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Numero	casi	
(na.	+	IVG)	 6849333	 207225	

Prevalenza	anomalie	
congenite	 2,37	%	(1:42)	 2,27	%	(1:44)	

Prevalenza	anomalie	
cromosomiche	 0,35	%	(1:270)		 0,32	%	(1:312)	
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Anomalie	
Cromosomiche	

‰	
prevalence	

	EU	

CVS	Cyto	
trophoblast	
direct	method	

ccfDNA	

Totale	 4,4	 accuracy	 accuracy	

T21	
	T18	
	T13	

3,1	
99.91	
99.93	
99.84	

99.96	
99.97	
99.82	

La accuracy di un test è: (veri positivi + veri negativi) / tutto il campione 
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ccfDNA NIPTest. L’origine. Il DNA fetale presente nel plasma materno 
proviene dalla placenta


Nel sangue materno in gravidanza sono presenti cellule fetali nucleate e DNA libero non 
cellulare in sospensione nel plasma. 
Il DNA libero non cellulare (cffDNA) proviene da cellule della placenta. 

Il citotrofoblasto placentare si ancora alla decidua parietale. 

Le arterie spirali della decidua irrorano le lacune fra decidua e placenta. 
Il citotrofoblasto invade e tappezza le pareti delle arterie spirali e ne causa il rimodellamento. 

Il ricambio delle cellule del trofoblasto che tappezzano le pareti delle arterie spirali per morte 
cellulare o apoptosi (citochine - mediata) determina la frammentazione del DNA in 
degenerazione. 

I frammenti di DNA hanno dimensioni di circa 180 bp (paia di basi) e si sospendono nel 
plasma arterioso. 
La presenza di DNA  del trofoblasto (feto) libero nel plasma (cffDNA) si riscontra a partire 
dalla 5^ settimana di gravidanza, ma la quantità è sufficiente per i test a partire dalla 10^ 
settimana. 

Anche la degenerazione degli epiteli materni libera frammenti di DNA sospesi nel plasma a 
generare un miscuglio di DNA di madre e placenta-feto. 
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La cattura del DNA fetale: sequenziare il genoma


MPSS, massive parallel shotgun sequencing (Verinata Verifi, Sequenom MaterniT21, BGI Nifty) 
Analizza tutti i cromosomi. 

L’analisi massiccia di tutti i cromosomi evidenzia le differenze di densità di basi GC per cui è necessario 
introdurre un Fattore di Normalizzazione (CNV) che consente di rendere confrontabili  

i blocchi di lettura delle sequenze. 

No PCR 

La tecnica di sequenziamento massivo consente l’analisi di tutto il genoma. Le nuove tecniche sequenziano i 
frammenti di DNA dai due lati con più informazioni e accuratezza. Le tecniche possono essere di diversa 
precisione a seconda della copertura del genoma con le letture. 

 5 milioni di letture per le teniche standard, fino a 60 milioni di letture per il “whole genome”. 

CN
V 

Tecniche di seconda generazione
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5-60 million reads 



La cattura del DNA fetale: sequenziare solo i cromosomi 21, 18, 13 


Per identificare una trisomia 21 (o 13 o 18) è possibile selezionare i frammenti di DNA dei  
cromosomi, eliminando il resto del genoma. 

DANSR (Ariosa Harmony) 

Il campione viene amplificato con PCR 

1. Sequencing: Esegue il sequenziamento (high multiplexed) selettivo dei frammenti di DNA solo 
dei cromosomi 21, 18, 13 (clustering, sequencing).  

2. Microarrays: Esague la analisi su piattaforma array (hybridization, imaging). Riduce la 
variabilità fra campioni. 

La selezione dei frammenti avviene ibridando sonde fluorescenti a: 
576 marcatori STR non polimorfi dei cromosomi (21, 18, 13)  per la ricerca delle trisomie  
192 marcatori STR polimorfi di cromosomi fra 1 e 12 per definire la frazione fetale di 
ciascun campione. 
Solo i frammenti agganciati alle sonde fluorescenti verranno sequenziati per il dosaggio e la  
elaborazione. 
La tecnica esegue circa 1 milione di letture. 

