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Cos’é lo Screen Test®

Il centro AMES offre la possibilità di verificare la condizione di portatore di malattie genetiche a trasmissione autosomica 
recessiva, dominante ed X-linked mediante un test di screening eseguito su un prelievo di sangue.

Il test è rivolto a tutti, ma è importante per chi sta programmando una gravidanza in quanto può essere utile a scongiurare 
l’ipotesi che il nascituro presenti una malattia autosomico-recessiva, dominante o X-Linked.

Per quanto rare, tuttavia, alcune di queste malattie monogeniche sono più frequenti di altre.

Per esempio, una persona su 25 è portatrice sana di fibrosi cistica, una su 35-50 è portatrice sana di atrofia muscolo spinale, una 
su 80 di sordità congenita.
In alcune zone della Sardegna e della Sicilia, una persona su 10 è portatrice sana di anemia mediterranea.
Proprio per questa ragione, nelle famiglie dei portatori sani di queste patologie ricorrono casi di malattia manifesta.

In quali casi è preferibile effettuare lo Screen Test®?

• Quando si vuole conoscere il rischio personale di trasmettere una patologia genetica
• Quando non si è a conoscenza della propria storia familiare
• Quando si vuole conoscere il rischio per la coppia di trasmettere una patologia genetica
• Quando è presente nella coppia la familiarità per una patologia genetica
• Quando i due partner sono consaguinei
• Quando si sta programmando una gravidanza
• Quando si sono verificati episodi di poliabortività

Il centro AMES ha sviluppato tre tipologie di test: MINI, MIDI e MAXI SCREEN per esaminare la condizione di portatore per queste 
patologie.

Ognuno di questi test sfrutta le più avanzate tecnologie di biologia molecolare, come il sequenziamento mediante Next 
Generation Sequencing (NGS) utilizzando sequenziatori ILLUMINA per indagare un pannello di circa 730 geni (si analizzano esoni e 
regioni introniche adiacenti, ± 10 nucleotidi) per un corrispettivo di circa 500 patologie.

MINI SCREEN TEST

Il MINI SCREEN test viene eseguito mediante il prelievo di un campione ematico o di un tampone buccale da cui viene estratto il 
DNA del paziente.

Il DNA ottenuto viene analizzato mediante appropriate tecniche di biologia molecolare al fine di identificare tre patologie a 
maggiore incidenza in Italia: la Fibrosi Cistica (CF), l’Atrofia Muscolo Spinale (SMA) e l’ X-fragile (FRAXA).

Atrofia Muscolo Spinale (SMA): è una patologia neuromuscolare caratterizzata dalla progressiva morte dei motoneuroni, le 
cellule nervose del midollo spinale che impartiscono ai muscoli il comando di movimento. La SMA colpisce circa 1 neonato ogni 
10.000 e costituisce la più comune causa genetica di morte infantile.

Nella sua forma più comune, l'Atrofia Muscolo Spinale è una malattia autosomica recessiva, tuttavia, esistono anche alcune 
forme estremamente rare di SMA che possono manifestarsi come forma autosomica dominante.

Il gene responsabile della SMA, definito SMN (Survival Motor Neuron), è localizzato sul cromosoma 5 (5q12-13), il suo ruolo è quello 
di codificare la proteina di sopravvivenza dei motoneuroni. Esso è presente in due copie altamente omologhe: una telomerica,
SMN1, e una centromerica, SMN2.

È stato ormai definitivamente chiarito che la patogenesi della malattia è riconducibile alla perdita in omozigosi della copia 
telomerica del gene SMN, deleto in maniera specifica nel 95% dei soggetti con SMA a prescindere dal fenotipo clinico.
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Un altro gene coinvolto nella patogenesi della malattia è il gene definito NAIP (Proteina Inibitrice dell'Apoptosi Neuronale), che è 
presente in più copie nella regione SMA, ma una sola di esse è funzionale; sembra che grandi delezioni, coinvolgenti anche il gene 
NAIP, siano correlabili con la forma più grave della malattia.

Sindrome dell‘X-Fragile (FRAXA): rappresenta dopo la sindrome di Down la causa più comune di ritardo mentale.

Oltre al ritardo mentale, da moderato a severo, la malattia si manifesta con macroorchidismo e caratteristiche facciali peculiari, 
quali faccia lunga, orecchie grandi e mascella prominente.

L’X-fragile è causata da mutazioni del gene FMR1 localizzato sul cromosoma X.

