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Presentazione

Nato nell’ambito del Programma per le linee guida dell’ Agenzia
nazionale per i servizi sanitari regionali, questo manuale ¢
stato concepito come uno strumento pratico capace di fornire
raccomandazioni relative ai principali problemi di diagnosi
prenatale, volendo essere al contempo un documento tecnico
di riferimento e di facile accessibilita in grado di migliorare la
qualita dell'attivita clinica, razionalizzare l'uso delle risorse e
controllare i risultati ottenuti nell’ottica dell’appropriatezza dei
trattamenti e della evidence based medicine.

Promuovere e implementare linee guida in tutti i campi della
scienza medica significa verificarne la produzione metodologica
e la reale efficacia, facendo comprendere ai medici, specialisti e
non, ai manager e a chiunque si occupi di salute, che le "linee
guida" sono strumenti utili per migliorare la qualita del lavoro
quotidiano, favorendo I'apprendimento e il miglioramento
continuo, senza voler ingabbiare la complessita dei problemi
clinici in semplici algoritmi, ma cercando piuttosto di individuare
un percorso razionale per trasferire alla pratica clinica quotidiana
i principali risultati della ricerca scientifica.

L’obiettivo fondamentale ¢ quello di assicurare I’appropriatezza
degli interventi, riducendo il piu possibile quella parte di
variabilita nelle decisioni cliniche che ¢ legata alla carenza di
conoscenze ¢ alla soggettivita nella definizione delle strategie
assistenziali.
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Ne ¢ nata un’opera che ha richiesto da parte del gruppo di
lavoro, un importante impegno, grande esperienza nel settore
e soprattutto il tempo necessario per rielaborare i processi,
applicarli e rivalutarli.

Ritengo che questo volume sara molto utile, sia per chi vuole
comprendere pienamente il significato, 1'utilita, la problematicita
non solo clinica ma anche etica della diagnosi prenatale e i
suoi limiti ma anche per chi sara coinvolto nella loro reale e
quotidiana applicazione sul campo.

Fulvio Moirano
__.-f'/(_':-ﬂ’ . -
Direttore dell'Agenzia nazionale per i servizi sanitari regionali

(Agenas)
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Introduzione

Le linee guida, in generale, consistono in raccomandazioni per la
pratica clinica ricavate dai dati scientifici prodotti dalla letteratura
internazionale, secondo una prestabilita metodologia di ricerca
evidence based. Le linee guida possono riguardare uno specifico
aspetto di una situazione patologica o aspetti piu generali, e
rappresentano un punto di riferimento per gli operatori interessati,
per tutti coloro che hanno a che fare professionalmente con una
determinata condizione patologica e piu in generale per tutti i
cittadini. Nell’ampio panorama di offerte diagnostiche rivolte alle
gestanti con o senza fattori di rischio, questa linea guida fornisce un
orientamento su quali sono gli interventi per cui sono disponibili
prove scientifiche di valutazione di efficacia, articolando sulla
base di queste prove le raccomandazioni per la pratica clinica.

Ne risulta quindi che questo manuale di pratica clinica ¢ stato
sviluppato per fornire al clinico informazioni e raccomandazioni
sul modo piu corretto di attuare la diagnosi prenatale.

Sono state considerate valide le raccomandazioni che:

»  esplicitano tutti i nodi decisionali importanti e i relati-
Vi esiti;

* identificano le migliori “evidenze esterne” riguardanti
la diagnosi prenatale e ne valutano criticamente 1’at-
tendibilita;

Le raccomandazioni sono state definite rilevanti se:
*  esistono ampie variazioni nella pratica clinica corrente;
* le linee guida contengono nuove evidenze suscettibili
di avere un impatto sul trattamento;
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4 La diagnosi prenatale

* le linee guida riguardano il trattamento di un numero
tale di persone che anche piccoli cambiamenti nella
pratica potrebbero avere un forte impatto sugli esiti o
sull’impiego delle risorse.

Il quadro etico di riferimento delle linee guida si basa su quattro
principi fondamentali:

*  principio di beneficenza;

»  principio di non-maleficenza;

*  principio di rispetto per I’autonomia;
*  principio di giustizia;

Al momento non sono disponibili in Italia valutazioni affidabili
e generali del rapporto costo-efficacia per molti dei principali
trattamenti e procedure oggetto delle presenti linee guida.

Finalita e criteri
Queste linee guida sono state sviluppate tramite approccio
multidisciplinare, avendo come obiettivo di essere:

» applicabili alla realta italiana;

*  basate sull’evidenza quanto meno equivoca possibile;
»  aperte alle acquisizioni piu recenti;

*  propositive e dinamiche.

Per ciascuna raccomandazione espressa in queste linee guida si ¢
cercato il consenso formale su:

e validita;

e affidabilita;

e rilevanza clinica;

*  applicabilita;

*  comprensibilita;

o flessibilita;

*  rispetto delle persone.
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Introduzione 5

Queste linee guida intendono essere uno strumento di pratica
applicabilita, quindi sono state considerate per ciascuna
raccomandazione:

o flessibilita;

e chiarezza;

*  minima intrusione nella pratica clinica.

La decisione consapevole di non attenersi alle raccomandazioni
non puo rappresentare causa specifica di responsabilita nei
confronti dell’operatore. Tuttavia, nelle normali circostanze,
attenersi alle raccomandazioni di una linea guida costituisce il
metodo piu efficiente di operare.

Si intende dare massima diffusione a queste linee guida tramite:

*  presentazione ai professionisti del settore in un wor-
kshop dedicato;

»  pieghevole di consultazione immediata contenente le
raccomandazioni essenziali;

*  volume completo contenente tutto il materiale svilup-
pato;

*  documento informatico accessibile tramite consulta-
zione in rete telematica (www.agenas.it).

Le raccomandazioni sono basate su revisioni sistematiche delle
migliori evidenze disponibili. La forza delle raccomandazioni ¢
classificata come A, B, C, o D (vedi tabella) ma la classificazione
non riflette sempre l'importanza clinica delle raccomandazioni.
Le migliori pratiche cliniche basate sull'esperienza clinica del
gruppo di lavoro sono indicate come GPP.
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Metodologia

Elaborazione delle raccomandazioni

Si ¢ scelto di utilizzare per queste linee guida uno schema
italiano sviluppato e presentato nel Manuale Metodologico del
Programma Nazionale Linee Guida: “Come produrre, diffondere
e aggiornare raccomandazioni per la pratica clinica” (Www.
pnlg.it) sviluppato dall'Agenas in collaborazione con I’Istituto
Superiore di Sanita.

Tale schema prevede un “grading” in base al quale la decisione di
raccomandare o meno |’esecuzione di una determinata procedura
puo dipendere da diversi fattori tra cui la qualita delle prove
scientifiche a favore, o contro, il peso assistenziale dello specifico
problema, i costi, I’accettabilita e la praticabilita dell’intervento.

La classificazione di una raccomandazione secondo la gradazione
A, B, C, D, E non rispecchia solo la qualita metodologica delle
prove disponibili. Ci possono essere casi, infatti, in cui anche in
presenza di una prova di efficacia di tipo I la raccomandazione
sara di tipo B, o anche C, qualora esista una reale incertezza sulla
fattibilita e impatto della procedura.

Analogamente, in alcuni casi selezionati, puo essere presente una
raccomandazione di grado “A” pur in assenza di prove di tipo I
o II, in particolare quando il contenuto della raccomandazione
riguarda questioni non affrontate con disegni di studio
randomizzati.
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La diagnosi prenatale

Classificazione delle raccomandazioni

L’esecuzione di quella particolare procedura o test
diagnostico ¢ fortemente raccomandata. Indica
una particolare raccomandazione sostenuta da
prove scientifiche di buona qualita, anche se non

necessariamente di tipo I o 11.

Si nutrono dei dubbi sul fatto che quella particolare
procedura o intervento debba sempre essere
raccomandata, ma si ritiene che la sua esecuzione debba
essere attentamente considerata.

Esiste una sostanziale incertezza a favore o contro la
raccomandazione di eseguire la procedura o I’intervento.

w)

L’esecuzione della procedura non ¢ raccomandata.

Si sconsiglia fortemente 1’esecuzione della procedura.

Livello delle prove

Prove ottenute da piu studi clinici randomizzati e

I |controllati e/o da revisioni sistematiche di studi
randomizzati.

I Prove ottenute da un solo studio randomizzato di disegno
adeguato.

I Prove ottenute da studi di coorte non randomizzati con
controlli concorrenti o storici o loro metanalisi.

v Prove ottenute da studi retrospettivi tipo caso-controllo
o loro metanalisi.

v Prove ottenute da studi di casistica (“serie di casi”’) senza
gruppo di controllo.
Prove basate sull’opinione di esperti autorevoli o di

VI comitati di esperti, come indicato in linee guida o

consensus conference,o basate su opinioni dei membri
del gruppo di lavoro responsabile di queste linee guida.
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Metodologia 9

Questo schema differenzia chiaramente il livello di prova
dalla forza delle raccomandazioni cercando di utilizzare le due
dimensioni in modo relativamente indipendente pur nell’ambito
della massima trasparenza.

Realizzazione del processo di consenso
Nell’elaborazione del presente documento ¢ stata seguita la
seguente metodologia:

*  Formulazione, da parte del gruppo di esperti, dei que-
siti scientifici piu rilevanti, con particolare attenzione
alle aree di maggiore incertezza clinica;

*  Ricerca della letteratura scientifica attraverso strate-
gie specifiche in grado di identificare tutte le evidenze
scientifiche pubblicate relativamente ai quesiti identi-
ficati;

»  Sintesi delle prove scientifiche disponibili in lettera-
tura.

I quesiti clinici formulati dal gruppo di esperti sono stati
rimodulati secondo il modello PICO (Patient, Intervention,
Comparison and Outcome) che permette di dividere il quesito
clinico in 4 componenti e facilitare la ricerca della letteratura e
I’identificazione delle evidenze rilevanti.

La revisione della letteratura scientifica € stata effettuata
seguendo i seguenti passi:

1. Individuare, attraverso una ricerca sulle principali
banche dati elettroniche e su siti di agenzie sanita-
rie, nazionali e governative e delle principali societa
scientifiche le linee guida esistenti sull’argomento;

2. Identificare revisioni sistematiche di studi sperimen-
tali (RS) sulla valutazione di efficacia dei trattamenti
relativamente ai quesiti clinici identificati dal gruppo
di esperti.
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10 La diagnosi prenatale

3. Identificare gli studi primari sperimentali: studi ran-
domizzati controllati (RCT) e studi controllati (CCT).
Per tutti i quesiti clinici identificati dal gruppo di
esperti la ricerca ¢ stata limitata agli studi pubblicati
dopo la piu recente linea guida identificata e ritenuta
valida. Per i quesiti clinici non considerati nei docu-
menti di sintesi alla ricerca bibliografica non sono sta-
ti applicati limiti temporali;

4. Identificare gli studi primari di altro tipo: di coorte o
prospettici, studi retrospettivi su registri, studi caso-
controllo, studi trasversali, serie consecutive di casi,
per i quesiti clinici per 1 quali non sono stati identifi-
cati studi sperimentali;

5. Ricerca di protocolli, raccomandazioni, revisioni nar-
rative, documenti su percorsi diagnostico-terapeutici
prodotti da agenzie sanitarie, societa scientifiche e
organizzazioni nazionali coinvolte nella diagnosi pre-
natale.

Laricerca bibliografica ¢ stata condotta fino al 2011 considerando
esclusivamente pubblicazioni in lingua inglese e italiana.

Fonti consultate:
Per la stesura delle presenti Linee Guida, sono state consultate le
pubblicazioni attinenti edite in campo internazionale e nazionale.

Per le pubblicazioni internazionali, sono state consultate banche
dati bibliografiche come MEDLINE (www.nih.nlm.gov) e
Cochrane Library (www.update-software.com/ cochrane),
EMBASE ove attinente. E stata inoltre eseguita, sempre su
Internet, unaricerca accurata per verificare I’esistenza di analoghe
Linee Guida edite da organismi nazionali e/o internazionali.
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Allo scopo, sono stati verificati, tra gli altri, i siti Web di:

National Guideline ClearingHouse
(www.guideline.gov);

International Society of Ultrasound in Obstetrics and
Gynecology

(Www.isuog.org);

American College of Obstetricians and Gynecologists
(wWww.acog.org);

Royal College of Obstetricians and Gynecologists
(www.rcog.org.uk);

Canadian Society of Obstetricians and Gynecologists
(www.sogc.medical.org/SOGnet/ index_e.shtml);
European Association of Perinatal Medicine
(Www.eapm.it).

Stesura linee guida

Il panel di esperti, in riunione plenaria o attraverso comunicazione
elettronica ha esaminato e discusso le prove scientifiche
disponibili e le raccomandazioni proposte dal gruppo di lavoro
incaricato di sintetizzare 1 risultati della revisione sistematica,
arrivando a formulare le raccomandazioni nella loro versione

definitiva.

Il documento redatto dal gruppo di lavoro e stato inviato a
esperti esterni con il mandato esplicito di valutare la leggibilita
e la chiarezza del documento, nonché la rilevanza clinica e
I’applicabilita delle raccomandazioni.
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LA DIAGNOSI
PRENATALE
IN ITALIA

La diagnostica prenatale (un complesso di indagini strumentali e
di laboratorio finalizzate alla valutazione e al monitoraggio dello
stato di salute embrio-fetale durante tutto I’arco della gravidanza),
permette I’individuazione precoce di patologie cromosomiche,
infettive, ematologiche, morfologiche ¢ fisiopatologiche (alcune
delle quali possono essere curate finanche prima della nascita),
¢ I’individuazione di eventuali fattori di rischio per la madre ¢
per il feto favorendo cosi il management ostetrico ed il percorso
anche organizzativo di gestione della gravidanza e del parto piu
funzionali alla specifica condizione clinica.

Inoltre la preparazione psicologica dei genitori alla nascita di un
bambino con problemi gia accettati e discussi puo essere migliore
se acquisita gradualmente durante la gravidanza.
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16 La diagnosi prenatale

La diagnostica prenatale (ecografia, villocentesi, amniocentesi,
esami biochimici) inoltre, rappresenta un tema di grande impatto
sui cittadini, individualmente e nella societa, riguardando
il benessere materno-fetale, gli esiti della gravidanza, le
problematiche genetiche, le eventuali malformazioni e la
loro gestione dal punto di vista diagnostico e preventivo e,
eventualmente, il ricorso all’interruzione terapeutica della
gravidanza o la gestione dell’handicap.

Lo sviluppo della diagnosi prenatale ha significativamente
modificato il comportamento di molte coppie a rischio di
procreare figli con malattie genetiche e/o malformazioni
consentendolorodiottenere informazioni, spessoestremamente
accurate, sulla presenza o assenza di una determinata
patologia e di praticare la scelta che ritenevano migliore per
sé. Nella maggior parte dei casi la scelta consiste nel valutare
se proseguire la gravidanza, preparandosi ad accogliere un
bambino affetto, oppure interromperla volontariamente.

I metodi di diagnosi pre-natale distinti in invasivi (ad es.
villocentesi, amniocentesi, cordocentesi) e non invasivi (ad es.
ecografia fetale, indagini biochimiche e molecolari sul sangue
materno) prevedono o meno il prelievo di tessuti embriofetali o
annessiali. Per metodi non invasivi si fa riferimento agli screening
finalizzati all’individuazione delle patologie cromosomiche fetali.
In accordo con la letteratura scientifica, gli screening sono intesi
come tentativi sistematici di identificare, in una popolazione sana
e apparentemente priva di rischi specifici, le persone che hanno
un rischio sufficientemente elevato da rendere indicati interventi
ulteriori, che di per sé sarebbero troppo rischiosi o costosi in
assenza di questa pre-selezione (Green et al. 2004).

Le tecniche invasive sono invece utilizzate per la diagnosi delle
patologie cromosomiche fetali.
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Capitolo 1 ® La diagnosi prenatale in Italia 17

Queste Linee guida sono un tentativo di stabilire un equilibrio
tra le procedure di diagnosi prenatale, il rischio della procedura
stessa e costo del servizio.

Si tratta, infatti, di uno strumento dedicato sia a medici e
personale sanitario che alle donne, che spesso hanno bisogno di
fare chiarezza sui trattamenti e gli esami diagnostici da effettuare
o non effettuare durante la gravidanza.

Le Linee Guida valutano quindi I’accuratezza e 1’efficacia
degli screening per la valutazione della salute materna e fetale,
(malformazioni fetali, malattie infettive, problemi ematologici,
diabete, depressione, nascita pretermine, ecc.) e |’appropriatezza
di interventi per la valutazione dell’accrescimento del benessere
fetale e per I’assistenza di particolari condizioni cliniche.

Lo screening ¢ un programma di valutazione sistematico
condotto con mezzi clinici, strumentali e biochimici che
viene offerto gratuitamente alla popolazione generale
presumibilmente sana volto ad individuare patologie in
fase preclinica, attraverso |’identificazione di precursori,
indicatori di malattia o di rischio.

Nei programmi di screening la popolazione viene invitata
attivamente a sottoporsi al test.

In queste linee guida utilizziamo il termine screening
per indicare procedure diagnostiche volte ad evidenziare
alterazioni materne o fetali in donne o feti che presentano o
meno fattori di rischio.

Le malformazioni congenite in italia

Le malformazioni congenite hanno un’incidenza del 2-3% nella
popolazione generale ¢ nell’ 80-90% dei casi si verificano in
coppie con un non identificabile rischio specifico; di queste il 25-
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18 La diagnosi prenatale

30% esita in morte perinatale e, nei paesi industrializzati, sono
responsabili del 25% di tutte le morti perinatali.

In Italia nascono ogni anno circa 5000 bambini con malformazioni
congenite cardiache. Attraverso la diagnosi prenatale ¢ possibile
individuare difetti congeniti del cuore cid rende teoricamente
possibile la cura in utero di patologie quali lo scompenso
cardiaco del feto o di aritmie fetali non gravi. Inoltre in caso
di malformazioni del cuore la diagnosi prenatale consente il
trasporto ancora in utero del feto presso strutture ove il bambino
possa essere assistito subito dopo la nascita. Le malformazioni
cardiologiche pit comuni nel feto sono la trasposizione
delle grandi arterie (origine dell’aorta dal ventricolo destro e
dell’arteria polmonare dal ventricolo sinistro), la tetralogia di
Fallot, caratterizzata da difetto del setto interventricolare e stenosi
della valvola polmonare; la stenosi aortica critica, la coartazione
aortica caratterizzata da un’ostruzione all’efflusso del ventricolo
sinistro con conseguente scompenso cardiaco.

La diagnosi prenatale consente inoltre di osservare e seguire
prima della nascita molti difetti congeniti dei reni e delle vie
urinarie, permettendo di intervenire subito dopo la nascita prima
che tali malformazioni producano danni irreversibili. Si stima che
un giovane su due che giunge alla insufficienza renale terminale
e alla dialisi (in attesa di un trapianto) sia affetto da malattie
congenite dei reni e delle vie urinarie che sono insorte nei primi
anni di vita. Le malformazioni delle vie urinarie rappresentano
circa il 25% di tutte le malformazioni congenite e il 50% di
quelle che possono essere riconosciute con 1’ecografia dal quinto
mese di gravidanza. E il caso del difetto responsabile del riflusso
di urina nel rene (colpisce un bambino ogni 1.500), e della
idronefrosi, che impedisce al rene di vuotarsi (un bambino su
3.000). Altre malformazioni riguardano lo sviluppo della vescica
(che puo essere ricostruita con successo entro le prime 24 ore
dalla nascita) e I’ambiguita dei genitali, che puo essere chiarita
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Capitolo 1 e La diagnosi prenatale in Italia 19

con analisi cromosomica ed esame degli ormoni. Non possono
invece per ora essere individuate con 1’ecografia malformazioni
meno gravi e piu comuni, quale la ritenzione di uno o dei due
testicoli (un neonato maschio su 50) o I’ipospadia (un neonato
maschio su 700).

La diagnosi prenatale in Italia

Lo sviluppo delle diagnosi prenatale ha condotto anche nei Paesi
industrializzati a un abuso del ricorso a tali indagini, in assenza
di rischi concreti.

In Italia la diagnostica prenatale rappresenta un ambito in
cui ¢ frequente e diffuso ’eccessivo ricorso a queste indagini
diagnostiche, I'inappropriatezza delle indicazioni con conseguente
aumento dei costi sanitari

L’ultimo rapporto Cedap che si riferisce al 2009, riferisce che,
per il 73,2% delle gravidanze, si registra un numero di ecografie
superiore a 3, valore raccomandato dai protocolli di assistenza
alla gravidanza del Ministero della Salute.

I dati rilevati riflettono il fenomeno, gia analizzato altrove,
dell’eccessiva medicalizzazione ¢ di un sovrautilizzo delle
prestazioni diagnostiche in gravidanza.

Il numero di ecografie effettuate non sembra avere alcuna
correlazione con il decorso della gravidanza.

Nell’ambito delle tecniche diagnostiche prenatali invasive,
I’amniocentesi ¢ quella piu usata, seguita dall’esame dei villi
coriali (nel 3,8% delle gravidanze) e dalla funicolocentesi
(nello 0,8%). In media ogni 100 parti sono state effettuate 14,2
amniocentesi.
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20 La diagnosi prenatale

L’utilizzo di tale indagine prenatale ¢ diversificato a livello
regionale, nelle regioni meridionali si registra una percentuale
al di sotto del 12% (ad eccezione della Sardegna) mentre i valori
piu alti si hanno in Valle d’Aosta (28,4%) e Umbria (26,9%).

A livello nazionale alle madri con piu di 40 anni il prelievo del
liquido amniotico ¢ stato effettuato nel 40,69% dei parti.

Un ricorso eccessivo a questo tipo di esami anche quando
non invasivi, come ad esempio le ecografie non significa
necessariamente una gravidanza migliore e piu sicura: spesso
invece ¢ il sintomo dell’ansia di chi percepisce i nove mesi di
attesa come un percorso oscuro e pericoloso, per sé e per il figlio
e di un atteggiamento difensivo del medico che assiste la donna
in gravidanza.

Per alcuni esperti, sul ricorso a esami invasivi pesano la pressione
dei mezzi di comunicazione e gli aspetti economici: le coppie
realmente a rischio per I’avanzata eta procreativa o per precedenti
nella storia genetica della famiglia sono il 10% di quelle fertili,
mentre la copertura attuale con esami prenatali ¢ superiore al
15%. Un problema molto sentito dal punto di vista etico ¢ quello
legato all’interruzione di gravidanza conseguente all’esito di una
diagnosi prenatale. In un Paese come I’Italia ogni anno circa
500.000 donne in stato di gravidanza si sottopongono a diagnosi
prenatale: di queste 1’80-90% effettuano 1’esame ecografico;
40.000 sono le analisi cromosomiche attraverso 1’amniocentesi
e il prelievo dei villi coriali; 150-200 mila le indagini molecolari
per malattie come la talassemia e la fibrosi cistica. La diagnosi
risulta positiva in circa il 2% delle indagini cromosomiche e nel
25% di quelle molecolari.
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ECOGRAFIA OSTETRICA
IN GRAVIDANZA

Screening delle anomalie struttutrali fetali
(ecografie del I trimestre)

Introduzione

Per I trimestre si intende il periodo di eta gestazionale fino a 13
settimane e 6 giorni’.

I recenti progressi tecnologici nel campo dell’ecografia hanno
consentito studi approfonditi sullo sviluppo delle stutture
embrionali e fetali*. L'ecografia ¢ attualmente il metodo piu
preciso e affidabile per la valutazione delle possibili complicanze
della gravidanza nel primo trimestre?3.

1l preciso ruolo dell’ecografia nel I trimestre ¢ tuttavia ancora in
evoluzione, principalmente a causa dello sviluppo tecnologico
delle nuove apparecchiature che sono in grado di visualizzare
sempre meglio e pill precocemente le strutture embrionarie?.

*Si definisce “embrione” il prodotto del concepimento fino a 10
settimane compiute (pari a 10 settimane e 0 giorni di eta gestazionale),
si definisce “‘feto” da 10 settimane e 1 giorno in poi.
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Requisiti dell’operatore medio.

La corretta interpretazione delle immagini ecografiche richiede
una buona conoscenza delle fasi dello sviluppo embrionale e dei
limiti della tecnica ultrasonografica.

Requisiti minimi dell’apparecchiatura

Secondo quanto riportato dal National Screening Committee?,
organo governativo inglese, I’operatore deve essere messo nelle
condizioni per potere assolvere al meglio la sua opera, deve
potere cio¢ disporre di attrezzature (ecografo nella fattispecie) di
standard appropriato.

L’esame puo essere effettuato per via trans addominale o trans
vaginale con ecografo in tempo reale dotato di sonda addominale
di almeno 3,5 MHz e/o di sonda vaginale di almeno 5 MHz. E
consigliato ’esame per via trans vaginale nelle situazioni in cui
I’esame eseguito per via trans addominale non dia sufficienti
informazioni e viceversa.

Popolazione target

1A L’ecografia del primo trimestre dovrebbe essere offerta come
esame di routine a tutte le donne in gravidanza'=.

Obiettivi principali dell’ecografia del I trimestre:
Valutazione della sede d’impianto

Gravidanza eutopica: camera gestazionale all’interno
dell’utero (vedi oltre "segni ecografici della gravidanza con sede
intrauterina").

Gravidanza extra-uterina: camera gestazionale fuori dall utero.

Diagnosi di gravidanza extra-uterina:

Si ottiene migliore sensibilita e specificita nella diagnosi se si
utilizzano in modo integrato i dati ecografici e quelli biochimici
(dosaggio su sangue materno della beta-HCG).
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I segni ecografici di gravidanza extra uterina si dividono in>3:

o Segni diretti: visualizzazione di camera e/o embrione
in sede extra-uterina

o Segni indiretti:

O

(@]

(@]

(@]

[¢]

Assenza di camera gestazionale in utero.
Cisti annessiale semplice.

Massa annessiale di tipo complex.
Visualizzazione di ring iperecogeno.
Versamento nel Douglas.

Con un valore di beta-HCG > 1000 Ul/ml dovrebbe essere
visualizzata la camera gestazionale in utero con approccio
trans vaginale. A

In caso contrario puo essere posto il sospetto di gravidanza

ectopica

9-14

Diagnosi di vitalita o di aborto

Puo essere formulata diagnosi di aborto interno se

15-20.

Con CLR > 5 mm non viene visualizzata attivita car-
diaca (approccio trans vaginale);

Con CLR > 10 mm non viene visualizzata attivita
cardiaca (approccio trans addominale);

Si puo parlare di “blighted ovum” se: A

Con camera gestazionale di diametro > 20 mm non
viene visualizzato I’embrione (approccio trans vagi-
nale);

Con camera gestazionale di diametro > 25 mm non
viene visualizzato 1’embrione (approccio trans ad-
dominale);
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Se questi criteri non vengono soddisfatti, per valutare
A D’evoluzione della gravidanza, I’esame ecografico va ripetuto
a distanza di almeno gg.7*".

La tabella 1 mostra alcuni importanti segni ecografici della
gravidanza iniziale con sede intrauterina

Tabellal - Segni ecografici della gravidanza con sede
intrauterina’

Approccio trans vaginale *

CRL

(mm) Segni

Eta gestazionale

Inspessimento della rima en-

3 -4 Setti -- .
cHimane dometriale

Visualizzazione camera ge-

4 - 5 Settimane - .
stazionale

Visualizzazione del sacco vi-
tellino e del polo embrionario

5 -6 Settimane 5 Attivita cardiaca embrionaria

5 Settimane 1-2

* Se I'approccio ¢é trans addominale questi segni ecografici vengono
generalmente visualizzati una settimana dopo.

Gli ultrasuoni sono una forma di energia e pertanto possono
determinare effetti biologici noti, come I’aumento di temperatura
e la cavitazione, soprattutto quando colpiscono una piccola area
tissutale* 28,

E sconsigliato I"utilizzo del Color-Doppler e del Doppler pulsato
per la rilevazione dell’attivita cardiaca embrionale (fino a 10
settimane e 0 giorni).
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Numero di embrioni/feti e corionicita.

La diagnosi di gemellarita deve essere eseguita durante 1’esame
ecografico del primo trimestre.

Le gravidanze multiple dovrebbero essere diagnosticate solo
quando viene identificato piu di un embrione o feto in quanto
la presenza di piu di una sacca liquida senza echi interni puo
giustificare il sospetto ma non € segno certo di gemellarita data la
non specificita del reperto. (Per esempio: una gravidanza singola
in utero setto o bicorne con raccolta liquida nell’emiutero o
nel corno non gravido puod simulare una gravidanza gemellare,
oppure una emorragia subcoriale puo essere interpretata come un
secondo sacco gestazionale).

In caso di gravidanze plurime ¢& necessario valutare la A

corionicitd/amnionicita?®-3%,

L’esame ultrasonografico eseguito nel I trimestre ha un vantaggio
maggiore rispetto a quello del II trimestre perché presenta
un’accuratezza piu elevata nel determinare la corionicita?’, ed ha
un valore predittivo positivo del 97 %32.

Questo riveste un ruolo importante nel counselling di donne che
necessitano di una diagnosi prenatale e permette di selezionare
un sottogruppo di gravidanza gemellari ad alto rischio per TTTS
(sindrome da trasfusione feto-fetale), anomalie congenite, ritardo
di crescita intrauterino e mortalitd perinatale®3-4,

Il marker ecografico piu utile per determinare la corionicita,
descritto per la prima volta da Finberg®, ¢ I’aspetto della
membrana alla sua inserzione sulla placca corionica o sulla
superficie fetale della placenta.

Un solco dinotevole spessore tra le membrane all’inserzione sulla
placenta prende il nome di "segno lambda" o "segno del doppio
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picco" ed ha elevate probabilita di indicare una placentazione
dicoriale-diamniotica con fusione.

Se I’inserzione si connette in modo evidente alla lamina corionica
della placenta sottoforma di una membrana sottile e separata dalle
strutture circostanti ¢ denominata “segno della T ed ha una elevata
probabilita di indicare una placentazione monocoriale-diamniotica.

Datazione e stima dell’eta gestazionale*->*

A tutte le donne in gravidanza, dovrebbe essere offerta
un’ecografia precoce per determinare [’eta gestazionale allo
scopo di ridurre I’alta percentuale di parti pre-termine e post-
termine*37 ¢ con induzioni intempestive del travaglio e meglio
individuare la giusta tempistica dello screening per la sindrome
di Down.

Lalocalizzazione del sacco gestazionale, e la presenza o 1’assenza
di un embrione e/0 del sacco vitellino, deve essere documentata.

Il modo piu accurato per stabilire una giusta datazione dell’epoca
gestazionale, ¢ la misurazione della lunghezza cranio-caudale
(CRL), preferibilmente tra le 10 e le 13 settimane.

Il CRL va misurato con I’embrione/feto in posizione neutra (né
iperesteso né iperflesso) in scansione sagittale ed escludendo il
sacco vitellino.

Per effettuare una corretta datazione in un gravida sopra le
14 settimane bisogna utilizzare la misura del DBP o della
circonferenza cranica.

Se la misura del CRL ¢ circa 8 mm una datazione corretta si
esegue misurando la circonferenza cranica.

Va effettuata la ridatazione ecografica solo se la differenza tra
eta gestazionale anamnestica e quella ecografica & > di 7 giorni®.
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N .

Se il polo embrionario non ¢ visibile, deve essere misurato
il sacco gestazionale, considerando la media dei tre diametri
(longitudinale, trasversale, antero-posteriore) misurati in due
scansioni dell’utero (longitudinale e trasversale).

Anatomia embrionale/fetale e valore diagnostico per
anomalie.

E importante conoscere le modificazioni anatomiche embrionali/
fetali in queste settimane per evitare di fare diagnosi di anomalie
fetali falsamente positive (per esempio, la diagnosi di idrocefalo
non puo essere stabilita perché a quest’ epoca i ventricoli cerebrali
sono fisiologicamente dilatati, cosi come non si pud porre
diagnosi di onfalocele, perché a quest’ epoca |’erniazione delle
anse intestinali a livello dell’inserzione del cordone ombelicale
¢ fisiologica).

Le seguenti strutture embrionali/fetali possono essere visualizzate
in relazione all’ eta gestazionale come sintetizzato:

e 9 settimane: testa,tronco,arti

e 10 settimane: nuclei di ossificazione delle ossa lun-
ghe, della mascella e del cranio.

e 11 settimane: stomaco,colonna vertebrale, cranio, 4
camere cardiache.

e 12 settimane: I’erniazione fisiologica delle anse inte-
stinali non deve piu essere presente, reni e vescica.

A causa delle piccole dimensioni del feto a quest’epoca
gestazionale, ¢ necessario utilizzare ecografi ad alta risoluzione
ed una buona esperienza da parte dell’operatore (e richiesta una
curva di apprendimento di circa 3-4 anni)®.

Comunque, allo stato attuale, 1’uso degli ultrasuoni nel I

trimestre come esame di screening per le maggiori anomalie |yg

strutturali del feto, non € raccomandato se non per centri
altamente specializzati®®-¢!,
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L’esame ecografico per la misura della translucenza nucale va
effettuato solo a pazienti che lo richiedono e solo da operatori
IVA accreditati da societa scientifiche nazionali e internazionali®*3*,

Atal proposito, si rimanda al capitolo dello screening prenatale.

Valutare le cause di eventuale sanguinamento vaginale e/o
dolore pelvico.

Il sanguinamento vaginale ¢ la pit comune causa di accesso in
pronto soccorso nel primo trimestre di gravidanza.

L’ecografia ¢ necessaria per determinare le cause del
sanguinamento, che possono essere diverse®®:

Minaccia d’aborto.
Aborto spontaneo.
Gravidanza ectopica.
Patologia del trofoblasto.

