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Utilizarea testelor prenatale
neinvazive in evaluarea
riscului de aneuploidii fetale
N sarcina gemelara
Cu un embrion oprit
in evolutie in trimestrul |

The use of non-invasive prenatal test in screening for fetal aneuploidies
in twin pregnancies with an embryo stopped growing in the first trimester

Abstract Rezumat

Non-invasive prenatal tests are tests which examine fetal
DNA in maternal blood in order to establish the risk of
fetal aneuploidies, analyzing chromosomes 21, 18 and
13 and the sex chromosomes X and Y. The tests were
validated in women with singleton or twin pregnancies
with the age of at least 10 weeks of gestation, and cannot
exclude fetal chromosomal anomalies. In pregnancies
with more than one fetus, they will not provide
information about the sex chromosomes. This analysis
does not replace chorionic villus biopsy, cordocentesis or
amniocentesis. The objective of this paper is to analyze
the applicability of sequencing chromosome selective
¢fDNA during non-invasive tests in order to establish an
algorithm that includes the lower fractions from some
viable twin pregnancy or "vanishing twin syndrome’”.
Keywords: non-invasive prenatal tests,

twin pregnancies, management

Introducere

Deja au trecut citiva ani de cand testul prenatal ne-
invaziv, folosind sangele matern, a céstigat din ce in ce
mai multa popularitate, fiind agreat atat de societitile de
specialitate implicate, cit si de pacientele selectionate, in
egala masura.

Trisomia 21 (sindromul Down) este cea mai cunoscu-
ta si avind cea mai mare speranta de viata dintre toate
aneuploidiile regasite la nou-nascutii vii, acestia fiind
caracterizati de o capacitate deficitara de invatare, IQ-ul
mediu nedepasind 50, defecte viscerale (in special cardiace
si intestinale), statura mici, risc de infectii si defecte la
nivelul analizatorului auditiv®?. Acesti indivizi prezin-
ta o mortalitate si o morbiditate semnificativ crescute,
cu un impact atat psihosocial, cat si financiar la nivelul
comunitatii, dar mai ales al familiilor din care provin.

Testele neinvazive prenatale sunt teste care analizeazd
ADN-ul fetal din sangele matern si stabilesc riscul de
aneuploidii fetale, analizand cromozomii 21, 18 i 13,
precum si cromozomii sexuali X si Y. Testele au fost
validate la gravidele cu sarcind unicd si gemelara cu cel
putin 10 sdptdmani de gestatie si nu pot exclude toate
anomaliile cromozomiale fetale. In cazul sarcinilor cu
mai mult de un fat nu se vor furniza informatii despre
cromozomii de sex. Aceste analize nu inlocuiesc biopsia
de vilozitdti coriale, cordocenteza sau amniocenteza.
Obiectivul acestei lucrdri este acela de a analiza
aplicabilitatea secventierii cfDNA cromozomiale selective
prin prelevdri neinvazive si stabilirea unui algoritm care
sd includa si fractiile inferioare provenite de la unele
sarcini gemelare viabile sau cu un ,geamdn dispdrut”.
Cuvinte-cheie: test prenatal neinvaziv,

sarcind gemelard, management

Daca prevalenta sindromului Down este de 1 la putin
peste 6009, in populatia generala aceasta variaza intre
11a 1340 la varsta de 25 de ani padndla 11a 3531a 35 de
ani si atingdnd 1 la 35 la gravidele de peste 45 de ani®.

Trisomia 18 (sindromul Edwards) se caracterizea-
za prin malformatii fetale pluriorganice, cerebrale,
cardiace, de cele mai multe ori grave, care determina
in majoritatea cazurilor avorturi spontane sau deces
peripartum.

De cele mai multe ori, supravietuitorii se confrunta
cu dizabilitati intelectuale profunde, cu o dezvoltare
inadecvat si mor in primul an de viata®.

