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Linee Guida ISUOG: la diagnosi prenatale invasiva

Comitato per gli Standard Clinici

La Societa Internazionale di Ecografia Ostetrica e Ginecologica (ISUOG) ¢ un’organizzazione scientifica che
incoraggia la diffusione di una pratica clinica corretta, dell’insegnamento e della ricerca nella diagnostica per immagini
nell’ambito della salute della donna. Il Comitatoper gli Standard Clinici ISUOG (CSC) ha tra i suoi compiti quello di
sviluppare Linee Guida e Documenti di Consenso, sotto forma di raccomandazioni didattiche che forniscano agli
operatori sanitari un approccio alla diagnostica per immagini basato su di un consenso internazionale. Tali
raccomandazioni rappresentano cio che ISUOG considera la miglior pratica clinica al momento della pubblicazione
delle Linee Guida. Sebbene ISUOG si adoperi con ogni mezzo per assicurarsi che le Linee Guida siano estremamente
accurate al momento della pubblicazione, la Societa ed i suoi dipendenti e membri declinano ogni responsabilita per le
possibili conseguenze dovute a dati, opinioni o dichiarazioni inaccurate o ambigue emesse dal CSC. Le Linee Guida,
infatti, non intendono stabilire uno standard legale di cura poiché I’interpretazione dell’evidenza su cui esse poggiano
potrebbe essere influenzata da circostanze individuali e risorse disponibili in quel dato momento. Le linee guida
approvate possono essere distribuite liberamente con il permesso di ISUOG (info@isuog.org).

INTRODUZIONE

Lo scopo di questo documento & descrivere gli aspetti principali delle procedure fetali invasive per la diagnosi
prenatale. Alla luce della letteratura attualmente disponibile saranno prese in esame problematiche tecniche, indicazioni
cliniche, capacita diagnostiche e possibili complicanze.

In questa era dominata da esami del DNA fetale libero circolante (cffDNA) il numero di procedure diagnostiche
invasive si sta riducendo in maniera drammatica, con notevole impatto sulla pratica clinica.

Queste linee guida riassumono le attuali conoscenze riguardanti le tempistiche, le modalitd e le indicazioni
all’espletamento delle procedure invasive per diagnosi prenatale. Dettagli sui gradi di raccomandazione e sui livelli di
evidenza sono forniti nell’ Appendice 1.

AMNIOCENTESI

-L’amniocentesi va praticata a partire dalla 15 settimana + 0 giorni di gestazione (GRADO DELLA
RACCOMANDAZIONE: A).

-Va usato un ago da 20/22G inserito per via transaddominale sotto costante sorveglianza ecografica (GRADO DELLA
RACCOMANDAZIONE: B).

-Va evitato il passaggio dell’ago a livello dell’inserzione placentare del cordone ombelicale; qualora tecnicamente

possibile, si consiglia di evitare del tutto il passaggio transplacentare dell’ago, soprattutto in pazienti Rh negative
(GRADO DELLA RACCOMANDAZIONE: C).
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-Si ha un aumentata frequenza di contaminazione del campione con materiale cellulare di origine materna qualora il
liqguido amniotico risulti ematico ed anche quando I’operatore & poco esperto. Per minimizzare la contaminazione
cellulare materna si consiglia di scartare i primi due mL di liqguido amniotico aspirati (GRADO DELLA
RACCOMANDAZIONE: C).

L’amniocentesi consiste nell’aspirazione per via transaddominale di liquido amniotico dalla cavita uterina. Tale
procedura viene praticata gia dal 1870 [1].

Tecnica

Si inserisce un ago da 20/22 G per via transaddominale sotto costante sorveglianza ecografica [2-5]. L’ago deve essere
introdotto in modo deciso, per evitare di sollevare la membrana amniotica [3] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 1-). Un
piccolo studio clinico randomizzato (n=200) ha messo a confronto 1’utilizzo di aghi da 20G e da 22G, dimostrando che
il tasso di sanguinamento intrauterino risultava simile tra i due gruppi (4/100 ed 8/100) ma anche che 1’uso di un ago di
maggiore calibro (20 G) consentiva pil rapida raccolta del liquido [6] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2+). Uno
studio retrospettivo (n=793) ha riportato tassi di perdita fetale simili con aghi da 20 G (1.57%), 21 G (1.47%) e 22 G
(1.61%) [7]. L’effetto del passaggio transplacentare dell’ago ¢ stato studiato in coorti retrospettive. I tassi di perdita
fetale sono risultati simili sia in caso di approccio transplacentare, sia in caso di passaggio attraverso le sole membrane,
tuttavia il passaggio dell’ago per via transplacentare si associa ad un maggior tasso di aspirato ematico [8-11]. Si
raccomanda di evitare che 1’ago faccia il suo ingresso in cavita amniotica al livello del punto di inserzione placentare
del cordone ombelicale e, qualora tecnicamente possibile, si consiglia di evitare del tutto il passaggio transplacentare
dell’ago, soprattutto in pazienti Rh negative [2-7,12] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 1+). Quando I’ago ha raggiunto
la cavita amniotica, si sfila il mandrino e si procede all’aspirazione di 15-30 mL di liquido (a seconda delle indicazioni).
L’aspirazione del liquido puo essere eseguita dall’operatore stesso o da un assistente oppure utilizzando un sistema
d’aspirazione automatico [3,13]. In alcuni casi ¢ possibile trovare del materiale cellulare materno all’interno dei
campioni di liquido amniotico ed in alcuni articoli meno recenti vengono riportati tassi di contaminazione con cellule
materne superiori al 20% del totale in un campione su due, e fino al 50% negli aspirati ematici [14]. Uno studio
retrospettivo condotto su 150 campioni di liquido amniotico ha dimostrato che i fattori associati ad alto tasso di
contaminazione sono: il passaggio transplacentare dell’ago (6.0% vs 1.0%), il doppio passaggio dell’ago (27.5% vs
2.0%) ed infine I’inesperienza dell’operatore [15]. La frequenza della contaminazione da cellule materne risulta essere
molto inferiore (0.35%) in una piu recente serie di 6332 campioni di liquido amniotico [16]. Per minimizzare la
contaminazione del campione con cellule materne si raccomanda di scartare i primi 2 mL di liquido amniotico [17]
(LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2+).

Epoca gestazionale

Vari studi clinici randomizzati condotti nel corso degli anni novanta hanno messo a confronto la sicurezza e
I’affidabilita diagnostica dell’amniocentesi precoce (<14 settimane + 0 giorni) rispetto all’amniocentesi condotta in
epoche piu avanzate di gestazione (> 15 settimane + 0 giorni). Un primo studio clinico (n=695) non ha evidenziato
differenze tra i tassi di perdita fetale nel confronto tra I’amniocentesi precoce e quella condotta in epoche pit avanzate
(7.8% e 7.4%) e tra i tassi di difetti fetali congeniti (2.4% e 2.6%) [18,19]. Tuttavia uno studio clinico randomizzato
multicentrico di dimensioni molto ampie ha dimostrato che ’amniocentesi precoce (condotta a partire dalle 11
settimane + 0 giorni alle 12 settimane + 6 giorni) si associa ad un tasso significativamente maggiore di perdita fetale
(7.6% e 5.9%) di anomalie fetali quali il piede torto congenito (1.3% e 0.1%) e di perdita di liquido amniotico post-
procedurale (3.5% e 1.7%) rispetto all’amniocentesi effettuata in epoche piu avanzate di gestazione (a partire dalle 15
settimane + O giorni alle 16 settimane + 6 giorni) [20,21]. Ci0 potrebbe essere dovuto alla presenza del celoma extra-
embrionale nel primo trimestre o alla ridotta quantita di liquido amniotico. Per tali motivi le maggiori istituzioni
scientifiche raccomandano di effettuare ’amniocentesi esclusivamente a partire dalle 15 settimane + 0 giorni [2,7,22]
(LIVELLO DELL’EVIDENZA:1+).

