VC). Cas n° 17: 47,XX,+18[22]

54



Decisi6 de les gestants

De les 83 mostres de liquid amniotic amb resultat citogenétic alterat, 4 (4,82%) van ser
avortaments diferits, 47 (56,63%) van fer una interrupcio legal de I'embaras (ILE), 21 (25,3%)
van continuar amb la gestacié i d'11 (13,25%) casos desconeixem la decisio presa.

Dels 21 casos que van continuar amb la gestacio, 3 (14,28%) van ser morts neonatals i 18

(85,72%) van néixer pero no es te informacio sobre el seguiment del neonat.

De les 22 mostres de vellositats corials amb resultat citogenétic alterat, 2 (9,10%) van ser

avortaments diferits, 16 (72,73%) van fer una ILE i 4 (18,18%) van continuar amb la gestacio.

En el grafic podem veure com el tipus d'anomalia cromosomica influeix en la decisié de les

parelles. En aquest cas separem la Sindrome de Turner de les altres anomalies dels
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Grafic 3

Percentatge de la decisié final de la gestaci6 segons I'anomalia cromosomica.

AD: Avortament diferit, ILE: interrupcié legal de 'embaras, NC: no tenim informaci6 de la decisi6 presa, Part*:
mort neonatal, Altres: inclou altres aneuploidies o cromosomes marcadors.
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Descriptiva dels resultats globals

Des de 1999 fins al mar¢ de 2011, s’han analitzat un total de 3707 mostres prenatals de les
quals 3523 son liquids amniotics i 184 son vellositats corials. El total de mostres de LA i VC en
funci6 dels anys analitzades en el nostre laboratori es pot visualitzar en el grafic:

500
450
400
350
300 -
250
200 -
150 -
100

N EEREEREER

199920002001200220032004200520062007200820092010

Grafic 4
Total de mostres rebudes de liquid amnidtic (LA) i vellositats corials (VC) al llarg dels anys

Les indicacions cliniques per realitzar una prova invasiva han anat canviant al llarg dels anys.

Es pot visualitzar en el grafic
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Grafic 5
Percentatges de les indicacions cliniques per realitzar una prova invasiva de primer o segon trimestre de gestacié
al llarg dels anys.
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3523 LA 184 VC 3707 Totals
Indicacié Edat materna avangada 30,65% 15,43% 29,15%
Clinica de prova Cribatge prenatal 42,61% 30,25% 41,39%
i Anomalia ecografica 12,83% 35,18% 15,03%
Altres 13,91% 19,14% 14,43%
Fracas de la técnica 25 (0,71%) 5 (2,72%) 30 (0,81%)
Analisi de les Exit de la tecnica 3498 (99,29%) 179 (97,28%) | 3677 (99,19%)
Mostres Mostres normals 3415 (97,63%) 157 (87,71%) | 3572 (97,14%)
Mostres alterades 83 (2,37%) 22 (12,29%) 105 (2,86%)
Alterades amb SC 74 (89,16%) 19 (86,36%) 93 (88,57%)
Trisomia 13 4,82% 4,54% 3,81%
Trisomia 18 8,43% 18,18% 9,53%
Anomalies Trisomia 21 39,75% 40,90% 41,90%
cromosomiques | Cromosomes sexuals 20,48% 22,73% 20%
Altres numeériques 7,22% 13,63% 6,67%
Estructurals 19,27% 0% 18,09%
Edat materna avangada 5,29% 12% 5,64%
Valor Predictiu | Cribatge prenatal 4.91% 6,12% 5%
Positiu Anomalia ecografica 7,37% 22,81% 10,93%
Altres 9,68% 6,80% 7,17%
Mostres analitzades 1066 0 1066
Normals 1028 (96,43%) 0 1028 (96,43%)
Alterades 37 (3,47%) 0 37 (3,47%)
FISH Sense resultat 1(0,09%) 0 1(0,09%)
alterats que es perden 17 (31,48%) 0 17 (31,48%)
Es perden amb SC 9 (52,94%) 0 9 (52,94%)
Deteccié d'anomalies amb SC 99,16% 0 99,16%
Perdues diagnostiques 0,84% 0 0,84%
Mostres analitzades 133 74 133
Normals 121 (90,98%) 68 (91,89%) 189 (91,30%)
Alterades 9 (6,77%) 6 (8,11%) 15 (7,25%)
QF-PCR Inconplertes 3 (2,25%) 0% 3 (1,45%)
alterats que es perden 2 (1,50%) 2(2,70%) 4 (1,93%)
Es perden amb SC 2 (100%) 0 (0%) 2 (50%)
Deteccié d'anomalies amb SC 98,50% 100% 99,04%
Pérdues diagnostiques 1,50% 0% 0,96%
Avortament diferit 4,82% 9,10% 5,71%
Resultat final de | Part 25,30% 18,18% 23,81%
la gestacio Interrupcid legal de I'embaras 56,63% 72,73% 60%
Desconeguda 13,25 0% 10,48%
Taula 18

