L‘N FZQ RAII\\:)‘X%I :iE A LAC

CIENCIAY ETICA

- /
P, @

@
¥,

95

» Desarrollo del primer ensayo

prenatal no invasivo (NIPT)
en Argentina.

y/
DNA
» Actividad de fosfomicina

frente a cepas de Escherichia coli

y Klebsiella pneumoniae productoras
» Importancia de la investigacion

de Anticuerpos irregulares

de betalactamasa de espectro extendido
en el embarazo.

en pacientes ambulatorios
con infeccion urinaria

» Novedades de asociados
» Hipersensibilidad a medicamentos
evaluada por Test de Degranulacion

» Novedades institucionales

ALAC - Asociacion de Laboratorios de Alta Complejidad
www.alac.com.ar

LB

FUNDACION

A.L.A.C.




Investigacion

Desarrollo del primer ensayo
prenatal no invasivo (NIPT)

en Argentina

Martin Vazquez*'2, Cristian Rohr', Bianca Brun', Mauricio Grisolia', Guadalupe Méjico®, Marfa Floren-
cia Gosso®, Fabian Fay®

"Héritas -INDEAR. 2CONICET. ®Héritas -CIBIC S.A.

*Autor responsable, martin.vazquez@heritas.com.ar

Resumen

El ensayo prenatal no invasivo, conocido por sus siglas en in-

glés como NIPT (Non-Invasive Prenatal Testing) permite detec-

tar de forma segura, temprana y confiable las trisomias méas

comunes que pueden ocurrir durante el desarrollo fetal.

El ensayo se realiza en una muestra de sangre de la madre

embarazada desde la semana nueve de gestacion. En la

sangre circulan libremente tanto ADN materno como fetal

proveniente principalmente de trofoblastos. A partir de esta

informacion se pueden detectar las trisomias mas frecuentes

usando secuenciacién masiva de ADN y un sofisticado anéli-

sis estadistico.

Si bien NIPT se adopté rapidamente en la clinica, por su se-

guridad, simpleza y alto valor predictivo positivo para las tri-

: somias 21, 18 y 13, no existe una implementacioén local en

El ensayo Se reallza Argentina de la tecnologia y todas las muestras deben ser

enviadas al exterior.

En este trabajo mostramos el primer desarrollo local e imple-

CcCOmo un SCreening mentacion de la tecnologia NIPT. El ensayo fue registrado bajo
el nombre de Héritas Prenatal Vision.

., Introduccion

en etapa tem pl’ana de geStaCIOn, El ensayo prenatal no invasivo (NIPT) utiliza ADN libre circu-
lante en sangre materna para detectar las principales triso-
mias durante el desarrollo fetal. El ensayo se realiza como un
screening en etapa temprana de gestacion, desde la semana
nueve, usando tecnologias de secuenciacion masiva de ADN

(NGS, Next-Generation-Sequencing).
La presencia de ADN circulante libre en la sangre fue des-
usando ’[ecno|og|'as cripta hace ya unos 20 anos por Lo et al, y proviene tanto
de células maternas como de citotrofoblastos que incurren en
apoptosis. EI ADN libre circulante esta altamente fragmentado
. .z . en fracciones de aproximadamente 160 a 140 pares de bases.
de secuenciacion masiva De esta forma, la informacion en el ADN circulante se puede
utilizar para detectar aneuploidias. Hasta el momento, diferen-
tes aproximaciones se desarrollaron con este objetivo usando
d e ADN secuenciacion masiva de ADN, tanto secuenciacién de todo

desde la semana nueve,
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el genoma como secuenciacion de captura de regiones espe-
cificas que han sido validadas en muy amplios ensayos clini-
cos a nivel mundial. Con secuenciacion de captura especifica
(Target-NIPT) se pueden aplicar tecnologias de estadisticas de
conteo o andlisis de SNPs (single nucleotide polymorphisms)
para detectar las aneuploidias, ejemplos de esto son los en-
sayos Panorama de Natera (2) o Harmony de Ariosa (3). Con
Secuenciacion de todo el genoma (WGS-NIPT), se aplica fun-
damentalmente conteo estadistico, ejemplos de esto son los
ensayos de Verify de lllumina (5) o MaterniT21 de Sequenome
(4). En conteo estadistico, el nimero de secuencias de ADN
obtenidas para cada cromosoma se cuentan y comparan con-
tra una base de datos de embarazos euploides usados como
base de datos de referencia (7). En caso de trisomia fetal, un
numero significativo de secuencias de ADN se vera enriqueci-
do para el cromosoma afectado.