Aspetti laboratoristici

Il fallimento della coltura di amniociti avviene nello 0.1% dei casi. Il rischio di fallimento colturale & aumentato in
presenza di campioni di liquido amniotico ematico e nelle amniocentesi tardive [17]. Nello 0.25% delle procedure vi €
riscontro di mosaicismo delle cellule amniotiche [17]. In questi casi si raccomanda un counselling genetico ed in alcuni
casi si rende necessario il prelievo di un campione di sangue fetale per escludere un vero e proprio mosaicismo [17]. Il
rischio di fallimento colturale degli amniociti € aumentato anche in prelievi effettuati in epoca gestazionale avanzata. In
uno studio retrospettivo condotto su campioni di liquido amniotico prelevati oltre le 28 settimane di gestazione il tasso
di fallimento colturale riscontrato é stato del 9.7% [23] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2++).

Complicazioni



-1l rischio aggiuntivo di perdita fetale in donne che si sottopongono ad amniocentesi rispetto ai controlli varia tra lo 0.1
e 1’1%. Gli studi piu recenti riportano dati che si avvicinano al limite inferiore di questo intervallo. (GRADO DELLA
RACCOMANDAZIONE: B).

-1l rischio di rottura delle membrane post-amniocentesi ¢ dell’1-2%; tuttavia in questi casi la prognosi pud essere piu
favorevole rispetto ai casi di rottura spontanea pre-termine e prematura delle membrane (pPROM) (GRADO DELLA
RACCOMANDAZIONE: B).

-Danni  fetali e complicazioni materne gravi sono eventi estremamente rari (GRADO DELLA
RACCOMANDAZIONE: D).

-L’esperienza dell’operatore e la sua conoscenza della procedura riducono fortemente il rischio di perdita fetale post-
amniocentesi. Il rischio di perdita fetale & aumentato nei casi in cui vengono effettuati piu tentativi di passaggio
dell’ago, nei casi di liquido amniotico ematico ed infine in presenza di anomalie fetali, mentre 1’effetto di altri fattori di
rischio & meno consistente (GRADO DELLA RACCOMANDAZIONE: C).

Perdita fetale

La maggior parte dei dati inerenti alle perdite fetali secondarie ad amniocentesi derivano da studi di natura
osservazionale. Esiste un solo trial clinico randomizzato danese, che risale al 1986, condotto su 4606 gestanti con
gravidanza a basso rischio, randomizzate ad effettuare amniocentesi oppure alla semplice condotta d’attesa. Il tasso di
perdita fetale riscontrato nel gruppo sottoposto ad amniocentesi ¢ risultato essere dell’1.7% e dello 0.7% nel gruppo di
controllo, con un rischio netto correlato alla procedura dell’1.0% [12] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 1+). Numerosi
studi osservazionali condotti in seguito hanno riscontrato tassi di rischio maggiori o inferiori ed una recente meta-analisi
ha calcolato che il rischio ponderato e combinato di aborto post-amniocentesi é pari allo 0.11% (95 % CI, da -0.04 a
0.26%) [24] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2++). Una revisione danese del 2016 che ha preso in analisi 147987
procedure invasive ha riportato un tasso di aborto pari allo 0.56% entro 28 giorni dalla procedura ed un rischio di morte
fetale in utero dello 0.09% entro 42 giorni dalla procedura [25] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2++).

Perdita di liquido amniotico

Il rischio di perdita di liqguido amniotico in seguito ad amniocentesi rimane aumentato fino alla ventiquattresima
settimana di gestazione. L’incidenza di perdita di liquido post-procedura varia tra 1’1 ed il 2% [17,19,26]. Tuttavia,
nelle gestanti che perdono liquido in seguito ad amniocentesi, si osserva spesso la richiusura delle membrane, con tassi
di perdita perinatale decisamente inferiori rispetto a gravidanze con rottura spontanea delle membrane alla stessa epoca
gestazionale [27] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2++).

Corionamniosite
Il rischio di corionamniosite ed infezione endouterina a seguito dell’amniocentesi ¢ molto basso (<0.1%) [17].
Lesioni fetali da ago

La possibilita che avvengano lesioni da ago al feto & estremamente rara [17]. Episodi sporadici di ferita al feto sono stati
segnalati in alcuni case report meno recenti, soprattutto in casi di procedure non eco-guidate. Tra le lesioni segnalate
citiamo: lesioni oculari [28], ferite cutanee (cicatrici ed avvallamenti cutanei) [29,30], traumi tendinei [29], lesioni
vascolari [31], lesioni cerebrali (inclusa la porencefalia) [32,33] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 3).

Complicanze materne

Delle complicanze materne gravi secondarie all’amniocentesi, tra cui sepsi e decesso materno, sono state segnalate in
un esiguo numero di casi [34-38]. Tali eventi possono verificarsi qualora, nel corso della procedura, si leda I’intestino.
E possibile inoltre che le sonde ed il gel ecografico vengano colonizzati da batteri, ponendo il rischio di infezione
materna [2] (LIVELLO DELL’EVIDENZA:3).

Fattori di rischio per complicanze

Sono stati documentati tassi di perdita fetale pit bassi per operatori che effettuano oltre 100 procedure annuali [2]
(LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2+). All’aumentare del numero di passaggi dell’ago (tre o piu punture), aumenta il
rischio di perdita fetale. Se si rendono necessari piu di due passaggi dell’ago € possibile posticipare la procedura di 24
ore [3,22]. La presenza di anomalie fetali si associa di per sé ad un aumentato rischio di perdita fetale; tale rischio



incrementa ulteriormente in seguito ad amniocentesi [22]. In presenza di un campione di liquido amniotico ematico
oppure dal colore alterato (es. marroncino) é ragionevole sospettare un sanguinamento intra-amniotico che si associa, in
genere, ad un maggiore rischio di perdita fetale post-procedura. Il motivo potrebbe risiedere nell’associazione tra
sanguinamento intra-amniotico e sottostanti disordini placentari [22,39] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2+).
L’opinione di esperti suggerisce di rivalutare le competenze dell’operatore qualora il tasso di perdita fetale ecceda il
valore di 4 su 100 amniocentesi consecutive [2,40] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2+). Numerosi altri fattori di
rischio sono stati chiamati in causa quali possibili responsabili di un aumento del rischio di perdita fetale a seguito di
amniocentesi, sebbene il loro ruolo non sia stato del tutto provato. Tra questi citiamo: fibromi uterini, malformazioni
malleriane, separazione corionamniotica, ematoma sottocoriale, sanguinamento materno in atto o pregresso, BMI
materno >40 kg/m?2, multiparita (>3 parti), infezione vaginale sintomatica, tre o piu aborti (LIVELLO
DELL’EVIDENZA: 2+/2-).

VILLOCENTESI

-La villocentesi o prelievo dei villi coriali (CVS chorionic villus sampling) deve essere effettuata a partire dalle 10
settimane + 0 giorni (GRADO DELLA RACCOMANDAZIONE: A).

-La villocentesi pud essere effettuata per via transaddominale o per via transcervicale, a seconda delle preferenze e
dell’esperienza dell’operatore oppure in base alla posizione placentare.

-Non esistono al momento attuale studi clinici randomizzati che confrontino il tasso di perdita fetale post-villocentesi
con controlli. Tuttavia, alcuni studi osservazionali indicano un tasso di perdita fetale estremamente basso, variabile tra
lo 0.2 ed il 2% (GRADO DELLA RACCOMANDAZIONE: B).

-1l rischio di aborto dopo villocentesi diminuisce all’aumentare dell’esperienza dell’operatore, mentre il rischio aumenta
in caso di procedure che richiedono piu tentativi oppure in feti di epoche gestazionali < 10 settimane (GRADO
DELLA RACCOMANDAZIONE: B).

La villocentesi & un prelievo di cellule trofoblastiche dalla placenta. Tale procedura fu descritta per la prima volta in
Cina verso la meta degli anni Settanta [43] ed introdotta nella pratica clinica agli inizi degli anni Ottanta [44].

Tecnica

Si inserisce 1’ago nella placenta sotto costante guida ecografica. Solitamente ¢ possibile inserire 1’ago a mano libera
oppure tramite un adattatore da biopsia. Attualmente non esistono dati che confrontino i livelli di sicurezza ed efficienza
delle due metodiche, e la scelta tra le due metodiche viene fatta dall’operatore a seconda della sua esperienza e delle sue
preferenze [2,45]. L’accesso alla placenta pud avvenire sia per via transaddominale che per via transcervicale. Un trial
clinico randomizzato condotto su 3873 donne con gravidanza singola (eta gestazionale compresa tra le 7 e le 12
settimane, in larga parte > 10 settimane) ha mostrato tassi di perdita fetale (2.3% e 2.5%) e tassi di successo della
villocentesi (95% e 94%) molto simili per entrambe le metodiche [46] (LIVELLO DELL’EVIDENZA:1 +).