Normalmente il gene FMR1 contiene tra 6 e 53 ripetizioni del codone CGG (ripetizioni di trinucleotidi).

Negli individui affetti dalla sindrome dell'X fragile, l'allele FMR1 ha più di 200 ripetizioni di questo codone.

Questo grado di espansione provoca la metilazione delle citosine nel promotore del gene FMR1, con conseguente silenziamento
dell'espressione del gene FMR1.

La metilazione del locus FMR1, che è situato nella banda cromosomica Xq27.3, provoca in quel punto la costrizione e la fragilità del 
cromosoma X, fenomeno che dà il nome alla sindrome.

I maschi portatori di un gene FMR1 con una significativa espansione della tripletta CGG presentano i sintomi della malattia, visto 
che normalmente possiedono una sola copia del cromosoma X.

Le femmine, invece, possiedono due copie del cromosoma X e pertanto hanno una probabilità doppia di possedere almeno un 
allele funzionante.

Le donne portatrici di un gene FMR1 espanso su di uno solo dei due cromosomi X possono presentare alcuni sintomi della 
malattia o essere normali.

La prevalenza è circa 1/4.000-1/5.000.

Nei maschi, la malattia esordisce nell'infanzia con un ritardo nell'acquisizione delle principali tappe dello sviluppo.

La gravità del deficit cognitivo è variabile e può comprendere disturbi della memoria a breve termine, delle funzioni esecutive, del 
linguaggio e delle abilità visuo-spaziali e matematiche.

I disturbi del comportamento possono essere lievi (ansia, instabilità dell'umore) o gravi (comportamento aggressivo, autismo). 

Nelle femmine, i disturbi cognitivi e comportamentali sono di solito lievi e per lo più includono la timidezza, l'ansia sociale e lievi 
disturbi dell'apprendimento con un QI normale, anche se il 25% delle femmine presenta un QI inferiore a 70.

Fibrosi Cistica (CF): La fibrosi cistica (CF) è una malattia genetica da sudorazione ad alto contenuto di sali e secrezioni mucose 
fortemente viscose.

È la più frequente malattia genetica tra i bambini Caucasici.

L'incidenza è variabile: è estremamente meno comune tra le popolazioni Asiatiche e Africane, rispetto a quelle dell'Europa e del 
Nord America, con differenze tra i vari paesi.

La prevalenza in Europa non è nota, ma è compresa tra 1/8.000 e 1/10.000 individui.

La malattia è cronica e in genere progressiva, con insorgenza di solito nella prima infanzia o, più raramente, alla nascita (ileo da 
meconio).
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Gli organi più colpiti sono l'apparato respiratorio (bronchite cronica), il pancreas (insufficienza pancreatica, diabete giovanile e, a 
volte, pancreatite) e, più raramente, l'intestino (ostruzione stercorale) o il fegato (cirrosi), anche se possono essere interessati 
tutti gli organi interni.

La forma più comune è caratterizzata da sintomi respiratori, problemi digestivi (steatorrea e/o costipazione) e difetti di crescita 
staturo-ponderale.

La mortalità e la morbilità dipendono dall'entità della lesione bronco-polmonare.

Una caratteristica costante è la sterilità nei maschi.

Sono state descritte anche forme a insorgenza tardiva, che in genere sono monosintomatiche o scarsamente sintomatiche.

La CF è caratterizzata da alterazioni della proteina CFTR, la cui funzione principale è quella di regolare il flusso idroelettrolitico 
transmembrana.

Queste alterazioni determinano alterazioni nell'escrezione esocrina.

L'assenza di una proteina CFTR funzionale a livello delle membrane delle cellule epiteliali comporta la produzione di sudore ad 
alto contenuto di sali (che si associa al rischio di deidratazione iponatremica) e una secrezione mucosa fortemente viscosa (che 
causa stasi, ostruzione e infezioni bronchiali).

Si tratta di una malattia monogenica, a trasmissione autosomica recessiva, causata da mutazioni nel gene CFTR
(sul cromosoma 7).

Sono state descritte più di 1250 mutazioni.

Circa il 70% dei casi è dovuto all'allele delta F508, mentre il 20% correla con altre 30 mutazioni.

Non esiste una chiara correlazione genotipo-fenotipo.

