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ABSTRACT

Prenatal screening of the main chromosomal abnormalities: the experience of the Piemonte region (Italy). 
Introduction: the purpose of prenatal diagnosis is the identification of the 3% of fetuses with chromosomal abnormalities. 
Prenatal testing relies on ultrasound measurements and biochemical markers, but in recent years it has been moving 
towards Non-Invasive Prenatal Testing (NIPT) to determine the fetal risk for genetic disorders. The aim of this study is 
to provide an assessment of the implementation of cell-free DNA (cfDNA) screening for the three main aneuploidies 
[Down (T21), Edwards (T18), and Patau (T13) syndromes] using a Contingent approach in the Piedmont region in Italy, 
where currently Combined, Wald and Integrated tests are offered by the National Health System.
Methods: a prospective NIPT study was carried out among women referred for invasive prenatal diagnosis in Città 
della Salute e della Scienza in Turin, Italy. The plasma fraction was extracted, stored at −20°C and cfDNA measured 
using an automated system based on rolling circle replication.
Results: a total of 805 women were recruited including 48 T21, 25 T18, and 3 T13 affected pregnancies. The detection 
rates (DRs) were 100% (93%-100%), 96% (80%-100%), 67% (9.4%-99%), and the false-positive rates (FPRs) 
were 0.14% (0.00%-0.79%), 0.78% (0.29%-1.7%), and 0.26% (0.03%-0.95%) for T21, T18, and T13 syndromes, 
respectevely.
Conclusion: the screening performance of cfDNA is substantially higher than the Combined or Integrated tests. 
Considering the offering a Contingent cfDNA screening policy, it is relevant to assess the test performance in samples 
in the “grey zone” conventional screening results (i.e., risk 1 in 100 - 2 500 for T21 syndrome ) compared with the 
previous one  (risk higher than 1 in 100 or lower than 1 in 2 500).
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INTRODUZIONE

La gravidanza è un evento fisiologico nella vita 
riproduttiva della donna che, nella maggior parte dei casi, 
termina con il parto di un neonato in buona salute. L’intera 
famiglia dovrebbe vivere con serenità questo periodo, 
nella certezza che i professionisti sanitari dispongono di 
numerosi strumenti per verificare la salute della madre 
e il regolare sviluppo del nascituro. L’Organizzazione 
Mondiale della Sanità (OMS) raccomanda “una mamma 
e un bambino in perfetta salute con il livello di cure più 
basso compatibile con la sicurezza” (1).

Anche in Italia promuovere e validare percorsi di 
buone pratiche per l’assistenza prenatale, intra-partum 
e post-natale è una priorità di salute pubblica (2); la 

nascita è il motivo più frequente di ricovero nelle strutture 
sanitarie ed esiste da anni una legislazione a tutela e 
sostegno della maternità e della paternità (1).

In alcuni casi (circa il 3% delle nascite) il feto può 
presentare anomalie cromosomiche, principalmente 
la sindrome di Down, o alcune anomalie strutturali 
(malformazioni maggiori) (3).  

La normativa italiana classifica i rischi riproduttivi in 
due categorie principali: prevedibili a priori, in base all’età 
materna e all’anamnesi personale e familiare dei genitori, 
e rilevabili in corso di gravidanza attraverso programmi di 
screening prenatale (4). 

Wilson et al. nel 1968 hanno definito i criteri degli 
screening e le condizioni che presentano le caratteristiche 
per esservi sottoposte, in base alla possibilità di essere 
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riconosciute in una fase precoce e alla disponibilità di un 
trattamento accettabile (5).

I programmi di screening, in particolare quelli in 
ambito prenatale,  consentono di selezionare, nella 
popolazione generale, un ristretto gruppo di gravidanze 
ad alto rischio per una determinata malattia alle quali 
riservare l’offerta di esami diagnostici. Questi programmi 
sono particolarmente utili quando l’esecuzione delle 
procedure diagnostiche risulta complessa, costosa o 
potenziale causa di conseguenze indesiderate. 