Approccio transaddominale

E possibile somministrare un anestetico locale per effettuare la villocentesi per via transaddominale [2] (LIVELLO
DELL’EVIDENZA: 4). E possibile utilizzare un ago singolo da 17-20 G oppure un set di due aghi da 17/19 G
esternamente e 19/20 G internamente [47] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 1-). Quando I’ago arriva al bersaglio
all’interno della placenta, ¢ necessario eseguire da 1 a 10 movimenti di inserimento e retrazione dell’ago, mantenendo al
contempo il sistema di aspirazione mentre il materiale viene aspirato manualmente da un assistente oppure tramite un
sistema di aspirazione automatico [3,45,48].

Approccio transcervicale

Vengono inserite per via transvaginale delle pinze da biopsia che passano attraverso il canale cervicale, fino a
raggiungere 1’area trofoblastica. E possibile anche utilizzare un catetere con mandrino in plastica o metallo ed una
siringa per aspirare [3]. Un trial clinico randomizzato di 200 donne sottoposte a prelievo dei villi coriali tra le 10 e le 12
settimane ha posto a confronto queste due metodiche, riportando simili tassi di traumatismo placentare e di riuscita del
prelievo (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 1-). Tuttavia, la metodica con pinze da biopsia viene solitamente preferita
sia dagli operatori che dalle pazienti [49]. Dopo la procedura si consiglia di osservare il campione per confermare al suo
interno la presenza di materiale. Ogni campione deve contenere almeno 5 mg di villi per essere diagnostico [3]. Il
fallimento del prelievo avviene nel 2.5-4.8% delle procedure [2,45].



Epoca gestazionale

La villocentesi non dovrebbe essere effettuata prima delle 10 settimane + 0 giorni di gestazione, a causa dell’alto rischio
di perdita fetale e di insorgenza di complicazioni [2,17]. Studi risalenti ai primi anni novanta hanno messo in luce un
rischio aumentato, rispetto alla popolazione generale, di difetti degli arti ed ipoplasia mandibolare in feti sottoposti a
villocentesi prima delle 10 settimane di gestazione. Tuttavia non esiste sufficiente evidenza per confermare o meno un
rapporto di causalita tra la procedura e queste malformazioni. Arti e mandibola del feto sembrano essere
particolarmente suscettibili ad alterazioni di tipo vascolare prima delle 10 settimane [3,50,51] (LIVELLO
DELL’EVIDENZA:3).

Aspetti laboratoristici

Il fallimento della coltura di citotrofoblasti avviene in meno dello 0.5% dei casi in cui il campione sia inferiore ai 5 mg
di villi coriali [49]. In alcuni di questi casi € possibile una contaminazione con cellule deciduali materne, tuttavia €
possibile ridurre questa contaminazione separando le cellule deciduali ed il materiale ematico dai villi coriali tramite un
microscopio da dissezione [51] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2-). Viene riscontrato mosaicismo delle cellule
placentari nell” 1% dei casi [17]. In questi casi si consiglia una consulenza genetica, e pud esserci ’indicazione ad
eseguire ’amniocentesi per differenziare un vero mosaicismo fetale da un mosaicismo confinato alla placenta [17].

Complicanze
Perdita fetale

Non esistono studi clinici randomizzati che mettano a confronto pazienti sottoposte a villocentesi con pazienti non
sottoposte a tale procedura, per cui I’evidenza circa il rischio di aborto legato alla procedura deriva da studi di coorte
retrospettivi. Il rischio di perdita fetale legato alla villocentesi & stimato attorno allo 0.2-2% [2,24]. Tale rischio risulta
inferiore nei centri di riferimento per diagnosi prenatale e diminuisce anche in presenza di operatori esperti, variando tra
1/150 e 1/500 [2,53]. Uno studio retrospettivo derivante dal registro danese, condotto su 31355 pazienti sottoposte a
villocentesi, ha riportato un tasso globale di perdita fetale dell’1.9% post-villocentesi e dell’1.4% post-amniocentesi; il
tasso d’abortivita era inversamente correlato al numero di procedure effettuate, risultando del 40% maggiore qualora la
struttura effettuasse un numero di procedure annuali inferiori a 1500 [40] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2 ++). Un
aggiornamento del database di questo studio effettuato nel 2016 ha dimostrato un impatto quasi nullo della villocentesi
sui tassi di perdita fetale (rischio di aborto 21 giorni post- villocentesi: 0.21%) [25] (LIVELLO DELL’EVIDENZA 2
+). Tali risultati sono molto simili a quelli ottenuti da un grande studio retrospettivo che ha confrontato i tassi di aborto
di 5243 donne sottoposte a villocentesi (2.7%) con quelli di 4917 controlli (3.3%) [54]. Secondo una recente meta-
analisi il rischio di perdita fetale post-villocentesi non e significativamente aumentato rispetto a quello della
popolazione non esposta (il rischio complessivo <24 settimane ¢ dello 0.22% (IC 95%, da -0.71 a 1.16%)) [24]; questa
stima ha preso in considerazione i risultati dello studio danese del 2016 [25] (LIVELLO DELL’EVIDENZA:2 ++).
Uno studio retrospettivo basato su 1251 villocentesi eseguite per via transcervicale ha riportato un tasso di perdita fetale
del 2.5%. Tassi di aborto molto simili sono stati riscontrati a seguito di uno studio clinico randomizzato di confronto tra
villocentesi transcervicale e transaddominale (2.5% e 2.3%) [46] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 1+). Uno studio
randomizzato di confronto tra villocentesi transaddominale e amniocentesi del secondo trimestre non ha trovato alcuna
differenza statisticamente significativa nel tasso totale di perdita fetale tra le due metodiche (6.3% e 7%; rischio relativo
(RR) 0.90 (IC 95%, 0.66-1.23)) [56] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 1-). Tuttavia una meta-analisi che ha preso in
considerazione 4 trial randomizzati ha dimostrato un maggior tasso globale di perdita fetale (RR 1.40 (IC 95%, 1.09-
1.81)) e di aborto spontaneo (RR, 1.50 (95% CI, 1.07-2.11)) per la villocentesi transcervicale rispetto all’amniocentesi
del secondo trimestre [57].

Sanguinamento dai genitali esterni

Nel 10% dei casi le pazienti riscontrano sanguinamento dai genitali esterni in seguito a villocentesi [52,53],
particolarmente se la metodica di prelievo é transcervicale (30% di rischio di sanguinamento vaginale) [52] (LIVELLO
DELL’EVIDENZA 2-).

Complicanze rare

Il rischio di perdita di liquido amniotico in seguito a villocentesi & molto basso (<0.5% dei casi) [52] (LIVELLO
DELL’EVIDENZA: 2-). Non & ben noto il rischio di perdita fetale qualora si verifichi una perdita di liquido amniotico



post-villocentesi. Molto basso €& anche il rischio di corionamniosite ed infezione endouterina post-villocentesi (1-
2/3000) [52] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2-). Non sono mai stati segnalati casi di shock settico o decesso
materno in pazienti sottoposte a villocentesi.

Associazione con pre-eclampsia e ritardo di crescita fetale

Alcuni studi hanno messo in luce una possibile associazione tra villocentesi e sviluppo di pre-eclampsia col progredire
della gravidanza, verosimilmente legata al danno placentare subito nel corso del prelievo dei villi. Tuttavia molti studi
negli anni hanno a loro volta confutato questa ipotesi ed una meta-analisi non ha confermato questa associazione [58]
(LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2+). Uno studio caso-controllo ha invece escluso I’esistenza di una associazione tra
villocentesi e ritardo di crescita fetale; dall’analisi di regressione ¢ emerso che la maggiore incidenza di pre-
eclampsia nel gruppo sottoposto a villocentesi fosse in realta dovuta a fattori di confondimento sia di origine materna
sia di origine fetale (ad esempio bassi livelli di pregnhancy-associated plasma protein-A PAPP-A oppure elevate
resistenze vascolari a livello delle arterie uterine) [59] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2+).

