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Premessa

Nel gennaio 2015 I'Area di Programma Osservatorio Regionale per I'Innovazione
dell’Agenzia Sanitaria e Sociale Regionale ha ricevuto mandato dal Gruppo di
Coordinamento della Commissione Nascita della Regione Emilia-Romagna di
effettuare una valutazione tecnico-scientifica dei test prenatali non invasivi basati su
DNA (Non Invasive Prenatal Testing - NIPT).

Con Determinazione n.3223/2015 dell'’Agenzia Sanitaria e Sociale Regionale é stato
costituito un gruppo di lavoro multidisciplinare con il compito di formulare
raccomandazioni relative all'utilizzo e inserimento dei nuovi test genetici nell'attuale
percorso di indagini prenatali per la diagnosi di aneuploidie cromosomiche fetali

(T13, T18, T21 e dei cromosomi sessuali).

Di seguito viene riportato un resoconto delle attivita svolte dal gruppo di lavoro,

presentato alla Commissione Nascita in data 21 gennaio 2016.

Il rapporto tecnico-scientifico completo sul processo di valutazione € in corso di
finalizzazione e verra pubblicato sul sito della ASSR (http://assr.regione.emilia-

romagna.it/it).
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1. Introduzione

Il percorso di indagini prenatali in Regione Emilia-Romagna

Attualmente, in Emilia-Romagna, il ri-calcolo del rischio di aneuploidie fetali viene
proposto a tutte le donne in gravidanza ed effettuato mediante il test combinato. Il
test combinato calcola il rischio di aneuploidie fetali attraverso un algoritmo [Wilson
2013] che combina

I'eta della madre

i valori di due markers sierologici materni (maternal serum pregnancy-
associated plasma protein-A, PAPP-A, e maternal serum b-human chorionic
gonadotrophin, b-hCG) misurati tra 10+0 e 14+! settimane di gestazione

il valore della translucenza nucale misurata ecograficamente tra 11+2 e 14+0

settimane di gestazione

Il test combinato fornisce una stima della probabilita individuale di partorire un feto
affetto da trisomia 13, 18 0 21; puo inoltre essere d’aiuto nella determinazione di altre
anomalie congenite, quali i difetti cardiaci [Wilson 2013]. Il risultato del test viene
presentato come probabilita che il feto sia affetto da anomalie dei cromosomi 13, 18 0
21.

La stima di probabilita individuale viene confrontata con un cut-off (in Regione
Emilia-Romagna definito pari a 1/250): nel caso in cui la probabilita individuale sia
inferiore al cut-off il risultato del test combinato é da ritenersi negativo, se invece il
valore individuale e superiore a 1/250, il risultato del test & da ritenersi positivo. In
questo ultimo caso alla donna viene offerta la possibilita di effettuare il test
diagnostico invasivo (villocentesi, CVS, entro 13+6 settimane o amniocentesi, a partire
da 15+0 settimane) per stabilire se il feto sia affetto 0 meno da aneuploidia fetale.
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Con Delibera regionale 533/2008 il test combinato é stato introdotto come test per le
indagini prenatali nel percorso nascita della Regione Emilia-Romagna. Dal rapporto
sui dati del 2014 del Certificato di Assistenza al Parto (CedAP) risulta una adesione al
test combinato da parte delle donne che portano a termine la gravidanza del 44%, con
una marcata variabilita di adesione tra le Aree Vaste (Figura 1). Il ricorso diretto alle
procedure diagnostiche invasive — non precedute da test combinato - risulta essere
del 14,6% delle donne che hanno partorito nel 2014 (12° Rapporto sui dati del
Certificato di Assistenza al Parto (CedAP) — Anno 2014).

Figura 1: Adesione al test combinato per eta e per Area Vasta (anno 2014)
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| Test Prenatali Non Invasivi (NIPT)

Con il termine Test Prenatali Non Invasivi (NIPT) si intende il riconoscimento della
presenza di aneuplodie autosomiche fetali attraverso I'analisi di frammenti di DNA
libero (cell-free DNA - cfDNA) presenti nel sangue materno. Il test viene proposto a
donne tra 10%0 e 14+0 settimane di gestazione e consiste in un prelievo di sangue

venoso della madre [Bianchi 2014].

Il cell-free DNA isolato nel sangue materno € un insieme del DNA libero fetale (cell-
free fetal DNA, cffDNA) e materno. Essendo i frammenti materni e fetali diversi in
lunghezza (166 appaiamenti di base per la madre e 143 per il feto), la differenza in
lunghezza tra il DNA fetale e quello materno viene sfruttata per
I'arricchimento selettivo del DNA fetale. 1l cffDNA é presente nel sangue materno in
proporzioni variabili a seconda dell'epoca gestazionale e la sua concentrazione
aumenta gradualmente durante la gravidanza: puo essere rilevato a partire dalla
quinta settimana e quasi sempre dopo la nona. Viene rapidamente rimosso dalla

circolazione materna subito dopo il parto.