Avand cam acelasi tablou clinic ca fetii cu trisomia 18,
si cei diagnosticati cu trisomia 13 sau sindromul Patau au
o rati foarte mica de nastere la termen, iar majoritatea
celor nascuti vii mor in primul an de viati®.
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Anomaliile cromozomiale legate de determinismul se-
xual se regdsesc la aproximativ 1 din 400 de nou-nascuti
vii, reprezentand o pondere mai frecventa decit a aneu-
ploidiilor autozomale®. Cu exceptia monosomiei X (sin-
dromul Turner), care poate fi detectata la screeningul
prenatal ecografic prin evidentierea higromei chistice sau
cu un defect cardiac sugestiv pentru un defect genetic,
celelalte triploidii, cum sunt sindromul Klinefelter (XXY)
sau sindromul XYY, nu au un fenotip detectabil prin ul-
trasunete sau prin screeningul seric, singurele metode de
diagnostic fiind cele invazive sau de screening neinvaziv
din acidul dezoxiribonucleic (ADN) liber circulant din
sangele matern. De exemplu, 90% dintre femeile care
poarta un cromozom X suplimentar si nu constientizeazi
aceastd anomalie®”, dar sunt fertile, pot detecta acest lucru
odati cu testarea neinvaziva a ADN-ului circulant fetal
din sangele periferic al acestora, cdnd ajung sa poarte o
sarcina susceptibild pentru o anomalie cromozomiala.

Metoda de screening

La inceputul anilor 2000, screeningul aneuploidiilor
se baza pe masurarea translucentei nucale (NT) in
primul trimestru de sarcina, coroborata cu incircarea
plasmatici a proteinei placentare-A (PAPP-A) si im-
preuna cu concentratia serica a altei proteine, numita
gonadotropina corionica umana (hCG), ceea ce oferea
o sensibilitate si o specificitate in jurul procentului de
60%®; in ultima vreme, protocoalele de screening pre-
natal insumeaza markeri noi atat ultrasonografici, cit si
a doua probe de sdnge in primul si, respectiv, in al doilea
trimestru de sarcind, cu sau fara NT, imbunatatind re-
marcabil performantele, astfel incit screeningul poate
detecta pani la noud din zece cazuri de sindrom Down®.
Randamentul confirmarii diagnosticului prin tehnici
invazive a crescut de la 4% la 6%“.

Pana relativ recent, pentru oricare gravida la care se
suspecta un risc genetic crescut de aneuploidii, singura
sursa de ADN fetal necesar pentru a stabili un diagnostic
genetic prenatal era reprezentata de procedurile invazi-
ve, precum biopsia de vilozitati coriale, amniocenteza
sau cordocenteza. Aceste proceduri invazive implici
anumite riscuri, atit materne, cat si fetale, mergand
pani la pierderea sarcinii, lucru de neacceptat mai ales in
cazul unor sarcini obtinute cu mari sacrificii si implicatii
complexe atat medicale, cat si psihoemotionale.

Daca, odati cu standardizarea metodei, pentru sarci-
nile monofetale protocoalele de lucru sunt mai simple,
cand avem de realizat o testare neinvaziva din sangele
matern (NIPT), folosind acid dezoxiribonucleic fetal
liber (cfDNA) din sangele periferic matern, situatia
este mai complexa, pentru ci trebuie si avem in ve-
dere cateva:

A) Criterii generale®V:

B Virsta materna >35 de ani.

B Rezultatele ultrasonografice fetale care sa indice un
risc crescut de aneuploidie, dintre acestea cele mai cu-
noscute fiind: lipsa osului nazal, translucenta nucala >3,5
mm sau valori anormale la m3surarea Doppler spectrala
a ductului venos.
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B Tn antecedente, istoric de sarcini cu trisomii.

B Orice rezultat pozitiv al screeningului pentru aneu-
ploidie, inclusiv in primul trimestru, la testul biochimic
combinat sau secvential ori la rezultatele a-testului din al
doilea trimestru, care integreaza valorile alfa fetoproteinei
(AFP), estradiolului (UE3) si HCG®?.

B Translocatie robertsoniana parentala asociati cu un
risc crescut de trisomie fetala 13 sau trisomie 21.

B Follow-up test de confirmare pentru femeile cu un
rezultat pozitiv in primul trimestru sau test de screening
pentru al doilea trimestru.

B) Criterii pentru sarcina gemelara sau multi-
pla®®:

B Sarcina monozigota sau dizigota.

