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Abstract 

Methods. A study performed on 8031 pregnant women to evaluate the effectiveness of sequential screening for fetal aneuploidy in 
respect of triple test is reported. Results. Among the 3859 pregnancies screened using the sequential screening, 147 women (3.8%) 
had a positive test and underwent amniocentesis. Down’s syndrome (DS) was detected in 12 fetuses (1:12 positive tests) with a 
detection rate (DR) >99%, while 135 were false positive cases (FP)(3.4%). Among the 4172 pregnancies screened using the triple 
test, 319 women (7.6%) had a positive test and underwent amniocentesis. DS was detected in 9 fetuses (1:35 positive tests) with 
a DR 90%, while 310 were FP cases (7.4%). A false negative (FN) was observed in a 35 years old woman. Conclusions. Our data 
show that sequential screening is more advantageous in respect of triple test, is effective, and can reduce the number of invasive 
tests that are performed. 
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RIASSUNTO 

Metodi. Gli autori riportano uno studio condotto su 8031 gestanti per valutare l'efficacia del tritest e del test sequenziale nell’individuazione 
delle aneuploidie fetali, confrontando i risultati ottenuti impiegando le due metodiche di screening. Risultati. Tra le 3859 donne sottoposte a 
screening mediante test sequenziale, 147 hanno avuto un test positivo (3.8%) e sono state sottoposte ad amniocentesi. Dodici gravidanze sono 
risultate affette da sindrome di Down (SD) (1:12 test positivi), con una detection rate (DR) >99%. I rimanenti 135 test positivi (3.4%) erano 
falsi positivi (FP). Tra le 4172 gestanti sottoposte a tritest sono state evidenziate 319 donne con un test positivo (7.6%). Nove gravidanze sono 
risultate affette da SD (1:35 test positivi), con una DR del 90%. I restanti 310 test positivi (7.4%) erano FP, con un falso negativo (FN) per SD in 
una donna con età di 35 anni. Conclusioni. Questi risultati dimostrano che il test sequenziale è molto più efficiente del tritest:nell’individuazione 
delle gravidanze affette, riducendo contemporaneamente sia il numero delle amniocentesi che i costi legati all’identificazione dei feti con SD e 
diminuendo altresì il numero di feti sani abortiti a seguito di indagini invasive.
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INTRODUZIONE

La diagnosi prenatale invasiva (DPI), nata all’inizio degli anni 
’70, è ancor oggi largamente impiegata per la diagnosi di aneu-
ploidie fetali nei Paesi industrializzati. Il più usato criterio di 
eleggibilità è rappresentato dall’età materna, essendo noto che 
il rischio di aneuploidia fetale, ed in particolare di sindrome 
di Down (SD), aumenta all’aumentare dell’età della gestan-
te, scegliendo come cut-off i 35 anni per discriminare la po-
polazione a basso rischio da quella a rischio più elevato (1). 
Tale criterio si è dimostrato utile fino alla metà degli anni ’90, 
quando la realizzazione di ecografi a sempre maggior risoluzio-
ne e la messa a punto di test sierologici sul sangue materno con 
sensibilità superiore al 90% hanno reso il criterio di selezione 

mediante la sola età materna del tutto anacronistico: infatti 
escludere dalla DPI tutte le gestanti con meno di 35 anni si-
gnifica perdere a priori la possibilità di diagnosticare il 60-70% 
dei feti affetti da SD poiché, per effetto del minor numero 
di gravidanze nelle donne con età > 35 anni, solo il 30-40% 
delle SD nasce da madri  ultra-trentacinquenni (2). Il bitest, il 
tritest e il test integrato si sono dimostrate tecniche molto più 
efficienti e selettive nell’individuare le gravidanze a rischio da 
inviare alla DPI (3-5). Inoltre, anche le più recenti linee gui-
da dell’American College of Obstetricians and Gynecologists 
raccomandano l’uso di test sierologici  e di esami ecografici per 
l’individuazione delle gravidanze a rischio, al posto della sola 
età della madre (6). Oltre alla più elevata detection rate (DR) 
infatti, questi nuovi metodi di selezione  sono privi del rischio 
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di abortività proprio delle tecniche invasive; l’amniocentesi, 
ad esempio, è gravata da un rischio di perdita fetale pari allo 
0.5-1%: pertanto nell’anno 2007 in Italia, con l’esecuzione 
di 127.919 DPI, sono stati abortiti 600-1200 feti a seguito 
dell’invasività dell’indagine (7-8).
In alcuni nostri precedenti studi avevamo già evidenziato come 
fosse possibile, mediante l’impiego del tritest e del test sequen-
ziale, ridurre il numero delle amniocentesi e, quindi, anche 
dei feti sani abortiti, aumentando nello stesso tempo il nu-
mero delle gravidanze affette individuate, realizzando altresì 
un risparmio considerevole per il Sistema Sanitario Nazionale 
(SSN) (4).
Lo scopo del presente lavoro è stato di valutare l’efficacia del 
tritest e del test sequenziale su di una popolazione più ampia, 
in termini di DR, false positive rate (FPR) e probabilità di ave-
re un feto affetto da SD nel caso di positività (OAPR).