Sin embargo, la correcta deteccién de la aneuploidia fetal
depende de una serie de factores, biolégicos y tecnolégicos,
siendo el principal el porcentaje de ADN libre circulante en san-
gre que corresponde al feto. Debido a un bajo porcentaje de
fraccion fetal el ensayo puede indicar falsos positivos, por lo
cual los ensayos disponibles prefieren rechazar la muestra.

En este sentido los ensayos basados en Target-NIPT tienen
mucha menos sensibilidad/especificidad a bajas fracciones
fetales. Por el contrario, se ha demostrado que las tecnologias
basadas en WGS-NIPT mantienen una altisima especificidad
independiente de la fraccién fetal mientras que sostienen sen-
sibilidades por encima del 80% a las fracciones fetales mas
bajas (6).

Un embarazo normal presenta fracciones fetales que oscilan
entre 8-12% desde la semana nueve, mientras que una baja
fraccion fetal se considera por debajo de 4%. EIl WGS-NIPT es
capaz de detectar incluso por debajo del 3% (6). Esto es su-
mamente relevante, ya que los métodos Target-NIPT pueden
disparar una cantidad importante de procedimientos invasivos
como consecuencia de rechazar la muestra por baja fraccién
fetal, algo que se evita usando WGS-NIPT (6).

Si bien NIPT mostro una répida adopcién como método de
screening de aneuploidias en primer trimestre de embarazos a
nivel mundial, en Argentina no se ha implementado localmente
por lo cual todas las muestras deben ser enviadas y proce-
sadas en el exterior. Esta situacion presenta varios problemas
a considerar, entre ellos: 1) puede complicar la logistica y en
algunos casos la fiabilidad del ensayo, 2) Los reportes no se
encuentran customizados para la realidad local, usualmente
recibiéndose en otro idioma y llegando a la paciente de esa
forma, 3) Con la muestra en el exterior la paciente pierde el
amparo de la ley de proteccién de datos personales local y
pierde el rastreo de su muestra. Es importante recordar que se
secuencia ADN de la madre y del feto que es informacién con-
sidera sensible y protegida por ley, 4) Se pierde la posibilidad
de contar con un biobanco y base de datos local centralizada
para realizar seguimientos y casuistica en la Argentina, 5) no
hay interaccion directa y fluida entre los médicos y los pres-
tadores de la tecnologia para resolver puntos potencialmente
conflictivos o pedir una extension de la caracterizaciéon de la
muestra en algunas situaciones puntuales.

Estas razones motivaron que desarrollemos e implementemos
a nivel local por primera vez en Argentina un ensayo NIPT. Para
el desarrollarlo decidimos usar como base WGS-NIPT por ser
més confiables a bajas fracciones fetales como se describié. El
desarrollo se registré bajo el nombre de Héritas Prenatal Vision.

Materiales y Métodos

Reclutamiento de muestras de embarazadas euploides y no
embarazadas para la base de datos de referencia y controles
positivos aneuploides.

INFORME ALAC /Afio XXII /N2 1 /2017

Se reclutaron 44 muestras de sangre de mujeres utilizando
dos tubos cell-free DNA BCT marca Streck por cada una. Es-
tos tubos especiales conservan el ADN libre circulante preser-
vandolo de la degradacién y evitan la contaminacién con ADN
no circulante proveniente de células sanguineas.

De las 44 muestras colectadas, 13 muestras correspondian a
mujeres no embarazadas y el resto a mujeres cursando emba-
razos con las siguientes caracteristicas:

1) Semanas de gestacién desde 9 a 26

2) Edades de la embarazada al momento de gestacion desde
26 a 44

3) indices de masa corporal desde 20 a 32

4) Embarazos en curso tanto XX como XY

En todos los casos cursando embarazos euploides. Los coefi-
cientes de variacion (CV) de la base de datos control se deter-
minaron en 0.34 para cromosoma 13, 0.33 para cromosoma
18y 0.6 para cromosoma 21.