Oltre che dall'epoca gestazionale, la concentrazione di cffDNA dipende anche dal peso
corporeo materno, in quanto la concentrazione di CcffDNA diminuisce
proporzionalmente con il crescere del peso corporeo della gestante. Inoltre la
rilevazione di aneuploidie attraverso questa metodica presenta particolari difficolta

nelle gravidanze multiple.

Il DNA fetale libero circolante e isolato dalla componente plasmatica del sangue
materno e sottoposto a processo di sequenziamento massivo parallelo per il

rilevamento di aneuploidie,.

Attualmente sono disponibili tre tipi di tecniche di sequenziamento: Massive Parallel
Sequencing - MPS, che sequenzia l'intero genoma, Targeted Sequencing
Chromosome o Selective Sequence Analysis (CSS), che limita il processo ai
cromosomi di interesse (e.g., 13, 18, 21, X, and Y), e la tecnica del Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs) che utilizza le differenze nel polimorfismo del singolo
nucleotide tra madre e feto.
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Gli NIPT non sono test diagnostici, bensi test per il ri-calcolo del rischio di presenza
di aneuploidie fetali, che per essere confermata necessita di procedure diagnostiche

invasive. | risultati vengono forniti sotto forma di rischio (alto o basso).

Gli NIPT presentano le seguenti potenzialita:

1. capacita di fornire un calcolo piu accurato del rischio di trisomia 13, 18 e 21
rispetto al test combinato, portando a una riduzione dei falsi positivi e, quindi,
delle donne con feto sano alle quali — sulla base del risultato del test - viene
proposto I'intervento diagnostico invasivo;

2. capacita di fornire un calcolo del rischio di aneuploidie fetali piu precocemente
rispetto al test combinato.

In Regione Emilia-Romagna gli NIPT non sono rimborsati dal Servizio sanitario

regionale, ma possono essere eseguiti solo privatamente.
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2.0biettivi

Valutare accuratezza diagnostica, efficacia clinica e sicurezza
dei Test Prenatali Non Invasivi (NIPT) e formulare
raccomandazioni relative al loro utilizzo e inserimento
nell'attuale percorso di indagini prenatali per la diagnosi di
aneuploidie cromosomiche fetali.

3. Metodi

Durante la riunione di insediamento - tenutasi il 4 marzo 2015 - il gruppo di lavoro
ha concordato la seguente metodologia per il raggiungimento degli obiettivi

assegnati.

3.1 Definizione dei quesiti di ricerca

I quesiti di ricerca sono stati definiti dal gruppo di lavoro nel corso di due riunioni
collegiali (4 e 19 Marzo 2015) utilizzando il metodo GRADE per la formulazione di
raccomandazioni per la pratica clinica (Schiinemann 2008). Il metodo prevede che -
per ogni quesito di ricerca - il gruppo condivida la definizione della popolazione
target, dell'intervento da valutare e dell'appropriato comparatore e che identifichi gli
esiti clinici e organizzativi rilevanti, classificandoli per livello di importanza (critico,
importante, non importante). L'importanza di ogni esito é stata stabilita attraverso la
media matematica del voto (tra 1 e 9) espresso individualmente da ogni componente

del gruppo di lavoro (escluso il gruppo tecnico).
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3.2 Revisione sistematica della letteratura

Una revisione sistematica della letteratura, necessaria a rispondere ai quesiti
identificati dal gruppo di lavoro, e stata effettuata dal gruppo tecnico dell'Area di
Programma Osservatorio Regionale per I'lnnovazione.

La ricerca in letteratura é stata effettuata - inizialmente con data 1 gennaio 2011/6
marzo 2015 - nelle seguenti banche dati: MEDLINE, MEDLINE InProcess, EMBASE,
Cochrane Library: Cochrane Database of Systematic Reviews. La ricerca é stata
limitata a studi pubblicati in lingua inglese, italiana, francese e spagnola ed é stata
aggiornata in data 2 e 20 Aprile e 15 Maggio 2015.

Due revisori indipendenti hanno verificato I'eligibilita degli studi applicando i
seguenti criteri di inclusione: studi randomizzati-controllati; studi cross-sectional
prospettici che confrontano NIPT con test combinato e Reference Standard o con solo
Reference Standard (test diagnostico invasivo o esito alla nascita). Serie temporali
interrotte prospettiche sono state incluse per valutare gli esiti diversi dall'accuratezza
diagnostica,

Sono stati inclusi solamente gli studi per i quali e stato possibile ottenere o
estrapolare valori per i Veri Positivi, Veri Negativi, Falsi Positivi e Falsi Negativi; gli
studi con insufficienti informazioni sui metodi o con una percentuale di validazione
dei risultati dei test in studio inferiore all'85% sono stati esclusi. Sono stati esclusi gli

studi sulle gravidanze multiple.

La qualita degli studi é stata valutata applicando i criteri forniti dalla checklist
QUADAS-2 (Whiting 2003), da Cochrane Handbook (Higgins 2011) e EPOC group
(EPOC 2013).

La qualita delle evidenze ¢ stata valutata applicando il metodo GRADE che classifica

la qualita relativa a una determinata stima in "alta", "moderata”, "bassa" e "molto
bassa" (Guyatt 2008; Schiinemann 2008; Balshem 2011).