A

Valutare la presenza di eventuali anomalie uterine e/o
annessiali (111 A)

L’utilizzo dell’ecografia ¢ raccomanadato come accurato
llIA strumento diagnostico, nel sospetto di gravidanze molari e
masse pelviche.

e  Gravidanza molare

Quando sussiste il sospetto di una mola idatiforme
basato sui sintomi e/0 segni, 1’ecografia ¢ un accurato
strumento per porre il sospetto diagnostico di tale pa-
tologia®6-88,

Una diagnosi precoce diminuisce il rischio di signi-
ficative complicanze, in particolare, quelle correlate
con la funzionalita respiratoria®.
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Masse pelviche

Se viene riscontrata una massa pelvica nel corso del
primo trimestre, 1’ecografia ¢ utile per identificarne
la localizzazione e le caratteristiche di eventuale so-
spetta benignita o malignita®**!. L utilizzo del color-
Doppler puo fornire un minimo contributo nella dia-
gnosi®!,

Il corpo luteo puo essere visualizzato nella maggior
parte delle ecografie del primo trimestre di gravidan-
za come formazione cistica a vascolarizzazione peri-
ferica di diametro di circa 3 cm.

Bisogna, inoltre, tenere presente che, nel I trimestre
di gravidanza, le contrazioni locali del miometrio pos-
sono essere confuse con miomi intramurali durante
I’esame ecografico.

La refertazione®*
Nel referto standard del primo trimestre, si descrive:

L’indicazione all’esame;

La localizzazione e il numero delle camere gestazio-
nali visualizzate;

11 diametro medio delle camere gestazionali (dato ne-
cessario solamente quando non sia ancora possibile
visualizzare 1’embrione);

Numero e vitalita embrioni/feti visualizzati;
Corionicita e amnioticita in caso di gravidanze gemel-
lari;

Misura del CRL o DBP e/o HC degli embrioni/feti
visualizzati (i dati biometrici devono essere compa-
rati con i dati di normalita segnalando se la datazione
ecografica corrisponde all’epoca di amenorrea);

la presenza di eventuali patologie uterine o annessiali
materne associate alla gravidanza;

consigli per controlli ecografici successivi;

VDA Net srl



30

La diagnosi prenatale

Il modello dell’apparecchio utilizzato, il tipo di son-
da, la raccomandazione di portare la refertazione ai
successivi controlli;

Segnalare gli eventuali fattori che rendono difficol-
tosa I’esecuzione dell’esame (come 1’obesita, la non
accettazione della donna ad effettuare I’esame per via
trans vaginale...);

La data e la firma con il timbro dell’operatore.
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ECOGRAFIA OSTETRICA
IN GRAVIDANZA

Screening delle anomalie struttutrali fetali
(ecografie del Il trimestre)

La presenza di malformazioni congenite maggiori ¢ riportata in
circa il 2% dei feti e neonati.

Nelle ultime due decadi la diffusione dell’utilizzo dell’ecografia
durante gravidanza ha permesso di identificare un numero sempre
maggiore di malformazioni fetali in utero®.

Nell’ambito dell’ecografia ostetrica ¢ soprattutto lo studio
dell’anatomia fetale che richiede una formazione adeguata.
Ovviamente i1 migliori risultati nel rilevare malformazioni
saranno ottenuti dagli operatori piu qualificati che, normalmente,
operano nei centri specializzati di riferimento (II-11I Livello).

Risulta chiaro come nella pratica clinica questo non possa essere
applicabile, non disponendo solo di operatori piu qualificati,
ecco perché in ambito europeo ¢ stato introdotto il concetto
di “screening ecografico delle anomalie fetali”, riferendosi
all’esame morfologico condotto da operatori di [ livello
(media esperienza) su popolazione non selezionata (gravidanza
fisiologica).
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Analisi della letteratura

Sono stati analizzati diversi studi sulla sensibilita dell’ecografia
morfologica del II trimestre nell’identificare la presenza di
anomalie strutturali fetali. Molti di questi studi, retrospettivi o
prospettici, sono su campioni numerici limitati e disomogenei
perché eseguiti sia da operatori medi che esperti*”.

Una review sistematica'® ha analizzato 11 lavori sul valore
diagnostico dell’ecografia del II trimestre.

La sensibilita e la specificita nell’identificare anomalie strutturali
fetale prima delle 24 settimane risultano rispettivamente 24.1%
(range 13.5% - 85.7%) e 99.92% (range 99.40% - 100.00%).
La meta-analisi dei likelihood ratios ha mostrato LR positivo e
negativo prima di 24 settimane rispettivamente di 541.54 (95%
CI430.80 - 680.76) e 0.56 (95% CI 0.54. 0.58).

L’analisi delle detection rate per il tipo di malformazione (in
accordo con la classificazione del RCOG according to the RCOG
category') ha mostrato una detection rate dell’ 83% per le
anomalie letali, del 50% per quelle con sopravvivenza possibile
e morbidita a lungo termine, del 100% per quelle con possibile
terapia intrauterina e del 16% per le anomali con morbidita
immediata o a breve termine.

L'ecografia del II trimestre sembra avere una alta specificita
ma una bassa sensibilita nell’identificare anomalie strutturali
fetali e deve per tale motivo essere considerato un esame di
“screening” e non diagnostico.

Scopo di un programma di screening
Lo scopo di un programma di screening delle anomalie strutturali
fetali ¢ quello di permettere il riconoscimento precoce, ove
possibile, di malformazioni fetali in modo da:
*  Informare i genitori sull’effettiva entita dell’anomalia
e sulle diverse ipotesi di gestione della situazione;
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*  Offrire la possibilita dell’espletamento del parto in
una struttura di livello adeguato alla gestione dell’a-
nomalia diagnostica;

*  Ridurre la mortalita e morbidita neonatale;

»  Intraprendere, ove possibile, un trattamento intrauterino.

Screening delle anomalie strutturali fetali: esame di routine
o su popolazione selezionata?

Analisi della letteratura

E stata identificata una review che ha esaminato Iefficacia
dell’ecografia eseguita di routine su tutte le gestanti prima di 24
settimane di gestazione rispetto all’ecografia eseguita solo su
popolazione selezionata!?.

La review ha incluso 8 RCT e un quasi-randomised controlled
trial, per un totale di 34.251 donne.

Lo screening morfologico di routine ha determinato un aumento
del numero di interruzioni di gravidanza (quattro trials, OR 3.19,
95% CI 1.54 - 6.60), una riduzione nel numero di gravidanze
gemellari non diagnosticate (a 20 settimane, un trial, OR 0.12,
95% CI 0.03 - 0.56; a 26 settimane, sei trials, OR 0.08 95% CI
0.04 - 0.16) e del numero di induzioni per gravidanza oltre il
termine (sei trials, OR 0.61, 95% CI 0.52 - 0.72) rispetto allo
screening su popolazione selezionata.

Lo screening ecografico delle anomali strutturali fetali prima
delle 24 settimane va offerto di routine a tutte le donne.

Screening delle anomalie strutturali fetali: quando deve
essere eseguito?
Analisi della letteratura

Lo screening della anomalie strutturali fetali viene eseguito di
routine tra la 19* e la 22* + 5 settimana di gestazione, periodo che
rappresenta un “compromesso” tra la possibilita di riconoscere
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una malformazione e la possibilita di interrompere la gravidanza
entro i termini previsti dalla legge italiana.

Occorre ricordare che 1’esame morfologico per essere un esame
sufficientemente completo, deve essere eseguito in una epoca
nella quale il feto “si studia meglio”. Uno studio prospettico
randomizzato del 1999, ha confrontato I’esito di ecografie
morfologiche eseguite a 18, 20 e 22 settimane!?.

Vi ¢ stato un numero significativamente piu alto di ecografie
esaustive nel gruppo delle 20 (90%) e delle 22 (88%) settimane
rispetto al gruppo delle 18 (76%; p < 0.001). Nessuna differenza
¢ stata riscontrata tra il gruppo delle 20 e delle 22 settimane.

L’incidenza di flussimetria uterina alterata e di placenta bassa ¢
risultata piu alta nel gruppo delle 18 settimane rispetto al gruppo
delle 20 e delle 22 settimane (p < 0.001). Nessuna differenza ¢
stata riscontrata tra il gruppo delle 20 e delle 22 settimane.

Non sono state riscontrate differenze significative del numero di
anomalie morfologiche riscontrate nei tre gruppi.

Lo screening ecografico delle anomalie morfologiche fetali
lIA dovrebbe essere eseguito tra la 20a e la 22a settimana di
gestazione.

Quale operatore puo eseguire lo screening delle anomali
strutturali fetali?

E ormai assodato che I’attendibilita dell’esame ecografico
¢ operatore-dipendente ed ¢ strettamente vincolata al livello
di formazione culturale e tecnica. Uno studio condotto
dall’Organizzazione Mondiale della Sanita nel 1998 afferma:
“A livello mondiale la maggior parte delle ecografie attualmente
sono eseguite da personale con basso training di formazione o
non certificato”4.
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Lo screening delle anomalie fetali del II trimestre dovrebbe
essere eseguito da un operatore “medio”, il quale deve essere
definito tale sulla base dei seguenti requisiti:

*  adeguata conoscenza dell’uso degli ultrasuoni e del- VD
la loro sicurezza;

*  precedente training in ecografia fetale;

*  periodico aggiornamento sull’ argomento.

Quale apparecchiatura si deve utilizzare?

Per I’esecuzione dello screening delle malformazioni fetali
del II trimestre 1’ecografo deve essere dotato delle seguenti
caratteristiche:

*  sonda convex da 3-5 Mhz;

*  immagini in real time e scala dei grigi; IVD
*  possibilta di “congelare” ed ingrandire/ridurre 1’im-
magine;

»  possibilita di memorizzare e/o stampare le immagini.

Le scansioni “utili” per ottenere un buon screening
Quali scansioni sono consigliate per un buon esame
morfologico del capo?
Il diametro biparietale (DBP)

Il diametro biparietale congiunge i punti del parietale piu distante
dal piano sagittale mediano.

I DBP dovrebbe essere misurato nella scansione assiale
transtalamica con angolazione del fascio di ultrasuoni il piu
possibile vicino ai 90° rispetto la linea mediana.

Le strutture mediane di riferimento intracraniche sono, in
direzione antero-posteriore, la falce, il cavo del setto pellucido,
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talami, i peduncoli cerebrali e quindi ancora la falce. Orbite e
cervelletto non devono essere visualizzati.

La misurazione deve essere eseguita ponendo il caliper
prossimale esternamente al tavolato cranico e il caliper distale
internamente (misurazione esterna-interna) o comunque con la
stessa metodologia utilizzata nelle chart di riferimento

La circonferenza cranica (CC)

La misurazione della circonferenza cranica viene eseguita nella
stessa scansione del diametro bibarietale.

Se DI’ecografo utilizzato dispone della misurazione mediante
ellisse, questa deve essere posta esternamente al tavolato cranico.

In caso contrario il calcolo della circonferenza cefalica viene
eseguito mediante la formula HC = 1,62 x (DBP + DFO). In
questo caso il DBP o meglio, il diametro trasversale, andrebbe
misurato “esterno-esterno”.

Cranio

Nello studio del cranio devono essere valutati forma, dimensioni
e integrita.

La scansione che permette lo studio di tutte queste caratteristiche
¢ quella della misurazione della biometria cranica.

Forma: Il cranio presenta normalmente una forma ovoidale e
regolare. Devono essere assenti protusioni e alterazioni della
forma delle ossa del calvario.

Dimensioni: Le dimensioni devono essere valutate secondo i
criteri sopradescritti.
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Integrita: Le ossa del calvario devono essere integre ed interrotte
esclusivamente a livello delle suture.

Il cervello

Lo studio del cervello fetale deve permettere di identificare le
seguenti strutture: cavo del setto pellucido, linea mediana, talami,
ventricoli cerebrali con i plessi corioidei, cervelletto, cisterna
magna.

A differenza della scansione utilizzata per lo studio biometrico
della teca, per lo studio dell'encefalo, le scansioni vanno prese
su piu piani assiali (piano transtalamico, piano transventricolare,
piano transcerebellare), che permettono di osservare le strutture
sovramenzionate.

Le scansioni per un buon esame morfologico del capo
dovrebbero includere:

e scansione assiale transtalamica (con valutazione
della forma del cranio e visualizzazione della linea
mediana, cavo del setto pellucido, talami, ventricoli
laterali e plessi corioidei);

e scansione assiale transcerebellare (con visualizza-
zione del cervelletto);

*  DBP, CC e DTC devono essere sempre valutati.

Quali scansioni sono consigliate per un buon esame
morfologico del volto?

Nello studio del volto fetale deve essere accertata la presenza di
entrambe le orbite, naso e labbra.

Qualora la posizione fetale e I'ecogenicita materna lo
permettessero deve essere ottenuta una scansione del profilo
fetale.

IVD

IVD
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Quali scansioni sono consigliate per un buon esame
morfologico del torace?

Nello studio del torace devono esserne valutati la forma e le
dimensioni rispetto all'addome (rapporto Circonferenza toracica/
Circonferenza addominale 0,8-1).

Le coste non devono presentare deformita.

Il rapporto cardio-toracico puo essere valutato soggettivamente
(area del cuore circa 1/3 di quella torace).

L'ecogenicita dei polmoni deve essere omogenea ¢ devono
essere esclusi “shift” mediastinici o masse evidenti.

Quali scansioni sono consigliate per un buon esame
morfologico dell’addome?

La circonferza addominale deve essere misurata su una scansione
trasversa dell'addome, il piu possibile circolare. Lo stomaco e
la porzione intraddominale della vena ombelicale fino alla sua
emergenza sulla parete addominale devono essere visualizzati. |
reni non devono essere inclusi nella scansione.

Se l'ecografo utilizzato dispone della misurazione mediante
ellisse, questa deve essere posta esternamente al margine
dell'addome.

In caso contrario devono essere misurati il diametro antero
posteriore (APAD) e il diametro trasverso dell'addome (TAD)
e la circonferenza addominale ¢ calcolata mediante la seguente
formula: © (APAD + TAD)/2 = 1.57(APAD + TAD).

Il diametro antero posteriore addominale e il diametro addominale
trasverso devono essere misurati ponendo i calipers esternamente
al margine della parete addominale.
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L'integrita della parte addominale deve essere accertata e devono
essere escluse protusioni dell'intestino e dei visceri addominali
attraverso difetti della parete addominale. Lo stomaco deve
essere visualizzato nella parte sinistra dell'addome.

La colecisti puo essere visualizzata nella parte destra dell'addome
controlateralmente allo stomaco.

Evidenti masse, formazioni fluide o importanti dilatazioni
intestinali dovrebbero essere escluse.

La regolare inserzione del cordone ombelicale sulla parete
addominale deve essere visualizzata. Opzionale ¢ la valutazione
del numero dei vasi nel cordone.

Entrambi i reni e la vescica devono essere visualizzati.

In caso di dilatazione delle pelvi renali deve esserne valutato il
diametro antero-posteriore.

La presenza di valori <7 mm devono essere considerati varianti
della norma's.

Le scansioni per un buon esame morfologico dell'addome
dovrebbero includere:

*  scansione trasversa dell'addome (con visualizzazio-
ne dello stomaco, vena ombelicale, inserzione del
cordone ombelicale, reni e vescica);

*  La CA deve essere sempre misurata.

Quali scansioni sono consigliate per un buon esame
morfologico degli arti?
La presenza di entrambe le braccia con le mani e di entrambe le
gambe con 1 piedi deve essere documentata. Non ¢ richiesta la
valutazioni del numero delle dita delle mani e dei piedi.

IVD
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La misurazione della lunghezza del femore e dell’omero deve
essere sempre inclusa nello studio (I'angolo di insonazione

del fascio di ultrasuoni rispetto all’osso dovrebbe essere
compreso tra 45° e 90°).
Quali parametri devo valutare per lo studio

dell'accrescimento fetale?

L'epoca gestazionale effettiva (calcolata con ecografia del I
trimestre 0, se non disponibile, del II trimestre) deve sempre
essere accertata ¢ devono essere utilizzate curve biometriche
dedicate e riferite alla popolazione in esame.

Il normale accrescimento fetale nell'ecografia del II trimestre
deve essere valutato mediante la misurazione di DBP, CC,
CA ¢ LF e deve essere sempre riferito all'epoca gestazionale
effettiva.

La valutazione del liquido amniotico

La quantita di liquido amniotico pud essere stimata
soggettivamente o mediante valutazione ecografica (tasca
massima, amniotic fluid index).

Non vi sono differenze tra la misurazione soggettiva ed

llic ecografica quando l'ecografia ¢ eseguita da esaminatori

esperti'®!7,

Cosa si puo evidenziare con lo screening delle anomalie
strutturali fetali?

Analisi della letteratura

In accordo con la classificazione delle malformazioni fetali della
RCOG sono stati valutati, negli studi gia presi in esame nelle
sessioni precedenti*! le varie tipologie di malformazioni che
possono essere diagnosticate durante lo screening del II trimestre
¢ la detection rate complessiva dell'ecografia stessa.
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La detection rate dello screening delle malformazioni fetali
varia a seconda degli organi interessati, con una sensibilita
complessivamente piu alta per le malformazioni maggiori del
sistema nervoso centrale e piu bassa per le malformazioni del
sistema scheletrico e cardiaco.

In particolare le malformazioni con una detection rate piu alta
sono state: anencefalia (97%), encefalocele (90%), gastroschisi
(94%), onfalocele (84%), displasia renale bilaterale (84%),
agenesia renale bilaterale (90%).

Le malformazioni letali del sistema muscolo scheletrico sono
state riconosciute globalmente nel 33%, la spina bifida nel 66%,
malformazioni cardiache complesse nel 21% dei casi.

La detection rate dello screening delle malformazioni fetali
nel Il trimestre varia a seconda degli organi interessati, con una

sensibilita complessivamente piu alta per le malformazioni [JA

maggiori del sistema nervoso centrale e piu bassa per le
malformazioni del sistema scheletrico e cardiaco.

Cosa si deve evidenziare con lo screening delle anomalie
strutturali fetali?

Analisi della letteratura

La responsabilita dell'operatore e quello che "deve" evidenziare
durante lo screening delle anomalie strutturali fetali sono
strettamenti collegati a quello che oggi, la maggior parte degli
operatori medi, sono in grado di diagnosticare nella pratica
quotidiana in Europa.

Come vedremo anche successivamente lo standard di riferimento
sul quale si basano queste linee guida ¢, in definitiva, una
valutazione derivante da una presa coscienza di quello che gli ¢
richiesto e di quello che non deve sbagliare.
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Lo standard di riferimento sul quale si deve basare 1'operato
dell'ecografista ¢ una valutazione di quello che la maggior
parte degli operatori medi, sono in grado di diagnosticare
nella pratica quotidiana in Europa.

IiB

Il cuore fetale

Analisi della letteratura

Le anomalie cardiache rappresentano le malformazioni piu
spesso non diagnostiche durante lo screening morfologico
fetale! e la loro detection rate dipende dal tipo di malformazione
stessa e dall’associazione con altre anomalie fetali?’, dal training
dell’operatore, da fattori materni (obesita, scarsa ecogenicita) e fetali

(oligoidramnios, posizione sfavorevole, gemellarita).

Circa il 75% delle cardiopatie congenite diagnosticate in utero
deriva da popolazione senza alcun fattore di rischio per cui si
rende necessario uno screening delle cardiopatie congenite su

tale popolazione (definita a basso rischio).

Il primo studio in cui ¢ stata valutato [’utilizzo della scansione
4 camere cardiache come test di screening per le cardiopatie
congenite?! ha mostrato una sensibilitd diagnostica complessiva

del 50% su una popolazione di circa 30.000 gravide.

Un studio pubblicato lo stesso anno, in cui si ¢ confrontata la
sensibilita diagnostica delle 4 camere e delle 4 camere + assi
lunghi su piu di 5.000 donne in gravidanza®® ha riportato una
sensibilita del 48% per la 4 camere e del 78% per la 4 camere +

assi lunghi.

Due anni dopo, Kirk et al.?

del 47% e del 78%.

hanno confrontato 1’accuratezza
diagnostica di 4 camere vs 4 camere + 5 camere (radice aortica) su
piudi 6.000 gravidanze, ottenendo una sensibilita rispettivamente
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Piu recentemente altri gruppi hanno riportato sensibilita variabili
dal 55%* al 75%?% utilizzando, come test di screening, la
valutazione delle 4 camere + efflussi.

La scansione delle 4 camere (nota come esame “basic™?®) ¢&
sicuramente piu semplice da ottenere. L’ operatore che gia esegue
ecografie ostetriche piu rapidamente prendera confidenza con
tale scansione poiché si ottiene a partire dalla scansione traversa
dell’addome semplicemente spostando la sonda verso la testa del
feto. Inoltre una scansione traversa del torace (al cui interno sono
valutabili le quattro camere) rientra nello screening morfologico
del II trimestre e dovrebbe essere ottenuta da tutti gli operatori.

La sua sensibilita diagnostica, come affermato precedentemente,
si aggira intorno al 50%, essendo escluse le cardiopatie che non
comportano alcuna modificazione della scansione 4 camere.

L’esame “extended” (scansione degli assi lunghi insieme
alla scansione delle 4 camere) ha sicuramente una sensibilita
diagnostica maggiore (circa il 75%) ma presenta delle limitazioni
da ricercare soprattutto nella difficolta di apprendimento e di
esecuzione da parte degli operatori di base, e nella impossibilita
di ottenere informazioni nei casi di aumentata impedenza acustica
dei tessuti materni e posizione fetale sfavorevole durante I’esame.

Per 25 anni, i medici sono stati in grado di diagnosticare le
cardiopatie congenite in epoca prenatale. I grandi miglioramenti
nella competenza degli operatori ed i progressi nella tecnologia
ultrasonogragfica consentono di ottenere oggi una sensibilita e
specificita diagnostica che si avvicina al 90% nel corso di un
esame ecocardiografico eseguito da un operatore dedicato®”,
Tuttavia, a questi progressi non ¢ corrisposta un miglioramento
della diagnosi generale delle cardiopatie congenite in epoca
prenatale?”2%30,
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Nel tempo sono stati introdotti vari metodi di screening per
cercare di individuare feti a rischio per cardiopatica congenita
ma nessuno di questi ha consentito un aumento della percentuale
di diagnosi nelle cardiopatie congenite. Attualmente, le donne
in gravidanze a basso rischio si sottopongono alla valutazione
standard delle 4 camere cardiache e, ove possibile la valutazione
degli efflussi cardiaci da operatori non specificatamente dedicati
alla esecuzione di ecocardiografia fetale.

Infine alcuni rapporti provenienti da importanti centri di
riferimento cardiaci pediatrici indicano che la diagnosi prenatale
delle cardiopatie congenite migliori i risultati del trattamento
postnatale!-2,

Si raccomanda 1’esecuzione di ecocardiografia fetale nelle
gravidanze a basso rischio eseguita da operatore dedicato.

L’esame “basic”

L'esame di "base" comprende lo studio della posizione cardiaca
nel torace, la frequenza cardiaca fetale e la valutazione delle
quattro camere cardiache.

Posizione del cuore

Il cuore deve essere posto nella parte sinistra del torace con apice
cardiaco verso sinistra (levocardia) e 'asse cardiaco deve essere
di 45 °+ 20 (2DS).

L'asse cardiaco ¢ valutato nella sezione trasversa del torace ed ¢
l'angolo acuto che si forma dall'intersezione di un asse passante
per il setto interventricolare e un asse che congiunge la vertebra
e lo sterno. Un'anomalia dell'asse cardiaco aumenta il rischio di
cardiopatie, soprattutto conotruncali®.

L'area del cuore deve essere circa 1/3 dell'area del torace.
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Frequenza cardiaca fetale

La frequenza cardiaca fetale (FC) deve essere compresa tra 120
e 160 bpm.

Lievi bradicardie transitorie (FC <110 bpm) durante I’ecografie
del II trimestre sono prive di significato patologico.

Persistenti bradicardie, tachicardie o irregolarita del ritmo
richiedono una valutazione ecocardiografica®.

Scansione Quattro Camere:

Lo studio delle quattro camere cardiache deve permettere di
evidenziare:

* entrambi gli atri presenti e di dimensione pressoché

simili;
*  septum primum e forame ovale;
*  "flap" del forame ovale in atrio sinistro;

*  due distinte valvole atrioventricolari;
»  valvola atrio ventricolare destra (tricuspide) inserta
piu apicalmente rispetto alla sinistra (mitrale);
»  entrambi i ventricoli presenti e di dimensioni presso-
ché simili;
*  banda moderatrice nel ventricolo destro;
*  setto interventricolare nella sua parte muscolare ed in-
termedia;
*  contrattilita e spessore del miocardio sovrapponibile
nel ventricolo destro e ventricolo sinistro.
Le vene polmonari possono spesso essere visualizzate in atrio
sinistro ma la loro visualizzazione non deve essere considerata
mandatoria nell'esame basic di screening.

L'esame extended: visualizzazione degli efflussi

Se tecnicamente possibile (posizione fetale, ecogenicita) gli
efflussi aortici ¢ polmonari dovrebbero essere visualizzati.
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La regolare emergenza dell’aorta dal ventricolo sinistro e
dell’arteria polmonare dal ventricolo destro (scansione asse lungo
di sinistra ¢ asse lungo di destra) ed il loro incrocio (con arteria
polmonare anteriormente all’aorta) dovrebbe essere accertata. |
due vasi dovrebbero avere un calibro simile.

Yoo et al.*® hanno per primi descritto la scansione dei tre vasi,
per valutare la posizione e il calibro dell’arteria polmonare,
dell’aorta ascendente e della vena cava superiore.

Tale scansione non ¢ sostitutiva delle scansioni degli assi lunghi
nella identificazione della regolare emergenza dei grossi vasi ma
puo far porre il sospetto di una malformazione quando alterata’®.

L'esame di base del cuore fetale (quattro camere) ¢ parte
integrante dello screening morfologico del II trimestre.

L'esame esteso (visualizzazione degli efflussi) lo diventa SOLO
se posizione fetale ed ecogenicita materna lo consentono.

In caso di non adeguata valutazione dell’anatomia
lIC/B fetale ¢ mandatorio inviare la paziente per I’esecuzione
dell’ecocardiografia fetale.

Cosa va refertato?

Ogni ecografia va sempre accompagnata da un referto scritto,
dettagliato, possibilmente redatto al computer per maggiore
chiarezza.

Nel referto devono essere indicati:

*  numero dei feti;

o vitalita del feto;

*  biometria fetale;

*  morfologia studiata (organi e strutture fetali visualiz-
zati);
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*  quantita di liquido amniotico;
*  posizione della placenta.

Al referto ecografico non ¢ obbligatorio allegare fotografie

dell’esame e/o registrazione dell'esame su supporto IVD

magnetico (cd, dvd, vhs).

Scansioni ben condotte consentono sempre la diagnosi
delle anomalie?

Come detto in precedenza la sensibilita diagnostica dello
screening delle malformazioni fetali, anche in mani esperte, non
raggiunge mai il 100%* 18,

Questo perche le anomalie fetali possono essere troppo piccole,
possono comparire tardivamente in gravidanza (malattie del SNC
o del sistema scheletrico), o la potenzialita diagnostica dell'esame
essere limitata dalla ecogenicita della paziente (es obesita)*.

Scansioni bene condotte non sempre consentono il riscontro
di anomalie, poich¢ alcune anomalie compaiono tardivamente
in gravidanza e la potenzialita dell'ecografia puo essere
limitata da fattori contingenti (obesita materna, posizione
fetale sfavorevole).

Quali sono gli studi ai quali fare riferimento per valutare la
responsabilita dell’operatore medio (principio “ex post”)?

Analisi della letteratura

Occorre ricordare che lo standard di riferimento negli screening
morfologici di primo livello, non puo essere definita “a priori”,
cioe nessuna linea guida di comportamento puo affermare ex ante
che una tale anomalia deve essere visualizzata e diagnosticata.
La responsabilita ¢ strettamente collegata, invece, a quello che
oggi, la maggior parte degli operatori medi, sono in grado di
diagnosticare nella pratica quotidiana in Europa.

1A
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Lo standard di riferimento sul quale si basano le linee guida &,
in definitiva, una valutazione derivante da una presa coscienza
(ex post) di quello che gli ¢ richiesto e di quello che non deve
sbagliare. I confini ed il perimetro entro il quale si deve parlare
di "good clinical practice" devono essere stabiliti da trial robusti,
ampi e ben disegnati, e condotti su popolazione non selezionata.

Ad oggi I'unico studio prospettico su larga popolazione, mai
pubblicato in letteratura che parli di sensibilita dello screening
ecografico delle malformazioni fetali ¢ PTEUROFETUS 18,

Lo studio ¢ stato condotto in 61 centri dal 1990 al 1993 su oltre
100.000 gravidanze esaminando circa 3.685 bambini nati con
malformazioni da una popolazione di donne non selezionata,
(cio€ con rischio di base per anomalie strutturali fetali intorno al
2%) che si era sottoposta allo screening ecografico prenatale delle
anomalie strutturali. Si sono comparati quindi i dati prenatali con
quelli del periodo postnatale. Lo studio ¢ stato pubblicato nel
1999. Lo scopo ¢ stato quello di valutare le capacita diagnostiche
dello screening delle anomalie fetali su una popolazione non
selezionata di donne in gravidanza.

I dati hanno confermato come 1’ecografia di screening delle
anomalie fetali abbia una sensibilita globale di circa il 61%, che
raggiunge il 74% quando si parla di anomalie fetali maggiori e si
riduce al 45.7% in caso di anomalie fetali minori.

Tale sensibilita si abbassa ulteriormente quando rapportata
all’epoca gestazionale, con una sensibilita globale del 55% prima
della 24 settimana. Vale a dire: circa la meta delle malformazioni
fetali maggiori possono essere non viste allo studio morfologico
fetale. Cio non deve sorprendere poiché alcune malformazioni
rilevate alla nascita non sono mai state visualizzate in utero.
Ovviamente nessuna possibilita esiste di diagnosticare anomalie
piccole, in evoluzione, genetiche, sindromiche.
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EUROFETUS rappresenta pertanto per gli addetti ai lavori
un valido supporto alla pratica clinica perché unico studio
prospettico, eseguito in 61 centri diversi su una popolazione non
selezionata.

Esiste un secondo studio, ’EUROCAT??, che pud essere preso
ad ulteriore esempio per potere definire le capacita diagnostiche
dell’ecografia in ambito di screening delle anomalie fetali
maggiori. Tuttavia esso rappresenta uno studio retrospettivo che
seppur di minore impatto clinico del’EUROFETUS conferma
ancora il concetto che la potenzialita diagnostica di un operatore
medio non puo essere valutata a priori (ex ante), sulla base di
linee guida o concetti astratti sulle potenzialita diagnostiche, ma
sulla realta oggettiva cio¢ su quello che di fatto ¢ possibile oggi
studiare e diagnosticare (ex post).

Un altro fattore da tenere in considerazione ¢ che la sensibilita
diagnostica dell’ecografia puod essere ulteriormente ridotta
da fattori contingenti, in primo luogo 1’obesita materna. Un
recente studio ha evidenziato come la sensibilita diagnostica
dell’ecografia si riduca con I’aumentare dell’indice di massa
corporea materna.

In conclusione, come detto sopra preme ribadire che, assodata
la dipendenza dell’ecografia dall’operatore, e dato che
generalmente esperti di alto livello culturale e tecnico non
sono sempre disponibili per lo screening di massa a causa della
loro esiguita numerica, ’operatore medio dovrebbe essere
addestrato a riconoscere le deviazioni grossolane dalla normalita
(malformazioni fetali maggiori) riferendo i casi sospetti o
anomali per una diagnosi o per una convalida della stessa presso
un centro a piu alta specializzazione di II o III livello.
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Esistono dei lavori randomizzati controllati che dimostrino
la maggiore efficacia della RMN rispetto all’ecografia?

Al momento non esistono studi randomizzati controllati che
confrontino I'efficacia diagnostica dell'ecografia fetale e della
risonanza magnetica.
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SCREENING PRENATALE
DELLA SINDROME DI
DOWN

N.B. [ test di screening biochimici, mentre sono efficaci per l'in-
dividuazione del rischio di sindrome di down e trisomia 18 non
possono essere utilizzati per [ individuazione delle gestanti da sot-
toporre a test invasivi per tutte le altre patologie congenite

Essi, quindi, vanno ben distinti dalla diagnosi prenatale invasiva.

La sindrome di Down, trisomia 21, ¢ una sindrome congenita
che insorge quando ¢ presente una copia sopranumeraria del
cromosoma 21.

In generale la sua prevalenza media ¢ di circa 1 su 700 bambini
nati. In Italia attualmente la sua prevalenza ¢ di circa 1/1200 nati
vivi. La sindrome di Down comporta difficolta di apprendimento
ed é anche associata ad una aumentata incidenza di malformazioni
congenite (in particolare cardiache e anomalie gastrointestinali),
cosi come un aumento dell’incidenza di disordini tiroidei,
leucemie infantili, alterazioni dell’udito, della vista e problemi
respiratori. Circa la meta dei bambini con sindrome di Down
nascono con difetti cardiaci che richiedono un intervento
chirurgico, con tassi di sopravvivenza alti.

I programmi di screening per la sindrome di Down dovrebbero
iniziare con la diffusione di informazioni basate sulla medicina
dell’evidenza, che permettano alle donne di prendere decisioni
autonome ed informate. Queste informazioni dovrebbero essere

VDA Net srl



58 La diagnosi prenatale

rese disponibili nella consultazione all’inizio della gravidanza,
in modo che le donne abbiano abbastanza tempo per considerare
attentamente le opzioni disponibili e chiedere ulteriori
informazioni se necessario.