Fattori di rischio per complicanze

Si riscontrano piu bassi tassi di perdita fetale se si effettuano piu di 100 procedure per anno [2]. L’opinione di esperti
suggerisce di rivalutare le competenze dell’operatore qualora il tasso di perdita fetale ecceda il valore di 8 su 100
villocentesi consecutive oppure il tasso di fallimento del campionamento ecceda il valore di 5 su 100 villocentesi
consecutive [2].

Un ampio studio retrospettivo ha individuato alcuni fattori di rischio associati ad aborto post-villocentesi quali
appartenenza all’etnia Afro-Americana, doppio passaggio dell’ago o doppia aspirazione, severa perdita ematica nel
corso della villocentesi, eta materna < 25 anni, epoca gestazionale < 10 settimane [54] (LIVELLO
DELL’EVIDENZA 2++). La presenza di anomalie strutturali del feto e di un aumentato spessore della traslucenza
nucale (NT) sono associate ad un aumentato rischio di base di aborto [2]. In questi casi la villocentesi comporta un
ulteriore incremento del rischio. Anche bassi livelli sierici di PAPP-A sembrerebbero presentare un aumentato rischio
d’aborto post-villocentesi, verosimilmente per 1’associazione esistente tra bassi livelli di PAPP-A e disordini placentari
[60] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2++). Esistono ulteriori fattori che potrebbero essere causa di un aumento del
rischio perdita fetale a sequito del prelievo dei villi coriali, la cui influenza non ¢ stata del tutto chiarita. Tra questi
fattori di rischio citiamo [3,22]: miomi uterini, eta materna avanzata, malformazioni uterine, separazione corion-
amniotica, ematoma sottocoriale, sanguinamento materno in atto o pregresso, utero retroverso, bradicardia fetale post-
procedurale persistente (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2-).

PRELIEVO DI SANGUE FETALE

-1l prelievo di sangue fetale dovrebbe essere eseguito a partire dalle 18 settimane + 0 giorni, utilizzando un ago da 20-22
G per via transaddominale, sotto guida ecografica.

-1l prelievo di sangue fetale viene effettuato per ricercare eventuali mosaicismi cromosomici in seguito ad amniocentesi
e per valutare lo stato ematologico del feto.

-1l rischio di perdita fetale in seguito a prelievo di sangue fetale aumenta in presenza di anomalie strutturali fetali
(inclusa I’idrope), restrizione di crescita intrauterina (IUGR) e, probabilmente, anche nei feti di eta gestazionale < 24
settimane (GRADO DELLA RACCOMANDAZIONE: B).

Sono state descritte diverse modalita di approccio alla vena ombelicale per effettuare il prelievo di sangue fetale, tra cui
la “cordocentesi o funicolocentesi” (a livello dell’inserzione placentare del cordone oppure di un’ansa libera) e
I’accesso alla vena nel suo tratto intra-addominale per via trans-epatica. Il termine “cordocentesi” indica la puntura eco-
guidata della vena del cordone ombelicale (vena ombelicale) a scopo diagnostico (prelievo del sangue fetale) oppure
terapeutico (trasfusione intrauterina o instillazione di farmaci). La prima casistica pubblicata sulla cordocentesi risale al
1987 [61]. Tale procedura dovrebbe sempre essere eseguita dopo il completamento delle 18 settimane + O giorni di
gestazione, poiché prima di tale epoca il rischio di perdita fetale & maggiore [62].

Tecnica



Si inserisce per via transaddominale e sotto costante guida ecografica un ago da 20-22 G che viene introdotto all’interno
della vena ombelicale. Solitamente viene utilizzata la tecnica a mano libera, sebbene alcuni operatori prediligano 1’ago
montato su guida. Se la placenta & anteriore si suggerisce di pungere il cordone a livello della sua inserzione placentare;
in caso di placenta posteriore si suggerisce di pungere un’ansa libera del cordone oppure la porzione intra-addominale
della vena ombelicale [62] (LIVELLO DELL’EVIDENZA:4). Quando 1’ago raggiunge 1’obiettivo & possibile
effettuare un breve lavaggio con soluzione fisiologica per assicurarsi che la posizione dell’ago sia corretta. Si consiglia
massima cautela nell’evitare le arterie ombelicali. L’aspirazione della siringa puo essere effettuata da un assistente
oppure dall’operatore stesso fino a quando non si raggiunge la quantita necessaria di sangue. L’origine del sangue
dovrebbe essere confermata microscopicamente (analisi automatizzata del sangue) valutando il volume corpuscolare
medio oppure tramite un test di acidificazione rapido (ad esempio: test di Kleihauer Betke o test di Apt) [62]. Qualora
I’accesso al cordone risulti difficoltoso oppure fallisca il tentativo di prelievo a livello dell’inserzione placentare del
cordone € possibile effettuare il prelievo a livello della vena intraepatica [63]. Un vantaggio del prelievo a livello
intraepatico é rappresentato dalla assenza di complicazioni cordonali oltre che dalla riduzione del rischio di perdita
ematica fetale ed emorragia feto-materna. Infine, con questa metodica di prelievo si ha assoluta certezza circa ’origine
fetale del sangue prelevato.

Perdita fetale

Il rischio di perdita fetale in seguito al prelievo di sangue fetale varia tra 1’1% ed il 2 % [64-66]. Un ampio studio
retrospettivo basato su 1821 donne sottoposte a prelievo di sangue fetale con buon esito della procedura ha dimostrato
un rischio pari al 3.2% nelle gravidanze sottoposte al prelievo di sangue fetale e dell’1.8% nel gruppo di controllo, con
un tasso di perdita fetale netto pari all’1.4% [64]. (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2++).

Tra i fattori associati ad un aumento del rischio di perdita fetale post-procedura annoveriamo le anomalie fetali, lo
IUGR ed un’epoca gestazionale < 24 settimane. Un piccolo studio retrospettivo ha dimostrato tassi di perdita fetale pari
al 14% (4/29) in feti con difetti strutturali e del 25% (9/36) in feti con idrope, mentre in feti strutturalmente normali
all’esame ecografico il tasso di perdita fetale si aggirava attorno all’1% (1/176) [65] (LIVELLO DELL’EVIDENZA:
2++). Un altro studio retrospettivo molto simile, ma di dimensioni maggiori (n=1878) ha riportato un aumento dei tassi
di perdita fetale in feti IUGR (8.9%) oppure affetti da anomalie strutturali (13.1%) rispetto all’1% in feti strutturalmente
normali all’indagine ecografica [66]. (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2++). Infine un altro studio retrospettivo di
ampie dimensioni ha preso in analisi 2010 procedure dimostrando come la perdita fetale post-prelievo aumenti prima
delle 24 settimane di gestazione e diminuisca oltre questa epoca (2.7% e 1.9%). (LIVELLO DELL’EVIDENZA 2++).

Questa procedura dovrebbe essere effettuata esclusivamente da operatori esperti. Sebbene non esistano specifiche
evidenze a riguardo € ragionevole pensare che il rischio di complicazioni o di fallimento della procedura si riducano
all’aumentare dell’esperienza dell’operatore.

CRITERI DI ELEGGIBILITA’ PER LA DIAGNOSI PRENATALE INVASIVA

-Si consiglia di eseguire un dettagliato counselling prima dell’esecuzione di qualsiasi tipo di diagnosi prenatale
invasiva, illustrando i vantaggi, i rischi e gli aspetti tecnici della procedura proposta.

-Tra le indicazioni correnti all’esecuzione della diagnosi prenatale invasiva sono inclusi I’aumentato rischio di anomalia
cromosomica fetale, I’aumentato rischio di patologia genetica o metabolica ereditarie e 1’aumentato rischio infettivo
perinatale.