Microarrays (Ariosa Harmony) 

1 million reads 

Tecniche di seconda generazione
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La cattura del DNA fetale: intercettare solo i cromosomi 21, 18, 13


Tecnica enzimatica e chemiluminescente


Per identificare una trisomia 21 (o 13 o 18) è possibile selezionare i frammenti di DNA dei  
cromosomi, eliminando il resto del genoma. 

La selezione dei frammenti avviene senza sequenziamento 
No PCR iniziale 
Digerendo i frammenti con enzimi di restrizione, ibridando sonde fluorescenti a: 
3500 loci non polimorfi dei cromosomi 21  per la ricerca delle trisomie.  
Solo i frammenti agganciati alle sonde fluorescenti verranno amplificati con PCR e utilizzati 
La tecnica esegue circa 0,5 milione di letture. 

1 million reads 
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0.5 million reads 
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La cattura del DNA fetale: aziende e metodiche


PIATTAFORMA ILLUMINA,(Thermofisher). Sequenziamento del genoma, Analisi del genoma, target > 7-10 Mb

PIATTAFORMA AFFYMETRIX. Ibridazione Mycroarrays. Analisi Trisomie.

System VANADIS. Mycroplate Chemiluminescenza. Analisi Trisomie.




La cattura del DNA fetale: aziende e metodiche
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La cattura del DNA fetale: aziende e metodiche
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La cattura del DNA fetale: aziende e metodiche
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La cattura del DNA fetale: aziende e metodiche
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La cattura del DNA fetale: aziende e metodiche
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La quantità del DNA fetale: il test deve indicare la frazione fetale del 
campione 


La frazione fetale di ciascun cromosoma per poter identificare una trisomia 
deve consentire un expected ratio >1. Harmony test si basa su polimorfismi SNP e indica 
Il 4%. Altri metodi metodi si basano su dimensione dei frammenti di DNA,CNV, 
cromosoma Y, e indicano come limite operativo il 2%. 

Fetal	FracJon	
Expected	raJo	for	

Trisomy	

2%	 1.01	

4%	 1.02	

10%	 1.05	

20%	 1.10	
Presence of Y 

Copy number 
changes on X 

Coverage profile 

Fragment size 
distribution 

SNP

(DANSR) 


Fragment size, #X CNV & #Y  (Tscore e altri)


Normal 

Pregnancies

.4% fail
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Analisi dei dati


Il test calcola il rapporto di verosimiglianza fra le probabilità che i campioni  
contenuti in una linea di sequenza siano euploidi 

MPSS (Verinata Verifi SAFER, Sequenom MaterniT21, BGI Nifty) – 2012 
Algoritmo per definire il valore soglia di rischio trisomia basato su: One sample set 
Il calcolo su singolo campione è reso necessario dal ridotto numero di test per linea di sequenza. 
1)  ipotesi binaria positivo-negativo con t-Student (z-score) e Likelyhood  Odds Ratio (rapporto di 

verosimiglianza). 
2) fattore di normalizzazione di sequenza CNV.   
3) Variazioni di  corsa fra le varie linee di sequenziamento corrette con un  algoritmo z-score. 
4) Definizione di un valore soglia per la trisomia (valore di z-score fra 3 e 4)  
L’algoritmo non considera la frazione fetale. Quindi con frazione fetale bassa i valori di score +/- sono molto 
vicini, aumentando la possibilità  di falso positivo e negativo. 

DANSR – FORTE (Ariosa Harmony) – 2012 
Algoritmo per definire il valore soglia di rischio trisomia basato su: Multiple sample set 
Il calcolo su campioni multipli è reso possibile dalle piccole dimensioni del blocchi di lettura di sequanza (1 
milione di reads) che consente l’analisi in una linea di sequenza di 96 campioni che vengono paragonati fra lori. 
1) Ipotesi percentuale con Odds ratio (rapporto di verosimiglianza) fra modelli disomico/trisomico, (curve normali 
di distribuzione) 
2) Calcolo della frazione fetale 
3) Montecarlo Simulation che inserisce anche età materna e epoca gestazionale nel calcolo dell’algoritmo 
FORTE. 
L’algoritmo considera la frazione fetale. Quindi i valori dello score con frazione fetale bassa sono normalizzati 
consentendo una valutazione del rischio indipendente dalla quantità di DNA fetale. 

