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DIAGNOSI PRENATALE

Insieme di tecniche strumentali e di

laboratorio finalizzate alla identificazione di

patologie prima della nascita

La ricerca delle anomalie cromosomiche fetali rappresenta il principale motivo di

accesso alla diagnosi genetica prenatale



La conseguenza di gran lunga più 
frequente della patologia 
cromosomica è l’aborto

Patologia cromosomica

Le patologie cromosomiche, singolarmente rare, hanno un peso importante    
in termini di incidenza alla nascita e prevalenza nella popolazione generale

L’epoca prenatale è quindi il teatro in cui la patologia cromosomica svolge il ruolo di primo attore



Incidenza delle anomalie cromosomiche   



Test genetici prenatali  - tecniche invasive

La diagnosi prenatale delle anomalie cromosomiche si esegue tradizionalmente 
su campioni fetali prelevati nel I e II trimestre di gravidanza attraverso procedure 
di prelievo invasive





1998

Principali indicazioni alla diagnosi prenatale invasiva

 età materna avanzata (≥ 35 anni) 

 precedente figlio affetto da aneuploidia

 genitore con riarrangiamento strutturale non  associato ad   effetto fenotipico 

 genitore con aneuploidie dei cromosomi sessuali compatibili con la fertilità

 malformazioni evidenziate ecograficamente

 rischio per aneuploide ≥1/250 dopo  screening ecografico o biochimico



L’utilizzo dell’indicazione età materna avanzata per l’accesso alla diagnosi
prenatale invasiva ha portato ad un progressivo incremento del numero di
procedure invasive eseguite, con aumento relativo di perdite fetali e dei costi per
la gestione del numero crescente di esami effettuati

Età materna & aneuploidie



Da alcuni decenni sono state portate avanti diverse linee di ricerca finalizzate
allo sviluppo di procedure non invasive con l’intento di ridurre i rischi per il 
feto e di anticipare i tempi della diagnosi prenatale





L’introduzione dei vari  test biochimici e del test combinato ha consentito di prevedere un 
nuovo criterio di accesso alla diagnosi  invasiva, permettendo di raggiungere sensibilità 
più elevate rispetto all’utilizzo del criterio della sola età materna ma con tassi di falsi 
positivi di circa il 5%

Limiti 



Alla luce di quanto enunciato nel D.P.C.M. del 12 gennaio 2017 “Definizione e 

aggiornamento dei livelli essenziali di assistenza ”Allegato 10 C” CONDIZIONI DI 
ACCESSO ALLA DIAGNOSI PRENATALE INVASIVA, IN ESCLUSIONE  DALLA 
QUOTA DI PARTECIPAZIONE AL COSTO”, 
le condizioni per le quali è previsto l’accesso alla diagnosi prenatale invasiva sono:

Per le indagine citogenetiche:

 probabilità di trisomia 21, o di altre anomalie cromosomiche ≥1/300 al momento del test per la
valutazione del rischio nel primo trimestre (o ≥1/250 in caso di test nel secondo trimestre)
calcolata secondo i metodi indicati dalle Regioni tra quelli basati sulla età materna in
combinazione con altri parametri ecografici fetali e/o di laboratorio.

Tale calcolo dovrà essere effettuato utilizzando specifici protocolli nell’ambito di programmi che garantiscano
uniformità di accesso in tutto il territorio regionale, in Centri individuati dalle singole Regioni e sottoposti a
verifica continua della qualità.

 genitori con precedente figlio affetto da patologia cromosomica
 genitore portatore di riarrangiamento strutturale bilanciato dei cromosomi
 genitore con aneuploidia cromosomica omogenea o in mosaico
 anomalie fetali/della gravidanza evidenziate mediante ecografia.



cellule fetali intatte nel circolo ematico materno

Nonostante l’impegno profuso per anni 
non è stato possibile sviluppare, sulle 
cellule fetali, un approccio diagnostico 
trasferibile alla pratica clinica, a causa delle 
difficoltà di isolamento e analisi delle 
cellule stesse

o 1 in una popolazione di un miliardo di cellule

o Isolamento delle cellule fetali con metodi meccanici o chimici



 YM Dennis Lo  descrive per la prima volta la determinazione del sesso 

fetale attraverso l’analisi del cfDNA (cell-free DNA) estratto da plasma 

materno, in un gruppo di donne in gravidanza con feto di sesso maschile

Cell-free DNA



La presenza di DNA libero di origine fetale (cffDNA, cell-free fetal DNA)  
può essere utilizzata come test per la diagnosi prenatale non invasiva



Since its introduction to clinical practice in Hong Kong in 2011, NIPT has quickly spread across the globe.