Se incluyeron como controles aneuploides cuatro muestras
comerciales de las siguientes caracteristicas: Trisomia 18 con
12% fraccion fetal, Trisomia 13 con 12% de fraccion fetal, Tri-
somia 21 con 8%, 4%, 2% y 1% de fraccién fetal (SeraCare,
USA). Estos controles sintéticos se encuentran embebidos en
una matriz simil-plasma y deben pasar por el mismo procedi-
miento de extraccion que las muestras de pacientes.

Se incluyeron ademas dos muestras positivas de embarazos
aneuploides para trisomia 21 de semanas 12 y 26 de gesta-
cion que fueron comprobadas como positivas por otras me-
todologias.

Procesamiento de las muestras.

El ADN libre circulante de las muestras se extrae usando el
kit QIAmp Circulating Nucleic Acids (Qiagen, USA) a partir del
material contenido en los tubos BCT.

El ADN extraido es cuantificado mediante picogreen y chips
de ADN high Sensitivity en Agilent 2100 Bioanalyzer para com-
probar cantidad y distribucién de tamarfios del ADN.

Luego de un proceso de “dual size selection” para garantizar
presencia de ADN libre en plasma sin contaminacién genémi-
ca, se preparan bibliotecas usando el kit Truseq Nano (lllumi-
na, USA) y se vuelve a cuantificar concentracion del material
por Kappa y Agilent 2100 Bioanalyzer.

Los ADN de las bibliotecas preparadas se secuencian en un
equipo NextSeqg500 (lllumina, USA) usando kits High Output
de 75 ciclos con densidades de cluster entre 140 y 180 K/
mm2

Desarrollo del algoritmo bioinformatico

para deteccion de aneuploidias.

Las secuencias obtenidas como output del NextSeg500 se
procesaron para alinearlas al genoma de referencia humano
hg19 no enmascarado usando el algoritmo BWA. Las lecturas
duplicadas y de calidad de alineamiento menores a Q30 se
eliminan del andlisis posterior. Con el mapeo final se inicia el
proceso estadistico de conteo para aneuploidias. Previo paso,
se realiza una correccién por contenido de GC usando el mé-
todo de LOESS en ventanas de 50Kb por autosoma. La venta-
na final de proceso es de 5 Mb por autosoma lo cual implica
contemplar el promedio de 100 ventanas méviles.

Para el proceso de conteo final, usando lenguaje de progra-
macion en R se codificé un algoritmo que procede a determi-
nar cuatro puntajes diferentes como se indica a continuacién:
« Valor Z, el valor estadistico Z indica cuantos desvios estan-
dar se aleja el valor observado de la media de lo que se esta
midiendo. Se calcula un valor Z por autosoma.

 Valor ZZ, representa el valor Z de todos los valores Z medi-
dos para cada autosoma

« Valor MAI (Mediana Autosoma de Interés), representa la me-



diana de los valores medidos en ventanas de 5 Mb para el
autosoma de interés

* Valor MAR (Mediana Autosomas Restantes), representa la
mediana de los valores medidos en ventanas de 5 Mb para
todo el resto de los autosomas.

Los valores de corte para nuestras euploides se establecie-
ron en menos de 2,5 para Zy ZZ y menor a 1 para MAI. Los
valores de corte positivos para aneuploidia se establecieron
en mayor a 3 para Zy ZZ, mayor a 1,5 para MAl' y menor a 1
para MAR (7).

Resultados

Interpretacion de los valores del algoritmo

de Héritas Prenatal Vision.