I programmi di screening per la sindrome di Down si svolgono
durante il primo o secondo trimestre attraverso uno studio
ecografico del feto, e/o uno studio biochimico su siero materno,
0 una combinazione di entrambi.

L’associazione della sindrome di Down con I’eta materna ¢ stata
riconosciuta fin dai primi anni ’90'. L’etd materna, tuttavia,
ha una bassa sensibilita diagnostica per la diagnosi della SD
(30%)*. Risulta pertanto evidente che la sola eta, come criterio
per la SD, ad oggi deve essere abbandonato®. Negli anni’80, sono
iniziati gli screening per i difetti del tubo neurale con I’utilizzo
del dosaggio dell’alfa fetoproteina nel siero materno (MSAFP)
e questa pratica fu introdotta negli Stati Uniti ed ufficialmente
raccomandata dall’ACOG come una componente di assistenza
prenatale nel 1985. Dal 1986 al 1995, I’aggiunta della subunita
beta della gonadotropina corionica umana (B-hCG), dell’estriolo
non coniugato (uE3) e della inibina ha portato all’introduzione del
test a due marcatori (MSAFP e b-hCG), il triplo-test (MSAFP,
b-hCG, e uE3) ed il quadruplo test (MSAFP, b-hCG, uE3 e
inibina). L’aggiunta di ulteriori markers biochimici aumenta la
sensibilita per la diagnosi della sindrome di Down a scapito dei
costi e a favore della complessita degli screening stessi.

Mentre I’attenzione iniziale degli screening biochimici eraincentrata
prevalentemente sul secondo trimestre, una serie di marcatori del
primo trimestre sono stati recentemente resi disponibili. I marcatori
piu studiati nel primo trimestre sono free b-hCG, e la proteina A
plasmatica associata alla gravidanza (PAPP-A).

Infine I’introduzione dell’uso degli ultrasuoni come strumento
di indagine del primo trimestre ha ulteriormente modificato la
possibilita diagnostica della SD.
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Studi condotti all’inizio e alla meta degli anni ‘90 hanno rivelato
una forte associazione tra 1’aumento della translucenza nucale
ed un rischio aumentato della sindrome di Down e di altre
anomalie cromosomiche*®.

A quali donne in gravidanza devono essere consigliati i test
di screening per la Sindrome di Down?

La probabilita di concepire un feto con trisomia aumenta
con ’eta materna. Lo screening prenatale per le aneuploidie
dovrebbe iniziare con una discussione dei rischi legati all’eta
materna di avere un bambino con anomalie cromosomiche.
11 piu semplice degli schemi consiste nella verifica dell’eta della
donna.

Dal 1970, una donna con un’eta superiore ai 35 anni al momento
del parto veniva considerata ad alto rischio e le veniva offerta la
possibilita di eseguire (gratuitamente, nelle strutture pubbliche)
I’amniocentesi o il prelievo dei villi coriali. Al contrario, se sotto
1 35 anni, veniva considerata a basso rischio e non le veniva
proposta I’esecuzione della diagnosi prenatale invasiva. Tuttavia
con questo approccio, se il 15% delle donne in gravidanza in una
data popolazione ha un’eta superiore ai 35 anni, sara rilevatao
circa il 40% dei casi di sindrome di Down con un 15% di falsi
positivi’.

Appare quindi evidente come uno screening basato solo sull’eta
materna abbia delle performances inferiori agli screening piu
recenti che si avvalgono di marcatori biochimici multipli con
o senza valutazione ecografica della translucenza nucale al
primo trimestre. Queste ultime strategie forniscono cio¢ un
tasso di falsi positivi notevolmente ridotto ed un sostanziale
miglioramento della detection rate se applicato in tutte le eta.
E stato quindi suggerito che I’etd materna da sola come una
strategia di screening debba essere abbandonata®.
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In alcuni studi tuttavia si € proposto di continuare lo screening
sulla base di eta materna poiché essa ¢ capace di individuare
altre aneuploidie legate all’eta materna come, ad esempio, le
trisomie 13 e 47, la XXX 47, XXY, cosi come altre anomalie
cromosomiche non collegate all’eta materna; tuttavia, la trisomia
13 ha una prevalenza inferiore alla sindrome di Down e di solito ¢
associata ad anomalie piu frequentemente rilevate in un screening
ecografico a 18-22 settimane®.

Le anomalie dei cromosomi sessuali (47, XXX, 47, XXY) non sono
sottoposte a screening ecografico o biochimico materno, tuttavia
il rischio di incidenza si avvicina attorno ad una probabilita di
1:200 solo per le donne oltre 44 anni di eta. Sulla base di queste
argomentazioni, gli screening che utilizzano la sola eta materna per
inviare alla diagnosi prenatale non devono essere piul proposti per le
donne di eta superiore a 40.

Pertanto a tutte le donne in gravidanza, indipendentemente
dall’eta, dovrebbe essere offerto un test di screening
prenatale non invasivo per la valutazione del rischio della
sindrome di Down e della trisomia 18, e sarebbe opportuno
offrire test invasivi solo se il rischio di aneuploidia
cromosomica ¢ al di sopra del rischio di cut-off fissato per
il test di screening’.

A tutte le donne in gravidanza, dovrebbe essere offerto
lo screening del I trimestre per la sindrome di Down,
indipendentemente dall’eta materna.

L’uso della sola eta materna come parametro per la Sindrome
di Down non deve essere piu utilizzato. Le donne con eta
superiore o uguale ai 40 anni devono essere informate e
deve essere loro offerta la possibilita di accedere ai test di
screening per modificare il rischio di partenza.
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Quale test deve essere scelto per la valutazione del rischio
della S. di Down?

La disponibilita di markers biochimici sierici del primo e secondo
trimestre per la sindrome di Down e 1’uso degli ultrasuoni come
un marker quantitativo hanno condotto ad una proliferazione
di strategie e algoritmi che potrebbero potenzialmente essere
utilizzate.

I test oggi disponibili sono:

a 11-14 settimane:
- Translucenza nucale (NT);
- Test combinato (NT + free Beta-hCG + PAPP-A);
a 15 - 20 settimane:
- Duo test (hCG, uE3);
- Triplo test (hCG, uE3, AFP);
- Quadruplo test (hCG, uE3, AFP, inibina A);
a 11-14 settimane e poi a 15-20 settimane:
- Test integrato (test combinato a 11-14 settimane,
seguite da AFP, uE3 e inibina A a 15-20 settimane);
- Prova di siero integrato (PAPP-A e hCG a 11-14
settimane, seguite da AFP, uE3 e inibina A a 15-20
settimane).

Il test di screening piu appropriato per la sindrome di Down
dovrebbe avere il piu basso tasso di falsi positivi e la piu alta
detection rate. Ovviamente in questo calcolo va anche annoverato
il costo intrinseco della metodica. In generale, i costi associati
con lo screening sono misurati rapportando il costo di ogni
diagnosi prenatale di Sindrome di Down. Questo ¢ stato stimato
utilizzando diverse opzioni di screening in diversi studi'®.

Una delle difficolta dell’analisi dei costi ¢ che la spese associate
alla valutazione della biochimica ed all’esame ecografico
variano notevolmente da un paese all’altro. In virtu di questi dati
lo standard minimo garantito da ogni test di screening da offrire
alla popolazione italiana dovrebbe avere una detection rate di
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almeno 75% con un tasso di falsi positvi intorno al 5% per la
sindrome di Down.

Lo standard minimo garantito da ogni test di screening da
offrire alla popolazione italiana dovrebbe avere una detection
rate di almeno 75% con un tasso di falsi positvi intorno al 5%
per la sindrome di Down.

lNA/C

Qual e I'accuratezza diagnostica dei test di screening?

In quale epoca gestazionale vanno eseguiti?

Una volta che un test di screening ¢ stato eseguito, viene espressa
una probabilita che il feto sia affetto dalla sindrome di Down
tenendo conto dell’eta materna e dell’epoca gestazionale effettiva.
I risultati sono classificati come “positivi” se la probabilita ¢
uguale o maggiore di un cut-off prestabilito. Questo ¢ spesso
espresso in cifre per indicare la probabilita che una donna
abbia un bambino affetto da sindrome di Down ed il cut-off
universalmente accettato ¢ di 1/250 probabilita. Allorché una
donna ottenga un risultato positivo a seguito dell’esecuzione
del test di screening, le verra offerta la possibilita di eseguire un
test diagnostico invasivo, prelievo dei villi coriali (a seguito di
screening del primo trimestre) o amniocentesi (a seguito di un test
di screening del secondo trimestre). Gli unici test che consentono
una diagnosi di certezza tramite lo studio del cariotipo fetale
sono il prelievo dei villo coriali o ’amniocentesi.

Quando ad una donna viene offerto un test diagnostico invasivo
dopo un risultato dello screening positivo, deve essere informata
dei rischi associati con il test invasivi e che possono essere
identificate molte altre anomalie cromosomiche e/o genetiche,
non solo la sindrome di Down.

In generale alcuni studi hanno presentato i dati sulle prestazioni
degli screening in termini di accuratezza diagnostica sulla base
dei risultati dello studio. Ove possibile, i risultati sono stati
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presentati con un tasso fisso di falsi positivi (FPR) del 5%
(calcolato ovunque), al fine per consentire il confronto tra i
risultati.

Analisi della letteratura

Gli studi inclusi sono stati stratificati in base a:

1. periodo di esecuzione del test di screening, ciog,
condotto solo nel primo trimestre, solo nel secondo
trimestre, o in entrambi;

2. il tipo di anomalia rilevata i feti con solo sindrome di
Down o in associazione ad altre anomalie cromoso-
miche.

Il primo trimestre

Quindici studi sono stati inclusi. Inizialmente sono stati
identificati studi prospettici di coorte, tra cui sei multicentrici.
Tre di questi studi comprendevano una popolazione non
selezionata, uno studio ha incluso sia popolazione selezionata
che non selezionata, ¢ cinque solo popolazione selezionata.
Fatta eccezione per un singolo studio'® la metodologia del test
di screening ¢ la qualita delle misure utilizzate per monitorare lo
studio sono state adeguatamente spiegate. I follow-up di tutti gli
studi si sono basati su schemi di riferimento accurati(valutazione
del cariotipo, valutazione postnatale). I test di screening sono
stati effettuati prima dell’esecuzione dei test diagnostici di
riferimento sopra citati nella maggior parte degli studi.

Inoltre, considerando che 1 tre studi sull’uso dell’osso nasale
come markers di aneuploidie ha dato risultati contrastanti, sono
stati introdotti ed esaminati altri sei studi. Tutti questi studi sono
studi di coorte, prospettici ma di bassa qualita (sono tutti di
Lievello di Evidenza III a causa di una popolazione selezionata,
o di un controllo di qualita o follow-up incompleti o inadeguati).
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Sindrome di Down e altre anomalie cromosomiche

Tre studi hanno valutato il test combinato!®!® ¢ tre la presenza

dell’osso nasale fetale con Decografia!®?!. Dati i risultati
controversi derivanti da questi tre studi sull’osso nasale, ulteriori
sei studi sono stati valutati?!"?*, I risultati derivante da una coorte
di buona qualita'® ha mostrato come il test combinato abbia un
tasso di rilevamento della SD del 92,6% ed un tasso di falsi
positivi del 5,2% ed un tasso leggermente inferiore di rilevamento
per la trisomia 18 o 13 ed altre anomalie cromosomiche.

Risultati simili sono stati osservati in un altro studio'®, mentre
il terzo studio'” ha mostrato una percentuale di rilevamento
inferiore, ed una maggiore incidenza dei falsi positivi.

Risultati contrastanti sono stati osservati per [’accuratezza
diagnostica derivante dalla valutazione dell’osso nasale fetale.
Mentre uno studio? sull’osso nasale fetale ha mostrato di
aumentare il tasso di rilevamento della sindrome di Down dal
90% al 93% (con falsi positivi al 5%) in confronto all’utilizzo
del solo test combinato, 1’altro studio'® ha dimostrato un valore
diagnostico molto basso. Il terzo studio?! aveva una accuratezza
diagnostica variabile a seconda che si considerasse la popolazione
selezionata e non selezionata.

I risultati degli altri sei studi che hanno valutato il tasso di
rilevamento legato all’osso nasale fetale sono stati inconcludenti
ed ¢ stata osservata un’ampia variazione. In due studi*** la
valutazione dell’osso nasale ha migliorato il tasso di rilevamento
confrontato con I’utilizzo del solo test combinato, ma in uno
studio® ¢’¢ stata addirittura una riduzione del tasso di rilevamento.
La sensibilita e I’accuratezza diagnostica dell’osso nasale fetale
varia dal 32% al 70% nel resto degli studi.

Appare pertanto evidente come la visualizzazione dell’osso
nasale fetale sia legato a molti fattori tra cui, alcuni anche piuttosto
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importanti: [’epoca gestazionale effettiva, la popolazione
screenata (alto-basso rischio).

Sindrome di Down

I risultati di accuratezza diagnostica dei tre studi inclusi sono
simili. Mentre uno studio multicentrico ha mostrato un tasso di
rilevamento del 79,6% ed il 2,9% di falsi positivi, gli altri due
hanno mostrato tassi di rilevazione del 90,3% e 82% ed il 5% di
falsi positivi.

Nel I trimestre di gravidanza 1’uso della valutazione
dell’osso nasale per aumentare la sensibilita diagnostica per
la sindrome di Down non ha dato risultati univoci.

Nel I trimestre di gravidanza il test combinato risulta il
migliore per sensibilita diagnostica per lo screening della
Sindrome di Down.

Il ‘test combinato’ (translucenza nucale, beta-gonadotropina
corionica umana, la proteina plasmatica-A associata alla
gravidanza) dovrebbe essere proposto per lo screening per la
sindrome di Down tra 11 settimane O giorni e 13 settimane
6 giorni.

Come si esegue la misurazione della translucenza nucale
e quali sono i dei test di screening disponibili per la
valutazione del rischio di Sindrome di Down?

I seguenti elementi risultano essenziali affinché la misurazione
sia attendibile e ripetibile:

®  Operatore esperto che sia stato formato attraverso
apposito training;

®  Apparecchiatura ecografica di alta qualita (sonde
elettroniche meglio se a matrice) che permetta un

lc
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fattore di “magnificenza” (zoom) di almeno 6x senza
perdita di nitidezza.
® [ seguenti criteri ecografici:

Il CRL deve essere compreso tra i 45 e gli
84mm;

La scansione deve essere sagittale mediana
del feto (per essere certi di aver ottenuto la
scansione corretta bisogna visualizzare il
profilo fetale) con ingrandimento;

Elemento essenziale risulta il differenziare la
cute fetale dalla membrana amniotica su cui
spesso il feto ¢ adagiato;

Il feto deve essere in una posizione “neutra”,
cio¢ non troppo esteso € non particolarmente
flesso; la stessa scansione che si utilizza per
la misurazione del CRL. In una posizione
di iperestensione si potrebbe soprastimare
la rilevazione della TN; al contrario una
iperflessione della testa fetale potrebbe
indurre a sottostimare la TN stessa;

Ottenuta la scansione e I’ingrandimento
corretto;

I calipers vanno posizionati sul punto di
massimo spessore di TN e sul margine interno
delle due linee iperecogene;

Nel corso dell’esame vanno eseguite piu
misurazioni e viene utilizzato nel calcolo del
rischio quella di entita maggiore ma che abbia
“obbedito” a tutti i requisiti suddetti;

Nel 95% dei casi la misurazione della TN
puo essere ottenuta per via trans addominale,
nel restante 5% dei casi viene utilizzato
I’approfondimento transvaginale quando la
TN risulta borderline o quando c’¢ una scarsa
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ecogenicita legata all’alta impedenza acustica
dei tessuti addominali della gestante.

I test di screening basati sulla misurazione della translucenza
nucale (NT), o “combinato” (ecografico e biochimico), sono
molteplici. Vista la variabilita internazionale ogni nazione
dovrebbe utilizzare il proprio software costruito su popolazione
autoctona.

Si elencano 1 piu noti:

I Genetic Sonography (Los Angeles);

I Genetic Sonogram (Boston);

III  Age Adjusted Ultrasound Risk Assessment (Seattle);
IV Prisca (Germania);

V  SCA-Test (Italia);

VI Software SFAPE (Francia);

VII Software della FMF (Inghilterra).

Ognuno di questi programmi utilizza un software di controllo di
qualita. Quello nazionale italiano (SCA-test) ¢ annuale.

La valutazione della translucenza nucale nel primo trimestre
dovrebbe essere interpretata per la valutazione del rischio

solo se effettuata da ecografisti esperti ed accreditati per e
fornire questo servizio e con garanzie di qualita in corso.

Gli screening non forniscono una diagnosi definitiva e deve
essere fornita una spiegazione completa del punteggio di
rischio ottenuto a seguito del test. A

Devono essere date informazioni sulle metodiche di diagnosi
prenatale invasiva (prelievo dei villi coriali ed amniocentesi).

VDA Net srl



68 La diagnosi prenatale

A seguito di un risultato positivo dopo I’esecuzione di un
test non invasivo per il calcolo del rischio dela sindrome

1A di Down, dovrebbe essere consentito un accesso rapido ad

un’adeguata consulenza eseguita da personale qualificato
(genetisti prenatali).

Il secondo trimestre

Pochi studi si sono occupati dei test di screening su
siero materno effettuati esclusivamente nel II trimestre
di gravidanza. In questa sezione verranno presi in
considerazione studi di buona qualita sui marcatori sierici
confrontando i test di screening del primo trimestre con quelli
del secondo trimestre. Sono stati identificati una serie di studi
che hanno valutato I’impiego di ultrasuoni per identificare dei
“soft markers” — ispessimento della plica nucale, cisti dei plessi
coroidei, foci iperecogeni intracardiaci, pielectasia renale e un
accorciamento del femore. In generale la qualita di questi studi
¢ bassa.

Sono stati selezionati cinque studi per questa sezione tre meta-
analisi, uno studio di coorte prospettico ed uno studio di coorte
retrospettivo. Dato che questi studi sono molto diversi gli uni dagli
altri, 1 loro dati non potevano essere tabulati. Gli studi del secondo
trimestre sono stati ulteriormente suddivisi in base alle anomalie
per le quali sono stati eseguiti.

(A) Sindrome di Down e altre anomalie cromosomiche

Descrizione degli studi inclusi

Un unico studio di coorte?® con la valutazione del quadruplo test
su siero materno per la sindrome di Down, trisomia 18, e difetti
del tubo neurale (DTN) ¢ stato condotto in uno stato australiano.
Il periodo in cui ¢ stato condotto lo studio ¢ stato tra il 1998 ed
il 2000. Il cut-off per il rischio per la Sindrome di Down ¢ stato
definito come > 1: 250 e > 1: 200 per la trisomia 18. I livelli di

VDA Net srl



Capitolo 3 ® Screening prenatale della sindrome di Down 69

AFP> 2,5 MoM sono stati considerati ad alto rischio per NTD.
Nessuna menzione ¢ stata fatta circa monitoraggio della qualita
del test. Sono stati calcolati per ciascuna condizione I’accuratezza
diagnostica, il valore predittivo positivo e negativo,

Risultati

In questo studio retrospettivo, il follow-up completo ¢ stato
eseguito sul 99,2% di tutte le gravidanze incluse durante il
periodo di studio. La popolazione di studio era costituita da
19.143 e 154 gravidanze sono state perse al follow-up. La
prevalenza della sindrome di Down, della trisomia 18 e NTD ¢
stata rispettivamente dello 0,16%, 0,05% e 0,08%.

Risultati dell’accuratezza del quadruplo test:

DR FP VPP
Per la sindrome di Down
Quadruplo test 85%
(rischio > 1:250) 6,8% 2%

(95% ClI 72 - 99)
Quadruplo test

(FP 5%) per la triosomia 78% 5.0% 2.5%
18

Quadruplo test 44%

(rischio > 1:200) ° 9 ®
Per DTN (AFP > 2.5 5% 1277 o AT
MoM)

Tutti DTN 73% 1.1% 5.6%
Spina bifida 50% 1.1% 2.1%
Anencefalia 100% 1.1% 3.1%

(B) Solo la Sindrome di Down

Quattro studi (tre meta-analisi e uno studio prospettico di coorte)
sono stati identificati. Gli studi di meta-analisi sono stati mirati
all’uso dei soft markers 1’efficacia dei marcatori tripli, e alla
valutazione dei foci iperecogeni intracardiaci. Il quarto studio ¢

VDA Net srl



70 La diagnosi prenatale

uno studio prospettico di buona qualita per valutare le prestazioni
della pielectasia fetale rilevata all’ecografia nella diagnosi della
Sindrome di Down.

Descrizione degli studi inclusi

Si ¢ valutata per prima una meta analisi* condotta per valutare
I’accuratezza diagnostica dell’ecografia nel secondo trimestre
di gravidanza nella rilevazione sindrome di Down. Sono stati
inclusi in essa tutti gli studi di ‘marcatori soft’ — cisti dei plessi
coroidei, ispessimento della plica nucale, focus iperecogeno
intracardiaco, intestino iperecogeno, piclectasia renale, e brevita
omerale e femorale. I criteri di esclusione erano ben definiti, ma
la valutazione della qualita degli studi non ¢ stata specificata.

Un’altra meta-analisi®® ha valutato 1’efficacia del triplo test per la
rilevazione della sindrome di Down.

Solo gli studi di coorte sono stati considerati. I criteri di inclusione
e di esclusione erano ben definiti.

Una terza meta-analisi® ¢ stata condotta per valutare la
performance diagnostica dei foci intracardiaci. Sono stati
considerati studi prospettici e retrospettivi (compresi caso-
controllo).

Infine uno studio di coorte prospettico ¢ stato effettuato®? in un
unico centro medico in Italia (1998-2002) con 1’obiettivo di
determinare se pielectasia isolata sia un fattore di rischio per
la sindrome di Down. I criteri di inclusione erano ben definiti
e un esame ecografico approfondito ¢ stato effettuato per tutti i
soft markers tra 16 e 23 settimane di gestazione. Monitoraggio
della qualita degli ultrasuoni non ¢ stato specificato.
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Risultati

Nella prima metanalisi** sono stati inclusi 56 studi che hanno
coinvolto 1.930 bambini con sindrome di Down e 130.365 feti
normali. Quarantanove studi sono stati condotti in donne ad alto
rischio. Nel complesso la prevalenza della sindrome di Down ¢
stata di 1,5%, e il risultato del cariotipo ¢ stato valutato in 53 studi.

\

E stata segnalata una eterogeneita nei risultati per tutti i reperti
ecografici. Due fattori sono stati definiti per la responsabilita
di questa eterogeneita: (I) disegno dello studio (prospettico o
retrospettivo) e (II) se il marcatore ¢ stato visto in maniera isolata
o insieme ad altre anomalie strutturali del feto. La sensibilita per
la rilevazione sindrome di Down con un singolo marker isolato ¢
stata bassa (1% per le cisti del plesso coroideo fino ad un massimo
del 16% per il femore corto). La specificita per ogni marcatore
se vista singolarmente ¢ stata superiore al 95%. Fatta eccezione
per spessore della plica nucale (LR + di 17), il LR + per gli altri
marcatori ¢ risultato essere piu basso.

La seconda meta-analisi che ha analizzato il triplo test*® ha incluso
20 studi di coorte che coinvolgono un totale di 194.326 donne in
gravidanza. Gli studi analizzati sono apparsi subito eterogenei.
I cut-off utilizzati in questi studi variavano da 1: 190 a 1: 380.
In soli quattro studi era a disposizione il cariotipo fetale per
tutte le donne studiate. Il follow-up sull’esito della gravidanza
era incompleto in otto studi. Il triplo test ha dato una sensibilita
elevata per le donne di eta superiore ai 35 anni, ma non ha dato
benefici sul gruppo di donne piu giovani.

La terza meta-analisi riguardante i focus iperecogeni cardiaci®!
ha incluso 11 studi (cinque retrospettivo tra cui due caso-
controllo). I dati consistevano in 51.831 feti analizzati con 333
casi di sindrome di Down (difetto associato: 27.360 con 321 casi
di sindrome di Down; ‘isolato’: 39.360 con 130 casi di sindrome
di Down).
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\

E stato stimato che la probabilita di avere un feto affetto con
la sindrome di Down (supponendo un LR + 6.2), dopo la
visualizzazione di un focus intracardiaco sarebbe dello 0,44%
in una popolazione con una prevalenza della sindrome di 1:
1.400, 0,62% con una prevalenza di 1: 1.000, e 1,03% con una
prevalenza di 1: 600. Nello studio prospettico di coorte sulla
pielectasia renale®? I’eta media della madre & di 27,2 + 5,5 anni e
la prevalenza della sindrome di Down ¢ stata di 0,09% (11 casi).
Nella popolazione in studio, la prevalenza di pielectasia ¢ stata
del 2,9%, con 83,3% di questi, come un reperto isolato. Solo un
caso di sindrome di Down ¢ stata identificato con pielectasia.
La presenza di pielectasia isolata aveva una sensibilita del 9,1%
(95% CI 1,62-37,4%), specificita del 97,6% (95% CI 97,32-
97,85%), VPP 0,33%, VPN 99,9%, LR + 3,8 (CI 95% 0,58-
24,61) e LR-0.9 (CI 95%,77-112). Tra i feti con pielectasia e
altri marker associati, la sensibilita, specificita, VPP, NPV e LR
+ sono stati 9,1%, 99,5%, 1,6%, 99,9% e 19,2 (CI 95% 2,91-
126,44), rispettivamente.

Studi sul test combinato primo-secondo trimestre di
gravidanza

Descrizione degli studi inclusi

Sono stati inclusi quattro studi di buona qualita: tre studi
prospettici di coorte®*3¢ ed un altro caso-controllo. Tutti gli studi
sono stati multicentrici e con obiettivi chiaramente definiti.

Risultati

Tutti gli studi selezionati erano volti alla sola rilevazione della
sindrome di Down. Lo studio migliore ha mostrato che il miglior
test sia quello integrato®® con una detection rate (DR) del 96%
per una percentuale di falsi positivi fissa del 5%, seguito dal test
sierologico integrato (DR 88%), test combinato (DR 87%) e il
test quadruplo (DR 81%). Risultati simili sono stati osservati
nello studio caso controllo. Un altro studio®® ha dimostrato
che il test integrato del siero abbia una migliore accuratezza
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diagnostica rispetto ai test sierologici del secondo trimestre
(triplo e quadruplo test).

L’ultimo studio, ha analizzato lo screening sequenziale
utilizzando il triplo test dopo il test combinato del primo trimestre
determinando una DR del 85,7% a FPdel 8,9%.

Quando non ¢ possibile misurare la translucenza nucale, a
causa di posizione fetale sfavorevole o per indice di massa
corporea elevato, lo screening su siero materno dovrebbe
essere offerto (triplo o quadruplo test) tra + 15 settimane 0
giorni e 20 settimane 0 giorni.

A
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L'ECOCARDIOGRAFIA
FETALE

Le linee guida in ecocardiografia fetale hanno lo scopo di fornire
degli standard atti ad aumentare la detection rate di anomalie
cardiache nelle diverse epoche gestazionali.

Cio contribuisce ad identificare feti a rischio di sindromi
genetiche e cromosomiche e fornisce informazioni utili per
il counselling alla paziente, per la gestione ostetrica e per il
management multidisciplinare del caso.

Come definiamo I’ecocardiografia fetale?

L'ecocardiografia fetale ¢ un esame diagnostico con impostazioni
e finalita diverse dallo studio del cuore eseguito routinariamente
durante I'esame morfologico fetale.

E quindi un esame ecografico eseguito al fine di valutare il cuore
fetale in termine di sospetto presenza/assenza di cardiopatia;
nel caso in cui una patologia venisse sospettata, la descrizione
dovrebbe avere la funzione di rilevare eventuale dottodipendenza
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L’esame cardiaco di "base” o screening, prevede lo studio della
sola scansione quattro camere del cuore fetale.

L’ecocardiografia fetale comprende invece lo studio delle quattro
camere ¢ la visualizzazione del tratto di efflusso ventricolare
sinistro, del tratto di efflusso del ventricolo destro, dell’arteria
polmonare principale e dei suoi rami, dei ritorni venosi sistemici
¢ polmonari.

A tutte le donne in gravidanza con indicazione
IA all’ecocardiografia fetale dovrebbe essere offerto 1’esame
ecocardiografico fetale completo.

Chi e l'esperto in ecocardiografia fetale?

I tassi di diagnosi prenatale (detection rate) delle CC presentano
un'estrema variabilita!. Tale variabilitd pud essere attribuita in
parte all'esperienza dell'esaminatore ¢ al tipo di apparecchiatura
utilizzata, in parte alla presenza di fattori limitanti 1'esame
ecografico quali la presenza di cicatrici addominali, la scarsa
quantita di liquido amniotico, la posizione fetale sfavorevole,
l'eta gestazionale a cui viene eseguito 1'esame??.

In particolare, l'obesita materna, ¢ alla base di una forte
diminuzione della sensibilita diagnostica dell’ecografia nella
diagnosi delle patologie cardiache* in alcuni casi I'ecogenicita
della paziente anche non obesa risulta essere molto ridotta per
l'utilizzo di creme cosmetiche che riducono sensibilmente la
risoluzione dell'ecografia ostetrica.

Un training continuo degli operatori sembra aumentare la
possibilita diagnostica dell'ecocardiografia fetale estesa®.

Un cardiologo pediatra che abbia fatto un buon training, un
ginecologo specialista in medicina materno - fetale ed ecografia
ostetricache abbiano acquisito adeguate conoscenze e competenze
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mediante un training di almeno due anni con personale altamente
qualificato, possono eseguire I’ecocardiografia fetale.

Al fine del periodo di training, I’operatore dovrebbe dimostrare
di aver acquisito conoscenze tecniche e diagnostiche.

A tal proposito sarebbe auspicabile la partecipazione a corsi avanzati
di ecocardiografia presso Societa Scientifiche accreditate italiane o
internazionali (SICEF, SIDIP, SIEOG, ISUOG, AIUM ecc).

Puo eseguire I’esame ecocardiografico esteso solo I’operatore
che abbia eseguito almeno due anni di training con personale
altamente qualificato.

Quali sono le modalita di imaging da utilizzare durante
un'ecocardiografia fetale?

Ci sono diverse modalita di imaging per valutare anomalie
cardiache fetali, che vanno dalle tecniche tradizionali che
comprendono il bidimensionale, I'M-mode, il Doppler
pulsato e il Color Doppler all'utilizzo delle pit moderne ed
avanzate metodiche come il 4D e lo "spatio temporal image
correlation" ovvero lo STIC.

Quando si pone un sospetto di anomalia cardiaca possono
essere utilizzate diverse modalita di imaging che devono
essere di volta in volta scelte a seconda dell'anomalia cardiaca
sospettata. Non esiste uno standard unico per le metodologia
da utilizzare. E opportuno che l'operatore scelga di volta
in volta la tecnica da usare. E bene specificare che un buon
esame ecocardiografico pud essere fatto anche utilizzando la
sola tecnica bidimensionale.

L’uso del doppler pulsato, del color doppler e dell’M-mode sono
strumenti importanti ma opzionali che possono essere usati a
discrezione dell’operatore.
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Al contrario in caso di artmie cardiache, sospette o accertate,
I’uso dell’M-mode e del doppler devono considerarsi obbligatori.

Devono essere sempre utilizzate la modalita 2D, il Doppler
jg Pulsato e il Color Doppler.

L’ecocardiografia M-mode e 1’ultrasonografia Doppler sono
obbligatori per 1’analisi delle aritmie cardiache fetali.

Il trasduttore
L'utilizzo di trasduttori ad alta frequenza aumenta la probabilita di
evidenziare difetti minori, ma riduce la penetrazione acustica. Per
tutti gli esami, bisognerebbe dunque utilizzare sonde di frequenza
piu elevata possibile, tenendo presente tuttavia il compromesso
che esiste tra grado di penetrazione degli ultrasuoni e risoluzione
dell'immagine.

L'utilizzo dell'armonica puo essere utile ad ottenere immagini
migliori specialmente in caso di un aumentato spessore
della parete addominale materna durante il terzo trimestre di
gravidanza®.

Parametri di rappresentazione dell’immagine
La scala di grigi resta I’elemento chiave di una valutazione
ecografica affidabile del cuore fetale.

L’impostazione della scala dei grigi sull’ecografo dovrebbe
prevedere un elevato frame rate ed un aumento del contrasto.
Analogamente, bisognerebbe inoltre settare il sistema su di una
bassa persistenza d’immagine (analogo al frame rate elevato),
utilizzare un’unica zona focale ed un campo di immagine
relativamente stretto.

Zoom e cine-loop
Le immagini dovrebbero essere ingrandite in modo tale che il
cuore occupi uno spazio compreso tra un terzo e la meta dello
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schermo. Ove disponibile, il cine-loop puo essere utilizzato per
la valutazione dei difetti settali ventricolari e del movimento
delle valvole cardiache durante 1l ciclo cardiaco.

Si raccomanda di utilizzare sonde ad elevata frequenza.

L’esaminatore dovrebbe essere a conoscenza del potenziale
impatto di fattori tecnici per I’acquisizione delle immagini 1V
migliori del cuore fetale nell’ambito dei vincoli di sicurezza
accettabili.

Quali sono gli obiettivi principali dell’ecocardiografia
fetale?

Uno degli obiettivi principali dell'ecocardiografia fetale ¢ quello
di confermare la presenza o assenza di una patologia cardiaca
sospettata all'esame di base del II trimestre o diagnosticare una
malformazione cardiaca congenita.

