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NIPT - Non Invasive Prenatal Test 
definizione

Test di screening
eseguito su DNA di origine feto-placentare
disperso nel sangue materno

insieme al DNA libero circolante della gestante

grazie a calcoli statistici, consente di

stimare il rischio di sindrome di Down
e di altre condizioni più rare
con livelli diversi di affidabilità
a seconda delle anomalie indagate
e delle caratteristiche della gestante e della gravidanza

§ non è un test diagnostico

§ l’anomalia può essere confinata alla placenta 

§ occorre un prelievo adeguato

§ prevalente su quello fetale e indistinguibile

§ la stima del rischio deriva da un sistema di 
calcolo e non da una evidenza diretta

§ malattie più o meno rare, di gravità diversa e 
condizioni non necessariamente patologiche

§ massima per le trisomie dei cromosomi  21, 
18 e 13

§ varianti genetiche materne, obesità, 
gemellarità, stato della placenta, ecc.



NIPT- Non Invasive Prenatal Test
test disponibili

§ trisomie 21, 18, 13 
§ aneuploidie dei cromosomi sessuali

ü 45,X
ü 47,XXY
ü 47,XYY
ü 47,XXX

§ aneuploidie dei restanti autosomi
§ delezioni / duplicazioni > 7 Mb
§ pannelli di micro-delezioni

ü 1p36 (disabilità intellettiva sindromica)
ü 2q37 (disabilità intellettiva sindromica)
ü 22q11.2 (Di George/VCF)
ü 15q11.2 (Prader-Willi/Angelman)
ü 4p16.3 (Wolf-Hirschhorn)
ü 5p15.3 (Cri du Chat)
ü 11q24-24.3 (Jacobsen)
ü 8q24.11-24.13 (Langer-Giedion)
ü 17p11.2 (Smith-Magenis)

§ varianti puntiformi (pannelli di geni)

nelle gestanti senza fattori di rischio
la positività è ~ 1-1,5%
un risultato negativo è 
rassicurante !!!!
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10% delle CGPN
per riscontri NIPT

≠ da T21, 18, 13



NIPT - Non Invasive Prenatal Test
metodi analitici 

cffDNA dalle 
cellule in apoptosi 
del trofoblasto

sequenziamento massivo parallelo shotgun
§ sequenziamento di tutti i frammenti di cfDNA (materno e fetale)
§ single-end ~ 50 bp
§ paired-end ~ 36 bp (misura dei frammenti sequenziati: Mat > Fet)
§ con o senza amplificazione del cfDNA
§ determinazione della FF in base alle:

ü dimensioni dei frammenti 
ü differenze di metilazione

§ la profondità di sequenziamento incide su:
ü costi
ü capacità di rilevare aneuploidie di minori dimensioni

sistema estremamente versatile
ma costoso

Benn P. et al. Clin Obstet Gynecol., 2023



NIPT - Non Invasive Prenatal Test
metodi analitici 

cffDNA dalle 
cellule in apoptosi 
del trofoblasto

analisi digitale di regioni selezionate
§ tutto il cfDNA (materno e fetale) viene biotinilato e ancorato a 

biglie magnetiche ricoperte di strepto-avidina
§ le regioni dei cromosomi di interesse vengono 

amplificate
§ con un magnete si immobilizza il cfDNA di partenza
§ i prodotti di amplificazione vengono eluiti e quantificati con:

ü sequenziamento NGS
ü tecnologia micro-array

sistema sensibile
ma richiede l’ottimizzazione del metodo per 
ogni singolo cromosoma o regione target

Benn P. et al. Clin Obstet Gynecol., 2023



NIPT - Non Invasive Prenatal Test
metodi analitici 

cffDNA dalle 
cellule in apoptosi 
del trofoblasto analisi di Single Nucleotide Polymorphisms

§ dal cfDNA vengono amplificate migliaia di regioni 
genomiche dei cromosomi di interesse contenenti 
SNPs ad alta eterozigosità

§ i prodotti di amplificazione vengono analizzati con:
ü sequenziamento NGS
ü tecnologia micro-array

§ la componente fetale del cfDNA viene identificata e 
dosata in base alle differenze alleliche

§ implementazioni grazie al machine-learning
§ algoritmi ad hoc per la bassa FF

sistema versatile e sensibile
anche rispetto alla zigosità
(triploidie, moli, UPD)
limite dei target analizzabili

