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El test prenatal no invasivo (TPNI) ha supuesto una revoluciéon en el
abordaje del diagnéstico de aneuploidias prenatales y, hasta la
fecha, ha sido clinicamente adoptado como una potente
herramienta de cribado para las aneuploidias cromosémicas mas
frecuentes, como son la trisomia 21 (sindrome de Down), 18 sindrome
de Edwards) o 13 (sindrome de Patau).

Este analisis presenta una serie de ventajas respecto a otras pruebas
prenatales existentes. En primer lugar, requiere de un procedimiento

menos invasivo para la gestante, ya que esta basado en el analisis de



ADN fetal libre de células circulantes en el plasma materno, por lo que
no lleva asociado ningun riesgo de pérdida fetal. Por otra parte,
puede realizarse a partir de la semana diez de gestacién y es mas
preciso para detectar las trisomias comunes que otras pruebas
prenatales, como las ecografias o el cribado combinado (bioguimico
y ecografico) del primer trimestre.

En los dltimos anos, las tecnologias gendmicas emergentes,
basadas principalmente en la secuenciacion masiva de nueva
generacion, estan teniendo un impacto significativo en el ambito
reproductivo, ampliando los andlisis a deteccion de aneuploidias
subcromosdmicas (deleciones y duplicaciones) y disminuyendo
considerablemente el porcentaje de pruebas invasivas realizadas
(amniocentesis o biopsias coriales).

A pesar de las ventajas de este cribado, también se plantean
cuestiones acerca del aumento de hallazgos incidentales, de la
aparicién de resultados con incertidumbre o de limitaciones para la
deteccién de poliploidias (triploidia y tetraploidia), translocaciones y
trisomias parciales o en mosaico.

La metodologia empleada en el TPNI puede estar basada en la
secuenciacién del genoma completo a baja resolucién, en la
secuenciaciéon de regiones especificas o en el analisis de
polimorfismos de nucleétido Unico (SNP).

Por otro lado, dependiendo de cada comunidad auténoma, los
criterios de acceso de las gestantes al TPNI son variables, asi como la
metodologia empleada en cada laboratorio, lo que hace que la
notificacién de los resultados del TPNI no esté completamente
estandarizada. A ello hay que sumar que la gran mayoria de las
comunidades auténomas (CC.AA.) no tienen internalizada ni
centralizada la prestacidon en sus sistema sanitarios, lo que obliga a la
externalizacién de la prueba a diferentes laboratorios privados, con
los inconvenientes que ello supone. Ante la revolucién que ha
supuesto el TPNI, numerosas sociedades sientificas han publicado



recomendaciones sobre la aplicacion adecuada de esta técnica para
el diagnodstico prenatal de anomalias genéticas congénitas.

Para abordar estos avances y consideraciones emergentes,
invitamos a un grupo de expertas del Sistema Nacional de Salud
para que compartan sus puntos de vista sobre el tema y expliquen
sus experiencias respecto a la centralizacién del cribado en

cada una de las CC. AA. en las que trabajan.

1. ;(Qué criterios deben cumplirse para que una gestante
pueda acceder a pruebas de TPNI en su comunidad autéonoma
dentro del sistema publico de salud? ;Qué técnica emplea en
su laboratorio y a cuanta poblacion cubre?

Laia Pedrola: en la Comunidad Valenciana se ofrece TPNI en el
Sistema Publico de Salud como un cribado contingente, es decir, en
funcion del resultado del cribado combinado (bioguimico y ecografico)
del primer trimestre. Se trata de un programa promovido por la
Direccion General de Salud Publica y que se ofrece a todas aquellas
gestantes de las veintiina maternidades de la Comunidad Valenciana
gue tienen un riesgo intermedio (entre 1/50 y 1/1000). Ademas, se
ofrece también a aquellas gestantes con un embarazo previo con
aneuploidias en los cromosomas 21, 13 o 18 y gestantes portadoras
de una enfermedad recesiva ligada al cromosoma X para la
determinacién del sexo fetal. En las mujeres embarazadas que
comiencen su seguimiento mas alla de la semana veinte de gestacién
se valora la indicacién del TPNI en funcién de los tiempos para poder
realizar la confirmacién en caso necesario.

