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I test non invasivi per la diagnosi prenatale



Items

• Estensione ad altri cromosomi

• NT e DNA fetale

• Soft marker e DNA fetale 

• Microdelezioni – Sindrome di Di George (22q11)

• Pannelli per le malattie mendeliane

• Mancata risposta: ff bassa 

• ffcfDNA e patologie ostetriche



SCA

1. Motivi etici  (non facile correlazione fra genotipo e fenotipo)

2. Screening meno accurato (90.3% DR FPR 0.23% Gil et al.)

3. Falsi positivi da mosaicismo placentare 

4. Mosaicismo materno dell’X  (non per il metodo SNPs)

5. SCA della madre  non diagnosticate 



Altri cromosomi

• Set di anomalie molto variabile e non ben definite 

(specialmente se diagnosi al 2 trimestre)

• Alcuni cromosomi come il 6, 7, 11, 14, 15, e 20 vanno

incontro a disomie uniparentali



• Lichtenbelt,15:  When NIPT for trisomies 13, 18, and 21 is 
offered to all women, NT measurement by itself has a limited 
added clinical value for the detection of fetal chromosomal 
anomalies.

• O’Brien,17: A positive NT ultrasound scan did not add to the 
cases of aneuploidy that were detected by cfDNA screening.

• Langlois,17: For women with a negative cfDNA screening 
result, NT measurement has limited clinical utility.

Is nuchal translucency measurement useful 
when cell-free DNA testing is performed?



Anomalie 

identificabili col

fDNA base (T21,T18,T13)

Anomalie 

identificabili col

fDNA avanzato 

(altri Chr, microdel))

Casi con
Malformazioni
Al 1 trimestre

Malformazioni al

2 trimestre e S. Noonan

5

10

15

20

25

30

35

Frequenza delle anomalie genetiche NT>99 

centile 

30

6 7
8

Cortesia del prof Borrell University of Barcelona

N=226



I soft marker  come CPC, Foci iperecogeni, pielectasia minima, 

ventricolomegalia minima sono irrilevanti  

Altri come la venticolomegalia moderata, l’intestino iperecogeno, lunghezza 

femore/omero<2.5 centile e pielectasia sono da considerare per possibili 

malattie cromosomiche/mendeliane/infettive  e nongenetiche (Winter and 

Rose, 2018) 



diagnostic testing should not be recommended to patients solely for the indication of an isolated soft marker in the setting 

of a negative cell-free DNA screen (GRADE 2B) in women with an isolated soft marker that has no other clinical 

implications (ie, choroid plexus cyst or echogenic intracardiac focus) and a negative cell-free DNA screen, we

recommend describing the finding as not clinically significant or as a normal variant (GRADE 2B);

All women in whom a structural abnormality is identified by ultrasound should be offered diagnostic

testing with chromosomal microarray (GRADE 1A)

1A: Strong recommendation,high-quality evidence

1B; Strong recommendation, moderate-quality evidence

2B: Weak recommendation, moderate-quality evidence



NT e soft Marker vs cff-DNA

• Per la diagnosi delle Trisomie più comuni i soft marker non hanno alcuna 

utilità

• Nessun LR è in grado di riportare ad un valore di rischio >1:300 un DNA 

fetale negativo

• Non è corretto utilizzare marker meno sensibili solo sulla base temporale 

degli eventi

• NT>99 può essere utile ad identificare patologie rare cromosomiche, 

subcromosomiche e mendeliane 

• Alcuni soft marker se oltre il valore minimo (VM, DCP) possono essere utili 

per cariotipo molecolare

• In un sospetto di quadro sindromico è raccomandabile un cariotipo 

molecolare 



Microdelezioni

1Snijders, et al. Ultrasound Obstet Gynecol 1999;13:167–170. 
2Combined prevalence using higher end of published ranges from Gross et. al., Prenatal Diagnosis 2011; 39, 259-266; and www.genetests.org. 

Total prevalence may range from 1/1071 - 1/2206.





** Sensitivity estimated across the observed size distribution of each syndrome [per ISCA database nstd37] 

and across the range of fetal fractions

observed in routine clinical NIPT. Figures in parentheses indicate upper and lower estimates for sensitivity at 

the lowest reportable fetal fraction (4%)

and at fetal fraction ≥20%, respectively. Actual sensitivity can also be influenced by other factors such as the 

size of the event, total sequence counts,

amplification bias, or sequence bias.







