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Test prenatali non invasivi: la 
genomica applicata allo screening 
ed alla diagnosi prenatale. 
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NON –INVASIVE  PRENATAL TESTING

Diagnosis (NIPD)
Testing (NIPT)

Screening (NIPS)
cffDNA Screening
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Cellule fetali
 1 su un miliardo di cellule totali
 Richiedere l'isolamento tramite 

mezzi meccanici e/o biochimici

DNA senza cellule (cfDNA)
 Il sangue materno contiene cfDNA

materno e fetale
 Richiede l'isolamento e il conteggio 

del DNA

Due sorgenti di DNA FETALE
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Cell-free DNA (cfDNA)

cfDNA viene da cellule 
apoptotiche che derivano da:

Materno
 Adipociti
 Globuli bianchi

Fetale
Cellule placentari (trofoblasti)
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Caratteristiche del DNA fetale libero (cffDNA)

 Rilevabile dalla 5°-7° settimana (Lo YM et al 1998);
 5-15% del DNA libero circolante totale; 
 Frammenti corti di circa 150 bp;
 Assente a 24h del parto -emivita 20’ (Lo YM et al 1999);
 Rappresentativo del genoma fetale totale (Lo Y et al 2010);

Gravidanza-specifico
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NGS (Next Generation Sequencing)

NIPT: procedura di analisi
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Sangue 
materno
(5-10ml)

Estrazione DNA 
libero circolante

(Materno + Fetale)

Isolamento 
plasma

Analisi 
bioinformatica

Refertazione

Amplificazione del 
DNA



Sequenziamento
dell’intero genoma

Sequenziamento
di regioni target 
(13, 18, 21, X, Y)

CONTEGGIO DEI FRAMMENTI

Diverse Tecnologie NIPT

Whole genome sequencing Targeted sequencing
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Conteggio delle sequenze
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Conteggio delle sequenze

Cromosoma 21
DNA materno

DNA fetale
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Conteggio delle sequenze

Cromosoma 21 Cromosoma 3
DNA materno

DNA fetale
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Conteggio delle sequenze

Cromosoma 21 Cromosoma 3
DNA materno

DNA fetale
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20% 80%

24% 76%

Conteggio delle sequenze

Cromosoma 21 Cromosoma 3
DNA materno

DNA fetale

L’esame ha 
rivelato basso 

rischio 
aneuploidia per 
il cromosoma 21 

L’esame ha 
rivelato alto 

rischio 
aneuploidia per 
il cromosoma 21 
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Sequenziamento
dell’intero genoma

Sequenziamento
di regioni target 
(13, 18, 21, X, Y)

CONTEGGIO DEI FRAMMENTI IDENTIFICAZIONE 
DEGLI SNP

Diverse Tecnologie NIPT

Sequenziamento
basato sull’analisi
di single posizioni

Whole genome sequencing Targeted sequencing

XIX CONGRESSO NAZIONALE A.G.E.O. Napoli 6 – 7 Giugno 2019 
“PREDITTIVITA’ E DIAGNOSI PRECOCE IN OSTETRICIA E GINECOLOGIA“ 



Buffy coat = 
DNA Materno

Plasma = 
DNA Materno

+
DNA Fetale

SNP 
Sequencing

Genotipo Materno

Genotipo Materno
+

Genotipo Fetale

Genotipo
Fetale

Sangue
materno

Analisi degli SNP
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SNP 
Sequencing



Sequenziamento
dell’intero genoma

Sequenziamento
di regioni target 
(13, 18, 21, X, Y)

CONTEGGIO DEI FRAMMENTI IDENTIFICAZIONE 
DEGLI SNP

Diverse Tecnologie NIPT

Sequenziamento
basato sull’analisi
di single posizioni

Whole genome sequencing Targeted sequencing
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La sensibilita e la specificita nei confronti delle principali aneuploidie sono elevate per tutte
e tre le tecniche, indipendentemente dagli strumenti utilizzati per il sequenziamento e
all’algoritmo bioinformatico utilizzato (Boon et al, 2013; Gil et al, 2014).