Gli studi sono stati analizzati estraendo i dati in apposite tabelle e i dati di accuratezza
diagnostica (sensibilita e specificitd) sono stati riportati in forest-plot per il calcolo

della stima metanalitica.
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3.3 Presentazione dei risultati al gruppo di lavoro

I risultati della revisione sistematica della letteratura sull'accuratezza diagnostica
degli NIPT e del comparatore (test combinato) sono stati presentati al gruppo di
lavoro secondo la metodologia GRADE per lo sviluppo di raccomandazioni per i test
diagnostici (Schinemann 2008). Per confrontare le diverse strategie di screening
(test combinato seguito da procedure diagnostiche invasive versus NIPT seguito da
procedure diagnostiche invasive oppure test combinato seguito da procedure
diagnostiche invasive versus test combinato seguito da NIPT, seguito da procedure
diagnostiche invasive), sono stati riportati i valori dei Veri Positivi, Veri Negativi,
Falsi Positivi e Falsi Negativi dei test in studio (Gigerenzer 2007). | valori sono stati
ottenuti attraverso una simulazione dell’applicazione delle stime di sensibilita e
specificita alla popolazione target dell’lEmilia-Romagna e della corrispondente

probabilita pre-test della condizione target (Trisomia 13, 18 e 21) (Gigerenzer 2007).

3.4 Sviluppo delle raccomandazioni

I metodo GRADE per lo sviluppo di raccomandazioni per i test diagnostici
(Schiinemann 2008) ¢ stato utilizzato dal gruppo di lavoro per decidere sull'utilizzo e
I'inserimento degli NIPT nell'attuale percorso prenatale per la diagnosi di aneuploidie
cromosomiche fetali.

Nel corso di due riunioni collegiali (in data 20 maggio e 5 giugno 2015) il gruppo di
lavoro ha discusso e valutato i rischi e i benefici delle diverse strategie possibili. Al
termine della discussione i componenti del gruppo (escluso il gruppo tecnico) hanno
espresso il proprio voto individuale sulla opportunita o meno di raccomandare i test.
Il risultato della votazione, analizzata sia per maggioranza che per consenso
attraverso il metodo RAND (RAND/UCLA Appropriateness Method), ha sancito la

conclusione dei lavori.
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4. Risultati

4.1 Quesiti di ricerca

Al termine della seconda riunione collegiale (10 marzo 2015), il gruppo di lavoro ha
definito tre quesiti di ricerca, per i quali ha dato mandato al gruppo tecnico di

effettuare la revisione sistematica della letteratura.

| tre quesiti espressi dal gruppo di lavoro sono :

1. I Test Prenatali Non Invasivi (NIPT) dovrebbero sostituire il test combinato
per tutte le donne che richiedono di essere sottoposte a indagini prenatali

per la diagnosi di Trisomia 13, 18 0 21?

2. | Test Prenatali Non Invasivi (NIPT) dovrebbero essere utilizzati in
aggiunta al test combinato per le donne identificate ad alto rischio
(superiore a 1/250) di Trisomia 13, 18 0 21?

3. | Test Prenatali Non Invasivi (NIPT) dovrebbero essere utilizzati in
aggiunta al test combinato per le donne identificate a rischio intermedio
(tra1/100 e 1/1000) di Trisomia 13, 18 0 21?

Gli esiti clinici e organizzativi individuati come rilevanti al fine di effettuare la
comparazione tra NIPT e Test Combinato sono riportati in Tabella 1, con indicato il

livello di importanza risultato dalla votazione del gruppo di lavoro.
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Tabella 1: Esiti rilevanti

Esito Livello di
Importanza
Veri Positivi : Donne portatrici di feto affetto a cui viene -
: S . Critico
offerta procedura diagnostica invasiva
Veri Negativi : Donne portatrici di feto non affetto che Critico
concludono il percorso
Falsi Positivi : Donne portatrici di feto non affetto a cui viene -
. L - Critico
offerta procedura diagnostica invasiva
Falsi Negativi : Donne portatrici di feto affetto a cui non viene .
. S . Critico
offerta procedura diagnostica invasiva
% di campioni inutilizzabili Importante
Numero 0 % di donne inviate a procedura diagnostica Critico
invasiva
Numero o % di eventi avversi correlati a procedura -
! o . Critico
diagnostica invasiva
Probabilita di completamento del percorso diagnostico in "
! . Critico
epoca gestazionale avanzata (oltre le 15 settimane)
Livello di ansia correlata al processo di indagini prenatali Importante
Complessita del percorso Importante
Costi Importante
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4.2 Revisione sistematica della letteratura

Quesito 1: NIPT in sostituzione al test combinato per la
popolazione generale di donne gravide

Accuratezza Diagnostica

Sono stati inclusi 10 studi cross-sectional prospettici di confronto tra NIPT e
Reference Standard oppure tra NIPT, test combinato e Reference Standard (Bianchi
2014, Comas 2014, Dan 2012, Lau 2014, Norton 2015, Pergament 2014, Quezada
2015, Shaw 2014, Song 2015, Zhang 2015).