Il fenotipo può essere influenzato, oltre che dall'eterogeneità allelica e dalla presenza di mutazioni multiple nello stesso gene, 
anche dall'intervento di altri fattori, come geni modificatori e fattori ambientali. La diagnosi si basa sul test del sudore 
(concentrazione di cloro superiore a 60 mmol/L) ed è confermata dall'identificazione della mutazione nel
gene CFTR.

È largamente disponibile il test neonatale dalla fine del 2002, che permette la diagnosi nel 95% dei casi. La consulenza genetica è 
indicata alla coppie portatrici di mutazioni in eterozigosi (identificate dopo la nascita di un bimbo affetto da fibrosi cistica, in 
base all'anamnesi familiare positiva o successivamente all'identificazione di una mutazione in eterozigosi in un bambino 
sottoposto allo screening alla nascita).

La diagnosi prenatale è possibile mediante l'analisi molecolare sui villi coriali, dalla decima settimana di gravidanza o mediante 
amniocentesi, dalla sedicesima settimana di gestazione.

Il trattamento è esclusivamente sintomatico e consiste nel posizionamento di un drenaggio bronchiale, nella somministrazione
di antibiotici per le infezioni respiratorie, negli esami per valutare la funzionalità del pancreas, nella somministrazione di vitamine 
e integratori energetici per i problemi digestivi e nutrizionali.

Questo trattamento, che ha un buon rapporto costo-beneficio, ha significativamente migliorato la prognosi dei pazienti affetti da 
fibrosi cistica: negli anni '60 la maggior parte dei pazienti moriva prima dei 5 anni di vita, mentre attualmente l'età media di 
sopravvivenza supera i 35 anni e l'età attesa di vita è 40 anni.

Lo sviluppo di trattamenti eziologici associati a benefici complementari (approcci farmacologici o terapia genica), il test 
neonatale e la presa in carico multidisciplinare possono migliorare il trattamento sintomatico.
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MIDI SCREEN TEST

Il MIDI SCREEN TEST, in aggiunta alle tre patologie indagate nel MINI SCREEN TEST, analizza il cariotipo della coppia e permette di 
analizzare i geni coinvolti nella Sordità Congenita, nella Distrofia Muscolare di Duchenne/Becker.

L’analisi del cariotipo permette di valutare anomalie numeriche (aneuploide) o strutturali dei cromosomi, quali:

- Delezioni: perdita di un frammento di cromosoma;
- Inversioni: distacco di un frammento di cromosoma, che si inserisce di nuovo nello stesso punto, ma ruotato di 180 gradi;
- Duplicazioni: raddoppio di un frammento di cromosoma;
- Traslocazioni: scambio di un frammento genetico tra due cromosomi diversi. Se durante lo scambio non si verificano perdite o 
duplicazioni di materiale genetico, la traslocazione è detta bilanciata.

L’analisi del cariotipo è particolarmente indicata per le coppie che hanno problemi di procreazione, dal momento che alcune 
alterazioni cromosomiche sono associate a poliabortività e sterilità.

Distrofia Muscolare di Duchenne/Becker (DMD/B): Le distrofie muscolari di Duchenne e Becker (DMD e DMB) sono malattie 
neuromuscolari caratterizzate da atrofia e debolezza muscolare progressiva da degenerazione dei muscoli scheletrici, lisci e 
cardiaci.

La DMD è più frequente, ha un esordio più precoce ed è più grave rispetto alla DMB.

La prevalenza della DMD è 1/3.300 neonati maschi (quindi 150-200 casi all'anno).

La prevalenza della DMB varia tra 1/18.000 e 1/31.000 maschi.

Nella DMD, i bambini cominciano spesso a camminare in ritardo.

Le funzioni cognitive possono essere alterate.

La diagnosi di solito viene posta attorno ai 5 anni, quando i bambini presentano un'andatura a base allargata e piedi in 
equinismo, in associazione con l'ipertrofia dei polpacci (segno di Gowers).

Le difficoltà nella deambulazione si presentano tra i 10 e i 12 anni.

Insorge successivamente una scoliosi, una cardiomiopatia e un'insufficienza respiratoria restrittiva.

La DMB ha un esordio più tardivo tra i 5 e i 15 anni, con deficit motorio prossimale, a progressione variabile. Il sintomo di esordio 
può essere il coinvolgimento cardiaco

Possono essere osservate anche altre forme cliniche (cardiomiopatia isolata, intolleranza all'attività fisica, forme sintomatiche di 
distrofia muscolare di Duchenne e Becker nelle femmine portatrici).

