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Screening e Diagnosi nella S. di Down

Il test diagnostico fornisce informazioni

Unaffected Affected

definitive sui cromosomi fetali confermando &W
la presenza del terzo cromosoma 21. L

Il test di screening identifica in modo

definitivo individui a basso o ad alto rischio,
per limitare il ricorso al test diagnostico.

i Alto rischio non indica definitivamente che il | IRkl Affected

feto e affetto ma permette al clinico di offrire
il test diagnostico.




o Do Do To

To

| tre elementi critici di uno screening

Capacita di individuazione (DR):
Percentuale di , che sono risultati positivi allo screening

Tasso di falsi positivi (FPR):

E complementare alla specificita (1-SP): la percentuale di
che sono risultati positivi allo screening

Probabilita di essere affetti essendo risultato arischio
(OAPR):
Calcolata a partire dalla DR, dal FPR, della patologia

nella popolazione locale: indica quanti risultati positivi allo screening sono
necessari per rilevare un soggetto affetto.



Sindrome di Down - Trisomia 21

Dr Fohn Langdon Down (1828-96).

o T T P>

Descritta nel 1866 - JLH Down

La piu comune alterazione
cromosomica alla nascita

La piu frequente forma di ritardo
mentale su base cromosomica

EO

caratteri zzat a
A Ritardi di apprendimento (QI ~ 40)
A Bassa statura
A Facies caratteristica
A Difetti cardiaci (40-50%)
A Malformazioni intestinali (10%)
A Aumentata frequenza di infezioni

California Birth Defects Monitoring Program
www.cbdmp.org/bd_down_syn.htm

d



Marcatori di screening

A Marcatori serici
T hCG
i AFP
I Estriolo non coniugato
i PAPP-A
T Inibina A

A Traslucenza Nucale
(NT) (ecografica)

Alpha-fetoprotei

Nuchal Translucency

Unconjugated oestriol




Misura dei livelli del marcatori

A 1 livelli cambiano sistematicamente durante il periodo
gestazionale.

Median maternal serum levels in unaffected pregnancies Estriol by gestational age
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uE3: unconjugated estriol.

AFP: alpha-fetoprotein. Median maternal serum levels in unaffected pregnancies calculated from in-house data

Calculated from in-house data at Wemen and Infants Hospital, Providence, Rhode

at Wemen and Infants Hospital, Providence, Rhede Island.
Island.
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Median maternal serum levels of human cherionic gonadotropin
(hCE) in unaffected pregnancies. Calculsted frem in-house dats at
Wemen snd Infants Hespital, Previdence, Rhode Island.

Median maternal inhibin A serum levels in unaffected pregnancies. Calculsted
from in-house data at Women and Infants Hespital, Providence, Rhode Island.



MoM

A 1 valori sono convertiti in multipli della
mediana (MoM) per renderli
indipendenti dalla eta gestazionale.

PAPP-A (MoM)

A MoM & un modo semplice per
comparare | 6indivic
popolazione.

hCG (MoM)

A Di ciascun marcatore deve essere
descritta la distribuzione dei livelli
nella popolazione affetta e non-affetta.

0.1 i 10

free-beta hCG (MoM)



MoM

Frequenza

Multipli delle mediane

A La maggior parte dei laboratori non ha un numero sufficiente di dati
per definire le distribuzioni, pertanto utilizza quelli della letteratura o
della softwarehouse.

A Compito del laboratorio & verificare che la distribuzione delle MoM
nella propria popolazione si approssimi molto ai parametri adottati.



Variazione dei livelli dei markers nella
sindrome Down

Primo PAPP-A 0.40 A sinistra
Secondo AFP, uE3 0.70-0.75 i

Primo Free Beta-hCG 1.8 A destra
Primo Total-hCG 1.4 A

Secondo Beta-hCG, Inh-A 2.0 1



Motivo delle alterazioni degli analiti in
sindrome Down

A | prodotti di secrezione placentare (Beta-hCG, Inh-A) aumentano nel
secondo trimestre.
I Aumento di sintesi proteica placentare in base a studi di mMRNA?

I Difetto di formazione del sincizio
secrezione placentare?

A | prodotti di secrezione sintetizzati dal feto (AFP) o che richiedono

| 6unit”™ fetoplacentare (UE33) sonoc
|potesi:
Ntessuti fetald] | pofunzionant i

compensatoriao

1. Lambert-Messerlian GG Eur J Endocrinol 1998.
2. Frendo JL J Clin Endocrinol Metab 2000.
3. Canick JA Br J Obstet Gynecol 1998.