Para la realizacion de la técnica de TPNI empleamos una tecnologia de
secuenciacidn de genoma completo (secuenciacidn por sintesis de
[llumina, Inc.), que se lleva a cabo en el laboratorio de la unidad de
genética del Hospital Universitari i Politecnic La Fe.

Modnica Viejo: en el Principado de Asturias la estrategia disefada
para la incorporacién del TPNI ha sido de contingencia o de segundo

nivel, es decir, para aquellas gestantes con un riesgo en el cribado



combinado de entre 1/50 y 1/250. También se ha dado cabida a
aquellas gestantes que no han podido entrar en el cribado combinado
por desconocer su embarazo a tiempo o por algun error de fechas, es
decir, como cribado de rescate, ademdas de aquellas gestantes con
antecedentes de aneuploidias de los cromosomas 13, 18 y 21,
siempre que hayan sido trisomias libres.

La poblacion diana son todas las gestantes de la comunidad
(alrededor de unas 6000 anuales).

La técnica que empleamos es la secuenciacién masiva, que se
encuentra externalizada, y uno de los requisitos para su adjudicacién
es que el laboratorio externo la tenga acreditada bajo la NORMA ISO
15189.

Rosa Maria Lobo: en Castilla y Ledn los criterios de seleccion
incluyen principalmente a gestantes con riesgo intermedio en el
cribado combinado (comprendido entre 1/50 y 1/1000). Asimismo,
se incluyen a gestantes con enfermedades viricas (VIH, VHB y VHC)
susceptibles de transmision vertical con técnicas invasivas, a
gestantes con multiplos de la mediana (MoM) para B-hCG libre vy
PAPP-A < 0,4 simultdneamente, gestaciones conseguidas por
técnicas de reproduccidn asistida con cribado combinado entre 1/1 y
1/1000 y por dltimo, a gestantes con antecedentes previos de
cromosomopatias.

Empleamos una tecnologia de secuenciacion de genoma completo
(secuenciacion por sintesis de lllumina, Inc.). El estudio se realiza en
el Hospital Universitario Rio Hortega (HURH) para todas las gestantes
de la comunidad auténoma que cumplen los criterios descritos en el
documento consenso elaborado por la Sociedad Regional de

Ginecologia y Obstetricia y el Laboratorio de Genética del HURH.

2. En paises como Inglaterra, Francia o Alemania se ofrece el
TPNI como prueba de segundo nivel (tras una evaluacion
inicial del riesgo) para todas las gestantes dentro del sistema

publico de salud, mientras que en otros paises europeos,



como Bélgica o Paises Bajos, su uso esta indicado como
prueba de primer nivel en su programa nacional prenatal. ;A
qué estandar europeo consideras que deberia converger el
Sistema Nacional de Salud espanol? ;Crees que el TPNI
deberia estar disponible de forma generalizada para todas las
gestantes que asi lo soliciten?

Laia Pedrola: La indicacion para realizar un estudio de TPNI debe
estar siempre basada en criterios cientificos y de efectividad. En este
momento no existen evidencias de que un cribado universal aporte
beneficios sobre un cribado contingente. Paraddjicamente, una
estrategia de este tipo podria llevar a un aumento del nUmero de
pruebas invasivas innecesarias. Es evidente que esto redundaria en
un aumento muy notable del coste sin que reportara ningun beneficio
claro.

En general, solo paises con poblaciones relativamente pequefas han
adoptado este tipo de estrategia en la que, seguramente, también
influyen otras consideraciones no estrictamente cientificas.

En el sistema de salud de nuestro pais deberia ofrecerse a todas las
gestantes, al menos como prueba de segundo nivel. Nuestros
esfuerzos deben encaminarse a la unificaciéon de criterios entre las
distintas CC. AA. para garantizar un acceso equitativo a esta
prestacidn para todas las mujeres gestantes que lo precisen.

Modnica Viejo: el TPNI presenta una sensibilidad y una especificidad
mas elevada que el cribado combinado. Es muy importante recalcar
gue también nos permite detectar la trisomia 13 (sindrome de
Patau), una malformacién que, aunque detectable en Ia
ecografia, pasa desapercibida en el cribado combinado. Deberia
dirigirse a una sustitucién gradual del cribado combinado por el TPNI,
siempre que sistema sanitario publico pueda asumir el coste del TPNI
y permita el cribado poblacional en todas las gestantes.