Se wuna scansione ¢ patologica, [’esaminatore dovrebbe
caratterizzare l'anomalia, sviluppare un'accurata diagnosi
differenziale dei difetti piu probabili ed in particolare individuare
feti che richiedono immediato intervento medico o chirurgico
dopo la nascita. Particolare attenzione dovrebbe essere rivolta
quindi a feti che potrebbero avere patologie caratterizzate dalla
dotto-dipendenza.

A che epoca gestazionale deve essere eseguito
I’ecocardiogramma fetale?

L’ecocardiografia fetale puo essere eseguita in qualsiasi momento
durante il secondo trimestre a partire dalla 20 settimana di
gestazione, quando le varie parti anatomiche cardiache possono
essere visualizzate in maniera soddisfacente.

a) Una madre che ha un lieve aumento del rischio di
feto affetto da cardiopatia congenita - ad esempio
2% contro un background risk dello 0,8% - dovreb-
be essere elettivamente sottoposta ad un dettagliato
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scan cardiaco tra la 20 e la 24 settimana gestazionale.
Queste donne hanno una storia familiare di cardiopa-
tie congenite, diabete materno, esposizione a farmaci
teratogeni, e feti che hanno avuto un aumento della
translucenza nucale durante il primo trimestre.

Anomalie cardiache fetali possono verificarsi in as-
sociazione con anomalie extracardiache e quindi un
dettagliato scan cardiaco puo essere indicato quando
si fa diagnosi di tali anomalie.

Ad una madre che ¢ particolarmente ansiosa a causa
di una storia familiare, per esempio la perdita di un
figlio precedente, o in cui la misurazione della tran-
slucenza nucale sia > 3.0 mm, puo essere offerto uno
scan cardiaco prima della 14 settimana di gestazione,
con un follow-up a 20-24 weeks.

Se si sospetta che un feto sia portatore di un’anomalia car-
diaca congenita, in qualsiasi scansione, si dovrebbe pro-
porre I’esecuzione dell'ecocardiografia estesa il pitl presto
possibile, indipendentemente dall’eta gestazionale.

Altri hanno suggerito di utilizzare un ecocardiogram-
ma fetale come componente della ecografia genetica,
per valutare i feti a rischio di cromosomopatie.

Deve assolutamente essere riconosciuto che alcune lesioni
cardiache evolvono nel corso del tempo e potrebbero non essere
evidenti fino ad un’epoca tardiva (fine III trimestre)’. Ogni
anomalia cardiaca dovrebbe essere interpretata nel contesto del
feto e dovrebbe essere sempre eseguita un’accurata ricerca di
possibili associazioni con anomalie extracardiache.

L’esame ecocardiografico fetale dovrebbe essere eseguito a
partire dalla 20 settimana di gestazione.

In casi selezionati puo essere offerta uno scan cardiaco
intorno alla 14 settimana di gestazione, con un follow-up a
20-24 settimane.
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Quali

sono le indicazioni materne all’esecuzione

dell’ecocardiografia fetale?

Quali

Parente di primo grado del feto (Madre o Padre) con
cardiopatia congenita;
Primo figlio con cardiopatia;
Pre-esistenti malattie metaboliche:
a) Diabete di tipo 1;
b) Fenilchetonuria;
Infezioni:
a) materne;
b) fetali;

Presenza di Auto Anticorpi:
a) Anti-Ro (SSA);
b) Anti-La (SSB);
Esposizione a teratogeni:
a) Retinoidi;
b) Fenitoina;
c¢) Carbamazepina;
d) Carbonato di litio;
e) Acido valproico;
f) Paroxetina.

sono le indicazioni fetali  all’esecuzione

dell’ecocardiografia fetale?

Aumento dello spessore della translucenza nucale;
Anormale onda del dotto venoso;

Screening cardiaco fetale alterato;

Anomalie fetali maggiori extracardiache;
Cariotipo fetale patologico;

Idrope;

Effusione pericardica;

Aritmie cardiache fetali;

Persistente bradicardia o tachicardia.
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II tasso di rilevamento di anomalie cardiache strutturali € piu alto con
I’ecocardiografia fetale piuttosto che con l'ecocardio "basic". Alle
donne con riconosciuto aumento del rischio di anomalie cardiache fetali
dovrebbe essere offerto un piu dettagliato scan. I fattori di rischio per
anomalie cardiache fetali possono essere classificati come di origine
materna o fetale. Le lesioni cardiache acquisite che si manifestano piu
avanti nella vita, anche quelle di natura genetica, come la sindrome
di Marfan e la stenosi ipertrofica subaortica, non sono generalmente
rilevabili dall'ecocardiografia eseguita in epoca prenatale.

L’esame ecocardiografico fetale esteso dovrebbe essere
IB proposto a tutte le donne in gravidanza con indicazioni
materne e/o fetali all’esame.

In cosa consiste I'ecocardiogratia fetale nel Il trimestre?
Solo operatori sanitari esperti possono valutare il cuore fetale
con un elevato grado di accuratezza diagnostica durante una
ecografia ostetrica del II trimestre.

L’ecocardiogramma puo essere personalizzato, a seconda della
natura del sospetto di anomalia cardiaca cui siamo di fronte.

E necessario ed obbligatorio che I’esame approfondito,
comprenda lo studio delle quattro camere cardiache, di entrambi
gli afflussi arteriosi, dei tre vasi con visualizzazione della trachea,
una valutazione del ritorno venoso polmonare e ritorni venosi
sistemici®3.

E infatti noto che la valutazione degli efflussi puo incrementare la
detection rate delle principali malformazioni cardiache rispetto a
quella ottenuta con la sola scansione delle 4 camere cardiache®'°.

L’esaminatore dovrebbe confermare rapporti anatomici e
caratteristiche funzionali del flusso attraverso un’analisi
sistematica nei seguenti settori:

e asse cardiaco e situs;
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*  morfologia ventricolare;

*  presenza di versamento pericardico di dimensioni su-
periori a 3 mm;

e connessioni veno-atriali, atrio-ventricolari e ventrico-
lo-arteriose del cuore;

»  dimensioni e rapporti tra il tratto di efflusso di sinistra
e di destra;

e archi duttale e aortico;

*  setto interventricolare;

e setto interatriale, dimensioni delle camere atriali, ed il
forame ovale;

e valvole atrioventricolari e semilunari;

*  flusso attraverso ogni connessione del cuore, utiliz-
zando il Doppler.

Queste caratteristiche anatomiche sono in genere valutate usando
piani di scansione trasversali e sagittali. Tuttavia, l'importante ¢
visualizzare e studiare le strutture in modo soddisfacente.

L'utilizzo del Color Doppler ¢ obbligatorio durante 1'esecuzione
dell'ecocardiogramma fetale con sospetto di patologia cardiaca.

Anche se il Doppler spettrale non ¢ essenziale, pud essere
utilizzato per caratterizzare ulteriormente la natura e la gravita di
un flusso sospetto!>.

11 Doppler continuo ¢ a volte necessario per quantificare velocita
di flusso molto elevate in valvole stenotiche o incompetenti.

1) Nella valutazione delle connessioni venose ¢ impor-
tante ricordare che non tutte le anomalie dei ritorni
venosi sono visualizzabili in utero. E comprensibile
pertanto che la diagnosi di alcune anomalie dei ritorni
venosi che NON determinano grossolane alterazioni
della morfologia ventricolare o atriale NON ¢ possibi-
le prima della nascita. Stesso discorso ¢ da intendersi
rivolto alle connessioni atrioventricolari.
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2) Le dimensioni dei grossi vasi (aorta e polmonare) ed
i loro rapporti sono utili ma non totalmente discrimi-
nanti per alcune patologie quali ad esempio stenosi
lievi o moderate o ancora per quelle anomalie non
presenti al momento dell'esame. La finestra aorto-
polmonare non puo mai essere vista all'esame ecocar-
diografico fetale.

3) L'esame dell'arco aortico per quanto preciso, attento
ed eseguito da mani esperte NON puo mai escludere
la coartazione aortica o le patologie di lieve e modera-
ta entita che interessino l'arco aortico o il tronco pol-
monare comune.

4) 1 difetti interventricolari di piccola e media entita
NON possono essere visti in epoca prenatale.

5) 1I canale atrioventricolare parziale, tutti i DIA non
possono essere ne visti ne sospettati in utero.

6) E necessario escludere le anomalie valvolari impor-
tanti. La malattia di Ebstein di grado lieve e moderato
non sempre puo essere diagnosticata in utero.

7) Valgono tutte le considerazioni fatte ai precedenti ca-
pitoli.

L’esame ecocardiografico deve comprendere lo studio delle
quattro camere cardiache, di entrambi gli afflussi arteriosi, dei
tre vasi con visualizzazione della trachea, una valutazione del
ritorno venoso polmonare e dei ritorni venosi sistemici.

L'utilizzo del Color Doppler ¢ obbligatorio durante
lI'esecuzione dell'ecocardiogramma fetale con sospetto di
patologia cardiaca.

\

Il Doppler continuo ¢ a volte necessario per quantificare
velocita di flusso molto elevate in valvole stenotiche o
incompetenti.
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Qual é la sensibilita dell'ecocardiogratia fetale nel diagnosticare
cardiopatie fetali?
Gia nel 1992 R. Achiron aveva pubblicato i suoi dati
sull'ecocardiografia extended derivanti dall'analisi di 5.400 feti
di gravidanze a basso rischio studiati tra la 18 e la 24 settimane.

Lasensibilita per cardiopatie congenite maggiori passava dal 48%
con ecocardiografia fetale "basic" al 86% con 1’ecocardiografia
estesa con una percentuale di falsi negativi del 22%.

Si rammenta, comunque, che tale esame ecocardiografico non
puo escludere la presenza di quelle cardiopatie congenite che
hanno caratteristiche di “ evolutivita *“ o che siano troppo piccole
per essere evidenziate in utero. Esistono infatti malformazioni
del cuore fetale che si vanno via via strutturando durante il corso
della gestazione. La diagnosi di anomalie ¢ possibile solo per
malformazioni di dimensioni consistenti, con caratteristiche
ecografiche ben evidenti e precise, giacché esistono limiti
fisici all’esplorazione con gli ultrasuoni dovuti al grado di
risoluzione della tecnica strettamente legati all’ecogenicita
del soggetto ed alla posizione assunta dal feto al momento
dell’esame. Si ribadisce pertanto che molte anomalie cardiache
risultano evidenziabili solo dopo la nascita e non possono essere
diagnosticate dall’ecocardiografia fetale.

Esistono  dei  fattori  che  limitano  I’esecuzione
dell’ecocardiografia fetale?
Importanti fattori dovrebbero essere considerati come fattori
limitanti I'esame ecografico: 1’epoca gestazionale, il peso
corporeo della donna espresso come B.M.1., la posizione fetale
ed il suo movimento nonché I'uso di alcune creme cosmetiche.

In che modo eseguire il counselling prenatale?
Un' accurata diagnosi prenatale ¢ estremamente importante
per i professionisti sanitari che saranno portavoce della gravita
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della patologia ai genitori, eseguiranno loro un counselling e
organizzeranno la gestione clinica del bambino non ancora nato.

Alcuni aspetti del come ottenere le informazioni relative al feto
in utero puo essere ben oltre la portata di un cardiologo pediatra
qualora operi in modo indipendente dall'ostetrico specialista di
imaging.

Ogni anomalia cardiaca dovrebbe essere interpretata nel contesto
del feto e dovrebbe essere sempre eseguita un’accurata ricerca di
possibili associazioni con anomalie extracardiache.

L’interpretazione di alcune anomalie cardiache puo essere
impegnativo, e piccole differenze possono sostanzialmente
modificare I’approccio chirurgico e la prognosi clinica. La rarita
di operatori con capacita diagnostica cardiaca e extracardiaca
determina la necessita di un lavoro di squadra che tenti di fornire
la piu precisa prognosi fetale. Solo una diagnosi differenziale
accurata portera ad un'adeguata consulenza prenatale che
consigliamo sia multidisciplinare per genitori in attesa di un feto
portatore di cardiopatia.

Cio dovrebbe includere la collaborazione tra specialisti in
cardiologia pediatrica, medicina materno fetale, neonatologi,
genetisti, chirurghi cardiotoracici, psicologi.

La consulenza prenatale per genitori in attesa di un feto
portatore di cardiopatia dovrebbe essere multidisciplinare.

Deve assolutamente essere riconosciuto che alcune lesioni
cardiache evolvono nel corso del tempo e potrebbero non
essere evidente fino ad un’epoca tardiva (fine III trimestre).

Come dovrebbe essere la refertazione di un’ecocardiogramma
fetale?
Attualmente, in Italia, non esiste [’obbligo legale di refertare,
registrare e archiviare un’ecocardiogramma fetale.
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A tal proposito si deve sottolineare come mnon esistano
certificazioni legali, né enti, né strutture, né organizzazioni, né
societa scientifiche che abbiano l'autorita e la responsabilita
giuridica di rilasciarle.

Tabella 1. Gradi di raccomandazione SICEF per la corretta
valutazione del cuore fetale nell’ecocardiografia estesa

Componenti dell'ecocardio Raccomandazione
Anatomia
Situs, connessioni cardiache Auspicabile
Biometria
Cuore normale Facoltativo
Cuore patologico Facoltativa secondo anomalia

Ritmo cardiaco (M-modeo doppler spettrale)
Ritmo normale all’ecografia bidimensionale Facoltativo
Ritmo anormale all’ecografia bidimensionale Auspicabile

Funzione cardiaca (ad esempio M-mode o Doppler)

Normale funzione all'ecografia bidimensionale  Facoltativo

Funzionamento anomalo all'ecografia Auspicabile a seconda della
bidimensionale anomalia

Color doppler Auspicabile

Power doppler Facoltativo

Doppler spettrale

Anatomia cardiaca normale Facoltativo

) ) Auspicabile a seconda della
Anatomia cardiaca anormale

anomalia
Doppler continuo Facoltativo
Doppler tissutale Facoltativo
Ecografia in 3D e 4D Facoltativo
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LA FLUSSIMETRIA
MATERNO-INFANTILE

Schulman' nel 1986 ha descritto, per primo, le modificazioni della
morfologia delle arterie uterine in gravidanza. Una riduzione delle
resistenze uterine, confermata in seguito da Jurkovic e Juaniaux?,
con riduzione dell’Indice di Resistenza (RI) e perdita del notch
protodiastolico dopo la 20° settimana in gravidanze fisiologiche
si ¢ ritenuto poter predire un buon esito della gestazione.
La maggior parte delle ricerche si ¢ incentrata su un innalzamento
nel RI o PI (indice di pulsalitilita), o la persistenza del notch
dell’arteria uterina per rilevare la presenza di aumento della
resistenza vascolare utero-placentare. Lo studio FASTER?, un
studio prospettico su 1.067 gestanti del 2005, ha dimostrato che
un valore di RI dell’arteria uterina al di sopra del 75° percentile a
10-14 settimane di gestazione ¢ in grado di prevedere un rischio
di 5,5 volte piu elevato per il ritardo di crescita intrauterino
(IUGR) mentre il notch non ha alcuna relazione significativa.
In un analogo studio prospettico poco pitt numeroso Gomez*,
invece, utilizzando addirittura il 95° percentile come cut-off,
¢ stato in grado di identificare solo il 30,8% di gravidanze che
successivamente avrebbero sviluppato gravi complicanze della
gravidanza. Al fine di aumentare la sensibilita e la specificita di
questa tecnica Papageorghiou® ha combinato ’anamnesi con il
Doppler dell’arteria uterina. I risultati mostrano un alto tasso di falsi
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positivi (25%) e sono in grado di identificare solo il 67,5% delle
donne che avrebbero successivamente sviluppare preeclampsia.
Una piu recente metanalisi® conclude che un PI elevato con il
notch ha un valore predittivo poco superiore.

Benché la maggior parte degli studi usi criteri soggettivi per la
definizione del notch diastolico, si ritiene classicamente che il
calo di velocita, per essere significativo, debba essere di almeno
50 cm/s dalla velocita massima diastolica, quando valutato dopo
20 settimane di gestazione’. Per superare i limiti del test alcuni
hanno provato ad eseguirlo due volte, a 18 ed a 24 settimane®, ma
lo studio presenta molti bias metodologici ed i risultati non sono
uniformi. Chan’ ha eseguito uno studio a 20, 28, 36 settimane di
gestazione, con un cut-off a 0,58, ricercando la presenza o assenza
del notch. Lo studio conclude che la settimana ottimale era la 20°
ma che non si superava il 57% del valore predittivo positivo per
complicazioni severe. Mentre per le complicazioni minori questo
saliva al 93%. Ad ogni modo altri studi dimostrano che sebbene
in alcuni casi il valore predittivo positivo migliora, la sensibilita ¢
rimasta bassa per ogni complicanza (21%) e per quelle severe sale
pochissimo (27%).

In sintesi, attualmente non ci son standard soddisfacenti e, di
seguito, si riassumono le caratteristiche piu condivise sulla
metodologia del test. L’eta gestazionale di scelta sembra la 20°
settimana, benché ¢ ragionevole ritenere che ripetere I’esame
a 24 migliori il valore predittivo'®. Chan et al.” hanno mostrato
poca differenza tra I'utilizzo di un RI >0,58 o superiore al
95° percentile, ed entrambi sono stati piu efficaci nel predire
un esito negativo se combinati con la presenza del notch.
L’incisura del notch deve essere di almeno 50 cm/s dalla velocita
massima diastolica. Recenti studi mostrano qualche utilita nella
valutazione del flusso dell’arteria uterina nel primo trimestre.
Tuttavia, il secondo trimestre ha dato risultati piu costanti.
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Screening nella popolazione a basso rischio

Da molti anni ¢ dimostrata una associazione tra un anormale profilo
veloci metrico dell'arteria uterina e complicanze in gravidanza. Per
le donne con test anormale nel primo trimestre, il likelihood ratio
(LR) per lo sviluppo di preeclampsia ¢ di circa 5, mentre quelli
con normali studi Doppler hanno un LR del 0.5!. Un test anomalo
porta ad un incremento di 2 del likelihood ratio per un IUGR
mentre un test normale eleva comunque I’LR di 0.9.

Tuttavia, Antsaklis'*ha comunque dimostrato che la sensibilita e la
specificita di screening per la preeclampsia siano 81% e 87% a 20
settimane, e 76% e 95% a 24 settimane di gestazione.

Numerosi studi hanno valutato i potenziali benefici di diversi
interventi terapeutici per le gravide con anomalie del tracciato
doppler delle arterie uterine. Uno dei piu grandi, coordinato da
Goffinet!3, ¢ stato un trial multicentrico di 3.317 gravide a basso
rischio con un Doppler dell’arteria uterina anormale tra le settimane
20 e 24 di gestazione che vennero trattate con aspirina da 150
mg al giorno fino a 36 settimane di gestazione. Nessun risultato
protettivo o differenza si ¢ rilevato nei gruppi randomizzati.
Questi risultati sono stati confermati da uno studio successivo
su 560 donne con doppler dell’arteria uterina anormale a 22 a 24
settimane di gestazione e che sono stati randomizzati a ricevere
aspirina 150mg/die o placebo fino a 36 settimane di gestazione!®.

Anche in questo caso, non si ¢ osservata nessuna differenza
nell’incidenza di preeclampsia (18% vs 19%, P = 0,6), peso alla
nascita al di sotto del quinto percentile (22% vs 24%, P = 0,4),
morte perinatale (3% vs 1%; distacco P = 0,33) o placentare (4%
versus 2%, P =0,12). In uno studio recentemente pubblicato sulle
prospettive della terapia antiossidante per la prevenzione della
preeclampsia, non si ¢ altresi trovato beneficio da 1.000 mg di
vitamina C e 400 UI di vitamina E somministrata giornalmente
nelle donne a rischio per preclampsia (24% vs 25%, rischio relativo
[RR], 0.95, 95% CI, 0,40-2,29;)5,
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Lapiugranderevisione sistematica della letteratura sullareale utilita
della valutazione Doppler dell’arteria uterina ¢ stato pubblicato da
Chien e colleghi nel 2000, Solo ventotto studi hanno rispettato i
rigidi criteri di inclusione, su un totale di 12.994 pazienti. L'analisi
degli studi riguardanti le popolazioni a basso rischio ha rivelato
che, per la preeclampsia, un test positivo presenta un LR di 6.4
(95% intervallo di confidenza tra 5,7-7,1), e un risultato negativo
un LR di 0,7 (95% CI 0,6-0,8). Per IUGR un test positivo ha avuto
un LR di 3,6 (CI 95% 3,2-4,0) e un risultato negativo di 0,8 (95%
CI, 0,8-0,9). Risultati per la predizione di morte perinatale sono
stati ancora meno chiari con un LR di 1,8 (CI 95% 1,2-2,9) per un
risultato positivo del test, e 0,9 (CI 95% 0,8-1,1) per un risultato
negativo. Piu recenti metanalisi gia citate hanno trovato un LR
positivo per preeclampsia lieve di 7,5 (CI 95%: 5,4-10,2) e un LR
negativo di 0,59 (95% CI, 0,47-0,71), e per preeclampsia grave
un LR positivo di 15,6 (CI 95%, 13,3-17,3) e un LR negativo
dello 0,4 (95% CI, 0,2-0,6). Inoltre, per 'TUGR, si dimostra un LR
positivo di 9,1 (CI 95%: 5,0-16,7) e un LR negativo di 0,89 (95%
CI, 0,85-0,93).
11 valore predittivo del Doppler materno in una popolazione a
basso rischio ¢ basso. Fino a quando non saranno sono dispo-
nibili test piu efficaci, lo studio doppler routinario delle arterie
uterine nei soggetti a basso rischio non ¢ raccomandato.

Non ci sono interventi per prevenire gli esiti negativi sulla
base di un risultato anormale del doppler delle arterie uterine.
Nessuna terapia si € dimostrata utile per prevenire le compli-
canze. Fino a quando non saranno disponibili terapie valide,
nessun trattamento terapeutico dovrebbe essere somministra-
to sulla base di un riscontro di arteria uterina anomala.

Utilizzo nella popolazione ad alto rischio

Analisi della letteratura.
Sulla base del principio che, limitando 1’utilizzo del doppler
delle arterie uterine, nella popolazione ad alto rischio, si sarebbe
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migliorato il valore predittivo del test, molti studi hanno preso in
considerazione I’opportunita di restringerne il campo d'utilizzo.
La metanalisi di al Chien'® ha mostrato un aumento della
probabilita predittiva dal 9,8 -23% per la preclampsia. Risultati
simili sono stati ottenuti per la previsione dell’TUGR, con un LR
di 2.7 (95% CI, 2,1-3,4), con la predittivita che cresce dal 17,8
al 36,7%, con un test positivo. Anche per la morte perinatale
LR, dopo un test anormale, era di 4,0 (CI 95% 2,4-6,6), con un
incremento della predittivita positiva dal 8.9 al 27,8%. In una
recente review, una metanalisi sul doppler materno in gravide ad
alto rischio'” 83 studi con circa 18.000 donne, la presenza di notch
depone per un LR positivo di 20,2 (CI 95%: 7,5-29,5) e negativo
di 0.17 (95% CI, 0,03-0,56) per la preddittivita di preeclampsia.
Nella stessa analisi, nelle donne con un RI >0,58, si ha un LR
positivo del 10,9 (95% CI, 10,4-11,4) e negativo LR di 0,20 (95%
Cl, 10,4-11,4) per 'IUGR. In nessun caso ¢ stato trovato un tipo
di strategia o terapia efficace per evitare le complicazioni. Axt-
Fliedner'® specula sulla possibilita di utilizzare il test negativo
come test “rassicurante” con valore predittivo negativo elevato
al 93-97% per le donne con un normale RI ¢ la mancanza di
notch. Studi successivi hanno confermato tale ipotesi®. Altri
studi ancora, anche se datati e di limitata casistica confermano
il valore predittivo negativo ma mettono in evidenza come solo
nel 19% dei casi di doppler anormale, in gravide con ipertensione
preesistente, si sviluppi preeclampsia?’.

I1 Doppler dell’arteria uterina nelle gravidanze ad alto rischio
sembra identificare con una discreta predittivita 1 soggetti a
rischio per preeclampsia. Il test anormale in queste donne
potrebbe portare a una maggiore sorveglianza, ma non ad
interventi specifici che possano migliorare i risultati clinici
al di fuori dei trattamenti previsti dallo stato di patologia di
base. Il doppler negativo potrebbe potenzialmente portare
ad una riduzione dei test e tali interventi. Tuttavia, sono
necessari ulteriori studi per determinare le condizioni ad alto
rischio sono suscettibili di tale screening.

lnc
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Al momento, le prove non supportano l'uso routinario dello
screening poiché mancano le norme per la tecnica di studio,
eta gestazionale, e criteri per i test anomali. Gli studi Doppler
dell’arteria uterina non dovrebbero essere considerate una
pratica valida per I’assistenza medica anche in popolazioni
a rischio alto.

La Flussimetria fetale

Il ruolo della velocimetria Doppler, nella gestione del ritardo di
crescita e della sofferenza fetale cronica € unico perché ¢ utilizzabile
sia come strumento diagnostico che di sorveglianza. | tracciati
possono essere ottenuti sia dal letto vascolare arterioso che venoso
del feto. Il doppler arterioso fornisce informazioni sulla resistenza
vascolare a valle, che puo essere alterata a causa di cambiamenti
strutturali o modifiche del tono vascolare. Il rapporto tra pressione
sistolica/diastolica (S/D), I’indice di resistenza (RI), e I’indice di
pulsatilita (PI) sono i tre indici Doppler piu utilizzati per analizzare
la resistenza vasale arteriosa. Un aumento della resistenza al
flusso di sangue si manifesta con una relativa diminuzione della
velocita telediastolica con conseguente aumento in tutti e tre gli
indici Doppler. Di questi indici, I’indice di pulsatilita ¢ quello pit
utilizzato perché minimizza I’errore di campionamento soggettivo.
Nella valutazione diagnostica dell’TUGR, lo studio dell’arteria
ombelicale e della cerebrale media rappresentano i distretti pit
importanti Studi randomizzati e meta-analisi confermano che ’uso
combinato di biometria fetale e Doppler dell’arteria ombelicale
riducono significativamente la mortalita perinatale e differenziano
gli TUGR dai piccoli costituzionali (SGA)*'2,

L’analisi della circolazione fetale permette di correlare la
resistenza dei vasi nel distretto centrale (cerebrale media) e
periferico (ombelicale) al fine di riconoscere le fasi del compenso
ipossico chiamate brain sparing (o centralizzazione del circolo).
Questo fenomeno si palesa quando le resistenze vascolari a
livello cerebrale divengono inferiori a quelle ombelicali. Vi ¢
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unanime accordo nel concludere che la centralizzazione del
circolo rappresenta un fenomeno di adattamento all’ipossia,
finalizzato a salvare cuore e cervello quindi non denuncia, di per
se stesso, una sofferenza con danno fetale?*?.

La scomparsa del flusso diastolico nelle arterie ombelicali e
nell’aorta (detto ARED o Absent/Reverse end diastolic flow),
eventi che seguono la centralizzazione del circolo, rappresentano
una condizione in cui il feto sta modificando profondamente
la propria emodinamica in conseguenza di una ipossia cronica
severa e di un incipiente scompenso. Anche in tale situazione vi
¢ unanime accordo per definire il quadro di severita per il feto e
di non procrastinare il parto se le condizioni di raggiunta maturita
lo consentono®®3®. Molti studi, infatti, hanno posto 1’accento
sull’eta gestazionale del parto oltre le 32 settimane come fattore
prognostico molto importante, anche nei feti [IUGR ed ARED per
ottenere una riduzione non solo della mortalita ma, soprattutto,
per ridurre la morbilita’!2. Bachat, sulla base di una accurata
metanalisi di studi randomizzati conclude sull’importanza, ove
possibile, di ritardare il parto se le condizioni lo consentono.
Infatti, anche se, grazie alle migliorate tecniche di rianimazione,
rimandare il parto oltre la 34° settimana non cambia
sostanzialmente gli esiti a breve termine, questo invece produce
una tendenza verso un miglioramento dello sviluppo neurologico
nella prima infanzia®.

Il momento del parto deve tener conto, pertanto, oltre che
dell’aspetto flussimetrico, di quello biometrico, del peso fetale,
dell’eta gestazionale, di altri parametri Doppler (come il flusso
nel dotto venoso) e di altre valutazioni di salute del feto, come le
sue anomalie e, infine, del profilo biofisico e cardiotocografico.

La piu recente introduzione dello studio dei flussi venosi,
ed in particolare nel dotto di Aranzio®*, ha aperto una nuova
frontiera nell’analisi dello stato di sofferenza fetale legata
alle fasi piu severe o tardive dell’ipossia che determinano
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lo scompenso e quindi la morte fetale e che ha importanti
ricadute sul timing del parto*?**. Come ¢ noto, nel dotto venoso
I’andamento della curva velocimetrica ¢ trifasica (Onda S,
D, a). La prima (onda “S”) raggiunge la massima velocita ed
esprime la vis a tergo della sistole ventricolare. La seconda
onda denominata onda “D”, mostra la velocita del sangue
che entra nel ventricolo quando si apre la valvola tricuspide
nella proto diastole ventricolare. La terza onda, detta onda
“a”, rappresenta il “nadir”, la velocita minore del flusso
ematico nel distretto venoso e corrisponde alla sistole atriale.
NB: durante la contrazione atriale il flusso destro-sinistro
si interrompe e quindi la contrazione, in considerazione
dell’assenza di valvole tra la cava e I’atrio, tende a rallentare
nel torrente venoso o, addirittura, prossimalmente nelle cave,
ad invertirsi. Nel dotto venoso invece tutte e tre le onde
mostrano un flusso sempre positivo. Nelle fase piu severe
della restrizione di crescita, quando I’ipossia determina una
condizione di incipiente scompenso ventricolare, la onda “a”
tende ad arrestarsi, fino ad invertirsi. Questo dimostra che il
ventricolo presenta una riduzione della forza contrattile ed
un residuo after-load che, nella contrazione atriale, inverte
completamente la direzione del flusso®®. L’assenza o il reverse
del flusso in dotto venoso dimostra che il feto, dalla ipossia
cronica, sta passando rapidamente all’acidosi puruvico-
lattica. Dimostrazioni sperimentali con metodi invasivi
hanno dimostrato che le decelerazioni tardive al tracciato
cardiotocografico, si osservano passandosi da una condizione
di ipossia all’acidosi*’. Studi comparativi hanno messo in
evidenza che nei feti ARED compromessi si realizzano le
modificazioni cardiotocografiche dell’acidosi®®

Doppler delle arterie ombelicali
L’esame del doppler del funicolo viene in genere eseguito ad
alcuni centimetri dall’inserzione placentare. Si devono esaminare
almeno tre cicli di pulsatilita e la media di piu osservazioni ¢
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consigliata nei casi dubbi. L’epoca alla quale si esegue varia in
tutto il terzo trimestre di gravidanza e si deve far riferimento,
per la sua valutazione, alle curve di normalita accreditate ed
aggiornate sulla popolazione piu “affine” per etnia e fattori
socio ambientali. Un danno vascolare che colpisce circa il 30%
della placenta produce aumenti dell’indice Doppler ma per
determinare un’assenza del flusso diastolico si deve arrivare ad
una compromissione molto piu severa, fino al 70%°.

Screening nella popolazione a basso rischio

Analisi della letteratura.

Le linee-guida dell’American College*® e del Royal College?!,
sulla base della letteratura non piu recente, negli anni passati
hanno chiaramente dichiarato che l'esame doppler delle arterie
ombelicali non puod essere utilizzato come metodo di screening
per l'individuazione dell'TUGR. In effetti, molti studi randomizzati
e metanalisi non dimostrano una reale utilita del doppler delle
arterie ombelicali nelle gravidanze a basso rischio***. Anche
secondo le review sistematiche Cochrane del 2000* e del 20074
il doppler dell'arteria ombelicale, in popolazione non selezionata,
non presenta nessuna utilitd. Recentemente queste due review
sistematiche sono state cancellate (withdrawn) a causa del fatto
che la metodologia e le fonti dalle quali si erano tratte queste
conclusioni presentavano numerosi bias. La Cochrane stessa,
pertanto, nel 2010% si chiede perché il doppler ombelicale,
che innegabilmente aiuta a identificare il feto compromesso,
non potrebbe essere utilizzato come test di screening nelle
gravidanze "a basso rischio". Benché le conclusioni non siano
ancora a favore dell'utilizzo esteso e randomizzato queste pero
aprono a tale possibilita dichiarando che "studi futuri dovrebbero
essere progettati per comprendere anche piccole alterazioni che
possono modificare gli esiti perinatali”.

Il Doppler dell’arteria ombelicale nelle gravidanze a basso IVC

rischio non presenta ancora una sua dimostrata utilita.
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jvc 1l suo uso comunque non aumenta il rischio di interventi
inutili o iatrogeni.

vc Draltra parte il doppler dovrebbe essere impiegato ogni volta
che vi sia una riduzione della crescita fetale.

Utilizzo nella popolazione ad alto rischio

Analisi della letteratura.

Lefficacia degli studi di Doppler dell’arteria ombelicale come
tecnica di sorveglianza fetale ¢ stata, in passato, riassunta in un
editoriale di Divon e Ferber, in cui sono stati esaminati i risultati
di diversi meta-analisi*’. Una meta-analisi di Giles e Bisit di sei
studi randomizzati, hanno mostrato una riduzione della mortalita
perinatale in 2.102 feti studiati con Doppler rispetto ai 2.133 feti
non valutati con questa tecnica*®. Anche Alferievich, in un’analisi
di 12 studi clinici randomizzati controllati in 7.474 pazienti ad alto
rischio ha evidenziato, nelle gravidanze ad alto rischio monitorati
con velocimetria Doppler, un minor numero di ricoveri prenatale,
induzioni di parto programmato, parti cesarei per sofferenza fetale,
e mortalitd perinatale®. Molto pill recentemente una metanalisi
Cochrane conferma I’utilita del doppler e della arteria ombelicale
nelle gravidanze ad alto rischio®.