Il Reference Standard utilizzato € il test invasivo (villocentesi o amniocentesi) oppure
I’esito alla nascita, eseguito su almeno I'85% dei soggetti reclutati, eccetto in due studi
(Dan 2012, Zhang 2015).

La popolazione inclusa negli studi ¢ sia popolazione generale di donne in gravidanza
che mista per livello di rischio e il numero totale delle donne in studio sottoposte

anche a Reference Standard é risultato essere 145958.

La qualita degli studi e risultata essere buona, permettendo di eseguire una
metanalisi, Il disegno di studio € risultato appropriato senza rilevanti bias di
conduzione, le stime di sensibilita e specificita risultano concordanti. Gli intervalli di
confidenza per la specificita sono piuttosto stretti e simili tra gli studi, mentre per la
sensibilita si registra una maggiore variabilita di ampiezza dell'intervallo di
confidenza. Poiché solo 4 studi riportano le stime di sensibilita e specificita del test
combinato, la stima di sensibilita e specificita del test combinato é stata derivata dalla

letteratura secondaria di riferimento .

Due studi con attrition bias (meno dell’85% dei soggetti inclusi sottoposti a
Reference Standard) sono stati comunque inclusi per via della grande dimensione.
Un’analisi di sensibilita effettuata eliminando i due studi con attrition bias non ha

evidenziato cambiamenti sostanziali nelle stime e intervalli di confidenza.




Il principale elemento di criticita per trasferibilita e applicabilita delle stime di
sensibilita e specificita al quesito d’'interesse é l'alta prevalenza di donne ad alto
rischio, rispetto a quanto atteso nella popolazione generale di donne gravide,
riscontrata in tre (Dan 2012, Pergament 2014, Shaw 2014) dei 10 studi. La qualita
totale delle evidenze per la stima metanalitica di sensibilita e specificita é stata
pertanto considerata "moderata”.

In Tabella 2 sono riportati i risultati della metanalisi, mentre nella Figura 2 é
rappresentato il forest plot delle stime per gli NIPT riportate dai singoli studi:
sensibilita e specificita (1.C. 95%), Veri Positivi (TP), Falsi Positivi (FP), Falsi Negativi
(FN) e Veri Negativi (TN).

Tabella 2: Risultati della metanalisi

Accuratezza diagnostica Stima Qualita delle
T21+T18+T13 evidenze

Sensibilita NIPT 99.43% (97.43%-99.87%) Moderata
(pooled)

Test combinato* | 85% *
Specificita NIPT 99.91% (99.80%-99.95%) Moderata
(pooled)

Test combinato* | 95% *
Test Failure
(mediana + range) NIPT 1.5 % (0.0% - 8.8%) Alta

Pre-Test Probability
(prevalenza media) T21+T18+T13 | 2.9% Moderata

* stime tratte da Messerlian GM, Farina A, Palomaki GE. First trimester combined test and integrated tests for
screening for Down syndrome and trisomy 18. Uptodate, April 2015.
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Figura 2: Forest plot di sensibilita e specificita di NIPT (T21, T18, T13).

TP FP FN TH Total Sensitivity (95% CI) Specificity (95% CI)  Sensitivity (95% Cl) Specificity (95% CI)
Bianchi 2014 7 9 0 1936 1852.0 1.00[0.59, 1.00] 1.00[0.99,1.00] — L
Comas 2014 4 o o 320 3240 1.00[0.40,1.00] 1.00[0.99,1.00] — L
Dan 2012 180 2.0 7342 748240 1.00[0.98 1.00] 1.00[1.00,1.00] . .
Lau 2014 18 o 0 1941 1859.0 1.00([0.81,1.00] 1.00[1.00,1.00] —=a L
Moran 2014 43 12 1 15773 148410 0.92[0.89, 1.00] 1.00[1.00,1.00] —a .
Pergament 2014 94 1 1 a64 965.0 0.99[0.94, 1.00] 1.00[0.99,1.00] - u
Quezada 2015 43 g 4 2730 2785.0 0.91 [0.80, 0.99] 1.00[0.99,1.00] —= u
Shaw 2014 22 o0 178 200.0 1.00[0.85 1.00] 1.00[0.9%,1.00] —a u
Song 2013 11 1 0 1729 1741.0 1.00[0.72, 1.00] 1.00[1.00,1.00] —=a L
Zhang 2014 909 157 9 111494 1126659.0 0.99[0.95 1.00] toopootoQop oo .F

Nt os om0 0z 0 06 08 1
Summary Sensitivity: 99.43% (97.43%-99.87%)

Summary Specificity: 99.91% (99.80%-99.95%)

Test Failure

Per valutare la percentuale di campioni inutilizzabili sono stati inclusi i medesimi
dieci studi di accuratezza diagnostica prospettici di buona qualita, con popolazione
generale e mista per livello di rischio, per un totale di donne sottoposta a Index text di
185180.

La percentuale mediana di campioni inutilizzabili & risultata essere 1.5% (range:

0.0% - 8.8%) e la qualita della stima e stata giudicata "alta".