Prima di eseguire una procedura di diagnosi prenatale invasiva e necessario eseguire un approfondito counselling con la
coppia. Tale counselling puo essere effettuato dallo specialista in ostetricia 0 medicina fetale che effettuera 1’esame, dal
genetista oppure da un’ostetrica adeguatamente formata (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 4). Nel corso del counselling
con la coppia si consiglia di approfondire i seguenti argomenti [2]: rischi e benefici della diagnosi prenatale
invasiva rispetto allo screening [17,22]; differenze tra amniocentesi e villocentesi in termini di accuratezza delle due
metodiche, complicanze legate all’una o all’altra metodica, tempistiche per I’esecuzione delle due procedure e, in caso
di risultato patologico, differenti modalita di interruzione della gravidanza in base alla metodica effettuata [22]. Si
consiglia inoltre di citare i rischi di perdita fetale legati alle due metodiche tratti da stime locali e nazionali e di
informare la coppia circa ’accuratezza e le limitazioni degli esami di laboratorio che verranno eseguiti, mettendo i
genitori a conoscenza dei tassi di insuccesso dell’analisi, delle tempistiche necessarie per avere il referto del
laboratorio, delle modalita di comunicazione dell’esito dell’esame da parte della struttura, delle possibilita di continuare
ad essere seguiti una volta ricevuto I’esito dell’esame ed infine della necessita di immunoprofilassi post-procedura per



tutte le pazienti Rh negative non immunizzate [2,22]. Al termine di tale dettagliato processo di informazione va
ottenuto dalla donna il consenso informato scritto all’esecuzione dell’esame [2].

Indicazioni all’amniocentesi o alla villocentesi

Attualmente le indicazioni all’esecuzione di diagnosi prenatale invasiva tramite amniocentesi o villocentesi includono:
I’aumentato rischio di aneuploidia fetale, I’aumentato rischio di specifica malattia genetica o biochimica nota in
anamnesi, una malattia infettiva materna a rischio di trasmissione fetale ed infine, in alcune specifiche circostanze, la
richiesta materna.

Aumentato rischio di aneuploidia fetale (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 4)

Un aumentato rischio di aneuploidia fetale puo derivare da un test di screening (test combinato del primo trimestre, test
del cffDNA anche noto come NIPT “non invasive prenatal test”, esami biochimici del secondo trimestre quali il triplo
o il quadrupolo test), da un riscontro ecografico di anomalia fetale (anomalia strutturale fetale,associata ad anomalie
cromosomiche), dall’anamnesi ostetrica della paziente (precedente gravidanza con feto affetto da aneuploidia) o
dall’anamnesi familiare della coppia (presenza in famiglia di una nota traslocazione o inversione bilanciata, di una
aneuploidia o di un mosaicismo per aneuploidia) [17].

L’ eta materna avanzata (>35 anni) da sola non costituisce una sufficiente indicazione alla diagnosi prenatale invasiva,
sebbene in alcuni paesi ancora venga accettata come indicazione [4,17]. Anche la gravidanza ottenuta tramite tecniche
di procreazione medicalmente assistita non costituisce, da sola, una sufficiente indicazione alla diagnosi prenatale
invasiva. Tuttavia nelle gravidanze ottenute tramite ICSI (“intracytoplasmic sperm injection™) per oligospermia € buona
norma informare i genitori dell’esistenza di un aumentato rischio di anomalie cromosomiche degli spermatozoi,
possibilmente responsabili dell’infertilita paterna e trasmissibili alla prole di sesso maschile.

Aumentato rischio di specifica malattia genetica o biochimica fetale, gia nota in anamnesi [17] (LIVELLO
DELL’EVIDENZA: 4).

Tale aumento del rischio pud derivare da una patologia ereditaria presente all’interno della famiglia, dovuta ad una
mutazione genetica oppure ad un difetto metabolico gia noti in anamnesi; da una madre con feto di sesso maschile,
portatrice di alterazione cromosomica legata alla X ; da genitori entrambi portatori di mutazione per patologia
autosomica recessiva.

Malattia infettiva materna a rischio di trasmissione fetale [17] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 4).

In caso di infezione materna primaria o di sieroconversione da toxoplasma, citomegalovirus o rosolia € indicata
I’esecuzione di diagnosi prenatale invasiva per confermare o escludere la trasmissione dell’infezione al feto.

Richiesta materna (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 4).

La richiesta materna da sola generalmente non costituisce un valido motivo per I’esecuzione di diagnosi prenatale
invasiva, tuttavia, in casi altamente selezionati (ad esempio coppie con forte ansia) & possibile effettuare diagnosi
prenatale, dopo aver eseguito un approfondito counselling.

Indicazioni al prelievo di sangue fetale (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 4).

Le piu comuni indicazioni all’esecuzione di un prelievo di sangue fetale includono: ricerca di un mosaicismo fetale
sospettato in seguito all” amniocentesi; valutazione dello stato ematologico fetale (quantificazione dell’anemia fetale o
della conta piastrinica/linfocitaria) [17, 62].

Altre indicazioni sono invece divenute molto rare nella pratica clinica attuale, poiché in larga parte rimpiazzate dalla
villocentesi ed amniocentesi [17,62]: esecuzione del cariotipo fetale completo, del gruppo sanguino o tipizzazione
antigeni piastrinici, esecuzione di test genetici, presenza di infezione, studi su plasma o siero (es. metaboliti, ormoni).

CHECKLIST PRE E POST-PROCEDURA DI DIAGNOSI PRENATALE INVASIVA

-Si consiglia di valutare 1’eventuale negativita materna al fattore Rh e la presenza di alloanticorpi nel siero materno
prima di eseguire qualsiasi procedura di diagnosi prenatale invasiva; in pazienti non immunizzate & necessaria la
somministrazione in via profilattica delle immunoglobuline anti-D entro 72h dalla procedura, a meno che non venga
verificata anche la negativita paterna al fattore Rh.



-Non é raccomandato lo screening universale su sangue materno per virus trasmessi per via ematica quali I’epatite B e C
(HBV ed HCV) o il virus da immunodeficienza acquisita (HIV).

-Attualmente non é raccomandato 1’uso di profilassi antibiotica pre-procedura.
-Durante I’esecuzione della procedura € necessaria 1’osservanza dei principali criteri dell’asepsi.

-Al termine della procedura & necessario produrre un referto, indirizzato al curante della paziente, con dettagliata
descrizione di quanto eseguito.

Verifica del gruppo sanguigno materno ed immunoprofilassi (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2+)

Attualmente tutte le linee guida raccomandano la verifica dell’emogruppo materno e dell’eventuale presenza di
alloanticorpi sierici prima di eseguire procedure invasive di diagnosi prenatale [68]. E altamente raccomandata
I’esecuzione dell’immunoprofilassi post-procedura in pazienti Rh negative, non immunizzate, con partener Rh positivo
(eccetto in feti con gruppo sanguigno Rh negativo verificato tramite cffDNA su siero materno). Generalmente viene
consigliata ’esecuzione di una singola dose intramuscolo di anticorpi anti-D in preparazioni gia pronte all’uso [68].
Uno studio prospettico condotto su 361 donne Rh negative sottoposte ad amniocentesi senza immunoprofilassi con feto
Rh positivo ha dimostrato il riscontro in 5 di queste (1.4%) di anticorpi anti-D ed assenza di conseguenze cliniche per
i neonati [69]. In uno studio simile, condotto su 115 donne, il tasso di pazienti con anticorpi anti-D in circolo
riscontrato é stato del 3.4% e per uno di questi 4 neonati sono state necessarie 2 exsanguinotrasfusioni, sebbene lo
sviluppo neurocomportamentale valutato all’eta di due anni sia risultato nella norma [70]. Tuttavia I’immunoprofilassi
post-amniocentesi viene raccomandata fin dagli anni settanta [71] ed in una serie di 944 donne Rh negative sottoposte
ad immunoprofilassi non sono stati riscontrati casi di sensibilizzazione materna [72].

Screening materno per virus a trasmissione ematica

Il rischio di trasmissione di virus dalla madre al feto nel corso di procedure di diagnosi prenatale invasiva € trascurabile
ed é probabilmente limitato a casi di madri che presentano alte cariche virali [73].

Antibioticoprofilassi

Esiste un solo trial clinico randomizzato sulla somministrazione profilattica di antibiotici (azitromicina) pre-
amniocentesi (n= 34923): nel gruppo pre-trattato con azitromicina (n=21219) sono stati osservati tassi inferiori di
aborto e pPROM rispetto al gruppo non trattato con antibiotici (rispettivamente 0.28% e 1.12%, n=12529) [74]
(LIVELLO DELL’EVIDENZA: 1-). Tuttavi la pubblicazione di questo studio ha scatenato una disputa scientifica e
legale [75-77] e, per tale motivo, & necessario interpretare con cautela questi risultati. Uno studio retrospettivo di
dimensioni molto inferiori (n= 1744) non ha trovato differenti tassi di perdita fetale tra il gruppo trattato con antibiotici
profilattici (amoxicillina/acido clavulanico o azitromicina, tasso 1.3%) ed il gruppo non trattato (1.2%) [78]
(LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2++). Attualmente vi & una scarsita di evidenze scientifiche di alta qualita che
consentano di valutare correttamente I’effetto dell’antibioticoprofilassi prima di una procedura invasiva [79] e per tale
motivo le maggiori societa scientifiche non consigliano 1’antibioticoprofilassi pre-procedura.

