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Limitacie neinvazivneho prenatalneho testovania - faloSna pozitivita
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Neinvazivne prenatalne testovanie (NIPT) predstavuje modernu skriningovd metdédu zalozenu na analyze volnej cirkulujucej
DNA placentarneho povodu v krvi tehotnej zeny. Vdaka vysokej citlivosti a Specificite umoznuje spolahlivi detekciu
najcastejSich fetalnych aneuploidii vratane trizémii chromozémov 21, 18 a 13. Napriek velmi dobrym diagnostickym
parametrom sa v klinickej praxi stretdvame aj s falo$ne pozitivnymi vysledkami, ktorych biologické pri¢iny st dnes pomerne
dobre zname. NajcastejSou pricinou je skryty placentarny mozaicizmus, pri ktorom je chromozémova abnormalita pritomna v
placente, zatial ¢o karyotyp plodu zostava normalny. KedZe analyzovana DNA pochadza prevazne z buniek cytotrofoblastu,
placentarne aberacie mézu viest k pozitivnemu vysledku NIPT bez pritomnosti fetalnej abnormality. Medzi dalSie biologické
priciny patria materndlny mozaicizmus alebo syndrém miznuceho dvojcata. V préci prezentujeme reprezentativne kazuistiky
z laboratérnej praxe dokumentujuice biologické pozadie faloSne pozitivnych ndlezov. Uvedené pripady poukazuju na vyznam
spravnej interpretacie vysledkov v kontexte ultrazvukovych, klinickych a genetickych vySetreni. NIPT predstavuje vysoko
presnu skriningovl metddu, avSak pozitivny vysledok musi byt vzdy potvrdeny invazivnou prenatalnou diagnostikou. Poznanie
biologickych pri¢in faloSnej pozitivity je nevyhnutné pre spravne genetické poradenstvo a optimalny manazment gravidity.
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Limitations of non-invasive prenatal testing - false positivity
Summary

Non-invasive prenatal testing (NIPT) is an advanced screening method based on the analysis of cell-free placental DNA
circulating in maternal blood. Owing to its high sensitivity and specificity, NIPT enables reliable detection of the most common
fetal aneuploidies, including trisomies 21, 18, and 13. Despite its excellent diagnostic performance, false-positive results are
occasionally encountered in clinical practice, and their biological causes are increasingly well understood. The most common
cause is confined placental mosaicism, in which a chromosomal abnormality is present in the placenta while the fetal
karyotype remains normal. Because the analyzed cell-free DNA originates predominantly from placental cytotrophoblast
cells, placental chromosomal abnormalities may result in a positive NIPT finding without fetal involvement. Other biological
causes include maternal mosaicism and vanishing twin syndrome. We present representative cases from routine laboratory
practice illustrating the biological background of false-positive NIPT results. These cases highlight the importance of
interpreting NIPT findings in conjunction with ultrasound, clinical, and genetic data. Although NIPT is a highly accurate
screening tool, all positive findings require confirmation by invasive prenatal diagnostic procedures. Understanding the
biological mechanisms underlying false-positive results is essential for appropriate genetic counseling and optimal pregnancy
management.

Keywords: Non-invasive prenatal testing, NIPT, confined placental mosaicism, false-positive result, cell-free fetal DNA,
prenatal screening
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Uvod Standardnym cielom NIPT je identifikovat predovietkym
relativne cCasté a klinicky zavazné trizomie, a to
predovsetkym trizémiu chromozému 21 (T21, spdsobuje
Downov syndrém), trizémiu chromozému 18 (T18,
sposobuje Edwardsov syndrém) a trizémiu chromozému
13 (T13, spbdsobuje Patauov syndrém). Okrem tychto
Castych trizomii umoznuje skrining aj detekciu inych,
zriedkavych autozomalnych trizémii (RAT —rare autosomal
trisomy), aneuploidie pohlavnych chromozémov (SCA -
sex chromosome aneuploidy) a pri dostato¢nom rozliSeni
a za splnenia Specifickych, pre kazdu vzorku prakticky

