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Validazione clinica degli indici strumentali
nella sepsi
A.M. Cenci
Dipartimento di Patologia Clinica, Nuovo Ospedale “S. Agostino-Estense” - AUSL Modena, Baggiovara (MO)
Riassunto

La sepsi € costituita dalla reazione sistemica acuta
dell’organismo ospite all’infezione. I gradi di gravita
e gli stadi di malattia in cui questa sindrome si pre-
senta sono caratterizzati da numerosi e diversi segni
e sintomi clinici e di laboratorio che, sfortunatamen-
te, non esprimono completa specificita. Nell’organi-
smo, I’infezione €& caratterizzata da eventi che coin-
volgono cellule (monociti, macrofagi, neutrofili), e
fattori umorali (citochine, markers di reattivita, anti-
corpi, fattori della coagulazione e di attivazione del
complemento, ecc.); il grado dei cambiamenti di que-
sti elementi, in termini di espressione di molecole di
attivazione, rilascio di sostanze reattive e modula-
zione della risposta dell’organismo, dipende da una
serie di variabili quali i diversi agenti patogeni, la
suscettibilita genetica individuale, Pimmunodeficien-
za, i fattori concomitanti, ecc. Nel passato recente
poche sono state, in laboratorio, le reali novita ri-
guardanti gli indicatori diagnostici di sepsi, nonostan-
te i notevoli progressi avvenuti nella comprensione
dei meccanismi molecolari e della biologia di cellule
e citochine interessate nel processo della risposta
immune dell’ospite, e non risultano al momento di-
sponibili in questo campo markers che posseggano

Summary

Clinical value of instrumental sepsis haematological
parameters

Sepsis consists in the systemic acute inflammatory respon-
se to infection. Several clinical symptoms and signs are re-
cognised in different degrees and stage of illness, but, un-
fortunately, they are not specific. Infection is characterized
by cellular events, (involving monocytes, macrophages, and
neutrophils), and presence of humoral factors (cytokines,
reactive biomarkers, antibodies, coagulation and comple-
ment pathways factors, etc); the degree of their changes,

la sensibilita e specificita necessaria a scopi diagno-
stici in tempi rapidi. La recentemente introduzione
di test genetici per tracciare la regolazione dei geni
che governano la risposta immune e di biologia mo-
lecolare per la ricerca veloce multipla degli agenti
eziologici che sostengono linfezione, sembra poter
apportare, in un prossimo futuro, nuovi contributi di
laboratorio vantaggiosi per la diagnostica clinica.
Tuttavia, ancora oggi, trattamenti inadeguati, risul-
tato di ritardi nella diagnosi, continuano a gravare
sulla prognosi degli stati settici. Per le sue caratteri-
stiche peculiari, ’esame emocromocitometrico e la
formula leucocitaria sembrano poter fornire risultati
utili nel raggiungimento di outcome clinici positivi
in tempi utili nella sepsi. Nel presente studio si valu-
ta il valore diagnostico di parametri vecchi e nuovi
dell’emocromo in diversi pazienti settici e si discuto-
no le caratteristiche necessarie per un contributo tem-
pestivo del test alla diagnosi e al follow up terapeuti-
co della patologia. In particolare si propongono per-
corsi analitici che, costruiti con diversi dati ematolo-
gici e informazioni complementari fornite in modo
rapido da differenti tecnologie, propongono una va-
lutazione complessiva di conteggi, misure, morfolo-
gia e funzionalita cellulare.