Benn P. et al. Clin Obstet Gynecol., 2023



NIPT - Non Invasive Prenatal Test
metodi analitici 

cffDNA dalle 
cellule in apoptosi 
del trofoblasto

amplificazione rolling circle
§ le regioni dei cromosomi di interesse vengono 

catturate con sonde che portano un marcatore 
fluorescente diverso per ciascun cromosoma

§ la sintesi del DNA innescata dalle sonde produce micro-
molecole con segnale fluorescente

§ i prodotti vengono quantificati in base alla fluorescenza 
emessa

sistema sensibile e semplice
apparecchiatura dedicata di grandi 
dimensioni (back-up, disaster recovery)
limitate prospettive di sviluppo

Benn P. et al. Clin Obstet Gynecol., 2023



NIPT - Non Invasive Prenatal Test
trisomie 21, 18, 13 (CATs) 

~ 22,690

Jayashankar SS et al., Diagnostics, 2023

alta DR, basso FPR per tutti i metodi
senza differenze significative
cause di FP:
§ mosaicismi placentari
§ gemelli riassorbiti
§ aneuploidie materne (somatiche o germinali)



NIPT - Non Invasive Prenatal Test
trisomie 21, 18, 13 (CATs) 

Demko Z et al., J Clin Med., 2022  - Benn P. et al. Clin Obstet Gynecol., 2023

RCA
alta DR, basso FPR per tutti i metodi
senza differenze significative
cause di FP:
§ mosaicismi placentari
§ gemelli riassorbiti
§ aneuploidie materne (somatiche o germinali)



NIPT - Non Invasive Prenatal Test
nel mondo 

Cina
nessun programma nazionale
diversi interventi regionali

Hong Kong
NIPT contingente gratuito

Giappone
nessun programma nazionale
a pagamento per le gestanti a 
maggior rischio

India
nessun programma nazionale
permesso solo per T21, 18, 13
e micro-delezioni
divieto per i cr. sessuali

Israele
nessun programma nazionale
rimborsato al 75% in modalità 
contingente da alcune 
assicurazioni

Australia
nessun programma nazionale

Africa
nessun programma 
nazionale

Inghilterra, Francia, 
Danimarca
NIPT contingente gratuito Belgio, Olanda

NIPT gratuito/con ticket (1° livello)

Germania, Svizzera
rimborso in caso di
scelta del NIPT

USA
suggerito come test di 1° livello

America latina
nessun programma 
nazionale

Russia
nessun programma nazionale

Canada
NIPT contingente gratuito



NIPT - Non Invasive Prenatal Test 
modelli di utilizzo: contingente

• Inghilterra: CT con R 1:150 – 1.1.000 (2013 – 2015)
• Danimarca: CT con R 1:100 – 1.1.000 (2014 - 2015)
• Olanda (TRIDENT 1): CT con R > 1:200 (2014 - 2017)
• Spagna: CT con R  1:11 – 1.1500 (2016 - 2017)

Prenatal Diagnosis (2016)

Ultrasound Obstet Gynecol (2018)
Ultrasound Obstet Gynecol (2016)

BMC Pregnancy and Childbirth (2019)



NIPT - Non Invasive Prenatal Test 
modelli di utilizzo: universale

Noninvasive prenatal screening (NIPS) by sequence analysis of cfDNA
153.575 genome-wide NIP tests (2017-2019): 78,7% di adesione
CATs, RATs (0,23%), CNVs (0,07%), no SCAs
§ no call: 0,7%
§ riduzione delle DPI del 52%
§ riduzione dei nati T21 (da 0,07% a 0,04%)

Genetics in Medicine (2021)

Belgio

fetali (verde), CPM (giallo), neg (rosso CVS-LA /blu LA) 



NIPT - Non Invasive Prenatal Test
cromosomi sessuali (SCAs)

aumentato rischio per:
§ 45,X 1:2.500, interruzione spontanea nel 99%, sindrome di Turner

- aumento NT, bassa statura, disgenesia gonadica con infertilità
- malformazioni cardiache e viscerali (rene a ferro di cavallo, doppio distretto ureterale)
- aumento del rischio di disturbi dell’apprendimento (discalculia), del linguaggio, deficit di

attenzione e problematiche del comportamento (30-40%)

§ 47,XXY 1:700, manifestazioni cliniche della sindrome di Klinefelter nel 10-15%
- normale sviluppo puberale, ipogonadismo, ridotto volume testicolare, infertilità (PMA)
- statura superiore al target
- aumento del rischio di ritardo nell’acquisizione del linguaggio (40%) e, in misura inferiore,

nell’apprendimento e difficoltà relazionali
§ 47,XYY 1:1.000, assenza di manifestazioni fenotipiche caratteristiche