La diagnosi delle aneuploidie in epoca prenatale è 
effettuata attraverso lo studio del cariotipo fetale (esame 
citogenetico) ottenuto da cellule fetali prelevate mediante 
le metodiche di Diagnosi Prenatale Invasiva (DPI). Le 
strategie di screening prenatale attualmente utilizzate 
per la sindrome di Down, che danno informazioni 
anche su altre patologie e anomalie cromosomiche, 
sono: il test Combinato (eseguibile a 11-13 settimane 
di età gestazionale), il test di Wald o Tritest (15-18 
settimane di età gestazionale) e  il test Integrato (2 
prelievi, a 11-13 settimane e a 15-18 settimane) (3). 
La concentrazione dei marcatori biochimici è peculiare: 
ad esclusione dell’alfafetoproteina (AFP), i parametri 
determinati  sono specificamente prodotti  solo nel corso 
della gravidanza e subiscono continue modificazioni nel 
sangue materno a seconda non solo della diversa età 
gestazionale, ma anche della differente permeabilità 
ed estensione delle superfici di scambio tra il comparto 
fetale e quello materno. Il razionale della valutazione 
biochimica prevede la determinazione quantitativa 
di marcatori la cui concentrazione nel siero materno 
risulta significativamente diversa nelle gravidanze con 
feto affetto da sindrome di Down rispetto a quelle con 
feto normale (6). Gli screening biochimici raggiungono 
una sensibilità del 90-95%, con una percentuale di falsi 
positivi del 5%.

Una scoperta rivoluzionaria, nell’ambito degli 
screening prenatali, è stata la dimostrazione della 
presenza nel sangue materno, a partire dal primo trimestre 
di gravidanza (10 settimane compiute di età gestazionale), 
di DNA libero di origine placentare citotrofoblastica (cell 
free fetal DNA, cffDNA). Il cffDNA può quindi essere 
analizzato per indagare alcune patologie genetiche del 
feto e in particolare per determinare il rischio che il feto 
sia affetto da un’aneuploidia (5) mediante due differenti 
approcci analitici: il sequenziamento targeted, cioè mirato, 
di specifiche regioni cromosomiche e il sequenziamento 
massivo di tutto il cffDNA (whole genome), cioè esteso, 
che analizza sequenze distribuite sull’intero genoma (7). 

Le analisi del DNA fetale possono essere eseguite 
utilizzando il sequenziamento di nuova generazione 
(NGS), i microarray, piastre per il nanofiltraggio con 
scansione delle fluorescenze, Droplet Digital PCR 
(ddPCR) e altre tecniche (5). Questi metodi richiedono 
personale specializzato e laboratori adeguati per 
l’esecuzione di procedure di amplificazione del DNA 
(reazione polimerasica a catena, Polymerase Chain 
Reaction, PCR) e il sequenziamento massivo parallelo (o 
di nuova generazione) (8). 

Il test prenatale non invasivo (Non-Invasive Prenatal 
Testing, NIPT) è uno screening genetico e pertanto la sua 

introduzione in ambito clinico si inserisce nel contesto di 
questo tipo di analisi. Esso ha prestazioni migliori dello 
screening biochimico e va inteso come uno strumento 
finalizzato a fornire un rischio personalizzato di patologia 
che, in caso di positività, deve essere confermata dalla 
diagnostica invasiva (5). 

Lo scopo di questo lavoro è valutare  la fattibilità 
dello screening del DNA fetale per le tre trisomie 
principali, sindrome di Down (trisomia 21, T21), sindrome 
di Edwards (trisomia 18, T18) e sindrome di Patau 
(trisomia 13, T13), in un gruppo di donne ad alto rischio 
per diverse indicazioni. Si è inoltre valutato l’impatto 
dell’implementazione del NIPT con approccio contingente 
nel centro di riferimento per lo screening biochimico della 
regione Piemonte, dove il percorso assistenziale dello 
screening prenatale è attivo da diversi anni e consente a 
tutte le gestanti di accedere ai Test Combinato, Integrato 
e di Wald, in convenzione con il Sistema Sanitario 
Nazionale (SSN) 