T-SCORE (Labco Neobona/Illumina) – 2015 
Algoritmo composto z-score like 
1)  Calcolo frazione fetale 
2)  Distribuzione frammenti per dimensione 
3)  Confronto batch-campioni / profondità di sequenza 

LIFE CIRCLE (Perkin Elmer)-2018 
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2012. Gli agreements 
internazionali sono 
configurati sui tests delle 
companies indicate e 
sulla produzione 
scientifica collegata ai 
trials clinici che hanno 
dimostrato i dati di 
sensibilità e specificità 
dei NIPT. 

2015. La ditta Illumina, 
produttrice di 
sequenziatori NGS, e 
proprietaria di Verinata, 
si accorda con 
Sequenom per un 
“sharing revenues”. 
Roche acquista Ariosa e 
Illumina lancia il test 
NGS di seconda 
generazione (Paired end 
sequencing) con 
LabcoEU (NeoBona) 

2015. Su questi dati 
vengono stilate le linee 
guida di validazione 
dei test. 

Identificazione delle Trisomie Fetali con cffDNA: la validazione
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Identificazione delle Trisomie Fetali con cffDNA: European population prevalence


Casi	di	Anomalie	
Cromosomiche	

Popolazione	
	EU	‰	

%	Anomalie	
Cromosomiche	

Totale	 10323	 4,4	 100	

Trisomie	

T21	T18	T13	 7335	 3,1	 70	(48<77)	

X0,XXX,XXY,XYY	 1251	 0,6	 13	
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Identificazione delle Trisomie Fetali con cffDNA: Casistica pubblicata e performances  


Trisomy  
21 

Trisomy 
18 Trisomy 13 

VILLI CORIALI 
trophoblast False positive rate/specificity 0.08% 0.06% 0.2% 

62000 cases False negative Population rate 
False negative/sensitivity 

0.02% 
0.74% 

0.01% 
1.59% 

NS 
0.74% 

NIPT total 2013-2015 False positive rate/specificity 0.09% 0.13% 0.13% 

False negative Population rate 
False neg. /detection rate 

0.08% 
0.8% 

0.06-0.12% 
3.7% 

0.18-0.36% 
9% 

HARMONY study 
(Stokowski) False positive rate/specificity 0.04% 0.02% 0.02% 

23000 cases 2015 False negative 
False negative Population rate 

0.7% 
0.03% 

2.6% 
0.02% 

6.2% 
0.01 

NEOBONA /Illumina False positive rate/specificity 0.03% 0 0.02% 

6000 cases 2015/16 False negative/detection rt. 0 0 0 

PRENATALSAFE 
Genoma False positive rate/specificity 0.02% 0.02% 0.02% 

31800 cases 2016 False negative/detection rt  
False negative population rate 

0.39% 
0.03%     

2.08% 
0.03%  0 

Falsi + Veri + Falsi - Prev-coorte 
/10000 

Prev-popolaz 
/10000 

Casi coorte 

T21 19 827 4 120 15 67859 

T18 11 220 5 30 5 67103 

T13 12 80 2 13 0,6 58947 
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Identificazione delle Trisomie Fetali con cffDNA: Casistica pubblicata e performances: confronto col 
citotrofoblasto da villi coriali.  I metodi non differiscono in specificità e sensibilità cliniche, determinate dalla 
biologia della placenta e del suo trofoblasto.