Rosa Maria Lobo: en mi opinidon el TPNI esta llamado a convertirse

en la prueba de eleccién en cribado prenatal con caracter totalmente



universal para las trisomias comunes, siempre y cuando la
disminucién de costes de la prueba asi lo permita.

3. Una reciente declaracion del American College of Medical
Genetics and Genomics recomienda informar del rendimiento
clinico de aquellos laboratorios que realizan TPNI en términos
de tasa de la tasa de deteccidn, especificidad clinica y valor
predictivo positivo (VPP) para los sindromes de Down, Patau
y Edwards. ;Qué desafios crees puede imponer esto a los
laboratorios que realizan la prueba TPNI y qué rendimiento
estimas que puede tener tu laboratorio o también el
numero de pruebas invasivas evitadas?

Laia Pedrola: los laboratorios tenemos la obligacion de recoger bien
todos estos datos para poder ofrecer estadisticas y tener una
estimacion del rendimiento. Nuestra tasa de detecciéon para estas
tres aneuploidias es del 100 % y la especificidad es del 99,95 %. El
VPP es mas elevado para la trisomia 21 (95,92 %), en segundo lugar
para la trisomia 18 (80 %) y en tercer lugar para la trisomia 13
(60 %).

Modnica Viejo: considero que es muy importante poder evaluar los
resultados y asi permitirnos conocer los datos reales de su
rendimiento. En nuestro laboratorio evaluamos anualmente el
rendimiento de la prueba calculando la tasa de deteccién y su
correlacidon con las pruebas invasivas realizadas.

Desde la implantacion del cribado en junio de 2019, la tasa de
deteccién para las tres aneuploidias ha sido del 100 %. En este
periodo no hemos tenido ningun falso negativo. Asimismo, hemos
observado desde 2013 una reduccién de pruebas invasivas de forma
gradual. Entre las causas que podrian explicar esta disminucién estd
la incorporaciéon del TPNI en el ambito privado.

La implementacion del TPNI en la sanidad publica asturiana ha
permitido una mayor equidad entre todas las gestantes y una

reduccién de un 23 % del nimero de pruebas invasivas realizadas.



Rosa Maria Lobo: considero que todos los laboratorios que realizan
la técnica deben conocer e informar sobre el rendimiento diagnédstico
obtenido. Para ello es necesario recopilar los resultados de la prueba
invasiva en todos los informados de alto riesgo, en aquellos casos
falsos negativos informados de bajo riesgo y en los que al nacimiento
se demuestre cromosomopatia en los cromosomas 13, 18 o 21.

El descenso de pruebas invasivas en nuestra comunidad auténoma
fue del 40 % (2018), del 52 % (2019) y del 61 % (2020),
consiguiendo una sensibilidad del 100 % para nuestro valor de corte
superior a 1/1000.

Nuestra tasa de deteccidon para estas tres aneuploidias es del 100 %,
con una especificidad del 86,3 % y una tasa de falsos negativos del
0 %. ElI VPP para la trisomia 21 es del 81 %, para la trisomia 18, del
80 % y para la trisomia 13, del 50 %.

4. ;Con qué frecuencia y en qué condiciones estimas que
pueden encontrarse hallazgos incidentales asociados al TPNI?
¢Consideras esto como una ventaja o una limitacion de la
prueba? ;Crees que los laboratorios deben informar sobre
ellos?

Laia Pedrola: en nuestra casuistica, los hallazgos incidentales
(aneuploidias raras y segmentales) se detectan con una elevada frecuencia
(por delante de la trisomia 18 y de la trisomia 13); sin embargo, el VPP en
ellos es bajo (5,56 % y 23,53 %, respectivamente).

Pensamos que es una ventaja y que deben publicarse, ya que,
aungue muchos de ellos podrian estar confinados a placenta, también
pueden, de distintos modos, afectar a la gestacion.