METODI

Tra giugno 2018 e dicembre 2019 è stato condotto 
presso l’Azienda Ospedaliera Universitaria Città della 
Salute e della Scienza di Torino, uno studio con il 
sistema Vanadis® NIPT (PerkinElmer Inc, Sollentuna, 
Svezia), che ha avuto l’approvazione del comitato etico 
aziendale (Prot. n° 0010199 del 30 gennaio 2018) e che 
è avvenuta in conformità alla dichiarazione di Helsinki, 
come emendata nel 2013. Questo studio prospettico 
è stato condotto su gestanti, che, precedentemente 
informate, hanno espresso un consenso all’effettuazione 
del prelievo NIPT, di età compresa tra 18 e 55 anni e di 
età gestazionale superiore alle 10 settimane, in procinto 
di sottoporsi a DPI sulla base di diverse indicazioni 
cliniche, presso la Struttura Semplice Dipartimentale 
Ecografia ostetrica/ginecologica e diagnosi prenatale. 
Dal momento che la ragione principale per sottoporsi alla 
DPI risulta essere la positività allo screening biochimico, 
nel 65,7% delle donne arruolate è stato riscontrato un 
esito ad alto rischio al test Combinato o Integrato; a 438 
gestanti (54%) è stato richiesto di sottoporsi almeno 
all’esecuzione del test Combinato contemporaneamente 
al NIPT (Figura 1); in nessun caso è stato comunicato 
l’esito dello screening biochimico e del NIPT, in quanto 
le gestanti avrebbero ricevuto il risultato delle analisi 
genetiche dei campioni ottenuti mediante amniocentesi e 
villocentesi, eseguite dalla Struttura Complessa Genetica 
Medica. La diagnosi è stata fatta nel 94,5% dei casi sulla 
base del cariotipo, mentre solo nel 4,8% e nello 0,1% dei 
casi è stato necessario eseguire, rispettivamente, l’Array-
based Comparative Genomic Hybridization (Array-CGH) 
e la Quantitative Fluorescent PCR (QF-PCR) per le 
trisomie. In 5 gravidanze (0,6%) il materiale fetale era 
insufficiente per effettuare l’analisi del cariotipo e lo 
stato di normalità (diploidia) è stato valutato sulla base 
dell’outcome clinico.

Ai fini dello studio, i risultati dello screening biochimico, 
del NIPT e delle analisi genetiche sono stati confrontati 
tra loro.
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Screening biochimico

Le determinazioni su siero materno sono state 
effettuate dalla Struttura Semplice Screening Prenatale e 
Neonatale della Struttura Complessa Biochimica Clinica. 
L’analisi dei marcatori biochimici del test Combinato, 
che consiste nella combinazione della misura su siero 
materno della proteina plasmatica A associata alla 
gravidanza (Pregnancy-Associated Plasma Protein A, 
PAPP-A) e della frazione libera della subunità β della 
Gonadotropina Corionica umana (free β-subunit of 
human Chorionic Gonadotropin, free-βhCG), prodotti dal 
trofoblasto, è stata eseguita utilizzando Delfia Xpress 
(PerkinElmer Inc, Sollentuna, Svezia), che utilizza il 
principio dell’immunofluorescenza a tempo risolto.

L’analisi dei marcatori biochimici del test Integrato, 
che consiste nella misura su siero materno della PAPP-A 
e di tre prodotti del metabolismo feto-placentare, l’AFP, 
l’estriolo libero o non coniugato (unconjugated estriol, 
uE3) e la gonadotropina corionica umana (human 
Chorionic Gonadotropin, hCG), è stata eseguita 
utilizzando AutoDELFIA (PerkinElmer Inc, Sollentuna, 
Svezia), basato sul  medesimo principio.

I livelli di questi marcatori, insieme ad altre informazioni, 
quali la misura ecografica della translucenza nucale 
fetale (Nuchal Translucency, NT), l’età materna, l’età 
gestazionale, il peso materno, lo status di fumatrice, la 
presenza di diabete insulino-dipendente e di gravidanza 
medicalmente assistita, sono stati utilizzati per calcolare 
il rischio di sindrome di Down e di Edwards mediante 
il Software Alpha (Logical Medical System, Londra, 
Inghilterra), rispettivamente applicando un valore soglia 
di 1 su 350 e di 1 su 300, calcolati a termine della 
gravidanza.

Per le 199 donne che avevano già effettuato il test 
Integrato, il campione di sangue conservato a -30°C è 
stato utilizzato per la determinazione di free-βhCG in 
modo da completare il test Combinato.

Test prenatale non invasivo

I campioni di sangue per l’analisi del NIPT sono 
stati raccolti in volume pari a 10 mL in provette di tipo 
Streck® (Streck, Omaha, NE, USA), inviati al Laboratorio 
di Screening Prenatale e conservati a temperatura 
ambiente e al riparo dalla luce per un massimo di 5 
giorni; a seguito dell’estrazione del plasma sono stati, 
in  31 casi, immediatamente processati e, in  774 casi, 
congelati a -20° C per eseguire l’analisi del DNA libero 
circolante (cell free DNA, cfDNA) successivamente. 