Calcolo del rischio

A | risultati dello screening sono espressi come rischio.

A llrischioapriorii n base all 6et”™ mat
modificato dai fattori di rischio relativo di clascun
marcatore (LR o indici di verosimiglianza).

A Il rischio finale & il rischio paziente-specifico.



Calcolo del rischio della DS basato sull’dta O
della madre
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M arkers
Free B. HCI:

PAPF-4
AFP
HCG
uE3

Distribuzione delle MoM I o

MoM =

Mediana
Walue tedian k4 oibd
2043 MoM = 1
Log (MoM) =0
30,00 29,58 1.0
32.00 .57 1.0
0,89 1.64 0,54

Log (MoM)



Fattori di correzione per il primo trimnestre

b-hCG PAPP-A b-hCG PAPP-A
Fumo = VA = +15%
Elevato peso Z Z Y% %
Basso peso y y Z Z
Diabete ? ? = =
mellito
IVF = = = =
Razza nera y y -21% -57%
Razza y y -4% -17%
asiatica
Gravidanza yy yy -54% -42%

gemellare



Fattori di correzione per il secondo trimmestre

AFP hCG UuE3 Inh-A AFP hCG UE3

Fumo y 27 7 y -3% +27% +3%
Elevato Z Z Z Z +36% +36%  +9%
peso al00Kg al100Kg a100Kg
Basso peso ¥ y y y 27%  -25% -6%
a40Kg a40Kg a 40 Kg
Diabete VA = VA = +22% = =
mellito*
[V F** Z % Z % +5%  -22% +11%
Razzanera § % = Z -15%  -18% =
Razza y y +6% -6% -T%
asiatica
Gravidanza Vy y yy VvV yy “47%  -54%  -60%
gemellare

* Huttly W 2004, **Lambert-Messerlian G 2006 (FASTER-ART)



Effetto della correzione per il fumo
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Indlice di verosimiglianza (IV) . aemasusians.,

~ AltezzaGassiang, e

) ) ) Rischio= Rischiceta: LR
Distribuzione Log misurato

della probabilita (MoM)

Non affetto

T

Log (MoM)



Calcolo finale del rischio

A Rischio correlato all odéet”™ materr
A Indice di Verosimiglianza corretto con le MoM (IV) indipendente per
ciascun test di screening

Rischio = rischio correl at)xIVdMoMO0 et
2) x IV (MoM 3)



Selezione del cut-oft

A Il cut-off scelto per convenzione & quello del rischio di una
donna di 35-37 anni.

ALbuso di test di scr eerrestesy
integrato) consente cut-off piu alti per ottenere meno FPR.

A 1l cut-off scelto condiziona DR e FPR:
I riducendolo aumentano sia DR che FPR,
I aumenandolo calano sia FPR che DR,
I esiste la via di mezzo tra DR ottimale e FPR tollerabile.

ad

e |



Screen al 2° trimestre con AFP, uE3 e hCG

Non affetti Sindrome di Down

DR = 65%

FPR = 5%

1:1000 000 1:100 000 1:10 000 121010 1:100 1:10 1:1 10:1
Basso isafiio 1:250 Alto) rischio

da: Wald et al, Prenatal Diagn 1997; 17: 8329
The effect of selecting different risk cut-offs on triple test performance

Term risk cut-off | Equivalent to maternal age cut-off of | Detection rate, percent | False positive rate, percent

=1in 250 =37 69 4.9
1in 300 =306 72 5.9
1in 350 =35 74 5.8

Reproduced with permission from: Wald et al. Triple marker performance with gestational age estimated by ultrasocund.



Variabili che influenzano la performance

Selezione del cut-off
| parametri delle mediane?
Ef fetto del?2] 6et ” mat er na

Precedente gravidanza Down3
I aggiunta di uno 0.35% di eccesso di rischio

Modo di determinaziofne dell 6et ”

I La misura ecografica (lunghezza cranio-caudale, diametro biparietale)
e piu accurata del periodo dalla u.m. e migliora la performance del
test?.