activity, expression, and release depends on many varia-
bles. Differences in pathogenic agents, genetic susceptibili-
ty, immunodeficiency, coexisting conditions should be con-
sidered. Despite the marked progress in understanding
molecular mechanisms and biology of cells and cytokines
involved in the host immune process, few innovations in
diagnostic indicators can be found in the recent past, and
biomarkers that provide high sensitivity and specificity for
diagnostic aims in quick and useful time are not available
at present time. Recently, the introduction of genetic metho-
ds to track regulation of the genes responsible for the bio-
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markers expression, and molecular biology test to identify
infection supporting agents are giving new tools in under-
standing the host immune response to infection. Never-
theless, an inadequate treatment as a result of delayed dia-
gnosis continues to affect the septic status. For its characte-
ristics the CBC and leukocyte differential counts seem to
be useful in good timing and in reaching clinical goals in
septic patients. In this study, are evaluated the present dia-
gnostic value of old and new haemocytometric parame-
ters in several different septic patients, and are discussed
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the requirements for a timely correct contribute to dia-
gnosis and therapeutic follow up in sepsis by CBC. In par-
ticular, are proposed analytical pathways based on several
haematological data and complementary information from
different technologies in a useful real-time monitoring, and
resulting by counts, measures, morphology and function
parameters.

Key words: sepsis, clinical goals, laboratory diagnostic as-
pects, blood cell counts, leukocyte differential count, blo-
od cell analyzers.

La sepsi, risposta sistemica e complessa dell’ospite all’in-
fezione, ¢ caratterizzata da numerosi sintomi e segni, clinici
e di laboratotio, purtroppo quasi tutti aspecifici'. Essa de-
termina il rilascio in circolo di numerosi mediatori chimici;
la sintomatologia clinica ¢ data dall’interazione tra prodotti
tossici dell’agente eziologico e risposta dell’ospite ed ¢ gra-
vata di alto tasso di mortalita.

Le motivazioni alla richiesta di una diagnostica di labo-
ratorio piu specifica, accurata, sensibile e tempestiva sono
ancora pressanti, al fine di diminuire la mortalita collegata
alla sepsi. Esiste, infatti, una chiara necessita di fornire indi-
catori di infezione/sepsi che possano aumentare la pet-
formance di sensibilita e specificita sia nella diagnosi che
nel monitoraggio terapeutico. Inoltre, dovrebbero venire
soddisfatte le caratteristiche di efficienza clinica necessarie
per test che trovano impiego in situazioni a rapida evolu-
zione e di applicazione in regimi di emergenza, tutto que-
sto tenendo nel giusto conto la multifattorialita delle cause,
le possibili concause aggravanti, I'individualita della rispo-
sta, la necessita molto spesso presente di cure intensive, le
diverse fasi della patologia e la possibilita di evoluzione
dell’'una nell’altra, 1 diversi patogeni coinvolti, con i poten-
ziali stimoli/risposte differenti a seconda della reazione
scatenata'”.

I test da utilizzare dovranno, quindi, valutare diversi fronti,
quali la risposta immune dell’ospite (studio dello stato in-
fiammatorio, citochine e sostanze pro e antinfiammatorie,
test genetici), evidenziare gli agenti eziologici, le loro cari-
che e gli strumenti di tossicita (test microbiologici avanza-
tl), identificare le concause (diagnosi d’organo, test generali
e specifici). Nella loro ricerca e impostazione si dovra te-
nere conto dei progressi avvenuti nel tempo nella cono-
scenza degli eventi causali che si succedono e sostengono
la malattia e, da un punto di vista tecnico, dei progressi
della diagnostica strumentale. 1l loro impiego avverra nel-
I'inquadramento di patologia, nella sua stadiazione e nel
monitoraggio terapeutico, con occhio al problema crucia-
le del tempo di risposta.

A nostro giudizio, per la capacita di rispondere a molte
delle richieste sopra formulate e per le caratteristiche di
innovazione tecnologica di cui si ¢ arricchito, il contributo
diagnostico dell’emocromo si presenta, oggi, di utile e rin-
novato impiego nella sepsi. Test di base e tra i piu diffusi
nella diagnostica del laboratorio clinico, esso fornisce, in
tempi rapidi e a costi contenuti, notizie di tipo generale
sullo stato del paziente e parametri specifici riferiti alle
popolazioni circolanti. Tali informazioni, inserite nel qua-
dro clinico del paziente, quando appropriatamente inter-

pretate, risultano sempre piu spesso di supporto nella ri-
sposta ai quesiti proposti*’.