Neinvazivne prenatalne testovanie (NIPT) sa stalo Siroko
rozsirenou pokrocilou skriningovou metédou vyuzivanou v
prenatalnom skriningu na zistovanie chromozémovych
abnormalit plodu, ktoré su asociované so zmenami
mnozstva képii chromozémov alebo ich ¢asti. Vychadza z
analyzy volnej cirkulujucej ,fetalnej“ DNA v krvi tehotnej
(cffDNA — cell free fetal DNA). Dolezité je ale uvedomenie
si stavu, Ze sa v skuto¢nosti nejedna o pévodom fetalnu,
ale o placentarnu DNA, konkrétne o DNA z buniek
cytotrofoblastu placenty.

individualnych podmienok a parametrov, aj
subchromozomalnych aberacii, vSeobecne znamych ako
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mikrodelécie a mikroduplikacie alebo tzv. varianty poctu
képii (CNV - copy number variant).

Na zéklade mnohych §tudii a v réznych krajinach uz
dostupnych skriningovych programov zahriiujucich NIPT
bolo jednoznacéne preukazané, Zze tato forma skriningu
ponuka vysoku citlivost a Specificitu detekcie sledovanych
chromozémovych abnormalit a tiez, Ze existuju relativne
dobre popisané biologické a technické pri€iny, ktoré su
zdrojom faloSnej pozitivity (FP). Jej miera je v8ak v
porovnani s inymi formami skriningu velmi nizka. V

rozsiahlych  Studidch sa sumarizovali  Statistické
parametre z NIPT organizovaného v ramci ploSného
skriningu tehotnych v Holandsku a Belgicku, v ktorych boli
analyzované kohorty s po¢tom vzoriek 73 239 a 153 575.
Pre T21, T18 a T13 bola zisten4 citlivost na drovni 98 %, 91
% a 100 % (pri 239 pripadoch s vysokym rizikom pre T21,
49 pre T18 a 55 pre T13) v holandskej a 98,91 %, 97,47 % a
100 % (pri 494 pripadoch s vysokym rizikom pre T21, 115
pre T18 a 91 pre T13) v belgickej populacii. Kumulativhe
pre vSetky tieto tri najCastejSie trizémie bola zistena
faloSna pozitivita v oboch Studidch na udrovni 0,06 %,
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Obr. 1: Detekcia trizomie chromozému 6 v ramci NIPT vySetrenia.
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Obr. 2: Detekcia trizomie chromozému 6 s réznou uiroviiou mozaicizmu vo vzorkach z placenty; A — 0%, B — 61%, 72%,

D - 83%.
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pricom v najvacsej miere boli medzi faloSnymi pozitivitami
zastupené pripady s vysokym rizikom pre T13 1,2. V
porovnatelnej miere k celkovej faloSnej pozitivite NIPT
prispieva detekcia SCA a mierne vy§Sou mierou aj RAT, ak
sU sucastou pouZitého testu z kategérie NIPT 3.

Vo vSetkych pripadoch to suvisi s r6znymi biologickymi
fenoménmi, medzi ktorymi je najviac zastlpeny skryty
placentarny mozaicizmus, v menSej miere su zastipené
maternalny mozaicizmus alebo syndrém miznlceho
dvojc¢ata. V tomto kontexte FP netreba vnimat ako nieco
principialne zlé, je absolutne prirodzene o¢akavatelna (v
skuto¢nosti nepredstavuje ani z klinického pohladu Ziadny
postrach, na rozdiel od faloSnej negativity), ale treba na fu
nahliadat ako na kazdy iny zriedkavy biologicky fenomén,
ktory ma svoje pri¢iny a potencidlne aj néasledky (v

kontexte NIPT spojené s klinickym dosahom
prebiehajuce tehotenstvo alebo vyvoj plodu).

na

Reprezentativne pripady z laboratérnej praxe Trisomy test
laboratérii a v nadvaznosti na vysSie uvedené biologické
pri¢iny FP ilustrujeme na konkrétnych kazuistikach.