Entrambe le malattie sono dovute a mutazioni recessive legate all'X, correlate al deficit di distrofina nei muscoli cardiaco e 
scheletrico, che evolve in lesioni necrotizzanti progressive.

Il gene della distrofina (DMD) è localizzato sul cromosoma Xp21.2 e codifica diverse isoforme. Sono al momento oggetto di studio 
possibili correlazioni genotipo-fenotipo.

La diagnosi clinica può essere confermata con vari metodi.

I livelli della creatinfosfochinasi sono da 50 a 200 volte superiori rispetto al normale nella DMD e tra 10 e 35
volte superiori nella DMB.
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La biopsia muscolare mostra varie alterazioni (fibre rigeneranti e necrotiche).

Gli studi immunoistochimici mostrano l'assenza della distrofina (DMD) o la sua presenza in quantità e/o qualità anomale (DMB).

Le analisi molecolari evidenziano spesso delezioni del gene DMD.

La diagnosi differenziale si pone con le sarcoglicanopatie.

È importante lo screening delle femmine portatrici nella famiglia.

La diagnosi prenatale richiede una preliminare precisa caratterizzazione molecolare nel probando.

Il trattamento è sintomatico e multidisciplinare (prevenzione e trattamento delle retrazioni, fisioterapia, uso di protesi, artrodesi 
spinale a 12-15 anni, supporto tecnico), respiratorio (prevenzione e trattamento delle infezioni, fisioterapia respiratoria, 
ventilazione), cardiaco (ACE-inibitori, protezione cardiaca).

La corticoterapia aiuta a stabilizzare la funzione motoria.

È importante l'integrazione scolastica e sociale (ruolo delle associazioni dei pazienti).

Nella DMD l'evoluzione è grave ed esita in un'insufficienza cardiorespiratoria letale nel giovane adulto; nella DMB l'evoluzione è più 
lenta e la durata della vita può anche essere normale.

Si stanno sperimentando nuove strade, basate sulla terapia cellulare, sulla terapia genica (compreso lo skipping degli esoni) e 
sull'effetto delle glutammine.

SORDITÀ CONGENITA:

L’ipoacusia neurosensoriale colpisce 1 su 1000 neonati ed è suddivisa in forme sindromiche e non sindromiche.

Più di 20 geni sono stati ben caratterizzati per la sordità autosomica recessiva non sindromica (cioè senza altre manifestazioni 
come la cecità).

Nella sordità non sindromica l’ereditarietà genetica autosomica recessiva è quella predominante (pari al 80% dei casi), esistono 
anche altre forme di sordità congenita non sindromica più rare con trasmissione autosomica dominante (20%), l’X-linked (1%) e 
la mitocondriale (meno dell’1%).

Il test permette l’analisi di mutazioni nei geni della connessina 26 (GJB2/CX26) e connessina 30 (GJB6/CX30) che causano 
sordità non sindromica.

Il gene GJB2 è responsabile di circa l'80% dei casi di sordità autosomica recessiva (nell'area del bacino del Mediterraneo 
addirittura del 90% dei casi).

Si tratta di una forma congenita (presente già alla nascita) di sordità moderata o profonda, generalmente non progressiva.

La mutazione c.35delG nel gene della connessina 26 è la causa più comune di sordità autosomica recessiva nella razza 
caucasica, con un tasso di 1/35 nel Sud Europa, 1/40 nella popolazione statunitense di discendenza europea.

Una lunga delezione nel gene GJB6 che codifica la connessina 30 si osserva nel compound di eterozigosità con mutazioni in GJB2 
in circa il 2% dei pazienti, con maggior frequenze osservate in Spagna, Francia, Italia e Israele.

Data l’elevata frequenza dei portatori sani di queste mutazioni nella popolazione generale, lo screening molecolare diventa 
importante non solo per l’identificazione dei portatori sani ma anche per diagnosticare una sordità congenita ereditaria.
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MAXI SCREEN TEST

Il MAXI SCREEN TEST offre alla coppia la possibilità di valutare non solo lo stato di portatore per tutte le patologie indagate nei 
pannelli MINI E MIDI SCREEN TEST ma di affiancare a questi anche l’analisi di un pannello di circa 730 geni (si analizzano esoni e 
regioni introniche adiacenti, ± 10 nucleotidi) per un corrispettivo di circa 500 patologie, mediante tecniche di sequenziamento 
massivo parallelo (NGS Illumina).

In tabella 1 è riportato l’elenco dei geni analizzati e le circa 500 patologie a cui sono associati.