El Valor Z indica la probabilidad de tener una trisomia y debe
ser ratificado por el valor ZZ. Se considera trisomia detectada
cuando cada uno de esos valores supera 3. No se detecta
trisomia si es menor a 2.5y se considera trisomia sospechada
para valores entre 2.6 y 3. Estos valores se deben analizar en
el contexto de los valores MAl'y MAR. Un MAI mayor a 1.5 en
contexto de Z 'y ZZ mayores a 3 indican una trisomia detec-
tada, mientras que el valor MAR debe mantenerse cercano
a 0. El agregado de los valores MAl y MAR corrigen muchos
de los problemas de falsos positivos causados por CNVs lo-
cales (variaciéon en nlimero de copias intracromosoma) ma-
ternos. De esta forma un MAI menor a 1.5 en contexto de Z
y ZZ mayores a 3 puede estar indicando presencia de CNV
maternos que afectan y confunden la medicién las trisomias
en cuestién. Cuando Z, ZZ y MAI indican presencia de una tri-
somia, pero el valor MAR es mayor a 1, se invalida el resultado
ya que puede estar indicando la presencia de variantes en
nimero de copias (CNVs) generalizados maternos en varios
de los autosomas confundiendo el resultado. El valor MAR no
tiene significancia cuando el resto de los valores NO indican
presencia de una trisomia.

Adicionalmente, corroboramos los resultados internamente
usando otro algoritmo de cédigo abierto, Wisecondor, que se
basa en un principio diferente (8). Una trisomia detectada por
el sistema de 4 puntajes, pero no detectada en Wisecondor
se informa como Sospechada. Si se obtienen puntajes Z, ZZ,
MAI, MAR en las zonas de seguridad o indefinidas y Wisecon-
dor informa detectada se informara como Sospechada. Cual-
quier otra situacion se informa como No detectada, dado que
el algoritmo principal es el de cuatro puntajes y Wisecondor es
confirmatorio (ver Tabla 1).

Determinacion de la sensibilidad/especificidad

de Héritas Prenatal Vision usando controles aneuploides
sintéticos y de pacientes.

La sensibilidad/especificidad del ensayo estd determinada
fundamentalmente por tres factores:

* La calidad y diversidad de la base de datos euploide de
referencia.

* Porcentaje de fraccion fetal en el ADN libre circulante.

» Cantidad de secuencias calidad mayor a 30 (MAPQ30) ali-
neadas al genoma de referencia hg19.

El primer punto es clave ya que los ensayos NIPT son métodos
estadisticos que no pueden operar sin la base de datos de re-
ferencia euploide. Dicha base de datos debe ser construida
especificamente para la metodologia y los pardametros técni-
cos usados en el ensayo, no pudiendo usarse una base de
datos construida para otros parametros tecnolégicos. Nuestra
base de datos apuntala su fuerte en la diversidad para conte-
ner toda la variacion biolégica natural que sea posible con el
objetivo de disminuir el ruido de fondo del ensayo.

La determinacion de fraccion fetal (FF) de ADN libre circulante
la realizamos post-ensayo usando el método de Kim et al.,

Investigacion

2015 conocido como seqFF. Este método es un modelo mul-
tivariado de regresion lineal que usa machine learning para
encontrar las regiones del genoma de referencia en donde
la fraccién fetal estd mas representada que la materna y usa
esa informacion para calcular el % de ADN libre circulante que
proviene del feto.

Este método es uno de los mas robustos y seguros para cal-
cular fraccién fetal. En la Figura 1 se puede observar nuestro
célculo de FF en Prenatal Vision en un grupo de embarazadas
a distintas semanas de gestacién y un grupo control de No
embarazadas como comparacion.

Concluimos que el método discrimina bien entre embaraza-
das y no embarazadas usadas como control, incluso en la
semana nueve de gestacion (la primera semana en la que
nuestro ensayo esta disponible). Se puede observar como el
%FF crece con la semana de gestacion y es perfectamente
detectable (8%) desde semana nueve en embarazos de curso
normal. Del andlisis de los datos surge que el método no seria
capaz de distinguir con sensibilidad fracciones fetales por de-
bajo del 2%, por lo cual establecimos una zona de seguridad
de baja resolucion entre 2% y 3%.

Para medir la sensibilidad de la metodologia de Prenatal Vi-
sién, utilizamos controles sintéticos de SeraCare (www.sera-
care.com). Los controles utilizados fueron Trisomia 21 con 1%,
2%, 4% y 8% de FF, Trisomia 18 con 12% de FF y Trisomia 13
con 12% de FF. En la Figura 2 se pueden observar resultados
para la Trisomia 21 a distintas fracciones fetales en funcién
del MAPQ30.