T 1 6errore della sua stima il mot I

1. DQASS; 2. Morris JK 2005; 3. Warburton D 2004; Wald NJ 1997



Importanza della_esatta eta gestazionale

Eta gestazionale (settimane)




Il calcolo dei parametri delle mediane

Un errore del 10% i n qual si asi M
equivale ad un aumento del 2% della frequenza di positivi (DQASS).

Loattual e paradi gma Arical col al

che una deviazi one |l hnhaccettabi |

DQASS ha definito i limiti di accettabilita di performance, ma la
maggior parte dei laboratori non li raggiunge (NHS FASP).

Un ricalcolo automatico ad intervalli stabiliti nel software in base ad

un metodo di finestre mobili (rolling median method)

I riporta la performance entro i limiti standard,
i riduce | a frequenza dei positivi del |l 0]
I che significa una riduzione del 13.5% del ricorso ai test diagnostici

(Reynolds TM & Aldis J. Ann Clin Biochem 2008;45:567-70)



GO0

Median parameters for Down’s syndrome screening should be
calculated using a moving time-window method

T M Reynolds'? and J Aldis?

"Clinical Chemistry Department, Queen’s Hospital, Belvedere Road, Burton-on-Trent, Staffordshire DE13 0RE; “Northern General
Hospital, Sheffield 35 TA9, UK

Corresponding author: Professor T M Reynolds. Email: Tim.Reynolds@Burtonh-tr.wmids.nhs.uk
Ann Clin Biochem 2008; 45: 567-570. DOI: 10.1258,/acb.2008.008057
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Cusum plot showing elfects of old and new mechanisms for calculation of medians. The three lines for the new median calculation method overlap

each other on the ¥ = 0 axis. The ¥-axis scale shows the cumulative sum of log10 multiples of the median, the X-axis is the count of sample number



| test dello screening prenatale



Elenco del test di screening

pe—

Integrated test

Serum integrated test

Triple test

Double test

10

NT, PAPP-A and Quadruple

e

PAPP-A and Quadruple test

;om;me; NT, AFP, hCG (fBhCG o thCG),

Lotest

maternal age

T
AFP, UE3, fBhCG (or thCG),

iiuadruile test inhibin-A, maternal age

AFP, uE3, ffhCG (or thCG),

e matemnal ade

AFP, hCG (fBhCG or thCG),

maternal age
I I | | | | | | | B

13 14
Gestational age (weeks)

20



Performance del test di screening
FPR

ad una DR del | 6 85 %rinesireamisuratr alallicatt)

e del 2 trimestre alla 14-222 sett.
(SURUSS 1T RCOG. Br J Obstet Gynecol 2004;111:521-31)

15%
13%
8,3%
I I I 6,2%
r, 1
4-3 .I'IIIJ :-'!I,!'-:lu.l':-:l
0,9% I
Muchal  Combinad Double Triple Quadruple Berum Integrated
trans|ucency integrated

First trimester Second tnmester Both timesters



Performance del tests di screening

OAPR
ad una DR dell 6 85%
(SURUSS i RCOG. Br J Obstet Gynecol 2004;111:521-31)
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Numero di perdite di fetli non-affetti per cause

procedurali
ad una DR dell 6 85%, per 100 mil a

(SURUSS i RCOG. Br J Obstet Gynecol 2004;111:521-31)

108
a4
67
11 =
- 1
28
I m |
Muchal Combined Doubla Tripla Cuadruple Searum Intagratad

trans|ucency rtegratec

First trimester Second trimester Both trimesters



DR e FPR del vari tests di screening
(SURUSS T RCOG. Br J Obstet Gynecol 2004;111:521-31)

100 ==

Integrated test

Serum Integrated test
Combined test
Quadruple test

Triple test

Detection Rate (%)

. S | W ) — P N I T T
o 1 2 3 4 5 6 ¢ 8 9 10

False-Positive Rate (%)



| risultati degli studi SURUSS e FASTER
concordano sulla performance del vari tests

Detection rate and false positive rate for Down syndrome screening tests-First and Second Trimester Evaluation of Risk Trial (FASTER) and

Serum, Urine and Ultrasound Screening Study (SURUSS)

FASTER* SURUSS*
Detection rate, FPR, Detection rate, FPR, Procedure related losses per 100,000 women
Test percent percent percent percent screened

Integrated 85 0.8 a5 1.2 g

a5 5.0 Qo 2.6 19
Serum 85 4.4 B3 2.7 19
integrated

a5 17 =] 5.3 38
Combined 85 4.8 85 6.1 44

a5 21 =] 10.8 78
Quadruple &5 7.3 25 6.2 45

a5 22 =] 10.6 76
Triple 85 14 85 Q.3 a7

a5 32 Qo 14.7 106

FPR: false positive rate.
* For FASTER., the first trimester combined test or first trimester component of the integrated test was done at 12 completed weeks of gestation.
® For SURUSS, the first trimester combined test or first trimester component of the integrated test was done at 11 completed weeks of gestation.
Adapted from: Wald, NJ, Rodeck, C, Hackshaw, AK et al. Health Technol Assess Z003; 7:-1.