Skryty placentarny mozaicizmus (CPM - confined
placental mosaicism)

Skryty placentarny mozaicizmus je definovany ako
pritomnost chromozémovej abnormality v placente, ale
nie v plode. Tento stav sa potvrdi, ked cytogeneticka
analyza vzorky placenty alebo choriovych klkov (CVS)
preukaze pritomnost bunkovych linii s normalnym a
abnormalnym karyotypom, ale nasledna analyza buniek
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Obr. 3: Detekcia trizémie chromozému 7 v NIPT analyze.
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Obr. 4: Detekcia trizémie chromozému 7 v cytogenetickej analyze ziskanej amniocentézou.
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plodovej vody alebo fetalneho tkaniva je normalna. Kedze
NIPT v skuto€nosti analyzuje placentarnu DNA,
abnormality obomedzené na placentu mézu viest k faloSne
pozitivnym vysledkom.

Kazuistika

U 24-ro¢nej tehotnej sme v 14. tyzdni gravidity detegovali
vysoké riziko trizdmie chromozému 6 (T6) na udrovni
zodpovedajucej o¢akavaniu redlnej detekcie (obr. 1) podla
vo vzorke stanovenej fetalnej frakcie (fetalna frakcia
predstavuje podiel fetalnej DNA na celkovej cirkulujucej
DNA ziskanej z plazmy tehotnej a sluzi ako délezity
parameter pri hodnoteni pévodu a pripadnej drovni
mozaicizmu detegovanej aberacie). Biochemicky skrining
bol negativny. V anamnéze figuroval polyhydramnion a
dilatacia dutého systému plodu. Diagnostické vySetrenie z
plodovej vody pomocou stanovenia karyotypu a FISH
nepotvrdil T6 u plodu. Na zaklade tychto voci Trisomy test
vysledkom diskordantnym vysledkom prenatalnych
analyz bolo po pérode realizované vySetrenie vzoriek
placenty. Analyzovanych bolo celkovo 12 vzoriek, po 6 z
materndlnej a fetalnej strany placenty, reprezentujic jej
r6zne Casti a vrstvy, pricom bola preukazana pritomnost
T6 v rozsahu 0% - 83% (obr. 2). To znamena, Ze vysledok
NIPT nebol v skuto¢nosti FP, ale reprezentoval realny stav
chromozémovej abnormality v placente, ktora je zdrojom
cffDNA a vySetrovand v ramci NIPT.

Syndrém mizniceho dvojéata (VTS - vanishing twin
syndrome)

Syndréom miznidceho dvojcata predstavuje situdciu, kedy
sa jeden plod vo viac plodovom tehotenstve prestane
vyvijat alebo odumrie v maternici a potom sa Ciastoc¢ne
alebo Uplne resorbuje placentou alebo druhym plodom. V
krvnom obehu matky moézeme potom zachytit pritomnu
zvySkovl DNA zo zaniknutého dvojcata, ¢o v pripade
pritomnosti chromozémovej abnormality u odumretého
plodu méze viest k faloSne pozitivnemu vysledku NIPT vo
vztahu k prezivajicemu plodu, ktory je bez tejto
chromozémovej abnormality. Signal reprezentujuci
abnormalitu by mal s pokracujucim tehotenstvom a
postupnou resorpciou odumretého plodu slabnut az
Uplne vymiznut, preto je namieste v takychto pripadoch
realizovat vySetrenie NIPT opakovane a s odbermi s
dostatoénym c¢asovym odstupom, aby bolo mozné
sledovat aj dynamiku signalu detegovanej aberacie a v
idealnom pripade ju korelovat aj s opakovanym
ultrazvukovym vySetrenim tehotne;.