Numero o % di donne inviate a successivo test diagnostico invasivo

E' stato incluso uno studio osservazionale prima-dopo (Larion 2014) rianalizzato
secondo il metodo delle Serie Temporali Interrotte, condotto negli Stati Uniti sulla
popolazione generale di donne gravide, che ha raccolto i dati nell’arco di 51 mesi per
un totale di 1385 test invasivi tra amniocentesi e villocentesi. Lo studio ha
confrontato il periodo pre-introduzione del test NIPT (aprile 2009 — febbraio 2012)
con il periodo post introduzione del test, (marzo 2012 - giugno 2013; data di
introduzione del test: marzo 2012). Il disegno di studio prima-dopo non é stato

giudicato appropriato per valutare I'impatto dell’intervento sull’esito. Tuttavia sono
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stati contattati gli autori, che hanno fornito i dati su base mensile, permettendo di
includere lo studio ed effettuare una analisi statistica piu affidabile, pur non ovviando

ai bias strutturali del disegno di studio.

L'analisi ha fornito un risultato di "nessuna differenza” per quanto concerne
I'amniocentesi e di diminuzione di 0.5/mese per la villocentesi. La qualita delle

evidenze é stata giudicata " molto bassa"

Numero o % di eventi avversi correlati a procedura diagnostica invasiva

Nessuno studio reperito e incluso.

Probabilita di completamento del percorso diagnostico in epoca
gestazionale avanzata (oltre 15 settimane di eta gestazionale)

Nessuno studio reperito e incluso.

Livello di ansia correlata al processo di screening

Nessuno studio reperito e incluso.

Complessita del percorso di screening

Nessuno studio reperito e incluso

Costi

Sono stati inclusi 6 studi di comparazione tra NIPT e test combinato (o una chiara
descrizione della pratica corrente) su popolazione generale di donne gravide, che
riportano (o permettono di calcolare) il costo incrementale per T21 diagnosticata, il
costo incrementale per evento avverso grave da test invasivo evitato (aborto
spontaneo) e lI'impatto complessivo sul budget (Ayres 2014; Beulen 2014; Morris
2014; Neyt 2014; Okun 2014; Walker 2014).

Gli studi sono di buona qualita, ma con una elevata eterogeneita, dovuta sia alla
valorizzazione dei parametri di input che alla prospettiva di analisi adottata: alcuni
studi includono i costi dell’eventuale aborto spontaneo, interruzione di gravidanza

e/o della tipologia di parto; altri ancora includono i costi sanitari e/o0 i costi non
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sanitari associati alla vita di un soggetto con Sindrome di Down. Per la valorizzazione

dei parametri, quasi tutti gli studi utilizzano come proxy il costo dei test: costo
mediano NIPT €571 (range €322 — €1,079); costo mediano test combinato €104

(range €36 — €340); costo mediano test invasivo € 935 (range €199.17 — €1,501).

Nonostante l'alta qualita degli studi, la qualita delle evidenze relativa alle stime

fornite e risultata bassa per la scarsa trasferibilita. Questo risultato e frequente per gli

studi di impatto economico, che risultano utili principalmente come termine di

riferimento per la conduzione di una valutazione economica ad hoc relativa al

contesto di interesse. La Tabella 3 riporta i risultati degli studi presi in esame.

Tabella 3: Risultati (mediana e range) dei costi

Costi

Costo incrementale per T21 diagnosticata :
mediana: € 537,909
range: € 305,444 — € 1358,387

Costo incrementale per evento avverso evitato:
mediana: € 1595,257
range: € 703,746— € 6398,2

Bassa

Impatto sul budget: 4 volte budget pratica corrente ( range 1.9-
12.7 volte budget pratica corrente )

Bassa
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Quesito 2: NIPT in aggiunta al test combinato per le
donne con livello di rischio superiore a 1/250

Accuratezza Diagnostica

Sono stati inclusi 8 studi cross-sectional prospettici (Li 2015, Liang 2013, Nicolaides
2013, Norton 2012, Porreco 2014, Song 2015, Stumm 2014, Verweij 2013) di
confronto tra NIPT e Reference Standard eseguito su almeno I'85% dei soggetti
reclutati. Gli studi inclusi hanno utilizzato come Reference Standard il test invasivo
(villocentesi o amniocentesi) oppure l'esito alla nascita e hanno reclutato una
popolazione ad alto rischio mista: positiva al test combinato e/o definita ad alto
rischio sulla base di altri criteri. Il totale delle donne sottoposte a Index Test e

Reference Standard ammonta a 8112.

Gli studi sono di buona qualita e hanno permesso di eseguire una metanalisi. |l
disegno di studio é risultato appropriato e I'unico bias rilevante é il reclutamento
spesso opportunistico delle donne. Le stime di sensibilita risultano lievemente
variabili, con intervalli di confidenza ampi solo per gli studi di piccole dimensioni e a
bassa prevalenza della condizione target. Le stime di specificita risultano concordanti

con intervalli di confidenza molto stretti.