To o o

1° trimestre -Test combinato

Tempestivo (decisioni, privacy)

Buona performance DR, = 85%?*%

Performance un pod0 migliore del te
Beta-hCG

i libera performa meglio a 9-13 sett e ancor piu verso il termine di questo intervallo®
I totale performa meglio a 11-13 sett e ancor piu verso il termine di questo intervallo’8

PAPP-A:

i la performance declina con®% éaumento del |
NT:

i lo spessore aumenta nei feti Down tra 10-13sette cal a verso il ¥

Periodo ottimale delle misure e la 112 settimana.

1. Wald NJ 1997; 2. Carnick JA 2006; 3. Palomaki GE 2007; 4. Wapner R 2003; 5. Nicolaides KH 2004
6. Evans MI 2007; 7. Carnick JA 2006; 8. Palomaki GE 2007; 9. Paolomaki GE 2007; 10. Wald NJ
2003; 11. Malone FD 2005; 12. Spencer K 2002; 13. Nicolaides KH 1992; 14. Nicolaides KH 2004;
15. Malone FD 2005; 16. Wald NJ 2004.



Misurazione della Traslucenza Nucale (NT)

AEta gestazionale 11-14 sett.
ACRL 45-84 mm

AVista medio-sagittale

ADi mensione del |l &i
APosizione neutrale

ADi st ante dall 6 am
AMassima lucentezza

ACalibri on-to-on

&+
I AY .
L

==
L
I W 1
L




Problematiche dello screening al 1° trimestre

A Falso aumento della free B-hCG (degradazi one del |
A Standardizzazione della misurazione della NT

AE® fondamentale un rigoroso
Afipesoo della NT sul calcol o

A ltestal 2 trimestre vanno comungque mantenuti



2° trimestre -Test quadruplo

Marcatori: AFP, uUE3, hCG e Inibina-A. Periodo: 15-202 settimana.

Per le donne che si presentano dopo la 13 settimana e il test
migliore

Ha sostituito i precedenti test singolo, doppio, triplo

Candidate allo screening: <20 settimane, idealmente 15-182
settimana

TAT necessariamente rapido (tempo critico per decisioni)

Cut-off a meta trimestre selezionato a 1:250-1:300, DR 80-83%



Perf ormance dell 60et”™ mater na
di tests del 2 trimestre per lo screening della sindrome Down.

Risk in positives:
1:120 1:100 1:60 1:50 1:45

100 —

81 percent

B8O — 74 percent

66 percent

60 —

42 percent
40 —
31 percent

DR at 5 percent FPR

20 —

AGE +AFP +hCG +uE3 +Inh A

Single Drouble Triple Quadrup I?

2nd trimester

Le colonne descrivono la DRc. Inoltre per ciascun test e dato il rischio nei
positivi (OAPR) (Wald, NJ. J Med Screen1997;4:181).



| risultati dello screening del 2° trimestre
spesso differiscono nei diversi laboratori.

A Fattori incriminati:
A uE3

I differenze delle mediane alle eta gestazionali piu alte.
A Inibina-A

I differenze procedurali (il dosaggio automatico sembra
promettente).

Benn PA Clin Chem 2006:52:2087-94



Clinical Chemistry 52:11
2087-2094 (2:00Jt;} General Clinical
Chemistry

Reproducibility of Risk Figures in
2nd-Trimester Maternal Serum Screening for
Down Syndrome: Comparison of 2 Laboratories

PeTER A. BEnN,!” GReCORY S. Makowskr,>" James F.X. Ecan,” and Dave WricHT®
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o o

1°-2° trimestre -Test integrato

Porzione 1 trimestre (NT, PAPP-A) e CRL.
Porzione 2 trimestre (AFP, uE3, Total-hCG, Inh-A).

6 marcatori + eta materna usati insieme per calcolare un unico
rischio.