IPesame emocromocitomettico, e in particolare la de-
terminazione dei globuli bianchi, ma non solo, fornisce, in
caso di sepsi, indicazioni sia per la diagnosi (in genere una
leucocitosi neutrofila, reattiva e di entita varia), sia per la
prognosi (leucopenia, anche marcata, nei casi con esito sfa-
vorevole o comparsa di elementi immaturi per stress mi-
dollare da persistente stimolazione o da problematiche te-
rapeutiche). Ma non ¢ questo 'unico contributo: infatti,
alla statica fotografia della rilevazione del numero e della
forma/stadio cellulare si ¢ affiancata la registrazione della
funzionalita quale utile indice della attivazione dei neutrofi-
li, rilevata con il CD64, valutazione immunofenotipica in-
tegrabile in sistemi ematologici. Il parametro ¢ presente
nella sepsi e non nelle forme neoplastiche, fatto questo che
risolve uno dei problemi di affidabilita del conteggio au-
tomatizzato diretto degli elementi immaturi in circolo in-
tegrato nello screening leucocitario di alcune strumenta-
zioni del mercato. Infatti, ’accuratezza delle determinazio-
ni dirette di questi sistemi, (elaborate attraverso il calcolo
dei parametri posizionali, i conteggi di elementi immaturi,
poi refertabili o, pitt genericamente, le flag dedicate), dimi-
nuisce quando le cellule mieloidi esprimono displasia, asin-
cronie o dismaturita legate a situazioni neoplastiche. I1 CD64
risulta essere una misura funzionale priva delle caratteristi-
che di soggettivita di cui erano gravate in precedenza altre
valutazioni riferite ai granulociti neutrofili, quali il conteg-
gio delle band cell o la determinazione della formula di
Arnet, cui in passato ¢ stato attribuito un ingjustificato si-
gnificato clinico. Infine il CD64 si correla conI'andamento
di piu sofisticati biomarkers, fornendo notizie sulla rispo-
sta dei neutrofili all’azione delle citochine stimolanti attra-
verso lespressione di questo marcatore specifico®’.

Per le altre famiglie leucocitarie (linfociti, monociti, eosi-
nofili e basofili), il contributo attuale dell’ematologia auto-
matizzata ¢ costituito fondamentalmente dall’accuratezza
analitica (conteggi e allarmi). Lo studio funzionale dei
monociti puo avvalersi dell’analisi citofluorimetrica, dove
possono essere messi in evidenza markers di attivazione
e/o differenziazione espressi dalle cellule circolanti dei pa-
zienti settici.

Gli altri parametri dell’emocromo (vedi emoglobina e
globuli rossi) possono essere utilizzati per il monitoraggio
dello stato generale e della reazione del paziente allo stato
di malattia.

Circa il 40-60% delle sepsi ¢ gravato da piastrinopenia,
che riconosce una eziologia multifattoriale (pseudopiastri-



106

nopenia, sviluppo di autoanticorpi, ematofagocitosi, trom-
bocitopenia eparino-indotta o legata ad altre terapie, da
diluizione soprattutto nei traumi, da cause preesistenti, quali
canctro, ipersplenismo, PTT, ecc.)®.

Essa si manifesta in relazione a tutti gli altri aspetti della
risposta dell’ospite alla sepsi, inclusa I'attivazione della via
coagulazione/infiammazione, e lo sviluppo delle disfun-
zioni d’organo.