Il principale elemento di criticita per la trasferibilita e applicabilita delle stime di
sensibilita e specificita al quesito d’interesse & rappresentato dal fatto che la
popolazione ad alto rischio & spesso definita come avente indicazione per il test
invasivo. Tuttavia l'indicazione al test invasivo ha una definizione variabile, che
include la positivita al test combinato, I'eta materna avanzata, la familiarita e I'ansia
materna. La qualita totale delle evidenze per la stima metanalitica di sensibilita e
specificita é stata pertanto considerata "moderata".

In Tabella 4 sono riportati i risultati della metanalisi, mentre nella Figura 3 é
rappresentato il forest plot delle stime per gli NIPT riportate dai singoli studi:
sensibilita e specificita (1.C. 95%), Veri Positivi (TP), Falsi Positivi (FP), Falsi Negativi
(FN) e Veri Negativi (TN).
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Tabella 4: Risultati della metanalisi

Accuratezza diagnostica Qualita delle
T21+T18 + T13 evidenze
Sensibilita

(pooled) NIPT 98.05% (96.79%-99.31%) Moderata
Specificita

(pooled) NIPT 99.91% (99.84%-99.98%) Moderata

Test Failure
(mediana + range)
Pre-Test Probability
(prevalenza media)

NPT 4.6 % (0,5% - 6,3%) Alta

T21+T18+T13 | 7.3% Moderata

Figura 3: Forest plot NIPT (T21, T18, T13)

Study TP FP FN TN Total coverage Prevalence targetcondition Technique Sensitivity (95% ClI) Specificity (95% Cl) Sensitivity (95% CI)  Specificity (95% CI)

Liang 2013 58 1 0 353 4120 >=85% 141 MPS 1.00[0.94, 1.00] 1.00[0.98, 1.00] - L
Nicolaides2013 29 0 0 200 2290 >=85% 12.7 SNP 1.00[0.88, 1.00] 1.00[0.98, 1.00] - L
Norton 2012 118 3 1 2958 3080.0 >=85% 4.0 CSsS 0.99[0.95, 1.00] 1.00[1.00, 1.00] u u
Porreco 2014 187 3 5 3127 33220 >=85% 5.6 MPS 0.97[0.94,0.99] 1.00[1.00, 1.00] u u
Song 2015 4 0 0 200 2040 >=85% 20 MPS 1.00 [0.40, 1.00] 1.00[0.98, 1.00] - =t L
Stumm 2014 40 0 2 430 4720 >=85% 8.9 MPS 0.95[0.84,0.99] 1.00[0.99, 1.00] & L
Verweij 2013 17 0 1 486 5040 >=85% 3.46 SNP 0.94[0.73, 1.00] 100[0.99,1.00] 4 | 4 T' f

002040608 1 00204 0608

-

Summary Sensitivity: 98.05% (96.79%-99.31%)

Summary Specificity: 99.91% (99.84%-99.98%)

Test Failure

Per valutare la percentuale di campioni inutilizzabili sono stati inclusi i medesimi 7
studi di accuratezza diagnostica prospettici di buona qualita, con popolazione ad alto

rischio, per un totale di donne sottoposta a Index text di 8572

by

La percentuale mediana di campioni inutilizzabili é risultata essere 4.6 % (range:

0,5% - 6,3%) e la qualita della stima é stata giudicata "alta".
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Numero o % di donne inviate a successivo test diagnostico invasivo

E' stato incluso uno studio osservazionale prima-dopo (Beamon 2014), rianalizzato
secondo il metodo delle Serie Temporali Interrotte, condotto negli Stati Uniti su una
popolazione ad alto rischio, che ha raccolto i dati sui test invasivi dal maggio 2011 al
settembre 2012 (totale di 17 mesi per un totale di 208 test invasivi tra amniocentesi e

villocentesi). La data di introduzione del test &€ gennaio 2012.

La qualita delle evidenze ¢ risultata molto bassa in quanto il disegno di studio prima-
dopo non e stato giudicato appropriato per valutare I'impatto dell'intervento
sull’esito. Tuttavia nell’articolo gli autori hanno riportato i dati su base mensile,
permettendo di includere lo studio ed effettuare una analisi statistica piu affidabile,

pur non ovviando ai bias strutturali del disegno di studio

L'analisi ha fornito un risultato di "nessun impatto” in termini di riduzione di numero
o0 percentuale di amniocentesi e villocentesi. La qualita delle evidenze é stata

giudicata "molto bassa".

Numero o0 % di eventi avversi correlati a procedura diagnostica invasiva

Nessuno studio reperito e incluso.

Probabilita di completamento del percorso diagnostico in epoca
gestazionale avanzata (oltre le 15 settimane)

Nessuno studio reperito e incluso.

Livello di ansia correlata al processo di screening

Nessuno studio reperito e incluso.