cffDNA–Settimane di gestazione

GA < 21 settimane

La frazione fetale 
aumenta 0.11% per 

settimana 

GA >  21 settimane

La frazione fetale 
aumenta 1.1% per 

settimana 

NIPT >10°sett. di 
gestazione
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cffDNA–BMI
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 Diluizione con aumento della 
massa corporea

 Rilascio cfDNA materno dalle 
celule adipose (Bianchi 
et.al.,2012)

La percentuale di DNA fetale non deve essere al di sotto del 4%

 Non tutti i laboratori riportano la FF
 Non tutti i laboratori misurano la FF
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Altri fattori che influenzano la Frazione Fetale 

Fetali:
 Trisomia 21
 Trisomie 13 e 18

Della Gravidanza:
 Gravidanze gemellari

Aumento di cffDNA
Riduzione cffDNA per riduzione del volume placentare

(Rava et al., 2014; Wegrzyn et al., 2005)

 lo screening è efficace solo se > 4% cffDNA
è fornito da ciascuno dei due feti;

 ogni feto può riversare diverse quantità di 
cffDNA nella circolazione materna; 
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Altri fattori che influenzano la Frazione Fetale 

Fetali:
 Trisomia 21
 Trisomie 13 e 18

Della Gravidanza:
 Gravidanze gemellari
 Vanishing twin (15% di tutti i FP)
 Mosaicismo

Aumento di cffDNA
Riduzione cffDNA per riduzione del volume placentare

(Rava et al., 2014; Wegrzyn et al., 2005)

 Mosaicismo limitato alla placenta

 Mosaicismo fetale

 Mosaicismo materno
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Altri fattori che influenzano la Frazione Fetale 

Fetali:
 Trisomia 21
 Trisomie 13 e 18

Della Gravidanza:
 Gravidanze gemellari
 Vanishing twin (15% di tutti i FP)
 Mosaicismo

Materni:
 Anomalie cromosomiche
 Trapianto allogenico di organi
 Terapia con cellule staminali allogeniche
 Emotrasfusione
 Tumori

Aumento di cffDNA
Riduzione cffDNA per riduzione del volume placentare

(Rava et al., 2014; Wegrzyn et al., 2005)

2% NIPT nel I trimestre No risultato (per bassa frazione fetale)



Cromosoma Sensibilità
(DR)

Falsi negativi 
(FNR)

Specificità Falsi positivi 
(FPR)

21 99,7% 0,3% 99,96% 0,04%

18 97,9% 2,1% 99,96% 0,04%

13 99,0% 1,0% 99,96% 0,04%
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(Gil et al., 2017)

NIPT e trisomie (T21, T18, T13)

3,4% 0,12%

Sensibilità (DR): Capacità del test di classificare come positive le persone
affette dalla patologia.

Falsi negativi (FNR): Percentuale di casi erroneamente definiti come negativi.
Specificità: Capacità del test di classificare come negative le persone non

affette dalla patologia.
Falsi positivi (FPR): Percentuale di casi erroneamente definiti come positivi.



Cromosoma Sensibilità
(DR)

Falsi negativi 
(FNR)

Specificità Falsi positivi 
(FPR)

21 99,7% 0,3% 99,96% 0,04%

18 97,9% 2,1% 99,96% 0,04%

13 99,0% 1,0% 99,96% 0,04%

Trisomia 21

Metodo Tipo di analisi Trimestre Sensibilità 
(DR)

Falsi positivi 
(FPR)

NT Non invasivo I Trimestre 64-70% 5%

Combinato Non invasivo I Trimestre 85-90% 5%

Tritest Non invasivo II Trimestre 70% 5%

Quadritest Non invasivo II Trimestre 81% 5%

Integrato sierologico Non invasivo II Trimestre 85-88% 5%

Integrato Non invasivo II Trimestre 94-96% 5%
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(Gil et al., 2017)

NIPT e trisomie (T21, T18, T13)



NIPT vs Test Combinato (T21)