Non Invasive Prenatal Testing 

Non Invasive Prenatal Diagnosis 

Non Invasive Prenatal Screening

acronimo più appropriato per descrivere
un test di screening quale  questo test  si 
posiziona



Le tecniche di sequenziamento di ultima generazione 
(Next Generation Sequencing, NGS) 

consentono di quantificare e analizzare i frammenti di DNA circolante 

Il DNA totale circolante (materno e fetale) viene sequenziato e il n. delle sequenze è quantitativamente
comparata con il numero di sequenze “atteso” per quel cromosoma in un campione euploide

La cattura del DNA fetale



3 METODI PER 
L’ANALISI DEL cffDNA



l’applicazione di algoritmi dedicati



 L'emivita è breve (circa 16 minuti), non dosabile 2 ore dopo il 
parto

cfDNA - CARATTERISTICHE

 Rappresenta circa il 10%  (3-20%) del DNA  extracellulare 
totale  nel plasma materno.

E’ presente sotto forma di frammenti di  dimensioni ridotte   

rispetto a quelli che costituiscono la frazione materna     

 Identificabile con accuratezza dopo la 7a  settimana                        

 La concentrazione tende ad aumentare progressivamente    
nel corso della gravidanza e può variare in presenza di 
aneuploidie fetali (diminuisce in trisomie 13 e 18, aumenta 
nella trisomia 21)

.       La placenta ed in particolare le cellule del sinciziotrofoblasto     
in apoptosi ne sono la fonte principale



Screening prenatale non invasivo nella pratica clinica

Il  trasferimento del  test  NIPT  nella pratica clinica ed il suo ruolo nella diagnosi
delle anomalie cromosomiche ha suscitato un profondo dibattito alimentato dallo
sviluppo di decine di trials clinici per definirne l’attendibilità



Screening prenatale non invasivo nella pratica clinica

NIPT ha avuto una evoluzione incontenibile, anche in virtù della presenza di interessi commerciali



NIPT  history

• 1997 : Lo et al.: cff DNA in maternal circulation

• 2001 : Fetal Rh(D) genotype 

• 2006 : Sexing fetus for :

1. X-linked genetic disorders

2. Sexing (China)

• 2011 : Detection trisomy 21/18/13 

• 2012 : > 100.000 NIPTs in USA and China 

• 2014 : > 500.000 NIPTs in USA, Europe and China 

• 2015  : > 1.000.000 NIPTs in USA, Europe and China 
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Aneuploidie autosomiche screenate da NIPT



Aneuploidie dei cromosomi sessuali screenate da NIPT



Screening prenatale non invasivo nella pratica clinica

PER LO SCREENING DELLA TRISOMIA 21 (T21) IL TEST PRESENTA 
L’ATTENDIBILITA’ MAGGIORE IN DONNE A RISCHIO AUMENTATO 

età materna maggiore di 35 anni, segni ecografici che depongono per un rischio 
aumentato di aneuploidie, BI-test positivo, precedenti gravidanze con feto
trisomico, traslocazioni bilanciate nei genitori che predispongono a T13 e T21)



(Metanalisi  di 35 studi rilevanti pubblicati  tra gennaio 2011 e dicembre 2016)



Screening prenatale non invasivo nella pratica clinica

NELLA POPOLAZIONE A BASSO RISCHIO RECENTI EVIDENZE PERMETTONO 
DI ASSERIRE CON RAGIONEVOLE CERTEZZA CHE I VALORI DI SENSIBILITA’ E 
SPECIFICITA’ DEL TEST SONO PRESSOCHE’ SOVRAPPONIBILI A QUELLI 
DELLA POPOLAZIONE A RISCHIO AUMENTATO.

In tale popolazione, però, a causa della più bassa incidenza delle trisomie 21, 18, 
13, che rappresentano una percentuale minore di tutte le anomalie riscontrate, il
valore predittivo positivo (VPP) risulta inferiore.

Gli screening convenzionali, eseguiti con test combinati biochimici ed
ecografici, hanno in questo ambito maggiore potere diagnostico.



NIPT e gravidanze gemellari

La performance del test per T21 sembrerebbe non 
differire da quelle delle gravidanze singole; per le 
altre  trisomie le performance non sono note.

Il risultato del test è unico per entrambi i gemelli e 
quindi non è possibile distinguere la condizione del 
singolo feto con il rischio di una percentuale di falsi 
negativi (FNR)



NIPT - RACCOMANDAZIONI

Con la diffusione di questo tipo di test, diverse Società Scientifiche si sono espresse con 
raccomandazioni per il suo impiego



 NON E’ UN TEST DIAGNOSTICO (un risultato negativo non 
assicura assenza di patologia), ma come test di screening 
presenta sensibilità e specificità elevate.

Il ruolo del test è quello di aumentare il potere predittivo
degli screening prenatali convenzionali (ecografici e    
biochimici) nella popolazione a rischio aumentato di 
aneuploidie e quindi si colloca come test di screening 
avanzato per la valutazione del rischio di trisomia 21, 18 e 13.