Complessita del percorso di screening

Nessuno studio reperito e incluso
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Costi

Sono stati inclusi 8 studi di comparazione tra NIPT e test combinato (o una chiara
descrizione della pratica corrente), che riportano (o permettono di calcolare) il costo
incrementale per T21 diagnosticata, il costo incrementale per evento avverso grave da
test invasivo evitato (aborto spontaneo) e I'impatto complessivo sul budget (Ayres
2014; Beulen 2014; Garfield 2012; Morris 2014; Neyt 2014; Okun 2014; O'Leary 2013;
Song 2013)

Gli studi sono di buona qualita ma con una elevata eterogeneita dovuta sia alla
valorizzazione dei parametri di input che alla prospettiva di analisi adottata: alcuni
studi includono i costi dell’eventuale aborto spontaneo, interruzione di gravidanza
e/o della tipologia di parto; altri ancora includono i costi sanitari e/0 i costi non
sanitari associati alla vita di un soggetto con Sindrome di Down. Per la valorizzazione
dei parametri, quasi tutti gli studi utilizzano come proxy il costo dei test: costo
mediano NIPT €571 (range €322 — €1,079); costo mediano TC €104 (range €36—
€340); costo mediano test invasivo € 935 (range €199.17 — €1,501).

Anche in questo caso, nonostante l'alta qualita degli studi, la qualita delle evidenze
relativa alle stime fornite é risultata bassa per la scarsa trasferibilita. La Tabella 5

riporta i risultati degli studi presi in esame.

Tabella 5: Risultati (mediana e range) dei costi

Esito Risultati Qualita delle
evidenze

Costo incrementale per T21 diagnosticata :

mediana: (-)€ 404 range: (-)€ 235,885 — € 2,674,952) Bassa

Costo incrementale per evento avverso evitato:

Costi mediana: € 950.29 range: (-)€ 659,303.29 — € 742,491.69

Bassa

Impatto sul budget:

mediana: 0.3% range: (-)11.1% — 21.2%
[N.B: in 4 studi il budget si riduce (mediana: (-)6.3%) Bassa
in 4 studi il budget aumenta (mediana: 5.6%)]
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Quesito 3: NIPT in aggiunta al test combinato per le
donne con livello di rischio tra 1\100 e 1\1000

Non é stato reperito alcuno studio per questo quesito.

2406




4.3 Presentazione dei risultati al gruppo di lavoro

Nella riunione collegiale del 20 maggio 2015 sono stati presentati al gruppo di lavoro
I risultati della revisione sistematica della letteratura relativi al Quesito 1 e Quesito 2,
sotto forma di Summary of Findings (metodo GRADE), riportando per ogni esito il

valore della stima estrapolato dagli studi inclusi e la qualita delle evidenze.

Poiché le evidenze piu robuste riguardano i dati di sensibilita e specificita,
I'attenzione si e principalmente focalizzata sul confronto tra le diverse strategie di

screening in termini di accuratezza diagnostica.

Quesito 1: NIPT in sostituzione al test combinato per la
popolazione generale

Applicando le stime di sensibilita e specificita del test combinato e degli NIPT alla
presunta popolazione generale annuale di donne gravide dell'Emilia-Romagna (circa
40000), con una probabilita pre-test per la Trisomia 21 stimata di 0,349%
(corrispondente a n. 140 Trisomie 21), sono stati calcolati e presentati al gruppo di
lavoro i valori stimati di Veri Positivi, Falsi Positivi, Veri Negativi e Falsi Negativi per

le due strategie a confronto (Figura 4).

Figura 4: Quesito 1 - NIPT in sostituzione al test combinato

. MIPT
M Q0 (00 _

» — (140 trisomie) Negativial  Positivial
MNegativi al Positivi al Prevalenza 0,345% Test Test
Test Test
39325 175
37338 2112 {FN 1) |FP 35)
(FM 21) (FP 1 993) “
‘ | l 175
T Illlz. . Test Invasivi
et Invasivi
trisomie
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Quesito 2: NIPT in aggiunta al test combinato per le
donne con livello di rischio superiore a 1/250

Per confrontare le due strategie di screening (utilizzo del solo test combinato versus
aggiunta degli NIPT alle donne con calcolo del rischio al test combinato superiore a
1\250), e stata presa in considerazione la medesima popolazione generale annuale di
donne gravide dell'Emilia-Romagna (circa 40 000), con una probabilita pre-test per
la Trisomia 21 stimata al 0,349% (corrispondente a n.140 Trisomie 21), e sono state
applicate le stime di sensibilita e specificita del NIPT al sottogruppo di popolazione
stimato con livello di rischio superiore a 1/250 (n. 2112), per il quale la probabilita
pre-test di Trisomia 21 & del 5,63% (corrispondente a n. 119 Trisomie 21). Sono quindi
stati calcolati e presentati al gruppo di lavoro i valori stimati di Veri Positivi, Falsi
Positivi, Veri Negativi e Falsi Negativi per le due strategie a confronto (Figura 5).

Figura5: Quesito 2 - NIPT in aggiunta al Test Combinato per rischio superiore a 1\250

;4000

Negativial  Positivial (140 trisomie) Negativial  Positivi al
Test Test Test Test
37888 2112 37888 2112

[FH 21) [FP 1 993) {Fh 21) {FP 1 993)

4 1

Test Invasivi Megativial  Positivial

M 2112 et ot

E (119 trisomie)
Prevalenza 5.63% 1533 119
{FH 2) [FP 2)

119
Test Invasivi

117
trisomie
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4.4 Sviluppo delle raccomandazioni

Il componenti del gruppo di lavoro sono stati chiamati a esprimere il proprio voto
sulla raccomandabilita degli NIPT nel percorso prenatale in Regione Emilia-
Romagna nel corso dei due incontri del 20 maggio 2015 e del 5 giugno 2015.