Ecografia (pre e post-procedura) (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 4)

Prima di sottoporre una paziente a diagnosi prenatale invasiva & necessario eseguire il controllo ultrasonografico del
numero di feti e della loro vitalita, della posizione placentare, della quantitd di liquido amniotico e dell’epoca
gestazionale [3]. Generalmente un controllo ecografico viene eseguito anche dopo la procedura per il controllo della
frequenza cardiaca fetale, della placenta (eventuale presenza di ematomi) e del liquido amniotico. Questo controllo pud
essere eseguito al termine della procedura oppure dopo qualche giorno, a seconda dei protocolli locali [22].

Asepsi (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 4)

I principali criteri dell’asepsi devono essere rispettati mentre si esegue una procedura invasiva per minimizzare il
rischio di infezioni materno-fetali. Si raccomanda 1’uso di un carrello con guanti sterili, garze, pinze ed aghi [3]. Prima
di eseguire la villocentesi, I’amniocentesi o il prelievo di sangue fetale per via transaddominale & necessario disinfettare
la cute dell’addome con soluzione antisettica (clorexedina o iodio) e coprirla con un telo sterile. Spesso viene anche
utilizzato un coprisonda sterile. In alternativa & possibile disinfettare dopo ogni utilizzo la sonda. Si consiglia inoltre di
utilizzare per ogni procedura un diverso gel ecografico che sia anche sterile, per evitare contaminazione batterica. Prima
dell’esecuzione della villocentesi transcervicale si inserisce uno speculum sterile e si disinfettano con soluzione
antisettica le pareti vaginali e la portio [2,3,5].



Anestesia locale

Una recente meta-analisi della Cochrane ha preso in considerazione i risultati di 5 trial clinici randomizzati basati sullo
studio di diverse modalita di analgesia in corso di amniocentesi; non sono stati condotti trial clinici sull’analgesia in
corso di villocentesi. La meta-analisi ha concluso affermando che, in genere, I’amniocentesi provoca un dolore molto
tollerabile alla paziente e per tale motivo non vi sono evidenze a favore dell’utilizzo di analgesici [80] (LIVELLO
DELL’EVIDENZA: 1+). E possibile somministrare un anestetico locale prima della villocentesi transaddominale per
ridurre il fastidio provocato alla paziente da aghi di maggiore calibro [2,3,8]. Da un recente sondaggio britannico &
emerso che 1'89% degli operatori utilizza anestesia locale prima della villocentesi [47] (LIVELLO
DELL’EVIDENZA: 3). Prima del prelievo di sangue fetale ¢ possibile considerare 1’utilizzo di anestetico locale
principalmente per ridurre il rischio di movimento materno nel corso della procedura [62]. Non si hanno segnalazioni in
merito all’utilizzo di anestesia locale pre-villocentesi transcervicale.

Refertazione (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 4)

E necessario produrre un referto che descriva la procedura in modo dettagliato e consegnarlo alla paziente affinché lo
porti al suo curante. All’interno di tale referto ¢ importante inserire I’indicazione all’esame [2], descrivere i reperti
ecografici pre-procedura [2], descrivere la procedura stessa, includendo: lo strumento utilizzato, il sito del passaggio
dell’ago, il numero di punture effettuate, la quantita del campione prelevato, 1’aspetto del campione di liquido
amniotico (in caso di amniocentesi), la vitalita fetale, I’aspetto della placenta e la quantita di liquido amniotico post-
procedura [2], I’eventuale negativita materna al fattore Rh e I’immunoprofilassi [2], la tipologia di indagini di
laboratorio richieste (cariotipo ottenuto tramite bandeggio G e/o QF PCR  “quantitative fluorescence polymerase
chain reaction” /FISH “fluorescence in situ hybridization” con o senza microarray) [2].

Norme post-procedura (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 4)

Non ¢ strettamente necessario limitare 1attivita fisica per 12-24 ore poiché non vi sono evidenze di un reale beneficio
clinico. Generalmente non viene raccomandato 1’utilizzo di alcun farmaco specifico dopo la procedura, sebbene la
paziente possa assumere del paracetamolo al termine della procedura per ridurre il fastidio a livello addominale [3].
Non e stato dimostrato alcun beneficio sugli esiti clinici dall’assunzione di progesterone o di farmaci tocolitici (es.
terbutalina) post-amniocentesi o post-villocentesi [79]. Un secondo counselling col genetista dopo la procedura si rende
necessario solo in caso di risultato anomalo dell’esame [17] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 4).

TIPOLOGIE DI ESAME GENETICO: COSA RICERCARE

E possibile effettuare le seguenti indagini di laboratorio sul campione di origine fetale ottenuto tramite la procedura
invasiva: cariotipo completo, test rapidi, diagnosi molecolare di anomalie cromosomiche e diagnosi di malattie
monogeniche.

Cariotipo completo (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 4)

Convenzionalmente lo studio del cariotipo si basa sull’analisi in metafase degli amniociti in coltura (ottenuti tramite
amniocentesi) oppure delle cellule mesenchimali placentari (ottenute tramite villocentesi). Sono necessarie due
settimane per avere i risultati. L’analisi in metafase dei linfociti fetali ottenuti tramite cordocentesi richiede invece circa
2-5 giorni. Tramite la villocentesi ¢ comunque possibile effettuare I’analisi diretta delle metafasi citotrofoblastiche in
circa 5 giorni [17].

Test rapidi (LIVELLO DELL’EVIDENZA:4)

Test rapidi come la QF-PCR (piu di rado la FISH) possono essere condotti su villi coriali o su liquido amniotico per
analizzare determinati cromosomi (21, 13, 18, X ed Y). Con test rapidi & possibile avere risultati in 1-2 giorni e
solitamente sono consigliati in feti che giungono alla diagnosi invasiva a seguito di uno screening positivo oppure del
riscontro all’esame ecografico di anomalie o marcatori associati alle pit comuni aneuploidie [17]. In alcuni sistemi
sanitari la QF-PCR ha completamente rimpiazzato il cariotipo completo. Tuttavia, talvolta, questa metodica pud
rivelarsi poco accurata: sono stati infatti riscontrati casi di falsi positivi o falsi negativi. Per tale motivo un eventuale
risultato positivo ottenuto tramite test rapido dovrebbe sempre essere confermato dall’esame con colture in metafase o
perlomeno essere associato ad alterazioni ecografiche prima di prendere decisione cliniche circa la prosecuzione o meno
della gravidanza [81]. La possibilita di interrompere la gravidanza a seguito di un risultato positivo ottenuto al test
rapido non & offerta in tutti i paesi, varia a seconda della tipologia di sistema sanitario e si basa sui protocolli locali.



Diagnosi molecolare di anomalie cromosomiche

Le tecniche di microarray (ad esempio l’ibridazione genomica comparativa su array (aCGH)) sono una recente
introduzione nel campo della diagnosi prenatale. Queste metodiche consentono di diagnosticare delezioni e duplicazioni
cromosomiche submicroscopiche (variazioni del numero di copie (CNV)) [17]. Sono disponibili diverse piattaforme, tra
cui la “genome-wide” (risoluzione di 10-400 Kb), la “targeted” (ad esempio i cromosomi batterici artificiali (BAC)
legati a pozzetti (“beads” BoBs)) ed infine gli array misti. Nel primo grande studio di confronto tra microarray e
cariotipo per la diagnosi prenatale € emerso come i microarray fossero in grado di diagnosticare aberrazioni
clinicamente rilevanti nel 6.0% dei feti con cariotipo normale e anomalie strutturali nell’1.7% dei feti sottoposti a
diagnosi prenatale invasiva per eta materna avanzata o screening positivo [82]. In seguito sono stati condotti ulteriori
studi che hanno dimostrato una resa diagnostica incrementale combinata, con 1’uso di aCGH, rispettivamente del 7.0% e
del 5.0% in feti con difetti cardiaci congeniti ed aumentato spessore della translucenza nucale [83,84] (LIVELLO
DELL’EVIDENZA: 2++).