Manca la Sensibilità e i FP



22q11:  Sequenom vs. Natera

Sequenom

• Frazione fetale più alta (>4%)

• Size media 2.6 Mb

• Sensibilità del 17% se la frazione 

fetale è >4%

• Sensibilità dell’94% per frazione 

fetale >=20%

• VPP Non riportato

Natera

• Frazione fetale più bassa (2.8%)  

• 672 SNPs targeting fino a md 

>2.91 Mb nella regione 22q11.2 

(87%) di tutti i casi di 22q cases. 

• Non  validato per  delezioni più

piccole, anche se 

occasionalmente si trovano

1.2Mb. 

• Alta sensibilità (99%) 

• VPP 20%



Quante S. di DiGeorge ??????





















Conclusioni

• Quadro in rapida evoluzione

• Competenza di genetica clinica e molecolare

• Alta aspettativa delle pazienti (spesso inaccettabile la performance del 

test combinato)

• Offerta «privata» deve essere «provata» da pubblicazioni su casistiche 

prospettiche

• La diagnosi invasiva del futuro ha un nuovo ruolo molto più mirato e di 

alta competenza



Cause di Falsi positivi

• Mosaicismo confinato alla placenta I e III

• Trapianti d’organo (per il sesso) 

• Donne politrasfuse

• Small copy number variant (CNV) materne (17% di tutti i FP)

• Patologie oncologiche materne

• Mosaicismo X materno (10 circa di tutti i NIPT positivi per SCA)

• Discordanza fra T21 al NIPT e presenza di UPD Chr21 alla amnio (Pan et al)

• Lo screening per le microdelezioni ha un alto tasso di FP

• Eparina (più frammenti con CG) : solo per il counting non normalizzato (z-

score) falso positivo per la T18

Riguarda counting e SNP

Riguarda solo SNP

Riguarda solo counting



Cause Falsi negativi

• Mosaicismo tipo V

• Mosaicismo sotto il 30% non sembra essere visto al NIPT (dubbi con la correlazione clinica). 

Equilibrio fra ff e % di mosaicismo

• Triploidia (counting)

• No call (cut-off ?? 4% in Norton et al 4.7%) Diverso rate di no call fra SNP e Counting) . La 

ripetizione del test ha un rate di successo del 60-70%

• FF basse sembrano associate ad un maggior rate di aneuploidia

• No call rate e pazienti politrasfuse per SNP (?)

• Presenza contemporanea di duplicazioni e delezioni a carico dello stesso Chr (falsa 

normalizzazione) che produce  uno z-score entro i limiti ma che nel feto è clinicamente 

rilevante  (descritto per il Chr13 da Buysse et al)

• Problemi tecnici (variabilità intercromosomica nel contenuto delle basi CG)

• Eparina (più frammenti con CG) : solo per il counting non normalizzato (z-score) falso 

negativo per la T13 e T21

Riguarda counting e SNP

Riguarda solo SNP

Riguarda solo counting



La ′no call ′ o mancata risposta 

(test nullo)
• No call (cut-off ?? 4% in Norton et al 4.7%) 

• La ripetizione del test ha un rate di successo del 60-70%

• Maggior tasso di no call

• FF basse sembrano associate ad un maggior rate di aneuploidia

• No call rate e pazienti politrasfuse per SNP

• In caso di alta percentuale di omozigosi fra genitori gli SNP informativi

calano drasticamente tanto da non discriminare correttamente il feto

dalla madre

• Vanishing twin 

Riguarda counting e SNP

Riguarda solo SNP



Falsi positivi e negativi 

vantaggiosi

• Per Verinata che normalizza sul Chr 9 alcuni FP per 

T21 possono essere invece positivi alla diagnosi 

invasiva per delezione del Chr 9 

• Mosaicismo tipo V non associati a patologie 

clinicamente rilevanti (DNA neg, CVS pos, feto pos)

• Mosaicismo di tipo II (DNA neg, CVS pos, feto neg)

• Alcune microdelezioni non rilevate che però non 

hanno conseguenze cliniche