Descriptiva dels resultats obtinguts
SC: tenen significacié clinica. Altres: inclou antecedents d’anomalia cromosomica en gestacio anterior, progenitor
portador d’un reordenament cromosomic 0 angoixa materna.
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Discussio

L’estudi citogenetic tant de vellositats corials com de liquid amniotic esta acceptat i permet un
diagndstic prenatal acurat. El problema principal de I'estudi en LA és que I'estudi citogenétic es
fa en el segon trimestre de gestacié i per tant en molts casos el resultat definitiu no esta
informat fins al cinqué mes i en els casos on existeix un fetus amb una anomalia cromosomica,
si es vol finalitzar la gestacio, la relacié feto-materna esta molt establerta i la interrupcié de
'embaras és molt més traumatica i dificultosa que en el primer trimestre de gestacié. La
utilitzacié de les técniques de FISH i QF-PCR avancen els resultats i son extremadament
importants en els casos de no creixement o de contaminacié microbiologica, serveixen per
reduir 'ansietat materna fins a I'espera del cariotip i per prendre decisions rapides en els limits
d’interrupcié de I'embaras, pero, aquests estudis son parcials, només informen d’alteracions
numeériques dels cromosomes analitzats (13,18,21,X,Y) perd no donen informacié d’anomalies
estructurals, ni detecten mosaics de baixa freqiéncia, no proporcionen tota la informacié de la
constitucié cromosomica fetal. Es per aixo que en la ultima década s’han focalitzat els esforgos
per desenvolupar un cribatge de primer trimestre i 'estudi citogenétic de vellositats corials per
el diagnostic prenatal d’anomalies cromosomiques ja que permet un diagnostic precog:
s’avancen els resultats, es disposa de més temps per realitzar proves complementaries, es
poden analitzar les opcions més detingudament i permet interrompre la gestacié de forma més
segura i menys traumatica (10). Aquest canvi d'estrategia ha repercutit en els estudis

citogenétics.

S'observen canvis pel que fa a les indicacions cliniques per realitzar una prova invasiva. En
mostres de segon trimestre la principal indicacié era I'edat materna avangada (30,65%), I'inic
parametre associat a la S. de Down, el cribatge bioquimic (42,61%) I'ha anat reemplagant
progressivament (35). Aquestes dades sén superposables a les descrites en series més
llargues on troben el cribatge bioquimic en el 44,1% de les indicacions i 'edat materna
avancada en el 30% {{ 60 Mademont-Soler,l. 2011;}}. En el primer trimestre de gestacié, I'edat
materna avangada ha quedat totalment eliminada i les principals indicacions son el cribatge
combinat de primer trimestre (30,25%), amb molta més sensibilitat i especificitat que el de
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segon, i les anomalies ecografiques (35,18%), on la mesura de la translucidesa nucal juga un

paper clau en el diagndstic prenatal (2).

El nombre de mostres de LA des de lany 1999 a l'any 2007 van anar augmentant
considerablement, segurament degut a larribada d’extrengers en edat reproductiva i a
'augment progressiu de dones embarassades en edat avangada. A partir del 2007 s'observa
una devallada del nombre de LA, moment en el qual de manera progressiva es comenga a
introduir el cribatge de primer trimestre, amb el consequent augment del nombre de VC, pero
amb una disminucié del nombre de proves invasives. En el 2007 es van realitzar 465 estudis
en LA i en el 2010 es van realitzar 230 estudis (160 de LA i 70 de VC), per tant, en 3 anys
s’han reduit en un 50% el nombre de proves invasives. En series publicades descriuen
reduccions del 40% (36), s’ha de tenir en compte que encara no s’havia implementat el
cribatge de primer trimestre.