Attualmente si raccomanda 1’utilizzo di queste tecniche per feti con anomalie strutturali [82] o translucenza nucale >3.5
mm nel primo trimestre [83,84]. In queste gravidanze a rischio 1’uso di microarrary permette un aumento della diagnosi
di variazioni del numero di copie (CNV) patologiche rispetto all’analisi convenzionale. L utilizzo di queste metodiche
in popolazioni non selezionate ¢ tutt’ora oggetto di forte dibattito nel mondo scientifico poiché in questi casi ¢ possibile
riscontrare varianti di significato ignoto (VOUS) sulle quali & molto difficile esprimersi e dare un giudizio clinico.
Alcuni studiosi hanno addirittura proposto di non segnalare il riscontro di eventuali VOUS per evitare di dover
effettuare un counselling clinicamente poco utile, nel corso del quale & molto difficile fornire concrete risposte ai
genitori [6] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 4).

Diagnosi di patologie monogeniche

Le procedure invasive possono essere utilizzate per diagnosticare in epoca prenatale qualunque malattia monogenica il
cui difetto molecolare sia noto o sia stato precedentemente caratterizzato (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 4).

INFEZIONE MATERNA
-1l rischio di trasmissione verticale di HBV post-amniocentesi non é superiore in pazienti HBe-Ag negative.

-1l rischio di trasmissione verticale di HIV non e superiore in pazienti in terapia HAART (“highly active antiretroviral
therapy”).

-Tuttavia in pazienti HBV, HCV ed HIV positive e preferibile effettuare diagnosi prenatale non invasiva; qualora si
effettui ’amniocentesi ¢ importante compiere ogni sforzo per evitare la placenta.

In donne con infezione cronica ¢ importante evitare il passaggio transplacentare dell’ago nel corso dell’amniocentesi. 11
tasso di trasmissione al feto sembra dipendere dalla carica virale materna [85].

Epatite B (HBV)

Uno studio di confronto tra i tassi di trasmissione verticale di HBV in donne HBsAg positive sottoposte ad
amniocentesi 0 meno ha evidenziato tassi di trasmissione globali superiori nel gruppo sottoposto ad amniocentesi (6.35
% e 2.53%). Non sono state rilevate grandi differenze nei tassi di trasmissione verticale tra il gruppo amniocentesi ed il
gruppo di controllo se la paziente sottoposta ad amniocentesi aveva una bassa carica virale. Tuttavia per le pazienti con
alta carica virale (>7 logyy copie/mL) sottoposte ad amniocentesi i tassi di trasmissione verticale sono risultati di
molto piu alti (50%) [85] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2++). |l tasso di trasmissione fetale non sembra aumentato
in donne HBsAg positive ed HBeAg negative rispetto ai  controlli (1.5-3%), mentre il rischio & probabilmente
aumentato in donne HBeAg positive , rispetto ai controlli. Non ci sono dati sull’eventuale ruolo protettivo delle
immunoglobuline o della terapia antivirale eseguite prima della procedura [86,87] (LIVELLO DELL’EVIDENZA:
2++).

Sebbene I’evidenza sia scarsa, soprattutto riguardo all’aumentato rischio trasmissivo in pazienti HBeAg positive,
attualmente la “Society of Obstetricians and Gynaecologists of Canada” raccomanda di compiere ogni sforzo nel corso
dell’amniocentesi per non inserire 1’ago attraverso la placenta o vicino alla placenta, in pazienti HBV positive [73].

Epatite C (HCV)



Vi sono pochi dati sul tasso di trasmissione verticale di HCV post-amniocentesi, tuttavia i tassi di infezione fetale
sembrano molto simili sia in pazienti che hanno effettuato I’amniocentesi sia in pazienti che non I’hanno effettuata [17].

Virus dell’immunodeficienza acquisita (HIV)

L’amniocentesi ha rappresentato un serio fattore di rischio per trasmissione verticale di HIV prima dell’avvento della
terapia anti-retrovirale. Uno studio retrospettivo condotto su 533 nati da madri positive all’HIV-1 ha dimostrato come
I’amniocentesi fosse un fattore di rischio indipendente per la trasmissione verticale del virus, aumentandone di circa 4
volte il rischio (odds ratio, 4.1 (IC 95%, 2.1-9.5)) [88] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2+). L’introduzione della
terapia anti-retrovirale combinata (c-ART) ha completamente modificato la situazione. Uno studio spagnolo ha
confrontato gli esiti di 366 madri HIV positive prima e dopo il 1997, anno in cui ¢ stata diffusa su larga scala la terapia
anti-retrovirale. Da questo studio € emerso che i tassi di trasmissione verticale del virus prima del 1997 si aggiravano
attorno al 30% (3/10) in donne sottoposte ad amniocentesi e al 16.2% (40/247) in donne non sottoposte ad
amniocentesi, per poi scendere allo 0% (0/18) ed al 3.7% (3/81) rispettivamente dopo la diffusione della terapia anti-
retrovirale [89] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2+). Valori molto simili sono stati riscontrati in uno studio italiano
(3.3%) [90] ed in uno studio francese (0%) [91], entrambi condotti dopo il 1997. Uno studio multicentrico di origine
francese ha dimostrato la superiorita della HAART (tasso di trasmissione 0%) rispetto al regime di trattamento con sola
zidovudina (tasso di trasmissione 6.1%) o al non trattamento (tasso di trasmissione 25%) in pazienti HIV positive
sottoposte ad amniocentesi [92] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2++).

Il tasso di trasmissione verticale del virus dell’HIV non sembra aumentato in pazienti positive sottoposte ad
amniocentesi rispetto ai controlli, a condizione che la carica virale sia bassa e che la paziente assuma la c-ART gia da
prima del concepimento; qualora la carica virale sia alta il rischio di trasmissione verticale del virus resta non
particolarmente elevato a condizione che la donna assuma c-ART da almeno 2 settimane prima dell’amniocentesi
[90,93].

La “Society of Obstetricians and Gynaecologists of Canada” afferma che I’amniocentesi sia responsabile di un aumento
del rischio di trasmissione verticale di HIV in pazienti che non assumono c-ART. In questi casi, se possibile, e
necessario che la paziente inizi immediatamente la terapia con c-ART e che la procedura venga rimandata fino
all’azzeramento della carica virale [73]. Come consigliato per le pazienti HBV ed HCV positive, anche per le madri
HIV positive é fondamentale che, nel corso dell’amniocentesi, si eviti di inserire ’ago attraverso o vicino alla placenta

[73].

Il rischio di trasmissione verticale di HBV, HCV e HIV post-villocentesi e post-cordocentesi non ¢ stato ancora studiato
a fondo [73].

GRAVIDANZA MULTIPLA

-l tassi di perdita fetale post-amniocentesi e villocentesi sono simili nelle gravidanze gemellari (GRADO DELLA
RACCOMANDAZIONE: C).

Le procedure di diagnosi prenatale invasiva in gravidanze multiple dovrebbero essere eseguite da uno specialista in
grado di effettuare anche I’interruzione selettiva della gravidanza [17]. Tutti i dati inerenti al rischio di aborto post-
procedura derivano da studi di coorte retrospettivi, poiché non esistono studi clinici randomizzati.

Amniocentesi nei gemelli

Numerosi studi retrospettivi hanno valutato il rischio di aborto in gravidanze gemellari sottoposte ad amniocentesi. Tra i
piu recenti citiamo uno studio caso-controllo canadese che ha riportato un tasso di perdita fetale del 3% a seguito di
amniocentesi (0.8% nel gruppo di controllo) [94], uno studio spagnolo che ha riportato tassi di perdita fetale pari al
2.7% (2.6% nel gruppo di controllo) [95] ed infine uno studio americano con un tasso di perdita fetale del 3.2%
(1.4% nel gruppo di controllo) [96] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2+). Una meta-analisi ha riportato tassi di
perdita fetale combinati del 3.07% e del 2.54 % prima delle 24 settimane; per gli studi caso-controllo i tassi di perdita
fetali combinati riscontrati sono stati del 2.59% nei gemelli sottoposti ad amniocentesi e dell’1.53% nei controlli (RR
1.81 (IC 95%, da 1.02 a 3.19)) [97]. Non ¢ stata riscontrata alcuna differenza per quel che riguarda il passaggio singolo
0 ripetuto dell’ago in cavita amniotica (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2++).