Monica Viejo: el hallazgo de resultados incidentales asociados al
TPNI creo que viene asociado de una forma inherente al tipo de
estrategia seguida. En nuestro caso, con un cribado de contingencia
y utilizando el TPNI basico estos hallazgos son minimos. Si se
extendiera a toda la poblacidn gestante, podriamos encontrar

monosomias X no confirmables en el feto por mosaicismos confinados



a placenta o riesgos altos tanto de trisomia 13 como de trisomia 18
asociadas a procesos malignos en la gestante y no en el feto.

No hemos encontrado hallazgos incidentales informativos, pero si que
realizamos estudios por técnica invasiva en aquellas gestaciones en
las que, en clinicas privadas, ha salido un riesgo alto para aneuploidias
cromosdmicas pocos frecuentes o deleciones de gran tamafo. Hasta
el momento, ninguno de estos casos ha tenido confirmacién
diagndstica (cariotipo/array CGH/DUP).

Considero, por tanto, que informar de los hallazgos incidentales
puede considerarse como una desventaja técnica, pero al mismo
tiempo podria conseguirise una sensibilidad-especificidad muchisimo
mayor para las aneuploidias mas frecuentes, lo que permite que
todas las parejas pudieran decidir de forma prenatal si seguir o no con
el embarazo.

Rosa Maria Lobo: entendiendo como hallazgo incidental el
resultado no buscado de manera especifica, tendriamos todas
aquellas aneuploidias de cromosomas distintos al 13, 18 y 21 vy
sexuales y las anomalias segmentales superiores a 7 Mb.

Su conocimiento es una ventaja si resultan ser ciertos y una
limitacién si reflejan mosaicos confinados a placenta, ya que en estos
casos se habria ofertado una técnica invasiva innecesaria.

En un estudio previo realizado en nuestro laboratorio estimamos un
10 % adicional de este tipo de hallazgos. Su incorporacion o no en el
informe debe hacerse por consenso y es asi como se hace en la
comunidad auténoma de Castilla y Ledn.

La frecuencia observada en los dos afnos tras su implantacién ha sido
del 3,5 % y su VPP ha sido del 12 %.

Las sociedades cientificas nacionales aun no han avalado su
introduccién en la practica clinica habitual, por lo que creo que
debemos esperar a que lo hagan. Todos deberiamos trabajar en la
misma direccién, aunque conocemos paises de la Unién Europea que

ya estan informando de estos hallazgos.



En nuestro centro se informan en caso de feto no viable y siempre
que los progenitores soliciten conocer estos hallazgos en el
consentimiento informado.

5. ¢Qué informacidn consideras que es fundamental incluiren
el consentimiento informado para el TPNI?

Laia Pedrola: considero que debe incluir una breve descripciéon de la
técnica, su objetivo, los beneficios esperados, su tasa de sensibilidad
y de especificidad, el tipo de resultados que pueden obtenerse y
sus limitaciones técnicas. Ademas, es imprescindible conocer el deseo
de la gestante de ser informada o no sobre el sexo fetal o los
hallazgos incidentales.

Modnica Viejo: es muy importante insistir en que es un test de
cribado y no una prueba diagndstica definitiva, asi como en explicar
sus limitaciones, como, por ejemplo, la disminucién del ratio de ADN
fetal cuando la gestante tiene una elevada masa corporal. El paciente
debe saber que pueden existir otro tipo de alteraciones que no
pueden detectarse con esta técnica y que, por ejemplo, carece de
valor en algunas situaciones, como en los portadores de una
translocacién en la que no estén implicados los cromosomas
analizados.

Rosa Maria Lobo: considero que deben aclararse conceptos como
su naturaleza no diagndstica, los cromosomas de los que va a
informarse, las tasas de deteccién de patologia y de falsos negativos,
la necesidad de repeticién de la prueba o la obtencion de una nueva
muestra y las limitaciones de la prueba segln el método elegido, asi
como especificar aspectos como el uso de muestras sobrantes y la
confidencialidad de la informacién.

6. ;Qué desafios o retos crees que existen a la hora de
implantar un programa de calidad analitica en un laboratorio
que realiza TPNI?