Tabella I: Elenco dei geni analizzati e delle malattie genetiche associate
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Risultati

Le mutazioni riscontrabili tramite gli SCREEN TEST possono rientrare nelle seguenti categorie prognostiche:

- con significato patologico noto;
- con significato benigno, in quanto sono riscontrabili in individui normali e sono prive di significato patologico alla data del 
prelievo;
- con significato clinico incerto in quanto non ancora note o caratterizzate dalla comunità medico-scientifica.

In questo caso possono essere necessari ulteriori indagini per chiarire il significato della variante.

I risultati verranno riportati in una tabella in cui saranno elencati solo i geni (e le patologie) in cui si sono riscontrate delle varianti 
con significato patogenetico noto, con significato benigno e con significato clinico incerto.
Non verranno riportati i geni con assenza di varianti.

PARAMETRI RIPORTATI NEL REFERTO

Varianti genetiche riportate
L’analisi è mirata esclusivamente ai geni elencati in Tabella 1 e per le patologie descritte nei test.

In particolare vengono analizzate le porzioni codificanti dei geni, quelle cioè che comunemente sono associate a malattia (vedi 
anche LIMITI DEI TEST).

Verranno riportate nel referto solo le mutazioni classificate con significato patogenetico noto, con significato benigno e con 
significato patologico incerto sulla base dei dati della letteratura scientifica e la classificazione presente nei database di 
riferimento interrogati: Clin-Var (NCBI); Human Gene Mutation Database (HGMD), aggiornati alla data del prelievo.

Facsimile tabella dei risultati

Inoltre, si raccomanda di eseguire un colloquio con un Medico Genetista per l’interpretazione dei risultati di tale diagnosi 
molecolare.
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Target Coverage

Si intende per Target Coverage, il numero medio di letture (reads) ottenute dal sequenziamento per ciascuna base nucleotidica 
costituente il gene.

Il Target Coverage del test è >100X.

Il disegno della libreria per i geni indagati è stato strutturato in modo da avere una copertura ottimale e completa per tutti i geni 
analizzati.

Si riduce quindi la possibilità che ci siano delle porzioni dei geni non analizzate.

Accuratezza dei test

L’esame ha dimostrato, in studi di validazione preclinica, una sensibilità >99,9% nel rilevare le mutazioni nei geni investigati, con 
percentuali di falsi positivi <0.01%.

Sebbene l’errore dei test sia basso, tuttavia non è escludibile.

LIMITI DEL TEST

I test non valutano altre malattie genetiche o geni non specificamente indicati.

L’esame inoltre non è in grado di evidenziare:

- mutazioni localizzate nelle regioni introniche oltre ± 10 nucleotidi dalle giunzioni esone-introne;
- delezioni o duplicazioni maggiori di 5bp (per gli esami eseguiti in NGS);
- mosaicismi della linea germinale (presenza di mutazioni nei gameti).

L’assenza di mutazioni per i geni investigati non esclude la possibilità di essere portatori di una mutazione localizzata in una 
regione del genoma non investigata dall’esame.

È possibile che alcune zone del DNA non possano essere sequenziate o che abbiano una copertura inferiore ai limiti fissati nel test 
per garantire un’analisi accurata delle varianti.

Queste regioni non saranno quindi comprese nell’analisi qualora non superino gli standard qualitativi richiesti.

In alcuni casi, il risultato di un’analisi genomica può rilevare una variante o mutazione del DNA con un significato clinico non certo 
o determinabile in base alle attuali conoscenze medico-scientifiche.

L’interpretazione delle varianti genetiche si basa sulle più recenti conoscenze disponibili al momento dell’analisi.

Tale interpretazione potrebbe cambiare in futuro con l’acquisizione di nuove informazioni scientifiche e mediche sulla struttura 
del genoma ed influire sulla valutazione stessa delle varianti.

Alcune patologie possono essere causate o regolate da più di una variante nel suo DNA in uno o più geni.

Alcune di queste varianti possono non essere ancora state identificate o validate dalla comunità scientifica e quindi non essere 
riportate come patogenetiche al momento dell’analisi.

Limite intrinseco della metodologia NGS utilizzata è la mancanza di uniformità di Coverage per ciascuna regione genica 
analizzata.

Tale limite si traduce nella possibilità, insita nelle metodiche NGS, che specifiche mutazioni dei geni selezionati potrebbero non 
essere state rilevate dal test.
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