Kazuistika

U 41-ro€nej tehotnej sme v 16. tyzdni u dvojplodovej
gravidity s ultrazvukom potvrdenym VTS, identifikovali
signal trizémie chromozému 7 (T7) na drovni 1,9% fetalnej
frakcie (obr. 3) a tiez signdl chromozému Y, ktory
poukazoval na aspon jeden plod muzského pohlavia v
danom tehotenstve. Po opakovanom odbere doslo k strate

signalu T7 a vysledok analyzy zodpovedal plodu Zenského
pohlavia (s fetdlnom frakciou 18,96%). Nasledne
vykonand amniocentéza a analyza ziskanych vzoriek
detegovala po cytogenetickej analyze u jedného z plodov
T7 s nalezom 47,XY,+7 (obr. 4), druhy plod bol 46,XX. V
takomto pripade je T7 mozné interpretovat ako
jednoznaéne patogénny nalez vo vztahu k odumretému
plodu. To znamen4, Ze vysledok NIPT nebol v skuto¢nosti
FP, ale reprezentoval redlny stav chromozémovej
abnormality v danom S$pecifickom pripade a v tomto
tehotenstva v ¢ase, kedy bola vzorka tehotnej odoberana.

Chromozémové abnormality matky

Chromozémové abnormality matky vratane ich
mozaikovej formy (zriedkavo aj takych, ktoré su
spOsobené premalignym alebo malignym ochorenim
matky) su relativne ¢astou pri¢inou falosne pozitivhych
vysledkov, ktoré dokazu ovplyvnit vysledok NIPT. V
idedlnom pripade a neSpecificky je mozné maternalny
nalez odliSit od fetalneho na zaklade rozdielu medzi
urovnou signalu detegovanej abnormality a v rdmci NIPT
zistenou fetdlnou frakciou, pricom je signal tejto
detegovanej abnormality vyznamne vySsi.

Kazuistika

U 26-ro¢nej tehotnej v 17. tyzdni gravidity po IVF s
darovanymi oocytmi sme pomocou NIPT identifikovali dva
rozsiahle nalezy —trizémiu 12p a deléciu Xq25-928 (obr. 5),
ktorych signal vyrazne prevySoval v NIPT zistenu fetalnu
frakciu. Konfirmacné vySetrenie z plodove] vody
nepreukdzalo Ziadny nalez u plodu. Cytogenetické
vySetrenie z periférnej krvi tehotnej preukazalo rozsiahlu
balansovanu prestavbu 46,XX,der(X)t(X;12)(q23;p11.1).
Trizdmia kratkeho ramena chromozému 12 nebola
vyjadrend vo fenotype tehotnej, ¢o mozno vysvetlit
inaktivaciou tej képie X, ktord obsahovala translokované
rameno 12p, no zaroven rozsiahla delécia nachromozéme
Xbola jasne prepojitelna s neplodnostou tehotne;.

Okultna malignita matky

Detekcia viacnasobnych chromozémovych abnormalit
naprie¢ celym gendmom mdze indikovat premalignitu
alebo malignitu matky. Okultnd malignita matky pocas
tehotenstva je velmi zriedkava. Predpokladand incidencia
okultnej malignity stanovend prostrednictvom NIPT je
priblizne 1:10000 1,4, nov skutocnosti je azdesatnasobne
vysSia. Citlivost NIPT metdd pre detekciu malignity je preto
vo v8eobecnosti nizka a preto nie su vhodné na skrining
onkologickych ochoreni, na druhej strane maju vysoku
pozitivhu prediktivhu hodnotu, podla niektorych Studiije to
takmer 70% v zavislosti od pouZitej technolégie 1,5. Na
zéklade rozsiahlych populaénych retrospektivnych studii
sa ukéazalo, Ze najcastejSie identifikovanymi typmi
rakoviny su lymfémy, po ktorych nasleduje rakovina
prsnika. Zatial ¢o rakovina prsnika je hlavnym typom
rakoviny u ZzZien v reprodukénom veku, prevaha
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Obr. 5: Detekcia trizomie 12p a delécie Xq25-g28.

hematologickych diagnéz prostrednictvom NIPT, ako su
lymfémy a leukémie (predstavuju takmer polovicu
vSetkych identifikovanych pripadov rakoviny), je
pravdepodobna vzhladom na Uuzky kontakt krvnych
nadorovych buniek s materskym obehom a skutoénost, ze
najvacSia Cast plazmatickej DNA je hematologického
pbvodu 6.