La implementacié del cribatge de primer trimestre permet una millor seleccié de les gestants
amb risc d’aneuploidia, el nombre d’anomalies detectades en el primer trimestre de gestacid
(12,29%) és superior que el detectat en el segon trimestre (2,37%), el percentatge de deteccid
ha augmentat un 10%. Estudis previs mostren que la incidéncia d’anomalies cromosomiques
en LA esta entre el 1 el 6,7% (35) altres el descriuen del 2,9% (37).Respecte a les mostres de
VC, estan descrites deteccions d’anomalies del 8,6% (38), son sensiblement més baixes que
les nostres, perd cal tenir en compte, com s’ha mencionat abans, que les dades en aquesta
serie fan referencia als resultats de 2007, abans de la implementacio del cribatge de primer

trimestre.

Les anomalies cromosomiques que es detecten amb més freqiiéncia sén les aneuploidies, a la
nostra serie representen el 73% en el segon trimestre de gestacio i el 86% en el primer. En
tots dos trimestres I'aneuploidia mes frequent és la trisomia 21 (del 40,90% en el primer
trimestre i del 39,75% en el segon), cosa esperada ja que és I'aneuploidia més viable i en la
que es focalitzen tots els programes de cribatge, després tindrem les anomalies dels
cromosomes sexuals similars en percentatges de deteccio entre el primer (22,73%) i el segon
(20,48%) trimestre, en tercer lloc trobem les anomalies estructurals que curiosament a primer
trimestre no s’en detectaten i a segon trimestre son del 19,27%, segurament perque la serie és

molt curta ja que en series més llargues troben un 22,56% d’anomalies estructurals en mostres
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de VC (38). Després trobem la trisomia 18 amb un 18,18% a primer trimestre i un 8,43% a
segon. Els MCP en un 13,63% i les altres anomalies numériques en un 7,22%. En ultim lloc la
trisomia 13 en un 4,54% a primer trimestre i un 4,82% a segon. Els percentatges d’anomalies
cromosomiques trobats en LA sén com els descrits a la literatura (37). Pel que fa a les VC
toben els mateixos percentatges tant per la trisomia 13, 18 i 21, pero el percentatge
d’anomalies dels cromosomes sexuals és considerablement més baix (11,30%) (38).

Segurament per la gran diferéncia en el nombre de mostres de la série (179 versus 3868).

Aquest augment d’anomalies cromosomiques detectades en el primer trimestre de gestacié pot
ser enganyds, ja que una part d'aquestes alteracions no sén viables i per tant el fetus no
sobreviuria al segon trimestre. En la nostra serie tenim 2 (9,10%) casos d’anomalia
cromosomica en primer trimestre que van resultar avortaments diferits, un era un mosaic de
Turner (cas n°9) i l'altre una trisomia 13 (cas n°16). En aquests casos, el diagnostic prenatal,
no proporciona un benefici immediat per la gestacié en curs, perd si que molt sovint,
proporciona una explicacié a la pérdua fetal i ofereix la possibilitat d’un consell genétic per les

futures gestacions.

Les anomalies estructurals desequilibrades i les aneuploidies és consideren de mal pronostic
ja que s’associen a anomalia fetal congénita i amb repercusions mentals. Per contra, les
anomalies aparentment equilibrades i els mosaics de baixa freqiiéncia no s'associen a fenotips
tant greus. El risc associat a un reordenament cromosomic aparentment equilibrat de novo és
del 6%. El risc de fenotip anomal associat a un mosaic dels cromosomes sexuals és del 10%,
en els casos de cromosomes marcadors, el risc d’'anomalia depen de la mida del marcador i
del cromosoma que el forma, no sempre es pot identificar i en aquets casos I'ecografia és una
eina molt important (6). El risc associat a una aneuploidia de cromosomes autosomics
dependra del cromosoma implicat. En la nostra serie tenim un LA (cas n°® 30) que presentava
una trisomia 22 en mosaic, la trisomia 22, al igual que la trisomia 16 en mosaic, presenten un
risc danomalia fetal relativament alt, del 64-75% (39), la parella va decidir interrompre la
gestacio. També es va detectar una trisomia 12 en mosaic que en principi confereix un elevat
risc d'anomalia fetal, perd no es pot establir un percentatge ja que els fenotips descrits sén
molt variables: des de la letalitat a casos d'infertilitat (6), en aquest cas la parella va decidir

