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Isolamento del plasma materno, estrazione cfDNA, preparazione delle librerie, sequenziamento ed analisi dei risultati. Metodo VeriSeq NIPT Solution V2, piattaforma Illumina,
certificato CE-IVD. Sequenziamento Whole-Genome Assay mediante NextSeq 550Dx System e analisi bioinformatica dei dati. Cariotipo su villi coriali, 400 bande ISCN. Array-
CGH 60K Agilent Tecnologies.

Il Non-Invasive Prenatal Test (NIPT) rappresenta il test di screening prenatale più accurato per l'identificazione delle principali aneuploidie fetali; tuttavia, l'interpretazione del risultato può
diventare complessa in presenza di mosaicismo fetale o placentare. Poiché il cffDNA analizzato deriva prevalentemente dal trofoblasto placentare, il segnale osservato può non riflettere
fedelmente il cariotipo fetale, determinando falsi positivi, falsi negativi o profili borderline. Numerosi studi hanno evidenziato come il mosaicismo rappresenti una delle principali cause
biologiche di discordanza tra NIPT e diagnostica invasiva. In particolare, valori prossimi alle soglie decisionali possono identificare una "grey zone" nella quale la classificazione automatica
del test non è sufficiente a descrivere la reale complessità biologica sottostante.
Presentiamo un caso di trisomia 21 a mosaico nel quale l'interpretazione critica delle metriche bioinformatiche del NIPT ha consentito di sospettare precocemente un quadro biologico
compatibile con mosaicismo, successivamente confermato mediante diagnostica invasiva.

Descriviamo il caso di una donna di 37 anni (para 1011), che ha eseguito prelievo per NIPT alla 12a settimana di gestazione. L'ecografia fetale risultava nella norma e test
combinato con esito di basso rischio. L’algoritmo di analisi del NIPT ha rilevato esito di basso rischio, ma con valori di LLR per trisomia 21 prossimi al cut-off e metriche
complessive borderline per T21. Il referto è stato emesso come non conclusivo proponendo la ripetizione del test su nuovo prelievo eseguito a distanza di due settimane. L’analisi
è stata eseguita in doppio ottenendo due esiti contrastanti: una sola delle due repliche ha evidenziato un risultato ad alto rischio per trisomia 21, con valori solo lievemente
superiori al cut-off. Alla luce di tali evidenze, l’esame è stato refertato indicando aumentato rischio di T21, è stata effettuata consulenza genetica e proposto approfondimento
diagnostico invasivo. La coppia ha optato per villocentesi, pur consapevole dei limiti legati alla rappresentatività del tessuto stesso. L’analisi del cariotipo (presso altro laboratorio)
ha evidenziato la presenza di trisomia del cromosoma 21 a mosaico (circa 40%), confermata anche mediante array-CGH. La coppia ha optato per ITG.
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Interpretazione critica di NIPT borderline 

in un caso di mosaicismo per trisomia 21

Il primo campione è stato classificato come "No Anomaly Detected", ma
presentava parametri non pienamente compatibili con un profilo euploide.

Pur risultando formalmente negativo, il profilo mostrava infatti una deviazione
verso un segnale trisomico che ha portato alla ripetizione dell'analisi.

Run 

• risultato: No Anomaly

• LLR T21 = 0,54

• T-statistic = 3,20

• mosaic ratio = 14,6%

• mosaic LLRT = 7,71

• FF = 9,1%

Sul secondo campione, analizzato in duplicato, è stata osservata una marcata instabilità tra le
due run.

Run 1

• risultato: Detected +21

• LLR T21 = 3,53

• T-statistic = 3,69

• mosaic ratio = 23,8%

• mosaic LLR = 7,18

• FF = 7,1%

Run 2

• risultato: No Anomaly
• LLR T21= -0,44
• T-statistic = 2,91
• mosaic ratio = 21,1%
• mosaic LLRT = -0,44
• FF = 7,3%

L'approfondimento diagnostico su villi coriali ha evidenziato trisomia 21 a mosaico (~40%), che è stata confermata anche mediante array-CGH.

Nei risultati prossimi al cut-off, il segnale quantitativo può essere più informativo dell'esito della classificazione finale generata dall’algoritmo. L'analisi critica delle metriche di
mosaicismo rappresenta uno strumento fondamentale per identificare aneuploidie fetali complesse e guidare correttamente il percorso diagnostico prenatale.

Il caso presenta numerose analogie con quanto riportato da Kang et al., che hanno descritto un mosaicismo fetale per trisomia 21 caratterizzato da valori di Z-score compresi tra 2,5 e
3,5, cioè in una fascia intermedia di difficile interpretazione. Gli autori dimostrano come queste configurazioni analitiche siano frequentemente associate a mosaicismi e possano
sfuggire ai modelli decisionali binari utilizzati nei workflow standard del NIPT. Analogamente, Mu et al. hanno mostrato come i mosaicismi per trisomia 21 e le discordanze feto-
placentari possano determinare risultati apparentemente rassicuranti nonostante la presenza di una reale aneuploidia fetale.

Per la presente analisi, il dato maggiormente informativo non è stato rappresentato dalla classificazione finale del test, bensì dalla combinazione di valori LLR prossimi al cut-off, indici
suggestivi di mosaicismo, variabilità tra repliche analitiche, persistenza del segnale borderline/trisomico in campioni successivi.

L'insieme di questi elementi ha consentito di riconoscere un pattern compatibile con mosaicismo prima della conferma citogenetica. Questo risultato supporta l'opportunità di integrare
le metriche quantitative avanzate nella valutazione clinica del NIPT, superando una lettura esclusivamente dicotomica del risultato.

Il mosaicismo cromosomico rappresenta una delle principali cause di NIPT borderline e di variabilità del segnale cfDNA.

Questo caso ribadisce che:

• un risultato formalmente negativo non è necessariamente rassicurante quando le metriche quantitative risultano prossime alle soglie decisionali;

• valori borderline di LLR, T-statistic e mosaic ratio possono costituire indicatori precoci di mosaicismo;

• la ripetizione dell'analisi e la valutazione della riproducibilità del segnale possono fornire informazioni clinicamente rilevanti;

• la consulenza genetica e la diagnostica invasiva restano fondamentali nei casi dubbi;

• l'interpretazione esperta delle metriche bioinformatiche consente di migliorare il riconoscimento delle condizioni biologiche complesse che sfuggono
ai modelli classificativi standard.
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