MATERIALI E METODI

Tra il 1/1/2006 e il 31/12/2008 sono state esaminate presso 
il Servizio di Genetica Medica dell’Ospedale Civile di Pescara 
3859 gravidanze mediante test sequenziale e 4172 gravidanze 
mediante tritest, per un totale di 8031 gestanti screenate. Per 
quanto riguarda il test sequenziale, le gestanti hanno eseguito 
una ecografia tra la 10ma e la 12ma settimana di gravidanza, con 
la misurazione della translucenza nucale (TN) e della lunghez-
za cervico-sacrale (CRL) per la determinazione dell’età gesta-
zionale ecografica (EGE), cui ha fatto seguito tra la 11ma e la 
13ma settimana il dosaggio della proteina placentare plasmatica 
A (PAPP-A) e della frazione beta libera della gonadotropina 
corionica (β-hCG). Tutte le gestanti sono state sottoposte ad 
una nuova valutazione ecografica tra la 14ma e la 15ma settimana 
per evidenziare eventuali malformazioni o ritardi di crescita e, 
successivamente, ad un secondo prelievo ematico tra la 15ma e 
la 16ma settimana per la valutazione degli analiti del secondo 
trimestre: gonadotropina corionica (hCG), alfa-fetoproteina 
(AFP) ed estriolo non coniugato (UE3). Per quanto riguarda 
il tritest, i campioni di sangue sono stati raccolti preferenzial-
mente tra la 15ma e la 16ma settimana di gestazione, calcolata 
mediante ecografia di primo livello, utilizzando le biometrie 
fetali come parametri di riferimento. 
I livelli di PAPP-A, β-hCG, AFP, hCG ed uE3 nel sangue ma-
terno sono stati dosati mediante immunometria in chemilu-
minescenza (Medical Systems, Italia). I dosaggi degli analiti 
sono stati trasformati in multipli del valore mediano (MoM) 
e corretti in base al peso della gestante, alla razza, all’abitudi-
ne al fumo, al diabete insulino-dipendente e ad una eventuale 
fecondazione in vitro (IVF). I rischi per il test sequenziale e 
per il tritest sono stati calcolati usando un software personaliz-
zato per la combinazione del rischio del primo e del secondo 
trimestre (Prisca, Typolog, Germania) (9-13). I risultati sono 
stati riconsegnati entro 24 ore dal prelievo e le gestanti con un 
indice di rischio superiore al cut-off di 1:250 sono state sot-
toposte a consulenza genetica per discutere la positività al test 
e concordare la diagnosi prenatale. Lo screening è stato consi-
derato positivo per trisomia 18 quando il valore di tutti e tre 
gli analiti è risultato inferiore a 0,50 MoM (Palomaky, 1995). 
Tutte le gestanti risultate positive al test sono state sottoposte 
a consulenza genetica e successivamente ad amniocentesi tra la 
16ma e la 17ma settimana di gestazione.