L’analisi del cfDNA nel plasma materno è stata 
eseguita in 20 sedute analitiche utilizzando il sistema 
automatizzato Vanadis® (PerkinElmer Inc, Sollentuna, 
Svezia), un metodo analitico per NIPT per la valutazione 
delle trisomie dei cromosomi 21, 18 e 13, basato sulla 
rilevazione quantitativa di regioni target dei tre cromosomi 
di interesse, senza il ricorso al sequenziamento massivo 
parallelo.

La frazione di plasma è stata estratta utilizzando un 
protocollo che prevedeva due centrifugazioni (la prima 
a 1 300 g per 30 minuti e la seconda a 2 400 g per 20 
minuti) e un successivo trasferimento in una provetta di 
tipo Sarstedt (PerkinElmer Inc, Sollentuna, Svezia). 

Il sistema Vanadis® estrae e seleziona migliaia di 
frammenti di DNA dai cromosomi target e li converte 
in oggetti sferici marcati con fluorofori, i quali vengono 
contati singolarmente da un sistema di lettura digitale 
utilizzando uno scanner per micropiastra (9). 

Figura 1
Disegno sperimentale dello studio Non-Invasive Prenatal Testing (NIPT).
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A differenza delle altre tecnologie (5), il metodo 
Vanadis® non misura la Frazione Fetale (FF). Questo è 
possibile grazie a una ridotta variabilità dell’esame, dovuta 
all’assenza di una fase di amplificazione del DNA, che 
permette un’elevata precisione anche a FF sotto il 2%.

Questa tecnologia ha una discreta automazione, è 
del tipo “walkaway”, cioè concentra le operazioni manuali 
da parte del personale tecnico all’inizio e alla fine delle tre 
fasi operative definite come segue: 
-	 extraction, separazione del plasma, estrazione e 

purificazione del cfDNA; 
-	 core, conversione dei frammenti di cfDNA in DNA 

circolare, marcatura con fluorofori specifici per 
ciascun cromosoma e deposizione in una piastra di 
microfiltrazione;

-	 viewer, conteggio delle molecole di DNA fluorescenti 
Le tre fasi si articolano in tre giornate lavorative. 

Un applicativo informatico gestisce e traccia i campioni 
attraverso il loro codice a barre, la cui ricerca rende 
disponibile le informazioni su tutte le fasi operative 
effettuate sul campione.

Per ogni campione e categoria di trisomia è stato 
calcolato il punteggio normalizzato dei cromosomi 
(z-score) che descrive lo scarto tra la misura del rapporto 
normalizzato dei cromosomi per il campione e la media 
del rapporto normalizzato dei cromosomi in campioni 
della stessa seduta, espresso con il numero di deviazioni 
standard.

RISULTATI

Per lo studio prospettico sono state arruolate 854 
gestanti (Figura 2): per il 5,7% non è stato possibile 
ottenere z-score per scarsa quantità di plasma o problemi 
meccanici del prototipo strumentale, mentre per le altre 
805 (94,3%) i campioni sono risultati adeguati e sottoposti 
correttamente alla procedura analitica (8).

Queste 805 gravidanze possono essere così 
suddivise: 778 gravidanze singole e 27 gravidanze 
gemellari, di cui 9 monocoriali, 10 dicoriali, 3 con 
corionicità sconosciuta e 5 gravidanze con gemelli 
“vanishing” (cioè una gravidanza che inizialmente si 
presenta come gemellare, ma che fondamentalmente, 
non prosegue come tale, a causa dell’ aborto di uno dei 
feti).

Le prestazioni dello screening con cfDNA sono state 
valutate in termini di sensibilità (Detection Rate, DR) e di 
aspecificità (False Positive Rate, FPR) per ogni sindrome 
indagata e in termini di percentuale di “no call”  (campioni 
con risultati qualitativamente inadeguati a seguito di 
una procedura analitica corretta). La DR è data dalla 
percentuale delle gravidanze affette con un risultato ad 
alto rischio per la corrispondente aneuploidia, mentre il 
FPR è la percentuale delle gravidanze con un risultato 
di alto rischio che non sono affette dalla corrispondente 
patologia, includendo anche le gravidanze con altre 
aneuploidie. 