Nuestros resultados indican que Prenatal Visién tiene sensi-
bilidad para detectar Trisomia 21 con 2% de FF en donde los
puntajes Z (3.3) y MAI (1.52) superan los valores de corte esta-
blecidos usando 9 millones de MAPQ30. Es interesante resal-
tar que un re-muestreo de los datos a 7 y 5 millones MAPQ30
no modificé significativamente los valores Z y MAI. El mismo
resultado se puede observar para 4% FF donde 5y 7 millo-
nes MAPQ30 tuvieron nulo impacto de significancia sobre Z
y escaso impacto sobre MAI. En controles con 8% de FF se
observa lo mismo con 5, 7, 9 y 17 Millones de MAPQ30, con
algo de impacto sobre el valor Z con 2 puntos de incremento
desde 7 millones MAPQ30 y nulo impacto sobre el valor MAI.
Los resultados obtenidos con los controles sintéticos de tri-
somias 18 y 13 muestran la misma performance (datos no
mostrados).

En base a los resultados mostrados en las Figuras 1y 2, nues-
tro algoritmo toma la siguiente decision si verifica un minimo
de 7 millones de MAPQ30 por muestra: 1) rechaza las mues-
tras por debajo de 2% FF, 2) informa todos los resultados por
encima del 3% FF, 3) solo informa muestras con aneuploidias
sospechadas o detectadas entre 2% y 3% FF, colocando
como “No determinado” si el ensayo fuera negativo en ese
rango de fraccion fetal. En el caso de la regla de decision 3,
el valor de los puntajes obtenidos para Z, ZZ y MAI debe ser
evaluado en contexto clinico de riesgo a priori de la paciente
(edad materna y semana de gestacion). Asi como valor de Z
y ZZ entre 3y 5,5 para la regla de decision 2 también deben
evaluarse en base a riesgo a priori de la paciente. Para estos
casos puntuales, nuestro ensayo incluird ademas una valo-
racion de riesgo post-test basado en el riesgo a priori para
guiar al medico obstetra. Valores Z y ZZ mayores a 5,5 son
considerados seguros independientemente del riesgo a priori
para fracciones fetales mayores a 3% (10)

A continuacion, probamos nuestro ensayo con una muestra
comprobada de una mujer embarazada con feto con triso-
mia 21. Esta muestra fue confirmada al mismo tiempo por
la tecnologia de Panorama de Natera y por posterior ensayo
de biopsia de vellosidades coriales. La paciente cursaba la
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semana 12 de gestacion y presentaba un %FF de 12%. Los
resultados usando Prenatal Visién se pueden observar en la
Figura 4. Utilizamos MAPQ30 de 1, 2, 3, 4, 5, 7 y 11 millones
para calcular los valores Z, ZZ y MAI de la muestra. En todos
los casos resulté como detectada la trisomia 21 y valores no
detectados para todo el resto de los autosomas, mostrando
un ensayo muy sensible y especifico incluso con el menor va-
lor de 1 millén MAPQ30 ensayado.

De esta forma, Prenatal Vision fue seguro y sensible tanto so-
bre muestras de controles sintéticos como sobre muestras
controles positivas de pacientes embarazadas.

Determinacion de sexo fetal

usando Héritas Prenatal Vision.

Para la determinacién de sexo fetal tuvimos en cuenta la canti-
dad de lecturas que se alinean con el cromosoma Y de acuer-
do a la siguiente formula que desarrollamos exclusivamente
para Prenatal Vision.

Valor Y = ((Y MAPQ30/ALL MAPQ30)x1000)/%FF

En donde %FF es el porcentaje de fraccién fetal en ADN libre
circulante determinado seguln la metodologia descripta en el
apartado anterior y ALL MAPQ30 indica el total de lecturas
mapeadas. El factor de 1000 se introdujo a los efectos de ge-
nerar valores en una escala de 0 a 10.

En base a analizar 30 muestras de nuestra base de datos
con sexo conocido por otra metodologia, determinamos los
valores de linea de corte para establecer si el Valor Y indica
presencia de feto masculino o femenino. Ademas, estable-
cimos una zona de seguridad o exclusién en donde el sexo
se informa como No determinado, segun se puede observar
en la figura 4. En efecto, valores menores a 1,5 se reportan
como sexo femenino, valores mayores a 2,5 se reportan como
masculinos y valores entre 1,6 y 2,4 se reportan como No De-
terminado.