B Gemeni obtinuti natural sau prin tehnici de repro-
ducere umana asistata.

B Cei doi/mai multi feti si fie in evolutie

In cazul sarcinilor gemelare, fetii pot fi monozigoti,
atunci cand bagajul genetic al celor doi este identic, si
prin urmare sunt afectati in egala masura, sau dizigoti,
cdnd numai unul dintre feti are risc mai mare de aneu-
ploidie. Este demonstrat deja, prin studii, cd in cazul
gemenilor dizigoti fiecare geaman contribuie diferit cu
cfDNA in circulatia maternala, concentratia putind si
difere pana la aproape de doud ori®4'%,

Prin urmare, exista riscul ca intr-o sarcini geme-
lard cu dizigoti, cantitatea de cfDNA sa fie sub 4%,
reprezentind limita inferioard pentru validarea tes-
telor NIPT pentru geamanul afectat de aneuploidie,
dar pragul de ,satisficitor pentru evaluare” sa fie
asigurat de celalalt fit, rezultatul final putind sa iasa
discordant cu realitatea, printr-un risc scazut eronat
pentru aneuploidie. Pentru a nu se ajunge la rezultate
fals-pozitive ,linistitoare” pentru sarcinile gemelare cu
fractie inferioard a cfDNA, cele mai multe laboratoare
recomanda tehnici invazive®®.

Plecand de la aceste limitari, am decis sa analizam
daci exista discrepante intre rezultatul unui test pre-
natal neinvaziv cu cel obtinut prin biopsie de vilozitati
coriale la o gravida dispensarizati in Clinica de Obste-
trica-Ginecologie a Spitalului Universitar de Urgentd
Bucuresti.

(13)

Prezentare de caz

Raportam cazul unei gravide in varsta de 39 de
ani, de rasi caucaziand, cu iniltimea de 162 cm,
greutate de 58 kg, nefumatoare, citologie cervicald
recent efectuata cu rezultat in limite normale si fara
antecedente personale patologice cunoscute.

Pacienta a nascut pe cale vaginala, la varsta de 33
de ani, un fit la termen, clinic sanitos, insa la 38 de
ani a expulzat in siptamana a 24-a de sarcini un fit
de 650 de grame, care a decedat la trei zile post-par-
tum, din cauza complicatiilor prematuritatii extreme.
Pacienta infirma existenta unor cazuri familiale de
boli genetice.

Partenerul pacientei, in virsta de 41 de ani, fuma-
tor (10 pachete/an), este aparent sinitos si fara boli
cronice cunoscute.
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Pacienta a obtinut spontan sarcina actuala si a fost
luata in evidentd in siptamana a sasea. La examinarea
ultrasonografica endovaginali, la 6 siptamani si 4 zile
de amenoree, am constatat prezenta intrauterina a doi
saci gestationali (SG), fiecare continand cate o vezicula
vitelina (VV), dar fara ecou embrionar sau activitate
cardiaca, si o mica imagine sugestiva pentru hematom
periovular situat supracervical. Investigatiile paraclinice
uzuale erau in limite normale.

Pacienta a primit tratament progestativ si tocolitic si
arevenit pentru reevaluare ultrasonografica la distanta
de 10 zile de la precedenta expunere, cAnd s-au detec-
tat doi saci gestationali, aparent independenti, fiind
considerati gemeni dizigoti, fiecare cu cite o vezicula
vitelinad, dar numai intr-un singur caz s-a vizualizat
embrion cu o lungime craniocaudald (CRL) corespunza-
toare pentru 8 saptamani, prezentind un ritm cardiac
de 176 de batii pe minut ritmice; in celilalt SG se rega-
sea schita unui embrion la care s-a putut misura CRL
corespunzitor pentru 7 saptamani si 2 zile de gestatie,
dar lipsind activitatea cardiaca.

Avand in vedere atat statusul obstetrical, cat si varsta
pacientei, aceasta a fost consiliata genetic si psihologic
si a primit recomandarea de screening pentru aneu-
ploidii fetale prin NIPT sau testare invaziva prin CVS
si evaluare ultrasonografica in serviciul de medicina
materno-fetala.