L’analisi del cariotipo ha evidenziato la presenza di 

Figura 2
Suddivisione della popolazione arruolata e risultati dello studio Non-Invasive Prenatal Testing (NIPT). 
T21, Trisomia 21(sindrome di Down); T18, Trisomia 18 (sindrome di Edwards); T13, Trisomia 13 (sindrome di Patau).
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48 feti con T21 (di cui 1 da gravidanza gemellare), 25 feti 
con T18 e 3 feti con T13. 

La classificazione NIPT dei campioni ad alto o basso 
rischio è stata effettuata attraverso un approccio z-score 
basato sui rapporti normalizzati fra il segnale di ciascun 
cromosoma rispetto agli altri due e sulla deviazione 
standard specifica di ciascun campione. In particolare, i 
risultati sono stati classificati ad alto rischio se il valore di 
z-score era superiore a 3,50 per la T21 e superiore a 3,15 
per le T18 e T13.

Le prestazioni del Vanadis® NIPT per il riconoscimento 
delle trisomie più frequenti appaiono ottimali (Tabella 1) 
e in linea con gli studi pubblicati sul medesimo metodo 
analitico o con altri metodi, che hanno riportato una 
sensibilità nelle gravidanze singole superiore al 99% 
per T21, [intervallo di confidenza al 95% (95%CI), 99,1-
99,9%], del 98% per T18 (95%CI, 94,9-99,1%) e del 99% 
per T13 (95%CI, 65,8-100%) con una falsa positività 
globale dello 0,13% (8,10-13). 

Durante lo studio sono stati rilevati: 1 caso falso positivo 
per trisomia 21 con rischio stimato al test Combinato di 1:4 
300, 6 casi falsi positivi per T18 di cui 3 con rischio stimato 
al test Combinato inferiore a 1:2 500, 2 casi falsi positivi 
per T13 di cui uno con rischio stimato al test Combinato 
inferiore a 1:3 600. Per contro, gli unici 2 casi falsi negativi 
per T18 e T13 avevano rispettivamente una stima di rischio 
di 1:30 e una NT di 7,8 mm. 

La percentuale di no call è risultata globalmente 
del 2,6% (20/778 gravidanze singole, di cui 3 T21), 
con significativo miglioramento (da 4,7% a 1,1%) 
dopo lo spostamento dell’apparecchiatura in un locale 

con climatizzazione ad hoc per il mantenimento della 
temperatura ambientale al di sotto dei 25°C (8); in 
letteratura la percentuale dei casi no call varia dallo 0% 
al 12,2% (11). 

Il confronto tra le prestazioni si è limitato alle 
aspecificità ottenute per la T21; le differenze tra i casi i 
cui rischi del test Combinato o del test Integrato rientrano 
o no nelle “zone grigie” (tra 1:101 e 1:2 500) sono risultate 
non statisticamente significative (Tabella 1) (8).

DISCUSSIONE

Nell’ultima decade si è osservato un rapido 
progresso delle strategie di screening prenatale per le 
più comuni aneuploidie. Il NIPT ha rivelato prestazioni 
migliori rispetto agli screening biochimici tradizionali ed 
è sufficientemente validato per le tre trisomie principali 
(5). In particolare l’ottimizzazione della sensibilità 
consente di rilevare la quasi totalità dei casi affetti e il 
miglioramento dell’aspecificità riduce drasticamente il 
numero di  gravidanze per le quali è indicata la diagnosi 
invasiva, alla quale è pur sempre associata una piccola 
percentuale di perdite fetali (3).

Una criticità nell’utilizzo del NIPT è la percentuale 
di no call. Questi casi senza risultato possono essere 
causati da una bassa frazione di DNA fetale (di solito 
sotto il 4%) o da problemi analitici, quali il fallimento 
dell’estrazione del DNA libero, dell’amplificazione o 
del sequenziamento. La bassa frazione del DNA fetale 
ha tra le cause principali la piccola massa placentare, 
correlabile a un’età gestazionale precoce, e l’elevato 

Tabella 1 
Prestazioni NIPT sulle gravidanze singole, esclusi i campioni con risultati qualitativamente inadeguati a seguito di una procedura 
analitica corretta (no call)

Sindrome di Down Sindrome di Edwards Sindrome di Patau

DR FPR DR FPR DR FPR

Campioni con risultato 
al NIPT

44/44 
(100%)

1/714 
(0,14%)

24/25 
(96%)

6/733 
(0,78%)

2/3 
(67%)

2/755 
(0,26%)

Test Combinato a 

Rischio 
in zona grigia b  

10/10
(100%)

0/366
(0,00%) c

5/6 
(83%)