- statura superiore al target
- aumento del rischio di ritardo nello sviluppo motorio, ritardo nel linguaggio (70%), disturbi

del comportamento e difficoltà relazionali (20%)
§ 47,XXX 1:1.000, assenza di manifestazioni fenotipiche caratteristiche

- statura superiore di qualche cm al target (armonica)
- normale fertilità, possibili irregolarità mestruali e menopausa precoce
- aumento del rischio di ritardo nell’apprendimento e difficoltà relazionali (30%)
- aumento del rischio riproduttivo per 47,XXX e 47,XXY



NIPT - Non Invasive Prenatal Test
cromosomi sessuali (SCAs)

aumentato rischio per:
ü 45,X
ü 47,XXY
ü 47,XYY
ü 47,XXX
§ condizioni per le quali le policy nazionali e le 

considerazioni sono molto eterogenee
§ contenuto della CGPN complesso
§ tasso maggiore di FP (metodi diversi da SNPs-based)

test diagnostico:
- QF-PCR
- FISH su nuclei in interfase
- cariotipo fetale

§ rischio di discordanza rispetto all’ecografia
- scambio di campioni
- errata valutazione ecografica
- errori di trascrizione
- anomalie cromosomiche
- difetti del differenziamento sessuale

Dhamankar R et al., Obstet Gynecol., 2020

0,007%
34%

36%



NIPT - Non Invasive Prenatal Test
altre aneuploidie, delezioni, duplicazioni

0,36% delle gw-NIPT

§ aneuploidie dei restanti autosomi

§ delezioni / duplicazioni > 7 Mb

§ pannelli di micro-delezioni
ü 1p36 (disabilità intellettiva sindromica)
ü 2q37 (disabilità intellettiva sindromica)
ü 22q11.2 (Di George/VCF)
ü 15q11.2 (Prader-Willi/Angelman)
ü 4p16.3 (Wolf-Hirschhorn)
ü 5p15.3 (Cri du Chat)
ü 11q24-24.3 (Jacobsen)
ü 8q24.11-24.13 (Langer-Giedion)
ü 17p11.2 (Smith-Magenis)

2 casi di pPROM
(cariotipo / arrayCGH neg.)



NIPT - Non Invasive Prenatal Test
NIPT genome wide

• gw-NIPT come test di 1° livello (12 sett., ticket di € 175): 149.318 (adesione del 43,2%)
• opzione gw (tutti i cromosomi, del/dup > 10-15 MB): 74,2%
• opzione T21, T18, T13: 35,8%
• no SCA

anomalie fetali
patogenetiche
- 8 trisomie a mosaico
- 1 UPD 15
- 52 delezioni / duplicazioni

Olanda dal 2017

Am J Hum Genet. (2022)

0,49%
0,36%

0,0005%
0,0017%
0,0003%



NIPT - Non Invasive Prenatal Test
trisomie rare (RATs)

van Prooyen Schuurman L et al., Genetics 2022
Benn P et al., Clin Obstet Gynecol., 2023

§ possono avere un’origine meiotica (cr. 14, 15, 16, 22) o mitotica (cr. 2, 7, 8)
§ non sono compatibili con lo sviluppo fetale: aborti spontanei

frequenza: 32% D3 (embrioblasti), 11% D5 (trofoblasto), 22% aborti precoci, 0,4% CVS, 0,3% NIPT

§ mosaici placentari: rischio di complicanze della gravidanza (es. T16)
§ trisomia fetale a mosaico: rischio in base al tipo di CPM

ü CPM del citotrofoblasto (tipo I): R 4%
ü CPM del mesenchima (tipo II): R 12%
ü CPM di entrambe le componenti (tipo III): R 35%

§ il test diagnostico su LA non da informazioni su CPM
stima generica dei rischi

§ disomia uniparentale per rescue della trisomia
ü UPD materne: 7, 11, 14, 15, 20
ü UPD paterne:  6, 11, 14, 15, 20

comporta la verifica della genitorialità biologica



NIPT - Non Invasive Prenatal Test
aneuploidie rare (RATs)

European Journal of Human Genetics (2022)

frequenza dei RATs / 100.000 NIPT n° NIPT positivi per RATs e conferme nel feto 
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delezioni, duplicazioni, sindromi da MM