I1 Doppler dell’arteria ombelicale nelle gravidanze con ritardo
di crescita ¢ indicato in ogni caso si sospetti un ritardo di
crescita o una insufficienza placentare.

Allorché il tracciato doppler dimostri la scomparsa dell’onda dia-
stolica in una eta gestazionale troppo precoce (< 32 settimane)
questo, in presenza di conservato flusso anterogrado nel dotto
venoso, ¢ un’indicazione per una maggiore sorveglianza fetale,
ma non necessariamente per un parto immediato",
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Tuttavia, dopo le 34 settimane secondo Bachati feti ARED, anche
in presenza di un flusso ancora anterogrado in dotto venoso,
dovrebbero nascere il piu presto possibile. Secondo altri studi
comparativi, in presenza di una condizione ARED, la nascita
sarebbe comunque indicata gia a 32 settimane®. La differenza
di orientamento potrebbe anche riflettere e rispettare i fattori
contingenti e le potenzialita specifiche dei dipartimenti dove
queste casistiche vengono valutate. In ogni caso, le maggiori
linee guida internazionali, indicano la necessita, nei feti ARED
di indurre la maturazione polmonare®.

In caso di assenza/reverse di flusso in arteria ombelicale (con
flusso ancora anterogrado in dotto venoso) il parto immediato
¢ indicato solo dopo le 34 settimane di gravidanza. E indicata
la maturazione polmonare con glucocorticoidi.

Doppler delle arterie cerebrali
Gli stessi fattori che influenzano il doppler dell’arteria ombelicale
possono modificare 1’arteria cerebrale media ed il circolo
cerebale in genere. In tale distretto i fattori “locali” conseguenti
all’ipossia riducono le resistenze per aumentare il flusso ematico
e migliorare I’apporto di ossigeno™.

Questo fenomeno, detto brain sparing®>7 si rileva con relativa

facilita all’esame doppler prenatale quando I’indice di resistenza
dell’arteria ombelicale (in genere piu basso) supera quello delle
cerebrali medie che divengono piu dilatate.

Si deve tenere presente che il rapporto tra gli indici di pulsatilita
della cerebrale media e dell’arteria ombelicale si modifica
fisiologicamente presso il termine della gravidanza in relazione ad
una moderata riduzione delle resistenze centrali ed uno stabilizzarsi
di quelle ombelicali. Il rapporto perd non si inverte™®

VDA Net srl



IiB

106 La diagnosi prenatale

Non ci sono prove che lo studio isolato (senza il rapporto tra i
PI dell’arteria cerebrale media/arteria ombelicale) offra alcun
beneficio all’esplorazione doppler del feto®. E invece riconosciuto
che I’analisi velocimetrica dell’Arteria Cerebrale ¢ strettamente
correlata con I’emoglobina fetale (maggiore velocita minore
emoglobinemia). Lo studio della sua velocita, pertanto, ¢ un
eccellente metodo non invasivo per stabilire il grado di anemia
fetale>62,

Benché alcuni studi hanno messo in evidenza che il “brain
sparing” possa essere associato a sequelae a lungo termine, in
realta il fenomeno della ridistribuzione del flusso sanguigno a
favore del cervello fetale puo essere ritenuto un meccanismo
di compenso privo di effetti. I feti [IUGR con un aumento delle
resistenze in arteria ombelicale e centralizzazione del circolo
(ma con presenza di flusso telediastolico e normali flussi venosi)
vengono in genere ritenuti pilt 0 meno ipossiemici a seconda
dell’entita e della durata dei parametri doppler registrati, ma
certamente il loro pH & ancora normale®%*. Certamente il
persistere dell’ipossia puo condurre ad un deterioramento della
condizione locale con scomparsa della fisiologica variabilita
vascolare cerebrale (vasocostrizione e vasodilatazione), seguito
da un aumento della resistenza vascolare cerebrale®® con danni
locali fino all’emorragia o all’encefalopatia ipossico-ischemica.

Il doppler dell’arteria cerebrale media va utilizzato nei
feti IUGR per il monitoraggio dell’ipossia fetale, ed
esclusivamente in relazione all’arteria ombelicale (rapporto
cerebrale/ombelicale).

Il doppler dell’arteria cerebrale media, se studiato
isolatamente, presenta utilita solo nella valutazione
dell’anemia fetale.
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I1 fenomeno del “brain sparing”, al suo inizio, rappresenta una
fase di “compenso” ed ¢ la prima manifestazione doppler che
dimostra una ipossia fetale nei feti [UGR. In presenza di flusso
diastolico in arteria ombelicale non ¢ indicata anticipazione
del parto.

Doppler del dotto venoso.

L’introduzione dello studio dei flussi nel dotto di Aranzio*, ha
aperto unanuova frontieranell’analisi dello stato di sofferenza fetale
legata alle fasi piu severe o tardive dell’ipossia (e dell’acidosi) che
determinano lo scompenso e quindi la morte fetale. La conoscenza
di questi fenomeni ha permesso di usufruire di una informazione
“critica” che pone indicazioni precise per stabilire, nei feti
IUGR, il momento del parto®**®. Secondo alcuni studi mentre i
feti [IUGR con assenza del flusso in arteria ombelicale (ARED)
ma con flusso ancora normale nel dotto venoso presentano un
rischio di mortalita postnatale, quelli nei quali il flusso in dotto
Venoso ¢ negativo presentano un rischio sensibilmente maggiore
di morte intrauterina. La presenza di un flusso retrogrado in dotto
venoso rappresenterebbe un rischio di morte in utero entro una
settimana®. Vi ¢ piuttosto ampio consenso nel ritenere un flusso
patologico in dotto venoso un indicatore indipendente di acidosi
e deve essere valutato solo in quelli [IUGR dove il flusso in
Arteria Ombelicale tende a negativizzarsi o ¢ gia reverse®”. Queste
osservazioni sembrano affidare al doppler del dotto venoso una
importanza strategica assoluta. Purtroppo perd mancano studi
randomizzati ¢ Haws, molto recentemente, segnala come da una
accurata analisi della letteratura, compresi gli studi sulla Cochrane
Library, pur avendo identificato 221 rilevanti reviews ancora non
vi ¢ la dimostrazione completa di quale test sia il piu predittivo di
morte fetale e entro quali limiti temporali possa agire®®,

Per quanto riguarda 1’epoca del parto vi € consenso nel cercare
di raggiungere, se possibile, le 32 settimane’®*?* ma ’assenza di
flusso nel dotto venoso imporrebbe di anticipare il parto ad ogni

1A
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eta gestazionale ove vi siano garanzie di sopravvivenza superiori
a quelle limitate intrauterine®. Recentemente perd una accurata
revue di Hoffman rileva che ancora non si puod parlare di un
preciso algoritmo secondo il quale 1’assenza di flusso nel dotto
venoso sarebbe indicativo sempre di un rapido decadimento
delle condizioni fetali fino alla morte in utero. Nell’analisi della
letteratura emergono alcuni studi che potrebbero indicare, in taluni
casi, I’esistenza di un periodo variabile nel quale le condizioni
fetali, prima di precipitare, attraverserebbero una fase di plateau
che potrebbe permettere di differire il momento del parto.

Nei feti [UGR con assenza del flusso in arteria ombelicale
(ARED), la comparsa di una onda negativa o reverse nel
dotto venoso, prima delle 32 settimane, indica la necessita
di espletare il parto nel piu breve tempo possibile. Ovvero
allorché le condizioni assistenziali contingenti possano offrire
le migliori garanzie di sopravvivenza di quelle esistenti in
utero.

Inviare le gestanti in centri di livello adeguato e con TIN.

Nei feti IUGR con assenza del flusso in arteria ombelicale
(ARED), la comparsa di una onda negativa o reverse nel
dotto venoso, dopo le 32 settimane, indica la necessita di
espletare il parto.

Il profilo biofisico fetale

L’utilizzo dell’ecografia in tempo reale, associato all’esame
cardiotocografico non stress test, ha consentito di eseguire
un’analisi completa delle condizioni del feto in utero e del suo
stato di salute.

Come sottolineato da Manning nel 1985 "il monitoraggio
biofisico fetale si basa sul principio che piu ¢ completo 1’esame
del feto, delle sue attivita, e del suo ambiente, e piu accurata puo
essere 1’esame sul suo stato di salute"”".
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Per studiare il benessere, pertanto,
considerazione diversi parametri’,

sono stati presi in

Il punteggio del Profilo Biofisico ricalca quello dell’APGAR.
Ad esempio, la presenza di un parametro normale, come un
NST reattivo, vale 2 punti, mentre [’assenza di tale parametro
¢ 0. Il punteggio piu alto ¢ 10, e il punteggio piu basso ¢ O.
Il BPP puo essere somministrato fin dalle 26-28 settimane di
gestazione™ 5,

Tecnica di score del Profilo biofisico fetale

Variabile Anormale

Assenza di un episodio

Mov!mentl| Almeno un episodio >30 secondi di durata >30 secondi di
respiratori ) L . ) L
fotali in 30 minuti di osservazione durata in 30 minuti di
osservazione
Meno di 3 movimenti (0
Movimenti ~ Almeno 3 discreti movimenti (o periodi di periodi di movimento)
grossolani  movimento) del corpo o delle braccia in 30 del corpo o delle
del corpo minuti di osservazione braccia in 30 minuti di
osservazione
No episodio di
Aimeno un episodio di estensione e estensione e flessione
Tono fetale  flessione attiva degli arti o aperture o attiva degli arti o
chiusura della mano. aperture o chiusura
della mano.
Meno di due
NST con Almeno due episodi di accelerazione accelerazione (>15
. (>15 bpm della durata di 15 secondi) bpm della durata di 15
Tracciato o ) ) s L . L
. associati a movimenti fetali in 30 minuti di secondi) associati a
reattivo . ) ) L
osservazione movimenti fetali in 30
minuti di osservazione
Quantita S o . Neanche una tasca
o Almeno una tasca di liquido amniotico di .~ o )
di liquido ) ) di liquido amniotico di
. misura di 2 cm ) }
amniotico misura di 2 cm
Da Manning 20027
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Tabella di interpretazione del punteggio’ 7

Management basato sul Profilo Biofisico

Ripeti il test settimanalmente. Ripeti
10 Feto normale. il test due volta a settimana in pazienti
diabetiche, e dopo la 41° settimana
Ripeti il test settimanalmente. Ripeti
.. il test due volta a settimana in
Feto normale. Basso rischio B . o
8 - : ) pazienti diabetiche, e dopo la 41
di ipossia cronica . . S
settimana; oligoidramnios & indicazione
all’espletamento del parto.
Se si € a 36 settimane o oltre vi e
I'indicazione all’espletamento del parto.
Se < 36 settimane e le condizioni sono
6 Sospetto di ipossia cronica  favorevoli il part o va indotto. Se si e
>36 settimane ed il rapporto L/S <2.0,
ripetere il test in 4-6 ore; parto indicato
se vi e oligoidramnios
Discreto sospetto di ipossia Se 36 settimane o oltre il parto € indicato.

& cronica Se <32 settimane ripetere lo score.
. . Estendere il test a 120 minuti. Se
Forte sospetto di ipossia . : o
0-2 . persiste uno score <4, il paro € indicato
cronica oo y s .
indipendentemente dall’eta gestazionale
Da Manning”™

Molte critiche sono state mosse a tale metodologia di indagine.
I movimenti respiratori, ad esempio, sono presenti con
maggior evidenza durante il sonno REM e la loro assenza puo
anche indicare solamente che il feto ¢ in un periodo di sonno
tranquillo”78,

Molti fattori diversi dall’ipossia fetale possono influenzare anche
i movimenti fetali.

Il profilo biofisico risentiva delle limitazioni di una epoca in
cui ancora poco si conosceva sui rischi di indurre il parto anche
intorno alle 36 settimane™. In quei tempi era molto in uso il
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dosaggio del rapporto Lecitine/sfingomieline come unico test
al quale affidarsi per garantire il benessere del neonato. Ancor
meno si conosceva delle potenzialita della flussimetria fetale
nello stabilire il vero rischio di morte in utero e di sofferenza
ipossica.

Un’altra importante limitazione derivava dal fatto, dimostrato gia
negli anni, che il Profilo Biofisico fetale e il NST rappresentano
test indipendenti ed entrambi validi per dimostrare una sofferenza
fetale®. Rimane quindi dimostrato, da trial comparativi, che
ognuno dei due ¢ variabile indipendente nel diagnosticare una
sofferenza fetale.

I trial esaminati, fin dal 2000, dimostrarono che il profilo
biofisico fetale non si era di fatto rivelato efficace nella gestione
diagnostica e clinica delle gravidanze ad alto rischio®!. Ancora
recentemente, 1’esame di 5 trial (Cochrane Pregnancy and
Childbirth Group’s Trials Register, Ottobre 2007; CENTRAL
The Cochrane Library 2006, Issue 4; MEDLINE dal 1966 al
2006; EMBASE 1974 al 2006 ¢ CINAHL 1980 al November
2006) dimostra che allo stato attuale delle cose non vi € nessuna
sufficiente prova che il profilo biofisico fetale sia un test di
monitoraggio valido per monitorizzare il benessere fetale nelle
gravidanze ad alto rischio®.

L’esame biofisico fetale non ha indicazione nella sorveglianza
delle gravidanze ad alto rischio.

Correlazione tra I’esame flussimetrico fetale ed il non stress
test
Uno studio cross-sezionale su 161 pazienti con gravidanze ad
alto rischio, tra il non stress test (NST) e il rapporto ombelicale/
cerebrale media (brain sparing) ha mostrato, per il NST una
sensibilita e specificitd minori nella diagnosi di sofferenza
fetale e morte perinatale®’. Uno studio cinese mostra al contrario
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una migliore accuratezza per il NST*. Uno studio italiano,
comprendente la valutazione dei flussi venosi rileva che il
NST ha minori potenzialita dell’esame doppler completo nella
diagnosi di sofferenza fetale e rischio di morte in utero®.

In attesa dei risultati di trial specifici (TRUFFLE Study) non ¢
ancora chiaro, in termini di raccomandazione assoluta se i feti
con ritardo di crescita debbano essere fatti nascere in base alle
indicazioni flussimetriche (ARED/dotto venoso) ovvero sulla
base del NST non reattivo®®.

Rimane perd importante ribadire come tutte le revue della
letteratura su casistiche diverse quali studi retrospettivi fino
a trial clinici controllati che le due metodiche (flussimetria
e cardiotocografia) presentano competenze diverse nella
valutazione del benessere fetale®”®. La flussimetria studia
I’andamento ¢ la progressione dell’ipossia cronica, dalle prime
fasi del compenso fino allo scompenso. La cardiotocografia
trova la sua massima indicazione nella sorveglianza dell’acidosi
e del danno acuto. In tal senso le due metodiche devono essere
considerate variabili indipendenti nella diagnosi di sofferenza
fetale®.

La flussimetria pud sottostimare una acidosi con decelerazioni
tardive. Un NST puo non rilevare una ipossia cronica. Non ¢
ancora noto a quale dei due test si debba fare riferimento per
decidere il momento in cui il parto va espletato negli [UGR
severi.

Benche qualche studio metta in luce nuove potenzialita
dell’analisi cardiotocografica computerizzata, mancano ancora
trial randomizzati per la comparazione di questa nuova metodica
con la flussimetria®!.
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Allo stato attuale della conoscenza 1’esame doppler e la
cardiotocografia debbono essere ancora considerati esami
indipendenti nella diagnosi di sofferenza fetale. La prima
monitorizza I’ipossia cronica, la seconda allerta sulla asfissia
acuta.
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LA DIAGNOSI
PRENATALE INVASIVA

Norme generali

In Italia nascono ogni anno circa 30.000 neonati affetti da
una malattia genetica o congenita; alcune di queste anomalie
possono essere diagnosticate con apposite procedure che
costituiscono le tecniche di diagnosi prenatale. Le tecniche,
che consistono nel prelievo di campioni biologici fetali,
sono la villocentesi, [’amniocentesi, la funicolocentesi e
[’embrioscopia/fetoscopia.

Le malattie genetiche o congenite diagnosticabili in epoca
prenatale possono essere suddivise in:

e  anomalie cromosomiche;
e  malattie geniche;

e  malformazioni congenite;
e infezioni fetali.
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Tali malattie possono essere:

incompatibili con la vita;

associate con un’alta morbilita e disabilita a lungo ter-
mine;

soggette ad una potenziale terapia intrauterina;
soggette ad accertamenti o trattamenti postnatali piu o
meno precoci.

Indicazioni alla diagnosi prenatale

Sono indicazioni riconosciute dalle Linee Guida per i test
genetici approvate dal Comitato Nazionale per la Biosicurezza
e le Biotecnologie della Presidenza del Consiglio dei Ministri,
alcune condizioni che aumentano il rischio che il feto possa
essere portatore di una anomalia genetica.

Secondo queste Linee Guida le indicazioni per la diagnosi
prenatale rientrano in due grandi categorie:

a)

Presenza di un rischio procreativo prevedibile a priori:

eta materna avanzata (= o > 35 aa.);

genitori con precedente figlio affetto da patologia
cromosomica;

genitore portatore di riarrangiamento strutturale
non associato ad effetto fenotipico;

genitore con aneuploidie dei cromosomi sessuali
compatibili con la fertilita;

anomalie malformative evidenziate ecograficamente;
probabilita di 1/250 o maggiore che il feto sia affetto
da Sindrome di Down (o alcune altre aneuploidie)
sulla base dei parametri biochimici valutati su sangue
materno o ecografici, attuati con specifici programmi
regionali in centri individuati dalle singole Regioni e
sottoposti a verifica continua della qualita.
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b) Presenza di un rischio fetale resosi evidente nel corso
della gestazione: malformazioni evidenziate dall’esa-
me ecografico, malattie infettive insorte in gravidan-
za, positivita dei test biochimici per anomalie cromo-
somiche, familiarita per patologie genetiche.

In questo gruppo rientrano tutte quelle ricerche
mirate note come “approfondimento diagnostico
prenatale” che devono essere sottoposte alla con-
sulenza del genetista o dell’ostetrico con esperien-
za specifica e che sappia individuare lo specifico
esame genetico in grado di confermare, per quanto
possibile dalle metodiche di biologia molecolare,
I'esistenza di una patologia sospettata all’esame
ecografico.

A tutte queste indicazioni si va sempre piu aggiun-
gendo la libera scelta della genitrice e della coppia.
La gestante infatti, come stabilito dal Legislatore ha il
pieno diritto di essere consapevole ed informata sul-
lo stato del nascituro ed ¢ quindi libera di accedere
alla Diagnosi Prenatale invasiva sempre che ben in-
formata sui rischi e sui benefici dell'esame al quale
va sottoponendosi. Il medico inoltre non puo esimersi
da eseguirla in considerazione del rischio di incorrere
in inadempienza professionale in caso di omessa dia-
gnosi.

Normativa e disposizioni legislative

Requisiti per gli operatori di Diagnosi Prenatale
Vi ¢ generale accordo e chiara indicazione in tutte le linee-guida
internazionali che le tecniche di Diagnosi prenatale debbono
essere praticate da operatori esperti e che il rischio di aborto si
riduce con il crescere della esperienza dell'operatore.

Secondo le indicazioni del Comitato Nazionale Biosicurezza e
Biotecnologie che ha redatto le Linee-guida per i test genetici'
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I’operatore ostetrico deve avere un curriculum di esperto nei
metodi di prelievo impiegati, essere addestrato all’utilizzazione
del mezzo ecografico con un livello elevato di capacita tecnica, ed
avere conoscenze della fisiopatologia fetale. Il livello qualitativo
dell’operatore deve essere garantito da un numero sufficiente
di interventi eseguiti in un tempo determinato®. Il Comitato, in
accordo con altri organismi internazionali (National Board of
Health in Danimarca) ha indicato in un addestramento di almeno
100 amniocentesi il livello minimo di preparazione, ed in una
esperienza annuale di almeno 200 procedure la validazione
professionale per tale indagine. Per la villocentesi gli operatori
dovrebbero avere un addestramento preparatorio di almeno 250
procedure ed il numero dei prelievi per anno dovrebbe ammontare
ad almeno 4004,

La recente Cassazione (cfr. Il Sez. Civ. 30 luglio 2004, n. 14638,
RV 579325) stabilisce I'obbligo a riportare nel consenso informato
con assoluta correttezza l'esatta esperienza dell'operatore ed il
livello di competenza di chi opera, nonché tutte le specifiche
sulle apparecchiature ed i metodi utilizzati.

In base alle disposizioni vigenti vi ¢ accordo per affidare la
diagnosi prenatale esclusivamente a Ostetrico/ginecologi
esperti nella materia, che abbiano seguito un training
specifico e che dimostrino una continuita di esperienza nello
specifico settore.

La esperienza dell’operatore deve essere nota alla gestante.

Normativa sui Centri di Diagnosi Prenatale

L'accordo Stato Regioni (stilato dal Dipartimento della Qualita
- Direzione Generale della Programmazione Sanitaria, dei livelli
di assistenza e dei principi Etici - Ufficio I1I°- del Ministero
della Salute) e relativo ai requisiti strutturali, tecnologici ed
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organizzativi minimi per l'esercizio dell'attivita sanitaria in
materia di chirurgia ambulatoriale, di prestazioni diagnostiche
e terapeutiche di particolare complessita o che comportino un
rischio per la sicurezza del paziente, di day surgery limitatamente
ai presidi autonomi extraospedalieri di day surgery, di dialisi ed
elenchi delle relative prestazioni, inserisce gli esami di Diagnosi
prenatale negli interventi chirurgici di natura ostetrica da
eseguirsi in Centri extraospedalieri di chirurgia. Per centri
extraospedalieri si definisce una struttura sanitaria, pubblica
o privata, di maggiore complessita strutturale, tecnologica ed
organizzativa dell'ambulatorio, che puo erogare prestazioni di
chirurgia ambulatoriale in anestesia loco regionale periferica,
che non richiedono ricovero, neanche a ciclo diurno. Il centro
chirurgico ¢ localizzato preferibilmente in strutture ospedaliere.
Il centro deve essere dotato di area amministrativa, sala
operatoria, locale di assistenza post operatoria e deve garantire
le funzioni di disinfezione, sterilizzazione, gestione farmaci e
materiale sanitario. A seguito del predetto accordo ¢ stato stilato
uno schema di D.P.C.M. inviato in data 19.01.2006 dal Ministero
della Salute alla Conferenza permanente per rapporti tra lo stato,
le regioni e le provincie autonome.

L'allegato 1 del DM 22 luglio 1996 stabiliva gia da oltre 10 anni
che le prestazioni diagnostiche prenatali invasive erogate dal
SSN dovessero essere eseguite solo presso ambulatori protetti,
ossia presso ambulatori situati nell’ambito di istituti di ricovero
ospedaliero (art. 1 c. 2 lettera a). In particolare, all'interno di tali
prestazioni, contrassegnate nel succitato DM con la lettera “H”,
ricadevano le tecniche invasive relative a: prelievo dei villi coriali
(cod. 75.1.1), amniocentesi precoce (cod. 75.1.2), amniocentesi
tardiva (cod. 75.1.3), funicolocentesi con raccolta di cellule (cod.
75.33.1)°.

In seguito, con l'adozione da parte di molte Regioni della
normativa nazionale relativa agli "ambulatori chirurgici" e/o ai
"Day-Surgery", si ¢ proceduto a consentire l'esecuzione delle
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tecniche di diagnosi prenatale invasiva presso le strutture in cui
sussiste "la possibilita clinica, organizzativa ed amministrativa di
effettuare interventi chirurgici od anche procedure diagnostiche
e/o terapeutiche invasive e seminvasive in regime di ricovero
limitato alle sole ore del giorno, anche in anestesia locale,

locoregionale o generale” .

A livello nazionale, la Legge del 18 luglio 1996, n. 3827 ed il
successivo DPR 14 gennaio 1997% e successive modificazioni
ed integrazioni forniscono un contributo decisivo alla
individuazione, tra le altre cose, dei requisiti minimi strutturali
e tecnologici specifici per le strutture che erogano prestazioni di
assistenza specialistica in regime ambulatoriale e di Day Surgery.
Tale normativa nazionale ¢ stata estesa a tutti i presidi sanitari
sia pubblici e privati, i quali oggi per poter esercitare la propria
attivita assistenziale necessitano di una autorizzazione rilasciata
a seguito della verifica del possesso dei requisiti contenuti nel
succitato Decreto.

Tale obbligo normativo, a seguito della introduzione della Legge
costituzionale 18 ottobre 2001, n. 3° che rende la sanitd una
materia legislativa concorrente - a livello nazionale viene fornita
la cornice regolatoria entro la quale le Regioni hanno potesta
legislativa - ¢ valido su tutte il territorio italiano e, quindi, anche
in Regioni che non hanno ancora recepito, con apposita Legge
Regionale, la normativa nazionale.

Sempre a livello centrale, il Ministero della Sanita ha poi istituito
con Decreto ministeriale del 12 settembre 2000 una "Commissione
di studio sulla day-surgery e la chirurgia ambulatoriale” con il
compito di individuare 1 Requisiti minimi strumentali, tecnologici
ed organizzativi di entrambi 1 setting assistenziali.

Un ulteriore passaggio normativo si € raggiunto nella seduta della
Conferenza Stato Regioni del 1 agosto 2002'° dove, il Ministero
della salute, le Regioni e le Province autonome di Trento e
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Bolzano hanno sancito I'Accordo sulle "Linee guida per le attivita
di Day surgery" e la conseguente istituzione di un apposito tavolo
tecnico Ministero - Regioni con il compito di individuare i criteri
per il monitoraggio dell” attivita di day surgery. Le linee guida
definiscono, in via esemplificativa, gli interventi e le procedure
chirurgiche effettuabili in day surgery ed annoverano, tra gli
Interventi Ostetrici, 'amniocentesi diagnostica prelievo dei villi
coriali.

In considerazione di tutto 1’iter normativo sovra esposto, in
pratica, oggi, non ¢ piu consentita I’esecuzione di procedure
di Diagnosi Prenatale Invasiva in studi medici, ambulatori
o poliambulatori medico-specialistici che non rispondono ai
requisiti previsti per ’ambulatorio chirurgico o per il Day

surgery.

Consensi informati

In base ai dettami stabiliti dal Comitato di Bioetica, in ossequio
alle norme vigenti ed alla buona pratica clinica si segua il principio
stabilito che: devono essere considerati parti integranti di un
test genetico la comunicazione e I’interpretazione dei risultati
e la consulenza sulle loro possibili implicazioni.

Nell’offrire un test genetico ad un soggetto ¢ necessario discutere
preliminarmente tutte le possibili implicazioni sui rischi e sulle
potenzialita dell'esame che si va ad eseguire. Il consenso informato
ad un test genetico ¢ il risultato di un processo che deve aiutare
la gestante a decidere se sottoporsi o meno al test. Tale processo
consultoriale ¢ una tappa essenziale per la esecuzione del test. Il
consenso deve essere discusso e raccolto poi in forma scritta e
sottoscritta da chi lo rende e dalla gestante che dichiara di aver
ben compreso rischi della procedura e potenzialita diagnostiche
del test, soprattutto se quest'ultime possono essere gravate da una
ridotta attendibilita, da falsi positivi e/o negativi. Si ribadisce che
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la Cassazione (cfr. III Sez. Civ. 30 luglio 2004, n. 14638, RV
579325) stabilisce 1'obbligo a riportare nel consenso informato
con assoluta correttezza l'esatta esperienza dell'operatore ed il
livello di competenza di chi opera, nonché tutte le specifiche
sulle apparecchiature ed i metodi utilizzati.

Il Consenso informato deve contenere chiare informazioni sui
rischi ed i benefici della metodica alla quale la gestante deve
sottoporsi. Deve contenere I'esatta esperienza dell'operatore
ed il livello di competenza di chi opera, nonché tutte le
specifiche sulle apparecchiature ed i metodi utilizzati. Deve
essere firmato e sottoscritto dalla gestante e dal medico.

Scelta del tipo di diagnosi prenatale

La scelta della tecnica di Diagnosi prenatale da attuare in
ogni singolo caso risponde ad un principio di buon senso che
viene regolato dalla seguente formula: Per primo si scelga
la tecnica pin opportuna ed affidabile, poi la meno rischiosa e
quindi la piu rapida™.

E noto che, in Europa, il tipo di diagnosi prenatale piu diffuso
sia 1'amniocentesi, con un rapporto stimato rispetto alla
villocentesi di 9/1"2.

La scelta della tecnica piu opportuna si evince dai dati della
letteratura che indicano su quale tessuto fetale 1'indagine specifica
¢ piu affidabile.

Rischio relativo di aborto tra amniocentesi e villocentesi
Nel 2000 una analisi Cochrane dimostrava un aumento del rischio
della villocentesi legata alla procedura'. Successivamente, su 14
studi randomizzati inclusi nell’analisi Cochrane del 2003'* non
si ¢ riscontrata differenza del rischio di aborto a seguito delle due
metodiche. La villocentesi sembra avere un numero maggiore di
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aborti solo per un aumento del rischio di aborto di base legato
all'epoca precoce di gravidanza.

Amniocentesi e villocentesi, allo stato attuale delle esperienze,
sembrano presentare analoghi rischi di aborto.

Gemellarita monozigote.

La letteratura mette in evidenza come sia estremamente difficile
verificare e distinguere l'origine del materiale fetale da due gemelli
omozigoti. D'altra parte risulta necessario stabilirne 1'origine
poiché, contrariamente da quanto comunemente ritenuto, anche
nei gemelli omozigoti esiste la possibilita di differenze genetiche
fenotipiche ed addirittura cromosomiche. Gli studi sconsigliano
pertanto di praticare in tali casi la villocentesi e di eseguire
'amniocentesi nei due diversi sacchi amniotici nella gravidanza
biamniotica'>!8, La villocentesi nelle gravidanze bicoriali deve
essere riservata in quei casi ove non vi sia sospetto di errore di
prelievo e dove la urgenza di una diagnosi precoce (familiarita
per malattia trasmissibile, eta materna, sospetto ecografico)
richieda una diagnosi rapida. In casistiche accurate emerge che
anche nelle gravidanze bicoriali il rischio di contaminazione ¢
elevato, circa il 4%".

Nei casi in cui sia richiesta una diagnosi in gemelli omozigoti

(se biamniotici) si preferisce I’amniocentesi con prelievo nei 1V/VB

due sacchi. La villocentesi in gemelli bicoriali espone ad un
rischio di contaminazione.

B
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TECNICHE DI DIAGNOSI
PRENATALE

Amniocentesi

L’amniocentesi ¢ la tecnica piu diffusa di diagnosi prenatale. Gli
Autori anglosassoni, per differenziarla dalla stessa procedura a
fini diversi, la chiamano genetic amniocentesis, di qui ’'usanza
anche tra di noi di chiamare 1’amniocentesi diagnostica del
secondo trimestre amniocentesi genetica. Pur mancando
censimenti completi, da un censimento volontario della Societa
Italiana di Genetica Umana ¢ emerso che nel 2007 in Italia si sono
eseguite 101.750 di queste procedure!. Tale numero ¢ certamente
sottostimato in considerazione del fatto che hanno fornito
dati solo 171 laboratori di genetica, tra pubblici e privati, nel
panorama totale delle strutture diagnostiche. Quindi numerose
procedure non sono state computate. Verosimilmente, si ritiene
che, negli ultimi anni, il numero stia salendo verso le 120.000
procedure. Se al numero delle amniocentesi si somma quello
delle indagini su villi coriali (nel 2007 ne sono stati registrati
25.691) si evince che, in Italia, le procedure di diagnosi prenatale
superano le 150.000.
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Questo vuol dire che, da noi, oltre il 25% delle gestanti si
sottopone a diagnosi prenatale. Inoltre va segnalato come vi sia
una situazione a “macchia di leopardo” con un maggior numero
di esami eseguiti al Centro, Nord Ovest ed un numero minore
nelle Regioni del Nord Est e nel Sud Italia’.

E infatti noto che il numero delle diagnosi prenatali ¢ in
continua ascesa in tutto il mondo® ed in Italia questo fenomeno
¢ evidente anche dopo I’introduzione degli screening prenatali
ecografici e biochimici per le aneuploidie fetali che avrebbero
dovuto teoricamente ridurla®. Il numero delle gestanti che si
sottopongono a diagnosi prenatale sta salendo in relazione a tre
aspetti. Il primo ¢ la sostanziale riduzione del rischio di aborto
che in passato si stimava intorno all’1%?, e che, dopo 25 anni,
secondo gli attuali studi caso controllo e randomizzati si € ridotto
in maniera sostanziale®®. La seconda ragione deriva dal fatto che
sempre piu donne cercano certezze e che la diagnosi prenatale,
grazie alla introduzione di tecniche di biologia molecolare
e di biochimica molto raffinate permette oggi di screenare e
diagnosticare un numero enormemente maggiore di affezioni
rispetto a quelle possibili, un tempo, solo con la citogenetica
tradizionale'*">.

Epoca di esecuzione dell’amniocentesi

Vi ¢ unanime accordo nel datare 1’epoca dell’amniocentesi
genetica nel secondo trimestre di gravidanza. Tutti i trial
esaminati'®, gli studi retrospettivi®’, le revue®'%!8 rivelano come
le procedure debbano essere eseguite fra le 15 e le 18 settimane
di gestazione. L’epoca tra le 15 e le 17 settimane permette una
maggior raccolta di amniociti e le procedure prima della 14
settimana sono gravate da un rischio abortivo molto elevato fino
ad oltre il 6% in trial controllati’®. Procedure eseguite prima di
tali settimane aumentano il rischio di anomalie fetali (es. talipes)
e con rischio maggiore per le 13 settimane o inferiori'®?,
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L’epoca di esecuzione dell’Amniocentesi genetica si colloca
trale 15 e le 18 settimane. L’esame ¢ sconsigliato prima delle 1A
14 settimane.