3/370 
(0,81%)

1/1 
(100%)

1/375
(0,27%)

Altro 33/33 
(100%)

1/329
(0,30%) c

19/19 
(100%)

3/343 
(0,87%)

1/2 
(50%)

1/360
(0,28%)

Test Integrato a  

Rischio
in zona grigia b 

2/2 
(100%)

0/218
(0,00%) d

3/3 
(100%)

1/217
(0,46%)

0/0 
(-)

1/220
(0,45%)

Altro 2/2 
(100%)

1/257
(0,39%) d

4/4 
(100%)

4/255 
(1,60%)

0/0 
(-)

0/259
(0,00%)

 
a Per 9 casi non è disponibile né il Test Combinato né il Test Integrato (2 gravidanze con Sindrome di Down e 7 gravidanze non affette) 
b compreso tra 1:101 e 1:2 500 per T21 e tra 1:101 e 1:1 000 per T18 
c differenza non statisticamente significativa (p=0,69, test del Chi-quadrato) 
d differenza non statisticamente significativa (p=0,62, test del Chi-quadrato) 
DR, Detection Rate (sensibilità); FPR, False Positive Rate (percentuale di falsi positivi).
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peso materno, che può causare un effetto di diluizione. 
Ripetere l’analisi su un nuovo campione dopo il fallimento 
del primo esame fornisce un risultato in una percentuale 
molto alta di casi (50-75%), sia nelle gravidanze singole 
che nelle gravidanze gemellari, se non derivanti da 
fecondazione in vitro (14). 

Studi recenti effettuati con la tecnologia Vanadis® 
suggeriscono che la ripetizione del campione può 
minimizzare i fallimenti del NIPT e migliorarne le 
prestazioni, che insieme al numero di no call sono 
associabili anche a variabili legate a condizioni biologiche 
particolari, quali diabete gestazionale, preeclampsia, 
mosaicismi confinati alla placenta o neoplasia materna 
(13-15).

Lo studio aveva come scopo primario quello di 
indagare l’efficienza dello screening del cfDNA in un 
gruppo di donne ad alto rischio per diverse indicazioni, 
comparandone i risultati con il cariotipo fetale; le 
prestazioni osservate  sono promettenti e ottenibili con 
un  tempo di risposta   di tre giorni. Il sistema per il 
NIPT studiato, non utilizzando PCR, presenta un rischio 
di contaminazioni ridotto rispetto ad altri disponibili 
sul mercato e risulta praticabile anche nei laboratori 
che effettuano lo screening prenatale biochimico, 
generalmente dotati di personale privo di competenze su 
analisi genetiche.

I limiti del presente studio riguardano da un lato 
l’esiguità del numero di gravidanze gemellari  e dall’altro 
l’applicazione su una popolazione a rischio più elevato di 
quella interessata dall’introduzione del NIPT. 

Il protocollo sperimentale prevedeva un solo 
campione per il NIPT, perché l’arruolamento avveniva 
in concomitanza con il prelievo per la DPI, che 
rappresenta un momento critico per le gestanti, ma 
soprattutto perché l’elevato volume di sangue (10 mL) 
ha indotto a escludere l’opzione della doppia provetta. 
Considerata la percentuale di no call osservata e quella 
dei successi ottenibili dopo la ripetizione dell’analisi, nel 
percorso di implementazione del NIPT andrebbe valutata 
l’opportunità di introdurre un secondo prelievo dopo un 
eventuale fallimento.

L’introduzione del NIPT nei percorsi assistenziali può 
avvenire con tre diversi protocolli: con l’approccio definito 
primario o universale si ha la completa sostituzione dello 
screening biochimico; con l’approccio secondario, il 
NIPT è riservato alle donne ad alto rischio allo screening 
convenzionale; con l’approccio contingente si offre il 
NIPT alle gestanti con un risultato in zona grigia e la 
DPI alle donne con un rischio molto alto allo screening 
biochimico. Il primo approccio è il più oneroso, il secondo 
ha un impatto economico di poco rilievo, invece l’ultimo 
è il più conveniente (8) e riduce sia i costi che l’impatto 
organizzativo.