Villocentesi nei gemelli

Le evidenze riguardanti la villocentesi nelle gravidanze gemellari sono molto limitate. La meta-analisi menzionata nel
paragrafo precedente [97] ha riportato un tasso di perdita fetale combinato pari al 3.84% in gravidanze gemellari
sottoposte a villocentesi. Non sono state riscontrate differenze per quanto riguarda 1’approccio utilizzato



(transaddominale o transcervicale), 1’uso di un ago singolo o doppio od il numero di passaggi dell’ago (singolo o
doppio) [97] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2++). Studi retrospettivi di confronto tra la villocentesi e I’amniocentesi
in gravidanze gemellari non hanno riportato differenze significative tra i tassi di perdita fetale post-procedura. Uno
studio condotto tra il 1984 ed il 1990 ha riscontrato un tasso di perdita fetale del 3.2% in seguito a villocentesi e del 2.9
% in seguito ad amniocentesi [98]. Dati molto simili sono emersi da uno studio piu recente che ha trovato un tasso di
perdita fetale del 3.85% post-villocentesi e del 4.0% post-amniocentesi (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2+). Non vi
sono sufficienti elementi per confrontare il rischio di perdita fetale post-villocentesi con il rischio di perdita fetale di
base in gravidanze gemellari.

Gravidanze di ordine superiore

Vi sono scarsissimi dati sul rischio di aborto dovuto a procedure di diagnosi prenatale invasiva in gravidanze multiple di
ordine superiore.

Corionicita e mappatura

Prima di effettuare una procedura di diagnosi prenatale invasiva in una gravidanza multipla ¢ fondamentale effettuare
un mappatura della gravidanza ossia valutare con attenzione la corionicita e la placentazione, etichettare i gemelli (con
diagrammi) e registrare 1’eventuale discordanza del sesso [3,100,101].

Tecnica d’esecuzione dell’amniocentesi nella gravidanza gemellare
Gemelli bicoriali

In una gravidanza gemellare bicoriale si consiglia di prelevare liquido amniotico da entrambi i sacchi amniotici. Con la
tecnica della doppia puntura (una per sacco) vi € un lieve rischio (1.8%) di pungere due volte lo stesso sacco [101]. Per
ovviare a tale problematica, nei casi  dubbi oppure nelle gravidanze di ordine superiore, & possibile iniettare un
colorante (indaco carminio) nel primo sacco. L utilizzo del blu di metilene é stato abbandonato a causa dell’aumentato
rischio di anomalie fetali (atresia del digiuno) [102, 103] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2+). Un’alternativa é
rappresentata dalla tecnica della puntura singola con passaggio attraverso il setto interamniotico. Qualora si scelga
questa metodica si consiglia di eliminare i primi 1-2 mL prelevati dopo il passaggio attraverso il setto interamniotico
per evitare una eventuale contaminazione del secondo prelievo [101]. La metodica della doppia puntura non aumenta il
rischio di perdita fetale rispetto alla metodica della puntura singola [99]. (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 2+).

Gemelli monocoriali biamniotici

Nelle gravidanze monocoriali biamniotiche & possibile prelevare il campione solamente da un sacco nei casi in cui la
corionicita sia stata stabilita con precisione tramite una ecografia effettuata prima delle 14 settimane di gestazione ed in
assenza di discordanza tra gemelli per quanto riguarda la crescita fetale e I’anatomia fetale. Qualora non sussistano
queste condizioni si consiglia di effettuare il prelievo da entrambi i sacchi [101] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 4). ||
doppio prelievo é consigliabile anche nelle gravidanze ottenute tramite tecniche di fecondazione assistita oppure nei
casi di gemelli discordanti per anomalie strutturali o per crescita (presenza di piccola percentuale di rischio di
eterocariotipia). Qualora sia clinicamente indicato il prelievo da entrambi i sacchi consiglia la tecnica della doppia
puntura per evitare in generare una monoamnionicita iatrogena [101] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 4).

Tecnica d’esecuzione della villocentesi nella gravidanza gemellare
La tecnica d’esecuzione della villocentesi nelle gravidanze multiple dovrebbe essere scelta in base alla corionicita.
Gemelli bicoriali

Nei gemelli bicoriali sottoposti a villocentesi per via transaddominale & possibile effettuare due punture separate, una
per ogni area trofoblastica, oppure utilizzare una tecnica di passaggio singolo dell’ago con prelievo da entrambe
placente in sequenza (utilizzando un ago doppio con esterno singolo da 18-19 G e due distinti corpi interni da 20 G,
uno per ogni placenta). Nelle villocentesi transcervicali si consiglia di effettuare due biopsie, una per ogni sito
placentare [101] (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 4). Errori od inaccuratezze di campionamento possono avvenire nel
3-4% dei casi [101]. Nell’1% dei casi di gravidanze bicoriali pud avvenire una cross-contaminazione del tessuto coriale,
con presenza di cellule di provenienza placentare diversa all’interno dello stesso campione [104]. Per ridurre il rischio
di ottenere risultati inaffidabili o poco accurati si consiglia di prelevare il campione di placenta nei pressi dell’inserzione
del cordone e di evitare I’area attorno al setto interamniotico. In alternativa € possibile prendere in considerazione una
tecnica combinata transaddominale e transcervicale (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 4).

Gemelli monocoriali (LIVELLO DELL’EVIDENZA: 4)



In questi casi e sufficiente effettuare un singolo prelievo attorno all’equatore amniotico. Nelle gravidanze monocoriali
ottenute con tecniche di fecondazione assistita oppure nei casi di gemelli discordanti per anomalie o crescita fetale si
consiglia di preferire una amniocentesi con doppio prelievo per il rischio che vi sia un eterocariotipia [101].

TROMBOPROFILASSI

Attualmente non vi sono dati presenti in letteratura inerenti all’interruzione del trattamento di tromboprofilassi prima di
procedure di diagnosi prenatale invasiva. Le informazioni di cui siamo in possesso derivano da dati riguardanti altre
procedure invasive percutanee, ad esempio le biopsie epatiche. Attualmente non sembra clinicamente indicato
consigliare alla donna di interrompere un trattamento con cardioaspirina o eparina a basso peso molecolare a dosaggi
profilattici prima di sottoporsi a diagnosi prenatale invasiva, sebbene si possa consigliare alla paziente di saltare
solamente una singola dose di eparina [105,106].

AUDIT

Ogni operatore dovrebbe condurre un personale controllo della qualita sul proprio operato tenendo nota dei seguenti
fattori: numero di procedure effettuate ogni anno, numero di campioni con materiale insoddisfacente, numero di
campioni con liquido amniotico ematico, numero di procedure che hanno richiesto pit di una puntura e quanti passaggi
dell’ago sono stati necessari per ottenere il campione, outcome delle gravidanze sottoposte a diagnosi prenatale
(includendo il numero di gravidanze esitate in aborti e I’intervallo di tempo intercorso tra procedura ed aborto; perdite
di liquido amniotico; parti prematuri; PROM) ed infine ogni altra eventuale complicanza [22].

TRAINING

L’apprendimento delle tecniche di diagnosi prenatale invasiva dovrebbe iniziare su simulatori o modelli. In tal modo
I’operatore puo esercitarsi sul mantenimento della traiettoria dell’ago all’interno della finestra ultrasonografica, in modo
che I’ago sia sempre sotto visione e la procedura si svolga in sicurezza. Il training clinico vero e proprio dovrebbe
iniziare con delle amniocentesi semplici (ad esempio con placenta posteriore e adeguata tasca di liquido amniotico) o
delle villocentesi semplici (ad esempio con placenta facilmente accessibile) oppure in pazienti che intendono sottoporsi
ad interruzione di gravidanza (qualora sia consentito). Il numero di procedure minime che un operatore deve effettuare
per ottimizzare la propria competenza ed agire in sicurezza & molto variabile in letteratura (da 45 a 300). Tuttavia, molti
esperti del campo concordano nell’affermare che dopo 100 procedure effettuate in modo autonomo si possiedono i
requisiti sufficienti per poter condurre diagnosi prenatale invasiva in sicurezza [2].
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