Test di screening Sensibilità Falsi positivi

Combinato 90% 5%

Test di screening Sensibilità Falsi positivi

NIPT 99,7% 0,04

50,000 
GRAVIDANZE

T21
1:700 71

DR
90%

64 T21 INDIVIDUATE

7 T21 NON INDIVIDUATE
DPI

FP
5% 2500

50,000 
GRAVIDANZE

T21
1:700 71

DR
99.7%

70,7 T21 INDIVIDUATE

<1 T21 NON INDIVIDUATE

DPI
FP

0.04% 20
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NIPT e trisomie (T21, T18, T13)

NIPT Linee guida

2015
2016

2018



NIPT e trisomie (T21, T18, T13)

VANTAGGI LIMITI
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NIPT per altre anomalie cromosomiche
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 Anomalie cromosomi sessuali (XXY, XO)
 Altre trisomie (es. 9, 16, 22)
 Microdelezioni  (es. 22q11.2, 5p, 1p36.3, 4p)
 Microduplicazioni

Dati adattati da Wellesley et al., 2012

Sensibilità  e specificità 

Sensibilità
(DR)

Falsi negativi 
(FNR)

Specificità Falsi positivi 
(FPR)

Monosomia X 90,3% 9,7% 99,77% 0,23%

XXX, XXY, XYY 93,0% 7,0% 99,86% 0,14%

(Gil et al., 2017)



NIPT per altre anomalie cromosomiche
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 Anomalie cromosomi sessuali (XXY, XO)
 Altre trisomie (es. 9, 16, 22)
 Microdelezioni  (es. 22q11.2, 5p, 1p36.3, 4p)
 Microduplicazioni

Dati adattati da Wellesley et al., 2012

Sensibilità  e specificità 

Sensibilità
(DR)

Microdelezioni 62-95%

(Sequenom, 2014)



Microdelezioni

VPP 18% VPP 36,11%

Ad oggi il test NIPT per le microdelezioni non è raccomandato!

Falsi positivi (FPR):
0.76% 22q11.2 delezione
0.24% Cri-du-chat 
0%  Prader-Willi e Angelman
0% 1p36 delezione
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NON –INVASIVE  PRENATAL TESTING

Anomalie cromosomiche

Incompatibilità Rh

Determinazione del sesso fetale
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NON –INVASIVE  PRENATAL TESTING

Anomalie cromosomiche

Patologie Mendeliane
Incompatibilità Rh

Determinazione del sesso fetale
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NON –INVASIVE  PRENATAL TESTING

 Lo screening prenatale non invasivo basato sul DNA 
(NIPT) non è un test diagnostico.

IL TEST Non valuta la presenza/assenza di una condizione
genetica, ma fornisce una valutazione del RISCHIO

 Sempre necessario confermare un risultato positivo/alto 
rischio con DP invasiva 

 Il test preceduto consulenza pre-test che ha il compito
di illustrare il significato del test
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NON –INVASIVE  PRENATAL TESTING

Per essere affidabile il risultato deve essere ottenuto a partire da una percentuale di DNA
fetale libero non inferiore al 4% del totale del DNA libero presente nel plasma materno.

 Il test è consigliato per valutare trisomie comuni (T21, T18, 
T13).

 Può individuare altre anomalie cromosomiche e possibili mutazioni
genomiche (microdelezioni associate a diverse sindromi)
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 In almeno il 2% dei casi, il campione acquisito non è idoneo ad essere 
refertato.

 Ha una ridotta affidabilità per aneuploidie cromosomi sessuali.
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Definizione - un test applicato a una popolazione asintomatica al fine di
classificarli in relazione alla loro probabilità di avere una condizione
specifica

La differenza tra test di screening e test diagnostici:

1. I test di screening forniscono un rischio per una condizione
 MSAFP, Multiple Marker Screen, ultrasuoni per la sindrome di Down

2. I test diagnostici forniscono un risultato definitivo sulla presenza o
assenza di una condizione
 Amniocentesi, Ultrasuoni per la spina bifida
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Test di screening



Percorsi terapeutici 



Percorsi terapeutici 



SNP = Single Nucleotide Polymorphism

Analisi degli SNP

Variazione della sequenza del DNA che si verifica quando una singola coppia di basi
(nucleotide) - A, T, C o G - viene cambiata.