continuar amb la gestacio, perd no tenim un seguiment del neonat.
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Un dels avantatges que presenta I'estudi citogenetic en vellositats corials davant I'estudi en
liquid amniotic es la possibilitat de realitzar 'estudi del cultiu curt, on obtenim un resultat de
tots els cromosomes en 24h, els microorganismes (bacteris i fongs) no tenen temps de créixer
i tampoc creixeran les cél {ules maternes ja que aquestes no tenen divisions espontanies com
s’ha comentat anteriorment. Aquest cultiu ens permet diagnosticar alteracions relacionades
amb la DUP al detectar MCP que poden tenir una relevancia clinica important.

En la nostra serie hem trobat un 1,67% (3/179) de MCP, aquest valor és similar al descrit en
altres series que parlen d’una frequencia d’entre I'1% i el 2% de MCP (20).

Eren 3 MCP: el primer era un MCP tipus Ill (cas n° 6) indicat per anomalia ecografica (cultiu
curt i cultiu llarg en VC 92, XXXX/46,XX i LA 46,XX) es va donar de normal ja que 'anomalia
ecografica havia desaparegut en els seguents controls perd es va informar que podria
presentar prematuritat, problemes al part i retras de creixement intrauteri com esta descrit per
alguns autors (20). La nena va néixer i va presentar complicacions, es va realitzar I'estudi
citogenétic en sang periférica i en biopsia de pell amb un resultat en els 2 casos de 46,XX per
tant, no podem atribuir les alteracions fenotipiques al cariotip, perd tampoc podem descartar-
les, ja que podria ser un mosaic de baixa frequiéncia confinat a algun teixit determinat, tot i que
baix, esta descrit un 0,03% de falsos negatius (40) i esta descrit que al voltant d'un 10% dels
casos on es sospita un MCP son en realitat mosaics verdaders (20).

El segon MCP detectat era de tipus Il (cas n° 18) indicat per antecedents d’aneuploidia (no hi
va haver mostra per el cultiv curt i s'observa un mosaic en el cultiu llarg de
48 XY,+2,+21[10]/46,XY[42], I'estudi de LA va ser de 46,XY). En aquest cas, tot i no tenir
estudi de cultiu curt es va etiquetar de MCP tipus Il ja que es va realitzar I'estudi per QF-PCR
que analitza tant les céldules del citotrofoblast (cultiu curt) com les del mesenquima (cultiu
llarg) i el resultat va ser de normalitat, no va detectar la trisomia 21, el que fa suposar que
I'anomalia estava en baixa frequéncia i només en un dels cultius, en aquest cas, en el cultiu
llarg, on I'anomalia estava en mosaic i no arribava al 30%, la técnica de QF-PCR necessita
com a minim entre un 20 i un 30% de cél{ules per ser detectades (25).

El tercer i ultim MCP detectat, era de tipus | (cas n® 15) indicat per cribatge combinat alterat
(cultiu curt 47,XX,+7, cultiu llarg i LA 46,XX ), involucrava el cromosoma 7, un dels
cromosomes afectats per imprinting genomic i per tant si el fetus expressa disomia uniparental

pot presentar alteracions fenotipiques, per aix06 es van realitzar estudis de DUP que van
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resultar negatius, no obstant en altres circumstancies haurien pogut ser rellevants, i per aixo és
important la seva deteccid. Segons les nostres dades, els MCP representen el 13,64% (3/22)
del total de cariotips alterats de primer trimestre, i el 33,3% (1/3) ha requerit de técniques
complementaries per determinar I'heréncia biparental del cromosoma. Altres series parlen d’'un
20% de MCP amb un risc de DUP del 26,8% , i d'aquests en un 5,5% dels casos es detecten

repercusions fenotipiques fetals degudes a la DUP (38).