Conclusiones

Héritas Prenatal Vision presenta la siguiente innovacién sobre
otros ensayos NIPT: La combinacién de secuenciacién lllumi-
na de 75 ciclos con cuatro puntajes estadisticos que consi-
deran a todos los autosomas y una base de datos euploide
propia de amplia diversidad que como resultado permiten te-
ner la méxima sensibilidad con tan solo producir 1 millén de
MAPQ30 a 12% de FF para las trisomias 21, 18 y 13.

En resumen, de los resultados se concluye que:

« El limite inferior de sensibilidad del ensayo Prenatal Visién se
establece en 2% de fraccién fetal circulante usando 7 millones
de MAPQ30

« El limite de operacién segura del ensayo Prenatal Vision se
establece en 3% de fraccién fetal circulante usando 7 millones
de MAPQ30

* La sensibilidad de deteccién de fraccion fetal circulante in-
cluida en Prenatal Vision se establece en un limite inferior se-
guro de 3%, siendo entre 2% y 3% una zona de exclusién de
menor resolucién. El método no reporta resultados por debajo
de 2% que es la sensibilidad real observada.

* Para embarazos de bajo riesgo a priori, valores de Z 'y ZZ
mayores a 5,5 a partir de 3% de FF son considerados seguros.
Mientras que valores Zy ZZ entre 3y 5,5 deben ser evaluados
en contexto de riego a priori de la paciente, especialmente a
valores estandar de % de fraccién fetal. Para dichos casos,
nuestro ensayo incluird una estimacién de riesgo post-test,
basado en el riesgo a priori (edad materna y semana de ges-
tacion)

* Para determinacién de sexo fetal establecimos un algoritmo
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de valor Y tal que siendo este mayor a 2,5 es sexo masculino,
siendo menor a 1,5 es sexo femenino y entre 1,6 y 2,4 es una
zona de exclusién no determinada.

* Prenatal vision tuvo excelente performance con una de las
mejores sensibilidades del mercado

¢Cuando es recomendable el ensayo?

Extensos estudios sobre sensibilidad y especificidad demues-
tran que el ensayo es recomendable para todas las mujeres
embarazadas como primer screening, pero especialmente
esta recomendado para mujeres de méas de 30 afos, dado
que presentan mayor riesgo de cursar embarazos con dichas
trisomias. En efecto, desde los 30 a los 35 anos la probabili-
dad se incrementa por sobre un 5% de la poblacién general
hasta un 7%. De 35 a 40% se incrementa hasta un 10-12%
sobre la poblacion general y mas de 40 afios se puede incre-
mentar hasta un 35% sobre la poblacién general.

Trisomia 21 se presenta en 1 de cada 800 nacimientos en la
poblacién general. Trisomia 18 se presenta en 1 de cada 5000
nacimientos y trisomia 13 en uno de cada 16.000 nacimientos.
Para todos los casos también es recomendable que se acom-
pafie de una ecografia en la semana de la toma de la muestra
de sangre, con el fin de evaluar que el embarazo en curso no
se encuentre detenido o evaluar la presencia de embarazos
mltiples.

¢Cuales son las limitaciones de la tecnologia?

Héritas Prenatal Visién es un método de screening. Este estu-
dio puede producir resultados no concluyentes en casos de
mosaicismos en células de la madre, de la placenta o del feto,
cuyos resultados deberan ser confirmados por otros ensayos
diagndsticos como amniocentesis.

No pueden descartarse otras alteraciones cromosémicas no
incluidas en este estudio. La ausencia en el reporte de otros
hallazgos adicionales no necesariamente representa ausencia
de riesgo para los mismos.

En mujeres cuyo IMC es mayor a 30, es posible que no se
llegue a obtener el porcentaje minimo de fraccién fetal reque-
rida. Esto se debe a lipolisis en exceso de células de la madre
que pueden disminuir el % de fraccién fetal minima necesaria
para el ensayo.