Questi sono normali cambiamenti genetici che si verificano in ogni persona
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NIPT: PPV e NPV

Il valore predittivo positivo dipende dalla Sensibilità e dalla Specificità del test: in
particolare, esso aumenta con l'aumentare di questi due parametri.

É però importante sottolineare che il valore predittivo positivo dipende anche da un
fattore indipendente dal test: la prevalenza della malattia nella popolazione
sottoposta a screening.

Positive Predictive Value (PPV): % di risultati del test anormali (positivi) in cui è stata 
correttamente predetta l'aneuploidia del feto



Fallimento Test NIPT : percentuali e cause
Le percentuali di fallimento del test NIPT sono estremamente eterogenee (da 0 a
12%) e non direttamente correlabili al metodo d’analisi utilizzato o all’epoca
gestazionale.

Quali sono le possibili cause di un test NIPT inconclusivo?

Inadeguatezza del campione:

o Volume sangue insufficiente;
o Emolisi;
o Errori di etichettatura provette;
o Ritardo nella consegna dei 

campioni.

Cause biologiche/sperimentali:

o Frazione fetale inferiore al 4%;
o Problemi nell’estrazione del DNA,

nell’amplificazione o nel
sequenziamento dei campioni;

Gil MM et al., 2017. Analysis of cell-free DNA in maternal blood in screening for aneuploidies: updated meta-analysis. Ultrasound Obstet Gynecol. 



NIPT FALSI POSITIVI

 Mosaicismi

 Vanishing twin

 Anomalie dei cromosomi sessuali materni

 Neoplasia-apoptosi di cellule cancerose (comuni 
aneupleudie)



NIPT FALSI POSITIVI

 Mosaicismi

 Vanishing twin

 Anomalie dei cromosomi sessuali materni

 Neoplasia-apoptosi di cellule cancerose (comuni 
aneupleudie)

o Mosaicsmo limitato alla 
placenta

o Mosaicismo fetale

o Mosaicismo materno



NIPT FALSI POSITIVI

 Mosaicismi

 Vanishing twin

 Anomalie dei cromosomi sessuali materni

 Neoplasia-apoptosi di cellule cancerose (comuni 
aneupleudie)

o 3% delle gravidanze sono
gemellari

o 5-36% delle gravidanze
gemellari risultano in VT
(ACOG bollettino 144,
Maggio 2014)

o 15% dei dati discordanti
della NIPT sono correlati a
VT (Futch, 2013)



NIPT FALSI POSITIVI

 Mosaicismi

 Vanishing twin

 Anomalie dei cromosomi sessuali materni

 Neoplasia-apoptosi di cellule cancerose (comuni 
aneupleudie)

L'8,56% delle aneuploidie cromosomiche
sessuali chiamate erano FP a causa del
mosaicismo materno

Wang, ClinChem, 2014



NIPT FALSI POSITIVI

 Mosaicismi

 Vanishing twin

 Anomalie dei cromosomi sessuali materni

 Neoplasia-apoptosi di cellule cancerose (comuni 
aneupleudie)

3757 Positivo NIPT per aneuploidia
10 casi di cancro materno

39 casi di aneuploidia multipla
7 tumori materni noti (18%)

Monosomia / trisomia del 21, 13, 18, X.

Follow-up clinico per malignità materna con doppie 
aneuploidie?
Bianchi, JAMA, 2015



 Dati di convalida limitati

 SNP utilizzati per accertamenti in dubbio

 La dimensione della delezione è importante

 Alcune condizioni altamente variabili

 I genitori potrebbero essere interessati (22qdel)

NIPT per microdelezioni: problemi



NIPT Linee guida
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Cherry AM et al Genetics in Medicine, 2017 Aug; 19 (8): 845-850



Limiti del Test NIPT

• Un test negativo non assicura assenza di patologia;

• Un test positivo necessita di conferma diagnostica con approccio invasivo 
(amniocentesi);

• La quantità di plasma fetale può esser insufficiente insufficiente all’esecuzione 
del test. Il rischio di fallimento dell’esame è di circa 4-5%;

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

• In caso di anomalie ecografiche fetali resta indicata la DPI.