Negli ultimi anni l’offerta di questa nuova e interessante 
tecnologia si è inserita nella diagnosi prenatale 
più rapidamente dei relativi percorsi assistenziali, 
conducendo in alcuni contesti a un drastico declino 
dell’accesso allo screening biochimico, come riportato 
anche da un recente studio negli Stati Uniti (riduzione 
media del 62%). Il minor ricorso agli screening tipici del 
primo trimestre è stato meno consistente rispetto a quello 

relativo al secondo trimestre (nello specifico -27% di test 
Combinato e -72% di test Integrato) ed è correlabile 
allo spostamento dell’assistenza prenatale verso una 
precocità di azione (16). 

Anche in Italia, le Linee Guida del Ministero della 
Salute consigliano di utilizzare il NIPT come screening 
contingente per le trisomie 13, 18 e 21, inserendolo 
nei Livelli Essenziali di Assistenza (LEA) e/o nei 
percorsi regionali della gravidanza fisiologica, dopo il 
test Combinato (5), che consente in qualsiasi caso di 
esprimere un rischio, integrando anche il contributo dato 
da un’eventuale inspessimento della NT. 

L’approccio contingente al NIPT è preferibile, ma 
richiede di stabilire valori decisionali per l’offerta della 
DPI e del NIPT, in funzione dei quali si avrà una riduzione 
delle percentuali dei risultati falsi positivi e falsi negativi 
del test Combinato. Proprio a questo scopo sono stati 
valutati gli outcome dei test Combinati e Integrati e i 
risultati degli screening prenatali di oltre 274 000 gestanti 
di Piemonte e Valle d’Aosta, dai quali emerge che negli 
ultimi 12 anni sono stati identificati 558 feti affetti da 
sindrome di Down su un totale di 621, con una sensibilità 
pari a circa il 90% e un’aspecificità di circa il 5%. Il 76% 
di tutti i casi di T21 si concentra nel 2% delle gravidanze 
con rischio più alto (>1:100) e il 22% dei casi ricade nel 
gruppo di gravidanze con rischio in zona grigia (tra 1:101 
e 1:2 500). Nel restante 68% delle gravidanze, il cui 
rischio era inferiore a 1 su 2 500, si sono verificati solo 13 
casi di sindrome di Down (2%). 

L’elevato numero di casi di sindrome di Down nella 
fascia di rischio di T21 >1 su 100 e il riscontro sperimentale 
in questa fascia di diversi test Combinati predittivi di 
anomalie cromosomiche diverse dalle tre trisomie principali 
e non evidenziabili con le tecniche NIPT targeted, cioè 
mirate avvalora la scelta della soglia decisionale di 1 su 
100 per l’accesso diretto alla DPI, indicazione utile anche 
in caso di NT inspessita (>3,5 mm). 

La scelta del valore decisionale di 1 su 2 500 per 
l’offerta del NIPT deriva, invece, dal numero ridotto di T21 
riscontrate nella fascia di rischio più bassa, per la quale 
sono indicati i soli controlli previsti per la gravidanza 
fisiologica.

CONCLUSIONI

I dati sperimentali confermano l’ipotesi che la 
tecnologia studiata sia adeguata all’introduzione nel 
percorso di screening prenatale; ulteriori valutazioni 
dovrebbero confermare che le prestazioni osservate sono 
analoghe a quelle riscontrabili nella popolazione generale. 
L’implementazione del NIPT con approccio contingente 
richiederebbe in Piemonte circa 7 000 NIPT/anno e 
comporterebbe una riduzione del 30-40% delle attuali 
diagnosi prenatali invasive e delle eventuali perdite fetali. 

Il metodo NIPT studiato è applicabile su ampia 
scala grazie al suo elevato livello di automazione ed è 
utilizzabile in laboratori di screening in ambito biochimico 
clinico, quindi anche da personale privo di competenze 
nel sequenziamento di nuova generazione. L’esecuzione 
nello stesso laboratorio che analizza gli screening 
tradizionali potrebbe portare un ulteriore vantaggio 
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economico e pratico.
In conclusione, lo screening prenatale delle 

aneuploidie potrà esprimere a pieno la sua efficacia se 
utilizzerà esami con prestazioni di sensibilità e specificità 
ottimali e se il percorso sarà codificato in modo tale 
da coordinare con efficienza le diverse professionalità 
coinvolte, per consentire alle gestanti, opportunamente 
informate, di fare consapevolmente la scelta migliore.