RISULTATI

La popolazione delle 8031 gestanti consisteva in 2409 gravide 
di età >35 anni (27%) e in 5622 con età <35 anni (73%). L’età 
media è risultata di 32.4 anni (range 17-46 anni). 
Nella popolazione delle 3859 gravide sottoposte a test sequen-
ziale sono state evidenziate 147 donne con un test positivo 
(3.8%). Dodici gravidanze sono risultate affette da SD con 
una DR >99% e un OAPR di 1 SD ogni 12 test positivi. I 
rimanenti 135 test positivi (3.4%) erano falsi positivi (FP), 
con una spesa di 40274 Euro per Down diagnosticato. Inol-
tre, il test sequenziale ha individuato 5 gravidanze affette da 
sindrome di Edwards. Non si sono verificati finora casi di falsi 
negativi (FN) o difetti del tubo neurale (DTN).
Tra le 4172 gestanti sottoposte a tritest sono state evidenziate 
319 donne con un test positivo (7.6%). Nove  gravidanze sono 
risultate affette da SD con una DR  del 90% e un OAPR  di 
1 SD ogni 35 test positivi, con un costo di 46626 Euro per 
Down diagnosticato. Inoltre, sono state individuate 2 trisomie 
18. I restanti 310 test positivi (7.4%) erano FP.  In questo 
gruppo di gestanti si è verificato un FN per SD in una donna 
con età di 35 anni. I risultati sono riassunti in Tab. I e II.

Tabella I: Risultati tritest e test sequenziale: 8031 test.

TRITEST			   SEQUENZIALE

N: 4172				    N: 3859
Positivi DS: 319			   Positivi DS: 147
FP: 310				    FP: 135
FPR: 7.4%			   FPR: 3.4%
VP DS: 9			   VP DS: 12
VP +18: 2			   VP +18: 5
VP +13: 1			   VP +13: 0
FN: 1				    FN: 0
DR  90%			   DR >99%
OAPR: 1:35			   OAPR: 1:12

Tabella II: Costi per Down diagnosticato mediante tritest e 
test sequenziale.

TRITEST			   SEQUENZIALE

 4172 test: 292040 €		  3859 test: 424490 €
 319 Amnio: 127.600 €		 147 Amnio: 58800 €
 FPR: 7.4%			   FPR: 3.4%
 OAPR: 1:35			   OAPR: 1:12
 Spesa x DS: 46626 €		  Spesa x DS: 40.274 €

DISCUSSIONE

Gli screening su sangue materno effettuati nel primo o nel se-
condo trimestre di gravidanza hanno una paritetica efficacia 
nella valutazione del rischio di SD, mentre un approccio che 
combini entrambi i test si è dimostrato essere più efficace del 
calcolo basato solo sul rischio del primo o del secondo trime-
stre (6).
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Nel nostro studio, comparando i risultati ottenuti mediante tritest 
e test sequenziale si evince che il FPR del tritest risulta essere dop-
pio rispetto a quello del test sequenziale: 7.4% vs 3.4%; mentre la 
DR per il tritest è risultata essere minore (90%) rispetto a quella 
del test sequenziale (>99%). L’elevata DR con un FPR del 3.4% 
da noi ottenuta, rispetto a quella  del 90% con un FPR del 6.9% 
presente in letteratura (6), sembrerebbe essere legata ad una più 
precisa datazione ecografica della gravidanza, all’omogeneità della 
popolazione esaminata, per lo più di origine abruzzese, e all’accu-
ratezza delle mediane impiegate per il calcolo del rischio (4). Un 
altro dato estremamente importante nel valutare l’efficacia dello 
screening risulta essere l’“odds of being affected having a positive 
result” (OAPR), ovvero la probabilità di risultare affetti con uno 
screening positivo. Per il test sequenziale l’OAPR è risultato essere 
di 1 gravidanza affetta ogni 12 test positivi, mentre per il tritest 

l’OAPR è stato di 1 gravidanza affetta ogni 35 test positivi. Que-
sto si traduce in un minor numero di amniocentesi necessarie per 
diagnosticare una SD (147 vs 319), riducendo il numero dei feti 
persi a seguito di amniocentesi di oltre il 50%. Inoltre, un minor 
numero di amniocentesi si traduce anche in un risparmio per il 
SSN in quanto la spesa per individuare una gravidanza affetta da 
SD è di 46000 € circa con il tritest rispetto ai 40.000 € circa  con 
il test sequenziale. 
In conclusione, questi risultati, se confermati da una casistica an-
cora più ampia, dimostrano che il test sequenziale è molto più 
efficiente del tritest: 1) nell’individuazione delle gravidanze affet-
te; 2) nella riduzione sia del numero delle amniocentesi di più 
del 50% che dei costi legati all’identificazione dei feti con SD; 
3) nella diminuzione del numero di feti sani abortiti a seguito di 
indagini invasive.
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