Laia Pedrola: si bien es verdad que en los inicios del TPNI la existencia
de diferentes metodologias hacia necesario instaurar programas estrictos de
calidad, hoy en dia puede considerarse como una técnica robusta que
incluye marcado CE-IVD con gran implantacién en el laboratorio. En este
sentido, los programas de calidad analitica en TPNI no deberian variar de
otros programas de cribado que realizan en el laboratorio en los que se
aplican normas ISO. Cabe destacar, obviamente, que se trata de una técnica
gue, ademas de un resultado, debe llevar implicito un asesoramiento
genético, lo que deberia recogerse en los programas de calidad que evallden
el TPNI.

Modnica Viejo: contar con un programa de calidad es basico para
poder informar de esta prueba y sin él no deberian poder emitirse
resultados. A la hora de implantarlo, no encuentro que existan mas
retos que los que se nos presentan para cualquier otra prueba que se
realice en el laboratorio.

Rosa Maria Lobo: es obligatoria la inscripcién y la realizacién de un
control externo de calidad que asegure la adecuada realizacién de la
técnica, en un esquema con un suficiente niumero de usuarios y la
acreditacién de la técnica, preferiblemente con la norma UNE-EN-ISO
15189.

7. Publicaciones recientes de la European Journal of Human
Genetics hacen referencia a la “rutinizacion del TPNI”. En
esta, abundan resultados con incertidumbre (por ejemplo,
alteraciones genéticas no catalogadas), especialmente
aquellos que proporcionan informacion limitada sobre el tipo
o la gravedad de la alteracion genética encontrada. ;Cree
que este problema podria paliarse con un asesoramiento
genético postest?

Laia Pedrola: si. De hecho, nuestra legislacién obliga, al igual que en
cualquier otra determinacién genética, a llevar a cabo un
asesoramiento genético pre- y postest adecuado.

Mdnica Viejo: El asesoramiento postest es fundamental para

explicar el riesgo detectado e insistir que la prueba no es diagndstica



y que se requiere de una prueba invasiva para confirmar o descartar
el riesgo resultante. Todo ello recordando a la gestante lo importante
gue es el seguimiento ecografico, que este test no sustituye a la
ecografia y que el embarazo es un proceso evolutivo continuo en el
gue puede que en algun otro momento sea necesario realizar una
prueba invasiva por alguna otra sospecha ecografica.

Rosa Maria Lobo: pienso que las sociedades cientificas deben
avalar la inclusién del asesoramiento y las parejas deben recibir la
informacion necesaria sobre la prueba y los resultados de los que se
les va a informar o no en las consultas pre- y posprueba, que

considero imprescindibles.

8. En el futuro, ;crees probable que en el cribado de
TPNI se incluyan mas microdeleciones, microduplicaciones y
mutaciones para los trastornos mendelianos de un solo gen,
como las talasemias o la anemia de células falciformes?
¢Cudles son las perspectivas de futuro del TPNI?

Laia Pedrola: si, técnicamente ya es posible incluir buena parte de
los sindromes de microdelecién. Es probable que con el tiempo y el
aumento de la fiabilidad en las determinaciones se amplie el espectro
de alteraciones que pueden detectarse. El cribado de enfermedades
monogénicas, sin embargo, supone todavia un reto y puede que sean
necesarios nuevos desarrollos tecnoldgicos para detectarlas.
Probablemente, el futuro del TPNI se encuentre en la secuenciacion
completa y en el andlisis de las secuencias en todo el genoma, lo que
supondra un grandisimo reto para los laboratorios.

Modnica Viejo: La perspectiva de que en un futuro seamos capaces
de detectar mas alteraciones seria positiva. Al existir muchos
sindromes que no presentan alteraciones ecograficas fetales o las
presentan de forma muy sutil, la perspectiva de que en un futuro
seamos capaces de detectar mas alteraciones mediante el TPNI es

alentadora. Para poder aplicarlo para detectar cualquier otra



alteracién, el ensayo deberia estar correctamente validado para ello y
presentar unas elevadas sensibilidad y especificidad.

Rosa Maria Lobo: Sin lugar a dudas nos encontramos con una
prueba de cribado con amplias perspectivas de futuro. Es probable
gue con el tiempo se introduzcan mas aplicaciones, que los pipelines
diagnésticos mejoren e incluso que se descubran nuevas propiedades
en el ADN fetal libre circulante que lo diferencien del material
materno, lo que podria ser la base para nuevas aplicaciones de este
test.