Vantaggio: basso FPR, elevato DR.
Svantaggio: risultato solo al 2 trimestre.

Note:

A Laddove non ci sia esperienza in NT si esegue il test con i soli
marcatori serici (test integrato biochimico).

A Periodo ottimale del 1 trimestre & la 112 settimana.



Test integrato sequenziale step-wise

Porzione 1 Rischio N Porzione 2
trimestre non elevato trimestre
Rischio Rischio calcolato
elevato includendo i risultati
l del 1 trimestre
Test diagnostico Performance:
CVS DR 86% con FPR 2%

cutoff 1:40 1 trim

cutoff 1:110 integrato (Palomaki GE 2006)
DR 95% con FPR 5% (Malone FD 2005)
Raccomandato




Test integrato sequenziale indipendente

Porzione 1
trimestre

Rischio dato
alla paziente

l

Rischio
elevato

l

Test diagnostico
CVS

Porzione 2
trimestre

Performance:

DR 98% ma FPR 17% Il
(Platt LD 2004)

Non raccomandato
(ACOG Practice Bulletin
No 77, Obstet Gynecol
2007)

l

Rischio calcolato
senza i risultati
del 1 trimestre

Rischio
elevato

l

Test diagnostico
amnocentesi




Test integrato sequenziale contingente

. Rischio
Porzione 1 _ _ :
N — intermedio ————> Porzione 2
1:50-1:2000 trimestre
Rischio molto elevato Rischio basso Rischio calcolato
>1:50 <1:2000 includendo i risultati
l l del 1 trimestre
_ _ Performance:
Test diagnostico Nessun altro DA risultati nel 1 trim alla
CVS test maggior parte delle gravide con

minimo aumento di FPR
(Wright D 2004)

Performance non ancora
provata in studi prospettici
(Wald NJ 2006, Ball RIA 2007,
Cuckle HS 2008)




Effetto della Inibina-A

TEST
+inibina-A
Integrato biochimico - Inibina-A
Integrato completo +inibina-A
- Inibina-A

per 85% DR
FPR OAPR
3.9% 1:20
6.0% 1:31

0.9% 15
1.3% 1:7

LOi ncl usi on-@&migdlierh $ola lievemente la peaformance
del test integrato completo, ma sostanzialmente quella del test

integrato biochimico. (SURUSS BJOG 2004)



Il referto

SCREENING SINDROME DI DOWN per:

Medica Diata di nascita 1710514974 Diahete Mo
Eta 355 Numero di feti 1
{a termine) Oriai ni c )
Pesn 57 kg rigine etnica aucasica
Campione n. 100-09 Fumao Mo Diata del prelieva 04i05i2009
Risultati
free B hCG 464 1LIL 1,08 Mohi corretta
PAPP-A 2,23 ILNL 0e67 Mok corretta

Dati ecografici

Data ecografia 04/04872004 Translucenza Mucale 1,3 aluy!
CRL{LCS) 65,8 mim n,ra hut b
Eta gestarionale calcolata mediante CRL 12+ 4 Misurato da DR.SSA MOLINARCOLL A
Eta gestazionale alla data del prelievo 12+ 4 Cialifiche misurazione MT 51

Indici di Rischio (a termine)

Rischino

1:10 Rischio Combinato Trisomia 21
1:4475
Inferiore al cut-off

Rischio per etd
1:385

Rizchio Combinato Trisomia 18
=1:10000
Inferiare al cut-off

12154718 21 2325 2720 31 232336 37320 M 4245 47 48] Et3

Il risultato cosi calcolato dipende dal'accuratezza delle informazioni ripartate dal clinico referente
Un indice dirischio non esclude né accerta le patologie di riferimenta, quindi pud essere utilizzato solo in termini di

probahbilita statistica

Diata del referto

. Infariore al cut-off I:I Inferiare al cut-off, ma zapra il rischio per ata I:I Supeariore al cut-off




I risultato dell (R R

A Negativo
i Non  appropriato dire che il t
bisogna spiegare che la condizione di feto Down e lontana.
A Positivo

I Escludere altre cause di test di screening alterato (gravidanza
mul tipla o anomali e congenite a

I Ricontrollare la correttezza dei parametri (eta, peso, eta
gestazionale) che possono influenzare il calcolo del rischio

Ripetere lo screening non e raccomandato (Hackshaw AK Prenat
Diagn 2001).