§ delezioni / duplicazioni > 7 Mb

§ pannelli di micro-delezioni
ü 1p36 (disabilità intellettiva sindromica)
ü 2q37 (disabilità intellettiva sindromica)
ü 22q11.2 (Di George/VCF)
ü 15q11.2 (Prader-Willi/Angelman)
ü 4p16.3 (Wolf-Hirschhorn)
ü 5p15.3 (Cri du Chat)
ü 11q24-24.3 (Jacobsen)
ü 8q24.11-24.13 (Langer-Giedion)
ü 17p11.2 (Smith-Magenis)
e pannelli più ampi

date le dimensioni < 3 Mb , rappresentano
una "applicazione estrema" del metodo analitico
che richiede:
- maggiore profondità di sequenziamento
- adeguata frazione fetale
- studi di validazione e clinici

data la rarità, il test ha un basso VPP



NIPT-plus: s-MPS nel II° trimestre con maggiore profondità di sequenziamento
Chen Y et al., Am J Med Genet., 2022

LI C. et al. Mol Diagn Ther., 2023

Zou Y et al. Front Genet., 2023

NIPT - Non Invasive Prenatal Test
delezioni, duplicazioni, sindromi da MM

15%
25%
50%

39.580 casi
Shanghai, China

7.177 casi
Shaanxi, China

23.116 casi
Jiangxi, China
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varianti puntiformi 

sequenziamento massivo parallelo (NGS) di panelli multi-gene

recessive con alta freq. dei portatori
Fibrosi Cistica CFTR
Sordità ereditaria tipo 1A CX26 (GJB2)
Sordità ereditaria tipo 1B CX30 (GJB6)
Beta Talassemia HBB
Anemia falciforme HBB
Fenilchetonuria PAH

recessive rare o dominanti de novo
Sindrome di Gaucher GBA
Sindrome Dubowitz LIG4-NSUN2
Sindrome di Richner-Hanhart TAT
Sindrome di Sjögren-Larsson ALDH3A2
Sindrome di Costello HRAS
Sindrome di Tay-Sachs HEXA
Sindrome di PKAN PANK2
Sindrome della Tripla-H SLC25A15
Sindrome di Coffin-Lowry RPS6KA3
Sindrome di Alagille JAG1
Sindrome di CHARGE CHD7
Sindrome di Cornelia de Lange tipo 5 HDAC8
Sindrome di Cornelia de Lange tipo 1 NIPBL
Sindrome di Rett MECP2
Sindrome di Sotos tipo1 NSD1
Sindrome di Bohring - Opitz ASXL1
Sindrome di Schinzel - Giedion SETBP1
Oloprosencefalia SIX3
Niemann-Pick SMPD1

nessun risultato utile per il feto
- 1: de novo non confermata
- 5: madre portatrice sana
- 2: padre portatore sano

spettro Noonan (de novo)
Sindrome Cardio facio cutanea (CFS) tipo 1 BRAF
Sindrome di Noonan - simile CBL
Sindrome di Noonan /cancers KRAS
Sindrome Cardio facio cutanea (CFS) tipo 4 MAP2K2
Sindrome di Noonan 6/cancers NRAS
Sindrome di Noonan 1/Sindrome di
LEOPARD/cancers PTPN11
Sindrome Cardio facio cutanea (CFS) tipo e 3 MAP2K1
Leucemia mielomonocitica giovanile (JMML) PTPN11
Sindrome di Noonan 8 RIT1
Sindrome Noonan - simile SHOC2
Sindrome di Noonan 4 SOS11

displasie scheletriche
Sindrome di Ehlers - Danlos, COL1A1
Osteogenesi imperfetta COL1A2
Acondrogenosi tipo 2 COL2A1

Sindrome di Antley - Bixler
Sindrome di Apert
Sindrome di Crouzon FGFR2
Sindromedi Jackson - Weiss
Sindrome di Pfeiffer

Acondroplasia
Sindrome CATSHL
Sindrome di Crouzon con acanthosis nigricans FGFR3
Ipocondroplasia
Sindrome di Muenke
Displasia tanatafora, tipo I
Displasia tanatafora, tipo II
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varianti puntiformi

principali criticità del sequenziamento del cfDNA

frammentazione del DNA rappresentazione della variante (VAF)
- di poco superiore all’atteso in caso di madre eterozigote
- di 1,5-6% per F eterozigote, 5-10% per F omozigote

esone

copertura sufficiente della regione 
codificante dei geni di interesse
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cosa ci aspetta

sviluppo delle tecniche di arricchimento
di cellule fetali circolanti / vaginali
- cellule del trofoblasto
- globuli rossi nucleati

grazie per l’attenzione !