Din cauza situatiei socioeconomice si avand in vedere
ci serviciul public de asistenta medicald preventiva
nu finanteazi aceste testari, pacienta a optat pentru
biopsia de vilozitati coriale la varsta gestationala de
14 saptamani si 4 zile (figura 1), iar proba biologica
s-a lucrat intr-un serviciu privat acreditat si avizat in
acest sens. Celulele tisulare au fost cultivate in doua
culturi independente, iar pregatirea metafazelor a fost
efectuata dupa protocoale standardizate. Cromozomii
extrasi au fost bandati prin tehnica de bandare G (RHG)
cu scor >4. Analiza citogenetici a fost realizata de doi
observatori, folosind Caryosystems Image Analysis
Software. Au fost puse in evidentd mai multe metafa-

ze, dintre care 20 au fost analizate, iar dintre acestea
10 au fost cariotipate, de unde a rezultat un cariotip
feminin normal.

Avand aceste date ale unei sarcini gemelare dizigotice
cu un embrion oprit in evolutie inaintea evidentierii
ultrasonografice a activitatii cardiace fetale, dar si faptul
ci cfDNA din sangele matern dispare la 1-2 siptamani
dupa nastere sau, in cazul nostru, dupi oprirea in
evolutie a unuia dintre gemeni, am solicitat sprijinul
unui sponsor si, cu acordul si consimtimantul infor-
mat al pacientei, am efectuat testarea neinvazivi din
singele periferic al acesteia, avind ca scop observarea
concordantei datelor de screening cu cele de diagnostic
pus prin CVS. NIPT s-a efectuat la 15 saptamani si 2
zile de gestatie, prin recoltarea unei probe de singe
matern, care a fost analizata pe platforma Harmony a
laboratorului Ariosa Diagnostics.

Rezultatul a fost in deplina concordanta cu cel din
CVS, din acest studiu de caz concluzionind ca prezenta
»geamanului dispirut” nu a modificat rezultatele NIPT
(figura 2).

Discutii si concluzii

Majoritatea laboratoarelor care realizeaza screening
NIPT nu pot realiza o separare fideld a ADN-ului circu-
lant si evita sa analizeze singele provenit de la o sarcini
gemelari la care un fit n-a mai evoluat®?.

In literatura au fost raportate cazuri in care, prin NIPT,
secventierea ADN-ului a raportat cromozomii sexuali ca
fiind XY, iar la nastere, dupa analiza cariotipului fetal,
rezultatul a fost de XX®®, precum si rezultate fals-pozitive
sau fals-negative care vizau aneuploidiile. Discutia a fost ca
eroarea s-a produs tocmai prin prezenta geamanului oprit in
evolutie si analiza eronata a secventei cfDNA a acestuia®®.

Apreciind domeniul screeningului si cel al diagnos-
ticului prenatal raportat la sarcinile gemelare ca fiind
foarte interesante si existdnd inca multe necunoscute,
se ridica inca multe provocari pentru descoperirea sau
perfectionarea unor noi tehnici de diagnostic, prioritare
fiind cele neinvazive.

Figura 1. Evaluarea ecograficd a pacientei inainte de efectuarea biopsiei de vilozitati coriale - se remarca fatul in evolutie si sacul ratatinat al geamdnului oprit

din evolutie
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Test Results Fetal cfDNA Percentage: 9%

CHROMOSOME RESULT PROBABILITY RECOMMENDATION

Trisomy 21 (T21) Low Risk Less than 1,/10,000 (0.01%] Review results with patiant

Trisomy 18 (T18) Low Risk Less than 1/10,000 (0.01%) Review results with patient

Trisomy 13 (T13] Low Risk Less than 1,/10,000 (0.01%) Review results with patient

Fatal Sax | Fermale Fetus Greater than 58,100 (§9%) Review results with patient

Y Anahysis ' X5 Greater than 99,100 (99%) Review results with patient
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I Figura 2. Rezultatul testului prenatal neinvaziv analizat pe platforma Harmony

In momentul de fata, un rol foarte important si o
atentie deosebita presupun cunoasterea cu exactitate
a corionicitatii, precum si a zigozitatii sarcinilor ge-
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