En relacié al VPP de les diferents indicacions per la deteccié d’anomalies cromosomiques,
veiem que la indicaci6 amb un valor predictiu més elevat tant en primer (22,81%) com en
segon (7,37%) trimestre sén les troballes ecografiques, el que indica que les exploracions
ecografiques juguen un paper clau en el diagnostic prenatal d’anomalies cromosomiques.
Altres articles presenten els mateixos resultats del 5,9% (35)i del 7,47% (37) en mostres de
segon trimestre. Curiosament, el valor predictiu positiu per el cribatge prenatal es molt baix, del
6,12% al primer trimestre i del 4,91% en el segon. Alguns autors que presenten series molt
llarges de LA troben un VPP encara més baix, del 2,2% (37) i atribueixen aquest resultat a
que al ser mostres de segon trimestre, el cribatge prenatal presenta una taxa de deteccid
d’aneuploidies (65-70%) inferior a la taxa de deteccié del cribatge de primer trimestre (85-
95%)(2). En la nostre série, tot i que es molt curta, veiem que el VPP del cribatge de primer
trimestre també és baix, per tant, que el cribatge prenatal tingui un VPP baix, no ho podem
atribuir a la menor sensibilitat del cribatge de segon trimestre, segurament és atribuible a que
els cribatges estan desenvolupats per la deteccié de trisomies 21 i tot i que és 'anomalia més

frequent també es detecten moltes d’altres.

Amb la introduccié del cribatge de primer trimestre com s’ha comentat anteriorment, el nombre
de mostres de LA disminueix en favor de les mostres de VC, i tot i que podem realitzar la
técnica de FISH en mostres de VC és molt millor utilitzar la técnica de QF-PCR ja que d'una
branca de VC obtenim pocs nuclis perd molta quantitat d’ADN, per tant amb aquesta nova
implementaci6 les técniques moleculars també s’han vist afectades. En el nostre centre la
tecnica de FISH ha estat substituida per la técnica de QF-PCR amb una taxa de deteccio
d’anomalia cromosomica amb significacié clinica del 99,04%. Els estudis publicats presenten
taxes de deteccio similars, del 94,6% (41)i del 98,5% (39). De manera general esta descrit que
la QF-PCR detecta més d'un 80% de les anomalies amb significacio clinica (25).
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Un problema que se'ns presenta amb la QF-PCR i que no ens succeia amb la FISH és la
preséncia de duplicacions en els marcadors STR polimorfics, on s’observa un patro trial 1élic
per un Unic marcador STR. De les 207 mostres analitzades es van detectar en 7 (3,38%), 5
eren mostres de VC i 2 eren mostres de LA. Degut a la nostre poca experiéncia aquest
fendmen ens han creat moltes angoixes ja que un Unic marcador duplicat pot ser indicatiu
d’artefacte de la tecnica o d'un polimorfisme, pero també d'una duplicaci6 en aquesta
regio(27). En els 2 primers casos que vem detectar es va demanar un rentat bucal dels pares
on es va confirmar la preséncia de la duplicacio en un dels progenitors, en la resta de casos,
no es va sol icitar la mostra dels progenitors ja que els hi crea angoixa i aquests polimorfismes
estan descrits, s’expliquen per heréncia d’algun dels progenitors o per una inestabilitat
somatica del microsatél lit. En el cas que la detectem en un dels progenitors podem dir que és
heretada, pero si no la detectem no podem saber si és un artefacte, un polimorfisme o una
duplicacio real, per tant és una limitacié de la técnica. El percentatge descrit en la nostra serie
(3,38%) és mes elevat del reportat per altres series més extenses que parlen d'un 0,34% (41).
Aquesta discrepancia es pot explicar per la diferencia entre el nombre de mostres de cada
serie (207 versus 42231) i perque els marcadors STR utilitzats son diferents, possiblement els

nostres son marcadors més inestables.

Alguns autors comencen a sutgerir utilitzar la tecnica de QF-PCR com a técnica Unica en els
casos d’edat materna avangada, cribatge combinat positiu 0 angoixa materna i oferir I'estudi
complet del cariotip només en aquelles pacients amb anomalies ecografiques o reordenaments
cromosomics en algun dels progenitors. A Anglaterra, s’esta implementant aquesta estratégia i
ja han publicat els seus 2 anys d’experiéncia (42). Si seguissim aquestes noves directrius, dels
4 casos (2 VC i 2 LA) amb cariotip alterat i QF-PCR normal nomes haguessim realitzat el
cariotip a un dels LA (cas n° 83) que consultava per anomalia ecografica. Els altres 3
diagnostics s’haguessin perdut, dels quals un tenia significacié clinica important. Hauriem
perdut 2 casos de MCP (casos n° 15 i 16) que en una altre ocasié poden conferir un risc de
DUP i un cas de LA (cas n° 80) que va presentar una alteracié cromosomica en desequilibri,
per tant tenia un risc molt elevat d’anomalia fetal.