Rischio della procedura.

Il rischio di aborto a seguito di una amniocentesi, per circa
20 anni si ¢ ritenuto aggirarsi intorno all’1% in accordo con i
risultati dell’unico studio randomizzato pubblicato da Tabor nel
1986°. Nel 2009, il classico lavoro di Tabor ¢ stato superato da
uno studio di eguale disegno clinico (APGA Trial)® ma riportante
una maggiore casistica (36.247 soggetti reclutabili). Il rischio
di aborto in tale studio differiva sostanzialmente fra i soggetti
che eseguivano una profilassi con antibiotico (0.031%) rispetto a
quelli che non la praticavano (0.28%). A questo studio, da alcuni
Autori ¢ stato mossa 1’osservazione che tali risultati potessero
non essere generalizzabili poiché, anche se la casistica era la
piu ampia mai osservata in un simile trial, erano stati ottenuti in
un singolo centro?!. La stessa revue, sulla base di studi raccolti
nell’arco di 25 anni, ed in Centri molto diversi stabiliva un
rischio di aborto variabile tra lo 0.5 e 1’1%. Ampie casistiche
molto recenti dimostravano un rischio in genere non superiore
allo 0.1% 7. Ancora piu basso il rischio attualmente riportato dal
First And Second Trimester Evaluation of Risk for Aneuploidy
trial** che si stima intorno allo 0.06%. In tutti gli studi controllati,
tranne uno®?, si fa riferimento all’esperienza dell’operatore come
elemento essenziale per ridurre il rischio abortivo.

Per quanto attiene alle gravidanze gemellari esistono studi
retrospettivi. I piu antichi riportano rischi molto elevati.
Anderson?*, 20 anni or sono, riportava un rischio del 3.57%
che, nella sua casistica, era di circa 5 volte superiore al rischio
dello 0.6% riscontrato nelle gravidanze singole. Attualmente il
rischio aggiuntivo sembra molto piu basso di quanto si ritenesse
in passato e nelle maggiori casistiche retrospettive mostra un
aumento di circa il 2%, E comunque opinione comune che
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il rischio di aborto vari da Centro a Centro e dipenda in gran
parte dall’esperienza dell’operatore?”*, Attualmente i trial
randomizzati riportano rischi variabili dallo 0.1 allo 0.3% in
gestanti non sottoposte a profilassi antibiotica. Il rischio riferito
dell’1% non pud piu ritenersi attuale. Il rischio reale nelle
gemellari aumenta ma non vi ¢ accordo sul quantum.

Profilassi antibiotica.

Esistono alcuni lavori retrospettivi che non trovano variazione
del rischio abortivo prima/dopo/durante il trattamento con
antibiotici®. Esiste un unico studio di adeguata potenza® che
invece mostra una considerevole e statisticamente molto
significativa evidenza della riduzione di aborti in gestanti trattate
con antibiotico profilassi (Azitromicina 500 mg/die per i tre
giorni che precedono la procedura).

La profilassi con antibiotici prima di eseguire I’amniocentesi
¢ attualmente raccomandata.

Soggetti a rischio

Gestanti portatrici di infezioni

I virus a trasmissione ematica costituiscono un rischio di
trasmissione verticale. Per l'epatite B, esistono solo piccoli
singoli studi e non mostrano alcuna evidenza di una possibile
trasmissione™®. In genere la trasmissione materno fetale durante
I’amniocentesi si ritiene bassa®'. Si ritiene perd importante
conoscere lo stato antigenico ematico materno e soprattutto
I’eventuale carica virale per poter escludere tale evenienza’!.
Ci sono meno dati sulla trasmissione di epatite C, ma, ad oggi,
non esiste attualmente alcuna prova che la trasmissione possa
avvenire a seguito di una amniocentesi***. Esistono comunque
segnalazioni del passaggio transplacentare di Citomegalovirus
e ti toxoplasmosi in soggetti portatori dell’infezione durante le
procedure invasive®.
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Per le gestanti portatrici di infezione da HIV la maggior parte
degli studi indicano che i test invasivi possono essere un fattore
di rischio di trasmissione al feto e raccomandano di evitare
le diagnosi prenatali, anche se la maggior parte degli studi ¢
antecedente l'uso di farmaci antiretrovirali*>=*, Dati piu robusti
derivano da studi nel terzo trimestre dove si stima che il rischio
relativo sia pari a 4%, Altri hanno dimostrato che il rischio si
riduce durante la terapia retro virale e quando la carica virale
¢ bassa’. 1l rischio & comunque piu elevato nelle donne che
si sottopongono ad amniocentesi rispetto a quelle che non
la eseguono®. Altri studi hanno messo in relazione il rischio
di trasmissione con la terapia in uso. Le terapie piu efficaci e
multiple riducono il rischio di infezione verticale®.

Per quanto possibile, le indagini prenatali invasive debbono
essere evitate se non € in corso opportuna terapia retro virale |/lIA
che riduce al massimo la carica virale materna.

Gestanti portatrici di fibromi
Vi sono ancora pochi studi che confrontino il rischio della
diagnosi prenatale fra donne con fibromi e donne senza***!. Studi
prospettici dimostrano invece un aumento della pericolosita per
villocentesi*2.

Nessuno studio ha dimostrato un aumento del rischio in

. . . . 1B
soggetti con fibromi uterini.

Tecnica

Ausilio ecografico
Le attuali scuole di formazione e le casistiche riportate in
letteratura concordano sul fatto che I’indagine prenatale debba
essere eseguita sotto diretto controllo ecografico continuo (eco
assistita o ecoguidata)®16:18:43-45
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L’inserimento dell’ago e 1’aspirazione del liquido amniotico
IA debbono essere eseguite sotto diretto e continuo controllo
ecografico.

Via di accesso
L’amniocentesi pud essere eseguita in via transamniotica o
transplacentare a seconda delle necessita. Benché al principio si
riteneva (per ragioni teoriche) che la via trans placentare fosse
pericolosa, le successive esperienze, le analisi ¢ metanalisi della
letteratura, cosi come alcune linee guida internazionali (Royal
College), ritengono oggi che la via transplacentare, sotto guida
ecografica sia sicura, ai fini del rischio di aborto, se non di
pit?®47 almeno altrettanto rispetto a quella trans amniotica?>48-50,

L’amniocentesi transplacentare ¢ sicura se eseguita sotto

va continuo controllo ecografico.

Tipo di ago da utilizzare

Analisi della letteratura:
Sono stati esaminati due studi che hanno messo in relazione sia
I’aborto che le complicanze dopo amniocentesi in relazione al
gauge dell’ago utilizzato. Il primo studio, randomizzato, metteva
in comparazione 1’ago da gauge 20 rispetto al gauge 22 ¢
riscontrava, paradossalmente, in quello maggiore di 20 gauge una
minore contaminazione ematica del campione prelevato, tempo
minore di aspirazione ma maggior disconfort della gestante 5!,
A questo studio sono state mosse critiche metodologiche e con
bassa numerosita del campione®2. 11 secondo studio correlava le
complicanze (aborto, pPPROM e bleeding o semplice leakage) con
3 gauge diversi e non trovava differenze fra il gauge utilizzato e le
complicanze®3. Tale studio & pero retrospettivo e caratterizzato da
complicanze troppo elevate per essere percentualmente accettabili
secondo i comuni risultati di altri studi sia randomizzati che non.
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I gauge degli aghi utilizzati variano tra 20 e 22. L’ago 20 ¢

consigliato per un minore sanguinamento endoamniotico ma |IB

determina un aumento del disconfort alla paziente.

Sterilita

Analisi della letteratura

Le infezioni sono la causa piu frequente di complicanze
abortive eseguite durante ’amniocentesi anche se eseguita con
le regole dell’Arte. Le infezioni sono, nella maggioranza dei
casi, inesplicabili e forse riattivazioni di infezioni latenti®. 11
riscontro, in letteratura di sepsi materne, soprattutto da E. coli o
da Clostridium (welchii o perfringens) a seguito di amniocentesi
dove era stato inavvertitamente traversata un’ansa intestinale*
o dove non si garantivano criteri di sterilita, impone di evitare
ogni contaminazione ed esige la massima sterilita nella procedura
e nella sterilizzazione della sonda®. A tal fine si ricorda che nel
nostro ordinamento legislativo le procedure di diagnosi prenatale
invasiva debbono essere eseguite in regime di ambulatorio
chirurgico.

Massima attenzione deve essere applicata nell’evitare
attraversamento di anse intestinali materne ed alle tecniche
di sterilizzazione della sonda.

Precauzioni da utilizzare dopo la procedura

Riposo
L’esecuzione dell’amniocentesi in genere non richiede riposo a
letto ma solo astensione da sforzi ed attivita sportiva. Il buon
senso suggerisce inoltre di evitare rapporti intimi per due o tre
giorni?’.

Una PROM dopo amniocentesi del secondo trimestre di
gravidanza ¢ evenienza infrequente mentre un certo numero di
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soggetti presenta una perdita di liquido minore (detta leakage)
attraverso un piccolo difetto delle membrane senza infezione
concomitante e talvoltasenza accorgersene. Difficile quantizzare
il numero di tali soggetti anche se questo pare avvenire molto
piu frequentemente nelle amniocentesi transamniotiche (6%). 11
metodo di indagine piu credibile per valutare questa percentuale
¢ quello di verificare i livelli di IGFBP-1 nelle secrezioni
vaginali prima e dopo I’amniocentesi*’. Va detto pero che
all’epoca dell’amniocentesi tale proteina € poco espressa anche
dopo la pPROM. La vera e propria rottura del sacco amniotico
dopo amniocentesi (pPROM) ¢ invece evenienza piuttosto
infrequente, a seconda degli studi retrospettivi qui esaminati
varia dallo 0.5 al 3% dei casi. Mentre nell’unico studio
randomizzato di adeguata potenza oggi presente in letteratura®
il rischio passa da quello di base di 1.2% allo 0.1% se si esegue
profilassi con antibiotici. In queste circostanze, vi ¢ comunque
una elevata probabilita che le membrane si richiudano, e la
gravidanza proceda normalmente, anche se ¢ segnalato, in tali
casi, una certa percentuale di parti pretermine*’. Estese revue
stabiliscono pero la opportunita, in tali casi, di prescrivere
riposo a letto ed antibiotici. Se invece insieme al leakage si
osserva persistente sanguinamento, oligoidramnios o febbre
(amnionite) la prognosi in genere sara sfavorevole®.

Nessuno studio o linea guida ha dimostrato il beneficio del
riposo a letto dopo amniocentesi. Il buon senso consiglia il
riposo a letto, insieme a tocolisi ed antibiotici, necessari solo
dopo comparsa di complicanze come, ad esempio, segni di
PROM.

Somministrazione di immunoprofilassi anti-D nelle donne Rh
negative
E tradizione praticare una immunoprofilassi anti-D in soggetti RH
negativo D negative, in particolare se il partner ¢ RH-positivo’®. La
possibilita che perod, mediante tale procedura possa determinarsi
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una isoimmunizzazione ¢ bassa®. La somministrazione di
almeno 100 mecg di immunoglobuline iperimmuni anti-D
previene tali evenienze®. In considerazione del fatto che, anche
se non trattate con immunoglobuline, le gravidanze a termine con
incompatibilita genitoriale Rh presentano solo 1’1.5% del rischio
di incorrere in una isoimmunizzazione e, tenuto conto anche del
fatto che la somministrazione prenatale di immunoglobuline
anti-D riduce solo dello 0.2% il rischio di immunizzazione, la
Cochrane si chiede se la politica di immunizzare tutte le gravide
sia cost-effective®!.

Circa la possibilita attuale di ricercare rapidamente, mediante
tecnologia genomica, I’RH fetale sul liquido amniotico o anche
nel sangue materno®% entro le 72 ore dalla amniocentesi
per eseguire la profilassi, questa tecnica dovrebbe essere
incoraggiata quando si abbiano dubbi alla somministrazione di
Immunoglobuline.

La somministrazione delle immunoglobuline anti-D nelle

donne Rh negative & pratica molto diffusa e va praticata HI/IVA

anche se il rischio di isoimmunizzazione € basso.

Amniocentesi nelle gravidanze multiple
Attualmente il numero delle gravidanze multiple ¢ in continuo
aumento. Cio avviene anche a seguito del sempre piu frequente
ricorso alle tecniche di fecondazione in vitro. Consegue che un
gran numero di gravidanze bigemine o plurigemine puo accedere
alla diagnosi prenatale.

Rischio di aborto nelle gravidanze gemellari.

Analisi della letteratura
Si ribadisce quanto gia detto. Esistono solo studi retrospettivi.
Circa 20 anni or sono, Anderson®* riportava un rischio del 3.57%
che, nella sua casistica, era di circa 5 volte superiore al rischio
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dello 0.6% riscontrato nelle gravidanze singole. Attualmente
si ritiene un rischio di circa il 2% per la gemellarita*>*¢, Stante
I’enorme diversita nei rischi aggiuntivi riportati in letteratura ¢
di tutta evidenza, ed opinione comune, che il rischio di aborto
vari da Centro a Centro e dipenda in gran parte dall’esperienza
dell’operatore?”-28:6570,

L’aumento del rischio di aborto ¢ stimato “empiricamente”
intorno all’1% per ogni gemello®.

Bisogna informare che si stima “empiricamente” che il rischio

mive di aborto nelle amniocentesi plurigemine aumenta dell’1%
per ogni gemello rispetto al rischio di base in gravidanza
singola.

Numero dei prelievi in gravidanze bicoriali

Analisi della letteratura
Nelle gravidanze gemellari bicoriali il prelievo ¢ in genere
duplice®®. In letteratura esistono, da oltre 20 anni esperienze di
prelievi duplici ottenuti mediante una unica inserzione dell’ago.
In modo che il passaggio, da un ago all’altro avviene attraverso
la cavita amniotica e non attraverso due distinte inserzioni
in addome® 772, Mancano studi randomizzati che possano
stabilire il rischio relativo tra I’inserzione multipla in addome e
I’attraversamento in amnios del secondo sacco. Gli stessi autori
hanno evidenziato alcune criticita®, quali la contaminazione tra il
materiale proveniente dai due sacchi e la possibilita di non ottenere
campioni distinti. Il primo aspetto ¢, attualmente, particolarmente
importante in considerazione del fatto che le tecniche di analisi
attuali sul liquido amniotico, particolarmente quelle molecolari
(che stanno implementando, affiancando e talvolta sostituendo
la citogenetica tradizionale) non ammettono neanche minime
contaminazioni anche se, un unico studio retrospettivo su 52 casi
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non sembra dimostrare una significativa contaminazione usando
la QF-PCR™. In un unico studio comparativo retrospettivo il
rischio di aborto non cambiava nelle due metodiche™.

L’uso di un colorante “marcatore” per distinguere i due prelievi
era un tempo la regola’.

11 Ministero della Salute’®, nel 1990, sulla base di alcune
segnalazioni in letteratura internazionale sul possibile effetto
teratogeno del blu di metilene o dell’indaco carminio, sul feto
in crescita, ha vietato, in Italia, 'uso di tali coloranti nel liquido
amniotico per differenziare i sacchi ai fini dell’amniocentesi.
L’effetto teratogeno si caratterizza prevalentemente nell’atresia
digiunoileale o nelle ostruzioni digiuno ileali ed ¢ stata confermata
anche dalla letteratura pit recente’”’®. Ad ogni modo oggi,
grazie al miglioramento della risoluzione delle apparecchiature
ecografiche ed alla migliorata esperienza degli operatori questa
procedura di differenziazione non ¢ piu necessaria.

Nella maggior parte dei casi il prelievo di liquido amniotico
nelle gravidanze multiple si esegue mediante punture distinte.

Numero dei prelievi in gravidanze monocoriali

Analisi della letteratura

Molti autori hanno raccomandato di eseguire, nelle amniocentesi
monocoriali un unico prelievo. Esistono pero due tipi di
problematiche rilevate in questa pratica. Il primo ¢ la certezza
che si tratti di una monocorialita o, meglio di una monozigosita,
il secondo ¢ la possibilita, anche se non frequente, che i gemelli
monozigoti posso essere differenti sia nell’assetto cromosomico
che genetico.

La determinazione della corionicita ¢ fondamentale nella
valutazione del rischio perinatale e il rischio di aneuploidia™.
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Essa aiuta anche nella valutazione del rischio perinatale®®!, In
genere si ritiene che una buona ecografia primo trimestre ¢ il
metodo migliore per stabilire la corionicita, con una certezza
pressoché assoluta sia in base all’aspetto delle membrane e del
segno “lambda”®? che dell’aspetto dei corion e delle membrane®:.
Nel secondo trimestre, epoca dell’amniocentesi, tale precisione
scende® e quindi I’errore & possibile.

Lapossibilita che i gemelli monozigoti siano diversi geneticamente
e fenotipicamente & cosa ben nota da moltissimo tempo®. Dai
mosaicismi a differenze dei cromosomi sessuali, dall’X-Fragile
alla sindrome di Ullrich-Turner fino alle malattie X-linked ed
alle sindromi genetiche discordanti fra i gemelli monozigoti,
la letteratura ¢ piena di revue e segnalazioni sulla differenza
cromosomo-genomica di gemelli monozigoti®**'*. In mancanza di
studi randomizzati fra uno o due prelievi in gravidanze monocoriali
(o ritenute tali) sulla base dell’enorme quantita di casistica e di
revue, ¢ lecito ritenere che, a causa di questi due aspetti il prelievo
in un solo sacco espone ad un rischio concreto, anche se non

precisamente quantizzabile, di mancata diagnosi.

Nelle gravidanze con aspetto ecografico di monocorialita
non vi ¢ certezza che un unico prelievo di liquido amniotico

lv/y, garantiscadiagnosiper entrambiigemelli. Allorché siproceda

VI A

ad un unico prelievo la gestante deve essere debitamente
informata. Prelievi distinti vanno effettuati in centri di livello
adeguato.

Prelievo dei villi coriali

Il prelievo dei villi coriali o villocentesi ¢ una metodica introdotta
da oltre 30 anni per anticipare i tempi di diagnosi quando questo
¢ richiesto (eta materna, rischio di malattia trasmissibile, sospetto
ecografico, ansia materna). L’anticipazione della diagnosi fu
molto caldeggiata negli Stati Uniti, al tempo dell’introduzione
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della metodica in considerazione del maggior rischio di morte

materna per interruzioni di gravidanza in epoca tardiva

Tecnica

106

Le tecniche piu utilizzate per il prelievo dei villi coriali sono state
due. La prima fu la tecnica trans cervicale utilizzando un catetere
che si introduce dalla cervice, la seconda la via trans addominale
prelevando attraverso un ago introdotto dall’addome materno.

La villocentesi transcervicale (TC-CVS) ¢ di solito
eseguita con un catetere flessibile in polietilene che
circonda un otturatore in metallo che si estende fin
poco oltre la punta del catetere. Il diametro esterno di
solito & di circa 1,5 mm. Introdotto transcervicalmen-
te sotto diretta e continua visualizzazione ecografica,
il catetere/otturatore ¢ diretto verso il tessuto trofo-
blastico. Dopo il ritiro dell'otturatore, sotto pressione
negativa con una siringa da 20 o 30 cc si aspirano in
genere da 10 a 25 mg di villi. Altro metodo prevede
I’uso di un piccolo forceps. Uno strumento metallico
che esegua la biopsia sotto guida ecografica. Tale ul-
timo metodo, secondo studi comparativi, sembra of-
frire alcuni vantaggi ma necessita di una esperienza
specifica'”. Il momento ottimale per il prelievo tran-
scervicale ¢ tra le 10 e le 12 settimane di gestazione
completate.

La villocentesi transaddominale (TA-CVS) puo essere
eseguita in vari modi. Con un unico ago inserto nella
placenta o con un doppio ago (ago guida fino all’al-
tezza del trofoblasto ed ago prelevatore all’interno di
esso). In entrambi i casi si aspira con una siringa da 20
cc eseguendo contemporaneamente un movimento di
andirivieni e di rotazione all’interno del trofoblasto.
Il gauge dell’ago utilizzato varia molto da scuola a
scuola. In Inghilterra si utilizzano aghi molto grandi
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(gauge 17) che necessitano di anestesia locale prima
di essere introdotti'®. Scuole italiane utilizzano aghi
molto piu sottili (20 gauge) che non generano discon-
fort e non necessitano di anestesia'®.

Uno studio randomizzato dimostrava, nel 1992, che Ia
tecnica transamniotica e transcervicale della villocentesi non
differiscono in rischio relativo!’. Studi successivi, prospettici
ma non randomizzati, dimostravano invece come la tecnica
transaddominale sia gravata da minori complicanze ¢ da un
maggior successo'™"2 ’esame della letteratura piu recente
mostra come sembri esservi una maggiore tendenza degli
operatori ad eseguire villocentesi transaddominali rispetto alle
transcervicali'?-113:115,

La villocentesi transamniotica e transaddominale sembrano
iy offrire simili rischi e simili vantaggi. Vi ¢ comunque
lIC attualmente una generale tendenza a preferire la via

transaddominale.

Rischi

Premesso che le casistiche comparative, studi randomizzati
e database Cochrane attualmente stabiliscono che il rischio
relativo tra la villocentesi e I’amniocentesi non differiscano
sostanzialmente rimane evidente che, in termini assoluti, il rischio
di aborto dopo villocentesi ¢ certamente maggiore, ma questo
dipende in gran parte dal maggior rischio di base per gravidanze
precoci. Analisi a lungo termine non hanno dimostrato differenze
sullo stato di salute dei bambini nati dopo amniocentesi o
villocentesi''®,

L’analisi sistematica della letteratura rileva comunque un rischio
“crudo” di aborto per villocentesi variabile tra il 2 ed il 5%!1"!18
a seconda del metodo e della casistica.
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Questa differenza riflette, come al solito, la esperienza degli
operatori. II Medical Research Council European Trial of
Chorionic Villus Sampling ha stabilito che la villocentesi non
puo essere eseguita da operatori “occasionali”'?.

Sia il U.S. Cooperative Clincical Comparison of Chorionic
Villus Sampling and Amniocentesis study'?® che il Canadian
Collaborative CVS-Amniocentesis Trial Group study'?!
confermano la che le perdite di gravidanze non differiscono e
che nella prima parte dello studio americano 1’apparente tasso di
perdita in eccesso nel gruppo CVS (0.8%) non era statisticamente
significativo. L’unica revisione sistematica sulla sicurezza
comparativa tra TA-CVS e TC-CVS, e I’Early amniocentesis
(EA) e I’amniocentesi del secondo trimestre ha concluso che
I'amniocentesi del secondo trimestre ¢ piu sicura del TC-CVS
e EA. Sulla base di tale revisione, TA-CVS, sarebbe preferibile
alla EA o alla TC-CVS"".

La villocentesi mostra un rischio di aborto variabile in base

al metodo ed all’esperienza degli operatori. Rischi “crudi”
variabili dal 2% al 5% sono stati riferiti. La via preferibile 1B

sembra oggi essere la transaddominale.

Il rischio di anomalie degli arti fu segnalato per la prima volta agli
inizi degli anni *90'?2, Si trattava di un rischio molto elevato, circa
20 volte rispetto alla normale incidenza per villocentesi eseguite
prima delle 9 settimane!*. La gravita del difetto varia con I’epoca
di amenorrea con difetti maggiori nelle villocentesi eseguite fra
49 e 65 giorni di amenorrea e minore per le successive fino a
98 giorni di amenorrea'?. 11 National Institute of Child Health
and Human Development nel Report of the NICHHD workshop
on chorionic villus sampling and limb and other defects'* non
ha confermato tale associazione quando le villocentesi furono
eseguite dopo le 10 settimane.
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La villocentesi mostra un rischio di determinare anomalie
degli arti se eseguita prima delle 10 settimane di gestazione.
L’epoca di esecuzione della villocentesi deve essere quindi
differita oltre le 10 settimane di gestazione.

/A

Precauzioni
Per la villocentesi valgono le medesime precauzioni gia
raccomandate, per I’amniocentesi.

Sono invece da tener distinte alcune evidenze.

Profilassi antibiotica
Nessuno studio randomizzato ha segnalato la opportunita di
eseguire profilassi antibiotica.

BPC La villocentesi non richiede profilassi antibiotica.

Villocentesi nelle gemellarita

Numerosi studi hanno messo in evidenza irischi di contaminazione
in caso di villocentesi gemellari'?®. Si faccia quindi riferimento a
quanto gia scritto precedentemente.

Nei casi in cui sia richiesta una diagnosi prenatale in gemelli
omozigoti biamniotici si preferisce 1’amniocentesi con
prelievo nei due sacchi. La villocentesi nei gemelli bicoriali
espone ad un rischio di contaminazione.

IV/VB
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TECNICHE GENETICHE
IN DIAGNOSI
PRENATALE

Introduzione

Le malattie genetiche sono determinate in modo esclusivo o
parziale da un difetto del patrimonio ereditario. Alterazioni
importanti possono riguardare il numero o la struttura dei
cromosomi (nelle patologie cromosomiche), oppure la struttura
e la funzione dei geni (nelle patologie geniche). Altre patologie
multifattoriali sono determinate dall’interazione dei geni con
I’ambiente.

La Diagnosi Prenatale per la ricerca delle malattie genetiche,
puo essere definita, in termini generali, come un procedimento
finalizzato all’accertamento dell’eventuale presenza nel feto di
una condizione patologica geneticamente determinata.
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Quali sono i test genetici e le tecniche di indagine genetica
impiegate nella Diagnosi Prenatale?

I test genetici sono quelli applicati per lo studio di specifici
geni, del loro prodotto o della loro funzione, oltre ad ogni tipo
di indagine del DNA, dell’RNA o dei cromosomi, finalizzata
ad individuare o ad escludere mutazioni associate a patologie
genetiche!.

Quando un test genetico puo influenzare le decisioni riproduttive
sono indispensabili informazioni complete ed un comportamento
non direttivo da parte di chi li gestisce, in modo da garantire
il rispetto dei valori e delle convinzioni dell’individuo o della
coppia.

Secondo le linee guida ed i riferimenti nazionali® i test genetici
devono essere preceduti dalla Consulenza Genetica, finalizzata
a chiarire significato, limiti, attendibilita e specificita dei test,
esplicata attraverso un complesso processo di comunicazione
in cui sono coinvolte anche piu figure professionali (Medico,
Biologo, specialisti in Genetica Medica)**.

Il processo informativo mediante la Consulenza Genetica
deve sempre precedere ogni esame eseguito in diagnosi
prenatale al fine di informare sul significato, limiti ed
attendibilita dei test genetici applicati.

Quali sono le tecniche di citogenetica classica attualmente
usate?

L’esame di citogenetica in diagnosi prenatale ¢ finalizzato allo
studio dell’assetto cromosomico fetale al fine di studiarne il
cariotipo cosi da individuare eventuali alterazioni, sia spontanee
che indotte, numeriche e strutturali, costituzionali od acquisite,
in modo da fornire tutte le informazioni possibili al fine di una
corretta ed esaustiva diagnosi e successiva consulenza genetica.
Limiti e finalita degli esami di citogenetica correlati allo studio
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del cariotipo fetale dovranno essere riportati nel consenso
informato e discussi in sede di consulenza. Tutti i dati della
consulenza ed i risultati dell’esame di citogenetica devono essere
trattati seguendo le norme relative alla tutela della riservatezza
dei dati sensibili come previsto dal D.Lgs. 30-06-2003 - n.196
(G.U. n.174 s.0., del luglio 2003) ed in ottemperanza a quanto
previsto dal Garante della Privacy in merito all’ Autorizzazione
generale al trattamento dei dati genetici (G.U. n. 65 del 19-03-
2007)%. L’esame del cariotipo pud essere effettuato su diversi
tessuti fetali: villi coriali, amniociti o sangue fetale. La scelta
del tessuto da esaminare deve essere effettuata sulla base delle
informazioni relative alla gravidanza in corso, alle precedenti
gravidanze, all’assetto cromosomico della coppia ed ovviamente
all’epoca gestazionale>S.

Esame del cariotipo su liquido amniotico

Per I’esame del cariotipo da metafasi ottenute da prelievo di
liquido amniotico ¢ possibile usare due metodi di coltura: in
fiasca e in situ. Per il metodo in “fiasca” devono essere allestite
3 colture primarie. Lo studio del cariotipo deve essere effettuato
su almeno 2 delle 3 colture allestite ed esaminando 16 metafasi
complessivamente. Per il metodo in “situ” si devono esaminare
almeno 10 metafasi, una per ogni clone, provenienti da due o
piu colture. Qualunque sia il metodo di coltura usato almeno 3
metafasi devono essere usate per la ricostruzione del cariotipo
ed almeno 6 per il riconoscimento degli omologhi. 11 livello di
risoluzione non deve essere inferiore alle 400 bande. In caso
di mosaicismo ¢ necessario aumentare il numero di metafasi
estendendo 1’esame ad altre colture e ricostruendo almeno un
cariotipo per linea cellulare. Al fine di definire correttamente il
cariotipo fetale puo, in alcuni casi, essere necessario effettuare
I’esame su un tessuto fetale diverso da quello esaminato. E buona
prassi di laboratorio non utilizzare tutte le colture allestite in modo
da avere materiale a disposizione per eventuali approfondimenti
diagnostici senza dover ripetere il prelievo di cellule fetali®.
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Esame del cariotipo da cellule di villi coriali

L’analisi di citogenetica su villi coriali si esegue con il metodo
cosi detto “diretto” o “colturale”. L’esame diretto consente
di studiare le metafasi spontanee del citotrofoblasto dopo un
breve periodo di incubazione. L’esame colturale si esegue
su metafasi ottenute da colture cellulari allestite disgregando
meccanicamente o enzimaticamente il materiale coriale. Per
definire correttamente il cariotipo fetale ¢ preferibile usare tutte
e due le metodiche e, qualora il materiale non sia sufficiente per
I’esecuzione dell’esame, si deve valutare il metodo piu affidabile
ed eventualmente integrarlo con altre metodiche (QFPCR,
FISH)".

Sui villi coriali (trofoblasto) qual'é I’esame genetico piu
precoce per determinare il cariotipo di un feto?

Sulla base dell’esperienza laboratoristica 1’esame diretto puo
essere sostituito dallo studio delle pit comuni aneuploidie
cromosomiche mediante latecnicadella QFPCR. Taletecnicadeve
essere utilizzata contestualmente all’esclusione di contaminazione
materna nel campione da esaminare. L’esame del cariotipo
invece, deve essere effettuato contando almeno 16 metafasi su
preparati ottenuti con le due metodiche con una risoluzione delle
tecniche di bandeggio non inferiore alle 300 bande per il metodo
diretto e di 400 per I’esame colturale. Almeno 3 metafasi devono
essere usate per la ricostruzione del cariotipo ed almeno 6 per per
il riconoscimento degli omologhi. Se I’esame mette in evidenza
una condizione di mosaicismo cellulare € necessario eseguire un
cariotipo per ogni linea cellulare e confrontare i risultati ottenuti
con le diverse metodiche utilizzate per I’esecuzione dell’esame.
Al fine di definire correttamente il cariotipo fetale puo, in alcuni
casi, essere necessario effettuare 1’esame su un tessuto fetale
diverso da quello esaminato. E buona prassi di laboratorio non
utilizzare tutte le colture allestite in modo da avere materiale a
disposizione per eventuali approfondimenti diagnostici senza
dover ripetere il prelievo di cellule fetali’.
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Sulla base dell’esperienza laboratoristica 1’esame diretto
della villocentesi puo essere sostituito dallo studio delle piu
comuni aneuploidie cromosomiche mediante la tecnica della
QFPCR. Tale tecnica deve essere utilizzata contestualmente
all’esclusione di contaminazione materna nel campione da
esaminare.

Quando viene eseguito I'esame del cariotipo su linfociti
fetali?

L’esame del cariotipo su sangue fetale viene eseguito solo in
presenza di particolari condizioni come: evidenze ecografiche
tardive di anomalie morfologiche fetali riconducibili ad anomalie
cromosomiche o genetiche; conferma di un mosaicismo
cromosomico riscontrato su metafasi da villi coriali o da liquido
amniotico. L’esame deve essere effettuato almeno su 16 metafasi
3 delle quali devono essere usate per la ricostruzione del cariotipo
ed almeno 6 per il riconoscimento degli omologhi. I livello di
risoluzione deve essere funzionale alla diagnosi da effettuare.

Nei casi di mosaicismo si puo estendere I’esame fino a 100
metafasi e puo essere utile, ai fini diagnostici, I’integrazione con
indagine FISH con sonda cromosoma specifica.

Con quale metodologia & possibile attuare una conferma
genetica dopo un esito positivo determinato mediante
citogenetica classica?

La tecnica di Ibridazione in Situ a Fluorescenza (FISH) consente
di verificare e confermare casi di mosaicismo cromosomico,
di identificare riarrangiamenti subcromosomici al di sotto del
potere di risoluzione delle tecniche di citogenetica tradizionale e
di contribuire alla caratterizzazione di Extra Structural Abnormal
Cromosomes (ESACs). Le sonde che si possono usare per fini
diagnostici sono diverse: sonde alfoidi per la caratterizzazione
degli ESACs, utilizzate anche per la valutazione di bassi

B
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mosaicismi e per alcuni riarrangiamenti che interessano le
regioni centromeriche; Sonde painting cromosoma-specifiche
sia per caratterizzare ESACs che per il controllo di traslocazioni
cromosomiche; Sonde specifiche per patologie da microdelezione
o microduplicazione. Multiplex-FISH e Spectral Karyotyping
(SKY) per la diagnosi sia di ESACs che per riarrangiamenti
complessi’.