RINGRAZIAMENTI

Si ringraziano i colleghi del Laboratorio di Screening 
Prenatale e Neonatale e delle Unità di Ecografia Ostetrica/
Ginecologica e di Diagnosi Prenatale e di Genetica 
Medica per la loro collaborazione. Un ringraziamento 
speciale va alla dott.ssa Elsa Viora per il supporto a 
questo progetto fornito anche dopo aver terminato la sua 
lunga carriera all’Ospedale Sant’Anna e al prof. Antonio 
Amoroso per il suo supporto fondamentale.

CONFLITTO DI INTERESSE

Nussuno.

BIBLIOGRAFIA

1.	 Gravidanza https://www.issalute.it/index.php/la-salute-
dalla-a-alla-z-menu/g/gravidanza.htm (ultimo accesso: 
Febbraio 2022).

2.	 https://www.iss.it/gravidanza-parto-e-puerperio.htm (ultimo 
accesso: Febbraio 2022).

3.	 Viora E, Dall’Amico DC, Campogrande M. Screening e 
diagnosi prenatale: che cosa sanno i medici. Ligand Assay 
2009;14:99-101.

4.	 Supplemento ordinario alla “Gazzetta Ufficiale„ n. 65 del 18 
marzo 2017 - Serie generale, N. 15, Decreto del Presidente 
del consiglio dei ministri 12 gennaio 2017. Definizione e 
aggiornamento dei livelli essenziali di assistenza, di cui 
all’articolo 1, comma 7, del decreto legislativo 30 dicembre 
1992, n. 502, Allegato 10C. 

5.	 Linee guida Screening prenatale non invasivo basato sul 
DNA (Non Invasive Prenatal Testing - NIPT) – Ministero 
della Salute e Consiglio Superiore di Sanità (2021). https://
www.salute.gov.it/portale/documentazione/p6_2_2_1.
jsp?id=2381&lingua=italiano (Ultimo accesso: maggio 2022).

6.	 Dusini I, Dall’Amico DC, Gullino E, et al. I marcatori 
biochimici della sindrome di Down. Ligand Assay 
2009;14:111-7.

7.	 Bianchi DW, Chiu RWK. Sequencing of Circulating Cell-free 
DNA during Pregnancy. N Engl J Med 2018;379:464-73.

8.	 Pavanello E, Sciarrone A, Guaraldo V, et al. Cell-free 
DNA screening for fetal aneuploidy using the rolling circle 
method: A step towards non invasive prenatal testing 
simplification. Prenat Diagn 2021;41:1694-700.

9.	 Dahl F, Ericsson O, Karlberg O, et al. Imaging single DNA 
molecules for high precision NIPT. Sci Rep 2018;8:4549.

10.	 Taylor-Phillips S, Freeman K, Geppert J, et al. Accuracy 
of non-invasive prenatal testing using cell-free DNA for 
detection of Down, Edwards and Patau syndromes: 
a systematic review and meta-analysis. BMJ Open 
2016;6:e010002.

11.	 Gil MM, Accurti V, Santacruz B, et al. Analysis of cell-
free DNA in maternal blood in screening for aneuploidies: 
Updated meta-analysis. Ultrasound Obstet Gynecol 
2017;50:302–14.

12.	 Ericsson O, Ahola T, Dahl F, et al. Clinical validation of 

a novel automated cell-free DNA screening assay for 
trisomies 21, 13, and 18 in maternal plasma. Prenat Diagn 
2019;39:1011-5.

13.	 Pooh RK, Masuda C, Matsushika R, et al. Clinical 
Validation of Fetal cfDNA Analysis Using Rolling-Circle-
Replication and Imaging Technology in Osaka (CRITO 
Study). Diagnostics 2021;11:1837.

14.	 Galeva S, Gil MM, Konstantinidou L, et al. First-trimester 
screening for trisomies by cfDNA testing of maternal blood 
in singleton and twin pregnancies: factors affecting test 
failure. Ultrasound Obstet Gynecol 2019;53:804-9.

15.	 Karlsson F, Ahola T, Dahlberg J, et al. Evaluation of repeat 
testing of a non-sequencing based NIPT test on a Finnish 
general-risk population. Acta Obstet Gynecol Scand 
2021;100:1497-1500.

16.	 Lepage N, Wyatt P, Ashwood ER, et al. Prenatal serum 
screening for Down syndrome and neural tube defects 
in the United States: Changes in utilization patterns from 
2012 to 2020. J Med Screen 2021; 28:405-10.

*Biochimica clinica, 2022, vol. 46.indd   88*Biochimica clinica, 2022, vol. 46.indd   88 12/09/22   08:4612/09/22   08:46