In questo contesto concorre nel ridurre il ricorso alla diagnosi
prenatale invasiva.

NIPT raccomandazioni



La presenza di falsi positivi e negativi è dovuta principalmente a mosaicismi feto-
placentari o a gravidanze gemellari in cui uno dei due gemelli sia stato riassorbito nelle
prime settimane di gestazione (vanishing twins), malattie tumorali materne o a
condizioni di mosaicismo cromosomico nella madre

NIPT raccomandazioni

 Un test positivo necessita di conferma diagnostica con 
approccio invasivo, preferenzialmente attraverso
prelievo di liquido amniotico. 



False Positive Rates for 
Autosomes 21, 18, 131

1Based on cumulative data from 6 trials for shotgun, 6 trials for targeted, and 2 trials for SNP based methods. 



La  monosomia  del  cromosoma  X  è 
l’aneuploidia maggiormente presente 
nei mosaicismi  feto-placentari 



Anche in caso di esito negativo, però, rimane un rischio residuo seppur 
molto basso, che il risultato rappresenti un falso negativo

 Un risultato indicativo di una “bassa probabilità di
trisomia” deve essere considerato, di massima, 
rassicurante per la donna, in considerazione dell’elevata
specificità del test e del suo elevato valore predittivo
negativo

NIPT raccomandazioni



 Dipende dalla frazione fetale

NIPT  raccomandazioni



NIPT  raccomandazioni

 Limitato alla valutazione di alcune aneuploidie



Solo T21/T13/T18 ???

T21, T18, T13
X, Y 

aneuploidie
Microdelezioni

Elevato tasso di falsi positivi

Consulenza più complessa

Rilevanza Clinica

Validazione dati

Detection rates

22q deletion syndrome 
(DiGeorge) 
5p (Cri-du-chat syndrome) 
15q (Prader-Willi/Angelman 
syndromes) 
1p (1p36 deletion syndrome)

FPR 0.03% PPV 62-95% 

E’ STATO PROPOSTO DI  AMPLIARE IL TEST ALLE PIU’ FREQUENTI MICRODELEZIONI 
MA QUESTI TEST NON SONO STATI ANCORA VALIDATI IN TRIALS CLINICI, IL VALORE 
PREDITTIVO POSITIVO (VPP) RISULTA ESTREMAMENTE BASSO E LA LORO UTILITA’ 
CLINICA NON E’ COMPROVATA.

LO SCREENING DELLE MICRODELEZIONI SU cfDNA AL MOMENTO NON E’ RACCOMANDATO

(Società Italiana di Genetica Umana-SIGU 2016, Society for Materna-Fetal Medicine- SMFM 2015)



NIPT  raccomandazioni

 Il test NIPT non sostituisce la DPI 
(con amniocentesi o villocentesi) che deve
rimanere una opzione percorribile

Novelli et al., 2012; Wapner et al., 2012

 In caso di anomalie ecografiche fetali resta
indicata la DPI per lo studio del cariotipo fetale, 
integrato eventualmente da altre tecniche
(array-CGH per sbilanciamenti submicroscopici
patogenetici-circa 6%) 



NIPT  raccomandazioni

 E’ necessario che le donne che intendano
sottoporsi al NIPT ricevano preliminarmente un 
Counselling appropriato

La semplicità di accesso, attraverso un prelievo venoso, rende il test 
molto popolare ed un uso improprio o un abuso molto probabile.

Il test deve quindi essere SEMPRE accompagnato da consulenza genetica 
durante la quale i limiti ed i benefici dell’esame devono essere chiaramente esposti.
In particolare, la consulenza genetica risulta di grande ausili nei casi in cui l’attitudine 
della coppia sia orientata verso un rifiuto dell’indagine invasiva.



“Il test genetico deve essere considerato un servizio integrato, nel

senso che deve essere sempre preceduto e seguito da una

informazione specifica (consulenza genetica collegata al test

genetico)” svolta esclusivamente dal medico o biologo specialisti in

Genetica Medica *

test  genetico

*Conferenza Stato-Regioni, 15 luglio 2004, Linee-Guida per le Attività di Genetica Medica ( G.U. n, 2024 -2004)-

Autorizzazione generale al trattamento dei dati genetici -15 dicembre 2016  (G.U. n. 303 del 29 dicembre 2016)-

DPCM  12 gennaio 2017-Definizione e aggiornamenti dei Livelli Essenziali di Assistenza (LEA) 

( G.U. n. 65 del 18 marzo 2017 )     

Una analisi genetica deve essere 
integrata in una consulenza 
genetica e non essere solo un 
test di laboratorio