Esiste il rischio di imprinting genomico e quale metodo
viene usato per la determinazione?

Analisi della letteratura

Con il termine di disomia uniparentale (UPD) si indica I’eredita
di due cromosomi omologhi da uno stesso genitore. Lo studio
della UPD ¢ raccomandato nei mosaicismi cromosomici,
nelle traslocazioni reciproche e robertsoniane e nei marcatori
soprannumerari che coinvolgono cromosomi in cui sono presenti
regione soggette ad imprinting. La UPD ¢ stata dimostrata
praticamente per tutti i cromosomi del complemento tranne che
per il 19. Allo stato attuale il significato diagnostico in diagnosi
prenatale ¢, purtroppo, chiaro solo per alcuni cromosomi del
complemento. A tal fine se ne raccomanda I’esecuzione nelle
traslocazioni robertsoniane che coinvolgono i cromosomi 14 e
15; nei mosaicismi che coinvolgono i cromosomi 7, 11, 14 e 15
e markers cromosomici che coinvolgono il cromosoma 15. Da
effettuarsi su specifica indicazione del genetista e da valutare
caso per caso per i mosaicismi che interessano i cromosomi 2, 6,
16 e 20 oppure a seguito di indicazioni ecografiche riconducibili a
patologie legate a disordini dell’imprinting come nella sindrome
di Beckwith-Wiedemann!®14,

Lo studio della UPD ¢ raccomandato nelle traslocazioni
robertsoniane che coinvolgono i cromosomi 14 e 15; nei
mosaicismi che coinvolgono i cromosomi 7, 11, 14 e 15 e
markers cromosomici che coinvolgono il cromosoma 15.
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Qual'e il test piu rapido che determina con la quasi assoluta
certezza la presenza di un aneuploidia cromosomica?

Analisi della letteratura

Lo sviluppo della genetica molecolare ha determinato negli ultimi
anni una vera e propria rivoluzione in campo diagnostico e per quanto
riguarda 1 campi di applicazione della Polymerase Chain Reaction
(PCR), procedura di amplificazione del DNA in vitro che permette
moltiplicare all'infinito una sequenza specifica di DNA. Tale tecnica
molecolare ¢ stata affiancata dall’innovazione tecnologica supportata
dall’introduzione di strumentazioni automatiche a tecnologia
fluorescente che hanno contribuito ad incrementare la sensibilita
e la precisione della PCR facendo si che la QFPCR (Quantitative
Fluorescent Polymerase Chain Reaction) andasse a supportare
le tecniche citogenetiche tradizionali per essere impiegata come
ausilio diagnostico rapido e mirato delle piu importanti aneuploidie
fetali (cromosomi 21, 13, 18, X e Y), in sostituzione della tecnica di
ibridizzazione fluorescente in situ (FISH)2, L’utilizzo della QF-PCR
per la valutazione rapida delle aneuploidie cromosomiche principali
rappresenta un utile screening nei casi in cui si voglia avere una
risposta entro 24-48 ore relativamente alle trisomie dei cromosomi
13, 18, 21, X e Y ma ¢ utile anche nei casi di fallimento della coltura
cellulare, in caso di referto ecografico dubbio, in gravidanze avanzate
e nel riscontro rapido di sindromi polimalformative.

Una QFPCR realizzata con sistemi validamente riconosciuti in
cui sono stati realizzati tutti i controlli del caso avendo impiegato
un numero di polimorfismi utili a raggiungere una percentuale
di attendibilita prossima alla certezza assoluta, pud arrivare a
risultati non inferiori al 98% di attendibilita®%!5-24,

Una QFPCR realizzata con sistemi validamente riconosciuti
e con I’'impiego di un numero alto di polimorfismi puo
arrivare a risultati non inferiori al 98% di attendibilita, cosi
da considerare, dal punto di vista diagnostico, tale tecnica
valida.

A
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Vi e la possibilita di effettuare lo screening, in diagnosi
prenatale, delle malattie genetiche pit frequenti ?
I test genetici possono essere rappresentati sia da test diagnostici,
che consentono di effettuare una diagnosi o di confermare un
sospetto clinico, che da test che identificano i portatori sani di
determinate patologie ereditarie. Entrambi i tipi di test possono
essere eseguiti anche in diagnosi prenatale. Prima di accedere ai
test genetici bisogna ricorrere, come descritto, alla Consulenza
Genetica, cio¢ un colloquio con un genetista che informi la
coppia sui limiti delle indagine, sulle caratteristiche del test e
sulle implicazioni dei suoi risultati. Bisogna inoltre essere
consapevoli che non sempre i test genetici di cui si dispone sono
in grado di assicurare risposte con certezze assolute. Il limite ¢
rappresentato dal fatto che, per alcune patologie, i test disponibili
sono ancora poco sensibili. A volte un test genetico prenatale
puo portare ad un risultato, poco sicuro, in prima analisi, ma
meritevole di ulteriori approfondimenti. Gli approfondimenti
devono servire a raggiungere una percentuale di certezza piu alta
possibile e devono essere svolti in tempi possibilmente rapidi,
essendo in corso la gravidanza. Queste condizioni devono essere
sufficientemente chiare alla coppia che si accinge ad eseguire
una diagnosi prenatale. Elementi fondamentali che la coppia
deve apprendere:

a) limiti delle tecniche impiegate (sensibilita, specificita,

ecc);
b) effettiva utilita di questi test;
¢) significato in caso di test genetico positivo e di test
negativo.

La coppia deve inoltre essere informata che 1 tempi rapidi di una
diagnosi prenatale potrebbero non consentire di:

1. valutare I’espressivita della malattia, per effetto della
eterogeneita genetica e allelica;

2. definire la specificita, la sensibilita e il valore predit-
tivo negativo e positivo;
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3. definire la “sensibilita clinica”;
4. definire I’utilita clinica.

Le analisi genetiche, generalmente effettuate in caso di
indicazione specifica ad una data malattia, o nel caso sia da
ricercare lo stato di portatore sano oppure a rischio di una sindrome
genetica, possono essere eseguite, dunque, previa sufficiente
informazione, anche in diagnosi prenatale. In ragione di cio, ed
una volta effettuata I’amniocentesi per la ricerca delle anomalie
cromosomiche fetali, le accurate metodologie molecolari oggi
disponibili possono essere applicate per la ricerca anche delle
malattie genetiche piu frequenti nella popolazione (Fibrosi
Cistica, X-Fragile, Sordita Congenita, Distrofia Muscolare di
Duchenne) utilizzando lo stesso liquido amniotico o trofoblasto,
prelevato per la altre indicazioni, fatte salve tutte le precauzioni
gia riportate ¢ SOLO dopo avere informato la coppia attraverso
una corretta consulenza genetica prima e dopo 1’esame®!5-20:25-32,

La diagnosi genetica delle patologie piu comuni come
ad es. la fibrosi cistica, alcune forme di sordita congenita
ereditaria (proteine Cx 26 — Cx 30), ritardo mentale legato
al sesso (Sindrome di Martin Bell), distrofia muscolare di
Duchenne, possono essere eseguite come controllo sul
sangue periferico della coppia, allo scopo di identificare i
portatori e le gravidanze a rischio. La ricerca delle mutazioni
responsabili di tale patologie possono essere effettuate anche
in caso di amniocentesi o di villocentesi, purche la coppia
sia sufficientemente informata sui limiti € modalita tecniche
delle indagini eseguite.

L’utilizzo delle cellule fetali su sangue materno per la
diagnosi di anomalie genetiche e cromosomiche non deve
essere proposto quale alternativa alla diagnosi prenatale

invasiva®*33,

IiB
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In diagnosi prenatale esistono ulteriori metodiche che
individuino simultaneamente diverse malattie genetiche
con grande approssimazione?

Analisi della letteratura
La tecnica Array-CGH  (Array-Comparative  Genomic
Hybriditation) si basa sulla coibridazione del DNA in esame con
un DNA di controllo, marcati con fluoro cromi diversi, su un
microarray dove sono adese sonde che coprono I’intero genoma.
La fluorescenza viene letta attraverso 1’uso di uno scanner e
rielaborata da un software dedicato.

Tale tecnica potendo analizzare con elevata risoluzione in un unico
esperimento tutto il genoma, ha assunto un ruolo fondamentale
nell’iter diagnostico post-natale’®. L’uso invece in diagnosi
prenatale ¢ sconsigliato da molti autori per il fatto che ’aCGH,
in virtu della sua elevata risoluzione, nel 1-3% dei casi genera
dei risultati a significato clinico incerto a causa della presenza di
un elevato numero di polimorfismi genomici e dalla difficolta di
correlare il fenotipo all’eventuale riarrangiamento riscontrato®”4!.
Pertanto, nelle linee guida europee viene consigliata 1’utilizzo
in diagnosi prenatale di sistemi array targettati per 1’indagine
di un limitato numero di bersagli cromosomici a cui siano
associate sindromi note la cui storia naturale sia ben conosciuta
(American College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG)
Gruppo Europeo per le linee guida per I’utilizzo dell’array
CGH, 2009)2. A tale scopo sono stati sviluppati e sono
attualmente in commercio test molecolari targettati su supporti
solidi o in sospensione su biglie, che sfruttano il principio
dell’ibridazione o quello dell’amplificazione mediante PCR
(es: aCGH targetted, Prenatal BoBsTM, MLPA...) che, a costi
medio-bassi e con elevata sensibilita, specificita e riproducibilita
(>98%) identificano ed escludono nel genoma fetale in tempi
rapidi sbilanciamenti subtelomerici criptici e/o sindromi da
microdelezione/microduplicazione che hanno:

*  ecografia prenatale silente (o con segni lievi/aspecifi-

ci) prima della 26°sdg;
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*  mortalita e/o morbidita significativa;

* prevalenza alla nascita complessivamente relativa-
mente elevata (>1/3.000);

»  correlazioni genotipo-fenotipo note (no VOUS);

» clevata detection rate: vengono indagate sindromi in
cui almeno il 40% dei pazienti mostrano come mec-
canismo prevalente la delezione (non sono incluse
sindromi causate prevalentemente da mutazioni pun-
tiformi e difetti di metilazione).

L’aCGH genome-wide offre la possibilita di analizzare il genoma
ad una risoluzione maggiore rispetto al cariotipo convenzionale.
Tuttavia la sua applicazione come test diagnostico di screening
in ambito prenatale su donne che accedono alla diagnosi invasiva
per eta materna avanzata, ansieta e aumentato rischio dopo test
di screening per la sindrome di Down ¢ sconsigliabile. Questo
perché ¢ frequente (1-3%) il riscontro di VOUS alle quali non
puo essere attribuito un effetto specifico sul fenotipo fetale e
che lasciano dubbi interpretativi in fase di consulenza genetica
prenatale. Pertanto [’applicazione estesa di questo tipo di
analisi comporterebbe un incremento dello stato d’ansia nelle

coppie senza possibilita di riconoscere i casi con risultato falso
pOSitiV024’36’39’4]’42-49.

Le societa scientifiche mettono in guardia dall’offrire il cariotipo
molecolare senza lo studio citogenetico tradizionale sul liquido
amniotico in considerazione della impossibilita di dimostrare,
con il molecolare, numerosi riarrangiamenti cromosomici™.

E consigliabile in aggiunta al cariotipo convenzionale
I’applicazione di sistemi targhettati come screening
diagnostici che indagano un limitato numero di bersagli
cromosomici specifici permettendo la diagnosi rapida e a
costi contenuti di sbilanciamenti subtelomerici criptici e
microdelezioni/microduplicazioni con significato clinico
certo ed ecografia prenatale silente prima della 26°s.d.g. con
mortalita e/o morbidita significativa alla nascita.

IIB
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Sulla base di revisioni della recente letteratura delle conoscenze
attuali e delle esperienze dei membri, il comitato della SIGU
raccomada L’eseguzione del cariotipo molecolare (CGH):

1) Mai in sostituzione del cariotipo tradizionale;
2)  Per specifici fini diagnostici in gravidanze selezionate.

Con lo stesso liquido amniotico o prelievo di villi coriali e
possibile ottenere delle cellule da crioconservare?

Analisi della letteratura

Le cellule estratte dal liquido amniotico sono state utilizzate
come sorgente per la diagnosi prenatale da piu di 50 anni.
Solo recentemente, intorno agli anni '90, invece si sono avute
indicazioni sulla presenza all'interno del liquido amniotico di
cellule con elevata capacita proliferativa e differenziativa, le
cellule stromali mesenchimali (AF-MSC). Successivamente
a questa scoperta ¢ stato effettivamente verificato che esse
posseggono caratteristiche simili alle stromali mesenchimali da
adulto, verso tipologie cellulari derivanti da tutti e tre i foglietti
embrionali®!.

Queste cellule infatti esprimono marcatori per la pluripotenza,
come 1'Oct4 e marcatori mesenchimali quali CD29, CD44,
CD73, CD90, CD105* in grado di differenziarsi in vari tipologie
cellulari (adipogenico, osteogenico, muscolare, endoteliale,
neurogenico ed epatico). Le cellule staminali da liquido
amniotico, con le loro uniche caratteristiche di elevato potenziale
differenziativo e di espansione clonale, possono rappresentare
una nuova possibile strategia per interventi di terapia cellulare
ed anche una minima quantita di liquido amniotico, prelevato
durante la procedura di amniocentesi, espanso e successivamente
differenziato in vitro, potra dare origine a tipologie cellulari
necessarie per la costruzione di tessuti ingegnerizzati o essere
utilizzato per terapie cellulari sia per interventi in prenatale che
durante tutta la vita dell'individuo®-%2,
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Vista la letteratura scientifica relativa alla componente
cellulare presente nel liquido amniotico che dimostra
anche la presenza di una popolazione cellulare di origine
mesenchimale, ¢ opinione diffusa tra i ginecologi, che ¢ utile
crioconservare un aliquota di liquido amniotico (circa 3 cc),
prelevato durante la normale procedura di amniocentesi,
per il potenziale utilizzo in medicina rigenerativa, terapia
cellulare e genica.

Cellule mesenchimali da Villi Coriali

Le cellule mesenchimali da villi coriali (CV-MSC), che da
parecchi anni stanno suscitando molto interesse nella comunita
scientifica vengono espresse in colture primarie da villo coriale
mostrando due differenti popolazioni di cellule staminali: cellule
a morfologia piccola e tondeggiante e cellule fibroblasto-like.
Dopo il primo passaggio le colture mostrano una morfologia
omogenea fibroblastoide; tali popolazioni cellulari continuano
a proliferare oltre il decimo passaggio in coltura. Dal punto di
vista della multipotenzialita delle cellule staminali isolate da villi
coriali, queste hanno caratteristiche comparabili, se non in alcuni
casi migliori di altre sorgenti di cellule mesenchimali, con elevata
capacita proliferativa, differenziativa, risultando potenziale
sorgente elettiva e componente cellulare per applicazioni che
vanno dalla medicina rigenerativa alla terapia cellulare®-%5,

IIB

VDA Net srl



184 La diagnosi prenatale
Bibliografia

1. Office of Genomics and Disease Prevention and CDC.
Evaluation of Genetic Testing http://www.cdc.gov/
genomics/activities/fbr.htm. (Accessed 2.12.2005).

2. Comitato Nazionale di Bioetica, Istituto Superiore
di Sanita. Linee guida per i test genetici. Linee guida
Internazionali sulle questioni etiche in genetica Medica
e nei Servizi di Genetica. Organizzazione Mondiale della
Sanita, Programma per la Genetica Umana.

3. Autorizzazione al trattamento dei dati genetici - 22 febbraio
2007- Gazzetta Ufficiale n. 65 del 19 marzo 2007.

4. Conferenza Permanente per i Rapporti tra lo Stato e le
Regioni e le Provincie Autonome di Trento e di Bolzano.
Linee Guida per le attivita di Genetica Medica. 15 Luglio
2004.

5. J Obstet Gynaecol Can. 2006 Mar;28(3):220-50. Pregnancy
outcomes after assisted reproductive technology. Allen
VM, Wilson RD,Cheung A, Halifax NS.

6. Dequeker E,.Cassiman JJ. Genetic testing and quality
control in diagnostic laboratories. Nat.Genet. 2000;25:259-
60. 12 di 15.

7. Brambati B, Simoni G, Travi M, et al. Genetic diagnosis
by chorionic villus sampling before 8 gestational weeks:
efficiency, reliability, and risks on 317 completed
pregnancies. Prenat Diagn 1992;12:789-99.

8. Adinolfi M, Sherlock J. Prenatal detection of chromosome
disorders by QF-PCR. Lancet 2001; 358:1030-1031.

VDA Net srl



Capitolo 8 e Tecniche genetiche in diagnosi prenatale 185

10.

I1.

12.

13.

14.

15.

Burke W. Genetic testing. N.Engl.J Med. 2002;347:1867-75.

Liehr T. Cytogenetic contribution to uniparental disomy
(UPD). Mol Cytogenet. 2010 Mar 29;3:8.

Mattes J, Whitehead B, Liehr T, et al. Paternal uniparental
isodisomy for chromosome 14 with mosaicism for a
supernumerary marker chromosome 14. Am J Med Genet
A. 2007 Sep 15;143A(18):2165-71.

von Beust G, Sauter SM, Liehr T, et al. Molecular
cytogenetic characterization of a de novo supernumerary
ring chromosome 7 resulting in partial trisomy, tetrasomy,
and hexasomy in a child with dysmorphic signs, congenital
heart defect, and developmental delay. Am J Med Genet A.
2005 Aug 15;137(1):59-64. Review.

Bartels I, Schlueter G, Liehr T, von Eggeling F, Starke
H, Glaubitz R, Burfeind P. Supernumerary small marker
chromosome (SMC) and uniparental disomy 22 in a child
with confined placental mosaicism of trisomy 22: trisomy
rescue due to marker chromosome formation. Cytogenet
Genome Res. 2003;101(2):103-5.

Giardina E, Peconi C, Cascella R, et al, Bramanti P,
Novelli A Multiplex molecular assay for the detection
of uniparental disomy for human chromosome 7. G.
Electrophoresis. 2009 Jun;30(11):2008-11.

Blancquaert, 1 and Caron, L. Fragile X Syndrome:The
role of molecular diagnosis and screening in an integrated
approach to services. 1-176. 2002. Quebec, Agence
d'Evaluation des Technologies et des Modes d' Intervention
en Sante (AETMIS).

VDA Net srl



186

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

La diagnosi prenatale

UK Genetic Testing Network. http://www.ukgtn.org/
dossier.html (Accessed 2.12.2005).

Burke W,.Zimmern RL. Ensuring the appropriate use of
genetic test. Nat.Rev.Genet. 2004;5:955-9.

Brenner H,.Gefeller O. Variation of sensitivity, specificity,
likelihood ratios and predictive values with disease
prevalence. Stat.Med. 1997;16:981-91.

Knottnerus JA, Van Weel C. General introduction:
evaluation of diagnostic procedures. In Knottnerus JA,
ed. The Evidence Base of Clinical Diagnosis, pp 1-18.
London: BMJ Books, 2002.

Mulherin SA,.Miller WC. Spectrum Bias or Spectrum
Effect? Subgroup Variation in Diagnostic Test Evaluation.
Ann Intern Med 2002;137:598-602.

Cirigliano V, Ejarque M, Canadas MP, et al. Clinical
application of multiplex quantitative fluorescent
polymerase chain reaction (QF-PCR) for the rapid prenatal
detection of common chromosome aneuploidies. Mol
Hum Reprod. 2001 7:1001-1006.

Mann K, Petek E, Pertl B. Prenatal detection of chromosome
aneuploidy by quantitative-fluorescence PCR. Methods
Mol Biol. 2011; 688:207-26.

Ochshorn Y, Bar-Shira A, Jonish A, Yaron Y. Rapid
prenatal diagnosis of aneuploidy for chromosomes 21, 18,
13, and X by quantitative fluorescence polymerase chain
reaction. Fetal Diagn Ther. 2006;21(4): 326-31.

Hills A, Donaghue C, Waters J, et al. QF-PCR as a
stand-alone test for prenatal samples: the first 2 years'

VDA Net srl



Capitolo 8 e Tecniche genetiche in diagnosi prenatale 187

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

experience in the London region. Prenat Diagn. 2010
Jun;30(6):509-17.

Secretary's Advisory Committee on Genetic Testing.
Enhancingthe Oversightof Genetic Test, Recommendations
of the SACGT. 1-32. 2000. National Institutes of Health.

Secretary's Advisory Committee on Genetic Testing.
Development of a Classification Methodology for Genetic
Test. Conclusions and Recommendations of the Secretary's
Advisory Committee on Genetic Testing. 2001.

Burke W, Atkins D, Gwinn M, et al. Genetic test evaluation:
information needs of clinicians, policy makers, and the
public. Am.J Epidemiol. 2002;156:311-8.

Quality & Safety in Genetic Testing: An Emerging
Concern; WHO  http://www.who.int/genomics/policy/
quality safety/en/index1.html (Accessed 2.12.2005).

Schmitt S, Giraud M, Hary J, Rival JM, Bezieau S,
Boisseau P. A faster strategy for prenatal diagnosis of
fragile X syndrome. Prenat Diagn. 2010 Sep 13.

Xuncla M, Badenas C, Dominguez M, et al. Fragile
X syndrome prenatal diagnosis: parental attitudes and
reproductive responses. Reprod Biomed Online. 2010
Oct;21(4):560-5.

Hill MK, Archibald AD, Cohen J, Metcalfe SA. A
systematic review of population screening for fragile X
syndrome. Genet Med. 2010 Jul;12(7):396-410.

Coffee B. Commentary on population screening for fragile
X syndrome. Genet Med. 2010 Jul;12(7):411-2.

VDA Net srl



188

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

La diagnosi prenatale

van den Heuvel A, Chitty LS, Hogg J, Marteau TM. Will
noninvasive prenatal diagnosis using free fetal nucleic
acids in maternal blood erode informed choices? Prenat
Diagn 2008;28:S16.

Marteau TM, Chitty LS, editors. Fetal sexing: Global
Perspectives on Practices, Ethics and Policy. Prenat Diagn
2006,26:597-647.

Wright C. Cell-free Fetal Nucleic Acids for Non-invasive
Prenatal Diagnosis, report of the UK Expert Working
Group. Cambridge: PHG Foundation; 2009.

Miller DT, Adam MP, Aradhya S, et al. Consensus
statement: chromosomal microarray is a first-tier clinical
diagnostic test for individuals withdevelopmental

disabilities or congenital anomalies. Am J] Hum Genet.
2010 May 14;86(5):749 64.

Pergament E. Controversies and challenges of array
comparative genomic hybridization in prenatal genetic
diagnosis. Genet Med 2007;9:596-99.

Vermeesch JR, Fiegler H, de Leeuw N, et al. Guidelines for
molecular karyotyping in constitutional genetic diagnosis.
Eur J Hum Genet 2007;15:1105-14.

Friedman JM. High-resolution array genomic hybridization
in prenatal diagnosis. Prenat Diagn. 2009;29:20-28.

Vialard F, Molina Gomes D, Leroy B, et al. Array
comparative genomic hybridization in prenatal diagnosis:
another experience. Fetal Diagn Ther 2009;25(2):277-84.

Kleeman L, Bianchi DW, Shaffer LG, et al. Use of
array comparative genomic hybridization for prenatal

VDA Net srl



Capitolo 8 e Tecniche genetiche in diagnosi prenatale 189

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

diagnosis of fetuses with sonographic anomalies and
normal metaphase karyotype. Prenat Diagn. 2009
Dec;29(13):1213-7.

ACOG, Array Comparative Genomic Hybridization
in  Prenatal Diagnosis Number 446, November
2009:114(5):1161-63.

Basgul A, Kavak ZN, Akman I, et al. Prenatal diagnosis
of Wolf- Hirschhorn syndrome (4p-) in association with
congenital diaphragmatic hernia, cystic hygroma and
IUGR. Clin Exp Obstet Gynecol. 2006;33(2):105-6.

Casaccia G, Mobili L, Braguglia A, et al. Distal 4p
microdeletion in a case of Wolf-Hirschhorn syndrome
with congenital diaphragmatic hernia. Birth Defects Res A
Clin Mol Teratol. 2006 Mar;76(3):210-3.

De Ravel TJ, Devriendt K, Fryns JP, Vermeesch JR.
What's new in karyotyping? The move towards array
comparative genomic hybridisation (CGH). Eur J Pediatr.
2007 Jul;166(7):637-43.

Emanuel BS, Saitta SC. From microscopes to microarrays:
dissecting recurrent chromosomal rearrangements. Nat
Rev Genet. 2007 Nov;8(11):869-83.

Fong KW, Ghai S, Toi A, Blaser S, et al. Prenatal
ultrasound findings of lissencephaly associated with
Miller-Dieker syndrome and comparison with pre- and
postnatal magnetic resonance imaging. Ultrasound Obstet
Gynecol. 2004 Dec;24(7):716-23.

Krzeminska D, Steinfeld C, Cloez JL, et al. Prenatal
diagnosis of Williams syndrome based on ultrasound
signs. Prenat Diagn. 2009 Jul;29(7):710-2.

VDA Net srl



190

49.

50.

S1.

52.

53.

54.

55.

56.

La diagnosi prenatale

Lenzini E, D'Ottavio G, Citta A, et al. Prenatal diagnosis
of Miller-Dieker syndrome by ultrasound and molecular
cytogenetic analysis. Clin Genet. 2007 Nov;72(5):487-9.

Ultrasound in Obstetrics and Gynecology Working Group
Italian Society of Human Genetics (SIGU) Position
Statement. Microarray application in prenatal diagnosis:
a position statement from the working group on behalf of
the Italian Society of Human Genetics (SIGU), November
2011).

De Coppi P, Bartsch G Jr, Siddiqui MM, et al. Isolation
of amniotic stem cell lines with potential for therapy. Nat
Biotechnol. 2007 Jan;25(1):100-6. Epub 2007 Jan 7.

Tsai MS, Lee JL, Chang YJ, Hwang SM. Isolation of
human multipotent mesenchymal stem cells from second-
trimester amniotic fluid using a novel two-stage culture
protocol. Hum Reprod. 2004 Jun;19(6):1450-6. Epub
2004 Apr 22.

Ankrum J and Karp JM. Mesenchymal stem cell therapy:
Two steps forward, one step back. Trends Mol Med. 2010
May;16(5):203-9.

Bossolasco P, Montemurro T, Cova L, et al. Molecular
and phenotypic characterization of human amniotic fluid
cells and their differentiation potential. Cell Res. 2006
Apr;16(4):329-36.

Carraro G, Perin L, Sedrakyan S, et al. Human amniotic
fluid stem cells can integrate and differentiate into epithelial
lung lineages. Stem Cells. 2008 Nov;26(11):2902-11.

Da Sacco S, Sedrakyan S, Boldrin F, et al. Human amniotic
fluid as a potential new source of organ specific precursor

VDA Net srl



Capitolo 8 e Tecniche genetiche in diagnosi prenatale 191

57.

S8.

59.

60.

61.

62.

63.

cells for future regenerative medicine applications. J Urol.
2010 Mar;183(3):1193-200.

Gucciardo L, Lories R, Ochsenbein-Kélble N, et al. Fetal
msenchymal stem cells: isolation, properties and potential
use in perinatology and regenerative medicine. BJOG.
2009 Jan;116(2):166-72.

Fauza DO. Tissue engineering: current state of clinical
application. Curr Opin Pediatr. 2003 Jun;15(3):267-71.

Fuchs JR, Kaviani A, Oh JT, et al.. Diaphragmatic
reconstruction with autologous tendon engineered
from mesenchymal amniocytes. J Pediatr Surg.
2004Jun;39(6):834-8.

Kunisaki SM, Jennings RW, Fauza DO. Fetal cartilage
engineering from amniotic mesenchymal progenitor cells.
Stem Cells Dev. 2006 Apr;15(2):245-53.

Kunisaki SM, Fuchs JR, Steigman SA, Fauza DO. A
comparative analysis of cartilage engineered from different
perinatal mesenchymal progenitor cells. Tissue Eng. 2007
Nov;13(11):2633-44.

In 't Anker PS, Scherjon SA, Kleijburg-van der Keur C, et
al. Amniotic fluid as a novel source of mesenchymal stem
cells for therapeutic transplantation. Blood. 2003 Aug
15;102(4):1548-9.

Igura K, Zhang X, Takahashi K et al. Isolation and
characterization of mesenchymal progenitor cells from
chorionic villi of human placenta. Cytotherapy (2004);
6:543-53.

VDA Net srl



192

64.

65.

La diagnosi prenatale

Poloni A, Rosini V, Mondini E, et al. Characterization and
expansion of mesenchymal progenitor cells from first-
trimester chorionic villi of human placenta. Cytotherapy
(2008); 10(7):690-697.

Zhang X, Mitsuru A, Igura K, et al. Mesenchymal
progenitor cells derived from chorionic villi of human
placenta for cartilage tissue engineering. Biochemical and
Biophysical Research Communications (2006); 340 944—
952.

VDA Net srl



SCREENING
DELLE MALATTIE
METABOLICHE

In diagnosi prenatale esistono ulteriori metodiche che
individuino simultaneamente diverse malattie genetiche
con grande approssimazione?

L’analisi della letteratura scientifica esistente, utilizzando parole
chiave quali: amniotic fluid and prenatal diagnosis; amniotic
fluid and amino acids; amniotic fluid and organic acids; amniotic
fluid and HPLC, ha prodotto la comparsa di svariate centinaia di
articoli. L’esame di quelli inclusi dimostra inequivocabilmente
che ’analisi di metaboliti nel liquido amniotico ¢ un metodo di
indagine aggiuntivo che permette 1’individuazione simultanea
di un numero ragguardevole di quelle malattie metaboliche
su base genetica note come errori congeniti del metabolismo
(ad es. amminoacidopatie, acidurie/acidemie organiche,
dismetabolismo di purine e pirimidine, morbo di Canavan, ecc.).
Pertanto, la risposta a questo quesito ¢ affermativa e le metodiche
basate sull’analisi biochimica del liquido amniotico mediante
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tecniche di HPLC, LC/MS e GC/MS rappresentano strumenti
fondamentali per evidenziare patologie genetiche altrimenti non
diagnosticabili su larga scala'™,

E utile eseguire uno screening delle malattie metaboliche
sul liquido amniotico?

In base ad alcune evidenze scientifiche lo screening metabolico
per la diagnosi prenatale risulta 1’unico sistema analitico, con
tempi di risposta rapidi e costo basso-moderato, in grado di essere
utilizzato su un numero elevato di campioni per evidenziare con
successo campioni anomali con sospetta diagnosi di malattia
metabolica®?3,

Lo screening va effettuato solo in soggetti a rischio
(screening ristretto)?

Lo screening ha ragione di essere effettuato in una
popolazione a basso rischio (screening allargato)?

I lavori di letteratura indicano chiaramente che lo screening
metabolico sulle popolazioni a rischio ¢ efficace nella
diagnosi prenatale di malattia metabolica. Nel caso di
popolazioni a basso rischio i dati indicano che ¢ opportuno
effettuare screening cosiddetti allargati, quelli cio¢ che
analizzano su ciascun campione il maggior numero possibile
di composti utili a diagnosticare un elevato numero di diverse
malattie metaboliche. Ad esempio, applicando pannelli
analitici utilizzati negli screening neonatali, quindi di gia
provata efficacia analitica, ¢ possibile effettuare lo screening
simultaneo di oltre 40 malattie metaboliche, ciascuna con
frequenza media di 1:100.000 nati vivi. Cio significa che si
dovrebbe avere una frequenza media di almeno una diagnosi di
malattia metabolica ogni 2.500 campioni prenatali analizzati.
Cio avvicina la frequenza di una diagnosi prenatale di malattia
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metabolica a quella di malattie genetiche piu note e frequenti
(fibrosi cistica, X-fragile, ecc.) per le quali lo screening su
popolazioni a basso rischio ¢ in uso da tempo. Pertanto, per
i vantaggi ricavabili dagli screening metabolici prenatali, per
la presenza di metodiche di comprovata affidabilita (dato il
loro uso negli screening neonatali) e per i dati di letteratura
la risposta all’esecuzione dello screening ristretto o allargato
¢ di indicare obbligatoriamente lo screening metabolico
mirato nelle popolazioni a rischio, e di consigliare fortemente
lo screening metabolico allargato nelle popolazioni a basso
rischio adottando, cio¢, gli stessi criteri che si adottano in
ambito neonatale®?’.

Sulla base dell’esperienza laboratoristica ed analizzando
la letteratura internazionale si puo affermare che esistono
ulteriori metodiche che individuino simultaneamente diverse
malattie genetiche con grande approssimazione eseguendo
uno screening delle malattie metaboliche sul liquido
amniotico nei riguardi di quelle patologie metaboliche ad
incidenza variabile nella popolazione e piu rappresentative.