La prima votazione del 20 Maggio aveva la finalita di documentare il livello di
accordo/disaccordo tra i componenti, in quanto il gruppo auspicava di raggiungere
un giudizio unanime. In questa prima votazione tutti e 3 i quesiti sono stati valutati e
votati indipendentemente uno dall'altro e I'analisi dei voti ha registrato un accordo
nel raccomandare gli NIPT in sostituzione al test combinato per la popolazione
generale di donne in gravidanza (Quesito 1), un forte disaccordo nel raccomandare gli
NIPT in aggiunta al Test Combinato per le donne considerate ad alto rischio (Quesito
2) e un forte disaccordo nel raccomandare gli NIPT in aggiunta al test combinato per

le donne considerate a rischio intermedio (Quesito 3).

Durante la riunione del 5 giugno il gruppo di lavoro ha concordato di non prendere
piu in considerazione il terzo quesito - data l'assenza di dati di letteratura - e di
operare una scelta tra: raccomandare gli NIPT in sostituzione al test combinato
(Quesito 1); raccomandare gli NIPT in aggiunta al test combinato (Quesito 2); non

raccomandare gli NIPT in attesa di ulteriori evidenze; non raccomandare gli NIPT.

Per confrontare il trade-off tra rischi e benefici delle due strategie di screening con
NIPT, il gruppo ha discusso e confrontato le due strategie (Figura 6), tenendo
presente la presumibile differenza di impatto sui costi.

Secondo la simulazione, la prima strategia (NIPT in sostituzione al test combinato)
risulterebbe in una riduzione di procedure diagnostiche invasive pari a 1957 e alla
mancata identificazione di 1 Trisomia, mentre la seconda strategia (NIPT in aggiunta
al test combinato) risulterebbe in una riduzione di procedure diagnostiche invasive

pari a 1991 ed alla mancata identificazione di 23 trisomie.
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Figura 6: Trade off dei rischi e benefici tra le due strategie di screening
(replacement vs add-on)

MNegativi al Positivi al Q1 Sostituzione Negativi al Positivi al
Test Test Tast Test
37888 2112 39825 175
(Fr21) (FP1993) ‘L1957 [FN 1) (FP36)
‘ test invasivi non ‘
2112 . 175
Test Invasivi necessarl Test Invasivi

119 1 trisomia persa 139
trisomie trisomie

Negativi al Positivi al
| Test Combinato | 001 - o
Test Combinato
test invasivi non 37 888 2112
Megativi al Positivi al . (Frn21) (FP1993)
= P necessari
37388 2112 23 trisomie perse
(FN21) (FP1593) Megativi al Positivi al
‘ Test Test
1993 119
2112 (FM 2) (FP 2)
Test Invasivi
- Q2 in aggiunta 119

trisomie Test Invasivi

117
trisomie

Al termine della riunione i componenti del gruppo di lavoro hanno espresso il proprio
voto per la scelta di una tra le seguenti quattro raccomandazioni:

1. NIPT raccomandato in sostituzione al test combinato nella popolazione generale di
donne gravide.

2. NIPT raccomandato in aggiunta al test combinato nelle donne con un livello di
rischio superiore a 1/250.

3. NIPT non raccomandato in attesa di ulteriori evidenze.

4. NIPT non raccomandato

La votazione € risultata in un consenso unanime nel raccomandare

I'offerta _deqgli NIPT in sostituzione al Test Combinato nell'attuale

percorso prenatale della Regione Emilia-Romagna per la popolazione
generale di donne in gravidanza che desiderano sottoporsi a indagini

prenatali per la diagnosi di aneuploidie cromosomiche fetali.
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5. Conclusioni

La raccomandazione sull'inserimento degli NIPT nell'attuale percorso prenatale e
basata sulle evidenze scientifiche ed é stata sviluppata da un gruppo
multidisciplinare, in cui sono rappresentate competenze sanitarie, gestionali, legali,
etiche e di rappresentanza dei cittadini.

I lavori del gruppo sono iniziati il 4 marzo 2015 e si sono conclusi il 5 giugno 2015.

La metodologia utilizzata per lo sviluppo delle raccomandazioni - sperimentata e
consolidata a livello internazionale - ha conferito scientificitd e trasparenza alle
attivita.

Nell'ambito della revisione della letteratura & stato raccolto materiale utile ad
approfondire le ricadute economiche, le implicazioni organizzative, etiche e legali
conseguenti all'offerta dei test genetici prenatali non invasivi.

Se ne venisse riscontrata la necessita, tale materiale pud essere utilizzato per
sviluppare analisi di trasferibilita nel contesto della Regione Emilia-Romagna e per
supportare il gruppo di lavoro nella formulazione di strategie per I'implementazione

efficace e sicura degli NIPT.
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