Processo di comunicazione  

mettere il paziente in condizione di compiere scelte informate e consapevoli

Consulenza Genetica

bidirezionale



L’informativa e il consenso 
informato devono esplicitare i 
limiti del test insieme ai valori 
di incidenza del falso positivo 
e negativo e di VPP (valore 
predittivo positivo) e VPN 
(valore predittivo negativo)



Diversi studi  hanno analizzato possibili modelli di 
implementazione del NIPT tra gli esami proposti in 
gravidanza, valutandone i rapporti costi-beneficio



NIPS in Italia -Impatto economico e sociale

• Attualmente il test è offerto principalmente da strutture private collegate ad aziende 
commerciali

• Il test può interessare fino a 50000 donne all’anno

• Il costo, a carico dell’utente, è di 350-900 euro

• Molte pazienti lamentano l’inadeguatezza della consulenza pre- e post-test, della 
comunicazione dei limiti del test e del consenso informato

• Attualmente non è un esame inserito nei LEA



Le Linee Guida del Ministero della Salute sul NIPT (2015) esprimono la

necessita’ che

“a livello centrale (Ministero della Salute, SSN) e regionale (SSR), venga

presa in considerazione la sua introduzione come test di prima o di seconda

scelta, per il monitoraggio delle principali aneuploidie autosomiche”.

“Le caratteristiche del test raccomandano che esso venga eseguito presso un

numero ristretto di laboratori a livello nazionale, certificati, dotati di personale

con competenza specifica nelle tecniche di NGS e che partecipino a programmi

di controllo della qualità (Linee Guida del Ministero della Salute,2015); in modo

da poter contenere i costi dell’analisi che diventerebbero competitivi rispetto a

quelli attualmente coperti dai programmi di diagnosi prenatale invasiva”.







 Limitatamente alla T21 viene valutato l’impatto economico
dell’introduzione dei NIPT nel programma sanitario nazionale
Olandese e viene suggerito che la scelta più efficace sarebbe
l’applicazione di tale test come metodo principale di
screening

 Utilizzando il test da solo, il tasso di rilevazione della T21
poteva aumentare di oltre il 50%

 Impiegato come test di screening secondario opzionale, a
supporto dello screening combinato del primo trimestre, il
tasso di rilevazione della T21 poteva aumentare solo del 36%

 L’impiego come test di screening primario farebbe lievitare il
costo del programma nazionale Olandese di screening del
157%, mentre l’uso di NIPT come test secondario facoltativo
farebbe aumentare i costi solo del 21%

 L’uso di NIPT come test di screening principale è perciò
vincolato ad un significativo abbattimento dei costi della
tecnica



Le gestanti che ricevano un

risultato del test biochimico

con un rischio maggiore o

uguale ai 1/100 hanno accesso

diretto alla diagnosi prenatale

invasiva.
Le gestanti il cui rischio dopo test biochimico risulti 
compreso tra 1/101 ed 1/2.500 viene offerta la 
possibilità di accedere alla NIPT/NIPS e se questo da 
un risultato ad alto rischio la donna potrà accedere 
alla diagnosi prenatale invasiva con la spesa a 
completo carico del SSN.

Alle gestanti il cui rischio dopo test

biochimico risulti più basso di 1:2.500 non

vengono offerti ulteriori indagini .

Caratteristiche:

-RIDUZIONE FALSI NEGATIVI per

T21, T18, T13

-RIDUZIONE FALSI POSITIVI

-RIDUZIONE DIAGNOSI INVASIVE

-RIDUZIONE ABORTI SPONTANEI

legati alle procedure di prelievo

-COSTI DA VALUTARE rispetto ai

costi dei programmi attuati

al momento nelle varie regioni.

OBIETTIVO COMUNE

RIDURRE IL RICORSO ALLE 
TECNICHE INVASIVE 
SELEZIONANDO PIU’ 

ACCURATAMENTE LE DONNE A 
RISCHIO



CONCLUSIONI

Si presuppone che in un futuro prossimo, una tecnologia in continua 
evoluzione, contribuirà  ad  aumentarne  ancora  di  più  la  capacità 
predittiva e, di conseguenza, potrebbero cambiare le indicazioni alla 
sua esecuzione.

Lo studio del cfDNA, se utilizzato come test di screening per il rischio
di trisomia 21, 18, 13, rappresenta un approccio sicuro ed efficace ed
un miglioramento nel percorso della gravidanza fisiologica



CONCLUSIONI

Si  auspica  pertanto  che  tale  discriminazione  possa  a  breve essere 
corretta  attraverso  l’inserimento  di tale screening,  CON LE DOVUTE 
LIMITAZIONI, tra i test offerti dal Sistema Sanitario Nazionale.

Lo screening prenatale da cell-free fetal DNA nel sangue materno, in
quanto erogato prevalentemente dal settore privato, e perciò a
totale carico dell’utente, introduce un aspetto di discriminazione nel
trattamento sanitario.
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