B
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LA TERAPIA
IN UTERO

La diagnosi prenatale di patologie che non possono attendere
la nascita per essere trattate ha sollecitato gli studi e la messa
a punto di tecniche e modalita di trattamento prenatale. Questo
puo essere molto semplice ed anche molto efficace, com’e il
caso del trattamento con steroidi per la maturazione polmonare'
o di complessita intermedia, come nel caso sia richiesta la
sola agopuntura nel caso di trasfusione intravascolare del feto.
Tuttavia, nella maggior parte delle situazioni, la terapia fetale
prevede un approccio aggressivo dell’unita feto-placentare e
richiede competenze specifiche. Non ¢ esente naturalmente da
complicanze variabili sulla base della complessita e invasivita
della procedura. Anche la terapia fetale, come altri ambiti
della medicina, vede la chiave della sua validazione negli studi
randomizzati e controllati. Questi sono tuttavia molto limitati
perché eticamente complessi, non facili da disegnare e finanziare.
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Indicazioni alla chirurgia fetale

Cenni storici

La chirurgia fetale nasce negli anni ’80 (S. Francisco), nella
persona di Mickael Harrison? chirurgo stimolato dal problema
terapeutico legato all’Ernia Diaframmatica Congenita (EDC).
Il problema di questi bambini ¢, infatti, legato piu all’ipoplasia
polmonare coesistente che al difetto diaframmatico per se. In
Europa la diffusione della chirurgia fetale avviene rapidamente,
sulla spinta di ostetrici quali Charles Rodeck, al King’s College
Hospital, divenuto rapidamente un importante centro per la
medicina fetale, e in seguito al Kypros Nicolaides all’Harris
Birthright Center di Londra. Negli anni *90 la fetoscopia, non solo
diagnostica ma soprattutto operativa, si diffonde rapidamente in
Europa. Altre patologie fetali si aggiungono all’EDC nella lista
delle potenziali candidate al trattamento prenatale.

Obbiettivi cui deve rispondere
I trattamenti in utero proposti sono essenzialmente due:

1) Salvare la vita del feto;
2) Prevenire danni permanenti gravi.

La chirurgia fetale agisce, nei casi in cui ¢ indicata, sia attraverso
la correzione di un difetto anatomico sia inducendo un arresto
della progressione della malattia permettendo di conseguenza il
trattamento classico dopo la nascita.

Criteri rigorosi da rispettare per la corretta individuazione delle
possibili patologie da trattare chirurgicamente in utero sono
chiaramente espressi in un documento di consenso prodotto
dall’International Fetal Medicine and Surgery Society (IFMSS)
sintetizzato di seguito®:

1) Possibilita di diagnosi accurata e classificazione in sta-
di della patologia, in assenza di anomalie associate.

2) Storia naturale della malattia ben documentata e pro-
gnosi ben dimostrata.
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3) Assenza di un trattamento post-natale efficace.

4) Dimostrata fattibilita della chirurgia in utero sull’a-
nimale ed efficacia nel recuperare gli effetti deleteri
della patologia in atto.

5) Interventi effettuati in centri multispecialistici e mul-
tidisciplinari per la chirurgia fetale, all’interno di pro-
tocolli ben definiti, con I’approvazione del Comitato
Etico e il consenso informato della madre o dei geni-

tori.

Stante queste premesse, le indicazioni alla chirurgia fetale sono

oggi quelle di seguito indicate®:

. . Razionale chirurgia

Ernia diaframmatica congenita

Teratoma sacro-coccigeo

Lesioni toraciche occupanti spazio

Ostruzione urinaria bassa

Malformazioni cardiache

Mielomeningocele

Correzione dell’ipoplasia e
prevenzione dell’'ipertensione
polmonare.

Interruzione del furto ematico,
recupero dell'insufficienza
cardiaca e del polidramnios.

Prevenzione dell'ipoplasia
polmonare e/o0 recupero
dell'insufficienza cardiaca.

Prevenzione dell'insufficienza
renale e dell’ipoplasia polmonare.

Prevenzione dell’'ipoplasia o
interruzione del danno progressivo
del cuore.

Ricoprire il midollo spinale
esposto, interrompere la perdita
continua di liquido cerebro-
spinale per prevenire/controllare
I’idrocefalo o I'erniazione del
cervelletto.

La chirurgia fetale trova applicazioni cliniche anche nel
trattamento di patologie placentari, del cordone ombelicale o
delle membrane come di seguito riportato.
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Chirurgia della placenta Razionale chirurgia
in utero

Gravidanze monocoriali

complicate
Sindrome da trasfusione feto- Arresto della trasfusione feto-fetale
fetale (TTTS). € sue conseguenze, prevenire il

parto pretermine.

Sequenza di perfusione invertita Prevenire il potenziale danno al
gemellare (TRAP) e altre anomalie  secondo gemello.
di discordanza.

Sequenza gemellare anemia- In casi selezionati di S e TRAP,
policitemia. correzione del danno cardiaco e
del polidramnios.

Arresto di crescita selettivo

intrauterino

Sindrome da bande amniotiche. Prevenzione di deformita e perdita
funzionale.

Corioangioma. Prevenzione/correzione

dell'insufficienza cardiaca, idrope
feto-placentare e polidramnios.

Sono di seguito prese in analisi alcune specifiche indicazioni
tra quelle riportate, lasciando momentaneamente da parte le
patologie sulla placenta e membrane, perché procedure non
dirette sul feto, e quelle cardiologiche.

Ruolo della chirurgia fetale

Il primo sforzo sperimentale nella storia della chirurgia in utero
¢ stato quello di ottenere un accesso efficace e privo di rischi
alla cavita amniotica. Ironicamente questo resta un problema
senza fine poiché la rottura postoperatoria delle membrane, ¢
il conseguente parto pretermine, restano il tallone d’Achille di
questa procedura, con percentuali riportate tra il 10% (per tecniche
fetoscopiche laser) e il 100% (Sindrome da banda amniotica®.
Il potenziale apporto positivo dell’accesso fetoscopico, piu
delicato della chirurgia open sul flusso uterino, ¢ evidenziato
nella seconda parte degli anni *90°,
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Principali indicazioni al trattamento in utero

Ostruzioni del tratto urinario inferiore:
Risultato atteso: Prevenzione ipoplasia polmonare, salvaguardare
la funzionalita renale.

Indicazioni: Cariotipo normale, oligo/anidramnios (o progressiva
e costante riduzione), assenza di altre anomalie associate tali
da interferire con la prognosi del feto, valutazioni seriate della
funzionalita renale fetale che indichino valori nei limiti di un
possibile recupero.

Tempi di intervento: legati ai criteri di indicazione, in primis
alla comparsa di oligo/anidramnios o a progressiva e costante
riduzione del liquido amniotico in presenza di ostruzione del
tratto urinario inferiore (valvole dell’uretra posteriore, meno
atresia uretrale o sindrome di “prune belly”).

Interventi di reale efficacia: efficacia certa nessuno. Il piu
efficace al momento riconosciuto ¢ il posizionamento di uno
shunt vescico-amniotico in casi con valvole dell’uretra posteriore.

Rischi: depiazzamento dello shunt (40%), parto pretermine (in

dipendenza dall’eta in cui ¢ eseguito il trattamento in utero),
mancato recupero dell’insufficienza renale cronica.

Preparazione richiesta al team: Centro multispecialistico e
multidisciplinare per la chirurgia fetale; protocolli ben definiti,
con I’approvazione del Comitato Etico e il consenso informato
della madre o dei genitori.

Il posizionamento di “shunts” per ostruzione del tratto urinario
basso: si ¢ dimostrato efficace per ristabilire una quantita di
liquido amniotico tale da evitare I’ipoplasia polmonare’ mentre
la loro efficacia nel salvaguardare la funzionalita renale ¢ molto
dubbia. L’uso di un catetere a doppio ‘pig tail’ per la derivazione
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della vescica fetale nella cavita amniotica ha dimostrato incostanti
risultati. I candidati selezionati al trattamento fetale devono:

*  Presentare un cariotipo fetale normale.

*  L’ecografia deve dimostrare un oligo/anidramnios ov-
vero una progressiva riduzione del liquido amniotico.

*  L’ecografia deve escludere altre anomalie strutturali
che possano interferire con la prognosi del feto/neo-
nato.

* Le valutazioni seriate degli elettroliti e del protido-
gramma delle urine fetali non sono sotto i valori che
indica una impossibilita al recupero della funzionalita
renale.

Il drenaggio completo della vescica fetale deve essere effettuato
ogni 24-48 ore, per tre volte consecutive, per il dosaggio nelle
urine fetali di: sodio, cloro, calcio, b2 microglobulina, osmolarita
e proteine totali.

Valori urinari prognostici per la selezione dei feti
all'intervento prenatale*

| [Prognosibuona] Prognosi cattiva

Sodio <90 mmol/L >100mmol/L
Cloruro <80 mmol/L >90mmol/L
Osmolarita <180 mOsm/L <200 mOsm/L.
Calcio <7 mg/dL >8 mg/dL
Proteina totale <20 mg/dL >40 mg/dL
Beta 2 microglobulina <6 mg/L <10 mg/L

* basati sull'ultimo campione di urine ottenuto da drenaggio seriale della
vesica (x3 o x4) a intervalli di 24/48 ore tra le 18 e la 22 settimana di
gestazione.

(da: S. Mann et al”: Seminars in Fetal & Neonatal Medicine 15
(2010) 28-33)
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L’insieme di queste valutazioni identifica i casi in cui puo
essere sperata la potenziale salvaguardia della funzionalita
renale dunque i feti con potenziale indicazione al trattamento
di derivazione vescicale intrauterina. Il depiazzamento dello
shunt vescico-amniotico ¢ frequente (circa il 40% dei casi).
Le valutazioni ecografiche devono essere eseguite ogni 24-
48 ore nella prima settimana e in seguito settimanalmente per
il primo mese. Tipicamente il travaglio di parto spontaneo
si presenta a 34-35 settimane di gestazione. E in corso un
RCT (PLUTO) per valutare il beneficio di uno shunt vescico-
amniotico prenatale rispetto al trattamento conservativo di attesa.
Una recente casistica retrospettiva su 21 casi sottoposti a shunt
prenatale mostra: sopravvivenza ad 1 anno del 91% (2 decessi
neonatali per ipoplasia polmonare); funzione renale accettabile
(clearance della creatinina >70 mL/min) nel 44%; necessita
di trapianto renale nel 34%; scarsa crescita (< 25° centile) nel
66,5%; infezioni urinarie ricorrenti nel 50%. Potenzialita future
sono riposte nello sviluppo di tecniche di resezione cistoscopica
delle valvole dell’uretra posteriore mediante microcistoscopia
e ablazione laser o meccanica. Il maggior vantaggio della
tecnica ¢ di mantenere la normale funzione vescicale ciclica
ma i risultati preliminari sono ancora controversi. Uno studio
recente in merito dimostrerebbe un risultato migliore (p <0.05)
in termini di sopravvivenza e funzione renale normale in un
gruppo di pazienti trattato con cistoscopia prenatale rispetto ad
uno simile trattato conservativamente. Tuttavia si tratta di uno
studio non randomizzato, dove i casi trattati conservativamente
presentavano in partenza valori di funzionalita renale
significativamente peggiore (p <0.05) rispetto al gruppo trattato
con microcistoscopia®.

Lesioni Polmonari

Risultato atteso: Riduzione della mortalitda intrauterina.
Permettere la regressione dell’idrope fetale conseguente alla
presenza di massa occupante spazio nel torace.
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Indicazioni: CVR >1,6 ¢ idrope fetale stanti i criteri espressi
nella parte generali delle indicazioni alla chirurgia fetale.

Tempi di intervento: In dipendenza della comparsa dei criteri
clinici (ecografici) che pongono 1’indicazione all’intervento in
utero.

Interventi di reale efficacia: Nessuno “evidence based”. Accordo
sull’efficacia dello shunt toraco-amniotico nei casi con idrope.

Rischi: Rottura precoce delle membrane, Parto pretermine.

Preparazione richiesta al team: Centro multispecialistico e
multidisciplinare per la chirurgia fetale; protocolli ben definiti,
con I’approvazione del Comitato Etico e il consenso informato
della madre o dei genitori.

La chirurgia open ¢ selettivamente indicati per casi con Malattia
Adenomatoide Cistica Congenita del Polmone (MACCP o
CCAM). Il volume della lesione in rapporto alla circonferenza
cranica (CVR, CCAM Volume Ratio) ¢ I’indicatore di rischio
messo a punto da Cromblehome nel 2002 (9). Quando questo e
> a 1,6 il rischio che il feto sviluppi idrope, come conseguenza
della MACCP, supera 1’80%. In pazienti con idrope, I’ intervento
in utero appare giustificato!®!!, Le MACCP di tipo I (lesioni
macrocistiche) possono essere trattate mediante shunt toraco-
amniotico e la casistica pit ampia in questo proposito (10
casi di MACCP) ¢ quella pubblicata dal Children’s Hospital
di Philadelphia': I’intervento fetale ha permesso di ridurre il
volume della lesione polmonare del 70%, recuperare 1’idrope
fetale permettendo la sopravvivenza del feto nel 74%. Questi
dati di sopravvivenza sono stati confermati piu di recente’®. In
quest’ultima “review” sistematica il drenaggio toraco-amniotico
nei feti con MACCP ha migliorato la sopravvivenza perinatale
dei casi selezionati con idrope fetale (p=0.002) mentre non ha
mostrato lo stesso significativo risultato nella globalita dei casi.
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Teratoma Sacrococcigeo

Risultato atteso: Riduzione del rischio di mortalita. Recupero
della sofferenza fetale grave che, attraverso il furto importante di
flusso ematico intra lesionale, I’aumento della richiesta di gittata
cardiaca, I’aumento delle richieste metaboliche portano ad una
insufficienza cardiaca fetale progressiva che si manifesta come
polidramnios, idrope e morte fetale.

Indicazioni: Idrope fetale, placentomegalia, elevata velocita di
crescita della massa tumorale, elevato flusso ematico del tumore.

Tempi di intervento: In dipendenza dei parametri ecografici e
clinici che ne costituiscono indicazione al trattamento

Interventi di reale efficacia: Nessuno “evidence based”.
Esperienza molto limitata. In evoluzione altre tecniche volte a
controllare gli eventi patogenetici con forme meno invasive
di trattamento (laser, termocoagulazione, ablazione con alte
frequenze, embolizzazione intravascolare).

Rischi: Mortalita fetale, parto pretermine, morbilita a distanza.

Preparazione richiesta al team: Centro multispecialistico e
multidisciplinare per la chirurgia fetale; protocolli ben definiti,
con I’approvazione del Comitato Etico e il consenso informato
della madre o dei genitori.

Il teratoma sacrococcigeo non ¢ generalmente responsabile di
problematiche prenatali. Tuttavia lesioni molto voluminose,
soprattutto a rapida crescita ed elevate necessita metaboliche,
vivace vascolarizzazione, shunt arterovenoso intra lesionale
con notevole aumento della gittata cardiaca, possono essere
responsabili di polidramnios, idrope fetale con esito in morte
intrauterina. Inoltre alcune madri possono sviluppare una “mirror
syndrome”.
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Idrope fetale e placentomegalia, crescita percentuale del
tumore', elevata velocita di crescita, sinonimo di elevato flusso
ematico ¢ influenza sulla gittata cardiaca (Benachi 20006),
sono gli indicatori prognostici su cui selezionare i pazienti a
maggior rischio e dunque potenziali candidati al trattamento
in utero, poiché¢ questi feti hanno un rischio di mortalita
intrauterina del 52%. La chirurgia open ¢ stata riportata dal
gruppo di Philadelphia'®in 5 casi di tipi I (sviluppo del tumore
prevalentemente esofitico), ad una eta media di 30 settimane
di E.G., 4 dei quali sono sopravvissuti a lungo termine (uno
trattato a distanza per metastasi polmonari ed un secondo con
gravi sequele). Piu recenti, quasi aneddotiche, esperienze mirano
a trattamenti meno invasivi e volti alla sola interruzione del
flusso ematico della lesione mediante laser'®, termocoagulazione
interstiziale!’, ablazione con radiofrequenze!®, embolizzazione
intravasale con alcool!”*2°,

Mielomeningocele

Risultato atteso: Miglioramento dell’outcome funzionale e
degli esiti a distanza (complesso di Arnold-Chiari, idrocefalo,
disfunzione sfinteriale e degli arti inferiori).

Indicazioni: Tutte le forme.

Tempi di intervento: 19.0-25.9 settimane di EG.

Interventi di reale efficacia: Riduzione della necessita di shunt
liquorale nel primo anno di vita e miglioramento "dell'outcome"

motorio a 30 mesi di vita.

Rischi: parto pretermine e rottura dell’utero durante il parto
(P<0.001).

Preparazione richiesta al team: Centro multispecialistico e
multidisciplinare per la chirurgia fetale; protocolli ben definiti,
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con I’approvazione del Comitato Etico e il consenso informato
della madre o dei genitori.

Si entra nel campo delle lesioni non con rischio vitale ma con
obbiettivo di miglioramento prognostico e funzionale degli esiti a
distanza. Il mileomeningocele (MMC) puo essere classificato sulla
base della sua estensione e localizzazione. E noto che le forme
piu gravi sono motivo di danni permanenti molto significativi per
la qualita della vita. Studi osservazionali hanno mostrato che la
copertura prenatale della lesione midollare riduce I’erniazione
del cervelletto, riduce la necessita di shunt per idrocefalo,
migliora la funzionalita vescicale e degli arti inferiori cosi come
la neuvoevolutivita in senso cognitivo?' 24, 1l “National Institutes
of Health (MOMS: Menagement OF myelomeningocoele Study)
ha promosso nel 2002 un trial randomizzato negli US che vedeva
come obbiettivi: 1) primari la mortalita (fetale e neonatale) e la
necessita del posizionamento di uno shunt liquorale a 12 mesi di
vita; 2) secondario "l'outcome" neurologico e neuro evolutivo a 2
anni e mezzo. 1 trial, interrotto in anticipo (183 pazienti rispetto ai
200 pianificati nel trial) ha dimostrato che la chirurgia prenatale del
MMC riduce la necessita di shunt per idrocefalo nel primo anno
di vita e migliora i risultati motori a 30 mesi di vita ma ¢ associata
a rischi sia per la madre che per il feto. In particolare la morte
del feto e del neonato o la necessita di no shunt liquorale all’eta
di un anno sono state osservate nel 68% dei bambini trattati in
prenatale contro il 98% di quelli trattati alla nascita (P=0.001). La
percentuale di shunt posizionati ¢ stata del 40% nel gruppo trattato
in prenatale contro 1’82% in quello dopo alla nascita (P=0.001).

Ernia Diaframmatica Congenita
Risultato atteso: Migliorare la mortalita dei casi ad elevato
rischio, ridurre I’ipoplasia polmonare e I’ipertensione polmonare.

Indicazioni: RCT in corso. EDC sinistra: Feto con LHR< 1; OE
LHR < 1,25; Fegato in torace.
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Tempi di intervento: 28 settimane di EG (forme severe); 32
settimane di EG (forme intermedie).

Interventi di reale efficacia: Occlusione tracheale temporanea con
approccio mininvasivo percutaneo (non ancora definiti da RCT).

Rischi: Rottura delle membrane, parto pretermine (16,8%).

Preparazione richiesta al team: Centro multispecialistico e
multidisciplinare per la chirurgia fetale; protocolli ben definiti,
con I’approvazione del Comitato Etico e il consenso informato
della madre o dei genitori.

Il razionale della chirurgia fetale dell’Ernia Diaframmatica
Congenita (EDC) ¢ che la sua storia naturale ¢ ben conosciuta
e definita e che esiste un gruppo di pazienti che non sopravvive
nonostante il massimo e ’eccellenza delle cure offerte. Questo
gruppo a prognosi comunque infausta non ¢ uniformemente
definito in termini quantitativi ma ¢ indicato tra il 10% ed il
30% dei casi con EDC?. Cio detto ¢ di primaria importanza la
possibilita di identificare questo gruppo ad elevatissimo rischio
mediante “markers” prenatali prognostici. I piu accettati e
riconosciuti 0oggi sono tre:

1) LHR che implica la misurazione, con tecnica standar-
dizzata, del polmone controlaterale alla lesione;

2) Expected-Observed LHR (O-E LHR), in cui il valore
del LHR ¢ espresso come confronto rispetto a quello
atteso per I’eta gestazionale. Esprime dunque un valo-
re svincolato e indipendente dall’eta gestazionale, ele-
mento questo importante considerando che la terapia
in utero ¢ di norma richiesta prima della 30° settimana
di E.G;

3) Posizione del fegato (Liver Up, LU), marker questo
che ¢ sicuramente correlato con la sopravvivenza ma
resta controverso come variabile “indipendente”?.
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L’avvio negli anni ’80 della terapia chirurgica “open” presso
alcuni selezionati centri nord americani, volta alla chiusura
precoce del difetto per permettere al polmone di svilupparsi in
utero una volta tolto I’ingombro dei visceri erniati, ha fine nel
corso degli anni *90 a seguito di un RCT finanziati dal National
Institute of Health. I risultati in termini di sopravvivenza non
si dimostrano superiori a quelli del trattamento classico alla
nascita; inoltre nel gruppo con terapia in utero, il 21% presenta
gravi sequele neurologiche?’.

La nuova era del trattamento in utero si apre con la constatazione
che la ostruzione mediante legatura, della trachea ¢ in grado di
contrastare e ricuperare la grave ipoplasia polmonare indotta
dalla EDC. Di qui lo sviluppo di numero tecniche e “devices”
per procedere alla chiusura chirurgica (clips) od ostruzione
endoluminale (plug) della trachea stessa in epoca fetale. Si
arriva cosi alla messa a punto di un palloncino “distaccabile”?®.
Si osserva tuttavia che il tempo in cui il palloncino ¢ lasciato
in sede ¢ parte importante del successo terapeutico. In sostanza
la permanenza prolungata del palloncino occlusivo permette
la crescita polmonare inizialmente. Un effetto dell’occlusione
prolungata ¢ tuttavia quello di ridurre in entrambi i polmoni il
numero degli pneumociti di tipo 11* ed il surfattante®. Di qui
I’avvio dell’occlusione limitata nel tempo, ottenuta mediante
la rimozione del palloncino endotracheale, proposta dal gruppo
europeo’!, con risultati di successo ma solo parziali*?. Studi
sperimentali sulla pecora riportano, infatti, che la metodica
occlusiva ottimale dovrebbe prevedere un tempo occlusivo di
48 ore seguito da uno detensivo di lora** cosa difficilmente
ottenibile, al momento, nella pratica clinica e con i1 “devices”
oggi disponibili. La prima occlusione percutanea della trachea
nel feto umano, pur senza successo, per inefficacia del “device”
sull’effetto occlusivo, ¢ del 2010 (Quintero, 2000). In Europa
la FETO (Fetal Endoscopic Tracheal Occlusion) task force
definisce la tecnica percutanea: utilizza un accesso percutaneo
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di 3,3mm e posiziona un palloncino occlusivo endotracheale
amovibile. Questo ¢ inizialmente rimosso alla nascita, utilizzando
un approccio EXIT (Ex Utero Intrapartum Treatment)®*. La
rimozione ¢ poi anticipata (per ridurre il danno sugli pneumociti
di tipo II) mediante rimozione, ancora durante la vita fetale,
dopo 4-6 settimane dal posizionamento, mediante sia puntura
ecoguidata del palloncino sia nuova procedura endo-fetoscopica.

Allo stato attuale le indicazioni al trattamento in utero di feti con
EDC tengono in considerazione due indicatori di rischio: OE-
LHR e LU. In futuro ¢ verosimile che la risonanza magnetica
nucleare possa permettere una piu rigorosa misurazione del
volume polmonare rispetto al LHR (potendo con questa tecnica
misurare anche il ridotto volume polmonare del polmone
omolaterale al difetto, non misurato con I’LHR, oltre che al
volume esatto di fegato erniato nel torace)*>*”. E anche probabile
che, attraverso misure mirate al circolo polmonare, sara possibile
valutare I’Ipertensione Polmonare, seconda importante causa di
morte (dopo I’ipoplasia) nei bambini affetti da CDH.

Negli USA, un RCT ultimato a meta degli anni 2000* non ha
mostrato vantaggi tra occlusione tracheale e trattamento standard,
in particolare perché il gruppo trattato con tecnica standard post
natale ha mostrato una sopravvivenza inattesa rispetto a quella
ipotizzata nell’impostazione dell’RCT.

In Europa, la FETO task force ha riportato il risultato
dell’esperienza maturata fino al 20084 parto pretermine entro 3
settimane dalla procedura 16,7%; eta gestazionale media al parto
35,3 settimane; parto prima della 34° settimana 30,9%. Questi
risultati, confrontati con quelli stratificati dal registro prenatale
della EDC, mostrerebbero un miglioramento significativo della
sopravvivenza sia nei casi selezionati con EDC sinistra severa
(dal 24,1% al 49,1%, P<0.001) sia in quelli con EDC destra
(da 0% a 35,3%, P<0.001). Gli indicatori piu significativi di
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sopravvivenza sono I’OE-LHR prima della procedura in utero,
I’assenza di PPROM e I’eta gestazionale al parto.

\

E stato avviato anche in Europa un RCT che mette a confronto
il trattamento di attesa e chirurgia alla nascita con I’occlusione
tracheale tardiva (30-32 settimane di EG) nei feti con EDC
con ipoplasia (OE-LHR) moderata. Piu recentemente I’RCT ¢
stato avviato anche per i casi con ipoplasia severa, nei quali la
procedura di occlusione ¢ prevista alla 28-30 settimana di eta
gestazionale. Il palloncino ¢ comunque rimosso, in tutti, alla 34°
settimana di EG. Il trattamento postnatale ¢ lasciato ai diversi
centri di riferimento, sulla base di un “consensus protocol™!.

Sindrome da trasfusione feto-fetale (TTTS)

Risultato atteso: Ridurre I’incidenza del parto pretermine
(polidramnios), migliorare la sopravvivenza, ridurre il rischio di
danno neurologico nei nati vivi.

Indicazioni: Classe >3° di Quintero, polydramnios poliurico
nel gemello ricevente, oligoidramnios oligurico nel gemello
donatore, assenza di anomalie fetali importanti.

Tempi di intervento: 22-26 sett. di eta gestazionale.

Interventi di reale efficacia: Chirurgia endoscopica laser
mininvasiva.

Rischi: parto pretermine, PROM, leucomalacia periventricolare,
complicanze neurologiche.

Preparazione richiesta al team: Centro multispecialistico e
multidisciplinare per la chirurgia fetale; protocolli ben definiti,
con I’approvazione del Comitato Etico e il consenso informato
della madre o dei genitori.
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La placenta non ¢ “habitat” quotidiano del chirurgo. Questo,
unito alla mancanza di modelli sperimentali di TTTS, spiega
perché questo tipo di patologia sia entrata tardivamente nella
lista delle patologie da considerare per il trattamento in utero.
Sviluppo concreto alla tecnica ¢ legato al nome di De Lia*? che
ha usato una mini-laparotomia per esporre 1’utero e inserirvi
un isteroscopio da 5Smm, attraverso una borsa di tabacco.
Bisogna tuttavia aspettare la meta degli anni ‘90 per vedere la
tecnica applicata con tecnica percutanea ed in anestesia locale.
Nel 2004 Eurofetus porta avanti un RCT per il trattamento
fetale della TTTS. Lo studio ¢ stato interrotto in anticipo per
il risultato significativamente migliore nel gruppo trattato con
chirurgia endoscopica piu laser. La coagulazione laser dei vasi
patologici, messa a confronto con il trattamento di amnio-
drenaggio, ha dimostrato di migliorare la sopravvivenza in
modo significativo (fino 25%) sia a 28 giorni (P=0.009) che a 6
mesi di eta (P=0.002) e di permettere un parto ad una settimana
di eta gestazionale piu avanzata (33,3 contro 29,0 settimane
di eta gestazionale). Inoltre i feti con trattamento laser hanno
mostrato una minor incidenza di leucomalacia periventricolare
(6% vs 14%, P=0.02) e aumento del numero di bambini liberi da
complicanze neurologiche (52% vs 31%, P0.003) a sei mesi di
eta®3. Altri studi condotti sul follow up a breve termine mostrano
che il 6%-7% di questi bambini presenta problematiche
neurologiche sia lievi che severe senza differenze tra donatore
e ricevente come pure tra bambini nati singoli o come gemelli*,
Dati definitivi sull’outcome neurologico dei feti trattati con
coagulazione rispetto a quelli trattati con amniodrenaggio
non sono al momento disponibili. Danni maggiori sono stati
descritti nel 9,5% dopo amnioriduzione, 4,6% dopo trattamento
laser € 3,4% dei gemelli dicorionici di controllo®.

Prospettive future
La medicina fetale si sta progressivamente allontanando dalla
chirurgia per se, per andare nella direzione di procedure meno
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invasive. Grandi sforzi e ricerche sono orientati sulle cellule
staminali e sulla terapia genica*. Inizialmente queste nuove
terapie possono svolgere un ruolo di supporto alla chirurgia.
Basti pensare al campo dell’ingegneria tissutale, usando cellule
fetali da liquido amniotico. Le cellule staminali, raccolte in
corso di amniocentesi (tappa comunque indicata nei bambini
con EDC), possono essere coltivate ed utilizzate per la creazione
di un “graft” omologo, mentre la gravidanza prosegue ed il feto
attende di essere trattato alla nascita. Sono passati ormai 10
anni da quando una matrice di collagene ¢ stata seminata con
cellule staminali muscolari*’. Tutto cid porta alla creazione in
laboratorio di “patches” piu funzionali di quanto non siano quelli
artificiali oggi utilizzati e, trattandosi di diaframma, ¢ intuitiva
I’importanza di una migliore funzionalita.

Sono assolutamente necessari un equilibrio tra le regole e le
preoccupazioni volte alla salvaguardia del paziente e lo spazio
sufficiente a mantenere 1’entusiasmo di nuovi ricercatori e clinici
che rappresentano la base pionieristica del futuro. E necessario
per questo un numero contenuto di centri “leaders”, risorse
economiche adeguate, ricerca multispecialistica e trasversale
fortemente traslata sulla clinica. Nello stesso tempo le procedure
prenatali per indicazioni comuni dovrebbero essere portate piu
vicine al singolo paziente ma il “dove” e il “chi” ¢ ancora fonte
di appassionate discussioni ed una valutazione “evidence-based”
¢ oggi difficile.

EXIT (Ex Utero Intrapartum Therapy)

La chirurgia fetale “open” ¢ praticata molto poco in Europa,
dove i centri piu avanzati si limitano al trattamento perinatale in
supporto del circolo placentare (EXIT). Nata inizialmente per il
controllo sicuro delle vie aeree alla nascita nei casi sottoposti ad
occlusione tracheale®®*, ¢ una tecnica che dovrebbe essere oggi
a disposizione dei centri che intendono dedicarsi alla chirurgia
fetale™. 11 tempo che intercorre tra I’induzione dell’anestesia
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materna e il clampaggio del cordone sono pianificati di lunghezza
sufficiente alle necessita del caso clinico. L’anestesia inalatoria
che permette il massimo rilasciamento uterino mantiene il
flusso ematico utero-placentare e gli scambi gassosi. Oltre a
cio, l’esteriorizzazione parziale del feto e 1’amnio-infusione
permettono di mantenere il volume dell’utero entro i limiti della
normalita.

Il numero d’indicazioni che possono giovarsi della tecnica EXIT
va crescendo nel corso degli anni e sono di seguito elencate:
Ostruzione delle vie aeree per atresia laringea, voluminosi tumori
occludenti o occlusione iatrogena della trachea, accesso vascolare
per circolazione extracorporea (cardiopatie gravi, CDH severa,
gravi masse polmonari o toraciche, gemelli siamesi)™. Sono
occasionalmente descritte in EXIT anche lobectomie polmonari
o resezione di voluminosi teratomi sacro-coccigei. Questo tipo
d’indicazione trova tuttavia scarsa applicazione in Europa piu a
causa di una scelta ponderata del medico che della considerazione
che il paziente oggi percepisce della chirurgia “open” in utero.
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Glossario

BRAIN SPARING

TIN

NST

CVR

CeDAP

DBP

CC

HC

DFO

DTC

NT

Vasodilatazione cerebrale

Terapia intensiva neonatale
Non-stress test

CCAM volume ratio

Certificato di Assistenza al Parto
Diametro biparietale
Circonferenza cranica
Circonferenza Cranica

Diametro fronto occipitale
Diametro Trasverso del Cervelletto

Translucenza nucale
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APAD
TAD
CA

LF

SNC
MSAFP

B-hCG

uE3

PAPP-A

CRL

DTN
STI

Anti-Ro (SSA)

Anti-La (SSB)

LR
IUGR

RI
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Diametro antero posteriore
Diametro trasverso dell'addome
Circonferenza addominale
Lunghezza femore

Sistema nervoso centrale

Alfa fetoproteina nel siero materno

Subunita beta della gonadotropina
corionica umana

Estriolo non coniugato

Proteina A plasmatica associata alla
gravidanza

Crown-rump length Lunghezza Vertice-
Sacro

Difetti del tubo neurale
Spatio temporal image correlation

Anticorpi del gruppo degli anticorpi
antinucleo

Anticorpi del gruppo degli anticorpi
antinucleo

Likelihood ratio
Ritardo di crescita intrauterino

Indice di resistenza

VDA Net srl



Glossario

PI

ARED

QF-PCR
TC-CVS
TA-CVS
EA
FISH
ESACs
SKY
UPD
PCR

QFPCR

Array-CGH

CV-MSC
EDC
TTTS

TRAP
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Indice di pulsatilita

Absent/Reverse end diastolic flow
scomparsa del flusso diastolico nelle
arterie ombelicali e nell’aorta

Quantative Fluorescent PCR
Villocentesi transcervicale

Villocentesi transaddominale

Early amniocentesis

Ibridazione in Situ a Fluorescenza
Extra Structural Abnormal Cromosomes
Spectral Karyotyping

Disomia uniparentale

Polymerase Chain Reaction

Quantitative Fluorescent Polymerase
Chain Reaction

Array-Comparative Genomic
Hybriditation

Cellule mesenchimali da villi coriali
Ernia Diaframmatica Congenita
Twin-Twin Transfusion Syndrome

Twin Reversed Arterial Perfusion
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MACCP o CCAM

TTTS

EXIT
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Malattia Adenomatoide Cistica
Congenita del Polmone

Sindrome da trasfusione feto-fetale

Ex Utero Intrapartum Therapy

VDA Net srl