En la poblacién media de embarazadas el % de fraccién fetal
se ubica entre el 8 a 12% desde la semana nueve. Algunos
casos particulares (4 cada 10.000 en promedio) pueden pre-
sentar un % muy bajo (menor a 3%) debido a una placen-
ta muy pequefia, a un retraso de crecimiento patolégico o a
otras causas genéticas no conocidas. Las mujeres de origen
afroamericano también suelen presentar un % menor que el
resto de la poblacion.

Por el contrario, NO es limitacién de la tecnologia Prenatal Vi-
sion el analisis de embarazos de mellizos/gemelos, ni casos
de fertilizacién in vitro incluyendo ovodonaciones.

¢Qué tipo de resultados se informan?

* trisomias 21,

* trisomias 18,

* trisomias 13

* sexo fetal.

Los mismos se informan de acuerdo a los 4 puntajes mencio-
nados Z, ZZ, MAl'y MAR de la siguiente forma:

» DETECTADA, los 4 puntajes coinciden y un algoritmo de
backup confirma soporte.

* SOSPECHADA, Alguno de los puntajes se observa en la
zona de seguridad o exclusion y el algoritmo de backup da
soporte.

* NO-DETECTADA, los 4 puntajes indican valores normales

* NO-DETERMINADA, hubo un problema con el ensayo.
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El problema mas comun observado es % de fraccion fetal (FF)
de ADN libre menor al limite de deteccion.

Evolucién de prenatal vision .

Actualmente en Prenatal Vision no se informan otras alteracio-
nes que las especificamente indicadas. Si bien nuestra tecno-
logia es capaz de detectar otras alteraciones, los resultados
actuales a nivel mundial indican valores predictivos positivos
muy bajas para ser confiables en el caso de alguna de ellas.
En Héritas estamos trabajando para ampliar el ensayo a Triso-

mias y mosaicos 9y 16 (11), también para reportar alteracién
subcromosémica de delecién en cromosoma 22 que conlle-
va a sindrome de DiGeorge cuya frecuencia es 1 en 4000 e
independiente de la edad materna. Adicionalmente, estamos
investigando y siguiendo de cerca otros reportes a nivel mun-
dial sobre el valor predictivo positivo en casos de Monoso-
mia X (sindrome de Turner), dado que hasta el momento ha
generado gran cantidad de reportes falsos positivos debido
principalmente a mosaicismos tanto de la madre como del
feto (12, 13).

Tabla 1: Sistema de cuatro puntajes de Héritas Prenatal Vision y sus reglas de decision.

Score Normal Trisomia
/4 Menor a 2,5 Mayor a 3
27 Menor a 2,5 Mayor a 3
MAI Menora 1 Mayora 1,5
MAR No Menor a1

Figura 1: Determinacion de % de fraccion fetal en Prenatal Visién usando segFF en embarazadas y control de no embarazadas. La
linea de corte de 4% se establecié como corte para en ensayo, si bien el método seqFF fue sensible hasta casi 2%.

38
36
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32
30
28
26
24
22
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%FF por seqFF

semana 9
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semana 10
semana 15
semana 19
semana 25
semana 29

No embarazada
No embarazada
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Figura 2: Control SeraCare de Trisomia 21 a distintas fracciones fetales y en funcion del MAPQ30 de cada muestra. En los controles
SeraCare solo es posible calcular los puntajes especificos del cromosoma de interés sin el contexto del resto de los cromosomas,
esto es puntajes Z y MAI. Las lineas punteadas muestran los valores de corte para los valores positivos de Z y MAI. Los * indican
los %FF que pudieron ser detectados por la metodologia.

SeraCare control Trisomia 21
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Figura 3: Prenatal Visién ensayado sobre una muestra positiva de embarazada para trisomia 21 con 12% de FF, donde la Unica va-
riable fue el MAPQ30 de 1, 2, 3, 4, 5, 7y 11 millones. Las lineas punteadas muestran los valores de corte para los valores positivos
de Z/ZZ (Azul) y MAI (naranja) respectivamente.
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Figura 4: Determinacion de sexo fetal. Valores menores a 1.5 se informan como sexo femenino. Valores mayores a 2.5 se informan
como sexo masculino. Los valores entre 1.6 y 2.4 pertenecen a la zona de exclusién de modo que se informan como sexo No de-
terminado.
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