Si analitzem els casos estudiats per FISH que també hauriem perdut si seguissim aquestes
recomanacions, tindriem que dels 17 casos amb anomalia cromosomica no detectada per

FISH, en 9 (52,94%) casos no hagués estat indicat I'estudi del cariotip, dels quals 6 (casos n°
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25,44,48,53,66 i 70) si presentaven alteracions amb significacié clinica, per tant les perdues
diagnostiques amb significat clinic serien del 66,67%. En el 33,33% restant de gestants a les
que no s’hagues realitzat el cariotip, no s’haguessin pogut beneficiar d'un consell genétic ni
reproductiu per futurs embarassos ja que no hauriem detectat que eren portadors d’anomalies
cromosomiques. En el global de les técniques moleculars hauriem perdut 7 (58,33%) casos
amb significacio clinica, les dades publicades descriuen pérdues del 70% (43).

Un altre punt a tenir en compte és que les técniques moleculars si ens detectaran una trisomia
21, pero no detecten si aquesta esta involucrada en un reordenament estructural, equilibrat o
desequilibrat heretat d’'un dels progenitors, dada molt important per I'estudi de futures
gestacions. Per evitar totes aquestes perdues cal considerar les técniques moleculars com a
técniques complementaries de la citogenética convencional. No obstant, és una tecnica cost-
efectivitat molt alta i per aixo es continua valorant com a unica técnica en determinats casos. A
Suécia i a Holanda és la gestant la que escull entre la técnica de QF-PCR o la citogenética
convencional, sorprenentment, a Suécia, més d’'un 70% de les parelles escullen la QF-PCR
com a técnica unica (43).

Si analitzem les decisions preses segons les anomalies cromosomiques podem veure que
decideixen interrompre la gestacié un 60%, principalment sén els casos d’aneuploidies més
frequents, trisomia 13, 18 i 21 i la S. de Turner, que s'associen a un elevat risc d’alteracions
fenotipiques i mentals pel fetus. En les anomalies dels cromosomes sexuals i les alteracions
estructurals de novo podem observar que un 25% dels casos decideixen continuar amb la
gestacio, segurament perqué en els casos d’'anomalies dels cromosomes sexuals (exeptuant
la S. de Turner) les repercusions fenotipiques i mentals sén molt menors i en els casos
d’anomalies estructurals, si aquestes s6n aparentment equilibrades i no s'observen anomalies
ecografiques, moltes parelles assomeixen el risc del 6%.

D'aquest 60% de gestant que van decidir interrompre I'embaras, el 25,40% (16/63) eren
gestacions de primer trimestre.

El fet que el diagnostic sigui precog té repercusions a nivell poblacional, ja que I'actuacié a
primer trimestre és menys costosa. La intervencio médica és més economica tant pel que fa a

la interrupcid com als possibles transtorns psicologisc que li puguin quedar a la gestant.
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Conclusions

Les nostres dades confirmen que amb la implementacié del cribatge combinat de primer

trimestre s’han produit els segients canvis:

e Elnombre d’'anomalies cromosomiques detectades en el primer trimestre és superior al de
les detectades en el segon trimestre.

e No es troben diferéncies entre el tipus d'anomalies detectades en el primer i en el segon
trimestre a excepcid de les anomalies estructurals.

e Les técniques moleculars son una eina complementaria molt Util en els casos de no
creixement o de contaminacié i avancen els resultats de les aneuploidies més frequents.

e La principal indicacio6 per realitzar una prova invasiva pasa de ser 'edat materna avangada
a ser el cribatge combinat de primer trimestre.

e Elnombre de proves invasives ha disminuit des de la implementaci6 del cribatge de primer
trimestre de gestacio.

e El nombre d’estudis en mostres de liquid amniotic disminueix en favor del nombre
d’'estudis en vellositats corials tot i que tots dos son bons meétodes per la deteccid
d’anomalies cromosomiques fetals.

e La indicaci6 clinica amb un valor predictiu positiu (VPP) més alt per la deteccio

d’anomalies fetals és I'ecografia.
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