Casi	di	Anomalie	
Cromosomiche	

‰	
prevalence	

	EU	

%	Anomalie	
Cromosomiche	

CVS	
Cytotrophoblast	
(direct	method)	

CVS	
Cytotrophoblast	
(direct	method)	

cffDNA	 cffDNA	

Totale	 4,4	 Specificità%	 Sensibilità%	 Specificità%	 Sensibilità%	

T21	
	T18	
	T13	

3,1	 70	(48<77)	
99,9	
99,9	
99,8	

99,5	
98,4	
98,4	

99,9	
99,9	
99,7	

99,5	
98,4	
98,4	

X/Y	Trisomies	 0,2	 5	 99,9	 99,0	 99,9	 100	

45,X	 0,33	 8	 99,7	 99,1	 99,8	 100	

Totale	 4,4	 PPV%	 NPV%	 PPV%	 NPV%	

T21	
	T18	
	T13	

3,1	 70	(48<77)	
96	
92	
62	

99,98	
99,99	
99,99	

97,7-92,2	
88,7-76,6	
82,0-32,8	

99,99	
99,99	
100	

X/Y	Trisomies	 0,2	 5	 85	 99,00	 73,40	 100	

45,X	 0,33	 8	 43	 99,10	 61,60	 100	

La sensibilità (detection) di un test è: N° FN/N° TP (falsi negativi/veri positivi) La specificità di un test è: N° FP/N° TN (falsi positivi/veri negativi) 
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Identificazione delle Anomalie Cromosomiche Fetali con cffDNA: European population prevalence. Analisi del 
genoma: 


Il cariotipo convenzionale identifica anomalie di struttura più grandi di 10-15 Mb.

Una analisi molecolare aCGH o NGS calibrata a >10Mb identifica le anomalie genomiche di struttura limitando al 
minimo i findings di dubbio significato.

Una analisi genomica molecolare a >10Mb è in grado di identificare anomalie cromosomiche (CNV, delezioni, 
duplicazioni) pari al cariotipo convenzionale


Casi	di	Anomalie	
Cromosomiche	

Popolazione	
	EU	 ‰	prevalence	

%	Anomalie	
Cromosomiche	

Totale	 10323	 4,4	

Anomalie	
cromosomiche	stru[.	 1737	 0,7	 17	(40<10)	

Anomalie	>	10Mb	 tu[o	genoma	 10	
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Prevalenza anomalie cromosomiche 

Identificazione delle Anomalie Cromosomiche Fetali con cffDNA: European population prevalence. Analisi del 
genoma: Illumina valida e commercializza la metodologia Veriseq2, 2019 




Casi	di	Anomalie	
Cromosomiche	

Popolazione	
	EU	 ‰	prevalence	

%	Anomalie	
Cromosomiche	

Totale	 10323	 4,4	

Anomalie	
cromosomiche	stru[.	 1737	 0,7	 17	(40<10)	

Anomalie	<	10Mb	 3	

Identificazione delle Anomalie Cromosomiche Fetali con cffDNA: European population prevalence. Analisi 
delle microdelezioni: 


La analisi cffDNA delle microdelezioni (<10Mb) ricerca una serie di sindromi rare con una sensibilità clinica fra il 
50 e il 95%.

L’analisi è consigliata come indagine di secondo livello in concomitanza con findings ecografici e consulenza 
genetica.
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10 11 16 15 14 13 12 20 19 18 17 

CVS AMNIO 

ANATOMY 
U/S LOW RISK 

HIGH RISK 

U/S 
with
NT 

NIPT 

•  high risk NIPT •  low risk NIPT 
•  increased NT 
•  abnormal US •  maternal choice 

Identificazione delle Anomalie Cromosomiche Fetali con cffDNA: Flow screen


•  low risk NIPT 
•  normal US 
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10 11 16 15 14 13 12 20 19 18 17 

CVS AMNIO 

•  high risk NIPT 
•  normal US 

•  abnormal US 

•  Deletion/duplication 
•  15 Mbases DNA 

•  Deletion/duplication 
•  500 kbases DNA 

Identificazione delle Anomalie Cromosomiche Fetali con cffDNA: Flow screen


•  high risk NIPT 
•  increased NT 
•  abnormal US 
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