Kazuistika

U 29-ro¢nej tehotnej v 14. tyzdni tehotenstva sme
opakovane pomocou NIPT identifikovali profil po¢etnych
chromozémovych abnormalit. Diagnostické vySetrenie z
plodovej vody bolo bez patologického nalezu (obr. 6).
Pacientka bola dalej suspenzarizovana v hematologickej
ambulancii. V roku 2024 bola evidovana s diagnézou
Hodgkinov lymféom.

Predanalytické, analytické a technické chyby

Patria sem chyby pri odbere, transporte a spracovani
primarnych vzoriek krvi, zamena vzoriek v procese ich
laboratérneho spracovania, ich kontaminacia alebo
interpretacia vysledkov z nedostatoc¢ne vyplnenych
anamnestickych udajov, ktoré mézu mat za nasledok
nespravne zavery testu napr. chybajuca informacia o
transplantacii organu alebo transfazii krvi a krvnych
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derivatov od muzského donora, informacia o tehotenstve
po IVF (s darovanym oocytom alebo embryom). FaloSne
pozitivne vysledky moézu byt tiez vysledkom Statistickej
nahody, kedZe hranica pre pozitivny test je ¢asto uréena
na zaklade praxou stanoveného nasobku Standardnej
odchylky napr. pri arteficidlne stanovenej hrani¢nej
hodnote pre detekciu trizémii na drovni + 3 to zodpoveda
falosSnej pozitivite pri 1 z 1 000 testovanych vzoriek.

Vplyv falo$ne pozitivhych vysledkov

FaloSne pozitivne vysledky NIPT mézu mat vyznamné
psychologické a klinické ddsledky. Tehotné Zeny, ktoré
dostani faloSne pozitivny vysledok, moézu prezivat
zbyto&ny stres a Uzkost. Okrem toho takyto vysledok ¢asto
vedie k dal§im invazivnym zakrokom na tehotnej, ako je
amniocentéza alebo odber choriovych klkov (CVS), ktoré
so sebou nesu vlastné rizika. V pripade nalezov ktoré maju
materndlny pévod mozZe pozitivny nalez vyvolat sériu
dalSich vySetreni krvi, kostnej drene alebo dodatocné
hematologické, biochemické ale aj zobrazovacie
vySetrenia, ktoré vS8ak moéZu ozrejmit uz prebiehajuce
ochorenie, ktoré nemusi mat vdanom ¢ase jasné klinické
prejavy alebo je poddiagnostikované. M6ze vSak poméct k
rychlejSej diagndze, skratit cestu od diagndzy k liecbe
alebo dokonca dokaze zachranit zivot. V pripade
materndlnych nalezov s moznym prenosom na plod moze
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Obr. 6: Okultna malignita; A — profil vysledku analyzy s detekciou mnohopocetnych chromozémovych abnormalit v NIPT po
analyze DNA z plazmy tehotnej, B — §tandardny profil ziskany po analyze DNA z amniovej tekutiny.
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mat zasadny dopad na kazdé dalSie tehotenstvo. Zaroven
mbéze byt v Specifickych pripadoch potrebné do
diagnostiky zahrnut aj dalSich pribuznych v oboch
rodi¢ovskych vetvach, aby sa doplnila rodinnd anamnéza,
¢o je pri geneticky determinovanych ochoreniach
délezitou sucastou zdravotnej starostlivosti prenositelnej
na dalSich ¢lenov danej rodiny.

Snaha o uplnu eliminaciu FP nie je realna a dnes takmer
nesuvisi s kvalitou komerénych NIPT testov. Da sa
pracovat na zlepSeni predanalytickych technik, ktoré
zlepSuju presnost a kvalitu pripravy vzorky, daju sa
zlepSovat bioinformatické pristupy, ktoré zlepsSuju
predikciu a dokazu eliminovat faloSné pozitivity
vyplyvajuce z technického Sumu. V pripade biologickych
dbévodov na strane matky alebo placenty moze byt dobrym
vychodiskom  kvalitnd predtestovd a potestova
konzultacia s odbornikom, najcastejSie klinickym
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