In questi pazienti 'accuratezza della conta e la stima della
funzionalita piastrinica costituiscono informazioni basilari
nella valutazione della bilancia emostatica. Un contributo
notevole all’accuratezza del conteggio si ha con la possibi-
lita di integrare pitt metodologie di lettura nella determina-
zione piastrinica (impedenzometria, metodo ottico ed im-
munologico). Bisogna infatti considerare le difficolta di una
corretto riconoscimento in ambiti di basse concentrazioni
in pazienti nei quali possono ritrovarsi in circolo macroag-
gregati di particelle estranee alle piastrine e/o frammenti
cellulari di natura diversa. A questo scopo risulta utile an-
che Tosservazione diretta della distribuzione dei cluster
cellulari nei canali interessati. In questi casi, comunque, la
possibilita della verifica immunologia (CD61 ¢ CDA41)
costituisce un reale valore aggiunto nella refertazione di
dati affidabili. In letteratura si riscontrano ancora suggeri-
menti sull’utilizzo del volume piastrinico come indice mot-
fo-funzionale, pur conoscendo le difficolta tuttora petsi-
stenti nella sua determinazione*’. Nuovi indici quali 'TPF
(Immature Platelet Fraction) si riferiscono alla presenza in
circolo di piastrine neoformate ricche di RNA e vanno,
come significato e valutazioni preliminari sui conteggi bas-
si, nella stessa direzione del volume medio piastrinico. 11
dato necessita di ulteriori verifiche prima di poter espri-
mere pareri comprovati la possibilita reale di utilizzo nei
pazienti settici, con il significato di una valutazione in tempi
brevissimi della ripresa nella produzione midollare anche
senza praticare manovre invasive quali la biopsia osteo-
midollare, che risulterebbero particolarmente problemati-
che in queste situazioni.

Recenti lavori riportano una correlazione tra le caratteri-
stiche della piastrinopenia e I'agente eziologico della sepsi,
con differenze anche importanti tra le vatie origini'’.

Da tempo si conosce che la comparsa e 'aumento di
circolo di precursori eritroidi costituisce un segno progno-
stico negativo. La possibilita attuale delle nuove tecnologie
ematologiche di fornire conteggi in automazione per que-
sti elementi, costituisce un notevole contributo all’attivita
di laboratorio nella risposta veloce ed accurata in situazio-
ni di emergenza. In particolare, la possibilita di avere a
disposizione contemporaneamente ¢ su singola determi-
nazione i parametri di immaturita mieloide ed eritroide
puo essere utilizzata nella valutazione prognostica com-
plessiva dell’andamento clinico del paziente settico.

Un’occasione di osservazione diretta dei dati sopra ri-
portati si ¢ verificata con il follow up osservato in un set-
ting di sperimentazione costituito da 8 pazienti, seguiti nel
tempo (nel giorno e tra giorni) per un periodo di 2 setti-
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mane. I pazienti settici ricoverati presso differenti terapie
intensive risultavano affetti da sepsi di diversa origine (ezio-
patogenesi mediche e chirurgiche) e di diverso stadio e
grado e sono stati monitorati con diversi parametri bio-
chimici e microbiologici. I dati ottenuti, preliminari e in via
di elaborazione complessiva, ricalcano quanto gia presente
in letteratura. In particolare, per i parametri dell’emocro-
mo, sono state confrontate le performance di diversi stru-
menti ematologici nei pazienti settici, tra sistemi e contro
metodo microscopico di riferimento; per completezza i
campioni sono stati valutati anche con analisi citofluorime-
trica. Dall’esame dei dati si evince il bisogno di conoscere
in modo piu approfondito 'andamento e i vantaggi legati
all’utilizzo clinico di alcuni dei nuovi parametri strumentali
in ambiti specifici quale quello studiato e la possibilita di
conferme con metodologia analitica differente, anche per
step successivi ma sulla stessa determinazione, dell’accura-
tezza di alcuni dati (vedi il chiaro esempio delle piastrine).
Risulta, quindi, sempre piu evidente la necessita di muo-
versi verso sincretismi tecnologici, siano essi integrazioni
fisiche nello stesso strumento o tecnologie diverse legate
da software gestionali, per fornire dati affidabili in tempi
utili.
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